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Zusammenfassung

Nach einem Ischamie-Reperfusionsschaden in der Niere erlaubt ein Ruckgang der
Entziindungsreaktion eine Regeneration und Heilung des Tubulusepithels. Wenn die
Entzindungsreaktion aber persistiert oder gar voranschreitet, kommt es zu einem
andauernden entziindlichen Schaden, der durch infiltrierende Leukozyten vermittelt wird.
Hierdurch gehen Nephrone unter und es entsteht eine Fibrose des Nierengewebes, was
typische Charakteristika einer chronischen Nierenerkrankung sind.

Der atypische Chemokinrezeptor 2 (ACKR2) ist in der Lage, entzindliche CCL Chemokine zu
binden, zu internalisieren und schlieRlich abzubauen. Hierdurch ist ACKR2 in der Lage, lokale
Chemokinkonzentrationen zu reduzieren und die Chemokin-vermittelte Akkumulation von

Leukozyten zu vermindern.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass ACKR2 im Mausmodell nach Ischamie-
Reperfusionsschaden die Leukozyteninfiltration, die Entzindung in der Niere und den
fibrotischen Umbau des Nierengewebes vermindert und somit nach einer akuten

Nierenschadigung das Voranschreiten zu einer chronischen Nierenerkrankung verhindert.

Nach Ischamie-Reperfusionsschaden zeigte sich eine ab Tag 1 bis Woche 5 anhaltend
erhohte renale mRNA-Expression von Ackr2 im Tubulointerstitium. In Ackr2-defizienten
Mausen lag 1 und 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden ein dhnlicher Schaden des
Tubulusepithels wie in Wildtyp-Tieren vor. Die Anzahl der mononukledren Phagozyten war
jedoch in den postischamen ACKR2-defizienten Nieren erhoht. Im chronischen Modell 5
Wochen nach Ischamie-Reperfuionsschaden war nicht nur der tubulare Schaden in Ackr2-
defizienten Nieren deutlich verstarkt, sondern auch die Anzahl renaler mononuklearer
Phagozyten, T-Zellen und Ly6CM" inflammatorischer Makrophagen. Zudem zeigten sich in
Ackr2-defizienten Nieren eine erhdohte mRNA-Expression von Entziindungsmarkern. Des
Weiteren flhrte Ackr2-Defizienz zu einer verstarkten Ausbildung einer renalen Fibrose. So
waren in den fibrotischen Nieren bei Ackr2-Defizienz eine vermehrte Expression von
extrazelluldaren Matrixmolekllen, eine erhdhte Akkumulation von a-SMA-positiven

Myofibroblasten und vermehrt aus dem Knochenmark stammende Fibrozyten nachweisbar.

Diese Daten zeigen, dass ACKR2 eine andauernde renale Entziindungsreaktion, den Verlust
an Tubuli und den fibrotischen Umbau der Niere nach Ischamie-Reperfusionsschaden
begrenzt. Dadurch kann ACKR2 das Voranschreiten einer akuten Nierenschadigung zu einer

chronischen Nierenerkrankung verhindern.
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Summary

Following renal ischemia-reperfusion injury (IRI), resolution of inflammation allows tubular
regeneration, whereas ongoing inflammatory injury mediated by infiltrating leukocytes leads
to nephron loss and renal fibrosis, typical hallmarks of chronic kidney disease.

The atypical chemokine receptor 2 (ACKR2) is a chemokine decoy receptor that binds and
scavenges inflammatory CC chemokines and reduces local leukocyte accumulation. We
hypothesized that ACKR2 limits leukocyte infiltration, inflammation, and fibrotic tissue
remodeling after renal IRI, thus preventing progression to chronic kidney disease.

Following IRI renal mRNA expression of Ackr2 was induced from day 1 until week 5 in the
tubulointerstitial compartment. In Ackr2-deficient mice with early IRI 1 or 5 days after transient
renal pedicle clamping, tubular injury was similar to wild-type, although accumulation of
mononuclear phagocytes increased in postischemic Ackr2-/- kidneys. Regarding long-term
outcomes, Ackr2-/- kidneys displayed more tubular injury 5 weeks after IRI, which was
associated with persistently increased renal infiltrates of mononuclear phagocytes, T cells,
Ly6C"9" inflammatory macrophages, and inflammation. Moreover, Ackr2 deficiency caused
substantially aggravated renal fibrosis in Ackr2-/- kidneys 5 weeks after IRI, shown by
increased expression of matrix molecules, renal accumulation of a-smooth muscle actine-

positive myofibroblasts, and bone marrow-derived fibrocytes.

These results demonstrate that ACKR2is important in limiting persistent inflammation, tubular
loss, and renal fibrosis after ischemic acute kidney injury and, thus, can prevent progression

to chronic renal disease.
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1 Einleitung

1.1 Die akute Nierenschadigung

Der Begriff Akute Nierenschédigung (Acute Kidney Injury — AKI) wurde 2007 erstmals von der
Organisation Acute Kidney Injury Network (AKIN) definiert als eine plétzlich (innerhalb von 48
Stunden) auftretende Verschlechterung der Nierenfunktion, charakterisiert durch einen
absoluten Anstieg des Kreatinins im Serum grofier / gleich 0,3 mg/dl, einen prozentualen
Anstieg des Kreatinins im Serum von groRer / gleich 50% oder einer Reduktion des

Urinausflusses (dokumentierte Oligurie von weniger als 0,5 ml/kg/h fir mehr als 6 Stunden)
(1).
Die AKIN-Klassifikation einer akuten Nierenschadigung modifizierte die 2002 definierten

RIFLE Kriterien fur ein akutes Nierenversagen und der Begriff Akutes Nierenversagen wurde

ersetzt durch Akute Nierenschédigung (1, 2).

Diese beiden Definitionen, AKIN und RIFLE wurden schlie3lich 2012 von der Organisation
Kideny Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) zusammengefasst (3). Die KDIGO
Klassifikation zeigte sich hinsichtlich des diagnostischen und pradiktiven Wertes den AKIN-
Kriterien als Uberlegen (4). Die Stadieneinteilung der akuten Nierenschadigung zeigt Tabelle
1.

Tabelle 1: Stadieneinteilung der akuten Nierenschadigung nach KDIGO

KDIGO | Kreatinin-Erh6hung im Serum Diurese-Kriterium

1 Kreatinin-Erhéhung = 0,3 mg/dl in 48h oder Diurese < 0,5 ml/kg/h fur = 6h

Kreatinin-Erhéhung von 1,5 x Baseline in 7 Tagen

2 Kreatinin-Erhdhung von 2 — 2,9 x Baseline Diurese < 0,5 ml/kg/h fir = 12h

3 Kreatinin-Erhéhung von 3 x Baseline oder Diurese < 0,3 ml/kg/hfiurz= 24h oder
Kreatinin = 4,0 mg/d| oder Anurie = 12h
Start Dialyse

Alle drei Klassifikationen basieren auf Erhéhungen des Serum Kreatinin-Wertes sowie auf

einer Reduktion der Urinproduktion.

Die AKIN und KDIGO Kiassifikationen lenken den Fokus jedoch mehr auf die frihe Phase der

akuten Nierenschadigung als auf das spatere Nierenversagen mit Verlust der Nierenfunktion.
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So wurden die zwei letzten Stadien der RIFLE-Kriterien Loss und End-stage kidney disease
weggelassen und ein Baseline-Kreatinin-Wert ist in der AKIN und der KDIGO Klassifikation
nicht mehr zwingend notwendig, um eine akute Nierenschadigung zu diagnostizieren. Dies

erleichtert die Diagnosestellung und soll einen frihen Therapiebeginn ermadglichen (3).

Weltweit betrug im Zeitraum 2004-2012 die Inzidenz einer akuten Nierenschadigung wahrend
eines stationaren Aufenthalts 21,6%, sowie die damit assoziierte Mortalitat 23,9%. Die
Mortalitat korrelierte invers mit dem Durchschnittseinkommen der Bevdlkerung sowie den
Ausgaben fur das Gesundheitssystem (5). Bei Intensivpatienten lag die Inzidenz einer akuten
Nierenschadigung zwischen 2009 und 2010 bei 57,3% weltweit. 26,9% der Patienten miteiner
akuten Nierenschadigung verstarben wahrend des stationaren Aufenthaltes. Ein hdheres AKI-
Stadium war dabei assoziiert mit einer hdheren Mortalitat. Eine Dialyse erhielten 23,5% der

Patienten mit einer akuten Nierenschadigung (6).

Risikofaktoren fur die Entwicklung einer akuten Nierenschadigung sind hoheres Alter,
Intensivaufenthalt, Sepsis, Herzinsuffizienz, chronische Nierenerkankungen sowie eine
Proteinurie (7-9). Des Weiteren spielen Nephrotoxine und insbesondere deren Kombinationen
wie Kontrastmittel, Diuretika, ACE-Inhibitoren, NSAIDs sowie einige Antibiotika und

Virustatika eine wichtige Rolle, da sie in vielen Fallen vermeidbar oder absetzbar sind (10).

Bis vor wenigen Jahren herrschte die allgemeine Lehrmeinung, dass sich die Nierenfunktion
nach einer akuten Nierenschadigung weitgehend erholt, falls ein Patient die auslésende

Grunderkrankung sowie die akute Nierenschadigung selbst Uberlebt.

In den letzten Jahren konnte jedoch gezeigt werden, dass viele Patienten mit einer akuten
Nierenschadigung nicht zu einer normalen Nierenfunktion oder der Ausgangsnierenfunktion
zuriickkehren, was die oben beschriebene Anderungen in den Klassifikationen fiir eine akute
Nierenschadigung notwendig machte. So konnte gezeigt werden, dass abhangig vom
Schweregrad einer akuten Nierenschadigung die Mortalitat zwei Jahre nach Entlassung im
Vergleich zu Patienten ohne akuter Nierenschadigung erhoht ist (11). AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass Patienten auf der Intensivstation mit einer dialysepflichtigen akuten
Nierenschadigung bis zu funf Jahre nach Intensivaufenthalt signifikant 6fter eine terminale
Niereninsuffizienz (end-stage kidney disease) entwickelten (12). Besonders eindrucksvoll ist
die Tatsache, dass Intensivpatienten auch mit nur einer milden akuten Nierenschadigung (AKI
Stadium 1) selbst zehn Jahre nach Intensivaufenthalt eine signifikant hohere Mortalitat im
Vergleich zu Intensivpatienten ohne AKI aufwiesen (13).

Diese Daten heben die zunehmende Bedeutung der akuten Nierenschadigung auch fur die
Langzeitprogose hervor. Sie belegen, dass selbst eine einmalige, passager-akute
Nierenschadigung im chronischen Verlauf weitreichende Konsequenzen fir den Patienten
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hinsichtlich Mortalitat, Morbiditdt und Entwicklung einer chronischen Nierenerkankung hat.
Aus diesem Grunde ist eine genauere Erforschung der pathophysiologischen Vorgange,

welche den chronischen Verlauf nach akuter Nierenschadigung beeinflussen, relevant.
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1.2 Pathophysiologie des renalen Ischamie-
Reperfusionsschadens

Der Ischamie-Reperfusionsschaden in der Niere (Ischemia Reperfusion Injury — IRI) ist eine
haufige Ursache fur eine akute Nierenschadigung (AKI) (14). Der Ischamie-
Reperfusionsschaden resultiert aus einer generalisierten oder lokalen Verminderung des
Sauerstoff- und Nahrstofftransportes zu den Nierenzellen. Es entsteht ein Missverhaltnis aus
Sauerstoffangebot und —nachfrage, sowie eine Ansammlung von Abfallprodukten des
Stoffwechsels (15). Folglich werden die Tubulusepithelzellen geschadigt und sterben durch
Apoptose oder Nekrose ab, wenn die Schadigung stark genug ist. Dieser Vorgang wird als
akute Tubulusnekrose (ATN) bezeichnet. Diese flhrt konsekutiv zu einer eingeschrankten
Nierenfunktion und Stérung des Wasser- und Elektrolythaushaltes mit einer verminderten
Ausscheidung von Abfallprodukten des Stoffwechsels. Einen Uberblick (ber mogliche

Ursachen des Ischamie-Reperfusionsschaden gibt Abbildung 1.

Intravascular volume depletion and hypotension Hepatorenal Renal vascular disease
Gastrointestinal tract, renal, dermal losses syndrome
Hemorrhage Large vessel
Renal artery thrombosis

Decreased effective Arterial occlusion during surgery
intravascular volume Renal artery stenosis
Congestive heart failure

Cirrhosis Small vessel

Nephrosis \ T — / Vasculitis

Peritonitis or localized reduction Atheroembolism

Hemolytic uremic syndrome/
thrombotic thrombocytopenic purpura
Malignant hypertension

Medications et
- Preeclampsia
Cyclosporin A Sickle cell anemia
Tacrolimus Hypercalcemia

in renal blood flow

Angiotensin-converting enzyme inhibitors Sepsis Transplant rejection
Nonsteroidal antiinflammatory drugs
Radiocontrast agents Acute kidney
Amphotericin injury

Abbildung 1: Ursachen einer regionalen oder generalisierten Verminderung des renalen
Blutflusses

Sowohl Medikamente als auch verschiedene pathophysiologische Ursachen kdnnen zu einer
Verminderung des renalen Blutflusses beitragen. Hierdurch entsteht durch eine lokalisierte oder
regionale Ischamie der Nierenzellen eine akute Nierenschadigung. Diese Abbildung stellt einen Auszug
der méglichen Ursachen fir eine renale Ischamie dar und zeigt ebenso, dass sie eine haufige Folge

von vielen die Niere betreffenden Krankheitsbilder bzw. -syndromen ist (16).

Im Anschluss an die Ischamiephase folgt die Reperfusionsphase. Die rasche Rickkehr zur
Normoxie fuhrt dabei zu einem sprunghaften Anstieg von Reactive Oxygen Species (ROS)
sowie zu erheblichen Reduktion von protektiven Antioxidantien. Durch die Reperfusion kommt
es zur Infiltration von Leukozyten, welche zahlreiche Zytokine und Chemokine sezernieren.
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Die Folge ist eine massive Entzindungsreaktion. Der oxidative Schaden durch ROS sowie
die massive Entziindungsreaktion verursachen in der Folge eine anhaltende Schadigung der

Nierenzellen mit der potentiellen Entwicklung einer chronischen Nierenschadigung (16).

1.2.1 Die Rolle der Endothelzellen wahrend des Ischamie-

Reperfusionsschadens

Das Endothel und die glatten Muskelzellen der Mikrozirkulation spielen eine wichtige Rolle in
der Pathophysiologie des Ischamie-Reperfusionsschadens. Obwohl die globale
Nierendurchblutung wahrend einer akuten Nierenschadigung meist reduziert ist, kann sie
alleine nicht fir den Rickgang der glomeruldren Filtrationsrate verantwortlich gemacht
werden (17). Wichtiger sind die regionalen Veranderungen der Nierendurchblutung, so ist die
Durchblutung des &aufleren Nierenmarks Uberproportional wahrend des Ischamie-

Reperfusionschadens reduziert (18).

Endothelzellen beeinflussen den Tonus der GefaBmuskulaturund die Leukozytenfunktion. So
ist nach Verletzung des Endothels die Vasokonstriktion der kleinen Arteriolen ausgepragter
nach Stimulierung durch Endothelin-1, Angiotensin II, Thromboxan A2, Prostaglandine,
Leukotriene, Adenosin oder Aktivierung des Sympathikus (19, 20). Umgekehrt ist die
Vasodilatation geringer nach Stimulierung durch  Acetycholin, Bradykinin oder
Stickstoffmonoxid (NO). Verantwortlich hierfur ist unter anderem eine reduzierte Produktion
von NO und weiteren vasoldilatierenden Substanzen durch die geschadigten Endothelzellen
(21, 22). Diese Effekte werden verstarkt durch vasoaktive Zytokine wie Tumornekrosefaktor-
a (TNF-a), Interleukin-145 (IL-15) und weitere Interleukine, welche als Folge der
Leukozytenaktivierung durch die Interaktion von Leukozyten mit Endothelzellen exprimiert
werden (23). Durch die Interaktion von Leukozyten mit Endothelzellen wird zudem die
Blutgerinnung aktiviert, was zu einem Verschluss vor allem der kleinen Blutgefalie fuhren

kann.

Die verstarkte Vasokonstriktion verursacht zusammen mit dem Verschluss der kleinen
Blutgefalle eine Stérung der Mikrozirkulation mit regionaler Ischamie vor allem im auf3eren
Nierenmark. Der Grund fur die Anfalligkeit des &uferen Nierenmarks fur ischamische
Ereignisse liegt darin, dass die im aufReren Nierenmark liegende Pars recta des proximalen
Tubulus und die dicke aufsteigenden Schleife des distalen Tubulus bereits unter
physiologischen Bedingungen hypoxisch sind (24). Dies wird hervorgerufen durch die
Austauschvorgange von Sauerstoff zwischen den ab- und aufsteigenden Teilen des Nephrons
(siehe Abbildung 2), sowie dem hohen Sauerstoffbedarf der proximalen Tubuluszellen durch

ihre hohe Stoffwechselaktivitdtim Rahmen von Rickresorptionsprozessen von Substanzen
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aus dem Primarharn (25). Die Pars recta des proximalen Tubulus ist davon besonders
betroffen, da diese Tubuluszellen nicht zur anaeroben Glykolyse fahig sind (26).

Proximal
convoluted
tubule

Proximal Thick \ PO,
straight Vasa ascending 3
tubule recta limb (minblg)
Outer .'\
medulla
s ~10-20
ascending
limb
Inner
medulla

Urine

Abbildung 2: Normales Nephron, kortikomedulldrer Sauerstoffpartialdruckgradient und
Anatomie der BlutgefaBe des duBeren Nierenmarks

A Anatomie und Regionen des Nephrons. Die Kapillaren des BlutgefalRsystems sind in Rot, das vendse
System ist in Blau dargestellt. B Die vasa recta mit dem gegenlaufigen Austausch von Sauerstoff, der
einen Gradient von abnehmendem Sauerstoffpartialdruck hervorruft. PO2, Partialdruck von Sauerstoff
(16).

Im Rahmen des Ischamie-Reperfusionsschadens tritt wahrend der Reperfusionsphase eine
verstarkte Interaktion von Leukozyten mit Endothelzellen auf. Hervorgerufen wird dies durch
eine verstarkte Expression von Adhasionsmolekulen wie Intercellular adhesion molecule 1
(ICAM-1) durch geschadigte Endothelzellen und einer verstarkten Expression von
entsprechenden Rezeptoren auf Leukozyten (27). Die Folgen sind Aktivierung von

Leukozyten, Obstruktion von Kapillaren und postkapillaren Venolen, weitere Aktivierung und

6
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Transmigration von Leukozyten, sowie Bildung von Zytokinen. Durch diese Mechanismen
entsteht eine massive lokale Entztindungsreaktion (23).

Des Weiteren fuhrt eine Schadigung des Endothels zu einem Verlust der Glyocalyx, einer
Storung des Aktin-Zytoskelletts, einer Veranderung der endothelialen Zellkontakte sowie
einem Zusammenbruch der perivaskularen Matrix. Folglich kommt es zu einer verstarkten
Permeabilitdt der kleinen Gefalle mit Verlust von FlUssigkeit ins Interstitum, welche ein

bestehendes Odem weiter verstarkt (28, 29).

Die Anzahl der kleinen Gefalle im dulReren Nierenmark verringert sich durch Hemmung von
angiogenen Faktoren wie Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)und der Aktivierungvon
Hemmern der Angiogenese (30). Die reduzierte Anzahl an Gefal3en ruft eine chronsiche
Hypoxie hervor, welche moglicherweise zu weiterem tubularem Schaden und zu einer Fibrose
des Tubulointerstitiums fuhrt. Es kommt zu einem Circulus vitiosus, weil die entstehende
Fibrose die Mirkrozirkulation weiter beeintrachtigt, das Sauerstoffangebot an die
Tubulusepithelzellen weiter vermindert und damit die Schadigung der Tubulusepithelzellen
verstarkt. Zusatzlich kann es zu einer Stérung von Reparaturmechanismen des
Tubulusepithels kommen, was wiederum zu einer verstarkten Fibrose fihrt. Der Blutfluss in
den verbleibenden Gefalden kann ebenfalls beeintrachtigt werden durch eine Schwellung der
geschadigten Endothelzellen (28).

1.2.2 Entziindliche Prozesse wahrend des Ischamie-

Reperfusionsschadens

Sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem beeinflussen wesentlich die
Pathophysiologie des Ischamie-Reperfusionsschadens. Das angeborene Immunsystem ist fir
die frihe entzindliche Antwort nach Zellschadigung zustandig und besteht aus neutrophilen
Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen, naturlichen Killer-Zellen sowie
nattrlichen Killer-T-Zellen. Nach wenigen Stunden tragt zusatzlich das adaptive
Immunsystem, welches  durch spezifische Antigene aktiviert  wird, zZum
Entziindungsgeschehen bei und bleibt Uber mehrere Tage nach Schadigung aktiv. Die
adaptive Immunantwort wird durch aktivierte, Antigen-prasentierende dendritische Zellen
induziert, fuhrt zu einer Stimulation und Proliferation von T-Lymphozyten und vermittelt
Interaktionen zwischen B- und T-Lymphozyten sowie die Aktivierung von Makrophagen (16).

Hierbei wird zwischen einer Th1- und einer Th2-Immunantwort unterschieden.

Bei der Th1-Immunantwort oder auch zelluldare Immunantwort fuhrt die Prasentation von
Antigenen durch dendritische Zellen an naive CD4+ T-Lymphozyten (ThO) zu einer

Differenzierung zu CD4+ T-Lymphozyten vom Th1-Phanotyp. Diese sezernieren IL-2 und
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Interferon-y (IFN-y) und aktivieren hierdurch Makrophagen. Die Th2-Immunantwort oder auch
humorale Immunantwort ist definiert durch die Differenzierung von CD4+ T-Lymphozyten ThO
zu CD4+ T-Lymphozyten vom Th2-Phanotyp nach Prasentation des Antigens durch
dendritische Zellen. Die CD4+ T-Lymphozyten vom Th2-Phanotyp sezernieren IL-4 und
Transforming growth factor B (TGF-B). IL-4 fUhrt zu einer Differenzierung von B-Lymphozyten
zu Plasmazellen, welche daraufhin Immunglobuline sezernieren. Die durch eine Th1-
Immunantwort sezernierten Zytokine IL-2 und IFN-y hemmen eine Th2-Immunantwortund die
durch eine Th2-Immunantwort sezernierten Zytokine IL-4 und TGF-B hemmen wiederum die
Th1-Immunantwort (31-33).

Makrophagen sind mononukleare Zellen, die sich aus im Blut zirkulierende Monozyten
differenzieren. Hierbei werden Makrophagen vom M1- und vom M2-Phanotyp unterschieden.
Der M1-Phanotyp entsteht unter inflammatorischen Bedinungen nach Stimulation durch
Endotoxine wie zum Beispiel Lipopolysaccharide (LPS) oder proinflammatorische Zytokine
wie IFN-y und TNF-a. M1-Makrophagen werden von CD4+ T-Lymphozyten vom Th1-
Phanotyp aktiviert. M1-Makrophagen produzieren grole Mengen an ROS und
proinflammatorischen Zytokine wie IL-1p und TNF-a. Hierdurch wirken Makrophagen vom M1-
Phanotyp zytotoxisch und proinflammatorisch. Makrophagen vom M2-Phanotyp kénnen sich
aus Monozyten differenzieren, wenn sie IL-4, IL-10, IL-13, Immunkomplexen oder
glucokortikoiden Hormonen ausgesetzt sind. M2-Makrophagen werden von CD4+ T-
Lymphozyten vom Th2-Phanotyp aktiviert. M2-Makrophagen stellen eine heterogene
Zellgruppe dar, von denen angenommen wird, dass sie Uberwiegend Reparaturmechanismen
im Gewebe vermitteln. Durch die Phagozytose von Zelldebris und Sezernieren von
Wachstumsfaktoren spielen sie eine wichtige Rolle in der Wundheilung. Makrophagen vom
M2-Phanotyp sezernieren antiinflammatorische Zytokine und konnen hierdurch

Entzindungen begrenzen (31-33).

Das Tubulusepithel wird nicht nur durch die entzindlichen Vorgange in der Niere geschadigt,
sondern tragt selber zu dem Ausmaly der intrarenalen Entzindung bei. Geschadigtes
Tubulusepithel produziert eine Vielzahl von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-1, IL-
6, IL-8 sowie eine Reihe von proinflammatorischen Chemokinen wie CCL2 und CCL5 (vgl.
auch Kapitel 1.3). Weiterhin exprimieren Tubulusepithelzellen Toll-like Rezeptoren (TLRS),
Komplement-Molekule und —Rezeptoren, sowie weitere kostimulierende Molekule, welche die
Aktivitat der T-Lymphozyten regulieren (23).

TLRs gehdren zu den Pattern Recognition-Rezeptoren, die exogene mikrobielle Stoffe
(sogenannte Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) erkennen, sowie endogene
Stoffe, die von kopereigenen Zellen nach Zellschadigung freigesetzt werden (sogenannte

Danger-associated molecular patterns, DAMPs) (34, 35). Wahrend des Ischamie-
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Reperfusionsschadens werden vermehrt TLRs von Zellen des Tubulusepithels exprimiert. Die
TLRs modulieren das Ausmal} der renalen Entziindung, indem sie die Tubulusepithelzellen
zur Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinenveranlassen, welche die

Infiltration von Leukozyten in die Niere vermitteln (36).

Zusatzlich  zur Produktion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine ist das
Tubulusepithel in der Lage MHC lI-Molekile und kostimulierende Molekile zu exprimieren
(37). Dadurch kénnen Tubuluszellen Antigene den T-Lymphozyten prasentieren. Die Folge ist
eine weitere proinflammatorische Antwort unter Beteiligung des adaptiven Immunsystems
(38).

Neutrophile Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, dendritische Zellen und T-Lymphozyten
sind wichtige leukozytare Effektorzellen wahrend des Ischamie-Reperfusionsschadens.
Neutrophile Granulozyten kdnnen an aktivierte Endothelzellen binden und infiltrieren die Niere
bereits nach 30 Minuten wahrend der Reperfusion (27). Sie infiltrieren vorrangig das aul3ere
Nierenmark und produzieren vor Ort Proteasen, Myeloperoxidasen, Reactive Oxygen Species
(ROS) und proinflammatorische Zytokine (39). Dadurch kommt es zu einer gesteigerten
Permeabilitat der Blutgefalle, einer Storung der Integritat von Tubulusepithel- und
Endothelzellen und letzten Endes zu einer Verschlimmerung des renalen Schadens (40). Die
Produktion von IL-17 durch neutrophile Granulozyten reguliert die IFN-y vermittelte Migration
von weiteren neutrophilen Granulozyten in die Niere nach Ischamie-Reperfusionsschaden
(31).

Im Blut der Maus existieren zwei Arten von Monozyten, die anhand der Expression ihrer
Oberflachenmolekiile voneinander unterschieden werden kénnen: CD11b* CCR2°* GR-1
Ly6C'*¥ CX3CRP"9" Monozyten und CD11b* CCR2"" GR-1""t Ly6C"sh CX3CR'"" Monozyten.
Erstere infiltrieren zUgig in unverletztes Gewebe nach Exfiltration aus dem Knochenmark und
differenzieren sich in residente Markophagen und dendritische Zellen. Im Gegensatz dazu
infiltrieren letztere, CCR2* Ly6CM" Monozyten, in entziindetes Nierengewebe und
differenzieren sich in Makrophagen und dendritische Zellen. Die Migration der Monozyten und
ihre Differenzierung in inflammatorische Markophagen (M1-Phanotyp) oder dendritische

Zellen hangt von den vorherrschenden pathologischen Bedingungen ab (41).

Die Infiltration der Makrophagen in die Nieren beginnt bereits nach einer Stunde und ist

abhangig von den Chemokinrezeptoren CCR2 und CX3CR1 (vgl. auch Kapitel 3.1).

In der Maus fuhrte eine Deletion der Makrophagen durch Verabreichung von liposomalem
Clodronat vor Initierung des Ischamie-Reperfusionsschadens zu einer Verminderung der

akuten Nierenschadigung. Ein Transfer von Makrophagen in dieselben Tiere fuhrte wieder zu
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einer ausgepragten Nierenschadigung (42). Diese Befunde untermauern die Bedeutung der
Makrophagen in der Pathophysiologie des renalen Ischamie-Reperfusionsschadens.

Makrophagen sind zudem wichtig fur die Regeneration und Wiederherstellung des Gewebes.
Drei bis funf Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden infiltrieren M2-Makrophagen das

Nierengewebe und unterstitzen Reparaturprozesse des Tubulusepithels (43).

Unter homoostatischen Bedingungen suchen dendritische Zellen und Makrophagen das
Nierengewebe konstant nach Antigenen ab. Nach einer Schadigung des Tubulusepithels
werden die dendritischen Zellen aktiviert, welche naive T-Lymphozyten stimulieren und
proinflammatorische Zytokine produzieren. Dadurch werden die T-Lymphozyten aktiviert.
Dendritische Zellen stellen somit das Bindeglied zwischen angeborenem und adaptivem
Immunsystem dar. Im spateren Verlauf spielen dendritische Zellen ebenfalls eine wichtige

Rolle in der Regeneration des Tubulusepithels (44).

T-Lymphozyten infiltrieren die Niere sowohl in der Frihphase als auch im spateren Verlauf
nach Ischamie-Reperfusionsschaden. Wie schon fur Makrophagen und dendritische Zellen
beschrieben, kdnnen auch T-Lymphozyten den entzindlichen Zellschaden verschlimmern,

aber auch eine Reparatur und Erholung des Tubulusepithels vermitteln (45).

1.2.3 Charakteristika des tubularen Schadens in der Niere

Das Tubuluseptihel ist nach Ischamie-Reperfusionsschaden im Bereich des S3 Segments des
proximalen Tubulus am starksten geschadigt (46). Durch den Tubulusschaden treten Casts
und Tubuluszellen im Urin auf. Casts (oder Zylinder) sind von der Basalmembran
abgestoliene Epithelzellen, die sich zusammen mit Proteinen wie Tamm-Horsfall-Protein oder
Fibronektin im Tubuluslumen formieren. Der Mechanismus der Verletzung und

anschlieBender Reparatur des Tubuluseptihels ist schematisch in Abbildung 3 skizziert.
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Abbildung 3: Physiologische Reparaturvorgange nach Ischamie-Reperfusionsschaden

Nach Ischédmie-Reperfusionsschaden verliert die Tubulusepithelzelle ihre Polaritat, der Birstensaum
wird abgestoRen und Membranproteine delokalisieren auf der Zellmembran. Mit zunehmender
Ischamiezeit und - intensitdt kommt es zum Zelltod durch Apoptose oder Nekrose. Ein Teil des
Zelldebris gelangt ins Lumen des Tubulus. Nach Wiederherstellung der Perfusion migrieren in der
Regenerationsphase lebende Epithelzellen m und besetzen freigewordene Stellen auf der
Basalmembran. Nach anschlieBender Proliferation und Differenzierung wird die physiologische

Polaritat der Tubulusepithelzelle wiederhergestellt (16).

Nach Ischamie kommtes zu einem raschen Verlust der Integritat des Zytoskeletts und der
Zell-Polaritat (47). Der Verlust der Zell-Polaritat wird hervorgerufen durch ein Abstof3en des
Blrstensaums vom  proximalen Tubulusepithel und durch Delokalisation von
Membranproteinen, wie zum Beispiel Na*K*-ATPase und B-Integrine, von der basolateralen
auf die apikale Seite der Zellmembran (48-50). Durch Verlust des Birstensaumes und der
normalerweise auf der Iluminalen Seite exprimierten Na*K*-ATPase sinkt die
Resorptionsleistung des proximalen Tubulusepithels. Dadurch wird weniger Na* im
proximalen Tubulus resorbiert und die Zellen der Macula Densa des distalen Tubulus werden
einer erhdhten Na*-Konzentration ausgesetzt. Durch die darauffolgende Aktivierung des
tubuloglomerularen Feedback-Mechanismus kommt es zu einer Vasokonstriktion des

glomerularen Vas afferens mit konsekutiv verschlechterter Durchblutung des Glomerulus und
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dadurch verminderter glomerularen Filtrationsrate mit entsprechender Verschlechterung der
Nierenfunktion (51-53).

Des Weiteren kommt es zu einer Zytokin-induzierten Unterbrechung von Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Kontakten (23, 54). Zusatzlich kommtes zu Veranderungen der Lokalisation des Aktin-
Zytoskeletts von der apikalen zur lateralen Seite der Zellmembran (55). Dies fuhrt zu einer
weiteren Destabilisierung des Tubulusepithels, da durch das Aktin-Zytoskelett Zell-Zell-

Kontakte wie tight junctions reguliert werden (56).

Nach starker Schadigung des Tubuluseptihels werden sowohl lebende als auch durch
Nekrose oder Apoptose abgestorbene Epithelzellen von der Basalmembran abgetrennt. Die
Basalmembran ist danach die einzige Barriere zwischen dem Filtrat und dem peritubuléren
Interstitium. Durch den konsequenten Anstieg der Permeabiliat kommtes zu einem Ubertritt
des glomeruléren Filtrats vom Tubuluslumen in das Interstitium mit nachfolgendem Odem. Die
von der Basalmembran abgestolRenen Epithelzellen bilden zusammen mit Proteinen wie
Tamm-Horsfall-Protein oder Fibronektin im Tubuluslumen Zylinder, die das Tubuluslumen
verstopfen konnen. Folglich kommt es zu einer Steigerung des intratubuldren Drucks und
somit verstarktem Ubertritt des glomeruléren Filtrats in das Interstitium mit einer verstarkten
Odembildung. Die Zylinder kénnen im Urin durch Mikroskopie detektiert werden und weisen

auf eine akute tubulare Nierenschadigung hin (16, 57).

Die akute tubulare Nierenschadigung flhrt zu einer vermehrten Expression von Kidney Injury
Molecule 1 (KIM-1) und Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL) im proximalen
beziehungsweise distalen Tubulus (58, 59). Beide kdnnen mittels ELISA im Urin von sowohl
Menschen als auch Tieren detektiert werden und stellen nutzliche, nicht-invasive Biomarker
des Tubulsschadens wahrend einer akuten Nierenschadigung dar (60, 61). KIM-1 und NGAL
sind derzeit jedoch nicht Bestandteil der Routinediagostik bei Verdacht auf eine akute

Nierenschadigung.

KIM-1 ist ein Phosphatidylserine-Rezeptor, der apoptotische Zellen erkennen kann und sie in
Lysosomen von proximalen Tubulusepithelzellen transportiert. Au3erdem ist KIM-1 an der
Phagozytose von nekrotischen Zellen durch proximale Tubulusepithelzellen beteiligt. Durch
die Befreiung des Nierengewebes von apoptotischen und nekrotischen Zellen spielt KIM-1
eine wichtige Rolle in der Begrenzung des entzindlichen Schadens nach einer akuten
Nierenschadigung. Die Ektodomande von KIM-1, die in das Tubuluslumen hineinragt, wird
nach Schadigung des Tubulsepithels abgetrennt und kann folglich im Urin nachgewiesen
werden. KIM-1 ist dadurch besonders fur die friihe Diagnose einer akuten Nierenschadigung
geeignet (62, 63).
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NGAL wird von distalen Tubulusepithelzellen und vielen weiteren Organen produziert, im
Glomerulus frei filtriert, und vom proximalen Tubulusepithel reabsorbiert. NGAL gehoért zu den
Eisen-transportierenden Proteinen, da es Komplexe mit Eisen-bindenden Siderophoren und
Eisen bildet (64). Eisen selbst wird ein protektiver Effekt auf die proximalen
Tubulusepithelzellen nach akuter Nierenschadigung zugeschrieben. So konnte in
Mausmodellen nach Ischamie-Reperfusionsschaden gezeigt werden, dass Eisen in
proximalen Tubuluszellen die Apoptose verhindert und stattdessen deren Proliferation
vermittelt. Der zugrundeliegende Mechanismus ist wahrscheinlich eine durch Eisen-Bindung
vermittelte Verhinderung der Uberschieffenden Produktion von schadigenden Sauerstoff-
Radikalen (65).

1.2.4 Reparatumechanismen des Tubulusepithels

Im Gegensatz zum Herz oder Gehirn ist die Niere prinzipiell in der Lage, sich nach einer
ischamischen Schadigung zu erholen. Anders als friher gedacht, ist diese Regeneration
jedoch in der Realitdt weitaus weniger zutreffend. Es wurde gezeigt, dass eine akute
Nierenschadigung mit erhohtem Risiko fur die Progression zu einer chronischen
Nierenerkrankung vor allem bei vorerkrankten Patienten einhergeht und mit einem

schnelleren Eintritt eines kompletten Nierenversagens assoziiert ist (66).

Unter normalen Bedingungen teilen sich proximale Tubuluszellen langsam (67). Die
Proliferation der Tubulusepithelzellen wiegt den geringen Verlust durch Zelltod oder
Abstol3ung der Zellen von der Basalmembran in den Urin in der Regel auf. Nach einer
ischamischen Schadigung nimmt die Proliferation der proximalen Tubulusepithelzellen jedoch
dramatisch zu, um den erhdhten Zellverlust durch Nekrose oder Apoptose zu kompensieren.
Verantwortlich fur die Proliferation der Tubulusepithelzellen sind in die Nieren infiltrierende
Zellen aus dem Knochenmark, die parakrine Funktionen ausiiben und mdglicherweise die

intrarenale Entziindung reduzieren (68, 69).

