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1 Zusammenfassung

Inzidenz und Prdvalenz der chronischen Niereninsuffizienz nehmen weltweit zu. Steigende
Morbiditat und Mortalitat gehen mit geringerer Lebensqualitét einher, was neue Therapien zur
Verlangsamung der Progression einer chronischen Niereninsuffizienz aus gesellschaftlichen,
volkswirtschaftlichen und vor allem medizinischen Grinden erforderlich macht. Chemokine und
Chemokinrezeptoren sind an der Pathogenese chronischer Nierenerkrankungen beteiligt. Sie
regulieren die Rekrutierung von Lymphozyten und Makrophagen und Iésen so eine
Entziindungsreaktion aus. Eingewanderte Leukozyten sezernieren ihrerseits profibrotische und
proinflammatorische Zytokine, die die Entziindungsreaktion aufrecht erhalten, zu
Glomerulosklerose, tubulointerstitieller Fibrose und Tubulusatrophie flihren und so zur
Progression beitragen. Chemokine und Chemokinrezeptoren stellen damit madgliche
Zielmolekile dar, deren therapeutische Blockade die Progression einer chronischen

Niereninsuffizienz verlangsamen kdnnte.

Mit der vorliegenden Studie wurde am Beispiel der diabetischen Nephropathie und der
Nephropathie beim Alport-Syndrom die Rolle des Chemokins macrophage chemoattractant
protein-1 (Mcp-1) bei der Progression der chronischen Niereninsuffizienz untersucht, da es die
damit assoziierte Rekrutierung von Makrophagen in die Niere vermittelt und in Korrelation zum
Erkrankungsstadium verstarkt exprimiert bzw. verstarkt im Urin ausgeschieden wird. Mcp-1-
defiziente diabetische Mause zeigen zudem eine verlangsamte Progression. Eine therapeutische
Blockade von Mcp-1 sollte daher die Infiltration von Makrophagen reduzieren und mit

geringerer Nierenschadigung einhergehen.

Mcp-1 wurde bei uninephrektomierten db/db-Mdusen mit fortgeschrittener diabetischer
Nephropathie und bei Kollagen-IV-as-defizienten Mausen mit autosomal-rezessiver Alport-
Nephropathie mit einem neuartigen Antagonisten, dem Spiegelmer mNOX-E36-3'PEG blockiert.
Spiegelmere sind L-enantiomere Aptamere, die aufgrund ihrer besonderen chemischen
Struktur resistent gegen enzymatischen Abbau sind. Durch Behandlung mit dem Spiegelmer
konnte die Mcp-1-vermittelte Rekrutierung von ex vivo markierten und Spendertieren
injizierten Monozyten in das glomerulare und tubulointerstitielle Kompartiment der Niere
signifikant reduziert werden, was die Wirkung von mNOX-E36-3'PEG in vivo bestatigte und die

Rationale fur die Verwendung des Spiegelmers in der vorliegenden Studie lieferte.

Mannliche uninephrektomierte db/db-Mause erhielten ab einem Alter von 5 Monaten dreimal
wochentlich das Spiegelmer mNOX-E36-3'PEG, das unwirksame Kontrollspiegelmer PoC-PEG
oder 5%-Glukose. Die achtwdchige Behandlung fihrte bei den Spiegelmer-behandelten Tieren
zu einer Reduktion der glomeruldaren Makrophagen um 40 % und der tubulointerstitiellen
Makrophagen um 53 % verglichen mit den Tieren, die das Kontrollspiegelmer PoC-PEG
erhielten. Dies war assoziiert mit einer signifikanten Reduktion glomeruldarer und

tubulointerstitieller Schaden sowie einer Verbesserung der glomeruldren Filtrationsrate (GFR).



10

Daneben konnte die Expression von Mcp-1 und Ccr2 in der Niere signifikant reduziert werden.
Kollagen-defiziente Mause erhielten ab einem Alter von 3 bzw. 6 Wochen dreimal wdchentlich
das Spiegelmer mNOX-E36-3'PEG, das unwirksame Kontrollspiegelmer PoC-PEG oder 5%-
Glukose. Die sechs- bzw. dreiwdchige Behandlung fiihrte bei den Spiegelmer-behandelten
Tieren zu einer Reduktion der glomeruldaren Makrophagen um 50 % und der
tubulointerstitiellen Makrophagen um 30 %. Dies war jedoch weder mit einer Reduktion der
Nierenschadigung oder der Expression von Mcp-1 und Ccr2, noch mit einer Verlangerung des

Uberlebens assoziiert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die spat begonnene therapeutische Blockade
von Mcp-1 durch das Spiegelmer mNOX-E36-3'PEG bei der db/db-Maus einen Schutz vor
Glomerulosklerose bietet, die tubulointerstitielle Schadigung reduziert und die Nierenfunktion
verbessert. Die Therapie mit anti-Mcp-1-Spiegelmeren kénnte demnach das derzeitige
Behandlungsregime der Diabetes-assoziierten chronischen Niereninsuffizienz um einen neuen
Therapieansatz erganzen und so die Progression verlangsamen. Beim Alport-Syndrom konnte
die therapeutische Blockade von Mcp-1 durch das Spiegelmer mNOX-E36-3'PEG nicht vor
Glomerulosklerose schiitzen, die tubulointerstitielle Schadigung nicht reduzieren, die
Nierenfunktion nicht verbessern und das Uberleben nicht verldngern. Ein Einfluss auf die
Progression des Alport-Syndroms konnte nicht nachgewiesen werden. Die Therapie mit anti-
Mcp-1-Spiegelmeren bietet demnach keine zusatzliche Behandlungsoption bei der hereditdren

Alport-Nephropathie.
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2 Einleitung
2.1 Chronische Niereninsuffizienz
2.1.1 Definition und Epidemiologie

Unter chronischer Niereninsuffizienz versteht man den (ber Monate bis Jahre fortschreitenden
Funktionsverlust der Niere bis zum terminalen Nierenversagen aufgrund einer chronischen
Nierenerkrankung, etwa der diabetischen Nephropathie. Die Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative (K/DOQI) der US-amerikanischen National Kidney Foundation definiert die chronische
Niereninsuffizienz als Abnahme der Glomerularen  Filtrationsrate  (GFR) unter
60 ml/min/1,73 m2 Koérperoberflache oder als histopathologisch bzw. laborchemisch gesicherte

Nierenschadigung fir mindestens 3 Monate [112] und teilt sie in flinf Stadien ein (Tabelle 1).

Tabelle 1: Stadien der chronischen Niereninsuffizienz [112].