Der Mechanismus der Regeneration von Tubulusepithelzellen ist komplex. Interessanterweise
dedifferenzieren die Tubuluszellen zuerst, migrieren anschlie3end entlang der Basalmembran
zu Lucken des Tubulusepithels, und proliferieren erst danach. AnschlieRend differenzieren
sich die Tubuluszellen wieder, und stellen somit die Integritdt und damit die Funktion des
Nephrons wieder her. Bis zu einem gewissen Grad ahneln die Prozesse der Regeneration der
Niere jenen in der embryonalen Organogenese. Uber die Faktoren, welche die
Dedifferenzierung der Tubuluszellen vermitteln, ist bislang wenig bekannt (16).

Neuere experimentelle Daten zeigen, dass nach Ischamie-Reperfusionsschaden nur ein

kleinerer Teil der tubuldaren Regeneration durch Proliferation pluripotenter tubularer
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Stammzellen erfolgt. Der Grofdteil erfolgt durch kompensatorische Hypertrophie nicht-
geschadigter Tubuluszellen, die polyploid werden. Polyploide Zellen sind definiert als Zellen,
welche mindestens zwei komplette Sets an Chromosomen haben. Polyploide Zellen weisen
eine erhohte funktionelle Kapazitat auf und sind widerstandsfahiger in Stresssituationen. Nach
Ischamie-Reperfusionsschaden konnte gezeigt werden, dass die Polyploidisierung von
Tubuluszellen ein kompensatorischer Mechanismus ist, der zu einer verbesserten
Nierenfunktion und einer erhdhten Uberlebensrate durch die Vermeidung eines
Nierenversagens fuhrt. Andererseits fuhrt dies jedoch auch zu einem seneszentem
Zellphanotyp und zu einem gesteigerten fibrotischen Umbau nach Ischamie-
Reperfusionsschaden. Zusammengefasst ist die Polyploidisierung nach Ischamie-
Reperfusionsschaden in der Phase der akuten Nierenschadigung ein protektiver Faktor, kann
aber auch den Ubergang von der akuten Nierenschadigung in eine chronische

Nierenerkrankung beschleunigen (70, 71).

1.2.5 Mechanismen der renalen Fibrose nach Ischamie-

Reperfusionsschaden

Die Reperaturmechanismen des Tubuluseptihels nach einer akuten Nierenschadigung
werden haufig gestort. Dann kommt es zur Entwicklung einer chronischen Nierenerkrankung
mit fibrotischem Umbau der Niere und wesentlichen klinischen und pathophysiologischen
Konsequenzen (72). Faktoren, die nach Ischamie-Reperfusionsschaden zu einer
unvollstandigen Reparatur des Tubulusepithels mit nachfolgender Fibrose beitragen
beinhalten vor allem eine im Tubulointerstitium persistierende Entzindung, die mit einer
vermehrten Akkumulation von Myofibroblasten im Interstitium sowie einer Uberschiel3enden

Ablagerung von extrazellularen Matrixmolekilen einhergeht (16).

Fur die nach Ischamie entstehende Fibrose konnen verschiedene Mechanismen
verantwortlich gemacht werden (sieche Abbildung 4). Besonders wichtig erscheinen hierbei die
Entwicklung einer chronischen Hypoxie durch Rarefizierung der kleinen, peritubularen
BlutgefalRe, sowie das Persistieren der intrarenalen Entzindung durch beispielsweise
chronische Aktivierung von Makrophagen (28, 73, 74).
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Abbildung 4: Pathologische Reparaturvorgiange nach Ischamie-Reperfusionsschaden

Reparaturvorgange nach Ischamie-Reperfusionsschaden kénnen in einer inkompletten Reperatur und
in fibrotische Lasionen muinden, welche zu einer progressiven Dysfunktion der Niere fihren.
Auslésende Faktoren sind unter anderem eine langanhaltende Hypoxie und Hyp ertension, welche
durch einen chronischen Verlust der peritubularen Mikrozirkulation hervorgerufen werden. Eine
anhaltende Produktion der profibrotischen Zytokine Interleukin (IL)-13, Arginase und Transforming
Growth Factor (TGF)-31 durch chronisch aktivierte Makrophagen (M) tragt zu der postischamen
Fibrose bei. Die Tubulusepithelzellen spielen in der Entwicklung der Fibrose ebenfalls eine tragende
Rolle durch fundamentale Anderungen ihrer Proliferation-Prozesse, wie zum Beispiel der Arrest des
Zellzyklus in der G2/M-Phase. Hierdurch werden von den Tubulusepithelzellen vermehrt profibrotische
Wachstumsfaktoren wie TGF-1 und CTGF sezerniert. Endstrecke der genannten Faktoren ist die
Proliferation von Myofibroblasten, die Ablagerung von extrazellularer Matrix (ECM) und eine Atrophie
des Tubulusepithels als Ausdruck der stimulierten Fibrogenese. Hierdurch wird der Ubergang in eine

chronische Nierenschadigung beschleunigt (16).
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Gemeinsamer Endpunkt aller Fibrose-auslésenden Mechanismen ist die Akkumulation von
Myofibroblasten. Myofibroblasten sind kontraktile Zellen, welche a-Smooth Muscle Actin (a-
SMA) und Myosinbiindel exprimieren und exzessiv extrazellulare Matrixmolekile wie
Kollagen, Laminin, Fibronektin und profibrotische Wachstumsfaktoren produzieren und
ablagern. Sie spielen unter physiologischen Bedingungen eine entscheidende Rolle in der
kontrollierten Wundheilung des Organismus, indem sie die Granulation und Kontraktion von
Wunden und weitere Reparaturmechanismen vermitteln. Unter pathologischen Bedingungen
akkumulieren Myofibroblasten jedoch (ibermaRig und es kommt zu einem UberschielRen der
eigentlich benefiziellen Reparaturmechanismen, was zu Fibrosierung und Verlust von

Organparenchym und Funktion flhren kann (75, 76).

Die vermehrte Akkumulation von Myofibroblasten in der Niere kann auf verschiedenen Wegen
entstehen. Zum einen konnen in der Niere residente Fibroblasten nach entzindlicher
Stimulierung zu Myofibroblasten differenzieren. Fibroblasten sind metabolisch aktiv und
stitzen unter physiologischen Bedingungen die extrazellulare Matrix und damit Form und
Funktion der Niere. Stimuli, die zur Differenzierung zu Myofibroblasten fihren, sind Exposition
gegenlber bestimmten Zytokinen wie IL-1, TNF-a, TGF-p1, IL-13, Wachstumsfaktoren wie
Platelet-Derived Growth-Factor (PDGF), sowie mechanische Einflisse wie Hyalauron-
Fragmente, mechanischer Stress (Druck im Gewebe) oder Steifheit des Organs. Zum anderen
konnen aus dem Knochenmark stammende CD11b* CD34* Col1* Fibrozyten aus dem Blut in
die Niere infiltrieren und zu Myofibroblasten differenzieren. Es konnte gezeigt werden, dass
diese Fibrozyten-Infiltration unter anderem von der Chemokin-Chemokinrezeptor-Achse
CCL2-CCR2 abhangig ist. Schlie3lich kénnten Myofibroblasten auch aus Vorlauferzellen von
regenerierenden Tubulusepithel- und Endothelzellen im Rahmen einer Epithelial-
Mesenchymal Transition (EMT) beziehungsweise Endothelial-Mesenchymal Transition
(EndMT) entstehen (75, 76).
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Abbildung 5: Mechanismen der Akkumulation von Myofibroblasten in der Niere

Von links nach rechts: 1. Entstehung von Myofibroblasten aus Vorlauferzellen von regenerierenden
Tubulusepithelzellen  durch epithelial-mesenchymale Transition (EMT). 2. Aktivierung und
Differenzierung von residenten Fibroblasten zu Myofibroblasten unter dem Einfluss von Interleukinen,
Transforming Growth Factor (TGF)-f1 und mechanischem Stress. 3. Infiltration und Differenzierung
von aus dem Knochenmark stammenden, im Blut zirkulierenden Fibrozyten zu Myofibroblasten. Die
Infiltration von Fibrozyten ist zudem abhangig von dem proinflammatorischem Chemokin CCL2.
Myofibroblasten exprimieren a-Smooth Muscle Actin (SMA), proliferieren am Ort der entstehenden
Fibrose und sezernieren profibrotische Wachstumsfaktoren sowie extrazelluldre Matrixmoleklle wie
Kollagen. FXa, aktivierter Faktor X; IL-4, Interleukin-4; IL-13, Interleukin-13; Rx, Potentielle
pharmakologische Angriffspunkte zur Reduktion der Fibrose (76).
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1.3 Chemokine und ihre Rezeptoren

1.3.1 Eigenschaften von Chemokinen und Chemokinrezeptoren

Chemokine sind chemotaktische Zytokine, welche die Rekrutierung und Aktivierung von
Leukozyten unter physiologischen und pathologischen Bedingungen koordinieren. Seit ihrer
ersten Beschreibung im Jahre 1977 wurden Uber 40 Chemokine und 20 Chemokinrezeptoren
charakterisiert (77-79).

Chemokine bestehen aus einzelnen Polypeptiden mit einer Lange von 70-100 Aminosauren.
Aufgrund der Anzahl und Position der in der Polypeptidkette vorkommenden Cysteinreste
koénnen vier Subgruppen definiert werden. Bei der groRten der Chemokin-Subgruppen, den
CC-Chemokinen, liegen die ersten zwei von insgesamt vier der Cysteinreste direkt
nebeneinander. Das Hauptziel dieser Subgruppe stellen die Monozyten dar. Bei den CXC-
Chemokinen sind die ersten zwei von insgesamt vier Cysteinresten getrennt von einer
einzelnen Aminosaure. Diese Subgruppe aktiviert hauptsachlich neutrophile Granulozyten
und Lymphozyten. Die C-Chemokine stellen eine weitere, wesentlich kleinere Subgruppe dar.
C-Chemokine besitzen insgesamt nur zwei Cysteinreste und sind selektiv wirksam auf T-
Lymphozyten. Bei der Subgruppe der CX3C-Chemokine, die aktuell nur aus einem Chemokin
besteht, werden die ersten zwei Cyteinreste durch drei Aminosauren getrennt. CC-Chemokine
werden angegeben als CC-Liganden (CCL), gefolgt von einer fortlaufenden Nummer.
Korrespondierend dazu werden CXC-Chemokine als CXCL, C-Chemokine als XCL und
CX3C-Chemokine als CX3CL bezeichnet.

Chemokinrezeptoren kdnnen unterschiedliche Chemokine innerhalb einer Subgruppe binden.
Ihr Name beinhaltet folglich die Chemokin-Subgruppe, mit der sie interagieren, gefolgt von
einer fortlaufenden Nummer (CCR1-10, CXCR1-6, XCXR1 und CX3CR7). Einen Uberblick
Uber die verschiedenen Chemokine und die Rezeptoren, an die sie binden, gibt Abbildung 6.
Chemokinrezeptoren sind klassische membranstandig exprimierte G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren mit 7 transmembranaren Domanen, die hauptsachlich auf Leukozyten aber auch
auf anderen nicht-hamatopoetischen Zellen exprimiert werden. Nach Bindung eines
Chemokines wird das G-Protein in eine a- und eine By-Untereinheit gespalten. Die a.- und die
By-Untereinheiten  aktivieren daraufhin Effektormolekile, welche eine intrazellulare

Signalkaskade Uber Second Messenger in Gang setzen (77-80).
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Atypical Receptors CHEMOKINES G Protein-coupled Receptors

Distribution Name p— Name Distribution
oxe2
oxcL3 CXCR1 N, Mo, NK, MC, Ba, DC, CD8*T,
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B, Th1, CD8* T, pDC, NK, NKT, Treg
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B, CD8T,T;,
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Mo/M®, Thi, iDC, Ba, NK
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LEC, DC, B;
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DC, Mo, M®, NK, Th1, Th17, Treg,
CTL, NHC
CCRL2 Th2, Th17, skin-homing T, Treg, iDC,
Many leukocytes (ACKRS) Mo, B, eff/mem CD4 & CDS T,
Lung, gut,IN ACKR4 A Th17, y/8 T, NK, NKT, Treg
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CCR10 skin-homing T; IgA+ plasmablasts;

CCL28/ skin Fb, EC & Me; Ca

XCL1
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Abbildung 6: Spezifitit der Chemokinrezeptoren fiir Liganden und Leukozyten

B, B-Lymphozyt; RBC, Erythrozyt; LEC, lymphatische Endothelzelle; DC, dendritische Zelle; LN,
Lymphknoten; ACKR, atypischer Chemokinrezeptor; DARC, Duffy Antigen Receptor for Chemokines;
CCL, Chemokin (C-C Motiv)-Ligand; CCR, Chemokin (C-C Motiv)-Rezeptor; CXCL, Chemokin (C-X-C
Motiv)-Ligand; CXCR, Chemokin (C-X-C Motiv)-Rezeptor; XCL, Chemokin (X-C Motiv)-Ligand; XCR,
Chemokin (X-C Motiv)-Rezeptor; CX3CL, Chemokin (C-X3-C Motiv)-Ligand; CX3CR, Chemokin (C-X3-
C Motiv)-Rezeptor; Ba, basophil; Ca, Tumor; CD4rwm, residente CD4* Gedachtnis-T-Zelle; EC,
Endothelzelle; Eo, eosinophil; Fb, Fibroblast; iDC, unreife dendritische Zelle; MC, Mastzelle; Me,
Melanozyt; MG, Mikrogliazelle; Mo, Monozyt; Mg, Makrophage; N, neutrophiler Granulozyt; NHC, Nicht-
hamatopoetische Stammzelle; NK, natirliche Killerzelle; NKT, natarliche Killer-T-Zelle; PC,
Plasmazelle; pDC, plasmazytoide dendritische Zelle; Tcm, zentrale CD4* Gedachtnis-T-Zelle; Th1, Typ
1 T-Helferzelle; Tn, naive T-Zelle; eff/mem, effector/memory; thym, Thymozyt (79).

Daraufhin werden einerseits durch Inside-Out-Signalling Integrine auf der Zelloberflache
aktiviert und andererseits eine Polarisierung des aus Actomyosin bestehenden Zytoskeletts
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ausgelost. Diese zellularen Veranderungen sind wesentlich fur die Extravasation von
Leukozyten vom Blut in periphere Gewebe sowie deren anschlielende Migration. Der
Mechanismus der Extravasation und Migration soll im Folgenden kurz skizziert werden:
Zunachst binden die Leukozyten mit Zuckerketten an vom GefalRendothel exprimierte
Selektine. Diese Bindung ist jedoch reversibel und kann die Leukozyten nicht am
Gefalendothel verankern, wegen der durch die FlieRgeschwindigkeit des Blutes verursachten
Scherkrafte. Durch das standige Neuverknipfen und Losen der schwachen Bindung fangen
die Leukozyten an auf dem Gefalkendothel zu rollen. Durch Interaktion von auf Leukozyten
konstitutiv exprimierten Integrinen mit vom Gefalkendothel exprimierten Adhasionsmolekilen
wird das Rollen gestoppt und die Extravasation von Leukozyten zwischen den Endothelzellen
hindurch ermoglicht. Voraussetzung fur diese Adhasion ist eine durch Chemokine induzierte
Konformationsanderung der Integrine, welche die hochaffine Bindung an endotheliale
Adhasionsmoleklle ermdglicht. Dies ist jedoch nur mdglich, wenn die Chemokine an
Proteoglykanen gebunden und damit gegen den Blutstrom immobilisiert sind. Einen Uberblick
Uber die Mechanismen, welche zur Extravasation der Leukozyten fuhrt, gibt Abbildung 7. Die
anschlieBende Migration im Interstitium der Gewebe wird durch Chemokingradienten
vermittelt. Wenn die Chemokine in ungebundener, freildslicher Form vorliegen, nennt man
diesen Vorgang Chemotaxis, falls die Chemokine jedoch an extrazellularen Matrixmolekulen
oder an Heparansulfatresten von Zellmembranen gebunden sind, spricht man von Haptotaxis.
Die Haptotaxis kann sowohl abhangig als auch unabhangig von Adhasionsmolekilen wie zum
Beispiel Integrinen ablaufen. Chemokine veranlassen somit eine an ihrem Gradienten
ausgerichtete Bewegung von Leukozyten zum Ort der hdchsten Chemokinkonzentration. Die
Bewegung der Leukozyten selber nennt man Lokomotion und lauft améboid ab. Die zellulare
Grundlage der Lokomotion stellt die oben beschriebene Polarisierung des aus Actomyosin
bestehenden Zytoskeletts dar, welche durch Chemokine ausgelést wird und zu
Formveranderungen der Zelle fuhrt. Zusammengefasst konnen Leukozyten erst durch
Chemokine fest an Endothelzellen binden, rasch ihre Zellform verandern und entlang von
Chemokingradienten mithilfe unterschiedlicher Mechanismen wandern. Chemokine
ermoglichen es den Leukozyten somit aus der Blutbahn ins Intersitium zu emmigrieren, sich
rasch an verschiedene Mikroumgebungen anzupassen, sowie effektiv und mit hoher

Geschwindigkeit zum Ort des Entzindungsfokuses vorzudringen (81-85).

In Abhangigkeit ihrer Funktion kénnen homoostatische und inflammatorische Chemokine
voneinander unterschieden werden. Homoostatische (bzw. konstitutive) Chemokine werden
kontinuierlich exprimiert und vermitteln unter physiologischen Bedingungen die Zirkulation der
Leukozyten zwischen den einzelnen Organen. Ein Beispiel hierfur ist das leukozytére Homing.
Hierunter versteht man die Infiltration von Leukozyten in die Lymphknoten, die Wanderung

20



Chemokine und ihre Rezeptoren

der Leukozyten innerhalb der Lymphknoten, sowie die anschlielende Exfiltration. Dieser
Prozess wird vermittelt von den Chemokinen CCL19 und CCL21, die beide auf lymphatischen
Endothelzellen des Lymphknotens exprimiert werden, sowie den an diese Chemokine
bindenden Rezeptor CCR7, der von antigenprasentierenden Zellen exprimiert wird.
Homoostatische Chemokine kénnen auf diese Art und Weise die Organisation von
sekundaren lymphatischen Organen regulieren (86-88).
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Abbildung 7: Extravasation von Leukozyten am Beispiel der neutrophilen Granulozyten

Als erstes erfolgt die reversible Bindung zwischen dem von Endothelzellen exprimiertem Selektin E -
Selektin und dem von neutrophilen Granulozyten exprimiertem Liganden s-Le*. Diese Bindung kann
die Zellen gegen die Scherkrafte des Blutes nicht verankern und die neutrophilen Granulozyten rollen
entlang des Endothels. Chemokine wie CXCL8 I6sen die Aktivierung von Integrinen wie LFA-1 aus und
inflammatorische Zytokine fuhren zu einer Expression von Adhasionsmolekilen wie ICAM-1 auf dem
Endothel. Die starke Bindung von ICAM-1 an die Integrine stoppt das Rollen der neutrophilen
Granulozyten und vermittelt die Diapedese zwischen den Endothelzellen hindurch. Die Basalmembran
der Endothelzellen wird mithilfe vonatrix-Metalloproteasen penetriert. Schliellich wandern die
neutrophilen Granuloyzen entlang eines Konzentrations-Gradienten von Chemokinen zum Ort der
Infektion (32).

Im Gegensatz dazu werden inflammatorische (bzw. induzierbare) Chemokine nur nach
Gewebeschadigung sowie unter entziindlichen oder infektiosen Rahmenbedingungen

exprimiert. Inflammatorische Chemokine vermitteln die Rekrutierung und Infiltration von
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Leukozyten in entzindetes oder geschadigtes Gewebe. Sie werden von Gewebezellen und
infliltrierenden Leukozyten als Reaktion auf einen inflammatorischen Stimulus gebildet. Zu
den inflammatorischen Mediatoren, die eine Chemokinproduktion stimlieren zahlen die
proinflammatorischen Zytokine TNFa, IL-1, IL-6, IFNy, aber auch PAMPs und durch
Gewebeschaden freigesetzte DAMPs (89-96).

Im Vergleich zu den hémoostatischen Chemokinen besteht bei den inflammatorischen
Chemokinen und ihren Chemokinrezeptoren eine Funktionsredundanz. Das bedeutet, dass
inflammatorische Chemokine einer Subgruppe an mehrere verschiedene inflammatorische
Chemokinrezeptoren derselben Subgruppe binden koénnen. Umgekehrt kann ein
inflammatorischer Chemokinrezeptor verschiedene inflammatorische Chemokine derselben
Subgruppe binden. Infolge dessen ist die Erforschung der genauen Funktion von einzelnen
Chemokinen und Chemokinrezeptoren erschwert, da ein Knock-out von einzelnen
Chemokinen oder Chemokinrezeptoren zu unvollstandigen beziehungsweise sich

Uberlappenden Phanotypen fuhrt (87, 97).

1.3.2 Chemokine und Chemokinrezeptoren als Ziele von
medikamentosen Therapien bei entzindlichen

Nierenerkrankungen

Wie im vorherigen Absatz beschrieben spielen Chemokine und ihre Rezeptoren eine wichtige
Rolle als Modulator des Immunsystems. Auch in vielen entziindlichen Nierenerkrankungen
korreliert die lokale, intrarenale Konzentration von Chemokinen mit dem lokalen Ausmaf} der

renalen Schadigung.

Folglich stellen Chemokine und Chemokinrezeptoren potentiell attraktive Ziele fur eine anti-
inflammatorische, medikamentése Therapie bei entzindlichen Nierenerkrankungen dar.
Solche medikamentése Therapien konnten sich als effektiver und nebenwirkungsarmer als
die bisherige immunsuppessive Standardtherapie erweisen. Die bisherige Standardtherapie
bei entzindlichen Nierenerkrankungen besteht meist aus Glukokortikoiden und/oder
Zytostatika. Beide Medikamentengruppen wirken unspezifisch auf den gesamten
Organismus. Glukokortikoide wirken katabol, diabetogen und osteoporotisch; sie verursachen
zudem Wundheilungsstérungen, Glaukom, Katarakt und Magenulcera. Aufierdem
begunstigen Glukokortikoide Infektionen, erhéhen den Blutdruck und kénnen Psychosen
verursachen. Zytostatika hingegen haben als unerwinschte Nebenwirkungen
Knochenmarksuppression, Kardiomyopathie, Niereninsuffizienz, Lungenfibrose sowie
Polyneuropathie. Zudem erhoéhen sie das Risiko einer sekundaren malignen Entartung (98-
100).
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Es ware denkbar, dass durch eine Hemmung der durch Chemokine vermittelten Infiltration
von Leukozyten in das Nierengewebe der lokale Schaden reduziert und somit der Verlauf bei

entzindlichen Nierenerkrankungen verbessert werden kdnnte.

Zahlreiche klinische Studien mit Pharmaka, die Chemokine und Chemokinrezeptoren als
Zielstrukturen aufweisen, wurden zurickliegend publiziert oder werden aktuell durchgefthrt
(sieche Tabelle 2 und 3). Nur wenige Studien untersuchten allerdings ihren Einsatz bei
CCX140 (Antikorper gegen CCR2), BMS-741672
(Antikorper gegen CCR2) sowie NOX-E36 (Spiegelmer, das an CCL2 bindet), alle zur
Therapie der diabetischen Nephropathie. Aktuell sind zwei Chemokinrezeptor-blockierende

entzindlichen Nierenerkrankungen:

Pharmaka zugelassen: Maraviroc, ein CCR5-Antagonist zur Therapie der HIV-Erkrankung,
und Plerixafor, ein CXCR4-Antagonist zur Mobilisierung von Stammzellen zur Transplantation
bei Multiplem Myelom und Non-Hodgkin Lymphom (79, 101).

Tabelle 2: Klinische Entwicklung von Pharmaka mit Chemokinen als Ziel
Modifiziert nach (79)

Chemokin | Firma Wirkstoff Indikation Klinische | Status
Phase
CCL2 Millennium ABN-912 RA Il Kein Effekt
CCL2 Centocor CNTO 888 Krebs I Laufend
CCL2 Noxxon NOX-E36 Diabetische Nephropathie Il Laufend
CXCL8 Abgenix ABX-IL8 Psoriasis Il Kein Effekt
CXCL8 Anogen ABCream Psoriasis Il Zugelassen (China)
CXCL10 Medarex MDX-1100 Collitis ulcerosa, RA Il Laufend
CXCL12 Noxxon NOX-A12 Multiples Myelom, CLL Il Laufend
Tabelle 3: Klinische Entwicklung von Pharmaka mit Chemokinrezeptoren als Ziel
Modifiziert nach (79)
Rezeptor | Firma Wirkstoff Indikation Klinische | Status
Phase
CCR1 Schering AG BX 471 MS, Psoriasis, Endometriose | Il Kein Effekt
CCR1 Millenium MLN 3701 MS, Multiples Myelom 1l Nicht mehr gemeldet
CCR1 Millenium MLN 3897 RA, Multiples Myelom Il Kein Effekt
CCR1 Pfizer CP-481,715 RA ] Kein Effekt
CCR1 AstraZeneca AZD4818 COPD Il Kein Effekt
CCR1 ChemoCentryx/GSK | CCX354 RA 1l Laufend
CCR1 Merck C-4462 RA ] Kein Effekt
CCR1 Merck C-6448 MS Il Kein Effekt
CCR2 Millennium MLN 1202a RA, Atherosklerose, MS Il Kein Effekt
CCR2 Incyte INCB8696 MS, Lupus | Nichtmehr gemeldet
CCR2 Incyte INCB3284 RA, Typ |l Diabetes I Nichtmehr gemeldet
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CCR2 ChemoCentryx CCX915 MS I Beendet

CCR2 ChemoCentryx CCX140 Diabetische nephropathie 1l Laufend

CCR2 Merck MK-0812 RA, MS ] Kein Effekt

CCR2 Pfizer PF-4136309 Schmerzen 1l Nicht mehr gemeldet

CCR2 BMS BMS-741672 Diabetische neuropathie 1l Laufend

CCR2 Johnson &Johnson | JNJ-17166864 Allergische rhinitis 1l Kein Effekt

CCR3 Pharmaxis ASM8b Asthma Il Laufend

CCR3 GlaxoSmithKline GSK766994 Asthma 1l Kein Effekt

CCR3 Dupont DPC168 Asthma | Entwicklung gestoppt

CCR3 BMS BMS-639623 Asthma | Laufend

CCR3 Novartis QAP-642 Allergische rhinitis | Entwicklung gestoppt

CCR3 AstraZeneca AZD3778 Allergische rhinitis 1 Nichtmehr gemeldet

CCR4 Amgen KW-0761a Onkologie I Laufend

CCR4 GSK GSK2239633 Asthma | Laufend

CCR5 Pfizer UK-427,857 HIV-Erkrankung Registriertes
(Maraviroc) Medikament

CCR5 Schering-Plough SCH-C RA 1l Kein Effekt

CCR5 Schering-Plough SCH-D HIV-Erkrankung 1l Entwicklung gestoppt

CCR5 GlaxoSmithKline GW2239633 HIV-Erkrankung 1l Entwicklung gestoppt

CCR5 Incyte INCB9471 HIV-Erkrankung | Entwicklung gestoppt

CCR5 Progenics Pro 140a HIV-Erkrankung 1l Laufend

CCR5 Tobira TAKB52 HIV-Erkrankung 1l Laufend
(cenicroviroc)

CCR5 AstraZeneca AZD5672 RA Il Kein Effekt

CCR5 Novartis NIBR-6465 HIV-Erkrankung | Laufend

CCR5 Sangamo SB-728c HIV-Erkrankung 1l Laufend

CCR5 HGS HGS004a HIV-Erkrankung | Laufend

CCR9 ChemoCentryx/GSK | CCX282/vercimon | Morbus Crohn 1l Beendet

CXCR1/2 | Schering-Plough SCH 527123 COPD 1l Laufend

CXCR1/2 | Dompé Reparixin Pancreas-Insel- ] Laufend

Transplantation

CXCR2 GlaxoSmithKline SB-656933 COPD, Zystische Fibrose | Laufend

CXCR2 GlaxoSmithKline GSK-1325756B COPD | Laufend

CXCR2 AstraZeneca AZD-5069 Bronchiektasien 1l Laufend

CXCR3 Amgen AMG487 Psoriasis 1l Kein Effekt

CXCR4 Sve gnzt)i/;n e/ Sanofi- Plerixafor -Sl-:zr:;?jzl:;?igi:: s(ll\e/:IrMun,% oz rl: t Reg i_stri ertes

Hodgkins lymphoma) Medikament

CXCR4 TaiGen Burixafor Stammzelltransplantation Il Laufend

CXCR4 Polyphor POL6326 Stammzelltransplantation I Laufend

CXCR4 Medarex MDX-1338a Multiples Myelom | Laufend

CXCR4 Biokine BKT140d Stammgzelltransplantation | Laufend
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1.3.3 Die atypischen Chemokinrezeptoren

Die bisher vorgestellten Chemokinrezeptoren vermitteln alle ihre Wirkung durch Kopplung an
G-Proteine mit nachfolgender Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden. Voraussetzung fur
die Kopplung von Chemokinrezeptoren an G-Proteine ist eine Aminosaurensequenz
(DRYLAIV-Abfolge) innerhalb der zweiten intrazelluldren Schleife des Rezeptors. Es gibt
jedoch eine weitere Subgruppe von Chemokinrezeptoren, die nicht an G-Proteine binden und
bei denen folglich die klassische intrazellulare Aktivierung ausbleibt. Diese Rezeptoren
werden atypische Chemokinrezeptoren (ACKR) genannt. Atypische Chemokinrezeptoren
besitzen ebenfalls wie konventionelle Chemokinrezeptoren sieben transmembranare
Domanen. Die Ursache fiir ihr Unvermdgen, an G-Proteine zu binden, liegt an einer Anderung
der DRYLAIV-Aminosaurensequenz. Zudem werden atypische Chemokinrezeptoren
vermehrt auf nicht-leukozytaren Zellen exprimiert. Die Funktion der atypischen
Chemokinrezeptoren liegt in der Beeinflussung lokaler Chemokinkonzentrationen und —
gradienten (79, 102-105).

Im Folgenden wird ein Uberblick Uber die wichtigsten atypischen Chemokinrezeptoren
gegeben. Der Rezeptor ACKR2, der Gegenstand dieser Dissertation ist, wird ausfihrlich im

nachsten Kapitel beschrieben.
ACKR1:

ACKR1, vormals DARC (Duffy Antigen Receptor for Chemokines) genannt, wird auf
Erythrozyten, auf Endothelzellen der Blutgefalie sowie in den Sinusoiden der Milz und den
hochendothelialen Venolen des Lymphknotens exprimiert. ACKR1 bindet an die Chemokine
CCL2,CCL5,CCL7,CCL11,CCL13,CCL14,CCL17,CXCL5, CXCL6,CXCL8 sowie CXCL11
(alleproinflammatorische Chemokine) und ist damit der einzige Chemokinrezeptor, der in
gréRerrem Ausmald mit mehreren Chemokin-Subgruppen interagieren kann. ACKR1 hat die
Funktion eines Transzytose-Rezeptors auf den Endothelzellen der Blutgefalle. Gewebeseitig
gebundene Chemokine konnen intrazellular auf die luminale Seite der Endothelzelle
transportiert und hier den Leukozyten prasentieren werden. ACKR1 spielt somit eine wichtige
Rolle in der Interaktion von Endothelzellen mit Leukozyten sowie der Infiltration von
Leukozyten in Gewebe. Auf Erythrozyten exprimierter ACKR1 spielt zudem eine wichtige

Rolle in der Kontrolle der Homdostase von Chemokinen (79, 106, 107).
ACKR3:

ACKR3, vormals CXCR7 genannt, wird auf hamatopoetischen und mesenchymalen Zellen

sowie in neuronalem Gewebe exprimiert und bindet an die Chemokine CXCL11 und CXCL12.
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ACKRS spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung sédmtlicher Herzklappen sowie in der
Pathogenese verschiedener Tumore (79, 108, 109).

ACKR4:

ACKR4, vormals CCRL1 genannt, wird in Herz-, Lungen- und Darmgewebe exprimiert und
bindet an die Chemokine CCL19, CCL21 und CCL25. ACKR4 kann die an ihn bindenden
Chemokine in das Zellinnere internalisieren und anschlief3end in Lysosomen degradieren.
ACKRA4 ist somit ein wichtiger Regulator fir die lokale Bioverflugbarkeit homd&ostatischer
Chemokine (79).

1.3.4 Der atypische Chemokinrezeptor ACKR2

Der atypische Chemokinrezeptor ACKR2 (vormals D6 oder CCBP2 genannt) wurde 1997
zeitgleich von den Arbeitsgruppen um Graham und Steiner entdeckt (110-112). ACKR2bindet
an fast alle inflammatorische CCL-Chemokine (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCLS,
CCL11,CCL12,CCL13,CCL14,CCL17,CCL22, CCL23,CCL24)und an CXCL10 (113, 114).

ACKR2 ist stukturell den konventionellen, G-Protein-gekoppelten Chemokinrezeptoren mit
ihren sieben transmembranaren Domanen sehr ahnlich (115). Jedoch fehlt auch ACKR2 die
Fahigkeit, an G-Proteine zu koppeln. Die klassische intrazellulare Signaltransduktion wie bei
konventionellen Chemokinrezeptoren bleibt demnach aus. Die Ursache hierfur liegt an einer
Anderung der sich in der zweiten intrazellularen Schleife befindlichen Aminos&urensequenz
DRYLAIV zu DKYLEIV (116, 117). Aufgrund dieser strukturellen und funktionellen

Eigenschaften wird ACKR2 zu den atypischen Chemokinrezeptoren gezahlt (siehe

Abbildung 8) (79).
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Abbildung 8: Unterschiede der strukturellen und funktionellen Eigenschaften von ACKR2 und
konventionellen Chemokinrezeptoren

Die sieben transmembrandren Domanen sind bei ACKR2 gréRtenteils konserviert; 30-35% der
Aminosaurensequenz stimmen mit der von konventionellen Chemokinrezeptoren Uberein. Die N-
terminale Domane beider Rezeptoren weisen saure und sulfatierte Einheiten sowie eine N-
Glykosylierung auf. Dies ist wichtig fur die Erkennung der Liganden. Beide Rezeptorarten enthalten in
ihrer zweiten transmembrandare Domane ein TxP-Motiv, welches relevant ist fir die Rezeptor-
Aktivierung. Die fur die Aktivierung des G-Proteins wichtige Asparaginsaure (Asp) und DRYLAIV-
Aminosauresequenz in der dritten transmembrandren Doméane fehlen bei ACKR2. Die C-terminale
Domane des konventionellen Chemokinrezeptor ist beteiligt an der Phosphorylierung, Internalisierung
und Desensibilisierung des Rezeptors sowie Interaktion mit B-Arrestin. Die C-terminale Domane von
ACKR2 ist jedoch erforderlich, um die Degradierung des Rezeptors zu verhindern und um so ein
Rezirkulieren des Rezeptors und einen raschen Abbau von Chemokin-Konzentrationen zu

ermoglichen. D6, atypischer Chemokinrezeptor D6, neue Bezeichnung ACKR2; Asn, Asparagin (102).

Unter Ruhebedingungen befindet sich ein GroRteil der ACKR2 Rezeptoren in intrazellularen
Vesikeln und nur 3-5% der ACKR2-Rezeptoren werden auf der Zelloberflache exprimiert (118,
119). ACKR2 wird konstitutiv durch Clathrin-vermittelte Endozytose Dynamin-abhangig
internalisiert und durch Rab5-positive Vesikel zu frihen Endosomen transportiert (119, 120).
Die in den frihen Endosomen lokalisierten ACKR2-Rezeptoren werden anschliel3end
entweder schnell durch Rab4-positive Vesikel oder langsam durch Rab11-positive Vesikel zur
Zelloberflache zurtickgebracht (siehe Abbildung 9) (121).
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Abbildung 9: Verdnderungen des Aktinzytoskellets beinflussen die membrandre Expression von
ACKR2 sowie dessen Fahigkeit Chemokine abzubauen

Unter Ruhebedinungen wird ACKR2 Rab5- sowie Dynamin-abhangig internalisiert und rezirkuliert
abhangig von Rab4/11 zuriick an die Zelloberflache. Aktiviertes Cofilin halt die Organisation des
Aktinzytoskellets durch Stressfasern (braun dargestellt) aufrecht. Hierdurch wird das konstante
Internalisieren und Rezirkulieren von ACKR2 unterstitzt. Die Stimulation von ACKR2 durch aktive
Liganden (lila dargestellt) induziert die Phosphorylierung und somit Inaktivierung von Cofilin. Dadurch
polymerisiert das Aktin an der Zellmembran zu kortikalem Aktin (grin dargestellt), welches die
membranare Expression von ACKR2 und dessen Effizienz in der Internalisierung sowie Degradierung
von Chemokinen stark erhéht. Die Stimulation von ACKR2 durch neutrale Liganden (grau darges tellt)
andert jedoch weder den Phosphorylierungsstatus noch die Organisation des Aktinzytoskellets und hat
somitkeinen Einfluss auf die Verteilung des Rezeptors und seiner Fahigkeit Chemokine zu degradieren.
CCL, Chemokin (C-C Motiv)-Ligand; RAB, Ras-related in brain (102).

Im Gegensatz zu den klassischen Chemokinrezeptoren fuhrt eine Bindung inflammatorischer
Chemokine durch ACKR2 zu einer vermehrten Expression von ACKR2 an der Zelloberflache
durch Mobilisierung des intrazellularen Pools von ACKR2-Rezeptoren. Dies wird vermittelt

durch die Rab11-positive Vesikel im Sinne eines positiven Feedback-Mechanismus (121).
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Nachdem die Chemokine an ACKR2 gebunden internalisiert wurden und sich in den
Endosomen befinden, dissoziieren Chemokine und ACKR2 Rezeptoren voneinander. Die
Chemokine werden Uber Rab7-positive Vesikel zu Lysosomen transportiert und anschlieend
degradiert. Die freien ACKR2-Rezeptoren rezirkulieren zurtick zur Zelloberflache (119, 122).
Das konstitutive Rezirkulieren sowie die durch Chemokinbindung gesteigerte
Oberflachenexpression sind die wesentlichen Mechanismen, die es ACKR2 erlauben
Chemokingradienten rasch abzubauen (123). Diese Funktion von ACKR2wird als Chemokine

Scavenging bezeichnet.

ACKR2 wird hauptsachlich auf lymphatischem Endothel exprimiert (124). Daneben konnte
eine Expression auf Synzytiotrophoblasten der Plazenta, dendritischen Zellen, innate-like B-
Zellen, T-Zellen, Alveolarmakrophagen sowie auf Keratinozyten der Haut gezeigt werden
(125-131). Auffallig ist, dass ACKR2in hohem Ausmal vor allem von Barrierengewebe wie

Lunge, Darm, Haut und Plazenta exprimiert wird (110, 111).

Die Ackr2-/- Mauslinie wurden in der Arbeitsgruppe von Professor Gerard Graham, The
Beatson Institute for Cancer Research, Glasgow generiert und in einen C57BL/6J-Hintergrund
ruckgekreuzt (132). Unter homdostatischen Bedingungen weisen Ackr2-defiziente Mause
eine erhdhte Anzahl an inflammatorischen, Ly6C"e"-positiven Monozyten im Blut und in der
Milz auf. Im Knochenmark zeigt sich eine geringe, aber signifikante Verminderung an
inflammatorischen Monozyten. Diese Befunde deuten auf eine vermehrte Mobilisation
inflammatorischer Monozyten aus dem Knochenmark in das Blut und in die Milz Ackr2-
defizienter Tieren hin (133). Des Weiteren zeigen die inflammatorischen, Ly6CMe"-positiven
Monozyten von Ackr2-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren einen weniger
reifen Phanotyp, da die Expression von CD11b, CD115 und F4/80 in Ackr2-defizienten Tieren
vermindert ist. Die Ursache hierfir liegt nicht in einem intrinsischen Defekt von leukozytar
exprimiertem ACKR2, sondern in dem Fehlen von ACKR2 in nicht-hamatopoetischen Zellen
(133). AuBerdem weisen Ackr2-defiziente Mause eine erhohte Konzentration von CCL-
Chemokinen im Blut auf, vorallem von CCL2 und CCL11 (133, 134). Somit spielt ACKR2eine
Schlusselrolle als Regulator von systemischen Chemokinkonzentrationen und in der

Verteilung von Leukozyten unter homdostatischen Bedingungen.
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1.4 Funktionelle Rolle von ACKR2 in Tiermodellen
entzundlicher Erkrankungen

Ackr2-defiziente Mause entwickeln in vielen Tiermodellen eine Uberschieflende
Immunantwort, welche von erhohten CCL-Chemokinkonzentrationen in lokalem Gewebe und
in den Lymphknoten ausgeldst wird. Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick tiber die Rolle von
ACKR2 unter inflammatorischen Bedingungen in den bisher verdffentlichten Tiermodellen

gegeben werden.

In der Haut entwickelten Ackr2-defiziente Tiere nach topischer Behandlung mit dem
Phorbolester TPA Psoriasis-ahnliche Lasionen, welche mit einer gestorten Rekrutierung von
T-Lymphozyten und Mastzellen, einer massiven Proliferation von Keratinozyten, sowie einer
Neovaskularisation einhergingen (132). Nach subkutaner Injektion von komplettem
Freud’'schen Adjuvans (CFA) zeigten sich in Ackr2-defizienten Tieren im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren vermehrt Granulom-ahnliche Lasionen mit Nekrosen und eine ausgepragtere
Neovaskularisation. Interessanterweise zeigten sich diese Unterschiede nur nach kirzeren
Zeitpunkten (7 Tage), nicht aber nach langeren Zeitpunkten (21 Tage) (135).
Zusammengefasst zeigte sich in beiden Tiermodellen eine ausgepragtere
Entziindungsreaktion und eine vermehrte lokale Chemokinkonzentration durch ineffiziente

Kontrolle des Chemokin-Systems in der Abwesenheit von ACKR2.

ACKR2 ist in der Plazenta an der Schnittstelle zwischen Mutter und Fetus exprimiert (in
extravilldsen Trophoblasten und auf der apikalen Seite von Syncytiotrophoblasten). Ackr2-
defiziente Tiere wurden daher in zwei Tiermodellen mit entzindungsinduziertem Verlust des
Fetus untersucht. Im ersten Modell wurden trachtige Tiere mit Lipopolysaccharid (LPS)
behandelt, im zweiten Modell wurden in die trachtigen Mause Antiphospholipid-Autoantikbrper
injiziert. In beiden Tiermodellen hatten die Ackr2-defizienten Tiere eine erhohte Rate an
Aborten mit vermehrt proinflammatorischen CCL-Chemokinen und gréReren Leukozyten-
Infiltrate in der Plazenta (134). ACKR2 reguliert folglich die Verteilung und Bioverfugbarkeit
von Chemokinen in der Decidua und hat somit einen Einfluss auf die Rate von

entzindungsvermittelten Aborten.

In einem Modell mit CCls-induziertem akuten Leberversagen war in Ackr2-defizienten Mausen
das Ausmal der Leberschadigung grofRer. Aulderdem fuhrte die Ackr2-Defizienz zu vermehrt
intrahepatischen inflammatorischen Chemokinen sowie zu einer ausgepragteren Infiltration

von Leukozyten (vor allem T-Lymphozyten und Natlrliche-Killer-Zellen) in die Leber (136).

Ein weiteres Tiermodell, indem Ackr2-defiziente Mause untersucht worden sind, ist das mit

Ovalbumin (OVA) induzierte allergische Asthma. Hierbei zeigten sich im Lungengewebe von
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Ackr2-defizienten Tieren nach Allergen-Exposition eine vermehrte Infiltration von eosinophilen
Granulozyten, T-Lymphozyten und dendritischen Zellen. Nicht-exponierte Mause zeigten eine
verringerte Reaktivitat der Atemwege. Dies zeigte sich ebenfalls 1 Tag nach Gabe von
Ovalbumin, wahrend nach prolongierter, 7-tagiger Exposition mit Ovalbumin kein Unterschied
zwischen den Genotypen bezuglich der Reaktivitat der Atemwege bestand. In diesem 7-
tagigen Verlauf flhrte die Ackr2-Defizienz zu einem Anstieg der Atemwegs-Reaktivitat,
welche in den Wildtyp-Tieren nicht beobachtet werden konnte. Mdglicherweise fuhrte die
starkere Entzindungsreaktion bei Ackr2-defizienten Mausen somit zu einer Angleichung der
Atemwegs-Reaktivitat im Vergleich zu Wildtyp-Mausen bei vorbestehender geringerer
Atemwegs-Reaktivitat. Die Ursache der verringerten Atemwegs-Reaktivitdt in nicht-
exponierten Mausen bei Ackr-2-Defizienz blieb jedoch unklar (137). Des Weiteren zeigten
Ackr2-defiziente Mause nach intranasaler Applikation von Mycobacterium tuberculosis eine
UberschieRende lokale und systemische Entziindungsantwort, die zu einem raschen
Versterben der Ackr2-defizienten Tiere fuhrte. Hierbei zeigten sich groRere Infiltrate von
mononukledren Phagozyten in der Lunge sowie vermehrt proinflammatorischen CCL-

Chemokinen im Serum sowie in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) (138).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass ACKR2 in infarziertem Myokardgewebe der Maus
vermehrt exprimiert wird. Die Ackr2-Defizienz korrelierte hierbei nach Induktion einer
Myokardischamie mit einer vermehrten Infiltration von Granulozyten und inflammatorischen
Monozyten, einer erhdhten Anfalligkeit fur eine kardiale Ruptur sowie einem verstarkten
kardialen Remodelling. Es zeigte sich ausgepragterer kardialer Organschaden, mit grof3erem
Infraktarreal, einer niedrigeren Ejektionsfraktion sowie erhdhten enddiastolischen

Flllungsvolumina bei Ackr2-defizienten Mausen (139).

Die Datenlage beztglich der Dextran sulfate sodium (DSS)-induzierten Colitis im Mausmodell
ist widerspruchlich. DSS schadigt das Darmepithel chemisch und fuhrt so zu einer sterilen
Entzindung. Nach Beimischung von 3% DSS in das Trinkwasser der Tiere konnten Vetrano
et al. zeigen, dass Ackr2-Defizienz zu einer vermehrten Aktivitat der Colitis, einem erhdhten
Gewichtsverlust der Tiere, sowie einer vermehrten Infiltration von Leukozyten und
Chemokinen in die Darmmukosa flihrt (140). Bordon et al. zeigten jedoch im selben
Tiermodell, dass Ackr2-Defizienz zu einer verminderten Aktivitdt der Colitis und zu einem
weniger ausgepragten Gewichtsverlust, jedoch ebenfalls zu einem vermehrten lokalen
Chemokinkonzentration fihrt. Bordon et al. machten fir diesen unerwarteten Phanotyp die
vermehrte Sekretion von IL-17A durch y5-T-Lymphozyten in der Lamina propria des Kolons
von Ackr2-defizienten Mausen verantwortlich. Die Anzahl der y5-T-Lymphozyten in der
Lamina propria des Kolons war bei Ackr2-Defizienz erhéht. IL-17A spielt eine entscheidende

Rolle in der Abwehr bakterieller Infektionen. IL-17A induziert die Expression von Aktivatoren
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neurophiler Granulozyten, antimikrobieller Peptide sowie Chemokin-Liganden des Chemokin-
Rezeptors CXCR2. CXCR2 spielt wiederum eine wichtige Rolle in der Rekrutierung und
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten. Die Akkumulation an neutrophilen Granulozyten
unterschied sich zwischen den Genotypen nicht. Die Autoren konnten jedoch eine erhohte
Anzahl an fur CXCL2 kodierende mRNA nachweisen. CXCL2 ist ein Ligand von CXCR2.
Somit schlussfolgerten die Autoren, dass die erhdhte Konzentration an IL-17A zu einer lokal
verstarkten antimikrobiellen Aktivitdt durch vermehrte Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten fuhren konnte (141). Zu beachten ist hierbei jedoch, dass Bordon et al. nur 2%
DSS dem Trinkwasser beimengten und im Gegensatz zu Vetrano et al. keine Endoskopie zur
Erhebung der Aktivitat der Colitis verwendeten. Trotz der widersprichlichen Daten konnten
beide Gruppen zeigen, dass ACKR2 wahrend der DSS-induzierten Colitis vermehrtim Kolon

exprimiert wird.

Ackr2-defiziente Mause wurden somit bereits in einer Vielzahl von Kranheitsmodellen
untersucht. In den meisten entziindlichen Tiermodellen zeigte ACKR2, wie oben beschrieben,
einen protektiven Effekt auf die Krankheitsverlaufe durch Abschwachung der
Entzindungsantwort und der angeborenen Immunabwehr. Interessanterweise konnte in drei
verschiedenen Tiermodellen jedoch auch gezeigt werden, dass ACKR2 die Entwicklung einer

adaptiven Immunantwort fordert.

So waren Ackr2-defiziente Mause vor der Entwicklung einer experimentellen Autoimmun-
Enzephalitis, die durch subkutane Immunisierung mit oligodendroglialem Glykoprotein
(MOG)-Peptid 35-55 in CFA induziert wurde teilweise geschutzt. Dies war assoziiert mit einem
reduzierten Priming der autoimmunen T-Lymphozyten durch geringere Interferon-y-
Produktion sowie einer Retention von CD11c-positiven dendritischen Zellen in der Haut. Im
Ruckenmark zeigte sich nachfolgend eine weniger ausgepragte Entzindungsreaktion,
weniger Demyeliniserung sowie eine Abschwachung der Autoimmun-Enzephalitis-Attacken in
Ackr2-defizienten Mausen (142). Lee at al. sehen dafur folgende Ursache (Abbildung 10):
Ackr2-Defizienz fuhrt in der Umgebung von lymphatischen Endothelzellen zu einem
verringerten Abbau von proinflammatorischen CC-Chemokinen. Die lokal vermehrten
proinflammatorischen  Chemokine Uberladen die lymphatischen Endothelzellen.
Entsprechend binden inflammatorische Leukozyten massenweise an die auf den
lymphatischen Endothelzellen vermehrt prasentierten inflammatorischen Chemokine und
verlegen damit die lymphatischen Gefaflte und den Lymphabfluss. Zudem wird die effektive
Prasentation der von Endothelzellen exprimierten homdostatischen Chemokine CCL19 und
CCL21 an CCR7-exprimierende aktivierte dendritischen Zellen und ihre hierdurch gesteuterte
Migration in regionales lymphatisches Gewebe verhindert. Hieraus resultiert insgesamt ein

reduzierter Efflux aktivierter Antigen-prasentierender dendritischer Zellen in lokales
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Lymphgewebe, was die dortige Aktivierung autoimmuner T-Lymphozyten abschwacht und
eine geringere adaptive (Auto-) Immunantwort zur Folge hat (143).

Inflammatory chemokines
CCR7 ligands

Inflammatory chemokine receptors
e APCs and infl. y leukocytes)

CCR7 (mature APCs)

Lymphatic endothelial cells

(b)

Subcapsular
sinus

TRENDS in 7mmuno§)gy

Abbildung 10: Stérung der Antigen-Prasentation in ACKR2-defizienten Mausen

(a) Im Rahmen der Heranreifung von Antigen-prasentierenden Zellen (APCs) kommt es unter anderem
zu einer deutlich vermehrten Expression des Chemokin Rezeptors CCR 7. Die Liganden von CCR7
sind auf lymphatischen Endothelzellen lokalisiert und werden dortden APCs prasentiert. Hierdurch wird
die Emigrationvonden APCs aus entziindetem Gewebe in die Lymphknoten und eine dort stattfindende
Prasentation von Antigenen zur Aktivierung von T-Lymphozyten sichergestellt. (b) Bei Ackr2-
defizienten Mausen istder Prozess der Antigen-Prasentation gestort. Dielymphatischen Endothelzellen
kénnen keine inflammatorischen CC-Chemokine abbauen und werden dadurch von diesen
Chemokinen Uberladen. Eine pathologisch vermehrte lokale Akkumulation von inflammatorischen
Leukozyten ist die Folge. Gleichzeitig kénnen die homdostatischen Chemokine CCL19 und CCL21
durch das lymphatische Endothel weniger effektiv prasentiert werden und eine CCR7-vermittelte
Migration der APCs auslésen. Hierdurch wird insgesamt die Emigration von APCs aus entziindetem
Gewebe in regionales Lymphgewebe gestért und die dortige Antigen-Prasentation verhindert. Im
subkapsularen Sinus der Lymphknoten sind die inflammatorischen Chemokine auf der Oberflache von
lymphatischen Endothelzellen immobilisiert. Dies tragt zu einer Blockade des Lymph-Abflusses im

subkapsularen Sinus bei (143).

In einem weiteren Modell waren Ackr2-defiziente Mause vor einer Graft-versus-Host-Reaktion
nach Knochenmarktransplantation geschutzt. Hierbei war bei Ackr2-defizienten Mausen die
Anzahl der Ly6CMd"-positiven Monozyten im Blut und in den sekundadren lymphatischen
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Organen erhdéht und im Knochenmark vermindert. Die Autoren konnten zeigen, dass die
Akkumulation von Ly6C"9"-positiven Monozyten in den sekundaren lymphatischen Organen
abhangig von dem Chemokinrezeptor CCR2 ist. Diese Ly6C""-positiven Monozyten gelten
allgemein als proinflammatorisch, da sie unter inflammatorischen Bedinungen grof3e Mengen
an TNF-a und IL-1B sezernieren. Diese Monozyten gehoren jedoch auch zu der heterogenen
Population an aus dem Knochenmark stammenden Zellen mit immunregulatorischen
Funktionen welche myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) genannt werden. Diese
Subgruppe ist zudem positiv fur CD11b und Gr1. Gr1-Antikdrper binden sowohl an Ly6C
(Monozyten) und Ly6G (neutropohile Granulozyten). MDSCs wird eine immunsuppressive
Funktion zugeschrieben und kdnnen somit eine adaptive Immunabwehr abschwéachen.
Passend dazu konnten die Autoren zeigen, dass bei Ackr2-Defizienz die Ly6C"e"-positiven
Monozyten eine vermehrte CCL2-abhangige Expression der immunsuppressiven Gene
Cyclooxygenase-2(COX-2)und Arginase 1 (Arg1) aufweisen. Zusammengefasst fuhrt in dem
Modell der Graft-versus-Host-Reaktion nach Knochenmarktransplantation die Ackr2-
Defizienz zu einer vermehrten Infiltration von unreifen, Ly6C"d"-positiven Monozyten in
sekundare lymphatische Organe. Die Monozyten weisen unter diesen Bedinungen eine
immunsupressive Aktivitat auf und schitzen vor der Entwicklung einer Graft-versus-Host-
Reaktion (133).
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1.5 Funktionelle Rolle von ACKR2 bei renalen

Erkrankungen

Die funktionelle Rolle von ACKR2 wurde bisher in wenigen Tiermodellen renaler

Erkrankungen untersucht.

Ackr2-defiziente Mause zeigten im Modell der autologen nephrotoxischen Serumnephritis,
dem Modell einer Immunkomplex-vermittelten Gomerulonephritis, einen deutlich
verschlechterten Verlauf (144). Albuminurie, Harnstoffkonzentration und histologischer
Nierenschaden waren in den Ackr2-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp erhoht. In
Korrelation dazu waren vermehrt CD4* T-Lymphozyten und mononukledre Phagozyten im
renalen Tubulointerstitium nachweisbar, nicht jedoch in den Glomeruli. Dies korrelierte mit
einem erhdhten Gehalt inflammatorischer CC-Chemokine wie CCL2 und CCL5 in
nephritischen  Nieren Ackr2-defizienter Mause. Die Expression von weiteren
inflammatorischen Mediatoren und das Ausmal} der interstitiellen Nierenfibrose waren
ebenfalls erhoht. Auch in vitro fuhrte eine Ackr2-Defizienz zur vermehrten Bildung von CCL2
in TNF-stimulierten tubulointerstitiellem Gewebe, nicht aber in den Glomeruli. Diese
Ergebnisse weisen auf einen entzindungsbegrenzenden Effekt von ACKR2 im renalen
Interstitium hin und korrelieren mit der bekannten ACKR2-Expression in lymphatischen
Endothelzellen, die in der Niere im Tubulointerstitium, nicht jedoch in Glomeruli vorhanden
sind. Tatsachlich konnten die Autoren im untersuchten Tiermodell die renale Ackr2-mRNA-
Expression in lymphatischen Endothelzellen des Tubulointerstitiums lokaliseren (144). Neben
der vermehrten renalen Entzindung und Schadigung fuhrte Ackr2-Defizienz im Modell der
nephrotoxischen Serumnephritis auch zu einer reduzierten Aktivierung dendritischer Zellen
und Verringerung aktivierter T-Lymhozyten in regionalen renalen Lymphknoten. Ahnlich wie
in dem oben beschriebenen Modell der experimentellen Autoimmun-Enzephalitis konnte somit
auch in diesem Modell eine abgeschwachte adaptive Immunantwort in Ackr2-defizienten
Mausen nachgewiesen werden. Dies konnte jedoch einen verstarkten renalen Schaden in
Ackr2-defizienten Mausen mit Immunkomplex-Glomerulonephritis nicht verhindern, da
gleichzeitig die  Konzentration  proinflammatorischer = Chemokine, die  Anzahl
proinflammatorischer Leukozyten und das Ausmal® der Fibrose im Tubulointerstitium

nephritischer Nieren deutlich erhdht waren (144).

Auswirkungen einer Ackr2-Defizienz wurden auch im OVE26-Mausmodell der diabetischen
Nephropathie untersucht. Die Glukose-Spiegel im Blut unterschieden sich zwischen Ackr2-
defizienten und Wildtyp-OVE26-Mausen nicht. Im Gegensatz zu den Ergebnissen im
Immunkomplex-Glomerulonephritis-Modell waren hier Albuminurie, renale, Leukozyten-

infiltration und das Ausmal? der renalen Fibrose in Ackr2-defizienten Tieren vermindert (145).
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Griinde fur diese Uberraschenden proinflammatorischen Effekte von ACKR2 im untersuchten
diabetischen Nephropathiemodell bleiben unklar, da die Autoren zugrundeliegenden
Mechanismen nicht  weiter untersucht haben. So  wurden intrarenale
Chemokinkonzentrationen oder die madglcherweise vermehrte renale Akkumulation

entzindungshemmender Leukozytenpopulationen nicht analysiert (145).
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1.6 Hypothese

Die Rolle von ACKR2 in der Pathophysiologie des lokalen und systemischen
Entzindungsgeschehen wird seit 20 Jahren intensiv erforscht. Zahlreiche tierexperimentelle
Arbeiten zeigten in unterschiedlichen Krankheitsmodellen einen protektiven Effektvon ACKR2
im Rahmen der Entzindungsreaktion in vivo. In einigen Modellen autoimmuner
Erkrankungen, die auf eine effektive adaptive Immunantwort angewiesen sind, zeigten Ackr2-

defiziente Tiere jedoch einen milderen Verlauf.

Die Funktion von ACKR2 bei entzindlicher Nierenschadigung kann bisher nicht einheitlich
beurteilt werden. Wahrend Ackr2-Defizienz zu einer Verschlechterung der
Entziindungsreaktion und des Krankheitsverlaufs bei der nephrotoxischen Serumnephritis
fUhrte, zeigten Ackr2-defiziente Tiere in einem Modell der diabetischen Nephropathie einen
milderen Verlauf. Bisher existierten allerdings keine Untersuchungen zur Rolle von ACKR2 in
weiteren klinisch relevanten renalen Krankheitsmodellen mit entzindlich-bedingter

Schadigung wie dem renalen Ischamie-Reperfusionsschaden.

Die vorliegende Arbeit untersucht daher die Fragestellung, welche Rolle ACKR2 bei der
Entstehung und im Verlauf des Ischamie-Reperfusionsschaden der Niere in vivo spielt und
welche Mechanismen den Effekten von ACKR2 im Rahmen der renalen Entzindung

zugrundeliegen.

Der Arbeit liegt die Hypothese zu Grunde, dass in Mausen mit fehlender ACKR2-Aktivitat
durch verminderten Abbau lokalgebildeter proinflammatorischer Chemokine

1. nach akutem Ischamie-Reperfusionsschaden eine Zunahme der renalen
Leukozyteninfiltration und eine verstarkte funktionelle und  strukturelle
Nierenschadigung auftritt;

2. die chronische postischamische Nierenschadigung nach Ischamie-
Reperfusionsschaden durch vermehrte Leukozyteninfiltration beschleunigt und

verstarkt eintritt.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Ackr2-Defizienz auf Nierenfunktion,
Leukozyteninfiltration und renaler Gewebeschadigung nach Ischamie-Reperfusionschaden
der Niere untersucht. Eine Hemmung der Funktion von ACKR2 war mangels verflugbarer
ACKR2-Antagonisten nicht mdglich, daher wurden die Versuche an Ackr2-defizienten
Knockout-Mausen durchgefihrt, welche uns freundlicherweise von Prof. Mantovani aus

Mailand zur Verfligung gestellt worden sind.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Durchflusszytometrie:
FACSCalibur

ELISA Reader:

Tecan, GENios Plus

ELISA Washer:
Microplate-Washer Elx 50
Homogenisator:

Ultra Turra T25 basic
Mikroskope:

Leica DC 300F L

Leica DM RBE

Leica DM RBE

Zeiss Axioplan 2

Olympus BX50
Real-time-PCR:

Lightcycler 480

TagMan Sequence Detection:
ABI prism 7700 sequence detector
Spektrophotometrie:
Nanodrop 1000
Zellinkubator:

Typ B5060 EC-CO2
Zentrifugen:

Eppendorf centrifuge 5415C
Heraeus Megfuge 1.0 R
Heraeus Minifuge T
Autoklav:

Autoklav 23
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Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
Tecan, Crailsheim

Biotek, Bad Friedrichshall

IKA GmbH, Staufen

Leica Microsystems, Wetzlar
Leica Microsystems, Wetzlar
Leica Microsystems, Wetzlar
Carl-Zeiss AG, Oberkochen
Olympus Mikroskope, Hamburg
Roche, Basel, CH

PE Biosystems, Weiterstadt
Thermo, Wilmington, MA, USA
Heraeus Sepatech, Minchen
Eppendorf, Hamburg

Heraeus Sepatech, Osterode

Heraeus Sepatech, Osterode

Melag Medizintechnik, Berlin
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Sonstige Gerate:
Kryostat RM2155
Kryostat CM3000
Mikrotom HM 340E
MediMACS Magnet
pH-Meter WTW

Steril Card Hood Class I, Typ A/B3
Sonifier B-12
Thermomixer 5436
Vortex Genie 2

Waage BP 110S
Waage Mettler PJ 3000
Wasserbad HI 1210

Leica Microsystems, Bernsheim
Leica Microsystems, Bernsheim
Microm, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
WTW GmbH, Weilheim

The Baker Company, Sanford, USA
Branson Sonic power, Danbury, USA
Eppendorf, Hamburg
Bender&Hobein AG, Zurich, CH
Sartorius, Gottingen

Mettler-Toledo, Greifensee, CH
Leica Microsystems, Bernsheim

2.1.2 Tierhaltung und Versuchsdurchfiihrung

Atipamezol

Buprenorphin
Dexpanthenol

Fentanyl

Flumazenil
Einmalskalpelle, Form 11
Makrolone Typ 2 Kafige
Mersilene 4-0, Naht
Midazolam
Medetomedin

Naloxon

Blancet

Thermosonde Homeothermic

Control Unit

Tierfutter

Warmelampe Infrared R95 E 100W 230V
Yasargil Aneurysma Clip mini, 5mm

Yasargil Clip Applikator

CP-Pharma, Burgdorf
Bayer Vital, Leverkusen
Bayer Vital, Leverkusen
Janssen-Cilag Neuss
Hexal, Holzkirchen
B.Braun, Melsungen
Tecniplast, Hamburg
Ethicon, Belgien
Ratiopharm, Ulm

Zetis GmbH, Kaiserslautern
Ratiopharm, Ulm

Panlab Bioresearch, Barcelona, Spanien

Ssniff Spezialdiaten, Soest
Philips Deutschland, Hamburg
Medicon, Tuttlingen

Medicon, Tuttlingen
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

24-well-Platten Nunc, Wiesbaden

6-well-Platten Costar Corning, Schiphol-Rijk, NL
96-well-Platten Nunc, Wiesbaden
Einbettkassetten neolLab Migge, Heidelberg
Einmal-Kivetten 1,5 ml Plastibrand® Brand, Gief3en

Eppendorfgefalle 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml Eppendorf, Hamburg

Falcons 15 ml und 50 mi BD Biosciences, Heidelberg
Multikanalpipette Eppendorf Eppendorf, Hamburg

Navel BD Microlance 20G; 26G; 30G BD Biosciences, Heidelberg
Pipetten Pipetman P 1-20/200/1000pl Gilson, Middleton, USA
Pipettenspitzen 1-1000ul Typ Gilson Pese, Aindling-Arnhofen
Pipettenspitzen epTIPS Standard Eppendorf, Hamburg
Pipettierhilfe Pipetus classic Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Plastikfilter 70um BD Biosciences, Heidelberg
Skalpelle Feather No. 20 Feather Safety Razor Co, Japan
Zellkulturschalen 10cm TPP, Transadingen, Schweiz
Zellkulturschaber 24cm TPP, Transadingen, Schweiz

2.1.4 Chemikalien

Aceton Merck, Darmstadt

AccuCheck Counting Beads Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Albustix Teststreifen Bayer, Leverkusen

Ammoniumpersulfat Merck, Darmstadt

Antigen Unmasking Solution Vector Lab, Burlingame, CA, USA

Avidin-Biotin Complex Sigma, Deisenhofen

Aqua ad injectabila Braun, Melsungen

BioStab PCR Optimizer Bitop, Witten

Bouin Fixierldsung Morphisto, Offenbach

Borsaure Sigma, Deisenhofen

Bovines Serum-Albumin Roche, Mannheim

Bromphenolblau Merck, Darmstadt

Cytofix/Cytoperm Plus BD Biosciences, Heidelberg

2,2,2-Tribromethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DAB Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DNA-Leiter

DNAse Typ lll

DPBS

DTT (100 mM)

EDTA

EDTA-Dikalium 0,2 M
Einbettmedium

Eosin

Ethanol

FACS Clean

FACS Rinse

FACS Flow

First strand Buffer 5x
Formaldehyd 37%

Glycerin

Hexanukleotide

HCI

Hematoxilin Lésung
Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogen-Phosphat
Kollagenase A

Kollagenase Typ |

Lichtgrin 0,2 % (Goldner IlI)
Linear Acrylamid

Lysing-Solution (fir FACS)
Magnesiumchlorid (25 mM)
Beta-Mercaptoethanol
Methanol

Methylgrin

Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid-Lésung 0,9 %
Natriumhydrogen-Carbonat
Natriumhydrogen-Phosphat

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Calbiochem, San Diego, CA, USA
neolLab, Heidelberg

Jung, Leica Microsystems, Nussloch
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Morphisto, Offenbach

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

BD Biosciences, Heidelberg

Fermentas Scientific, Waltham, MA, USA
Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Braun, Melsungen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Di-Natrium-Carbonat
Di-Natriumhydrogen-Phosphat
Normal Mouse Serum

Normal Rat Serum

PBS

PRC-Puffer

2-Propanol

Proteinase K

Phosphatase
Phosphorolybdansaure Orange G
Perjod-Saure

RIPA-Puffer

RNAlater AM7020

RNasin (40 U/ul)

RNA loading buffer

RNase free Spray

RPMI-Medium
Saurefuchsin-Ponceau-Azophloxin
Schiffs Reagenz

Shandeon Formal-Fixx Konzentrat
Standard Taq Reaction Buffer
Superscript Il

SYBR Green

Taqg-Polymerase

Taq Puffer 10x

TRIS

Tryptan-Blau

Tween 20 Detergenz
Wasserstoffperoxid

Xylene

Xylol

2.1.5 Kommerzielle Kits

Avidin/Biotin Blocking Kit
Bradford-Reagenz
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Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Jackson, West Grove, PA, USA
Jackson, West Grove, PA, USA
Pan Biotech, Aidenbach
Minerva BioLabs, Berlin

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Morphisto, Offenbach
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA

Promega, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Gene Choice, Frederick, MD, USA
Merck, Darmstadt

Morphisto, Offenbach

Merck, Darmstadt

Thermo, Cheshire, UK

New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Kisker Biotech, Steinfurt
Fermentas, St-Leon-Rot

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Vector Lab, Burlingame, CA, USA
Bio-Rad Lab, Feldkirchen
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DNase Set
PureLink RNA Mini Kit

VectaMount
Vectastain Elite ABC

2.1.6 Losungen und Puffer

10x HBSS Puffer (ohne Ca und ohne Mg):

4 g KCI
0,6 g KH2PO4
80 g NaCl

0,62 Na2HPO4 x 2 H20

in 1000 ml ddH20, pH 7,4 (mit 0,1 N HCI)

10x HBSS Puffer (mit Ca und Mg):

4 g KCl

0,6 g KH2POa4

80 g NaCl

0,62 Naz2HPO4 x H20
3,5 g NaHCOs3

1,4 g CaClz

1 g MgCl2 x 6 H20
1g Mg SO4 x 7 H20

10 g D-Glucose

in 1000 ml ddH=20, pH 7,4 (mit 0,1 N HCI)

Qiagen, Hilden

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Vector Lab, Burlingame, CA, USA
Vector Lab, Burlingame, CA, USA
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Paris Puffer:

e 20 mM Tris-HCI

e 125 mM NaCl

e 10 mMKClI

e 10 mM Na-Azetat
e 5 mM D-Glucose

e in 1000 ml ddH20, pH 7,4 (mit 0,1 N HCI)

FACS Puffer
e 500 ml 1x PBS
e 0,2% BSA

e 0,1% Na-Azd

Kollagenase / DNAse-Lésung in HBSS Puffer (ohne Ca und ohne Mg)
e 10 mg Kollagenase Typ |
e 1mg DNAse Typ Il

e in 10 ml HBSS (ohne Ca und ohne Mg)

Kollagenase-Losung in HBSS Puffer (ohne Ca und ohne Mg)
e 10 mg Kollagenase Typ |

e in 10 ml HBSS (ohne Ca und ohne Mg)

2mM EDTA / HBSS-L6sung
e 100 pl 0,2 EDTA-Stammldsung

e 10 ml HBSS (ohne Ca und ohne Mg)
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2.1.7 Antikorper und Enzyme

Durchflusszytometrie:

Ratte anti-Maus CD45 (Klon 30-F11), PE-
oder APC-konjugiert

Ratte anti-Maus CD11b (Klon M1/70), FITC-
oder PE-Cy5-konjugiert

Hamster anti-Maus CD11c (Klon HL3), FITC-
konjugiert

Ratte anti-Maus Ly-6G (Klon 1A8), FITC-
konjugiert

Ratte anti-Maus Ly-6C (Klon AL-21), PE-
konjugiert

Hamster anti-Maus CD3e (Klon 145-2C11),
Alexa488-konjugiert

Ratte anti-Maus CD4 (Klon RM4-5), APC-
konjugiert

Ratte anti-Maus CD8 (Klon 53-6.7), PE-Cy5-
konjugiert

Ratte anti-Maus F4/80 (Klon CL:A3-1), APC-
konjugiert

Ratte anti-Maus CCR2 (Klon #475301), FITC-
konjugiert

Anti-Maus  Kollagen 1 (polyklonales
Kaninchenserum), Biotin-konjugiert

Ratte 1gG2s, FITC-konjugiert (anti-CCR2-
Isotyp-Kontrolle)

Ratte IgG2, APC-konjugiert
Isotyp-Kontrolle)

(anti-F4/80-

Immunhistochemie:

Ratte anti-Mensch CD3 (Klon CD3-12) 1:100
Ratte anti-Maus Ly6B.2 (Klon 7/4) 1:50
Ratte anti-Maus F4/80 (Klon CI:A3-1) 1:100
Maus anti-Maus aSMA (Klon 1A4)

2.1.8 Software

LightCycler 480 Software, 1.2.9.11
CellQuest, 3.3

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
AbD Serotec, Dusseldorf
R&D Systems, Wiesbaden
ECS)?AkIand Immunochemicals, Gilbertsville, PA,

BD Biosciences, Heidelberg

AbD Serotec, Dusseldorf

AbD Serotec, Oxford, UK
AbD Serotec, Oxford, UK
AbD Serotec, Oxford, UK
DAKO Agilent, Santa Clara, CA, USA

Roche, Mannheim

BD Biosciences, Heidelberg
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Endnote X9

QWin

Microsoft Office 2019

Image J

InStat, 3.05

Thomson Reuters, NY, USA
Leica Microsystems, Bensheim

Microsoft, Redmond, WA, USA

Open Source
GraphPad Software, San Diegeo, CA, USA

2.1.9 Oligonukleotid-Primer fir die Real-Time PCR

Alle Primer wurden kommerziell von der Firma Metabion, Martinsried erworben.

Tabelle 4: Verwendete Oligonukleotid-Primer

Gen

Forward Primer

Reverse Primer

ACKR2

CCL2

CCL5

CCL22

CXCL-10

TNF

IL-6

IL-10

IL-12B

IFN-y

5-CTTCTTTTACTCCCGCATCG-3’

5-CCTGCTGTTCACAGTTGCC-3’

5-CCACTTCTTCTCTGGGTTGG-3"

5-TCTGGACCTCAAAATCCTGC-3’

5-GGCTGGTCACCTTTCAGAAG-3’

5-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3’

5-TGATGCACTTGCAGAAAACA -3’

5-ATCGATTTCTCCCCTGTGAA-3’

5-GATTCAGACTCCAGGGGACA-3’

5-ACAGCAAGGCGAAAAAGGAT-3"

5-TATGGGAACCACAGCATGAA-3"

5-ATTGGGATCATCTTGCTGGT-3"

5-GTGCCCACGTCAAGGAGTAT-3’

5-TGGAGTAGCTTCTTCACCCA-3’

5-ATGGATGGACAGCAGAGAGC-3’

5-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3"

5-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3"

5-TGTCAAATTCATTCATGGCCT-3’

5-GGAGACACCAGCAAAACGAT-3’

5-TGAGCTCATTGAATGCTTGG-3"
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iNOS1

CTGF

MRCA1

MSR-1

Arg1

Fizz-1

Fibronectin

Laminin

Collagen 1a1

Collagen 4a1

aSMA

FSP1

5-TTICTGTGCTGTCCCAGTGAG-3’

5-AGCTGACCTGGAGGAAAACA-3’

5-ATATATAAACAAGAATGGTGGGCAGT-3’

5-CCTCCGTTCAGGAGAAGTTG-3’

5-AGAGATTATCGGAGCGCCTT-3"

5-CCCTTCTCATCTGCATCTCC-3’

5-GGAGTGGCACTGTCAACCTC-3"

5-CATGTGCTGCCTAAGGATGA-3’

5-ACATGTTCAGCTTTGTGGACC-3’

5-GTCTGGCTTCTGCTGCTCTT-3"

5-ACTGGGACGACATGGAAAAG-3’

5-CAGCACTTCCTCTCTCTTGG-3"

5-TGAAGAAAACCCCTTGTGCT-3’

5-CCGCAGAACTTAGCCCTGTA-3"

5-TCCATCCAAATGAATTTCTTATCC-3’

5-TTTCCCAATTCAAAAGCTGA-3’

5-TTTTTCCAGCAGACCAGCTT-3’

5-CTGGATTGGCAAGAAGTTCC-3’

5-ACTGGATGGGGTGGGAAT-3"

5-TCAGCTTGTAGGAGATGCCA-3’

5-TAGGCCATTGTGTATGCAGC-3’

5-CACATTTTCCACAGCCAGAG-3’

5-GTTCAGTGGTGCCTCTGTCA-3"

5-TTTGTGGAAGGTGGACACAA-3’

2.2 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1 Tierhaltung

Zucht und Haltung der Versuchstiere erfolgten in der Tierhaltung der Medizinischen Klinik IV

in der Schillerstrale 42. Die Tierhaltung erfolgte unter SPF-Bedingungen (specific-pathogen-

free), die durch regelmaRige mikrobiologische Untersuchungen kontrolliert wurden. Die

Mause wurden in Gruppen von maximal 5 in Macrolone Typ Il L Ké&figen mit Filterdeckel

gehalten. Der Tierstall unterlag einem 12-stindigen Hell-Dunkel-Rhythmus. Die Mause

wurden mit Wasser und Standardfutter der Firma ssniff® ad libidum versorgt. Die Kafige,

Futter, Wasser, Stroh sowie die Watte fir den Nestbau wurden vorher autoklaviert. Die
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Raumtemperatur des Tierstalles betrug konstant 22°C und die Luftfeuchtigkeit konstant 60%.
Im Alter von 21 Tagen wurden die Jungtiere nach Geschlechtern getrennt abgesetzt und durch

Lochmarkierungen am Ohr markiert.