GFR
(ml/min/1,73 m?2)

Stadium Pravalenz Vorgehen

Nierenschadigung mit Diagnosestellung und Therapie

o)
1 hormaler GFR >0 3,3 % der Grunderkrankung
2 Nierenschadigung ~ mit 60-90 3,0 % Verlangsamung der Progression
gering reduzierter GFR e 9 9 9
3 maBig reduzierte GFR 30-60 4,3 % Behandlung der Komplikationen
4 stark reduzierte GFR 15-30 0,29  Vorbereitung fur die
Nierenersatztherapie
5 Nierenversagen <15 0,1% Nierenersatztherapie

Inzidenz und Pravalenz der chronischen Niereninsuffizienz steigen weltweit stark an und haben
sich in den letzten 10 Jahren annahernd verdoppelt. Allein in den USA gibt es etwa 8 Millionen
Patienten mit chronischer Insuffizienz im Stadium III und IV, was etwa 4,5 % der
Gesamtbevdlkerung entspricht. Etwa 325.000 Patienten mit terminalem Nierenversagen

erhalten eine Nierenersatztherapie [135].

Schon heute ist die haufigste Ursache des terminalen Nierenversagens die diabetische
Nephropathie (Abbildung 1). Die WHO geht fiir das Jahr 2010 allein fir Deutschland von etwa
10 Millionen Diabetikern aus [237], von denen etwa ein Drittel eine diabetische Nephropathie
entwickeln wird [2, 101]. Eine weitere Zunahme chronisch niereninsuffizienter Patienten mit

allen gesellschaftlichen und volkswirtschaftlichen Folgen ist daher anzunehmen.
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Die Etablierung neuer Therapiemdglichkeiten zur Verlangsamung der Progression einer

chronischen Niereninsuffizienz ist daher von wesentlicher Bedeutung.

Unbel:annt Diabetes mellitus Typ 1

Verschiedene &7 3%
4 %
Zystennieren

4 %
Systemerkrankungen Diabetes mellitus Typ 2
4 % 32 %
Alport-Syndrom
1%

Interstitielle Nephritis
8 %

Vaskuldre Nephropathie
23 %

Glomerulonephritis
13 %

Abbildung 1: Ursachen des terminalen Nierenversagens in Deutschland [66].

2.1.2 Diabetes mellitus und Diabetische Nephropathie
2.1.2.1 Diabetes mellitus

Im Jahre 100 n. Chr. beschreibt der griechische Arzt Aretaios von Kappadokien eine ,ratselvolle
Krankheit" mit gesteigertem Harnfluss bei starkem Durstempfinden, die zu raschem Tod der
Erkrankten fihrt. Es handelte sich dabei um die erste detaillierte Beschreibung des Diabetes
mellitus (griech. ,honigsiBer Durchfluss™). Unter Diabetes mellitus versteht man heute
verschiedene chronische Stoffwechselerkrankungen mit einem gemeinsamen
charakteristischen Befund, dem erhdhten Blutzuckerspiegel. Entsprechend der Atiologie teilt

die WHO den Diabetes mellitus in vier Gruppen ein (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Atiologische Klassifikation des Diabetes mellitus (nach [3]).

I Typ 1 Diabetes

I1 Typ 2 Diabetes

III Andere spezifische Diabetes-Typen (A-H, z.B. Erkrankungen des exokrinen Pankreas)

IV Gestationsdiabetes

Der Typ 1 Diabetes manifestiert sich meist im Kindes- und Jugendalter und zeigt eine
progrediente Zerstérung der insulinproduzierenden B-Zellen des endokrinen Pankreas, meist
aufgrund einer Autoimmunreaktion. Durch den resultierenden absoluten Insulinmangel und der
daraus folgenden ketoazidotischen Stoffwechsellage ist die Behandlung mit Insulin flr die
Betroffenen lebensnotwendig. Dem wesentlich hdufigeren Diabetes mellitus Typ 2 liegt
dagegen eine gestérte Insulinsekretion und Insulinresistenz, d.h. eine herabgesetzte
Insulinwirkung, zugrunde. Diese Form des Diabetes entwickelt sich meist aufgrund falscher
Erndhrung und Ubergewicht langsam (iber mehrere Jahre und resultiert in einem relativen
Insulinmangel, der eine Insulintherapie anfangs nicht erfordert. Daneben existieren noch
weitere, sehr seltene Formen des Diabetes mellitus sowie der ausschlieBlich im Rahmen einer

Schwangerschaft auftretende Gestationsdiabetes.

Wird der Diabetes mellitus nur unzureichend behandelt, kommt es im Verlauf von mehreren
Jahren zur progredienten Schadigung der BlutgeféBe. Im Rahmen einer Makroangiopathie
kommt es zur Arteriosklerose gréBerer GefdBe mit zunehmender Stenose und damit
einhergehender ischamischer Schadigung etwa des Herzens, des Gehirns oder der
Beinarterien. Die Folgen sind Herzinfarkt, Schlaganfall und die periphere arterielle
Verschlusskrankheit. Daneben entwickelt sich eine diabetesspezifische Mikroangiopathie. An
der Netzhaut fihrt die Mikroangiopathie zur Bildung von Mikroaneurysmen und zur Neubildung
von anomalen GefaBen, die ihrerseits zu intraretinalen oder intravitrealen Einblutungen sowie
zur Entstehung eines Makuladdems flihren. Durch diese diabetische Retinopathie, die nach
15 Jahren etwa bei 90 % aller Typ 1 Diabetiker und bei 25 % aller Typ 2 Diabetiker auftritt,
droht den Betroffenen die Erblindung. Nach etwa zehnjdhriger Diabetesdauer stellt sich
aufgrund Schadigung der Vasa nervorum bei der Halfte aller Erkrankten eine diabetische
Neuropathie ein. Die Patienten leiden unter Polyneuropathie mit Parasthesien der Beine,
verminderter Thermosensibilitét und reduziertem Schmerzempfinden. Daneben entwickelt sich
eine Neuropathie des autonomen Nervensystems mit verminderter Herzfrequenzvariabilitat,
Motilitétsstorung des Magen-Darm-Trakts oder erektiler Dysfunktion. Infolge einer
zunehmenden Schadigung renaler GeféaBe kommt es auBerdem zur so genannten diabetischen

Nephropathie.
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2.1.2.2 Diabetes-Tiermodelle

Unerlasslich flir die Erforschung von Krankheiten sind geeignete Tiermodelle. Die meisten
Tiermodelle existieren flr die Maus. Die Vorteile der Mausmodelle sind das vollstandig
entschlisselte Genom, die geringen Anschaffungs- und Unterhaltskosten, geringer Platzbedarf

und kurze Reproduktionszyklen.

Mausmodelle flir den Typ-1-Diabetes sind das ,Insulin-2 Akita“-Modell, bei dem durch eine
autosomal-dominante Mutation fehlgefaltetes Insulin entsteht, das selektiv die B-Zellen des
Pankreas zerstort oder das Modell der ,Nonobese Diabetic Mouse (NOD)", bei dem es durch
eine Autoimmunreaktion zur Zerstérung der B-Zellen kommt. Am hdaufigsten findet jedoch das
Modell des Streptozotocin-induzierten Diabetes mellitus Anwendung, bei dem durch
mehrmalige Gabe des pB-Zell-toxischen Streptozotocin eine Zerstdérung der Inselzellen im

Pankreas induziert wird [23].