Bei allen tierexperimentellen Versuchen wurden die Vorschriften des deutschen
Tierschutzgesetzes eingehalten. Alle Versuche waren vorher von der Regierung von
Oberbayern vorab genehmigt worden.

2.2.2 Verwendete Tiere

Bei den Versuchen wurden Wildtyp- und Ackr2-defiziente Mause im genetischen C57BL/6J-

Hintergrund verwendet.

Die Ackr2-/- Mauslinie wurde urspringlich in der Arbeitsgruppe von Professor Gerard
Graham, The Beatson Institute for Cancer Research, Glasgow generiert und in einen
C57BL/6J-Hintergrund riickgekreuzt (132). Die eigene Arbeitsgruppe erhielt Zuchtpaare von
Ack2-defizienten Mausen via Embryotransfer von Prof. Massimo Locati, Abteilung fir
Medizinische Biotechnologie und Translationale Medizin, Universita degli Studi di Milano,
Mailand. Die C57BL/6J Wildtyp-Tiere erhielt die eigene Arbeitsgruppe von Charles River aus
Sulzfeld (siehe Tabelle 5). Nach Erhalt der Zuchtpaare wurden beide Tierlinien in der eigenen

Tierhaltung gezuchtet.

Tabelle 5: Verwendete Tiere

Mausstamm Ziichter
C57BL/6J Wildtyp Bar Harbor, Maine, USA
Ackr2-/- (Ackr2!m'Gi9C57BL/6, Hintergrund) Prof. Massimo Locati, Mailand, ltalien

2.2.3 Induktion des Ischamie-Reperfusionsschadens

Die Operationen wurden an 7-10 Wochen alten weiblichen C57BL/6J Wildtyp- und Ackr2-
Knockout-Mausen durchgefuhrt. Die Gruppengrolie betrug pro Versuch n = 5. Die beiden
verschiedenen Genotypen wurden alternierend operiert. Um den akuten Verlauf nach
Ischamie-Reperfusionsschaden zu evaluieren, wurde die Operation bilateral durchgefuhrt. Fur
den subakuten und chronischen Verlauf wurde nur unilateral operiert. Bei unilateralem

Ischamie-Reperfusionsschaden wurde stets die linke Niere operiert. Die jeweiligen
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Ischamiezeiten und Endpunkte im akute, subakuten und chronischen Modellverlauf sind
Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6: Ablauf der operativen Tierversuche

Modellverlauf: Operation: Ischamiezeit: Endpunkt:
akut bilateral 30 min 24 Stunden
subakut unilateral 45 min 5 Tage
chronisch unilateral 45 min 5 Wochen

Zu Beginn wurden die Tiere narkotisiert mit einer intraperitonealen, gewichtsadaptierten
Injektion nach Tabelle 7. Unmittelbar nach Narkoseeinleitung wurden die Mause auf ein auf
39°C vorgeheiztes Warmepad gelegt, um eine Hypothermie zu vermeiden. Zusatzlich wurde
eine Warmelampe 45 cm Uber dem Warmepad installiert. Die Kérpertemperatur wurde mit
einer rektalen Thermosonde kontinuierlich gemessen. Hiermit konnte die Kérpertemperatur
der Mause stabil auf 35-37°C gehalten werden. Auf die Augen der Tiere wurde Bepanthen-
Salbe aufgetragen, um sie vor Austrocknung zu schitzen.

Tabelle 7: Narkoselosung und Antagonisierung perioperativ

Narkose:

Antagonisierung:

e Fentanyl: 0,05 mg / kg Kérpergewicht

e Naloxon: 1,2 mg / kg Kérpergewicht

e Midazolam: 5 mg / kg Kdérpergewicht

e  Flumazenil: 0,5 mg / kg Kérpergewicht

e Medetomedin: 0,5 mg / kg Kérpergewicht e Atipamezol: 2,5 mg / kg Kérpergewicht

Um die Narkosetiefe zu testen, wurde mit einer Pinzette kurz am rechten Vorful® der Maus ein
Schmerzreiz gesetzt. Falls eine Bewegung auslosbar war, wurde noch ein Viertel der
urspringlichen Narkoseeinleitungsdosis intraperitoneal als Bolus gegeben und 10-15 Minuten
gewartet. Wenn keine Bewegung durch den Schmerzreiz auslosbar war, wurde mit der
Operation begonnen.

Nach Desinfektion der Haut erfolgte eine ca. 5-8 mm lange Hautinzision Gber den Flanken.
Anschliefend erfolgte eine Inzision des Peritoneums mit darauffolgender stumpfer

Praparation. Die Niere wurde vorsichtig mobilisiert unter Schonung der Nierenkapsel. Danach
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wurden die NierengefalRe mit einer Gefallklemme ligiert. Der Clip wurde dabei am Hilum der
Niere platziert. Eine erfolgreiche Ligation war durch eine rasch entstehende, vom Hilum der
Niere ausgehende Abblassung erkennbar. Bei der Durchfihrung des akuten Modells wurde
anschlie3end die rechte Seite ebenfalls operiert. Wahrend der Ischamiezeit wurden die Nieren
in der Bauchhohle gehalten und die Hautinzisionen mit NaCl-getrankten Kompressen
abgedeckt, um die Mause vor FlUssigkeits- und Warmeverlusten durch Evaporation zu

schutzen.

Nach Ablauf der Ischamiezeit wurden die Klemmen wieder entfernt. Eine anschlieRende
rasche Normalisierung der Nierenfarbe war das Zeichen einer adaquaten Reperfusion. Die
Inzisionen von Peritoneum und Haut wurden getrennt voneinander mit jeweils 2-3 Stichen mit

Mersilene 4-0, Polyester verschlossen.

Nachder letzten Naht wurde die Narkose-Antagonisierung (siehe Tabelle 7) gewichtsadaptiert
subkutan verabreicht. Die Versuchstiere wurden postoperativ nach Wiedererlangung des
Bewusstseins noch fur 2 Stunden unter einer weiteren 100W Warmelampe belassen. Noch
vor Wiedererlangen des Bewusstseins erhielten die Versuchstiere eine gewichtsadaptierte
postoperative Schmerztherapie durch eine subkutane Injektion von 0,05 mg / kg KG
Buprenorphin. Die postoperative Schmerztherapie wurde fur 3 Tage fortgesetzt durch

Repetition der Ausgangsdosis alle 12 Stunden.

2.2.4 Blut- und Organentnahme

Nach 24 Stunden, 5 Tagen beziehungsweise 5 Wochen wurden die Tierversuche beendet.
Zur Blut- und Organentnahme wurden die Versuchstiere tief narkotisiert. Die
Narkoseeinleitung erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion gewichtsadaptiert nach
Tabelle 8. In tiefer Narkose erfolgte die Blutentnahme Uber den retroorbitalen Venenplexus.
Die Punktion erfolgte im lateralen Augenwinkel mittels einer heparinisierten Blutkapillare. Das
Blut wurde in einem Eppendorfgefal aufgefangen. Das so gewonnene Vollblut wurde nach
Gerinnung fur 5 Minuten bei Raumtemperatur mit 1500 G zentrifugiert und der Uberstand
abpipettiert und verworfen. Das Serum wurde zur Harnstoff- und Kreatininmessung an
SynLab.vet GmbH & Co. KG, Labor Augsburg geschickt. Das verbleibende Serum wurde bei
-20°C gelagert.
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Tabelle 8: Narkoselosung fiir Organentnahme

Fentanyl: 0,2 mg / kg Kdrpergewicht

Midazolam: 10 mg / kg Kérpergewicht

Medetomedin: 0,5 mg / kg Kérpergewicht

Anschlief3end erfolgte zur Organentnahme eine mediane Laparotomie und Thorakotomie mit
Sternotomie. Das Zwerchfell wurde abgetragen und die Vena cava inferior durchtrennt.
Darauffolgend wurde das Versuchstier mit auf 37°C vorgewarmter PBS-L6sung perfundiert.
HierfUrerfolgte eine Punktion des linken Ventrikels des Herzens mit anschlieRender Perfusion
bei einem konstanten Druck von 120 mmHg. Im Verlauf der Perfusion nahmen die Nieren
sowie die Leber einen helleren Farbton an. Die Nieren und Milz wurden entnommen und die

Nierenkapsel wurde entfernt.

Die Milz wurde in eine Petrischale mit 4°C kaltem PBS uUberfuhrt. Die Nieren wurden in
mehrere Teile mit einem Skalpell geschnitten. Ein Teil wurde fur Proteinanalysen in flissigem
Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bei -80°C aufbewahrt. Ein weiteres Teil wurde in
RNAlater bei -20°C gelagert. Ein 1 mm breites Stuck aus der Mitte der Niere wurde in
Histologie-Kassetten in 10%-Formalin Gberfuhrt. Das restliche Nierenstick wurde zur FACS-
Analyse mit einem separaten Skalpell in kleine, ca. 0,5 mm grolRe Stlicke geschnitten und in
eine Petrischale mit 4°C kaltem PBS uberfuhrt. Abschlielend wurde das Femur auf beiden

Seiten entnommen und in 4°C kaltem RPMI-Medium gelagert.
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2.3 Durchflusszytometrie

Die Analyse der verschiedenen Zellpopulationen von Niere, Milz, Knochenmark und Blut
anhand ihrer Oberflachenmolekule erfolgte mithilfe der Durchflusszytometrie. Hierfur wurde
das Gerat FACSCalibur (Becton Dickinson) mit 4 Kanalen verwendet. Die Analyse der
gesammelten Daten erfolgte mit der CellQuest-Software (Becton Dickinson). Als
Fluorochrome wurden verwendet: Fluorescein-5-isothiocanat (FITC)), Alexa Fluor 488
(Alexa488), Phycoerythrin (PE), Phycoerythrin-Cyanin (PE-Cy5) und Allophycocyanin (APC).

Prinzip:

Die Duchflusszytometrie bzw. FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) gehoért zu den
Methoden der Zellanalyse, bei der einzelne Zellen durch ihre Zellgrofle, Zellstruktur und
Expression spezifischer Antigene unterschieden werden kdnnen. Zellen, die bezuglich dieser
untersuchten Merkmale gleich sind, werden als Populationen zusammengefasst.

Voraussetzung fur die Untersuchung ist, dass die Zellen einzeln geldst als Zellsuspension
vorliegen. Damit mithife des FACS-Gerats die Zellen einzeln anhand ihrer
Oberflachenbeschaffenheit untersucht werden kdnnen, werden die Zellen, wahrend sie durch
das FACS-Gerat flieRen, durch hydrodynamische Fokussierung und einer laminaren
Stréomung perlschnurartig aufgereiht und in eine Messzelle geleitet. Dort treffen auf die Zellen
mehrere Laser. Im Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) kann die Zellgréle und im
Seitwartsstreulicht (Sideward Scatter, SSC) die Zellgranularitat bestimmt werden. Aul3erdem
konnen die Zellen anhand der Expression von Oberflachenmolekulen und auch intrazellularen
Moleilen charakterisiert werden. Hierfir werden die Zellen mit Antikbrper markiert, die gegen
Epitope auf der Zelloberflache oder im Zellinneren gerichtet sind. Diese Antikorper sind an
Fluoreszenzfarbstoffe, sogenannte Fluorochrome gebunden. Die Fluorchrome werden dann
mit einem Laserstrahl mit bestimmter Wellenlange angeregt und emittieren daraufhin Licht mit
einem spezifischen Wellenlangenspektrum, welches durch das FACS-Gerat mit

verschiedenen Kanalen detektiert werden kann.

Bei der gleichzeitigen Verwendung von mehreren Antikbrpern mit unterschiedlichen
Fluorochromen entstehen Probleme bei der simultanen Messung der verschiedenen
Emissionsspektra. Diese Emissionsspektra Uberlappen sich teilweise und somit werden die
Lichtemissionen von einem Fluorochrom von mehreren Kanalen gleichzeitig detektiert. Es
entstehen dadurch falsch positive Signale, die durch rechnerische Kompensation korrigiert
werden konnen. Hierbei wird der Emissionsanteil, der von einem Fluorochrom in anderen

Kanalen detektiert wird in diesen subtrahiert. Die Kompensation wird durch ungefarbte und

52



Durchflusszytometrie

Isotyp-Kontrollen fur das jeweilige Fluorochrom erleichtert. Bei Letzteren ist das Fluorochrom
an einen Antikorper gekoppelt, der nicht spezifisch an die Zielzellen bindet und daher nur zu
einem unspezfischen Hintergrundsignal flihrt. Isotyp-Kontrollen erlauben daher auch die
bessere Abgrenzung positver Zellpopulationen, wenn ihr Fluoreszenz-Signal nicht eindeutig

von negativen Zellen ohne Expression des untersuchten Antigens separiert ist.

2.3.1 Herstellung der Zellsuspension aus Nierengewebe

Zur Analyse der verschiedenen Zellpopulationen in der Niere mittels Durchflusszytometrie
musste zunachst aus den entnommenen Nieren von Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren

eine Zellsuspension hergestellt werden.

Nach Organentnahme wurden hierfir die Nieren in 3 ml auf Eis vorgekuhltem Paris-Puffer
Uberfart und in einer Petrischale mit einem Skalpell in ca. 0,5 mm kleine Sticke zerkleinert.
Die Nierenstlicke wurden anschlielend mitsamt des Paris-Puffers mit einer 5-ml-Spritze
aspiriert und in ein Falcon-Roéhrchen gegeben. Die Petrischale wurde anschlieRend noch
zweimal mit 4-ml-Paris-Puffer gespllt. Die Spulllésung wurde ebenfalls in das Falcon-
Rohrchen Ubertragen.

Esfolgte ein Zentrifugieren fiir 5 Minuten bei 4 °C mit 250 G. Nach AbgieRRen des Uberstandes
und Resuspension des Pellets mit 10 ml eisgekihltem HBSS (mit Calcium und Magensium)
wurde erneut fir 5 Minuten bei 4°C mit 250 G zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum
verworfen. Das Pellet wurde mit 5 ml auf 37°C vorgewarmter Kollagenase-Ldsung
resuspendiert und fur 20 Minuten bei 37°C inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde fur 5 Minuten bei 4°C mit 250 G zentrifugiert und der
Uberstand wurde verworfen. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit Zugaben von 10 mI HBSS
(mit Calcium und Magnesium) und erneutes Zentrifugieren fir 5 Minuten bei 4°C mit 250 G.
Nach AbgieRen des Uberstandes wurde das Pellet mit 5 ml auf 37°C vorgewarmter 2 mM
EDTA-L6sung in HBSS (ohne Calcium und Magnesium) resuspendiert. Es folgte eine
Inkubation bei 37°C fur 20 Minuten.

Nach Ablauf der 20 Minuten wurde fiir 5 Minuten bei 4°C mit 30 G zentrifugiert. Der Uberstand
wurde nicht verworfen, sondern in neuen Falcon-Réhrchen auf Eis gelagert. Das verbliebene
Pellet wurde mit 5 ml auf 37°C vorgewarmter Kollagenase-Lésung resuspendiert. Es folgte

eine erneute Inkubation fur 20 Minuten bei 37°C.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Pellet-Suspension mit einer 10-ml-Spritze
aufgezogen und durch eine 19G-Kandile in eine Petrischale ausgespritzt. Nach mehreren

Wiederholungen wurde auf eine 26G-Kanule gewechselt. Das Ausspritzen wurde solange
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wiederholt, bis keine Partikel mehr sichtbar waren. AnschlieRend wurde die Zellsuspension
mit dem vorher auf Eis gelagerten Uberstand vereinigt. Die Suspension wurde danach fiir 5
Minuten bei 4°C mit 250 G zentrifugiert. Nach AbgieRen des Uberstandes und Resuspension
des Pellets mit 10 ml eisgekuhltem HBSS (ohne Calcium und Magnesium) erfolgte ein
weiteres Zentrifugieren fur 5 Minuten bei 4°C mit 250 G.

Nach Abgielen des Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert und
durch einen 70 um Cell Strainer in ein neues Falcon-Réhrchen gefiltert. Die Falcon-Réhrchen
wurden auf 10 ml mit DPBS aufgefullt. Anschlie3iend wurde fir 5 Minute bei 4°C mit 250 G
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 200 bis 500 ul FACS-Puffer
resuspendiert.

2.3.2 Herstellung der Zellsuspension aus Milzgewebe

Zur Analyse der verschiedenen Zellpopulationen in der Milz mittels Durchflusszytometrie
wurde zunachst aus den entnommenen Milzen von Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren eine

Zellsuspension hergestellt.

Die Milz wurde nach Organentnahme durch einen 70 ym Cell Strainer in ein 50 ml Falcon-
Réhrchen mit dem Kolben einer 5-ml-Spritze gedrickt. Der Cell Strainer wurde anschliel3end
mit 10 ml eisgekuhltem PBS nachgespult. Nach Zentrifugieren far 10 Minuten bei 4°C mit 250
G und AbgieRen des Uberstandes wurde das Pellet mit 5 ml eisgekiihitem TAC-Puffer
resuspendiert. Es folgte eine Inkubation fir 5 Minuten in einem 37°C warmen Wasserbad.

Hierdurch wurden die Erythrozyten lysiert.

Durch Hinzufigen von 20 ml eisgekuhltem MACS-Puffer wurde die Lyse gestoppt.
Anschlieend wurde die Zellsuspension erneut durch einen 70 um Cell Strainer filtriert. Es
folgte ein weiterer Waschschritt und Zentrifugieren fir 5 min bei 4°C mit 250 G, Abgiel3en des
Uberstandes und Resuspension mit 10 ml MACS-Puffer. Nach Zentrifugiekrenn fiir 5 Minuten
bei 4°C mit 250 G wurde das Zellpellet mit 500 bis 1000 yl FACS-Puffer resuspendiert.

2.3.3 Herstellung der Zellsuspension aus Knochenmark

Zur Analyse der verschiedenen Zellpopulationen im  Knochenmark mittels
Durchflusszytometrie wurde zunachst aus dem entnommenen Femur von Wildtyp- und Ackr2-

defizienten Tieren eine Zellsuspension der Knochenmarkzellen gewonnen.

Das entnommene Femur wurde zunachst in RPMI-Medium eingelegt. Das dem Femur
umliegende Gewebe wurde vollstandig abgeldst. Anschliefiend wurde das Femur in neues
RPMI-Medium dberfuhrt und an beiden Enden mit einer Schere eréffnet. Mit 5 ml RPMI-
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Medium in einer Spritze mit einer aufgesetzten 26G-Kanule wurde das Knochenmark aus dem
Femur in eine Petrischale gespllt. Dieser Schritt wurde 3 bis 5 mal wiederholt. Das RPMI-
Medium wurde zusammen mit den Knochenmarkzellen in ein 50 ml Falcon-Rohrchen
gegeben und fiir 5 Minuten bei 4°C mit 300 G zentrifugiert und der Uberstand abgegossen.

Nach Resuspension des Pellets mit 5 ml 0,15 M Ammoniumchloridlésung erfolgte zur
Erythrozytenlyse eine Inkubation fur 5 Minuten bei 4°C. Die Inkubation wurde durch Zugabe
von 10 ml eisgekuhltem PBS gestoppt. Nach Zentrifugieren fur 5 Minuten bei 4°C 300 G und
AbgieRen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 1 ml eisgekihltem PBS resuspendiert.
Anschliefsend wurde die Zellsuspension durch einen 70 um Cell Strainer gefiltert und der Cell
Strainer mit 10 ml eisgekuhltem PBS gewaschen. Nach Zentrifugieren fir 5 Minuten bei 4°C
mit 300 G wurde das Pellet mit 500 bis 1000 pul FACS-Puffer resuspendiert.

2.3.4 Farben der Zellsuspensionen von Niere, Milz und

Knochenmark

Um die hergestellten Zellsuspensionen von Niere, Milz und Knochenmark fur die FACS-
Analyse zu farben, wurde pro Farbung ein Ansatz von 100 pl in ein Polystyren-FACS-
Rohrchen pipettiert. Es wurden jeweils 5 yl Maus- und Rattenserum hinzugegeben, um
unspezifische Bindungsstellen fir die Antikérper zu blockieren. Anschliefend wurden
Antikdrpermixe zur Identifizierung spezifischer Leuozytenpopulationen (siehe Tabelle 9) mit
1,4 ul je Antikdrper hinzugegeben. Zudem wurden fur einzelne Farbungen Isotyp-Kontrollen
angefertigt, um die spektralen Uberlappungen der einzelnen Fluorochrome zu kompensieren
und die positive Zellpopulationen klar abgrenzen zu konnen. Bei den Zellsuspensionen von
Milz und Knochenmark wurden zusatzlich 100 yl AccuCeck CountingBeads (BD Biosciences)
hinzugefugt, um spater die absolute Anzahl an Leukozyten bestimmen zu koénnen. Nach
lichtgeschutzter Inkubation der Zellsuspensionen fur 45 Minuten auf Eis erfolgten zwei

Waschschritte mit 2 ml FACS-Puffer und im Anschluss die durchflusszytometrische Messung.
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Tabelle 9: Antikorperfarbungen fiir die Durchflusszytometrie

Farbung fir: Verwendete Antikorper:

Neutrophile Granulozyten CD45-PE, Ly6G-FITC

Dendritische Zellen / Makrophagen CD45-PE, CD11c-FITC, F4/80-APC

Inflammatorische Phagozyten CD45-APC, CD11b-PE-Cy5, Ly6C-PE, CCR2-FITC
T-Zellen CD45-PE, CD3e-Alexa488, CD4-APC, CD8-PE-Cy5
Fibrozyten CD45-PE, CD11b-FITC, Kollagen 1 (biotinyliet +

Streptavidin-APC)

Isotyp-CCR2 CD45-APC, CD11b-PE-Cy5, Ly6C-PE, FITC-Isotyp
Isotyp-F4/80 CD45-PE, CD11¢c-FITC, APC-lsotyp
Isotyp-CD11c CD45-PE, F4/80-APC, FITC-Isotyp

2.3.5 Fibrozytenfarbung: Intrazellulare Farbung von Kollagen 1

Die Fibrozytenfarbung erfolgte zundchst analog der oben beschriebenen Farbung der
Einzelzellsupension von Nierenzellen. Nach Hinzugabe de Antikdrpermix gegen die
Obeflachenantigene CD45und CD11b (siehe Tabelle 10) wurden die Zellsupensionen mit 300
Ml Cytofix/Cytoperm versetzt. Es folgte eine Inkubation bei 4°C fur 20 Minuten. Hierdurch
wurde die Zellmembran permeabilisiert und die Zellen anschlieRend fixiert. Nach zwei
Waschschritten mit FACS-Puffer wurden biotinylierten polyklonale Kollagen 1-Antikérper fur
die intrazuellularen Farbung hinzugegeben. Zudem erfolgte die Farbung mit biotinyliertem
polyklonalem Kaninchenserum zur Kontrolle der unspezifischen Hintergrundfarbung. Nach

einem weiteren Waschschritt erfolgte die Inkubation mit APC-konjugiertem Streptavidin.

2.3.6 Aufbereitung des Vollbluts zur FACS-Analyse

Zur Analyse der verschiedenen leukozytaren Zellpopulationen im Blut der Wildtyp- und Ackr2-

defizienten Tieren mittels Durchflusszytometrie erfolgten Farbungen des Vollbluts.

Direkt nach Entnahme des Blutes aus dem retroorbitalen Venenplexus der Versuchstiere
wurden je Farbung 100 pl Vollblut mit5 yl SM EDTA in Polystyren-FACS-Rohrchen vermischt.
Damit wurde die Gerinnung inhibiert. Zur spateren Quantifizierung der Leukozytenzahl
erfolgte die Zugabe von 100 ul AccuCheck Counting Beads (Life Technologies). Anschlief3end
wurden 5 pl Maus- und 5pl Rattenserum hinzugefugt und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert. Hierdurch werden unspezifische Bindungsstellen an der Zelloberflache blockiert.
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Danach wurden die Antikdrpermixe mit 1,4 pl je Antikdrper hinzugefligt. Es folgte eine
lichtgeschutzte Inkubation von 45 Minuten bei 4°C.

Anschlie3end wurden zur Erythrozytenlyse und Fixierung 2 ml der 1:10 mit Wasser verdunnter
Lysing-Solution (BD Biosciences) hinzugegeben und fur 10 Minuten inkubiert. Danach wurde
1 ml FACS-Puffer hinzugegeben und fur 4 Minuten bei 4°C mit 250 G zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt. Nach erneuter Zugabe von 2 ml FACS-Puffer wurde dieser
Waschschritt noch zweimal wiederholt und abschliefend das Zellpellet in ca. 300 pl

verbliebenen FACS-Puffer resuspendiert.

2.3.7 Durchflusszytometrische Analyse

Die verwendeten Antikdrper-Kombinationen zur durchflusszytometrischen Charakterisierung
der einzelnen Leukozytensubpopulationen sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Die Gating-
Strategie ist exemplarisch fur renale Leukozytenpopulationen in Abbildung 11 bis Abbildung
15 illustriert. Bei der Durchflusszytometrie des Nierengewebes wurden die Leukozyten als
Anteil aller renaler Zellen in Prozent angegeben. Die Gesamtzahl renaler Zellen wurde als
Gesamtzahl der Events nach Auschluss von Zelldedritus und toten Zellen durch Setzen eines

entsprechend hohen FSC-Grenzwerts ermittelt.

Tabelle 10: Definition der Leukozytensubpopulationen

Zellen Oberflaichenmarker
Leukozyten CD45+

Neutrophile Granulozyten CD45+, Ly6G+, F4/80-
Dendritische Zellen CD45+, CD11c+

F4/80+ dendritische Zellen CD45+, CD11c+, F4/80+
F4/80- dendritische Zellen CD45+, CD11c+, F4/80-
Makrophagen CD45+, CD11c-, F4/80+
Inflammatorische mononukledre Phagozyten CD45+, CD11b+, Ly6Chigh

CCR2+ inflammatorische mononukledre Phagozyten | CD45+, CD11b+, Ly6Chigh, CCR2+

T-Lymphozyten CD45+, CD3+

CD4+ T-Lymphozyten CD45+, CD3+, CD4+, CD8-
CD8+ T-Lymphozyten CD45+, CD3+, CD4-, CD8+
Fibrozyten CD45+, CD11b+, Col1+
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Abbildung 11: Gating der renalen CD45+ Leukozyten und CD3+ T-Lymphozyten

A: Darstellung der durchflusszytometrischen Messung einer Nierengewebeprobe. Durch Gating
Ausschluss unspezifischer Events anhand deren Eigenschaften im Forward Scatter (FSC) und
Sideward Scatter (SSC). B: Gating der CD45+ Gesamtleukozyten (blaue und rote Population) und der
CD45+ CD3+ T-Lymphoyzten (blaue Population). C: Weitere Differenzierung der CD45+ CD3+ T-
Lymphozyten in CD45+ CD3+ CD4+ CD8- T-Lymphozyten (oben links) und CD 45+ CD3+ CD8+ CD4-
T-Lymphozyten (unten rechts).
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Abbildung 12: Gating der renalen Ly6G+ neutrophilen Granulozyten

A: Darstellung der durchflusszytometrischen Messung einer Nierengewebeprobe. Durch Gating
Ausschluss unspezifischer Events anhand deren Eigenschaften im Forward Scatter (FSC) und
Sideward Scatter (SSC). B: Gating der CD45+ Ly6G+ neutrophilen Granulozyten (pinke Population).
C: Isotypkontrolle fir Ly6G-FITC ohne Nachweis einer CD45+ FITC+ Population.
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Abbildung 13: Gating der renalen CD11c+ dendritischen Zellen und F4/80+ Makrophagen

A: Darstellung der durchflusszytometrischer Messung einer Nierengewebeprobe. Durch Gating
Ausschluss unspezifischer Events anhand deren Eigenschaften im Forward Scatter (FSC) und
Sideward Scatter (SSC). B: Gating der CD45+ Gesamtleukozyten (Population R2 rechts). C: Weitere
Differenzierung der CD45+ Leukozyten in CD45+ CD11c+ F4/80- Zellen (oben links), CD45+ CD11c+
F4/80+ Zellen (oben rechts) und CD 45+ F4/80+ CD11c- Zellen (unten rechts). D: Isotypkontrolle fir
F4/80-APC ohne Nachweis einer CD45+ APC+ Population. E: Isotypkontrolle fir CD11c-FITC ohne
Nachweis einer CD45+ FITC+ Population.
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Abbildung 14: Gating der CD45+ CD11b+ Ly6Chigh inflammatorischen mononukledren
Phagozyten

A: Darstellung der durchflusszytometrischen Messungen einer Nierengewebeprobe. Durch Gating
Ausschluss unspezifischer Events anhand deren Eigenschaften im Forward Scatter (FSC) und
Sideward Scatter (SSC). B: AnschlieBend Gating der CD45+ Leukozyten (Population R2). C: Weitere
Differenzierung der CD45+ Leukozyten in CD11b+ Ly6Chih inflammatorische mononukledre
Phagozyten (blaue Population R3). D: Differenzierung der inflammatorischen mononuklearen
Phagozyten in CD45+ CD11b+ Ly6Chish CCR2+ (oben rechts) und CD45+ CD11b+ Ly6Chish CCR2-
(unten rechts) Phagozyten. E: Isotypkontrolle fir CCR2-FITC ohne relevante CD45+ CD11b+ Ly6Chigh
FITC+ Population.
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Abbildung 15: Gating der CD45+ CD11b+ Collagen1+ Fibrozyten

A: Darstellung der durchflusszytometrischen Messung einer Nierengewebeprobe. Durch Gating
Ausschluss unspezifischer Events anhand deren Eigenschaften im Forward Scatter (FSC) und
Sideward Scatter (SSC). AnschlieBend Gating der CD45+ Leukozyten (nicht dargestellt, analog zu den
vorheringen Abbildungen). B: Weitere Differenzierung der CD45+ Leukozyten in CD45+ CD11b+
Collagen1+ Fibrozyten (oben rechts). C: Isotypkontrolle fir Collagen1-APC ohne Nachweis einer
CD45+ APC+ Population.

Die Auswertungen der durchflusszytometrischen Messungen des Blutes, der Milz und des
Knochenmarkes erfolgte analog der Messungen im Nierengewebes. Um hierbei die absolute
Zellzahl zu ermitteln, erfolgte zusatzlich die Messung der Anzahl an AccuCheck Counting
Beads, deren Konzentration 1019 Beads/ul war (exemplarisch dargestellt in Abbildung 16).
Die absolute Zellzahl/pl Blut oder Probe konnte anschlieRend mit der Formel Absolute Zellzahl

= (Events/Anzahl AccuCheck Counting Beads) x 1019 bestimmt werden.

YYIRIG-02_12.04.16.016
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Abbildung 16: Bestimmung der Anzahl an AccuCheck Counting Beads

Exemplarische Darstellung einer Blutprobe nach Hinzufigen von AccuCheck Counting Beads im
Forward Scatter und Sideward Scatter in der Durchflusszytometrie. Die AccuCheck Counting Beads
(rote Population) kénnen anhand ihrer Eigenschaften im Sideward Scatter eindeutig von den restlichen

Zellen des Blutes differenziert werden.
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2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA-Isolierung

Zur RNA-Isolierung wurde das Purelink RNA Mini Kit von Ambion nach Herstellerangaben
verwendet. Die RNA st im Gegensatz zu DNA sehr instabil. Deher war es das Ziel, die RNAse-

Aktivitat schnell zu eliminieren. Es wurde an einem RNAse-freien Arbeitsplatz gearbeitet.

Zunachst wurden die Nierenstlickchen mit einem sterilen Skalpell mechanisch zerkleinert und
jeweils in 1ml Lysepuffer (aus Purelink RNA Mini Kit), versehen mit 1% 2-Mercaptoethanol,
gegeben. AnschlieBend wurde das Gewebe mit dem Homogenisator 45 Sekunden lang auf
Stufe 5 homgenisiert. Es erfolgte ein Zentrifugieren bei Raumtemperatur fir 5 Minuten mit
12000 G Der Uberstand wurde mit 0,5 ml 70% Ethanol vermischt und anschlieRend in einer
Spin Cartridge fur 15 Sekunden bei Raumtemperatur mit 12000 G zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Durchflusses und Zugabe von 0,7ml Waschpuffer (aus Purelink RNA Mini Kit)
erfolgte ein erneutes Zentrifugieren. Dieser Schritt wurde mit 0,5 ml Waschpuffer und 70%
Ethanol noch zweimal wiederholt. Zum Trocknen der Membran innerhalb der Spin Cartridge
erfolgte ein erneutes Zentrifugieren. Nach Verwerfen des Durchflusses wurde die Spin
Cartridge in ein neues Sammelrdhrchen eingesetzt. Es wurden 100 yl RNAse-freies Wasser
hinzugegeben und eine Minute inkubiert. Es folgte ein letztes Zentrifugieren fur 2 Minuten bei
Raumtemperatur mit 12000 G. Die gewonnene Gesamt-RNA wurde entweder bei -80°C

gelagert oder fur weitere Auswertungen in cDNA umgeschrieben.

Um die RNA-Konzentration zu bestimmen, wurde mit einem Spektrometer (NanoDrop,
Peglab) die optische Dichte bei einer Wellenlange von A=260 nm (DNA) und A=280 nm
(Protein) gemessen. Der Quotient der optischen Dichten dieser zwei Wellenlangen (OD von
A=260 nm / OD von A=280 nm) gibt Auskunft Uber den Reinheitsgrad des RNA-Lysats. Werte
zwischen 1,8 und 2,0 sind verwertbar. Werte darunter zeigen eine Protein-Kontamination an,

Werte daruber eine DNA-Kontamination.

Eine RNA-Konzentration von 40 ng/ml entspricht einer optischen Dichte von 1 bei einer

Wellenlange von A=260 nm. Somit ergibt sich fur die Berechnung der RNA-Konzentration:

Konzentration (ng/ul) = E260 x Verdunnungsfaktor x 40
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2.4.2 cDNA-Synthese

Die RNA-Lysate wurden anschlieBend in komplementare Einzelstrang-DNA (cDNA) revers
umgeschrieben, da nur DNA in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert werden

kann.

Alle Proben wurden mit RNAse-freiem Wasser so verdinnt, dass in einem Volumen von
13,2 ul genau 1 pl RNA enthalten war. Diese Standardisierung war notwendig, um
anschlielRend fir jede Probe die gleiche Menge RNA in cDNA zu transkribieren. Hierflir wurde
jede Probe im Doppelansatz mit dem Mastermix (siehe Tabelle 11) gemischt. Im ersten Ansatz
(RT+)wurde die reverse Transkriptase (Superscript) verwendet. In dem zweiten, als Kontrolle
dienender Ansatz (RT-), wurde stattdessen RNAse-freies-Wasser verwendet. Eine falschliche
Amplifizierung moglicherweise die Proben kontaminierender genomischer DNA konnte so

ausgeschlossen werden.

Tabelle 11: cDNA-Synthese Mastermix

cDNA-Synthese Mastermix:

e 4yl 5x Puffer

e 0,4 pl 25mM dNTP

e 1pl0,1M DTT

e 0,5l 40 U/ul RNAsin

e 0,25 pl Acrylamid 15 pg/ml

e 0,215 pl Hexanukleotide

e 0,43 Superscript bzw. im RT-Ansatz ddH20

Um die cDNA-Synthese-Reaktion zu starten, wurden die Proben 90 Minuten lang im
Thermomixer bei einer Temperatur von 42°C inkubiert. Um die Reaktion zu beenden, wurden
die Proben anschlieRend 5 Minuten lang auf eine Temperatur von 85°C erhitzt. Die
synthetisierte cDNA wurde entweder bei einer Temperatur von -20°C eingefroren oder direkt

fr die quantitative RealTime-PCR verwendet.
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2.4.3 Quantitative Real Time-PCR
Prinzip:

Die quantitative Real Time-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fir DNA. Der Unterschied
zur konventionellen PCR besteht darin, dass die Amplifikationsreaktion unter fortlaufender
Uberwachung durch photometrische Messung von Fluoreszenzfarbstoffen stattfindet. Hierfir
wird beispielsweise SYBR® Green eingesetzt. SYBR® Green ist ein interkalierender
Fluoreszenzfarbstoff, der sich in die doppelstrangige DNA einlagern kann. Mit jedem
Amplifikationszyklus steigt die Fluoreszenzintensitat direkt proportional zur Menge der DNA

an. Dadurch kann auf die urspringlich eingesetzte Menge an DNA ruckgeschlossen werden.

Fir jede Probe wird ein sogenannter Cycle-Threshold-Wert (CT-Wert) aufgezeichnet. Dieser
Wert ist wichtig fur die genaue Quantifizierung und entspricht der Zyklusanzahl, bei der die
gemessene Fluoreszenz einen Schwellenwert Uberschreitet. Wichtig ist zudem, dass der CT-
Wert sich deutlich vom Hintergrundsignal unterscheidet. Bei steigender Substratmenge am
Anfang sind somit weniger Zyklen nétig, um den CT-Wert zu erreichen.

Nach dem letzten Zyklus erfolgte die Analyse der Schmelzkurve, um Messungen
unspezifischer PCR-Fragmente auszuschlieRen und somit die Spezifitat der Amplifikation zu
Uberprufen. Bei zunehmender Erhitzung der doppelstrangigen DNA dissoziiert diese in zwei
Einzelstrange. Dies wird als Aufschmelzen bezeichnet. Hierdurch verandert sich die
Absorptionsintensitat, welche temperaturabhangig als sigmoidale Schmelzkurve dagestellt
werden kann. Am Wendepunkt der sigmoidalen Schmelzkurveliegen gleiche Anteile an cDNA
und Einzelstrang-DNA vor. Dieser Wendepunkt wird als Schmelzpunkt bezeichnet und ist
unter anderem abhangig von dem DNA-Gehalt an Guanin-Cytosin-Paaren und Adenin-
Thmyin-Paaren. Der Schmelzpunkt ist fir die amplifizierte cDNA spezifisch.

Fir die genaue Quantifizierung gibt es verschiedene Rechenmodelle. In der vorliegenden
Arbeit wurde die relative Quantifizierung verwendet, bei der das Verhaltnis der Zielsequenz
zu einer Referenzsequenz ermittelt wird. Fir die Referenzsequenz dient das Housekeeping-

Gen 18S rRNA, welches in allen Proben gleichermalen exprimiert wird.
Durchfiihrung:

Die cDNA Proben (RT+) wurden zusammen mit ihren Negativkontrollen (RT-) mit RNAse
freiem Wasser 1 zu 10 verdunnt. Je 2 ul pro Probe wurden anschliesiend mit 18 ul PCR Mix
(siehe Tabelle 12) versetzt. Der Probenmix wurde im Doppelansatz zusammen mit einer
Negativkontrolle, bei der im PCR-Mix die Tag-Polymerase weggelassen worden war, auf eine
96-Well Platte pipettiert. Anschliellend wurde die 96-Well Platte mit einer Folie abgedichtet
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und zentrifugiert. AbschlieRend wurde die PCR nach Protokoll (siehe Tabelle 13 mit einem
Lightcycler 480 von Roche durchgefihrt.

Zur Auswertung diente die Lightcycler Software Version 1.2.9.11. Bei einem positiven Signal
in der RT- Negativkontrolle oder dem Taqg-Polymerase-freien Ansatz wurde die Real Time-

PCR wiederholt oder die Probe wurde wegen Kontamination verworfen.

Tabelle 12: PCR Mix

PCR Mix:

e 10 pl Mastermix mit SYBR Green

e 0,6 pl derlinken und rechten Primer-Sequenz

e 0,16 pl Tag-Polymerase

e 6,64 ul RNAse freies Wasser

Tabelle 13: Lightcycler Einstellung zur Durchfiihrung der Real Time-PCR

Schritt Zeitspanne Temperatur
Erste Denaturierung der DNA 5 min 95 °C
Denaturierung der DNA 15's 95 °C
Annealing der Primer 45 s 60 °C 40x Wiederholung
Extension 30s 72 °C
Schmelzkurve 5s 95 °C
10 min schrittweise Steigerung von 65 °C bis 95°C
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2.5 Protein- und Chemokinmessungen

2.5.1 Herstellung des Proteinlysates aus der Niere

Um aus der Niere ein Proteinlysat herzustellen, wurden die bei -80°C eingefrorenen
Nierenstucke jeweils in ein Eppendorfgefald auf Eis mit 400 ul RIPA-Puffer, 20 pl Proteinase-
Inhibitor und 5 pl Phosphatase-Inhibitor Gberfuhrt. Anschliefend wurden die Nierenstlicke mit
dem Homogenisator auf Stufe 4 homogenisiert. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt.
Anschlieffend wurde das Gewebe 3 x 3 Sekunden einem Sonicator auf Stufe 4 ausgesetzt.
Die Proben wurden anschlief3end fir 2 Stunden im Kihlraum bei 4°C auf einem sich langsam
drehenden Rotator inkubiert. Es folgte ein Zentrifugieren bei 4°C fur 4 Minuten mit 15000 G.

Der Uberstand mit geléstem Protein wurde bei -80°C gelagert.

2.5.2 Bestimmung der Gesamtprotein-Konzentration der Niere

Die Gesamtprotein-Konzentration in den Nierenproben wurde mithilfe eines Bradford-Assays
bestimmt. Hierfir wurde das Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad
Laboratories) verwendet. Die Standardreihe, bestehend aus bovinen Serum-Albumin (BSA),
wurde in bekannter Konzentration im Doppelansatz in die Vertiefungen der 96-Well Platte
pipettiert. Die Proben wurden 1:10 mit Wasser verdiinnt. Danach wurden die Proben ebenfalls
im Doppelansatz auf die Platte aufgetragen. AnschlieRend wurde das Protein Assay Dye
Reagent Concentrate 1:5 mit Wasser verdunnt und 200 pl davon in jedes Well pipettiert. Es
folgte eine Inkubation von 5 Minuten. Danach wurde die Absorption von jedem Well bei 590

nm mit einem ELISA-Reader gemessen.

Aus der Absorption der Standardreihe mit BSA wurde die Standardkurve fir die
Proteinkonzentration ermittelt. Mit Hilfe der Standardkurve konnte die gemessene Absorption
jeder Probe in die tatsdchlich vorliegende Gesamtprotein-Konzentration der Probe
umgerechnet werden.

2.5.3 ELISA
Prinzip:

Der Begriff ELISA steht flir Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay und bezeichnet ein
antikbrperbasiertes Nachweisverfahren, welches auf einer enzymatischen Farbreaktion

beruht und quantitative Aussagen uber die Konzentration eines Antigens ermdglicht.

In dieser Arbeit wurde der direkte Sandwich ELISA benutzt. Der erste Antikérper (Capture
Antibody) bindet mit seinem Fc-Teil an das Polystyrol einer 96-Well Mikrotiterplatte. Das zu
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untersuchende Antigen bindet mit einen Epitop spezifisch an den Capture Antibody und und
wird auf der Mikrotiterplatte immobilisiert. Nachfolgend wird ein zweiter Antikorper (Detection
ntibody) zugegeben, der an ein weiteres Epitop des Zielantigens bindet. An den Capture
Antibody ist entweder Meerretich-Peroxidase (Horseradish Peroxidase, HRP) oder Biotin
gekoppelt. Falls der Capture Antibody an Biotin gekoppelt ist, muss zusatzlich HRP-
konjugiertes Streptavidin zugegeben werden, das an Biotin bindet. Die HRP oxidiert das
hinzugegebene Farbsubstrat Tetramethylbenzidin (TMB). Dadurch farbtsich TMB blau. Durch
Zugabe von Schwefelsaure und den dadurch fallenden pH wird die Reaktion gestoppt und die
Lésung farbt sich gelb mit einem Absorptionsmaximum bei 450 nm. Durch vorheriges
Auftragen einer Standardreihe bekannter Konzentration kann aus der gemessenen
Absorption auf die Konzentration des vorliegenden Antigens in der Probe geschlossen
werden.

Mit Hilfe der ELISA-Messmethode wurde die Konzentration verschiedener Proteine wie zum
Beispiel Chemokine in Zellkulturiberstanden und Proteinlysaten aus der Niere bestimmt. Die
Protein-Konzentration aus Proteinlysaten der Niere wurde im Verhaltnis zu dem in der Niere

enthaltenen Gesamtprotein angegeben.
Durchfihrung:

Far die ELISA-Messungen von Chemokinen und Kidney Injury Molecule (KIM)-1 als tubularen
Schadensmarker wurden kommerzielle Kits verwendet (Tabelle 14).

Tabelle 14: Verwendete ELISA-Kits

CCL2 / MCP-1 R&D Systems, Nordenstadt, Wiesbaden
CCL5 / RANTES R&D Systems, Nordenstadt, Wiesbaden
CXCL10 /IP 10 R&D Systems, Nordenstadt, Wiesbaden
KIM-1 / HACVR R&D Systems, Nordenstadt, Wiesbaden

Zunachst wurden der Capture Antibody auf die Arbeitskonzentration mit PBS nach
Herstellerangaben verdinnt und der Waschpuffer sowie die Reagenzverdinnungslésung
hergestellt. 100 pl des verdinnten Capture Antibody wurden in jedes Well der 96-Well Platte
aufgetragen. Die Platte wurde lichtgeschutzt abgedeckt und bei Raumtemperatur Gber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Platte dreimal mit Waschpuffer (siche Tabelle 15)
gewaschen und anschliefend durch Ausklopfen auf Papiertlichern getrocknet. Danach wurde

jede Vertiefung der Platte mit 200 yl Reagenzverdinnungslésung (siehe Tabelle 15) versetzt
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und fur eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Die Platte wurde daraufhin wieder dreimal
mit PBS gewaschen. Die Standardreihe mit dem jeweiligen Antigen in bekannter
Konzentration und die Verdinnungen der Proben wurden mit Reagenzverdinnungsldosung
erstellt. Anschlieend wurde die Standardreihe und die Proben mit je 100 pl im Doppelansatz
auf die Platte aufgetragen. Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperaturfur 2 Stunden. Nach
erneutem dreimaligem Waschen der Platte wurde der Detection Antibody mit 100 pl pro Well

im Doppelansatz aufgetragen. Wieder wurde die Platte dreimal gewaschen.

Beim CCL2 / MCP-1 ELISA-Kit konnte direkt 100 pyl TMB in jedes Well pipettiert werden, da
ein HRP-gekoppelter Detection Antibody verwendet wurde. Bei den ELISA-Kits fir die
weiteren Zielmolekulle erfolgte vor der Zugabe von TMB noch die Zugabe von 100 pl
Streptavidin-HRP-L6sung  (zuvor verdinnt mit Reagenzverdinnungslésung nach
Herstellerangeben) in jedes Well. Danach erfolgte eine Inkubation von 20 Minuten bei

Raumtemperatur mit anschlieendem dreimaligem Waschen der Platte.

Nach Zugabe von TMB wurde die Platte fur weitere 20 Minuten inkubiert. Anschlieend wurde
2 molare Schwefelsaure mit 50 pl in jedes Well pipettiert, und die Farbreaktion zu beenden.
Anschliefiend wurde die Absorption von jedem Well bei 590 nm mit einem ELISA-Reader

gemessen.

Aus den Absorptionswerten der Standardreihe mit bekannten Konzentrationen des
Zielproteins wurde die Standardkurve ermittelt. Mit Hilfe der Standardkurve konnte aus der
gemessenen Absorption jeder Probe die tatsachlich vorliegende Protein-Konzentration in der

Probe berechnet werden.

Tabelle 15: Reagenzverdiinnungslésung und Waschpuffer

Reagenzverdiinnungslésung: e 5gBSA
e 500 ml PBS
Waschpuffer: e 500 pyl TWEEN 20
e 11PBS
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2.6 Histologie

2.6.1 Aufbereitung des Nierengewebes und histologische

Farbungen

Das Nierengewebe wurde direkt nach Entnahme in Histologiekasetten fur 24 Stunden in 10%-
Formalin fixiert und danach in Paraffin eingebettet. Mit einem Mikrotom wurden anschlief3end
2 um dicke Schnitte angefertigt. Danach wurden die Schnitte auf einen mit
Ammoniumpersulfat (APES) vorbehandelten Objekttrager aufgetragen und in einem
Trockenschrank 12 Stunden lang bei einer Temperatur von 37°C getrocknet.

Vor jedem Farben wurde das Paraffin mit Xylol (3x 5 Minuten) und einer absteigenden
Alkoholreine (3x 3 Minuten 100%, 2x 3 Minuten 95%, 1x 3 Minuten 70% Ethanol)
ausgewaschen. Danach wurde mit PBS (2x 5 Minuten) gewaschen.

Far die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung wurden die entparaffinierten Nierenschnitte 5
Minuten lang in Hamalaun verbracht und anschlie@end zum Blauen in Wasser Uberfiihrt.
Danach wurden die Schnitte in 2% Eosin-Losung 5 Minuten lang gefarbt. AnschlieRend
erfolgte die Dehydratation durch eine aufsteigende Alkoholreihe und Xylol. AbschlieRend
wurden die Schnitte mit Deckplattchen abgedeckt.

Fir die Periodic Acid Schiff (PAS)-Farbung wurden die Schnitte zunachst 5 Minuten lang in
Perjodsaure (4 g Perjodsaure in 200 ml destilliertes Wasser) inkubiert und anschlieRend fur 5
Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Farbung fur20 Minuten
in fuchsinschwefliger Saure (Schiff'sches Reagenz) mit anschlieRendem Waschen. Die
Gegenfarbung erfolgte 2 Minuten lang in Hamatoxylin. Letztlich wurden die Schnitte kurz in

90% Alkohol getaucht und nach dem Trocknen mit einem Deckplattchen abgedeckt.

Fir die Masson-Trichrom-Farbung wurden die Schnitte in Bouin-Lésung bei Raumtemperatur
Uber Nacht inkubiert. Anschlielend wurden die Nierenschnitte in Wasser gewaschen und in
Weigert Eisenhamatoxylin-Losung 15 Minuten lang gefarbt. Es erfolgte ein erneuter
Waschschritt mit destillietem Wasser fur 15 Sekunden und mit flieRendem Wasser fir 10
Minuten. Danach erfolgte eine Farbung mit Saurefuchsin-Ponceau-Azophloxin fir 4 Minuten.
Danach wurden die Schnitte mit einigen Tropfen 1% Essigsaure versehen. Anschlief3end
erfolgte eine Farbung mit Phosphormolybdansaure Orange G fur 30 Minuten und eine erneute
Ansauerung mit einigen Tropfen 1% Essigsaure. Die Nierenschnitte wurden daraufhin fur 9
Minuten mit Lichtgrin-Goldner Il gefarbt und wieder angesduert mit 1% Essigsaure.

Abschliellend wurden die Schnitte gewaschen und mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (3x
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3 Minuten 70%, 2x 3 Minuten 95%, 1x 3 Minuten 100%) und Xylol (3x 5 Minuten) dehydriert.
Nach dem Trocknen wurden die Nierenschnitte mit einem Deckplatichen abgedeckt.

2.6.2 Immunhistochemie

Far die Farbungen der Immunhistochemie wurde das Avidin/Biotin Blocking Kit mit folgendem
Funktionsprinzip verwendet: Nach der Bindung des Primér-Antikdrpers an das zu
untersuchende Antigen folgt die Bindung an einen Sekundar-Antikérper, der an Biotin
gekoppelt ist. AnschlieRend bildet das an Peroxidase gekoppelte Avidin mit dem Biotin einen
hochaffinen Komplex. Die Peroxidase katalysiert das Farbsubstrat und fuhrt so zu einem

Farbumschlag, der in der Mikroskopie sichtbar wird.

Fir die immunhistologischen Farbungen wurden die entparaffinierten Nierenschnitte 20
Minuten lang in 20 ml H202-Methanol-Mix (30% H20:2 1:10 in Methanol) im Dunkeln inkubiert.
Anschlief3end erfolgten 2 Waschschritte mit PBS fur 5 Minuten. Danach wurden die Schnitte
in Antigen-Demaskierungslésung dberfuhrt und far 10 Minuten in der Mikrowelle gekocht. Alle
2,5 Minuten wurde der Flussigkeitsgehalt kontrolliert und bei Bedarf auf das urspriingliche
Niveau aufgeflllt. AnschlieBend wurden die Nierenschnitte abgekihlt und mit PBS
gewaschen. Schliel3lich wurden sie fur 15 Minuten in einem Tropfen Avidin inkubiert, mit einer
anschlieBenden 15 Minuten dauernden Inkubation in Biotin, um im Gewebe vorhandene
unspezifische Bindungssellen zu blockieren

Danach erfolgte die Inkubation je nach Primar-Antikérper fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
oder uber Nacht bei 4°C in einer Feuchtkammer. Es wurden die folgenden Primar-Antikdrper
und Antikdrperkonzentrationen verwendet: Fur den Nachweis von T-Lymphozyten Ratte anti-
Mensch CD3 (kreuzreagierend mit Maus-CD3, Klon CD3-12,1:100; fir den Nachweis von
Makrophaten Ratte anti-Maus F4/80, Klon CI:A3-1, 1:100; fir den Nachweis von neutrophilen
Granulozyten Ratte anti-Maus Ly-6B.2, Klon 7/4, 1:50; und fur Myofibroblasten Maus anti-
Maus aSMA, , Klon 1A4, 1:300. Nach einem Waschschritt wurden die Schnitte anschliel3end
30 Minuten lang mit biotinylierten Sekundar-Antikorpern (Verdinnung: 1:300) inkubiert. Die
Anfarbung proximaler Tubuluszellen erfolgte mit biotinyliertem-Tetragonolobus-Lektin, 1:100.
Danach wurden die Schnitte bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer fir 30 Minuten mit
ABC-Substrat-Losung inkubiert. Abschlieliend wurden die Nierenschnitte mit Methylgrin
gegengefarbt. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Schnitte jeweils fir 2x 5 Minuten
in PBS gewaschen. Abschlieend wurden die Schnitte noch einmal mit 96% Alkohol

gewaschen, getrocknet und mit VectaMount fixiert.
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2.6.3 Histologische Auswertung

Samtliche histologische Auswertungen erfolgten verblindet.

Um das Ausmald des tubularen Schadens zu bestimmen, wurde der tubulare Schadens-Score
in der PAS-Farbung ermittelt. Dabei wurde unter dem Mikroskop bei 100-facher VergrofRerung
die kortikomedullare Ubergangsregion der gesamten Niere betrachtet und folgende Faktoren
semiquantitativ mit einer Punktzahl von O bis 3 ausgewertet: Denudation, Zellabflachung,
Vorhandenein tubularer Zylinder und tubulare Atrophie. Die Summeder Punkte aller Faktoren

ergab den tubularen Schadens-Score.

Um das Ausmal} der interstitiellen Fibrose zu bestimmen, wurde der interstitielle VVolumen-
Index in der PAS-Farbung ermittelt. Hierfur wurden zunachst pro Niere 10 Gesichtsfelder mit
100-facher VergroRerung digital fotografiert. Anschlieend wurde Uber jedes Bild ein Netz
bestehend aus 10 x 10 Punkten gelegt. Der Anteil der Punkte, die Uber dem Interstitium lagen

ergaben den interstitiellen Volumen-Index.

Fir die CD3- und Neutrophilen-Auswertung wurden pro Niere 10 Gesichtsfelder aus der
kortikomedullaren Ubergangsregion in einer 400-fachen VergréRerung ausgewertet und
hierbei die CD3- bzw. Neutrophilen gefarbten Zellen pro Gesichtfeld ausgezahit.

Fir die F4/80- und oaSMA-Auswertung wurden pro Niere 10 Gesichtsfelder aus der
kortikomedullaren Ubergangsregion in einer 100-fachen VergréRerung digital fotografiert. Fiir
jedes Bild wurde anschliefend mit der Bildbearbeitungssoftware Image J der prozentuale

Anteil gefarbter Flache berechnet.

Fir die Lektin-Auswertung wurden die Nieren in 25-facher VergroRerung mit jeweils 4 Fotos
digital abfotografiert. Fur jedes Bild wurde anschlieend mit der Bildbearbeitungssoftware
Image J der prozentuale Anteil gefarbter Flache bestimmt.

Fir die Masson-Trichrom-Auswertung zur Quantifizierung Kollagen-reicher extrazellularer
Matrix wurden pro Niere 10 Gesichtsfelder aus der kortikomedullaren Ubergangsregion in
einer 100-fachen Vergroferung digital fotografiert. Fir jedes Bild wurde anschlieend mit der
Bildbearbeitungssoftware Image J der prozentuale Grinanteil berechnet. Hierflir wurde
zunachst in einer Probeaufnahme der Farbbereich definiert, der das Trichrome-positive Signal

am Besten wiedergab.
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2.7 Statistik

Die Daten sind als Mittelwert und Standardfehler (Standard Error of the Mean, SEM)
dargestellt. Die Ergebnisse der in vitro-Experimente sind Mittelwerte aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen, die Ergebnisse der tierexperimentellen Untersuchungen
Mittelwerte von 5 bis 9 Tieren je Versuchsgruppe. Unterschiede zwischen zwei
experimentellen Gruppen wurden mithilfe des Zweistichproben-t-Tests verglichen. p-Werte
von <0,05 (*), <0,01 (**) und <0,001(***) wurden als signifikant angesehen. Die Berechnung
und Darstellung erfolgte mit den Statistik-Programmen Microsoft® Excel 2019 und
GraphPad® Prism 5.0.
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3 Ergebnisse

3.1 Renale Expression von ACKR2 in der Maus

Um die Rolle von ACKR2 nach Ischamie-Reperfusionsschaden in der Niere der Maus zu
charakterisieren, wurde die mRNA-Expression von Ackr2 in gesunden Nieren und in
postischamen Nieren 24 Stunden nach bilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden sowie 5
Tage und 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden gemessen. Im
Vergleich zu normalen Nieren war die mRNA-Expression von Ackr2 nach 24 Stunden um das
9,8-, nach 5 Tagen um das 18,1- und nach 5 Wochen um 13,2-fache erhéht. Im Gegensatz
dazu war weder in gesunden noch postischamen Ackr2-defizienten Nieren eine Expression
von ACKR2 nachweisbar.
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Abbildung 17: Expression von ACKR2-mRNA in der Niere der Maus

1, 3 und 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden istdie mRNA von Ackr2 in den postischamischen
Nieren im Vergleich zu gesunden Kontrollnieren deutlich induziert. In Ackr2-defizienten Nieren konnte
keine signifikante Expression von Ackr2-mRNA nachgewiesen werden. Die PCR-Ergebnisse wurden
ins Verhaltnis zu 18S rRNA als Housekeeping Gen gesetzt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte *
SEM, n = 5 bis 10 Mause je Gruppe, * p < 0,05, ** p < 0,01.

Des Weiteren wurde in Kooperation mit Herrn Prof. Hermann-Josef Grone, Abteilung fir
Zellulare und Molekulare Pathologie, Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg durch

eine In situ-Hybridisierung Ackr2-mRNA in gesunden und postischamen Nieren lokalisiert.
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Wie in Abbildung 18 erkennbar, zeigte sich die Ackr2-mRNA spezifisch auf Endothelzellen
des Tubulointerstitiums exprimiert. Diese Endothelzellen konnten zurickliegend bereits als

LYVE-1-positive lymphatische Endothelzellen identifiziert werden (144).

Wildtyp Kontrolle Wildtyp IRI Tag S
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Abbildung 18: Lokalisation von Ackr2-mRNA auf lymphatischen Endothelzellen des
Tubulointerstitiums der Mausniere

Die In situ-Hybridisierung zeigt die renale Expression von Ackr2-mRNA-Transkripten (rote Signale
hervorgehoben durch Pfeile) auf lymphatischen Endothelzellen im Interstitium von gesunden Wildtyp -
Mausen und etwas deutlicher in postischamischen Nieren 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden

(IRI). Orginalvergroferung: x400.

Zusammengefasst weisen diese Daten darauf hin, dass auf tubulointerstitiellen lymphatischen
Endothelzellen exprimierter ACKR2 Chemokine im tubulointerstitiellen Kompartmentabbauen
kann und somit eine funktionelle Rolle bei der Begrenzung der inflammatorischen Reaktion in

der Niere nach Ischamie-Reperfusionsschaden spielen konnte.
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3.2 Die Rolle von ACKR2 im akuten Verlauf nach renalem

Ischamie-Reperfusionsschaden

3.2.1 Nierenfunktion und struktureller Schaden

Zur Untersuchung der Rolle von ACKR2 in der akuten Phase nach Ischamie-
Reperfusionsschaden in der Niere wurden bei den Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mausen die
Nierengefale bilateral fur 30 Minuten abgeklemmt. Nach 24 Stunden wurde den Tieren die

Nieren entnommen.

Um das Ausmal der Nierenfunktionseinschrankung 24 Stunden nach renalem Ischamie-
Reperfusionsschaden zu bestimmen, wurden die Nierenfunktionsparameter im Serum
untersucht. Hierzu wurde die Konzentration von Kreatinin und Harnstoff im Serum gemessen.
Sowohl bei Wildtyp- als auch bei Ackr2-defizienten Tieren zeigte sich nach bilateralem
Ischamie-Reperfusionsschaden im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren eine manifeste
Niereninsuffizienz mit einem deutlichen Anstieg von Harnstoff und Kreatinin im Serum.
Zwischen den Wildtyp und den Ackr2-defizienten Tieren war jedoch kein Unterschied zu
verzeichnen (Abbildung 19). Eine Ackr2-Defizienz hatte somit keine Auswirkung auf den

Funktionsverlust 24 Stunden nach bilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden an der Niere.
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Abbildung 19: Nierenfunktionsparameter 24 Stunden nach bilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden

24 Stunden nach bilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) sind die Werte von Harnstoff und
Kreatinin im Serum deutlich erhdht. Ein Unterschied zwischen Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienten
Mausen zeigt sich sowohlzum Ausganszeitpunkt als auch nach 24 Stunden nicht. Beide Nierenarterien
wurden fur 30 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n =5 bis 6 Mause je

Gruppe.

Um zu untersuchen, inwieweit der Funktionsverlust der Nieren auch mit einem erhohten

strukturellen Schaden des Nierengewebes korreliert wurden 24 Stunden nach bilateralem
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Ischamie-Reperfusionsschaden histologische Schnitte der Nieren nach PAS-Farbung
ausgewertet. Der Ischamie-Reperfusionsschaden schadigt in der Niere vor allem das
Tubulusepithel am Ubergang von Nierenkortex und Nierenmark. Um das AusmalR der
tubularen Schadigung in den Nieren zu bestimmen, wurde ein semiquantiativer tubularer
Schadens-Score bestimmt. Hierbei wurde die Atrophie des Tubulusepithels, intratubulare
Zylinder, Denudation und eine Abflachung der Tubuluszellen in der kortikomedullaren
Ubergangsregion erfasst. Sowohl in den Wildtyp- als auch in den Ackr2-defizienten Tieren
konnte ein deutlicher Schaden in den Tubuli der Nieren nachgewiesen werden. Hierbei
unterschieden sich die beiden Genotypen jedoch nicht (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Tubuldrer Schaden 24 Stunden nach bilateralem Ischdmie-Reperfusionsschaden.
24 Stunden nach bilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist der tubuldare Schaden bei Wildtyp
(WT)- und Ackr2-defizienten Nieren vergleichbar. Der tubuldre Schaden wurde semiquantitativ in PAS
(Periodic Acid-Schiff)-gefarbten Nierenschnitten wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. Beide
Nierenarterien wurden fir 30 Minuten abgeklemmt. Abgebildet sind reprasentative histologische
Schnitte. OriginalvergréRerung: x200. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n =5 bis 6 Mause

je Gruppe

Zur weiteren Untersuchung des strukturellen Schadens nach bilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden wurde die renale Protein- und mRNA-Expression des tubularen
Schadenmarkers KIM-1 bestimmt. Analog zur Histologie ergab sich zwischen den
postischamischen Nieren der Wildtyp- und Ackr2-defizienten M&usen hierbei kein Unterschied
(Abbildung 21A).

24 Stunden nach bilateralem renalen Ischamie-Reperfusionsschaden korreliert somit der
renale Funktionsverlust mit dem Ausmal’ des strukturellen Schadens des Nierengewebes.
Eine Ackr2-Defizienz beeinflusst zu diesem Zeitpunkt die Auspragung der akuten

Nierenschadigung nicht.
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Abbildung 21: Renale Schadensmarker und renale Chemokinkonzentrationen 24 Stunden nach

Ischamie-Reperfusionsschaden

A: 24 Stunden nach bilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist die Expression des tubularen
Schadensmarker KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1) in Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienten
Nierenvergleichbar. Hierfir wurde sowohl die renale Proteinkonzentration als auch die mRNA-
Expression von KIM-1 gemessen. B: Ebenso zeigt sich in der renalen Proteinkonzentration des
Chemokines CCL2 (C-C Motiv Ligand 2) zwischen den beiden Genotypen kein Unterschied. Beide

Nierenarterien wurden fur 30 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM,n=5

bis 6 Mause je Gruppe.

Wie zuvor beschrieben ist ACKR2 ein Scavenger Receptor, der in der Lage ist, eine Vielzahl
von proinflammatorischen CCL-Chemokinen zu internalisieren und sie anschliel3end
intrazelluldar abzubauen. Entsprechend der Arbeitshypothese koénnte somit eine Ackrz-
Defizienz Uber einen verminderten Abbau von proinflammatorischen CCL-Chemokinen zu
einer verstarkten renalen Entziindungsreaktion mit erhdhter Leukozyteninfiltration zu einem
erhéhten funktionellen und strukturellen Schaden der Niere fihren. Daher wurde als nachstes
die renale Protein-Konzentration des proinflammatorischen Chemokins CCL2 24 Stunden
nach Ischamie-Reperfusionsschaden bestimmt. Zwischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten
Mausen zeigte sich hierbei kein Unterschied in der renalen Konzentration von CCL2

(Abbildung 21B).

3.2.2 Akkumulation von intrarenalen Leukozyten

Um die Akkumulation von Leukozyten in der Niere zu bestimmen, wurde 24 Stunden nach

bilateralem Ischadmie-Reperfusionsschaden das Ausmal der renalen Leukozyteninfiltration
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zuachst durchflusszytometrisch untersucht. Hierfir wurden aus dem entnommenen
Nierengewebe Einzellzellsupensionen erstellt und mit verschiedenen Oberflachenmarken fir
Leukozyten gefarbt.. Sowohlin den Wildtyp- als auch in den Ackr2-defizienten Mausen konnte
in den postischamischen Nieren 24 Stunden nach Ischamie-Reperfusionsschaden im
Vergleich zu gesunden Kontrollnieren ein deutlicher Anstieg der Gesamtleukozyten und deren
Subpopulationen verzeichnet werden, mit Ausnahme der CD3+ T-Lymphozyten. Bei den
gesunden Kontrollnieren gab es keinerlei Unterschied zwischen Wildtyp- und Ackrz-
defizienten Tieren bezuglich der renalen Leukozytenzahl. In den postischamischen Nieren der
Ackr2-defizienten Tieren zeigte sich im Vergleich zu Wildtyptieren jedoch ein signifikanter
Anstieg in der Subpopulation der CD11+ F4/80+ mononuklearen Phagozyten. Die Anzahl der
CD45+ Gesamtleukozyten, der CD3+ T-Lymphozyten und der Ly6G+ neutrophilen
Granulozyten unterschied sich zwischen den Wildtyp- und Ackr2-defizienten

postischamischen Nieren jedoch nicht (Abbildung 22).

Um die Ergebnisse der Durchflusszytometrie zu bestatigen wurden immunhistologische
Schnitte angefertigt und mit Antikdrpern fur neutrophile Granulozyten, F4/80+ Phagozyten und
CD3+ T-Lymphozyten gefarbt. Hierbei zeigte sich analog zur Durchflusszytometrie kein
Unterschied in der Akkumulation von CD3+ T-Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten in
den postischamischen Nieren von Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren 24 Stunden nach
Ischamie-Reperfusionsschaden. In den postischamischen Nieren der Ackr2-defizienten
Mause konnte im Vergleich zum Wildtyp ein Trend zu einer vermehrten tubulointerstitiellen
Infiltration von F4/80+ Phagozyten verzeichnet werden, dieser war jedoch statistisch nicht
signifikant (Abbildung 23).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass Ackr2-Defizienz das Ausmald der akuten
Nierenfunktionseinschrankung und den initialen strukturellen renalen Schaden 24 Stunden
nach Ischamie-Reperfusionsschaden nicht beeinflusst. Zu diesem frihen Zeitpunkt fuhrt
Ackr2-Defizienz jedoch bereits zu einer vermehrten renalen Akkumulation von einigen
Subpopulationen mononuklearer Phagozyten. Dies konnte auf systemische Effekte von
ACKR2 zurtickzufihren sein, da die Konzentration von proinflammatorischen Chemokinen

wie CCL2 in Ackr2-defizienten postischamischen Nieren zu diesem Zeitpunkt nicht erhdht war.
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Abbildung 22: Renale Leukozyteninfiltration 24 Stunden nach Ischamie-Reperfusionsschaden

A: 24 Stunden nach bilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist die Akkumulation der CD45+
Gesamtleukozyten und der Ly6G+ neutrophilen Granulozyten im Vergleich zu gesunden Kontrollnieren
(Ko) deutlich erhdht. Eine vermehrte Akkumulation von CD3+ T-Lymphozyten kann nicht nachgewiesen
werden. Ein Unterschied zwischen Wildtyp (WT)- und Ackr2-defizienten Nieren besteht nicht. B: 24
Stunden nach bilateralem IRI ist die Akkumulation der mononukledren Phagozyten im Vergleich zu
gesunden Kontrollnieren erhdht. In den postischamischen Nieren Ackr2-defizienter Mausen kann dabei
eine vermehrte Akkumulation von F4/80+ CD11c+ mononuklearen Phagozyten im Vergleich zum
Wildtyp nachgewiesen werden Die Akkumulation von intrarenalen Leukozyten wurde durch die
Durchflusszytometrie von renalen Einzelzellsuspensionen bestimmt. Beide Nierenarterien wurden fir

30 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n = 5 bis 6 Mause je Gruppe, *

p <0,05.
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Abbildung 23: Immunhistologischer Nachweis von intrarenalen Leukozyten 24 Stunden nach

CD3+ T-Zellen
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Ischamie-Reperfusionsschaden

24 Stunden nach bilateralem Ischdmie-Reperfusionsschaden (IRI) zeigt sich zwischen Wildtyp (WT)-
und Ackr2-defizienten Mausen kein Unterschied in der renalen Akkumulation vonLy-6B.2+ neutrophilen
Granulozyten, F4/80+ interstitiellen mononukledren Phagozyten sowie CD3+ T-Zellen in der
immunhistologischen Untersuchung der Niere. Die Quantifizierung der intrarenalen Leukozyten-
akkumulation erfolgte wie imMethodenteil beschrieben. Abgebildet sind reprasentative
immunhistologische Schnitte. Originalvergrofierung: x200 fur neutrophile Granulozyten und F4/80+
Phagozyten, x400 fir CD3+ T-Zellen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n =5 bis 6 Mause
je Gruppe.
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3.3 Die Rolle von ACKR2 im subakuten Verlauf nach

renalem Ischamie-Reperfusionsschaden

3.3.1 Struktureller Schaden

Eine vermehrte Akkumulation von Leukozyten in postischamischen Nieren Ackr2-defizienter
Tiere konnte in der frihen Erholungsphase nach Ischamie-Reperfusionsschaden zu einem
vermehrten renalen Schaden fuhren. Daher wurde als nachstes untersucht, ob Ackr2-
Defizienz 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden den strukturellen Nierenschaden
verstarkt. Hierfir wurde bei Wildtyp und Ackr2-defizienten Tieren fir 45 Minuten die
Nierengefale einseitig abgeklemmtund nach 5 Tagen den Tieren die Nieren entnommen. Ein
5-tagiger  Beobachtungszeitraum  nach  beidseitiger Induktion des Ischamie-
Reperfusionsschadens ist aufgrund des hierdurch induzierten Nierenversagens und der
eintretenden Uramiekomplikationen nicht mdglich, so dass zur Untersuchung des subakuten
Verlaufs das einseitige Ischamie-Reperfusionsmodell gewahlt wurde. Durch Kompensation
des Nierenfunktionsverlusts durch die gesunde kontralaterale Niere ist in diesem Modell
allerdings uUber Messung der Nierenretentionsparameter keine genaue Aussage Uber die

Einschrankung der Nierenfunktion durch die geschadigte postischamische Niere moglich.

Das Ausmal des strukturellen Schadens 5 Tagen nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden wurde histologisch bestimmt. In der PAS-Farbung wurde hierfur der
tubuldre Schadens-Score bestimmt. Hierbei zeigte sich im Vergleich zu den gesunden
kotralateralen Nieren ein deutlicher tubularer Schaden in Wildtyp- und Ackr2-defizienten
Tieren, der sich zwischen den beiden Genotypen jedoch nicht unterschied (Abbildung 24). Um
eine VergrofRerung des interstitiellen Volumens als Anzeichen einer maglicherweise
beginnenden Fibrosierung des Nierengewebes zu erfassen, wurde in der PAS-Farbung der
interstitielle Volumen-Index bestimmt. Bezliglich der Grole des interstitiellen Volumens zeigte
sich hier ebenfalls kein Unterschied zwischen postischamischen Wildtyp- und Ackr2-

defizienten Nieren 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden (Abbildung 24).