Fir den Typ-2-Diabetes stehen weitere Mausmodelle zur Verfiigung, etwa das Modell der
hyperinsulinamischen ob/ob-Maus, der New Zealand obese Maus, der Kkay-Maus oder der
hypoinsulinamischen non-obese Maus. Das am meisten verwendete Modell ist die db/db-Maus.
Bei diesem, erstmals 1966 in den Laboratorien von Jackson entwickelten Modell [106] ist eine
Fehlregulation der Leptinsignaltransduktion die Ursache fiir den Diabetes. Das autosomal-
rezessiv vererbte db-Gen stellt eine Punktmutation im Gen fiir den Leptinrezeptor dar. Dadurch
wird das Gen fehlerhaft gespleiBt, wodurch die Signaltransduktion von Leptin im Hypothalamus
gestort wird. Die Mause verspliren kein Sattigungsgefiihl und entwickeln aufgrund der
Hyperphagie ein zunehmendes Ubergewicht mit hohen Leptinspiegeln und
Hyperinsulindmie [199]. Erstmals eingebracht wurde das db-Gen in einen Stamm, der 84 %
der Allele mit dem C57BL/6-Stamm und 16 % der Allele mit dem DBA/2]J-Stamm gemeinsam
hat. Zu Ehren des Entwicklers, Dr. N. Kaliss, nannte man diesen Stamm fortan C57BLKS/J"P"
(C57 black Kaliss Hintergrund). Ab dem 10. Lebenstag entwickeln diese Mause eine
Hyperinsulindmie und nach etwa 4 Wochen lasst sich die Hyperglykamie feststellen. Ab dem 5.-
6. Monat beginnen die Inselzellen schlieBlich zunehmend zu degenerieren. Etwa ab dem
6. Lebensmonat sind Zeichen einer diabetischen Nierenschadigung erkennbar. Die Tiere zeigen
eine zunehmende Tubulusdilatation, Tubulusatrophie, interstitielle Fibrose und
Leukozyteninfiltrate im Tubulointerstitium [27]. Ahnlichkeiten mit der Erkrankung beim
Menschen bestehen in der renalen Hypertrophie, der VergroBerung der Glomeruli, der

Expansion der mesangialen Matrix und der Entwicklung einer Albuminurie [199].
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2.1.2.3 Diabetische Nephropathie

2.1.2.3.1 Epidemiologie

In den letzten Jahrzehnten konnte man einen dramatischen Anstieg der Inzidenz und Pravalenz
des Diabetes mellitus beobachten. Dabei handelt es sich in erster Linie um eine Zunahme des
Typ 2 Diabetes im Rahmen des sogenannten Metabolischen Syndroms. Dieses Syndrom,
bestehend aus Ubergewicht, Dyslipidédmie, Hypertonie und Hyperglykdmie, l&sst sich ursachlich
zurlckfihren auf die veranderten Lebensumstande und —gewohnheiten der letzten Jahrzehnte,
vor allem dem Uberangebot an Nahrungsmitteln bei zunehmendem Mangel an Bewegung durch

Uberwiegend sitzende berufliche Tatigkeit [238].

Schatzungen zufolge leiden in Deutschland etwa 6 % der Gesamtbevélkerung und etwa 20 %
der Uber 80-jahrigen an Typ-2-Diabetes [180]. Weltweit gab es im Jahr 2000 etwa
150 Millionen Diabetiker, fir das Jahr 2010 geht man bereits von etwa 220 Millionen [6] und
flir das Jahr 2025 von 300 Millionen aus [124]. Sowohl Industrienationen als auch Schwellen-
und Entwicklungslander sind gleichermaBen von dieser Entwicklung betroffen. Der Diabetes

mellitus kann daher als weltweite Epidemie angesehen werden [237].

In welchem AusmafB sich diese Entwicklung auf die Gesundheitssysteme der Zukunft auswirken
wird, lasst sich bereits erahnen, wenn man bedenkt, dass die diabetische Nephropathie, die
etwa 25-30 % der Diabetiker im Laufe ihrer Erkrankung entwickeln werden [2, 101], bereits
heute die haufigste Ursache des terminalen Nierenversagens und damit der Dialysepflichtigkeit
darstellt (Abbildung 1) [66].

2.1.2.3.2 Pathologie

Kimmelstiel und Wilson beschrieben zu Beginn des 20. Jahrhunderts erstmals die
pathomorphologischen Veranderungen in der Niere von Diabetikern [123]. Nach etwa 10-
15 Jahren entwickeln 25-30 % der Diabetiker eine diabetische Nephropathie [2, 101] mit
typischen, individuell unterschiedlich stark ausgepragten glomeruldren, tubulointerstitiellen

und vaskularen Schaden.

Durch die bereits in der Friihphase der Erkrankung einsetzende glomerulare Hyperfiltration und
Hyperperfusion kommt es zur Hypertrophie und damit zur GréBenzunahme der
Glomeruli [152]. Glykosylierung und Einlagerung von advanced glycation end products (AGE)
fihren zu einer Verdickung der glomerularen Basalmembran. Im weiteren Verlauf kommt es zu
einer zunehmenden Expansion des Mesangiums mit teils diffuser, teils knotiger Ablagerung von
extrazellularer Matrix. Das Vollbild der glomerularen Schadigung imponiert bei Typ-2-
Diabetikern haufiger als diffuse Glomerulosklerose (Abbildung 2-A), wahrend Typ-1-Diabetiker

haufiger die klassische, von Kimmelstiel und Wilson beschriebene noduldre Glomerulosklerose
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(Abbildung 2-B) zeigen [123]. Die glomeruldren Arteriolen zeigen zudem typischerweise eine

Intimaverdickung und Hyalinose im Sinne einer Mikroangiopathie [167].

Im Tubulointerstitium zeigt sich im fortgeschrittenen Stadium eine charakteristische Trias aus
Tubulusatrophie, interstitieller Fibrose und entzindlichem Infiltrat (Abbildung 2). Neben
Lymphozyten und Plasmazellen konnte im Tiermodell sowie in menschlichen Nierenbiopsien die
Anhaufung von Makrophagen nachgewiesen werden [69, 190]. Makrophagen spielen in
verschiedenen Tiermodellen der immunvermittelten Nierenschadigung eine entscheidende
Rolle, zudem korreliert ihre Anzahl mit dem AusmaB der Nierenschadigung bei der humanen
Glomerulonephritis [161]. Chow et al. konnten im Tiermodell nachweisen, dass die Anzahl
rekrutierter Makrophagen in der Niere mit einer Progression der diabetischen Nephropathie
korreliert [27], so dass eine pathogenetische Rolle der Makrophagen auch fiir die diabetische

Nephropathie angenommen werden kann.