Zur Quantifizierung eines maoglichen Verlusts an Tubuli wurden histologische Schnitte mit
Lektin-Farbung angefertigt. Diese Lektin-Farbung farbt selektiv das proximale Tubulusepithel
der Nieren. Eine Verminderung des Lektin-positiven Anteils am gesamten Nierengewebe
entspricht somit dem Verlust an proximalen Tubuli. Hierbei konnte jedoch weder zwischen
postischamischen und kontralateralen, nichtischamischen Nieren noch zwischen Wildtyp- und
Ackr2-defizienten Nieren ein Unterschied gesehen werden (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Tubulointerstitieller Schaden 5 Tage nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden

5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist der tubuldare Schaden, das
interstitielle renale Volumen und die proximalem Tubulusepithelzahl bei Wildtyp (WT)- und Ackr2-
defizienten postischamischen Nieren vergleichbar. In den als Kontrolle dienenden kontralateralen
Nieren (KN) istkein tubuldrer Schaden nachweisbar. Im Vergleich zu den kontralateralen Nieren kommt
es 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden zu keinem relevanten Verlust an Tubuli. Der tubulare
Schaden sowie das interstitielle Volumen wurden semiquantitativ in der Periodic Acid-Schiff (PAS)-
Farbung, der Verlust an Tubuli durch Quantifizierung des selektiv mit Lotus tetragonolobus-Lektin
angefarbten proximalen Tubluseptihels wie im Methodenteil beschrieben ermittelt. Die Nierenarterie
wurde einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Abgebildet sind reprasentative histologische Schnitte.
OriginalvergréfRerung: x100 firdie PAS-Farbung, x25 fir die Lotus tetragonolobus-Lektin-Farbung. Die

Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n = 5 bis 8 Mause je Gruppe.

Zur weiteren Untersuchung des strukturellen Schadens wurde auf Proteinebene der tubulare
Schadensmarker KIM-1 ( und auf mRNA-Ebene neben Kim-1 die Expression der renalen
Schadensmarker Ngal und Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 2 (Timp2) () bestimmt.
Interessanterweise war die Protein-Konzentration des tubuldren Schadensmarkers KIM-1 in
postischamischen Nieren der Ackr2-defizienten Mausen im Verlgeich zum Wildtyp deutlich
erhéht (Abbildung 25). Auch auf mRNA-Ebene zeigte sich eine vermehrte Expression der
Schadensmarker Kim-1, Ngal und Timp2 in den Nieren von Ackr2-defizienten Tieren 5 Tage
nach Ischamie-Reperfusionsschaden (Abbildung 26). Im Vergleich zu den kontralateralen
Nieren lag in den postischamischen Nieren in beiden Gruppen eine deutlich erhdhte

Expression der Schadensmarker auf Protein- und mRNA- und Ebene vor.
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Abbildung 25: Tubularer Schadensmarker KIM-1 5 Tage nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden

5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRl) ist die Proteinkonzentration des
tubularen Schadensmarker KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1) in postischamischen Ackr2-defizienten
Nieren im Vergleich zum Wildtyp (WT) signifikant erhéht. Im Vergleich zu den kontralateralen Nieren
(KN) zeigt sichin den postischamischen Nieren ein deutlicher Anstieg. Die Nierenarterie wurde einseitig
fur45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n =5 bis 8 Mause je Gruppe,

*p < 0,05.
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Abbildung 26: mRNA-Expression der tubularen Schadensmarker Kim-1, Ngal und Timp2 5 Tage
nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist die mMRNA-Expression der tubularen
Schadensmarker Kim-1 (Kidney Injury Molecule-1), Ngal (Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalin)
und Timp2 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 2) in postischamischen Ackr2-defizienten Nieren im
Vergleich zum Wildtyp (WT) erhdht. Im Vergleich zu den kontralateralen Nieren (KN) zeigt sichin den
postischamen Nieren ein deutlicher Anstieg. Die Nierenarterie wurde einseitig fir 45 Minuten
abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n =5 bis 8 Mause je Gruppe, * p < 0,05, **

p <0,01.
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An Tag 5 nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden ist die Expression tubularer
Schadensmarker in Ackr2-defizienten postischamischen Nieren im Vergleich zum Wildtyp
somit deutlich erhdht. Im Gegensatz dazu zeigten sich histologisch keine Unterschiede im
Ausmal} des tubularen Schadens, der Fibrosierung und in der Zahl proximaler Tubuli
zwischen den beiden Genotypen. Insgesamt weisen diese Daten jedoch auf einen
beginnenden starkeren subakuten Tubulusschaden in postischamischen Nieren Ackr2-

defizienter Mause finf Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden hin.

3.3.2 Akkumulation von intrarenalen Leukozyten

Um das Ausmal der Leukozyteninfiltration an Tag 5 nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden zu quantifizieren, wurde das Nierengewebe durchflusszytometrisch
analysiert. Bei den kontralateralen, nichtischamischen Nieren ergab sich bei samtliche
Leukozytenpopulationen kein Unterschied zwischen Wildtyp und Ackr2-defizienten Tieren. In
den Ackr2-defizienten ischamischen Nieren konnten jedoch signifikant mehr neutrophile
Granulozyten nachgewiesen werden. Auch samtliche mononukleare Phagozytenpopulationen
mit Ausnahme von klassischen CD11c+ F4/80- dendritischen Zellen waren bei Ackr2-
Defizienz vermehrt nachweisbar. Am eindriicklichsten zeigte sich dies bei den F4/80+
mononuklearen Phagozyten. Bezuglich der CD3+ T-Lymphozyten ergab sich keinen
Unterschied zwischen Wildtyp und Ackr2-defizienten Tieren (Abbildung 27).

Erganzend zur Durchflusszytometrie wurde die renale Leukozytenakkumulation 5 Tage nach
Ischamie-Reperfusionsschaden immunhistologisch untersucht. Auch hier zeigten sich
vermehrt neutrophile Granulozyten und F4/80+ Phagozyten in den ischamischen Nieren von
Ackr2-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp. Diese Zellen konnten in der
Immunhistologie in der kortikomedullaren Ubergangsregion lokalisiert werden, welche wie
zuvor beschrieben der Ort des ausgepragtesten ischamischen Tubulussschadens ist. Wie
auch in der Durchflusszytometrie war in der Immunhistologie kein Unterschied bei der Zahl
akkumulierender CD3+ T-Lymphozyten zwischen Wildtyp und Ackr2-defizienten Tieren
nachweisbar (Abbildung 28).

Zusammengefassst weisen diese Daten auf eine vermehrte renale Akkumulation von
Granulozyten und mononukledren Phagozyten in Ackr2-defizienten Mausen 5 Tage nach
Ischamie-Reperfusionsschaden hin, die mit einem starkeren Anstieg tubuldrer
Schadensmarker als Hinweis auf eine ausgepragtere renale Schadigung als im Wildtyp
einherging.
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Abbildung 27: Renale Leukozyteninfiltration 5 Tage nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden

A: 5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist die Akkumulation der Ly6G+
neutrophilen Granulozyten in ischdmen Nieren bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp (WT)
deutlich erhdht. Eine vermehrte Akkumulation der CD45+ Gesamtleukozyten und CD3+ T-
Lymphozyten kann bei Ackr2-Defizienz nicht nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den
kontralateralen Nieren (KN) zeigt sich in den postischdmen Nieren ein deutlicher Anstieg der
Leukozytenzahlen. B: 5 Tage nach unilateralem Ischdmie-Reperfusionsschaden ist die Akkumulation
der CD11c+ und F480+ mononukledren Phagozyten in ischamen Nieren bei Ackr2-Defizienz im
Vergleich zum Wildtyp deutlich erhdht. Lediglich eine vermehrte Akkumulation von CD11c+ F4/80-
dendritischen Zellen kann bei Ackr2-Defizienz nicht nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den
kontralateralen Nieren zeigt sich in den postischdmen Nieren ein deutlicher Anstieg der
Leukozytenzahlen.  Die Akkumulation von intrarenalen  Leukozyten wurde durch die
Durchflusszytometrie von renalen Einzelzellsuspensionen bestimmt Die Nierenarterie wurde einseitig
fur45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n =5 bis 8 Mause je Gruppe,
*p <0,05, **p <0,01.
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Abbildung 28: Immunhistologischer Nachweis von intrarenalen Leukozyten 5 Tage nach

unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) zeigt sich in den postischamen Nieren
bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp eine vermehrte Akkumulation von Ly-6B.2+ neutrophilen
Granulozyten und F4/80+ interstitiellen mononukledren Phagozyten in der Imnmunhistologie der Nieren.
Bezlglich der intrarenalen CD3+ T-Zellen besteht kein Unterschied zwischen den Genotypen. Im
Vergleich zu den kontralateralen Nieren (KN) zeigt sich in den postischdmen Nieren eine deutlich
vermehrte Akkumulation der Leukozyten. Die Quantifizierung der intrarenalen Leukozytenakkumulatoin
erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Abgebildet sind reprasentative immunhistologische Schnitte.
OriginalvergréBerung: x200 fur neutrophile Granulozyten und F4/80+ Phagozyten, x400 fur CD3+ T-
Zellen. Die Nierenarterie wurde einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren

Mittelwerte + SEM, n = 5 bis 8 Mause je Gruppe, * p < 0,05, ** p < 0,01.

3.3.3 Expressionvonrenalen Chemokinen und inflammatorischen

Markern

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration an proinflammatorischen Chemokinen in den
postischamischen Nieren wurden entsprechende ELISA-Messungen durchgefihrt. Im
Gegensatz zu den Ergebnissen 24 Stunden nach bilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

zeigte sich an Tag 5 nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden ein signifikant
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vermehrter renaler Gehalt der proinflammatorischen Chemokine CCL2, CCL5 und CXCL10in
postischamen Nieren der Ackr2-defizienten Tiere im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Renale Chemokinkonzentrationen 5 Tage nach unilateralem Ischimie-
Reperfusionsschaden

5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) zeigen sich in den postischamen Nieren
bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp (WT) signifikant erhohte Proteinkonzentrationen der
intrarenalen Chemokine CCL2 (C-C motiv ligand 2), CCL5 (C-C motiv ligand 5) und CXCL10 (C-X-C
motiv ligand 10). Im Vergleich zu den kontralateralen Nieren (KN) kann in den postischamen Nieren
(IRl) eine vermehrte Expression der proinflammatorischen Chemokine nachgewiesen werden. Die
Proteinkonzentrationen der Chemokine wurden mittels ELISA bestimmt. Die Nierenarterie wurde
einseitig fir 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 8 Méause je

Gruppe, * p < 0,05.

Zusatzlich wurde die mRNA-Expression der Chemokine in der Niere durch quantitative PCR
bestimmt. In den postischamischen, Ackr2-defizienten Nieren wurde ein vermehrter mRNA-
Gehalt der proinflammatorischen Chemokine Ccl2, Ccl5, Ccl22 und Cxcl10im Vergleich zum
Wildtyp nachgewiesen. Weder in gesunden Kontrollnieren gleichaltriger unbehandelter Mause
noch in den kontralateralen nichtischamischen Nieren zeigte sich ein Unterschied in der
mRNA Expressoin von Ccl2, Ccl5, Ccl22 und Cxcl10 zwischen beiden Genotypen, bei
insgesamt geringerem Expressionsniveau im Vergleich zu den postischamischen Nieren
(Abbildung 30A). Die vermehrte mRNA-Expression von Chemokinen in Ackr2-defizienten
postischamischen Nieren weist damit auf eine vestarkte renale Entziindungsreaktion 5 Tage

nach Ischamie-Reperfusionsschaden hin.
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Abbildung 30: Renale mRNA-Expression von proinflammatorischen Chemokinen und Ackr2 5
Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

A: 5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden ist die mRNA-Expression der Chemokine
Ccl2 (C-C motiv ligand 2), Ccl5 (C-C motiv ligand 5) und CxcIL10 (C-X-C motiv ligand 10) ist in den
postischamischen Nieren (IRI) bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp (WT) signifkant starker
induziert. In den Nieren gesunder gleichaltriger Kontrolltiere (Ko) und den nichtischamischen
kontralateralen Nieren (KN) liegt eine niedrige mRNA-Expression der Chemokine ohne signifikanten
Unterschied zwischen den Genotypen vor. B: In WT-Tieren ist die Expression der Ackr2-mRNA im
Vergleich zu den Nieren der Kontrolltiere und den nichtischdmischen kontralateralen Nieren deutlich
erhdht. Bei Ackr2-defizienten Tieren kann keine Ackr2-mRNA nachgewiesen werden. Die Nierenarterie
wurde einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n = 8 (KN
und IRIl) bzw. n = 5 (Ko) Mause je Gruppe, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

Zum Nachweis einer moglichen Induktion der Ackr2 mRNA-Expressionin Wildtyp-Tieren nach
Ischamie-Reperfusionsschaden und zur Kontrolle des Genotyps der Ackr-defizienten Tiere
erfolgte der quantitative Nachweis mittels Real Time-PCR. In den Knockout-Tieren mit Ackr2-
Defizienz konnte erwartungsgemaf keine Expression nachgewiesen werden. Beim Wildtyp
war nach Ischdmie-Reperfusionsschaden im Vergleich zu gesunden Kontrollnieren und
kontralateralen, nichtischamischen Nieren die Expression von Ackr2 deutlich induziert
(Abbildung 30B).

Zur weiteren Charakterisierung der renalen Entzindungsreaktion wurde die mRNA-
Expression von M1- und M2-Makrophagen-Markern durch quantitative PCR untersucht
(Abbildung 31). Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die Expression der inducible
Nitric Oxide Synthase (INOS) in Ackr2-defizienten Tiere nicht nur in ischamischen Nieren,
sondern auch in gesunden Kontrollnieren und kontralateralen, nichtischamischen Nieren im
Vergleich zum Wildtyp deutlich erhdht war. Bei den Ubrigen untersuchten M1- und M2-
Makrophagen-Expressionsmarkern zeigte sich in den gesunden Kontrollnieren und
kontralateralen Nieren kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen. Im Gegensatz
dazu war in postischamischen Nieren von Ackr2-defizienten Tieren eine signifikant vermehrte

Expression des M1-Makrophagen-Markers Inf-y und des M2-Makrophagen-Markers
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Arginase1 (Arg1) nachweisbar. Beim Macrophage Scavenger-Rezeptor 1 (Msr-1) zeigte sich
ein nichtsignifikanter Trend zu einer vermehrten Expression bei Ackr2-Defizienz.
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Abbildung 31: Renale mRNA-Expression von M1- und M2-Makrophagen-Markern 5 Tage nach
unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

In den gesunden Kontrollnieren (Ko) und kontralateralen Nieren (KN) zeigt sich im Vergleich zum
Wildttyp (WT) bei Ackr2-Defizienz eine vermehrte Expression der iNOS (Inducible Nitric Oxide
Synthase), bei den Gbrigen M1- und M2-Makrophagen -Marker besteht kein Unterschied zwischen den
Genotypen. 5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist bei Ackr2-Defizienz im
Vergleich zum WT jedoch die mRNA-Expression voniNOS, IFN-y (Interferon-y) und Arg1 (Arginase 1)
signifikant erhéht. TNF-a (Tumornekrosefaktor-a), IL-6 (Interleukin 6), MRC1 (Mannose-Rezeptor 1),
MSR-1 (Macrophage Scavenger Receptor-1), FIZZ-1 (Resistin-like molecule alpha 1) werden in den
postischamischen Nieren beider Genotypen dagegen vergleichbar exprimiert. Die Nierenarterie wurde
einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n = 8 (KN und IRI)
bzw. n = 5 (Ko) Mause je Gruppe, * p < 0,05.

Zusammengefasst flhrte eine Ackr2-Defizienz in der Erholungsphase 5 Tage nach
unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden zu einer persistierend erhohten Infiltration von
renalen neutrophilen Granulozyten und Makrophagen in die postischdmischen Nieren.
Begleitend war die renale Konzentration proinflammatorischer Chemokine in
postischamischen Ackr2-defizienten Nieren erhdht. Dies war assoziiert mit einer vermehrten
mRNA-Expression von tubularen Schadensmarkern, renalen Chemokinen und einigen
inflammatorischen Zytokinen. Die vermehrte Akkumulation von Leukozyten und die starkere
Entziindungsreaktion in den Nieren vermittelte zu diesem Zeitpunkt jedoch noch keinen

histologisch fassbaren starkeren Schaden oder Verlust des Tubulusepithels.
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3.4 Die Rolle von ACKR2 im chronischen Verlauf nach

renalem Ischamie-Reperfusionsschaden

3.4.1 Struktureller Schaden

Ob sich im chronischen Verlauf nach Ischamie-Reperfusionsschaden die Niere regeneriert
oder ob die akute Nierenschadigung zu einer chronischen Nierenerkrankung voranschreitet
hangt von zahlreichen Faktoren ab. Eine anhaltende Entziindung kénnte die Progression hzur
chronischen Nierenschadigung férdern. Maoglicherwiese kommt daher dem atypischen
Chemokinrezeptor ACKR2 in dieser Regenerationsphase eine entscheidende Bedeutung zu.
Um dies zu untersuchen wurden Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mausen erneut fur45 Minuten
die Nierengefalle einseitig abgeklemmt. Um den chronischen Verlauf und die
Regenerationsphase nach Ischamie-Reperfusionsschaden zu studieren, wurde diesmal den

Tieren erst nach 5 Wochen die Nieren entnommen.

Zur Analyse des strukturellen Schadens wurden wiederum Schnitte in PAS-Farbung
angefertigt und der tubuldre Schadens-Score erhoben. Im Vergleich zu den kontralateralen
Nieren zeigte sich abermals ein vermehrter tubuldrer Schaden in den ischamischen Nieren
beider Genotypen. Zudem konnte erstmals in den ischamischen Nieren von Ackr2-defizienten
Tieren ein deutlich verstarkter tubularer Schaden im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen
werden (Abbildung 32). 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden ist die mogliche
Entwicklung einer chronischen Nierenerkrankung mit Fibrosierung des Nierengewebes von
entscheidender Bedeutung. Eine Vermehrung des interstitiellen Volumens kénnte hierbei ein
erster Anhaltspunkt fir eine sich entwickelnde Nierenfibrose sein. Um dies zu untersuchen
wurde erneut der interstitielle Volumen-Index in der PAS-Farbung ermittelt. Zwischen den
kontralateralen, nichtischdmischen Nieren von Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren bestand
kein Unterschied im Ausmal} des interstitiellen Volumens, des Weiteren waren deren Werte
auf einem ahnlichen Niveau wie das der kontralateralen Nieren an Tag 5 nach Ischamie-
Reperfusionsschaden. Im Gegensatz zu den Daten an Tag 5 nach Ischamie-
Reperfusionsschaden war das interstitielle Volumen nach Woche 5 in postischamischen
Nieren bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp signifikant vermehrt (Abbildung 32).

Um einen moglichen Verlust an Tubuli als Mal} der Atrophie 5 Wochen nach Ischamie-
Reperfusionsschaden zu quantifizieren, wurden Lektin-Farbungen der histologischen Schnitte
angefertigt. Anschlie3end wurde das Verhaltnis der mit Lektin angefarbten proximalen Tubuli
im Vergleich zur gesamten Niere bestimmt. Im Gegensatz zu den Ergebnissen nach Tag 5

zeigten die ischamischen Nieren von beiden Genotypen nach Woche 5 einen deutlichen
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Verlust an proximalen Tubuli. Dieser Verlust des proximalen Tubulusepithels in den
ischamischen Nieren war jedoch bei Ackr2-Defizienz deutlich ausgepragter (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Tubulointerstitieller Schaden 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden istder tubulare Schaden, das interstitielle
renale Volumen und der Verlust an proximalem Tubulusepithel bei Ackr2-defizienten postischamen
Nieren (IRI) signifikant starker als beim Wildtyp (WT). In den als Kontrolle dienenden kontralateralen
Nieren (KN) ist kein nennenswerter tubularer Schaden feststellbar. Im Vergleich zu den kontralateralen
Nieren kommtes in den postischamischen Nieren unabhangig vom Genotyp zu einem deutlich erhéhten
interstitiellen Volumen. Der tubuldre Schaden sowie das interstitielle Volumen wurden semiquantitativ
in der Periodic Acid-Schiff PAS)-Farbung ermittelt, der Verlust an Tubuli durch Quantifizierung des
selektiv mit Lotus tetragonolobus-Lektin angefarbten proximalen Tubluseptihels wie im Methodenteil
beschrieben. Die Nierenarterie wurde einseitig fir 45 Minuten abgeklemmt. Abgebildet sind
reprasentative histologische Schnitte. OriginalvergroRerung: x100 fur die PAS-Farbung, x25 fur die
Lotus tetragonolobus-Lektin-Farbung. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 8 Mause je

Gruppe, * p < 0,05.

Zusammengefasst zeigte sich in der Histologie von postischamischen, Ackr2-defizienten
Nieren an Woche 5 erstmals ein signifikant groRerer tubuldarer Schaden, ein groleres
Volumen des Interstitiums sowie einen vermehrten Verlust an proximalen Tubuli im Vergleich

zum Wildtyp.

Um den persistierenden strukturellen Schaden im chronischen Verlauf nach unilateralem

Ischamie-Reperfusionsschaden naher zu untersuchen und die Ergebnisse der Histologie zu
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Uberprifen wurde die Expression der tubularen Schadensmarker KIM-1, NGAL und TIMP2
auf Protein- bzw. mRNA-Ebene bestimmt. Hierbei zeigte sich in den kontralateralen,
nichtischamischen Nieren kein Unterschied im Expressionsniveau zwischen den Genotypen.
Wie zuvor nach Tag 5 konnte nach 5 Wochen ebenfalls eine signifikant erhdhte Expression
von KIM-1 auf Proteinebene in postischamischen Nieren von Ackr2-defizienten Tieren
nachgewiesen werden (Abbildung 33). In der quantitativen PCR zeigte sich zudem erneut eine
vermehrte mMRNA-Expression der tubuldaren Schadenmarker Kim-1, Ngal und Timp2 bei
Ackr2-Defizienz (Abbildung 34).
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Abbildung 33: Tubularer Schadensmarker KIM-1 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden istdie Proteinkonzentration des tubularen
Schadensmarker Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1) in postischamischen Ackr2-defizienten Nieren (IRI)
im Vergleich zum Wildtyp (WT) signifikant erhéht. Im Vergleich zu den kontralateralen Nieren (KN) zeigt
sich in den postischamischen Nieren nur bei Ackr2-Defizienz ein deutlicher Anstieg. Die Nierenarterie
wurde einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 8 Mause

je Gruppe, * p < 0,05.
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Abbildung 34: mRNA-Expression der tubuliaren Schadensmarker Kim-1, Ngal und Timp2 5
Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist die mRNA-Expression der
tubularen Schadensmarker Kidney Injury Molecule-1 (Kim-1), Neutrophil Gelatinase-associated
Lipocalin (Ngal) und Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 2 (Timp2) in postischamischen Ackr2-
defizienten Nieren im Vergleich zum Wildtyp (WT) erhéht. Im Vergleich zu den kontralateralen Nieren
(KN) zeigt sich in den postischamen Nieren ein deutlicher Anstieg. Die Nierenarterie wurde einseitig flr
45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n = 8 Mause je Gruppe, *p <
0,05.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass im chronischen Verlauf 5 Wochen nach
Ischamie-Reperfusionsschaden bei Ackr2-Defizienzim Vergleich zum Wildtyp ein verstarkter

renaler Schaden persistiert.

3.4.2 Akkumulation von intrarenalen Leukozyten

Das Ausmald der renalen Leukozyteninfiltration 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden wurde zunachst durchflusszytometrisch analysiert. Wie bei den
vorherigen Ergebnissen zeigte sich bei den kontralateralen, nichtischamischen Nieren
zwischen den Genotypen kein Unterschied in der Akkumulation der verschiedenen
Leukozyten-Subpopulationen. Anders als nach 24 Stunden oder 5 Tagen lag im chronischen
Verlauf nach Ischamie-Reperfusionsschaden allerdings eine signifikant erhohte Akkumulation
der CD45+ Gesamtleukozyten in den postischamischen Nieren bei Ackr2-Defizienz vor.
Erwartungsgemaf waren zu diesem spaten Zeitpunkt Ly6G+ neutrophile Granulozyten nur
noch in sehr geringer Anzahl vertreten, ein Unterschied zwischen den Genotypen fand sich
hierbei nicht. Erstmalig konnte in der Subgruppe der CD4+ T-Lymphozyten eine verstarkte
renale Infiltration in den Ackr2-defizienten Tieren nachgewiesen werden. Bei den CD8+ T-
Lymphozyten zeigte sich dieser Unterschied nicht (Abbildung 35A).
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Abbildung 35: Renale Leukozyteninfiltration 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden

A: 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist die Akkumulation von den
CD45+ Gesamtleukozyten und CD3+, CD4+ T-Lymphozyten in postischamischen Nieren bei Ackr2-
Defizienz im Vergleich zum Wildtyp (WT) deutlich erhdht. Eine vermehrte Akkumulation der CD3+,
CD8+ T-Lymphozyten kann bei Ackr2-Defizienz nicht nachgewiesen werden. Ly6G+ neutrophile
Granulozyten kénnen in den postischdmischen Nieren kaum nachgewiesen werden. Im Vergleich zu
den kontralateralen Nieren (KN) zeigt sich in den postischdmischen Nieren ein deutlicher Anstieg der
Leukozytenzahlen. B: 5 Wochen nach unilateralem Ischdmie-Reperfusionsschaden ist die
Akkumulation der F4/80+CD11c+ mononukledren Phagozyten in postischdmischen Nieren bei Ackr2-
Defizienz im Vergleich zum WT deutlich erhdht. Eine vermehrte Akkumulation von CD11c+F4/80-
dendritischen Zellen kann bei Ackr2-Defizienz jedoch nicht nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den
kontralateralen Nieren zeigt sich in den postischdmen Nieren ein deutlicher Anstieg der
Phagozytenzahlen. Die Akkumulation von intrarenalen Leukozyten wurde durch Durchflusszytometrie
von renalen Einzelzellsuspensionen bestimmt Die Nierenarterie wurde einseitig fir 45 Minuten
abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n = 8 Mause je Gruppe, * p < 0,05, * p <
0,01.
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In der Subgruppe der mononukledren Phagozyten war eine deutliche Infiltration an
Leukozyten in den postischamischen Nieren nachweisbar. Hierbei fanden sich in den Ackr2-
defizienten Nieren signifikant mehr CD11c+, F4/80+ und CD11c+F4/80+ doppeltpositive
mononukleare Phagozyten. Die Ackr2-Defizienz war ebenso mit einem signifikanten Anstieg
an klassischen F4/80+CD11c- Makrophagen assoziiert. Wie auch bei den vorherigen
Ergebnissen fand sich kein Unterschied in der renalen Akkumulation von CD11c+F4/80-
dendritischen Zellen zwischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren (Abbildung 35B).

Um die Ergebnisse der Durchflusszytometrie zu bestatigen und die infiltrierenden Leukozyten
zu lokalisieren, wurden immunhistologische Schnitte angefertigt. In den kontralateralen Nieren
war kein Unterschied der renalen Leukozytenakkumulation in Wildtyp- und Ackr2-defizienten
Nieren feststellbar. Analog zu den Ergebnissen der Durchflusszytometrie war die Anzahl der
neutrophilen Granulozyten in den postischamischen Nieren in beiden Genotypen vergleichbar
grofl3. Ebenso konnte in der Immunhistologie eine signifikant vermehrte Akkumulation an
F4/80+ Phagozyten und CD3+ T-Lymphozyten bei Ackr2-Defizienz nachgewiesen werden.
Wie zuvor beschrieben konzentrierte sich die Akkumulation der Leukozyten Uberwiegend auf
das Tubulointerstitium des kortikomedullaren Uberganges (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Immunhistologischer Nachweis von intrarenalen Leukozyten 5 Wochen nach
unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden zeigt sich in den postischamischen
Nieren (IRI) bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp (WT) eine vermehrte Akkumulation von
F4/80+ interstitiellen mononuklearen Phagozyten und CD3+ T-Zellen in der Immunhistologie. Bezliglich
der intrarenalen Akkumulation von Ly-6B.2+ neutrophilen Granulozyten besteht kein Unterschied
zwischen den Genotypen. Im Vergleich zu den kontralateralen Nieren (KN) zeigt sich in den
postischamen Nieren eine deutlich vermehrte Akkumulation der Leukozyten. Die Quantifizierung der
intrarenalen Leukozytenakkumulation erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Abgebildet sind
reprasentative immunhistologische Schnitte. Originalvergréferung: x200 fur F4/80+ Phagozyten, x400
fur neutrophile Granulozyten und CD3+ T-Zellen. Die Nierenarterie wurde einseitig fir 45 Minuten

abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 8 Mause je Gruppe, *** p < 0,001.

Im chronischen Verlauf 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden fuhrte
eine Ackr2-Defizienz somit im Vergleich zum Wildtyp zu einer starkeren persistierenden
Akkumulation von mononuklearen Phagozyten in der postischamischen Niere. Zudem war
Ackr2-Defizienz zu diesem Zeitpunkt mit einem starkeren tubularen Schaden und einer

vermehrten Atrophie des Tubulussystems assoziiert.
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3.4.3 Expression von renalen Chemokinen, M1-Makrophagen-

Markern und Infiltration von inflammatorischen Makrophagen

Die Konzentration proinflammatorischer Chemokine in den Nieren wurden mittels ELISA-
Messungen bestimmt. In den kontralateralen Kontrollnieren war zwischen den Genotypen kein
Unterschied nachweisbar. In den postischdmischen Nieren von Ackr2-defizienten Tieren
zeigte sich 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden im Vergleich zum Wildtyp eine
anhaltend erhohte Konzentration der proinflammatorischen Chemokine CCL2, CCL5 und
CXCL10 (Abbildung 37). Gemeinsam mit den Ergebnissen der ELISA-Messungen 5 Tage
nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden ist dies mit einem verminderten Abbau
gebildeter Chemokinenin Ackr2-defizienten Nieren vereinbar. Zusatzlich kdnnten die verstarkt
akkumulierenden Leukozyten in den Nieren von Ackr2-defizienten Tieren vermehrt
proinflammatorische Chemokine synthetisieren und so zu der detulich gesteigerten

intrarenalen Konzentration an Chemokinen beitragen.

600 4 CCL2 2500 7 CCL5 ” 1200 ; CXCL10 O wWT

c @ 500 *k 2000 - —_— ﬂ I Ackr2-/-
sgE o —_— 900 -
£28 1500 |
2 .E- o 300 600 1

© 3 100 500 ;

0 4 0 4 0 r---I
KN IRI KN IRI KN IRI

Proinflammatorische Chemokine

Abbildung 37: Renale Chemokinkonzentrationen 5 Wochen nach unilateralem Ischidmie-
Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden zeigen sich in den postischamischen
Nieren (IRI) bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp (WT) signifikant erhdhte renale
Proteinkonzentrationen der Chemokine CCL2 (C-C Motiv Ligand 2), CCL5 (C-C Motiv Ligand 5) und
CXCL10 (C-X-C Motiv Ligand 10). Im Vergleich zu den kontralateralen Nieren (KN) kann in den
postischamischen Nieren eine vermehrte Expression der proinflammatorischen Chemokine
nachgewiesen werden. Die Proteinkonzentrationen der Chemokine wurden mittels ELISA bestimmt.
Die Nierenarterie wurde einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte +

SEM, n = 5 bis 9 Mause je Gruppe, ** p < 0,01.

Eine durch die persistierend erhohte Akkumulation von Leukozyten hervorgerufene
andauernde Entzindung im Nierengewebe verhindert moglicherweise die Regeneration des

Tubulusepithels in Ackr2-defizienten Mausen nach Ischamie-Reperfusionsschaden. Daher
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wurde als nachstes untersucht, ob der bereits nachgewiesene groliere tubulare Schaden mit
einer gesteigerten Expression von inflammatorischen Mediatoren in postischamischen Ackr2-
defizienten Nieren 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden korreliert.
Hierfir wurde die renale Expression verschiedener Chemokine und Zytokine mittels

quantitativer PCR gemessen.

Zwischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren konnte in den kontralateralen,
nichtischamischen Nieren kein Unterschied in der Expression der gemessenen Chemokine
und Zytokine nachgewiesen werden. Die mRNA-Expression der iNos war in den
kontralateralen Nieren bei Ackr2-Defizienz tendenziell vermehrt, im Gegensatz zu den
Ergebnissen 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden war dieser Unterschied jedoch
statistisch nicht signifikant. In den postischamischen Nieren flihrte eine Ackr2-Defizienz
jedoch zu einer erhdhten renalen mRNA-Expression der proinflammatorischen Chemokine
Ccl2, Cclb, Ccl22 und Cxcl10 (Abbildung 38A). Von diesen Chemokinen ist bekannt, dass sie
unter anderem von aktivierten proinflammatorischen Makrophagen exprimiert werden (146).

Des Weiteren war die Expression von Tnf-ain postischamischen Nieren von Ackr2-defizienten
Mausen signifikant erhoht. Ifn-y zeigte eine Tendenz zu einer vermehrten Expression bei
Ackr2-Defizienz, diese war jedoch statistisch nicht signifikant. Auch iNos war bei Ackr2-
Defizienz in den postischamischen Nierensignifikant vermehrt exprimiert.. Bezuglich
Interleukin 6 (II-6) und interleukin 12 (Il-12p) zeigte sich kein Expressionsunterschied in den
postischamischen Nieren beider Genotypen (Abbildung 38A). Die untersuchten Zytokine
werden als M1-Makrophagen-Marker von aktivierten klassischen proinflammatorischen

Phagozyten exprimiert.

Wie an Tag 5 nach Ischamie-Reperfusionsschaden wurde auch an Woche 5 der Rezeptor
Ackr2in den Ackr2-defizienten Tieren nicht exprimiert, wahrend in den Wildtyp-Tieren eine
deutliche Induktion der Ackr2 mRNA-Expression vorlag (Abbildung 38B).
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Abbildung 38: Renale mRNA-Expression von proinflammatorischen Chemokinen, M1-

Makrophagen-Markern und Ackr2 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

A: Die mRNA-Expression der Chemokine Ccl2 (C-C Motiv Ligand 2), Ccl5 (C-C Motiv Ligand 5), Ccl22
(C-C Motiv Ligand 22) und Cxcl10 (C-X-C Motiv Ligand 10) ist in den postischamischen Nieren (IRI) bei
Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp (WT) starker induziert. In den postischamischen Nieren ist
bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp auch die Expression von Tnf-a (Tumornekrosefaktor-a)
und iNos (Inducible Nitric Oxide Synthase) signifikant erhdht. Bei den tbrigen M1-Makrophagen-
Markern besteht kein Expressionsunterschied zwischen den Genotypen. In den kontralateralen Nieren
(KN)

wesentlicher Unterschied zwischen den Genotypen bei insgesamt niedrigem Expressionsniveau. B: 5

besteht in der mRNA-Expression der Chemokine und M1-Makrophagen-Markern kein
Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden ist in Wildtyp-Tieren die Expression der
Ackr2-mRNA in den postischdmischen Nieren im Vergleich zu den kontralateralen Nieren deutlich
erhdoht. Bei Ackr2-defizienten Tieren kann keine Ackr2-mRNA-Expression nachgewiesen werden. IL
(Interleukin), IFN-y (Interferon-y). Die Nierenarterie wurde einseitig fir 45 Minuten abgeklemmt. Die

Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n = 5 bis 9 Mause je Gruppe, * p < 0,05, *** p < 0,001.
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Im Folgenden wurde untersucht, ob bei Ackr2-Defizienz entsprechend der erhohten renalen
Expression einzelner M1-Makrophagen-Marker inflammatorische Phagozyten in der
postischamischen Niere vermehrt akkumulieren. Hierfir wurden durchflusszytometrisch
renale CD11b+Ly6CM" inflammatorische Makrophagen quantifiziert und ihre CCR2-
Expression analysiert. In den kontralateralen Nieren zeigte sich bei Fehlen einer renalen
Schadigung erwartungsgemal kein Unterschied ihrer geringen Zahl zwischen Wildtyp- und
Ackr2-defizienten Tieren. Korrelierend zu den vorherigen Ergebnissen der quantitativen PCR
war dagegen in den postischamischen Nieren bei Ackr2-Defizienz eine signifikant starkere
Akkumulation CD11b+Ly6C"s" inflammatorischer Makrophagen nachweisbar. Von diesen
Phagozyten exprimierten zudem die meisten den Chemokin-Rezeptor CCR2 (Abbildung 39),
welcher ein wichtiger Rezeptor fur das proinflammatorische Chemokin CCL2 ist, das unter

anderem vermehrt in postischamischen Nieren der Ackr2-defizienten Tiere vorlag.
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Abbildung 39: Akkumulation von CD11b+Ly6Chigh jinflammatorischen mononukleiren
Phagozyten 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfsusionsschaden zeigt sich in den postischamen Nieren
(IRl) bei Ackr2-Defizienz eine vermehrte Akkumulation von CD11b+Ly6Chigh inflammatorischen
Makrophagen im Vergleich zum Wildtyp (WT). Zudem exprimiert der gréfite Anteil dieser Zellen den
CCL2 (C-C motiv ligand 2) Rezeptor CCR2. In den kontralateralen Nieren (KN) lassen sich keine
Unterschiede in der niedrigen Zahl inflammatorischer Makrophagen zwischen den Genotypen
nachweisen. Die Nierenarterie wurde einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren
Mittelwerte + SEM, n = 5 bis 9 Mause je Gruppe, * p < 0,05.
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Insgesamt legen diese Daten den Schluss nahe, dass 5 Wochen nach Ischamie-
Reperfusionschaden Ackr2-Defizienz bei Fehlen des in Wildtyptieren vermehrt exprimierten
Ackr2 zu persistierend erhohten renalen Konzentrationen proinflammatorischer Chemokine
wie CCL2 fuhrt. Dies kann die Akkumulation von mononuklearen Leukozyten in
postischamische Ackr2-defiziente Nieren verstarken. Zu diesen mononuklearen Leukozyten
gehdren auch CCR2+ inflammatorische Makrophagen, die eine permanent gesteigerte
Entzindung in der postischamischen Niere unterhalten und damit zu einem vermehrten

tubularen Schaden in den Ackr2-defizienten Mausen fuhren.

3.4.4 Expression von M2-Makrophagen-Markern und AusmaR der

renalen Fibrose

Die Entwicklung einer chronischen Nierenerkrankung nach akuter Nierenschadigung ist durch
einen fibrotischen Umbau des interstitiellen Nierengewebes charakterisiert. Dabei kommtes
zu einem Verlust an Nephronen, der begleitet wird durch eine exzessive Akkumulation von
extrazellularer Matrix und fibrogener Zellen (76, 147). Eine anhaltend gesteigerte Entzindung
im Tubulointerstitium der postischadmischen Nieren von Ackr2-defizienten Mausen verstarkt
maoglicherweise diesen fibrotischen Umbau. Dieser ist im Besonderen assoziiert mit der
Akkumulation von alternativ aktivierten Makrophagen des M2-Phanotyps, welche zur
Ablagerung von extrazelluldaren Matrix-Molekulen und dem fibrotischen Remodelling des
Gewebes beitragen (146).

Daher wurde die Expression von verschiedenen M2-Makrophagen-Markern in den
postischamischen Nieren 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden durch quantitativer
PCR gemessen. Hierbei war zwischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mausen in den
kontralateralen Nieren kein Unterschied in der insgesamt niedrigen Expression nachweisbar.
Bei II-10 und Fizz-1 (Resistin-like Molecule alpha 1) zeigte sich in den postischamischen
Nieren bei Ackr2-Defizienz eine nichtsignifikante Tendenz zu einer verstarkten Expression. In
Ackr2-defizienten postischamischen Nieren konnte jedoch im Verlgeich zum Wildtyp eine
deutlich vermehrte renale Expression der M2-Makrophagen-Marker Mannose-Rezeptor 1
(Mrc1), Macrophage Scavenger Receptor 1 (Msr-1) und Arginase1 (Arg1) nachgewiesen
werden (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Renale mRNA-Expression von M2-Makrophagen-Markern 5 Wochen nach
unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist bei Ackr2-Defizienz im Vergleich
zum Wildtyp (WT) die Expression von Mrc1 (Mannose Rezeptor 1), Msr-1 (Macrophage Scavenger
Receptor-1) und Arg1 (Arginase 1) signifikant erhdht. Bei der Expression von 11-10 (Interleukin-10) und
Fizz-1 (Resistin-like Molecule alphal) besteht kein Unterschied in den postischamischen Nieren
zwischen den Genotypen. In den kontralateralen Nieren (KN) lassen sich keine
Expressionsunterschiede zwischen den Genotypen nachweisen. Die Nierenarterie wurde einseitig fur
45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 5 bis 9 Mause je Gruppe, *
p < 0,05.

Als nachstes wurde die renale mMRNA-Expression verschiedener Fibrose-Marker,
extrazellularer Matrix-Molekle und Fibroblasten-Marker durch quantitative PCR untersucht.
In den kontralateralen Nieren konnte bei allen untersuchten Fibrose- und Fibroblasten-
Markern bei niedrigem Expressionsniveau kein Unterschied zwischen Wildtyp- und Ackr2-
defizienten Tieren nachgewiesen werden. In den postischamischen Ackr2-defizienten Nieren
zeigte sich im Vergleich zum Wildtyp dagegen eine signifikant vermehrte Expression des
profibrotische Wachstumsfaktors Connective Tissue Growth Factor (Ctgf). Auch konnte bei
den extrazellularen Matrixmolekilen Fibronektin, Prokollagen 1 und Prokollagen 4 eine
signifikant vermehrte Expression in den postischamischen Nieren der Ackr2-defizienten Tiere
nachgewiesen werden. Zudem lag eine nichtsignifikante Tendenz zu einer vermehrten
Expression des extrazellularen Matrixmolekils Laminin vor (Abbildung 41). Des Weiteren
konnte in den postischamischen Nieren von Ackr2-defizienten Mausen im Vergleich zum
Wildtyp eine signifikant vermehrte mRNA-Expression der Fibroblasten-Marker a-Smooth
Muscle Actin (aSma) und Fibroblast-specific Protein 1 (Fsp1) gezeigt werden (Abbildung 42).
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Abbildung 41: mRNA-Expression von profibrotischen Wachstumsfaktoren und extrazellularen
Matrixmolekiilen und 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist bei Ackr2-Defizienz im Vergleich
zum Wildtyp (WT) die Expressionvon Ctgf (Connective Tissue Growth Factor), Fibronectin, Prokollagen
1 und Prokollagen 4 signifikant erhdht. Bei der Expression von Laminin besteht kein signifikanter
Unterschied in den postischdmischen Nieren zwischen den Genotypen. In den kontralateralen Nieren
(KN) lassen sich keine Unterschiede in der Expression der Fibrosemarker zwischen den Genotypen
nachweisen. Die Nierenarterie wurde einseitig fir 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren
Mittelwerte + SEM, n = 5 bis 9 Mause je Gruppe, * p < 0,05.
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Abbildung 42: Expression von Fibroblasten-Markern 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) ist bei Ackr2-Defizienz im Vergleich
zum Wildtyp (WT) die Expression von aSma (a-Smooth Muscle actin) und Fsp1 (Fibroblast-specific
Protein 1) signifikant erhéht. In den kontralateralen Nieren (KN) lassen sich keine
Expressionsunterschiede zwischen den Genotypen nachweisen. Die Nierenarterie wurde einseitig fur
45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 5 bis 9 Mause je Gruppe, *
p < 0,05.

Um die Fibrose der Nieren 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden histologisch
nachzuweisen  wurden  histologische Schnitte  mit  Masson-Trichrome  und

immunhistochemisch mit Antikdrpern gegen aSMA gefarbt. Die Masson-Trichrome-Farbung
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farbt hierbei die Kollagen-reiche fibrotische extrazellulare Matrix an. Somit ist eine
Quantifizierung des Ausmales der interstitiellen Fibrose mdglich. Die Immunhistologie

ermoglicht die Quantifizierung von aSMA+ Myofibroblasten.

Sowohl in der Masson-Trichrome-Farbung als auch in der Immunhistologie konnte kein
Unterschied in der nur mild ausgepragten Fibrose der kontralateralen Nieren von Wildtyp- und
Ackr2-defizienten Tieren nachgewiesen werden. In der Masson-Trichrome-Farbung zeigte
sich in den postischamischen Nieren bei Ackrs2-Defizienz dagegen eine signifikant verstarkte
Ablagerung von extrazellularer Matrix. Ebenso konnte Ubereinstimmend mit den Ergebnissen
der quantitativen PCR eine vermehrte Akkumulation von aSMA+ Myofibroblasten in den
postischamischen Ackr2-defizienten Nieren im Vergleich zum Wildtyp 5 Wochen nach

Ischamie-Reperfusionsschaden nachgewiesen werden (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Histologischer Nachweis der interstitiellen Matrixdeposition und Akkumulation
von Myofibroblasten 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRI) zeigt sich bei Ackr2-Defizienz in der
Masson-Trichrome-Farbung eine vermehrte Ablagerung von interstitieller Matrix im Vergleich zum
Wildtyp (WT). Zudem weisen die postischamischen Nieren bei Ackr2-Defizienz vermehrt aSMA (a-
Smooth Muscle Actin)+ Myofibroblasten in der Immunhistologie auf. In den kontralateralen Nieren (KN)
kann in der Masson-Trichrome-Farbung in beiden Genotypen keine vermehrte Ablagerung von
interstitieller Matrix und nur wenige aSMA+ Myofibroblasten ohne signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Genotypen nachgewiesen werden. Originalvergréf3erung: x200. Die Nierenarterie wurde
einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 5 bis 9 Mause

je Gruppe, * p < 0,05.
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In der friihen Erholungsphase 5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfsionsschaden hatten
die postischamischen Nieren bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp bereits eine
vermebhrte Infiltration von Leukozyten, insbesondere der Makrophagen aufgewiesen. Ebenso
hatte sich in den Ackr2-defizienten postischamischen Nieren nach 5 Tagen eine gesteigerte
Entzindungsreaktion gezeigt, und auch der M2-Makrophagen-Marker Arginin1 wurde
vermehrt exprimiert. Daher wurde als nachstes untersucht, ob Ackr2-Defizienz auch schon im
subakuten Verlauf 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden eine beginnende Fibrose
verstarkt. Hierfir wurden Fibrose-Marker mittels quantitative PCR gemessen und die Zahl

aSMA+ Myofibroblasten in der Immunhistologie quantifiziert.

Kontralaterale Nieren wiesen ein niedriges Expressionsniveau der untersuchten
Fibrosemarker ohne signifikante Unterschiede zwischen den beiden Genotypen auf. Der
profibrotische Wachstumsfaktor Ctgf wurde bei Ackr2-Defizienz in postischamischen Nieren
tendenziell, jedoch nicht signifikant vermehrt exprimiert. Die mRNA-Expression der
extrazellularen Matrixmolekule Fibronektin, Laminin, Prokollagen 1 und Prokollagen 5 war in
den postischamischen Nieren beider Genotypen jedoch auf einem vergleichbaren Niveau
(Abbildung 44). Des Weiteren zeigte sich immunhistologisch in den postischamischen Nieren
von Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mausen kein Unterschied in der gegenlber den
kontralateralen Nieren gesteigerten Akkumulationvon aSMA+ Myofibroblasten (Abbildung 45)
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Abbildung 44: mRNA-Expression von profibrotischen Wachstumsfaktoren und extrazelluldaren
Matrixmolekiilen 5 Tage nach unilateralem Ischdmie-Reperfusionsschaden

5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden istin den postischdmischenNieren (IRI) Cigf
bei Ackr2-Defizienz tendenziell verstarkt exprimiert, bei den extrazellularen Matrixmolekilen
Fibronectin, Laminin, Prokollagen 1 und Prokollagen 4 ergeben sich keine renalen
Expressionsunterschiede zwischen den Genotypen. Mit Ausnahme von Laminin weisen die
postischamischen Nieren im Vergleich zu den kontralateralen Nieren (KN) eine vermehrte Expression
von profibrotischen Wachstumsfaktoren und extrazellularen Matrixmolekilen auf. Die Nierenarterie
wurde einseitig fir 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SEM, n = 4 bis 8

Mause je Gruppe.
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Abbildung 45: Histologischer Nachweis der Akkumulation von Myofibroblasten 5 Tage nach
unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Tage nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRl) zeigen sich keine Unterschiede in der
gegenuber kontralateralen Nieren (KN) gesteigerten Akkumulation von aSMA (a-Smooth Muscle
Actin)+ Myofibroblasten.. OriginalvergroRerung: x200. Die Nierenarterie wurde einseitig fur 45 Minuten

abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 5 bis 8 Mause je Gruppe.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen im chronischen Verlauf nach 5 Wochen ergab sich 5 Tage
nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden somit trotz bereits vermehrter
Leukozyteninfiltration und gesteigerter Entzindungsreaktion in der postischamischen Niere
kein Anhalt fir einen vermehrten fibrotischen Umbau in Ackr-defizienten Nieren. Diese Daten
korrelieren gut zu dem vorherigen Ergebnis eines bei Ackr2-Defizienz deutlich vermehrten
interstitiellen Volumens 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden war, nicht jedoch m

subakuten Verlauf nach 5 Tagen.

Aus dem Knochenmark stammenden Fibrozyten wurde eine wichtige Rolle in der Entstehung
einer renalen Fibrose zugeschrieben (148, 149). Fibrozyten exprimieren den
proinflammatorischen Chemokin-Rezeptor CCR2 (149). Folglich konnte eine erhohte
Konzentration des Chemokinliganden CCL2 im tubulointerstitiellen Gewebe von Ackr2-
defizienten Tieren die Migration von Fibrozyten in die postischamen Niere unterstitzen.

Um dies zu untersuchen, wurden in renale Einzelzellsuspensionen 5 Wochen nach Ischamie-
Reperfusionsschaden Fibrozyten durch Farbung fir CD45, CD11b und intrazellulares
Kollagen 1 durchflusszytometrisch quantifiziert. Bereits in den kontralateralen Nieren zeigte
sich hierbei bei insgesamt allerdings sehr niedriger Fibrozytenzahl ein signifikanter
Unterschied zwischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mausen, mit vermehrter Fibrozytenzahl
in den Ackr2-defizienten Nieren. In den postischamischen Nieren beider Genotypen lag eine
deutlich gesteigerte Fibrozytenzahl vor. In Ackr2-defizienten Tieren war im Vergleich zum
Wildtyp zudem eine signifikant gréf3ere Population an CD45+ CD11b+ Kollagen 1+ Fibrozyten
nachweisbar (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Renale Akkumulation von Fibrozyten 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden sind in der Durchflusszytometrie in
postischamischen Nieren (IRl) bei Ackr2-Defizienz im Vergleich zum Wildtyp (WT) vermehrt
CD45+CD11+Kollagen 1+ Fibrozyten nachweisbar. Auch nichtischamische kontralaterale Nieren (KN)
weisen in Ackr2-defizienten Mausen bei insgesamt niedriger Fibrozyenzahl vermehrte Fibrozyten auf.
Die Nierenarterie wurde einseitig fir 45 Minuten abgeklemmt. Abgebildet sind reprasentative
Ergebnisse der Durchflusszytometrie nach Gating auf CD45+ renale Zellen. Der prozentuale Anteil der
Fibrozyten an den Gesamtnierenzellen ist oberen rechten Quudranten angegeben. Die Daten

reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 5 bis 9 Mause je Gruppe, * p < 0,05, ** p < 0,01.

Zusammengefasst konnte somit gezeigt werden, dass 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden eine Ackr2-Defizienz zu einem grof3eren tubuldren Schaden mit einer
anhaltend erhdhten Akkumulation von intrarenalen Leukozyten fuhrt. Des Weiteren war bei
Ackr2-Defizienz in den postischamischen Nieren eine verstarkte Entzindungsreaktion
nachweisbar. Zusatzlich lag in Ackr2-defizienten postischamischen Nieren eine deutlich
vermehrte Fibrose des Nierengewebes vor, was charakteristisch ist fur die Entwicklung einer

chronische Nierenerkrankung nach akuter Nierenschadigung ist.
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3.4.5 CCL2-Konzentrationen und Leukozytenzahlen im peripheren
Blut

Um mogliche systemische Effekte der Ackr2-Defizienz zu untersuchen, wurde die
Konzentration des proinflammatorischen Chemokins CCL2 im Serum 5 Wochen nach
Ischamie-Reperfusionsschaden gemessen. Hierbei zeigte sich eine signifikant erhohte
Konzentration von CCL2 im Blut der Ackr2-defizienten Mause im Vergleich zum Wildtyp
(Abbildung 47).
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Abbildung 47: Chemokinkonzentration von CCL2 im Serum 5 Wochen nach unilateralem
Ischamie-Reperfusionsschaden

5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden (IRl) ist die Konzentration von CCL2 (C-
C motiv ligand 2) im Serum bei Ackr2-defizienten Tieren signifikant erhdht. Die Nierenarterie wurde
einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n = 9 Méause je

Gruppe, *™ p < 0,01.

Des Weiteren wurde die Anzahl der Leukozyten und deren Subpopulationen im Blut, Milz und
Knochenmark 5  Wochen  nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Differenzierung der einzelnen Zellen erfolgte aufgrund
ihrer Eigenschaften im Forward-Scatter und Side-Scatter, sowie durch Anfarbung spezifischer

Oberflachenmarker.

Im Blut zeigte sich bei Ackr2-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp eine tendenzielle,
nichtsignifikant vermehrte Leukozytenzahl. Die neutrophilen Granulozyten, dendritische
Zellen und F4/80+ Monozyten waren bei Ackr2-Defizienz signifikant erhoht. Insbesondere

waren auch signifikant vermehrt inflammatorische CD11b+Ly6C"9" Monozyten im Blut der
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Ackr2-defizienten Tiere nachweisbar. Ein Grofiteil dieser inflammatorischen Monozyten war
zudem positiv fur den Chemokinrezeptor CCR2 (Abbildung 48A). In der Milz konnte kein
Unterschied beziiglich der Leukozytenzahl und deren Subpopulationen zwischen Wildtyp- und
Ackr2-defizienten Tieren nachgewiesen werden (Abbildung 48B). Im Knochenmark lag bei
Ackr2-Defizienz ein nichtsignifikanter Trend zu einer niedrigeren Gesamtleukozytenzahl,
neutrophilen  Granulozyten, dendritischen Zellen und F4/80+ Monozyten vor. Die
inflammatorischen CD11b+Ly6CM" Monozyten, die wiederum grofdtenteils CCR2
exprimierten, waren im Knochenmark von Ackr2-defizienten Tieren dagegen signifikant
vermindert (Abbildung 48C).

Diese Ergebnisse sind mit einer bei Ackr2-Defizienz verstarkten Mobilisierung von
Leukozyten, insbesondere CCR2+ Monozyten aus dem Knochenmark in das periphere Blut
vereinbar. Maoglicherweise wird dies durch die systemisch erhohte Konzentration des
entsprechenden Chemokinliganden CCL2 im Blut vermittelt (31, 150, 151). Folglich kdnnte
die erhdhte Anzahl an im Blut zirkulierenden inflammatorischen Monozyten und anderer
Leukozytenpopulationen zu ihrer gesteigerten renalen Akkumulation und zur verstarkten

Entziindungsreaktion in den Ackr2-defizienten postischamischen Nieren beitragen.
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Abbildung 48: Leukozytenzahlen in Blut, Milz und Knochenmark 5 Wochen nach unilateralem
Ischamie-Reperfusionsschaden

A: 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden sind im Blut bei Ackr2-defizienten
Tieren im Vergleich zum Wildtyp (WT) vermehrt CD11b+Ly6G+ neutrophile Granulozyten,
CD11b+CD11c+ dendritische Zellen, CD11b+F4/80+ Monozyten sowie CD11b+Ly6Chish
inflammatorische Monozyten durchflusszytometrisch nachweisbar. Ein GroRteil der CD11b+Ly6Chigh
inflammatorischen Monozyten sind zudem positiv firden Chemokinrezeptor CCR2 (C-C motiv receptor
2). B: In der Milz zeigt sich kein Unterschied in den Leukozytenzahlen zwischen den beiden Genotypen.
C: Im Knochenmark sind bei Ackr2-Defizienz weniger CD11b+Ly6Chih inflammatorische Monozyten
als im Wildtyp nachweisbar, diese Zellen sind ebenso tberwiegend positiv fir CCR2. Die Nierenarterie
wurde einseitig fur 45 Minuten abgeklemmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £+ SEM, n =5 Mause

je Gruppe, * p < 0,05, ** p < 0,01.
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4 Diskussion

Die akute Nierenschadigung ist ein bedeutender Risikofaktor fur die Entwicklung einer
chronischen Nierenerkrankung (152). Beim Voranschreiten einer akuten zu einer chronischen
Nierenschadigung kommt es zu einem Verlust des Tubuluseptihels, der durch unzureichende
Reparaturvorgange und einem fibrotischen Umbau des Nierengewebes hervorgerufen wird.
Neben dem Ausmal des initialen Schadens beeinflussen die darauffolgende Immunantwort
und die lokale Entzindzungsreaktion entscheidend den Verlauf nach einer akuten

Nierenschadigung (153).

Der Ischamie-Reperfusionsschaden ist eine wichtige Ursache der akuten Nierenschadigung
beim Menschen. Hierbei vermitteln die durch das hypoxisch geschadigte Tubulusepithel
exprimierten DAMPS sowie proinflammatrische Zytokine und Chemokine die Infiltration von
Leukozyten in die geschadigte Niere. Diese unterhalten eine Entzindungsreaktion und

verursachen eine weitere Schadigung des Tubulusepithels (16, 153, 154).

Falls die Entzindung in der Niere nicht rasch begrenzt wird, fihrt sie zur Aktivierung und
Akkumulation von fibrogenen Zellen wie Phagozyten, Fibroblasten und Myofibroblasten im
renalen Tubulointerstitum (16, 76, 147). Die Uberschiellende Produktion von extrazellularer
Matrix durch diese Zellen verursacht schlief3lich den fibrotischen Umbau des Nierengewebes.
Durch die extrazellulare Matrixakkumulation werden nicht nur irreversibel geschadigte
Nephrone ersetzt, sondern auch der Schaden an den verbleibenden Nephronen durch
Kompromittierung des kapillaren Blutflusses und der Diffusion von Sauerstoff und Narstoffen

verstarkt.

Um eine anhaltende tubulare Schadigung und fortschreitende Fibrosierung der Niere zu
verhindern, ist somit die Begrenzung der renalen Entzindung nach Ischamie-
Reperfusionsschaden entscheidend. Dadurch kann ein Voranschreiten einer akuten
Nierenschadigung zu einer chronischen Nierenerkankung mit irreversiblen Funktionsverlust
verhindert werden (153).

ACKR2, vormals D6 genannt, ist ein Chemokin-,Scavenger, welcher zur Unterfamilie der
atypischen Chemokinrezeproten gehdrt. ACKR2 kann proinflammatorische Chemokine
insbesondere der CC-Subgruppe binden, internalisieren und anschlieRend intrazellular
abbauen (155). Durch den Abbau von proinflammatorischen Chemokinen im Gewebe spielt
ACKR2 nicht nur eine Schlusselrolle in der Begrenzung einer lokalen
Leukozytenakkumulation und Entzindung, sondern auch in der Rulckbildung von
systemischen inflammatorischen Prozessen sowie in der Regulation von adaptiven

Immunantworten (155, 156). ACKR2 wird von vielen parenchymatdsen Organen (Haut, Darm,
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Lunge, Plazenta) exprimiert, hierbei hauptsachlich auf lymphatischen Endothelzellen (110,
111, 124).

In Tierversuchen mit Ackr2-defizienten Mausen konnte bereits gezeigt werden, dass ACKR2
die Immunantwort und den Parenchymschaden in einigen Krankheitsmodellen wie
Myokardinfarkt, Infektion mit Mycobakterium tuberculosis, toxischer Leberschadigung sowie
Hautentziindungen begrenzt (135, 136, 138, 139).

Des Weiteren fuhrt eine Ackr2-Defizienz an lymphatischen Kapillaren zu einer lokalen
Anreicherung von inflammatorischen Chemokinen, die eine uberschiel3ende peri- und
intralymphatische Akkumulation voninflammatorischen Leukozyten nach sich zieht. Hierdurch
wird der Lymphfluss reduziert und der Eintritt aktivierter dendritischen Zellen in die
Lymphgefalde und ihre Migration in regionale Lymphknoten erschwert (157, 158). Die
verminderte Lymphdrainage von inflammatorischen Leukozyten, Chemokinen und Zytokinen
kdnnte somit zur Uberschieflenden Entziindungsreaktion in Ackr2-defizienten Geweben
beitragen. Zudem erklart die verminderte Migration Antigen-prasentierender dendritischer
Zellen in regionale Lymphknoten das in einigen Krankheitsmodellen beobachtete reduziertes
Priming von T-Zellen mit nachfolgend verminderter systemischer (Auto-) Immunreaktivitat
(133, 142).

Durch die Begrenzung der Entzindungsreaktion konnte ACKR2 die Entwicklung einer
chronischen  Nierenerkrankung nach akuter Nierenschadigung verhindern. Die
Arbeitshypothese der vorliegenden Untersuchungen war somit, dass ACKR2 durch
vermehrten Abbau proinflammatorischer Chemokine die renale Entzindung und den
fibrotischen Umbau der Niere nach akutem Ischamie-Reperfursionsschaden begrenzt. Hierfir
wurden Wildtyp- und Ackr2-defiziente Mause einem renalen Ischamie-Reperfusionsschaden
unterzogen und anschlie®end der Verlauf untersucht. Im Folgenden werden die gewonnenen

Ergebnisse in Zusammenschau mit dem aktuellen Wissensstand diskutiert.
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4.1 Einfluss von ACKR2 auf den Verlauf des renalen

Ischamie-Reperfusionsschadens

4.1.1 Mogliche pathophysiologische Beeinflussung des renalen

Ischamie-Reperfusionsschadens durch ACKR2

In Wildtyp-Mausen wurde nach Ischamie-Reperfusionsschaden in den postischamischen
Nieren im Vergleich zu gesunden Kontrollnieren Ackr2-mRNA signifikant vermehrt exprimiert.
Zudem konnte mittels In situ-Hypridisierung die renale mRNA-Expression von Ackr2 auf
Endothelzellen des Tubulointerstitiums lokalisiert werden, die in vorangegangenen Arbeiten
durch Kofarbung als LYVE-1-positive lymphatische Endothelzellen identifiziert worden waren.
Zuruckliegende in vitro-Untersuchungen haben auch gezeigt, dass aus Ackr2-defizienten
Mausen isolierte tubulointerstitielle Zellen nach inflammatorischer Stimulation mit TNF-a. im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen vermehrt das proinflammatorische Chemokin CCL2 bilden. Nach
Stimulation isolierter Glomeruli zeigte sich dagegen keine unterschiedliche CCL2-Produktion
(144).

Diese Daten sind mit der selektiven Expression von ACKR2 auf lymphatischen Endothelzellen
des Tubulointersitiums, andererseits durch die verminderte Fahigkeit von Ackr2-defizientem
Geweben lokal Chemokine abzubauen (124) vereinbar. Von TNF-a ist bekannt, dass es
wesentlich zur Pathogenese des Ischamie-Reperfusionsschadens beitragt (159-161). Des
Weiteren ist bekannt, dass das Tubulointersitium im Vergleich zu den Glomeruli besonders
anfallig fur den initialen hypoxisch-ischamischenen Zellschaden nach Ischamie-
Reperfusionsschaden ist (46). Durch seine Lokalisation und Funktion kdnnte ACKR2 damit
besonderts geeignet sein, die tubulointerstitielle Entziindung und Schadigung nach renalem
Ischamie-Reperfusionssschaden zu begrenzen und ein Fortschreiten zur chronischen

Nierenerkrankung zu verhindern.

4.1.2 Erhohte CCL-Chemokinkonzentrationen bei Ackr2-Defizienz

In vivo war die Konzentration der proinflammatorischen Chemokine CCL2, CCL5 und CXCL10
in den postischamischen Nieren von Ackr2-defizienten Tieren 5 Tage und 5 Wochen nach
Ischamie-Reperfusionsschaden erhéht. 24 Stunden nach Ischamie-Reperfusionsschaden
zeigte sich dies jedoch noch nicht. Diese Ergebnisse sprechen fur eine wichtige Rolle von
ACKR2 beim Abbau von proinflammatorischen Chemokinen bei langer anhaltender
entziindlicher renaler Gewebeschadigung. Eine entsprechende Funktion von ACKR2 konnte

zurtickliegend auch in anderen Organen und Krankheitsmodellen nachgewiesen werden. So
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waren in Ackr2-defizienten Tieren nach akutem Herzinfarkt und entzindlichen Haut- und
Atemwegserkrankungen die Konzentration von CCL-Chemokinen in den entsprechenden
Organen ebenfalls stark erhoht (132, 137, 139).

Zuruckliegend waren die proinflammatorischen CC-Chemokine als Liganden fur ACKR2
identifiziert worden. Erst vor kurzem wurde beschrieben, dass ACKR2 auch das CXCL-
Chemokin CXCL10 binden und seine extrazellulare Verfugbarkeit reduzieren kann (113, 114).
Hiermit vereinbar konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nur eine erhdhte renale
Konzentration der CC-Chemokine CCL2 und CCL5, sondern auch von CXCL10 in Ackr2-
defizienten postischamischen Nieren 5 Tage und 5 Wochen nach Ischamie-
Reperfusionsschaden nachgewiesen werden. Interessanterweise konnten Bideak et al. im
Immunkomplex-Glomerulonephritis-Modell der autologen nephrotoxischen Serumnephitis
ebenfalls erhohte renale Konzentrationen der CCL-Chemokine CCL2 und CCL5, aber auch
von CXCL10 bei Ackr2-Defizienz nachweisen (144).

Lokale Chemokinkonzentrationen kdnnten in den Ackr2-defizienten postischamischen Nieren
zusatzlich auch indirekt erhoht sein, durch die bei fehlendem ACKR2-vermittelten
Chemokinabbau generell gesteigerten Entziindungsreaktion mit vermehrt Chemokin-
abhangig infiltrierenden Leukozyten, die ihrerseits verstarkt Zytokine und Chemokine
sezernieren (98-100). Allerdings zeigen die vorangegangenen in vitro-Untersuchungen der
Arbeitsgruppe an isoliertem tubulointerstitiellem Gewebe, dass unabhangig von einer lokalen
Chemokinproduktion durch vermehrt akkumulierende Leukozyten in vivo in TNF-a
stimuliertem Tubulointerstitium bei Ackr2-Defizienz eine erhdhte Chemokinkonzentration im
Uberstand vorlag, vereinbar mit einem verminderten ACKR2-vermittelten Chemokinabbau
(144). Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass ACKR2 im Tubulointersitium effektiv lokale
Chemokinkonzentrationen im subakuten und chronischem Verlauf nach renalem Ischamie-

Reperfusionsschaden regulieren und begrenzen kann.

4.1.3 Vermehrte renale Leukozytenakkumulation bei Ackr2-

Defizienz

Des Weiteren waren in Ackr2-defizienten Mausen nach Ischamie-Reperfusionsschaden
vermehrt mononukleare Phagozyten in den postischamischen Nieren durchflusszytometrisch
nachweisbar. Die verstarkte Akkumulation mononukledrer Phagozyten war am
ausgepragtesten 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden, wenn gleich
einige Subpopulationen der mononuklearen Phagozyten bereits 24h nach bilateralem
Ischamie-Reperfusionsschaden erhéht nachzuweisen war. Andere Autoren fanden ebenfalls

eine erhdhte Zahl an mononukledren Phagozyten nach Herzinfarkt, entztindlichen Haut- und
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Atemwegserkankungen sowie nach Infektion mit Mycobacterium tuberculosis im Gewebe
Ackr2-defizienter Mause im Vergleich zum Wildtyp (132, 137-139).

Zudem waren 5 Wochen nach unilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden die CD4* T-
Lymphozyten erhdht. Zumindest von CD4* Th2-Helferzellen ist bekannt, dass sie stark den
Chemokinrezeptor CCR4 exprimieren und somit von den Chemokinen CCL17 und CCL22
rekrutiert werden (162, 163). In vitro konnte bereits nachgewiesen werden, dass ACKR2 die
Chemokine CCL17 und CCL22 abbauen kann (113). Zudem war Ccl22 war auf mRNA-Ebene
5 Tage und 5 Wochen nach renalem Ischamie-Reperfuisionsschaden in den Ackr2-defizienten
postischamischen Nieren vermehrt induziert. Die vorliegenden Befunde kdnnen des Weiteren
durch den Chemokinrezeptor CCRS erklart werden, der sowohl Makrophagen als auch CD4*
Th1-Helferzellen rekrutieren und aktivieren kann und zudem eine Rolle in der Migration von
dendritischen Zellen spielt (164, 165). Liganden von CCR5 sind unter anderem die Chemokine
CCL2 und CCL5 (138), welche beide 5 Tage und 5 Wochen nach renalem Ischamie-
Reperfusionsschaden in den postischamischen Nieren der Ackr2-defizienten Tieren in
hoherer Konzentration vorlagen.

Interessanterweise waren im subakuten Modell 5 Tage nach unilateralem Ischamie-
Reperfusionsschaden auch die neutrophilen Granulozyten in den Ackr2-defizienten
postischamischen Nieren signifikant vermehrt, obwohl CCL-Chemokine in der Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten normalerweise keine dominierende Rolle spielen (79). Zudem
konnte in einem entzindlichen Modell der Haut nach Injektion von Phorbolester kein
wesentlicher Unterschied in der Infiltration von neutrophilen Granulozyten zwischen Wildtyp-
und Ackr2-defizienten Mausen nachgewiesen werden (132). Die vermehrte renale
Akkumulation neutrophiler Granulozyten kdnnte einerseits indirekt durch die verstarkte renale
Entzidungsreaktion bei Ackr2-Defizienz verursacht sein. Eine weitere mogliche Erklarung fur
diesen Befunde ist, dass uUber die gesteigerte Entzindungsreaktion NF-kB-vermittelt die
Expression des Chemokinrezeptors CCR2 auf neutrophilen Granulozyten induziert werden
kann und somit neutrophile Granulozyten unter anderem durch das Chemokin CCL2 rekrutiert

werden. Dies konnte in einem Sepsis-Tiermodell bereits nachgewiesen werden (166).

In der Immunhistologie bestatigten sich die Ergebnisse der Durchflusszytometrie. Die
Immunhistologie zeigte des Weiteren, dass sich die gesteigerte Akkumulatoin der intrarenalen
Leukozyten hauptsachlich auf die kortikomedullare Ubergangsregion konzentrierte, die nach
Ischamie-Reperfusiongeschehen besonders geschadigt wird. Dies konnte vor allem fir die

mononuklearen Phagozyten bereits nachgewiesen werden (167, 168).

Zusammengefasst zeigte sich somit Ubereinstimmend mit vorangegangenen Untersuchungen
in anderen Krankheitsmodellen (132, 137, 139), dass das Unvermdgen von Ackr2-defizienten
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Mausen, lokale Chemokingradienten nach Ischamie-Reperfusionsschaden abzubauen zu
einer vermehrten Akkumulation von Leukozyten in den postischamischen Nieren fihrt.

4.1.4 Erhohter struktureller Schaden bei Ackr2-Defizienz

Obwohl bereits 24 Stunden nach bilateralem Ischamie-Reperfusionsschaden einige
Subpopulationen der mononukledren Phagozyten in Ackr2-defizienten postischamischen
Nieren erhoht waren, hatte dies keinen akuten Einfluss auf die Nierenfunktion, gemessen
anhand der Retentionsparameter. Beide Genotypen wiesen eine vergleichbare Auspragung

der Niereninsuffizienz auf.

Um das Ausmald des tubularen Schadens zu bestimmen, wurde histologisch in der PAS-
Farbung die Atrophie des Tubulusepithels, die Zahl intraluminaler Zylinder, Denudation der
Tubuli und eine Abflachung der Tubuluszellen untersucht und semiquantiativ ausgewertet.
Hierbei war der tubulare Schaden 24 Stunden und 5 Tage nach Ischamie-
Reperfusionsschaden zwischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren vergleichbar. Im
chronischen Verlauf 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden wiesen die
postischamischen Ackr2-defizienten Nieren jedoch einen deutlich erhdhten tubularen
Schaden auf. Entsprechend konnte 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionschaden zwischen
Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren ein vergleichbarer Rickgang an mit Lotus
tetragonolobus Lektin-angefarbten proximalen Tubulusepithelzellen nachgewiesen werden.
Nach 5 Wochen wiesen die postischamen Nieren von Ackr2-defizienten Tieren im Verlgeich
zum Wildtyp jedoch einen signifikant starkeren Verlust an proximalen Tubulusepithelzellen

auf.

Analog zur Infiltration der Leukozyten konzentrierte sich der tubuldre Schaden vor allem auf
die kortikomedullare Ubergangsregion. Dies passt zu der Erkenntnis, dass die Schadigung
nach Ischamie-Reperfusionsschaden am ausgepragtesten das S3-Segment des proximalen
Tubulus betrifft, das in der kortikomedullaren Ubergangsregion liegt (46). Ursachlich hierfr ist
einerseits der verhaltnismaRig erhdhte Sauerstoffbedarf des proximalen Tubulus durch die
dort vermehrtexprimierte Na*K*-ATPase (25), andererseits die Unfahigkeit der Pars recta des
proximalen Tubulus zur anaeroben Glykolyse (26). Zudem sind die Pars recta des proximalen
Tubulus und die dicke aufsteigende Schleife des distalem Tubulus im auferen Nierenmark
bereits unter physiologischen Bedingungen durch Sauerstoffdiffusion Uber die im

Gegenstromprinzip durchflossenen peritubularen Kapillaren grenzwertig hypoxisch (24).

Die Expression der renalen Schadensmarker KIM-1, NGAL und TIMP2 Kkorrelierten
weitgehend mit den Ergebnissen der Histologie. So konnte 24 Stunden nach Ischamie-

Reperfusionsschaden keine unterschiedliche Expression zwischen den Genotypen
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festgestellt werden, wahrend sich nach 5 Wochen ein deutlicher Anstieg der renalen
Schadensmarker in Ackr2-defizientem postischamischem Nierengewebe nachweisbar war. 5
Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden lag im Gegensatz zur vergleichbaren
histologischen  Schadigung jedoch bereits ein Expressionsanstieg der renalen
Schadensmarker bei Ackr2-Defizienz vor. Sie scheinen daher sensitiver als die histologische
Auswertung einen verstarkten tubuldren Schaden der Ackr2-defizienten Tiere im subakuten
Verlauf nach Ischamie-Reperfusionsschaden anzuzeigen. lhre Erhéhung korrelierte mit der
gesteigerten Infiltration von mononukledren Phagozyten und Granulozyten am Tag 5 nach

ischamischer Nierenschadigung.

Dagegen ist 24 Stunden nach Ischamie-Reperfusionsschaden offensichtlich die vermehrte
Akkumulation nur weniger mononuklearer Phagozyten-Subpopulationen bei Ackr2-Defizienz
nicht ausreichend, um einen vermehrten funktionellen und strukturellen Schaden in den
postischamischen Nieren auszulésen. Dies ist wenig Uberraschend, da Uber die Halfte der
nachweisbaren Leukozyten nach 24 Stunden neutrophile Granulozyten waren, die als fruhe
Effektorzellen die tubuldare Schadigung vermitteln, jedoch bei Ackr2-Defizienz zu diesem
Zeitpunkt nicht vermehrt in den postischamischen Nieren akkumulierten. Die von ACKR2
degradierten CCL-Chemokine scheinen somit in der Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten zumindest in der Fruhphase nach ischamischer Schadigung eine
untergeordnete Rolle zu spielen (79, 132).