Abbildung 2: Typisches histologisches Schadigungsmuster bei diabetischer Nephropathie [63].
Diffuse (A) bzw. nodulare (B) Glomerulosklerose mit Erweiterung des Mesangiums (=), Verdickung der
glomeruldren Basalmembran (¥), Tubulusatrophie (*), tubulointerstitieller Fibrose (€—) und
entziindlichem Infiltrat (). VergréBerung 200 x, PAS-Farbung.

Der klinische Verlauf der diabetischen Nephropathie folgt nach Mogensen verschiedenen
Phasen [153]. Anfangs verlauft die diabetische Nephropathie trotz ultrastruktureller
Veranderungen lange Zeit asymptomatisch, die GFR als Marker der Nierenfunktion ist im
Normbereich bzw. als Zeichen einer Hyperfiltration meist sogar erhéht. Die GFR bleibt darliber
hinaus lange Zeit normwertig, obwohl mittels spezieller Teststreifen eine Mikroalbuminurie
(Ausscheidung von bis zu 200 mg Albumin pro Liter Urin) als klinisches Zeichen einer
Nierenschadigung messbar ist. Durch die chronische Nierenschadigung steigt die
EiweiBausscheidung Uber dieses MaB hinaus, die Mikroalbuminurie entwickelt sich zu einer
Makroalbuminurie. Erst in dieser spaten Erkrankungsphase ist ein Abfall der GFR feststellbar.

Die Diagnose der chronischen Niereninsuffizienz aufgrund diabetischer Nephropathie wird
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daher meist verspatet gestellt, so dass nur ein kleines therapeutisches Fenster von wenigen

Jahren bleibt, ehe die terminale Niereninsuffizienz und damit Dialysepflichtigkeit bevorsteht
(Abbildung 3).

180 =
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60 =

Albuminurie [g/d]

30 =

Glomerulire Filtrationsrate [ml/min]

T | i T T T I
3 6 9 12 15 18 21 24 27
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Abbildung 3: Progression der diabetischen Nephropathie. Zu Beginn einer Diabeteserkrankung
steigt die GFR an (Hyperfiltration). Erst nach Jahren beginnt die langsame kontinuierliche Abnahme (mm).
Insgesamt bleibt die GFR Uber Jahre im Normbereich, obwohl bereits eine Nierenschdadigung vorliegt
(===), die anhand der Albuminurie klinisch diagnostizierbar ist (m). Ist die GFR eingeschrankt, liegt

bereits eine fortgeschrittene Nephropathie vor, die bereits wenige Jahre spdter zum terminalen
Nierenversagen fiihrt [67].

2.1.2.3.3 Pathogenese

Unabhdngig vom Diabetestyp liegen den histologischen Schadigungsmustern identische
pathophysiologische Mechanismen zugrunde [153]. Hamodynamische, metabolische und
hormonelle Veranderungen muinden in eine gemeinsame Endstrecke chronischer
Nierenerkrankungen, der Ausschittung von Zytokinen und Chemokinen, die ihrerseits zu

Glomerulosklerose, tubulointerstitieller Fibrose und Tubulusatrophie fliihren (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Pathogenese der diabetischen Nephropathie (nach [35]). Hamodynamische,
metabolische und hormonelle Mechanismen flihren zu Glomerulosklerose, tubulointerstitieller Fibrose,
Tubulusatrophie und Verlust der Nierenfunktion. Durch Freisetzung von Chemokinen kommt es zur
Rekrutierung von Leukozyten in die Niere, die ihrerseits Chemokine und Wachstumsfaktoren sezernieren,
wodurch eine chronisch-entziindliche Reaktion aufrecht erhalten wird.

Die physiologische Autoregulation der Nierendurchblutung ist bei der Entstehung der
diabetischen Nephropathie bereits frih gestért, es kommt zu intraglomeruldrer
Drucksteigerung, Hyperperfusion und mechanischer Belastung glomerularer Kapillaren [25].
Dieser mechanische Stress flhrt dazu, dass Mesangialzellen profibrotische Zytokine,
Chemokine und Angiotensin II synthetisieren und damit bereits in der Friihphase die Podozyten
schadigen [36], die vermehrt apoptotisch werden. Da die verbleibenden Podozyten eine

veranderte Genexpression zeigen, wird die glomerulare Filtrationsbarriere sowohl
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morphologisch als auch funktionell zunehmend geschadigt, es resultiert zunachst eine

Mikroalbuminurie und spater eine Makroalbuminurie [67].

Eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie der diabetischen Nephropathie spielt das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System  (RAAS) [187], das einerseits metabolische und
hamodynamische Mechanismen miteinander verknlUpft, andererseits durch Induktion von
profibrotischen und proinflammatorischen Mediatoren auch zur direkten Schadigung der Niere
beitragt. Hyperglykamie und Proteinurie stimulieren in der Niere die Synthese von
Angiotensin II. Bei diabetischer Stoffwechsellage werden auBerdem alternative Synthesewege,
etwa (Uber das Angiotensin-Converting-Enzyme 2 (ACE 2) oder die Chymase
verstarkt [45, 103]. Die Wirkungen des Angiotensin II auf die Niere sind Vvielfaltig.
Angiotensin II fiihrt durch Anderung der GefdBwiderstdnde zu gestérter glomeruldrer
Hamodynamik, zu einer zunehmenden Apoptose von Podozyten und durch Induktion der
TGF-B- und VEGF-Expression zu einer gesteigerten Synthese von Kollagen-IV in der
glomeruldren Basalmembran. Die glomeruldre Filtrationsbarriere wird dadurch gestért, es
resultiert eine zunehmende Proteinurie. Daneben werden Matrixproteine wie Fibronektin oder
Kollagen gesteigert, matrixabbauende Enzyme wie Matrixmetalloproteinasen dagegen
vermindert exprimiert, was das physiologische Gleichgewicht zwischen Neusynthese und Abbau
stdért, so zur Anhdufung extrazelluldarer Matrix und damit zur Fibrose flhrt. Angiotensin II
induziert die Synthese von TGF-B und ist so indirekt an der sog. Epithelial-mesenchymalen-
Transition (EMT) beteiligt [114], einem Prozess der fortgeschrittenen diabetischen
Nephropathie, bei dem Tubulusepithelzellen metaplasieren und Myofibroblasten entstehen.
Zunehmende Tubulusatrophie und gesteigerte Matrixsynthese sind die Folgen. Angiotensin II
tragt auBerdem zur Entstehung und Aufrechterhaltung einer Entziindungsreaktion bei, indem
es die Synthese von Adhasionsmolekilen induziert und damit die Rekrutierung von

Immunzellen steigert.

Nicht weniger bedeutend fir die Entstehung der diabetischen Nephropathie sind die
metabolischen Mechanismen. Durch das Uberangebot an Glukose werden alternative
Stoffwechselwege aktiviert, wodurch vermehrt reaktive Sauerstoffspezies entstehen, die direkt
zytotoxisch wirken, aber auch lber die Aktivierung der Proteinkinase C an der Entstehung von
Entziindung und Fibrose beteiligt sind. Die Hyperglykamie fihrt zur nicht-enzymatischen
Glykosylierung freier Aminogruppen von Proteinen, Lipiden oder Nukleinsauren. Die
anfallenden advanced glycation end products (AGE) spielen in der Pathogenese der
diabetischen Nephropathie eine entscheidende Rolle [65], da sie durch die zugrunde liegenden
Nierenschadigung akkumulieren. Durch AGE werden Proteine der Basalmembranen
quervernetzt, was zu gednderter Oberflachenspannung, reduzierter Thermostabilitat oder
vermindertem Widerstandsvermdgen gegeniiber enzymatischem Abbau flhrt. Daneben werden
Zelladhdsion und Zellwachstum gestdort, was die Zusammenlagerung der einzelnen

Kollagenketten innerhalb der Basalmembranen beeinflusst. AGE flhren darlber hinaus zu
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verstarkter Expression extrazelluldrer Matrixproteine und abgeschwachter Expression von
Matrix-Metalloproteinasen und tragen damit zur Fibroseentstehung bei. Nach Bindung von AGE
an RAGE, einem Oberflachenrezeptor, der bei diabetischer Nephropathie in der Niere
hochreguliert ist und mit der Akkumulation von AGE korreliert [229], kommt es zu zusatzlicher
Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, zur gesteigerten Expression proinflammatorischer
Zytokine, zur Induktion von Angiotensin II und zu verstdrkter Transdifferenzierung von
Tubulusepithelzellen zu Myofibroblasten [140]. Zudem fungiert RAGE als endothelialer
Adhdsionsrezeptor flir Leukozyten und tragt somit auch zur Aufrechterhaltung einer

Entziindungsreaktion bei [26].

2.1.3 Alport-Syndrom
2.1.3.1 Epidemiologie und Genetik

Unter dem Alport-Syndrom versteht man eine erstmals 1927 von Arthur Alport beschriebene
hereditare Nierenerkrankung, die mit progredienter Niereninsuffizienz, Taubheit und typischen
Augenveranderungen einhergeht [5]. Es ist die haufigste erbliche Nierenerkrankung bei
Kindern und Jugendlichen, allein in Deutschland sind tber 1.000 Familien betroffen [203]. Etwa

1 % aller niereninsuffizienten Patienten ist am Alport-Syndrom erkrankt (Abbildung 1) [66].

Der Erkrankung liegt eine Mutation in einem der sechs Kollagen-IV-Gene (COL4A1-COL4A6)
zugrunde. Diese Gene sind jeweils paarweise ,kopf-an-kopf® auf den Chromosomen
angeordnet, COL4A1 und COL4A2 auf dem Chromosom 13g23, COL4A3 und COL4A4 auf dem
Chromosom 2q36-37 sowie COL4A5 und COL4A6 auf Chromosom X22.3 [99, 166, 212]. In
85 % der Falle liegt der Erkrankung ein Gendefekt im COL4A5-Gen zugrunde, die Vererbung
erfolgt X-chromosomal, in 10-15 % liegt ein homozygoter bzw. compound-heterozygoter
Gendefekt im COL4A3- bzw. COL4A4-Gen zugrunde, die Vererbung erfolgt autosomal-
rezessiv [60]. Selten findet sich die autosomal-dominante Vererbung einer COL4A3- oder
COL4A4-Mutation [105]. Bei gleichzeitigem Vorliegen einer Mutation des COL4A5-Gens und des
benachbarten COL4A6-Gens kommt es zusatzlich zu einer Leiomyomatose [105]. Die Pravalenz
des X-chromosomalen Alport-Syndroms schdtzt man auf 1:5.000 [79], die des autosomalen
Alport-Syndroms auf 1:50.000 [84]. Etwa 1 % der Bevdlkerung sind heterozygote Gentrager,
die an der sog. Benignen Familiaren Hamaturie (BFH) erkrankt sind und lediglich eine
einheitlich ausgedinnte, aber strukturell normale glomeruldre Basalmembran zeigen. Einziges
klinisches Zeichen ist eine persistierende oder rezidivierende Hamaturie ohne Progression zur

Niereninsuffizienz oder extrarenalen Manifestationen (Tabelle 3) [86, 89].

Fir das X-chromosomale Alport-Syndrom konnte eine Korrelation zwischen Genotyp und
Phdanotyp nachgewiesen werden [83, 109, 110]. Mutationen wie etwa Missense-Mutationen, die

lediglich die Proteinstruktur verandern, fihren zu einer milden Verlaufsform der Erkrankung.
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Patienten mit dieser Art Mutation leiden seltener an Innenohrschwerhérigkeit und
Augenveranderungen und erreichen die terminale Niereninsuffizienz durchschnittlich im Alter
von 25 Jahren [83, 109]. Die haufigen Glycinmutationen, die vermutlich ein Abknicken der
Tripel-Helixstruktur des Kollagens bewirken, fliihren zu einer Verlaufsform, die umso milder ist,
je weiter die Mutation in Richtung des N-terminalen Endes liegt. Betroffene Patienten erreichen
teilweise erst mit Uber 30 Jahren die terminale Niereninsuffizienz [83]. Mutationen der NC1-
Doméne, der ,donor split site" oder Mutationen, die zu einem verkirzten Protein fihren wie
etwa ,large rearrangements", ,premature stop codon-" oder ,frameshift-Mutationen™ flihren
dagegen zur juvenilen Form des Alport-Syndroms mit einem Durchschnittsalter bei Erreichen

der terminalen Niereninsuffizienz von unter 20 Jahren.

Fir das autosomal-rezessive Alport-Syndrom lassen sich aufgrund der bislang wenigen

beschriebenen Mutationen derzeit noch keine Genotyp-Phanotyp-Korrelationen beschreiben.

Tabelle 3: Genetik des Alport-Syndroms (nach [79, 105]).

Gen Genlocus Mutation Haufigkeit Neumutationsrate
Glycinmutationen 40 % 5,5 %
Frameshift 20 % 10-15 %
Large 15 % 10-15 %
XAS COL4A5 Xq22 Rearrangement
7,5 % 10-15 %
Nonsense
5 o, 1 - o,
SpleiBvarianten je7,5% je 10-15 %
2,5% unbekannt
In frame
COL4A5
Leio);?Sol;:‘aciose und Xq22 Deletion <2% unbekannt
y COL4A6
COL4A3 Insertion, Deletion,
ARAS oder 2q35-37 Frameshift, unbekannt unbekannt
COL4A4 Nonsense, Missense
COL4A3 Deletion
ADAS oder 2q35-37 S Ietiariarluten unbekannt unbekannt
COL4A4 P
COL4A3 SpleiBvarianten
BFH oder 2q35-37 Fran?leshift Misser;se unbekannt unbekannt
COL4A4 !
XAS: X-Chromosomales Alport-Syndrom, ARAS: Autosomal-rezessives Alport-Syndrom,

ADAS: Autosomal-dominantes Alport-Syndrom, BFH: Benigne Familiare Hamaturie.
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2.1.3.2 Pathologie

Beim Alport-Syndrom zeigt sich lichtmikroskopisch das unspezifische Bild einer segmentalen

Glomerulosklerose und interstitiellen Fibrose bei fehlender Immunkomplexablagerung [173].