Ubereinstimmend mit der verstirkten strukturellen Schéadigung in Ackr2-defizienten
postischamischen Nieren 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden konnte bereits in
einer Vielzahl anderer Krankheitsmodelle ein vermehrter Organschaden bei Ackr2-Defizienz
demonstriert werden, der mit erhdhten Chemokin- und Leukozytenkonzentrationen in den
betreffenden Organen einherging. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Ackr2-
defiziente Mause nach Herzinfarkt ein groReres Infarktareal, ein verminderte Ejektionsfraktion
des linken Ventrikels und letztendlich geringere Uberlebensraten aufwiesen (139). Ebenso
konnten nach Infektion mit Mykobacterium tuberculosis vermehrt diffuse Leberzellnekrosen
und eine starkere Transaminasenerhdhung nachgewiesen werden (138). Ackr2-defiziente
Tiere entwickelten nach Injektion von Phorbolester in die Haut im Gegensatz zum Wildtyp
deutliche Psoriasis-ahnliche Hautlasionen (132). Auchtraten in Ackr2-defizienten Tieren nach
subkutaner Injektion von komplettem Freud schem Adjuvans (CFA) im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren vermehrt Granulom-ahnliche Lasionen mit Nekrosen und eine ausgepragtere

Neovaskularisation auf (135).

Zusammengefasst fuhrt Ackr2-Defizienznach renalem Ischamie-Reperfusionsschaden in den
postischamischen Nieren nicht nur zu erhdhten lokalen Chemokinkonzentrationen und einer

vermehrten Akkumulation von Uberwiegend mononukleadren Phagozyten, sondern ist auch mit
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einem starkeren strukturellen Schaden in der kortikomedullaren Ubergangsregion im

subakuten und vor allem chronischen Verlauf assoziiert.

4.1.5 Inflammation und Rekrutierung von CD11b+ Ly6Chigh

inflammatorischen Makrophagen bei Ackr2-Defizienz

Die vermehrten Leukozyteninfiltrate und der verstarkte tubulare Schaden in den Nieren von
Ackr2-defizienten Tieren gingen 5 Tage, aber insbesondere 5 Wochen nach Ischamie-
Reperfusionsschaden mit einer verstarkten intrarenalen Entzindungsreaktion einher. So
waren in den postischamischen Nieren die Expression der proinflammatorischen Chemokine
Ccl2, Ccl5, Ccl22 und Cxcl10 auf mRNA-Ebene bei Ackr2-Defizienz erhoht. Von diesen
Chemokinen ist bekannt, dass sie von aktivierten proinflammatorischen Makrophagen
exprimiert werden (146). Des Weiteren war die mRNA-Expression von M1-Makrophagen-
Markern wie Tnf-a und iNos 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden bei Ackr2-
Defizienz erhoht. Diese werden von aktivierten proinflammatorischen mononuklearen
Phagozyten exprimiert. Die anhaltende, deutlich verstarkte Entzindungsreaktion und die
vermehrten Leukozyteninfiltrate verhindern bei Ackr2-Defizienz somit moglicherweise eine
suffiziente Regeneration des Tubuluseptihels der postischamischen Nieren im chronischen

Verlauf.

Des Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass die Infiltration von CD11b+ Ly6Chish
inflammatorischen Makrophagen in die postischamischen Nieren von CCL2 vermittelt wird
und von der Interaktion zwischen CCL2 und dem Chemokinrezeptor CCR2 abhangig ist (31).
Tatsachlich war 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden die Anzahl an CCR2
exprimierenden CD11b+ Ly6C"9" Makrophagen in den Nieren von Ackr2-defizienten Mausen

signifikant erhoht.

Somit fuhren die bei Ackr2-Defizienz erhdhten CCL2-Konzentrationen im Tubulointerstitium
der postischamischen Nieren in der Regenerationsphase des Ischamie-
Reperfusionsschadens  madglicherweise zu einer vermehrten Rekrutierung von
proinflammatorischen Makrophagen. Diese Rekrutierung von proinflammatorischen
Makrophagen ist wahrscheinlich von der Interaktion von CCL2 mit CCR2 abhangig und tragt
zu einer anhaltenden inflammatorischen Nierenschadigungn  nach Ischamie-

Reperfusionsschaden bei.

Zusatzlich fuhrte Ackr2-Defizienzauch zu einer erhdhten systemischen Entzindungsreaktion.
So waren die Konzentrationen von CCL2 sowie die Anzahl an neutrophilen Granulozyten und
Monozyten im Blut von Ackr2-defizienten Mausen nach Ischamie-Reperfusionsschaden

erhoht. Die Anzahl zrkulierender CD11b+ Ly6CM" inflammatorischen Monozyten im
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peripheren Blut war ebenfalls erhéht. Korrespondierend hierzu waren im Knochenmark von
Ackr2-defizienten Mausen die Anzahl an inflammatorischen Monozyten nach Ischamie-
Reperfusionsschaden erniedrigt. Der Grofdteil dieser CD11b+ Ly6CM" inflammatorischen

Monozyten im Blut und im Knochenmark war zudem fir CCR2 positiv.

Dies weist auf eine CCR2-abhangige Emigration von Monozyten aus dem Knochenmark hin,
welche durch systemisch erhdohte CCL2-Konzentrationen im Blut der Ackr2-defizienten
Mausen vermittelt werden konnte (31, 150, 151). Erhéhte Konzentrationen von CCL2 im
Serum von Ackr2-defizienten Mausen wurden bereits beschrieben (133, 134). Ebenso
konnten Savino et al. analog zu den hier erhobenen Daten zeigen, dass Ackr2-defiziente
Mause vermehrt Ly6C"s" Monozyten im Blut aufweisen, wahrend sie im Knochenmark
vermindert sind. Zudem konnten hierbei die Autoren durch Experimente mit CCR2-defizienten
Knochenmark-Chimaren nachweisen, dass diese vermehrte Mobilisation von Ly6Chd"
Monozyten CCR2-abhangig erfolgt (133).

Somit konnte die vermehrte CCL2/CCR2-abhangige Mobilisation von inflammatorischen
Monozyten aus dem Knochenmark und ihre gesteigerte Zahl im peripheren Blut der Ackr2-
defizienten Tiere zu ihrer vermehrten renalen Akkumulation und der daraus resultierenden

persistierenden intrarenalen Entzindung nach Ischamie-Reperfusionsschaden beitragen.

4.1.6 Starkere postischamische Fibrosierung bei Ackr2-Defizienz

Im chronischen Verlauf nach renalem Ischamie-Reperfusionsschaden ist ein Rickgang der
renalen Entziindung notwendig, um die anhaltende immunvermittelte Schadigung aufzuhalten
und die Regeneration des geschadigten Tubulusepithels zu ermdglichen (154, 169, 170). Die
Ackr2-Defizienz verursacht jedoch eine anhaltende Entzindung nach Ischamie-
Reperfusionsschaden, welche fiur die progressive Schadigung des Tubulusepithels der
postischamischen Nieren verantwortlich ist. Die Ackr2-Defizienz férdert somit den Ubergang
von einer akuten Nierenschadigung in eine chronische Nierenerkrankung. Die bis Woche 5
anhaltend gesteigerte mRNA-Expression von Ackr2 in den postischamischen Wildtyp-Nieren
weist umgekehrt auf einen mdglichen entziindungsbegrenzenden, nephroprotektiven Effekt
von ACKR2 hin.

Die Entwicklung einer chronischen Nierenerkrankung nach akuter Nierenschadigung ist
histologisch durch einen Verlust an Tubuli sowie einer zunehmenden Fibrosierung des
Interstitiums gekennzeichnet (76, 147). In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Ackr2-Defizienz 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden nicht nur zu einer
vermehrten Infiltration von inflammatorischen mononuklearen Phagozyten und einem

vermehrten Schaden der Tubuli fihrt, sondern auch ein gesteigertes fibrotisches Remodelling
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in den postischamischen Nieren vermittelt. So zeigte sich in den postischamischen Nieren bei
Ackr2-Defizienzein erheblicher Verlust an proximalen Tubuli und eine deutliche Vergroflierung
des Volumens des Interstitiums als histopathologisches Korrelat einer vermehrten
tubulointerstitiellen  Fibrosierung im Vergleich zum Wildtyp. Ebenso konnten in der
Immunhistochemie vermehrt aSMA* Myofibroblasten im Tubulointerstitum von Ackr2-
defizienten Mausen 5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden nachgewiesen werden.

5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden zeigten sich diese Veranderungen nicht.

5 Wochen nach Ischamie-Reperfusionsschaden waren in den postischamischen Nieren von
Ackr2-defizienten Tieren nicht nur die mRNA-Expressoin von M1-, sondern auch von M2-
Makrophagen-Markern erhéht. So zeigte sich bei Ackr2-Defizienz signifikant mehr Mrc1, Msr-
1 und Arginase 1 exprimiert. Renale Phagozyten mit einem M2-Phenotyp vermitteln einerseits
Reperaturvorgdnge des Gewebes, andererseits vermitteln sie die Ablagerung von
extrazellularer Matrix im Tubulointersitium und tragen so zu fibrotischen Umbauvorgangen
des Gewebes bei (146, 171). Passend dazu zeigte sich eine erhdhte mRNA-Expression des
profibrotischen Wachstumsfaktors Ctgf und der extrazellularen MatrixmolekUle Fibronectin,
Prokollagen 1 und Prokollagen 4 in den postischamischen Nieren Ackr2-defizienter Tiere.
Ebenso waren auf mRNA-Ebene die Fibroblasten-Marker aSma und Fsp1 in Ackr2-
defizienten postischamischen Nieren vermehrt exprimiert. Die bei Ackr2-Defizienz verstarkte
Akkumulation aSMA-postiver Myofibroblasten 5 Wochen nach ischamischer Schadigung

zeigte sich auch immunhistologisch.

Dagegen war im subakuten Modell 5 Tage nach Ischamie-Reperfusionsschaden die mRNA-
Expression der untersuchten Fibrosemarker mit Ausnahme einer tendenziell gesteigerten
Expression von Ctgf sowie die Zahl aSMA-positiver Myofibroblasten in den postischamischen
Nieren von Ackr2-defizienten Tieren und Wildtyp vergleichbar. Dies weist darauf hin, dass nur
eine anhaltend gesteigerte Leukozytenakkumulation und Entziindung Uber langere Zeit zu

einer gesteigerten renalen Fibrose bei Ackr2-Defizienz fuhrt.

Zusatzlich tragen aus dem Knochenmark stammende fibrogene Zellen, wie zum Beispiel CD
45+ CD11b+ Kollagen1 Fibrozyten zu fibrotischen Umbauvorgangen nach renalem Ischamie-
Reperfusionsschaden bei (172, 173). Fibrozyten exprimieren den Chemkokinrezeptor CCR2
(149). Im Modell der unilateralen Ureterobstruktion konnte bereits nachgewiesen werden,
dass CCR2 sowohl die Infiltration von Fibrozyten in die Niere, als auch eine gesteigerte
Fibrosierung der Niere vermittelt (149, 174-176). Interessanterweise konnte auch gezeigt
werden, dass im Tiermodell einer IL-10-induzierten Lungenfibrose eine aktivierte
CCL2/CCR2-Achse zu einer M2-Aktivierung der Phagozyten und zu einer Fibrozyten-
Rekrutierung fuhrt (177). Ein verminderter Abbau des CCR2 Ligandens CCL2 in Ackr2-

defizienten postischamischen Nieren kénnte somit zu einer vermehrten renalen Akkumulation
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von Fibrozyten und einer gesteigerten Fibrosierung nach Ischamie-Reperfusionsschaden
beitragen. Tatsachlich war die durchflusszytometrisch bestimmte Zahl der akkumulierenden
Fibrozyten in den postischamischen Nieren von Ackr2-defizienten Mausen 5 Wochen nach

Ischamie-Reperfusionsschaden erhoht.

Die Ackr2-Defizienz fihrt somit nicht nur Uber eine verstarkte und persistierende
Entziindungsreaktion in der Niere zur einer gesteigerten renale Fibrose, sondern tragt
moglicherweise durch eine vermehrte CCL2-abhangige Rekrutierung von Fibrozyten in die
postischamischen Nieren auch direkt zu fibrotischen Umbauvorgangen und damit zur
Entwicklung  einer  chronischen  Nierenerkrankung nach  renalem  Ischamie-

Reperfusionsschaden bei.
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4.2 Effekte der Ackr2-Defizienz nach renalem Ischamie-
Reperfusionsschadens im Vergleich zu weiteren

renalen Erkrankungsmodellen

4.2.1 Unilaterale Ureterobstruktion

Eine mogliche nephroprotektive Wirkung von ACKR2 wurde auch im Modell der obstruktiven
Nephropathie nach unilateraler Ureterobstruktion untersucht. Hierfir wurde den Mausen
einseitig der Ureter ligiert. Die unilaterale Ureterobstruktion stellt ein klassisches Modell zur
Unteruchung einer sich entwickelnden chronischen tubulointerstitiellen Fibrose dar, wie sie fur

chronische Nierenerkrankungen charakteristisch ist (178).

7 und 14 Tage nach unilateraler Ureterobstuktion fand sich in Wildtyp- und Ackr2-defizienten
Mausen ein vergleichbares Ausmal} der tubularen Dilatation und des Tubluluszellschadens,
sowie eine ahnlich hohe Expansion des interstitiellen Volumens. Bis auf wenige
Subpopulationen konnte auch bei der Akkumulation intrarenaler Leukozyten in der
Durchflusszytometrie und in der Immunhistologie kein Unterschied zwischen den Genotypen
festgestellt werden. Die mRNA-Expression des tubularen Schadensmarkers Kim-1 und der
proinflammatorischen Chemokine CCL2 und CCLS5 unterschied sich nicht zwischen Wildtyp-
und Ackr2-defizienten Mausen. Ebenso war auch die renale Akkumulation CD11b+ Ly6Chish
inflammatorischen Monozyten in obstruierte Nieren beider Genotypen vergleichbar. Die renale
Expression von Fibrose-Markern, der Akkumulation von aSMA+ Myofibroblasten und
Flbrozyten war ebenfalls in beiden Genotypen gleich hoch. Trotz einer fehlenden
Beeinflussung der renalen Entziindung und Fibrose im Verlauf der obstuktiven Nephropathie
waren interessanterweise die systemische Chemokinkonzentration von CCL2 im Serum und
die Anzahl an im Blut zirkulierenden CD11b+ Ly6CMd" inflammatorischen Monozyten bei
Ackr2-Defizienz erhoht (179). Im Gegensatz zu der voranschreitenden Fibrose nach renalem
Ischamie-Reperfusionsschaden hatte ACKR2 somit keinen Einfluss auf die Entwicklung einer
chronischen Nierenerkankung nach unilateraler Ureterobstruktion, trotz ahnlicher
systemischer Effekten (179).

Diese Ergebnisse sind Uberraschend, da von dem Modell der unilateralen Ureterobstruktion
bekannt ist, dass im Tubulointerstitium der geschadigten Nieren deutlich CCL2 exprimiert wird
und es folglich analog zum Ischamie-Reperfusionsschaden zur Infiltration von CCR2-positiven
mononuklearen Leukozyten und Fibrozyten kommt (149, 174-176). Ein fehlender ACKR2-
vermittelter Abbau von proinflammatorischen Chemokinen sollte folglich ahnlich wie nach

Ischamie-Reperfusionsschaden zu einer vermehrten renalen Entzindung, einer vermehrten
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Infiltration von Leukozyten und Fibrozyten und letztendlich zu einem gesteigerten fibrotischen
Umbau des Tubulointerstitiums in der obstruierten Niere fihren. Eine mogliche Erklarung fur
das Fehlen enes nephroprotektiven ACKR2-Effekts kdnnte sein, dass in diesem Modell der
Ureter permanent ligiert ist. Die Folge ist ein andauernder, progredienter tubularer Schaden
durch den postrenalen mechanischen Reiz. Dies fihrt zum Fehlen einer
Regeneratoionsphase wie in dem Modell des Ischamie-Reperfusionschadens, in der ACKR2
die andauernde Entzindung begrenzen kann und somit eine Regeneration des

Nierengewebes erlaubt.

4.2.2 Aristolochiasaure-induzierte Nephropathie

In der eigenen Arbeitsgruppe wurde die funktionelle Rolle von ACKR2 in einem weiteren
Modell mit primar tubulointerstitieller Nierenschadigung untersucht, der Aristolochiasaure-
induzierten Nephropathie. Der Aristolochiasdure-induzierte Nierenschaden wird durch eine
akute toxische Schadigung des Tubuluseptihels verursacht. Ahnlich wie nach dem Ischamie-
Reperfusionsschaden folgt auch hier im Anschluss an die akute Nierenschadigung eine
Regenerationsphase. Falls es durch eine persistierende Entziindung des Nierengewebes zu
einer Kompromittierung der tubuldren Reparaturmechanismen kommt, kann sich eine

ausgepragte chronische Nierenerkankung entwickeln (179).

Das Ausmald der funktionellen Nierenschadens, gemessen an den renalen
Retentionsparametern Serumkreatinin und Harnstoff war bis Tag 8 des Modells zwischen
Wildtyp- und Ackr2-defizienten Mausen vergleichbar. Im chronischen Verlauf bis Tag 14 war
jedoch im Verleich zum Wildtyp ein deutlicher Anstieg der Retentionsparameter bei Ackr2-
Defizienz zu verzeichenen. Ebenso war histologisch der tubuldre Schaden bei Ackr2-
defizienten Mausen verstarkt und die Expression der tubuldren Schadensmarker erhoht.
AulRerdem zeigte sich wie schonim chronischen Verlauf nach Ischamie-Reperfusionsschaden
eine vermehrte Infiltration von Leukozyten, insbesondere von Makrophagen in die Ackr2-
defizienten Nieren. Entsprechend waren nicht nur die renale mRNA-Expression der M1-
Makrophagen-Marker und der proinflammatorsichen Chemokine erhéht, sondern auch die
Expression von M2-Makrophagen-Markern. Passend dazu fanden sich auch Anzeichen eines
verstarkten fibrotischen Gewebeumbaus in Ackr2-defizienten Nieren 14 Tage nach Induktion
der Aristolochiasaure-induzierten Nephropathie. So war die Expression renaler Fibrosemarker
und der extrazelluldaren Matrixmolekilen erhoht, histologisch zeigte sich eine vermehrte
Ausdehnung der interstitiellen Matrix und eine vermehrte Akkumulation renaler aSMA+
Myofibroblasten (179).
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Zusammenfassend war der Phanotyp der Aristolochiasaure-induzierten Nephropathie im
chronischen Verlauf dem Phanotyp nach renalem Ischdmie-Reperfusionsschaden sehr
ahnlich. Ackr2-Defizienz flhrte in beiden Modellen zu einem starkeren tubularen Schaden,
der mit gesteigerter renaler Leukozyteninfilration, Entzindungsaktivitat und tubulointerstitieller
Fibrose einherging. Diese Daten unterstutzen die These, dass ACKR2 nach akuter tubularer
Nierenschadigung in der Regenerationsphase eine wichtige Rolle bei der Begrenzung der
renalen Entziindung und des fibrotischen Gewebeumbaus spielt. Damitverhindert ACKR2 die
Entwicklung einer chronischen Nierenerkankung nach einer akuten Nierenschadigung

unterschiedlicher Genese.

4.2.3 Immunkomplex-Glomerulonephritis

Des Weiteren wurde die Rolle von ACKR2 bereits im Verlauf der chronischen autologen
nephrotoxischen Serumnephritis, einem Modell einer Immunkomplex-Glomerulonephritis
charakterisiert (180). Hierfur wurde nach subkutaner Immunisierung der Mause mit Schaf-
Immunglobulinen eine autologe nephrotoxische Nephritis durch einmalige intravendse
Injektion von nephrotoxischem Serum vom Schaf induziert. Die sich in der Folge bildenden
glomerularen Immunkomplex-Ablagerungen fliihren sowohl zu einer humoralen als auch zu
einer zellularen Immunantwort gegen glomerulare Antigene. Hierdurch erfolgt Chemokin-
abhangig die renale Infiltration von Leukozyten, die zur Entwicklung der Glomerulonephritis
wesentlich beitragen. Neben der glomeruldren Entziindung tritt im chronischen Modell auch

eine charakteristische sekundare tubulointerstitielle Entziindung und Fibrose auf (144).

Ahnlich wie im Modell der Aristolochiasdure-induzierten Nephropathie zeigte sich eine
starkere Beeintrachtigung der Nierenfunktion bei Ackr2-Defizienz anhand hoherer
Retentionsparameter und einer ausgepragteren Albuminurie. Des Weiteren war histologisch
bei Ackr2-Defizienzeine vermehrte Glomerulosklerose, ein hdherer Verlust an Podozyten und
analog zum Ischamie-Reperfusionsschaden ein starkerer tubularer Schaden nachweisbar.
Ebenso wiesen Ackr2-defiziente Nieren eine verstarkte Infiltration von CD4+ T-Zellen und
mononuklearen Phagozyten auf. Dies war jedoch nur im Tubulointersitium, nicht im
Glomerulus nachweisbar, was gut mit der auch in diesem Modell nachgewiesenen
tubulointerstitiellen, aber nicht glomerularen Ackr2-Expression und den bereits erwahnten in
vitro-Daten korreliert, die eine hohere CCL2-Produktion in TNFa-stimuliertem Ackr2-
deizientem tubulointerstitiellem, nicht aber glomerularem Gewebe demonstrierten (144).
Ahnlich zu dem hier untersuchten Modell des Ischamie-Reperfusionsschadens wiesen Ackr2-
defiziente Tiere eine verstarkte renale Entzindungsreaktion auf, gemessen anhand einer
héheren mRNA-Expression von proinflammatorischen Zytokinen und proinflammatorischen

Chemokinen. Zudem kam es bei Ackr2-Defizienz zu einem verstarkten fibrotischen
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Gewebeumbau in den nephritischen Nieren. So waren die Expression extrazellularer
Matrixmolekllen sowie die Anzahl an intersititiellen aSMA+ Myofibroblasten und renalen
Fibrozyten in Ackr2-defizienten Tieren erhoht (142). Wie im hier untersuchten subakuten und
chronischen Verlauf nach renalem Ischamie-Reperfusionsschaden konnte in Ackr2-
defizienten Mausen im Vergleich zum Wildtyp ein erhohter renaler Gehalt an
proinflammatorischen Chemokinen nachgewiesen werden, vereinbar mit ihrer reduzierten
Abbaukapazitat bei Ackr2-Defizienz. Entsprechend der tubulointerstitiell lokalisierten Ackr2-
Expression fuhrt dies zu eine verstarkten tubulointerstitiellen Leukozyteninfiltration,
Entzindung und tubularen Gewebeschadung, die wiederum den primar glomeruldren
Schaden der Glomerulonephritis verstarkt, verdeutlicht durch die vermehrte Albuminurie und

Glomerulosklerose (142).

Analog zu der vorliegenden Arbeit wiesen Ackr2-defiziente Tiere mit nephrotoxischer
Serumnephritis ebenfalls systemisch erhdhte Serumkonzentrationen von CCL2 und eine
hohere Zahl Ly6CM" inflammatorischen Monozyten im Blut auf. In beiden Krankheitsmodellen
konnte somit neben der erhdhten renalen Chemokinkonzentration eine vermehrte Chemokin-
vermittelte Mobilisation leukozytarer Effektorzellen aus dem Knochenmark zu ihrer verstarkten

renalen Infiltration beitragen.

Interessanterweise war jedoch trotz des erhohten strukturellen Nierenchadens die regionale
T-Zell Antwort in drainierenden renalen Lymphknoten bei Ackr2-Defizienz deutlich
abgeschwacht. So zeigte sich in den Lymphknoten bei Ackr2-Defizienz eine verminderte
Anzahl an CD69+ T-Lymphozyten und CD80+/CD86+ dendritischen Zellen, trotz
vergleichbare Absolut-Zahlen an T-Lymphozyten und CD11c* dendritischen Zellen (144). Die
lokale, adaptive Immunantwort ist somit bei Ackr2-Defizienz abgeschwacht. Passend hierzu
wurde in Modellen anderer Autoimmunerkrankungen wie der experimentellen Autoimmun-
Enzephalomyelitis, deren Aktivitatabhangig von einer adaptiven zelluldren Immunantwort und
effektiven Antigenprasentation ist, ein protektiver Effekt einer Ackr2-Defizienz mit geringerer
autoimmuner Aktivierung nachgewiesen (142, 143). Die Autoren fuhren dies auf eine
Verlegung der Lymphgefale durch eine udbermafige Ansammlung an Leukozyten am
lymphatischen Endothel zurlick, das bedingt durch das Fehlen der lymphatischen Ackr2-
Expression mit proinflammatorischen Chemokinen Uberladen wird. Hierdurch ist die Migration
der aktivierten Antigen-prasentierenden Zellen in die regionalen Lymphknoten und die
nachfolgende T-Zell-Aktivierung eingeschrankt (157), was auch im Modell der
nephrotoxischen Serumnepritis nachgewiesen werden konnte (144). Allerdings konnte diese
reduzierte adaptive Immunantwort bei der Immunkomplex-Glomerulonephritis die
Uberschieende renale Leukozyteninfiltration und Inflammation im Tubulointerstitium mit

letztendlich verschlechtertem Verlauf nicht begrenzen (144).

126



Effekte der Ackr2-Defizienz nach renalem Ischamie-Reperfusionsschadens im Vergleich zu weiteren
renalen Erkrankungsmodellen

Zusammengefasst zeigen diese Daten der Immunkomplex-Glomerulonephritis, dass ACKR2
hier ahnliche antiinflammatorische und antifibrotische Eigenschaften wie nach renalem
Ischamie-Reperfusionsschaden hat, obwohl die Immunkomplex-Gomerulonephtitis deutlich
abhangiger von der adaptiven Immunantwort ist. Entscheidend hierfur scheint wie nach
Ischamie-Reperfusionsschaden die ACKR2-vermittelte renale Chemokin-Clearance mit
nachfolgend verminderter Infiltration inflammatorischer Leukozyten und Fibrozyten in das

tubulointerstitielle Kompartment zu sein.

4.2.4 Diabetische Nephropathie

Zheng et al. publizierten zurtckliegend Untersuchungen zur funktionellen Rolle von ACKR2
im OVE26-Mausmodell einer diabetischen Nephropathie. Fir die Entwicklung der
diabetischen Nierenschadigung im Glomerulus und Tubulointersititium sind inflammatorische
Prozesse verantworltich, die durch anhaltend erhéhte Glukosekonzentrationen hervorgerufen
werden. So kommt es auch bei der diabetischen Nephropathie zur erhéhten Expression von
proinflammatorischen Chemokinen und zur Infiltration von Leukozyten in die Niere. Hierdurch
kommt es letztendlich zu einer glomeruldaren Matrixexpansion und Sklerose, sowie einer

tubulointersitiellen Fibrose mit zunehmendem Funktionsverlust der Niere (145).

Die Autoren zeigen, dass eine Ackr2-Defizienzin ihrem Modell die Glukosekonzentration im
Blut und damit die den renalen Schaden ausldsende Hypergkykamie nicht beeinflusste.
Ackr2-defiziente Mause im Alter von 2, 4 und 6 Monaten zeigten jedoch Uberraschenderweise
eine deutlich verminderte Albuminurie als Hinweis auf eine geringere glomerulare
Schadigung. Immunhistologisch war zudem die renale Infiltration von CD45+ Leukozyten in
Ackr2-defizienten Mausen reduziert. AuBerdem war die mMRNA-Expression der
proinflammatorischen Chemokine Ccl2 und Ccl5 in den Ackr2-defizienten Nieren verringert.
Passend hierzu konnte in der Histologie eine deutlich geringere renale Fibrosierung bei Ackr2-
Defizienz nachgewiesen werden(145). Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass eine
Ackr2-Defizienz bei der Entwicklung des diabetischen Nierenschadens in dem hier
untersuchten Tiermodell unerwarteter Weise protektiv ist, wahrend sie in den oben
beschriebenen Krankheitsmodellen zu einem verschlechterten Verlauf flhrte oder ihn wie

nach Ureterligatur kaum beeinflusste.

Die Ursachen furdiese gegensatzlichen Befunde sind unklar. Mdglicherweise liegen sie in der
progressiven Natur der diabetischen Nierenschadigung. So flhrt eine andauernde
Schadigung durch die persistierende Hyperglykamie, ahnlich der irreversiblen Ureterligatur im
Modell der unilateralen Ureterobstrution, zu einem andauernden, progredienten renalen

Schaden ohne Regenerationsphase, in der die ACKR2-vermittelte Begrenzung der
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Entziindungsaktivitat eine effizientere Reparatur geschadigten renalen Gewebes erlaubt. Des
Weiteren beeinflusst ACKR2 durch lokale Reduktion von Chemokinkonzentrationen die
Akkumulation von proinflammatorischen, aber auch regulatorischen, immunsupressiven
Leukozytenpopulationen (133). In einigen Krankheitsmodellen kdénnte ACKR2 deren
Chemokin-vermittelte Akkumulation im geschadigten Gewebe begrenzen, so dass Ackr2
Defizienz Entzindungsaktivitdt und Organschadigung in diesem Fall reduziert. Somit
moduliert ACKR2 abhangig von der Erkrankung und dem chronischen Verlauf komplexe

Effekte, die nicht immer zwingend antiinflammatorisch sein mussen.

4.2.5 Lupus-Nephritis

In der eigenen Arbeitsgruppe wurde zudem die funktionelle Rolle von ACKR2 bei der Lupus-
Nephritis in B6.lpr-Mausen charakterisiert. In der Pathogenese der Lupus-Nephritis flhrt die
Ablagerung von Immunkomplexen zu einer Aktivierung des Komplementsystems, welche zu
einer renalen Schadigung und Ausldsung einer Entziindungsreaktion fuhrt. Hierdurch kommt
es zur Infiltration von Leukozyten in die Glomeruli und in das Tubulointerstitium, welche die

renale Schadigung sowie Entziindung weiter verstarken.

In vitro konnte bei Ackr2-Defizienz in isoliertem tubulointerstitiellen Gewebe von B6.lpr-
Mausen nach Stimulation mit TNFa eine erhdhte Konzentration an CCL2 nachgewiesen

werden, wahrend in isolierten Glomeruli kein Unterschied festgestellt werden konnte.

Die Expression von Ackr2 war in den Nieren und Lungen von B6.lpr-Mausen, welche einen
systemischen Lupus erythematodes entwickelten, erhoht. Im Alter von 28 Wochen waren bei
Wildtyp- und Ackr2-defizienten Tieren die Retentionsparameter nicht erhoht. Trotzdem konnte
bei beiden Genotypen in der Histologie eine diffuse proliferative Glomerulonephritis mit
Proliferation von Mesangialzellen und einer glomerularen Hyperzellularitat nachgewiesen
werden. Der glomerulare Schaden, abgeleitet anhand histologischer Aktivitat-und Chronizitat-
Indices der Nephritis, war in Wildtyp- und Ackr2-defizienten BG6.lpr-Mausen jedoch

vergleichbar.

Ackr2-defiziente B6.lpr-Mause wiesen eine erhohte Infiltration von CD3+ T-Zellen sowie B-
Zellen auf, wahrend in der Infiltration von neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen kein Unterschied bestand. Zudem war die Infiltration von den T-Zellen
bei Ackr2-Defizienz Uberwiegend im Tubulointerstitium nachweisbar. Auf3erdem konnte eine
vermehrte Akkumulation von CD3+ T-Zellen in peribronchialem Gewebe bei Ackr2-Defizienz

nachgewiesen werden.

Trotz der vermehrten Infiltration von Lymphozyten bei Ackr2-Defizienz waren die

Konzentrationen von proinflammatorischen Chemokinen und die mRNA-Expression von
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inflammatorischen Mediatoren in der Niere und in der Lunge bei Wildtyp- und Ackr2-Defizienz
vergleichbar. Diese Daten lassen kompensatorische Mechanismen, welche in vivo eine
effektive Clearance von Chemokinen vermitteln, in Ackr2-defizienten B6.lpr-Mausen

vermuten.

Die Konzentration an zirkulierenden Lupus-assoziierten Autoantikdrpern sowie die
glomerulare Ablagerung von Immunglobulinen war zwischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten
B6.lpr-Mausen ebenfalls vergleichbar. Somit zeigte sich bei beiden Genotypen eine

vergleichbare systemische Autoimmunantwort.

In der Milz konnte bei Ackr2-Defizienz eine vermehrte Infiltration und Aktivierung von CD4+
T-Zellen nachgewiesen werden. In den Lymphknoten war die Infiltration von aktivierten
dendritischen Zellen bei Ackr2-Defizienz vermindert, die Infiltration von CD4+ T-Zellen war in
Wildtyp- und Ackr2-defizienten B6.lpr-Mausen dabei jedoch vergleichbar. Im Plasma von
Ackr2-defizienten B6.lpr-Mausen konnten erhohte Konzentrationen an CCL2 nachgewiesen
werden. Diese konnten eine vermehrte Mobilisation von T-Zellen in die Milz und in die
Lymphknoten vermitteln (181).

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass das untersuchte SLE-Modell in B6.lpr-Mausen
bei ausgepragter systemischer Autoimmunitat durch einen relativ milden Verlauf der Lupus-
Nephritis mit geringer entzindlicher Aktivitat und renaler Schadigung charakterisiert ist. Unter
diesen Bedingungen scheint das Fehlen des ACKR2-vermittelten Chemokinabbaus durch
andere Mechanismen kompensiert werden zu kénnen, da es keinen Unterschied im renalen
Chemokingehalt zwischen Wildtyp- und Ackr2-defizienten B6.lpr-Mausen gab. Die festgestelle
Expansion von T-Zellen und tertiarem lymphatischen Gewebe in Nieren und Lunge der Ackr2-
defizienten B6.lpr-Mause scheint dagegen eher durch systemische Effekte (wie in den
anderen Modellen zeigt sich eine erhohte CCL2-Serumkonzentration) und/oder das Fehlen
von leukozytar exprimiertem Arckr2 vermittelt zu sein, ohne dass hierdurch die renale
Schadigung zunimmt. Wie in den anderen untersuchten Nephropathiemodellen zeigte sich
aber auch eine veminderte Zahl aktivierter dendritischer Zellen in den Lymphnoten der Ackr2-
defizienten B6.Ipr-Mause. Bei vergeichbarer Zahl in der Milz ergibt sich jedoch in diesem SLE-
Modell kein Anhalt flir eine reduzierte adaptive Autoimmunaktivitat bei Ackr2-Defizienz
Insgesamt scheint somit ACKR2 bei systemischen Autoimmunerkrankungen wie dem SLE
zumindest bei geringer entzundlicher Aktivitat keine deutliche Organ-protektive Funktion zu

besitzen.
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4.3 Limitationen und Ausblick

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass ACKR2 als endogener
Regulator die intrarenale Konzentration proinflammatorischer Chemokinen begrenzt und
damit den tubuldren Schaden, die persistierende Entzindung sowie fibrotische
Umbauvorgange in der Niere nach Ischamie-Reperfusionsschaden verringern kann. Des
Weiteren fuhrt die ACKR2-vermittelte Kontrolle der lokalen Entzindungsantwort im subakuten
und chronischen Verlauf mdglicherweise zu einer rascheren Reparatur und Wiederherstellung
der funktionellen Integritat des Tubulusepithels nach renaler Ischamie. Somit verhindert
ACKR2 das Risiko, nach einer akuten ischamischen Nierenschadigung eine chronische

Nierenerkrankung zu entwickeln.

ACKR2 wird nicht nur auf lymphatischen Endothelzellen, sondern in geringerem Male auch
auf einigen Subpopulationen der Leukozyten exprimiert, wie zum Beispiel B-Lymphozyten in
der Marginalzone der Milz, dendritische Zellen, einigen T-Zell-Populationen und einigen
spezialisierten Makrophagen (131, 182-184). Somit stellt sich die Frage, ob fir den hier
beobachteten Phanotyp die Expression von ACKR2 auf lymphatischen Endothelzellen oder
auf Leukozyten verantwortlich ist. Um dies zu untersuchen, ware es sinnvoll Knochenmark-
Chimare einem Ischamie-Reperfusionsschaden zu unterziehen, welche selektiv nur eine

leukozytare oder parenchymattse Ackr2-Defizienz aufweisen.

Allerdings konnte in einigen Tiermodellen mit Knochmark-Chimaren bereits gezeigt werden,
dass leukozytar exprimierter ACKR2 fur die Pathogenese der jeweiligen Erkankung keine
entscheidende Rollle spielt (133, 139, 140). AuRerdem ist von den CD11b+ Ly6Chdn
mononuklearen Phagozyten bereits bekannt, dass sie kein ACKR2 exprimieren (133). Somit
ist zumindest fur diese, fur die subakute und chronische Schadigung nach Ischamie-
Reperfusionsschaden mitunter entscheidenden leukozytare Subpopulation naheliegend, dass

ihre Infiltration in die Niere nicht von leukozytar exprimiertem ACKR2 beeinflusst wird.

Der atypische Chemokinrezeptor ACKR2 stellt somit ein interessantes pharmakologisches
Ziel fur neue, innovative Therapiestrategien dar, um der Entwicklung einer chronischen
Nierenerkrankung nach akutem Nierenschaden entgegenzuwirken. Eine praktische
Anwendung konnte zum Beispiel die Herstellung von Chemokin-neutralisierenden ACKR2-
IlgG-Fusionsproteinen sein, ahnlich dem Wirkmechanismus des TNF-Inhibitors Etanercept
(144). Andererseits konnte durch mRNA-stabilisierende Medikamente eine vermehrte
Expression von ACKR2 unter pathophysiologischen Bedinungen induziert werden. Da sich
der Grofiteil von ACKR2-Molekulen in intrazelluldren Vesikeln befindet (185) ware auch eine
pharmakologische Beeinflussung des intrazellularen ACKR2-Transports mit verstarktem

membranstandigem Einbau von ACKR2 nach inflammatorischer Stimulation vorstellbar.
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Durch diese Methoden koénnte eine verstarkte Degradierung von proinflammatorischen
Chemokinen erreicht und eine nachfolgende Entzindungsreaktion und renale

Parenchymschadigung deutlich abgeschwacht werden.
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