Typische histopathologische Veranderungen Ilassen sich beim Alport-Syndrom nur
elektronenmikroskopisch nachweisen (Abbildung 5). Die dreischichtige Struktur der
glomeruldren Basalmembran mit zwei Laminae rarae und zentraler Lamina densa ist beim
Alport-Syndrom zerstort. Die normal etwa 300-350 nm dicke GBM ist teils auf bis zu 1.200 nm
verdickt, teils auf 100 nm ausgedinnt und erscheint aufgesplittert und lamelliert. Die Lamina
densa zeigt sich als netzartige bis korbgeflechtartige Struktur [89]. Haufig finden sich
elektronendichte Granula in der GBM eingebettet. Etwa 60-90 % der Alport-Patienten zeigen
diese histologischen Befunde, die typisch aber nicht spezifisch fir das Alport-Syndrom sind.
Eine segmentale Aufsplitterung der GBM findet sich beispielsweise auch bei Immunkomplex-

Glomerulonephritiden [120], eine diffuse Verdickung auch bei diabetischer Nephropathie [167].

Die verbleibenden Patienten zeigen mehrheitlich eine gleichmdBig ausgediinnte glomerulare
Basalmembran [147], die sowohl den charakteristischen Befund der FBH als auch eine
maogliche primdre Veranderung beim Alport-Syndrom darstellt. Aus diesem Grund wird die
zweimalige Biopsie im Alter von 9 und 18 Jahren empfohlen, die im Falle des Alport-Syndroms

eine Progression von ausgedlinnter zu verdickter und aufgesplitterter GBM zeigen kann [24].

Abbildung 5: Typische elektronenmikroskopische Befunde beim Alport-Syndrom [225]. A Die
glomerulare Basalmembran zeigt sowohl verdickte und korbgeflechtartig aufgesplitterte (weiBe Pfeile)
sowie ausgedlinnte Abschnitte (schwarze Pfeile). VergréBerung x 9.200. B Ausgediinnte glomeruldre
Basalmembran mit Lamellierung (weiBer Pfeil) und elektronendichten Partikeln (schwarzer Pfeil).
VergroBerung 7.400x.
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Der Verlauf und die klinische Symptomatik beim Alport-Syndrom sind sehr variabel und werden
von Geschlecht, Genotyp und dem AusmaB der histologischen Schadigung beeinflusst. Beim
X-chromosomalen Alport-Syndrom verlauft die Erkrankung bei hemizygoten Mdnnern im
Allgemeinen schwerer als bei heterozygoten Frauen, die, je nach Muster der X-Inaktivierung,
einen sehr heterogenen Krankheitsverlauf zeigen [174]. Beim autosomalen Alport zeigen sich
keine Unterschiede zwischen homozygoten oder compound-heterozygoten Mannern und
Frauen. Ebenso korrelieren der Genotyp (siehe 2.1.3.1) und die ultrastrukturellen
Veranderungen oft mit dem klinischen Schweregrad. So bedeutet beispielsweise eine diffus

ausgedinnte GBM meist eine milde Verlaufsform ohne Taubheit [173].

Das Leitsymptom des Alport-Syndroms ist die Hamaturie. Beim X-chromosomalen Alport-
Syndrom zeigt sie sich bei allen Mannern als persistierende Mikrohdmaturie seit der Kindheit
und bei 95 % der Frauen als intermittierende Mikrohdmaturie [173]. Etwa zwei Drittel aller
Manner und ein Drittel aller Frauen erleben makrohamaturische Episoden, typischerweise nach
Infektionen der oberen Atemwege [89]. Beim autosomal-rezessiven Alport-Syndrom haben alle

homozygoten Patienten eine Mikrohamaturie mit haufigen Episoden der Makrohamaturie.

Im Verlauf der Erkrankung entwickeln alle mannlichen und zwei Drittel der weiblichen XAS-
sowie alle homozygoten ARAS-Patienten zusatzlich eine Proteinurie, die sich in 30 % der Falle

zu einem nephrotischen Syndrom entwickelt [87, 120].

Die Nierenschadigung beim Alport-Syndrom ist progredient und flhrt zur terminalen
Niereninsuffizienz. Alle Manner mit X-chromosomalem Alport-Syndrom entwickeln ein
terminales Nierenversagen, 50 % bereits bis zum 25. Lebensjahr. 80 % bis zum
40. Lebensjahr [119]. Frauen erreichen das Nierenversagen in 12 % bis zum 40., in 30 % bis
zum 60. Lebensjahr [89]. Nach dem Alter bei Erreichen der terminalen Niereninsuffizienz, vor
oder nach dem 31. Lebensjahr, unterscheidet man eine juvenile und eine adulte
Verlaufsform [76]. Risikofaktoren flir die Progression sind das Auftreten einer Makrohamaturie

in der Kindheit, eines nephrotischen Syndroms und die diffuse GBM-Verdickung [88].

Eine Innenohrschadigung entwickeln 80 % der mannlichen und 30 % der weiblichen XAS-
Patienten vor dem 40. Lebensjahr sowie 66 % der ARAS-Patienten vor dem 20. Lebensjahr
[109, 110]. Sie zeigt sich anfangs als bilaterale Hochtonschwerhérigkeit, die sich im Verlauf

der Erkrankung auch auf tiefe Frequenzen ausdehnt [120].

Etwa die Halfte aller Alport-Patienten zeigt Augenschaden [109, 110]. Der anteriore Lentikonus
tritt bei 25 % der Manner auf und ist pathognomonisch fiir das Alport-Syndrom [212]. Ebenso
ist es ein verlasslicher Marker fir die Schwere der Erkrankung, da es mit schneller Progression
zum terminalen Nierenversagen assoziiert ist [87, 88, 120]. Daneben finden sich korneale
Erosionen und eine Retinopathie, die 85 % der Manner und 15 % der Frauen entwickeln und
die sich als asymptomatische bilaterale wei3-gelbliche punktférmige Lasionen um die Makula
zeigt [89, 212].
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2.1.3.3 Pathogenese

Das Alport-Syndrom ist eine angeborene Basalmembranerkrankung. Basalmembranen
bestehen aus spezifisch zusammengelagertem Kollagen Typ IV und assoziierten Proteinen wie

Laminin, Nidogen und Proteoglykanen [232].

Beim Menschen besteht das Kollagen Typ IV aus insgesamt sechs verschiedenen o-Ketten
(al-a6), die von sechs Genen (COL4A1-6) kodiert werden [100, 136, 146, 158, 204, 236].
Jede der sechs a-Ketten besteht aus 3 Domdnen, einer kurzen 7S-Domane am N-Terminus,
einer langen kollagenésen Domdne im Zentrum des Molekills und einer nichtkollagendsen
(NC1-) Domane am C-Terminus. Jeweils 3 o-Ketten lagern sich zu einem tripelhelikalen
Kollagenmolekll, dem sog. Protomer zusammen. Protomere polymerisieren ihrerseits zu
Netzwerken, indem jeweils zwei NC1-Trimere Hexamere und jeweils vier tripelhelikale 7S-

Domanen Tetramere formen, die durch Disulfidbriicken stabilisiert werden (Abbildung 6).

Die drei beim Menschen vorkommenden Protomere (oy.04.0p, 03.04.05 und os.os.0) bilden
insgesamt drei verschiedene Netzwerke, o;.0.0-01.01.0, 03.004.065-0(3.0l4.05 UNd  03.004.05~
os.05.06, die sich unterschiedlich auf einzelne Organe und Entwicklungsstufen verteilen [104].
Das oy.04.00-Netzwerk findet sich ubiquitar [105], wadhrend oz.04.05-Netzwerke an
Filtrationsbarrieren (glomerulare und teilweise tubuldre Basalmembran, Lunge, Hoden,
Cochlea, Auge) [41,113,115] wund os.0s.06-Netzwerke an  Stellen  verstarkter
Dehnungsbelastung (Bowman-Kapsel, Haut, glatte Muskulatur, Osophagus) [20, 164]
vorkommen. In der Niere erfolgt dariiber hinaus ein sog. ,developmental switch®. In der sich
entwickelnden Niere finden sich anfangs ausschlieBlich o;.0;.0,-Netzwerke, die in glomerularen
Kapillaren zunehmend durch oz.04.05 [92, 115, 151] und in der Bowman-Kapsel durch

os.05.06 [20, 92, 172] ersetzt werden.

Das Alport-Syndrom wird durch einen Gendefekt im COL4A3- oder COL4A4- (autosomales
Alport-Syndrom) bzw. COL4A5-Gen (X-chromosomales Alport-Syndrom) verursacht. Dies flhrt
dazu, dass die entsprechende a-Kette fehlerhaft oder gar nicht synthetisiert wird und die
Zusammenlagerung zu den entsprechenden Protomeren bzw. Netzwerken scheitert.
Unabhdngig davon, welche a-Kette (a3, o4 oder os) betroffen ist, resultiert der Gendefekt in
einem Verlust der oz.04.05-Protomere und os.04.05-03.04.05-Netzwerke. Bei Alport-Patienten
besteht die glomerulare Basalmembran daher aus dem embryonalen a,.0;.0,-Netzwerk, da der
~developmental switch® ausbleibt. Weibliche XAS-Patienten zeigen ein segmentales
Verteilungsmuster der 03.04.05-Netzwerke entsprechend dem Muster der
X-Inaktivierung [117]. Trotz fehlenden oz.04.05-Netzwerkes ist die glomeruldre Basalmembran
anfangs morphologisch und funktionell intakt, da das fir die Glomerulogenese wichtige

oy.04.0p-Netzwerk vorhanden ist [92]. Das os.04.05-Netzwerk ist dagegen aufgrund der
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hoheren Anzahl an Disulfidbricken und der damit verbundenen hodheren Stabilitat fir die
langfristige Integritat der GBM von Bedeutung [115].

A a-Kollagenketten
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Abbildung 6: Typ-IV-Kollagen. A/B Jeweils drei der insgesamt sechs a-Ketten (o;-0) lagern sich zu
drei verschiedenen Protomeren zusammen. C Protomere lagern sich am C-Terminus zu Hexameren, am
N-Terminus zu tripelhelikalen 7S-Tetrameren zusammen und formen so dreidimensionale Netzwerke aus
Schleifen und Knduel, die durch Disulfidbriicken stabilisiert werden. Dargestellt ist ein oz.04.05-Netzwerk
wie es beispielsweise in der glomerularen Basalmembran vorkommt. (nach [105]).

Aufgrund der veranderten glomeruldaren Basalmembran ist die Zell-Matrix-Interaktion beim
Alport-Syndrom gestdért [40, 80]. Ortsstandige Zellen erkennen die Basalmembran {ber
Kollagenrezeptoren wie den Discoidin-Domain-Receptor-1 (DDR1) und exprimieren daraufhin
profibrotische Faktoren wie TGF-f und CTGF, Matrix-Metalloproteinasen wie MMP2 und MMP9

sowie Chemokine [85]. Daneben werden auch Oberflachenmoleklile wie die Integrine alf1l
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oder avB6 hochreguliert, die Matrixremodelling, Zelladhdsion, Migration und Proliferation teils
Uber die Hochregulation von Matrix-Metalloproteinasen vermitteln [38, 40, 90]. Aufgrund des
zugrunde liegenden genetischen Defekts schlagen diese Reparaturmechanismen jedoch fehl

und fihren stattdessen zu einer chronisch-progredienten Nierenschadigung.

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) sind eine Familie von Endopeptidasen, die am
physiologischen Auf- und Abbau der extrazellularen Matrix beteiligt sind [177, 178]. Eine
Dysregulation der MMP kdénnte somit sowohl die verdinnte wie auch die verdickte
Basalmembran als Folge einer gesteigerten bzw. verminderten Matrixdegradation
erklaren [1, 39, 40]. Beim Alport-Syndrom ist die Expression der Matrix-Metalloproteinasen
MMP2, MMP3, MMP9 und MMP12 stark erhdéht und korreliert mit der Progression der
Glomerulopathie [179]. Durch Interventionsstudien konnte gezeigt werden, dass die
pharmakologische Blockade der MMP die Ultrastruktur der glomeruldaren Basalmembran
bewahren, die Proteinurie hinauszdégern, die Progression der Nierenschadigung verlangsamen
und damit das Uberleben verldngern kann [179, 233]. Diese protektiven Effekte lassen sich
jedoch nur beobachten, wenn die Blockade vor Auftreten einer Proteinurie beginnt. Eine spdte
Blockade beschleunigt dagegen die Progression, weil nach einer Hypothese von Zeisberg die im

Rahmen der Fibroseentstehung anfallende Matrix nicht mehr abgebaut werden kann [233].

Eine groBe Bedeutung hat daneben das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS), das in
der Pathogenese des Alport-Syndroms dhnliche profibrotische und proinflammatorische Effekte
vermittelt wie bei der diabetischen Nephropathie [187]. Mesangialzellen und interstitielle
Fibroblasten werden zur Synthese von extrazelluldrer Matrix stimuliert, die physiologische
Matrixdegradation wird blockiert, die Umwandlung von Fibroblasten zu Myofibroblasten wird
induziert und profibrotische Mediatoren wie TGF-B und CTGF werden
hochreguliert [81, 150, 186, 192], Mechanismen, die Zu Glomerulosklerose und
tubulointerstitieller Fibrose fihren. Durch Aktivierung mononukleadrer Zellen und Induktion der
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren wie etwa MCP-1 ist Angiotensin II auch an der
Rekrutierung von Makrophagen und der Aufrechterhaltung einer Entziindungsreaktion
beteiligt (Abbildung 7) [183-185].
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Abbildung 7: Pathogenese des Alport-Syndroms. Durch die veranderte glomeruldre Basalmembran
wird die Zell-Matrix-Interaktion gestort, es kommt zur Hochregulation von Matrix-Metalloproteinasen und
zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteronsystems. Durch Freisetzung von Chemokinen kommt es
zur Rekrutierung von Makrophagen in die Niere, die ihrerseits Chemokine und Wachstumsfaktoren
sezernieren, wodurch eine chronisch-entzliindliche Reaktion aufrecht erhalten wird. Diese Mechanismen
fihren schlieBlich zu Glomerulosklerose, tubulointerstitieller Fibrose, Tubulusatrophie und Verlust der
Nierenfunktion.

2.1.3.4 Therapie

Derzeit gibt es keine kausale Therapie des Alport-Syndroms, so dass die Nierenersatztherapie
bzw. die Nierentransplantation die einzige Behandlung darstellen. Das Transplantatiiberleben
ist mit durchschnittlich 25 Jahren bei Alportpatienten sehr gut. Bei der Familienspende ist
jedoch das modgliche Risiko des verwandten Spenders zu beachten, ebenfalls Uber einen

Gendefekt im Kollagen-4-Gen zu verfligen. Daneben muss mit der typischen Komplikation
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einer anti-GBM-Nephritis post transplantationem gerechnet werden, die in 3-5 % der Falle
auftritt [119].

Derzeit wird am Menschen die Gabe des ACE-Hemmers Ramipril erprobt, die im Tiermodell das
Uberleben bei frithzeitiger Gabe um mehr als 100 % verlédngern, Proteinurie sowie glomerulére
und tubulointerstitielle Fibrose signifikant reduzieren konnte [81]. ACE-Hemmer zeigen dabei
ein hoéheres nephroprotektives Potential als der AT1-Rezeptorblocker [85]. Auch die Gabe des
im Tiermodell positiv evaluierten HMG-CoA-Reductase-Inhibitors Cerivastatin wird derzeit am
Menschen erprobt [129].

Dariiber hinaus werden derzeit im Tiermodell weitere experimentelle Therapieoptionen
untersucht. Der Vasopeptidaseinhibitor AVE7688 zeigte zusatzlich zum antifibrotischen Effekt
des ACE-Hemmers auch antiinflammatorische Wirkung, was sich in einem deutlichen
Uberlebensvorteil selbst bei spdtem Therapiebeginn wieder spiegelt [82]. Die Hemmung des
Chemokinrezeptors Ccrl mit dem Antagonisten BX471 verldngerte das Uberleben und
verzdgerte das Fortschreiten der tubulointerstitiellen Fibrose durch Hemmung der
Leukozytenadhdsion [162]. Die Blockade des Kollagen-Rezeptors DDR1 verlangsamt den
Verlauf der Nierenfibrose [80]. Durch Gabe eines TGF-B-Antagonisten konnten die Morphologie

der glomeruldren Basalmembran und die Nierenfunktion verbessert werden [40].

Sugimoto et al. konnten zeigen, dass die Transplantation von Knochenmark bei den Kollagen-
defizienten Empfangermausen zur Einwanderung von Progenitorzellen in die geschadigte Niere
fuhrt. Die Mduse beginnen, die fehlenden a-Ketten des Kollagens wieder zu exprimieren, die
physiologischen Kollagennetzwerke lagern sich zusammen und flhren zur Verbesserung der
Histologie und der Nierenfunktion [61, 206]. Ein weiterer mdglicher Therapieansatz besteht in

der Gentherapie, flr die jedoch bisher kaum Daten vorliegen [213].

2.1.3.5 Alport-Tiermodelle

Fir das Alport-Syndrom wurden bisher verschiedene Hunde- und Mausmodelle beschrieben,
die der menschlichen Erkrankung hinsichtlich Hamaturie, Proteinurie, Nierenversagen und
lamellierter GBM &hnlich sind [94, 118].

Fir das X-chromosomale Alport-Syndrom existieren lediglich zwei Hundemodelle. Im
Samojede-Modell [235] wird durch Substitution im Exon 35, im Navasota-Modell [118] durch
Deletion und Frameshift in Exon 9 des COL4A5-Gens ein vorzeitiger Kettenabbruch und damit
ein defektes Kollagen erzeugt. Beide Modelle zeichnen sich durch ultrastrukturelle
Veranderungen aus, die mit denen des Menschen vergleichbar sind. Proteinurie und Hamaturie
beginnen etwa ab dem 4. Lebensmonat, das terminale Nierenversagen wird mit 8-10 bzw.

10-15 Monaten erreicht. Augenveranderungen und Taubheit fehlen in beiden Modellen.
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Modelle des autosomal-dominanten Alport-Syndroms sind das natirlich vorkommende
Bullterrier-Modell [97] und das Dalmatiner-Modell [96], die bisher nur unzureichend
charakterisiert wurden. So sind derzeit weder die genaue Mutation noch der genaue

Krankheitsverlauf bekannt.

Fir das autosomal-rezessive Alport-Syndrom gibt es neben einem Cocker Spaniel Modell auch
drei Mausmodelle. Dem tg/tg-Modell liegen Deletionen in den COL4A3- und COL4A4-Genen
zugrunde [142], woraufhin die Tiere bereits mit 2 Wochen H&maturie und Proteinurie
entwickeln, bevor sie mit etwa 8-12 Wochen am terminalen Nierenversagen sterben. Daneben
gibt es zwei COL4A3-Knockout-Modelle, darunter ein von Dominic Cosgrove entwickeltes
Modell [39], bei dem eine Neomycin-Phosphotransferase-Cassette so in Exon 5 des
COL4A3-Gens eingebracht wurde, dass die NC1l-Domane durchbrochen wird. Embryonale
Stammzellen aus 129Sv/J-Mausen wurden mit diesem veranderten Gen transfiziert und
anschlieBend in Embryonen eingebracht, die in scheinschwangere Leihmitter transferiert
wurden. Neben der a3-Kette fehlen den Nachkommen auch die a4- und a5-Ketten des
Kollagen-1V, da sich der Gendefekt auf der Ebene der Kettenzusammenlagerung manifestiert.
Elektronenmikroskopisch erscheint die glomeruldare Basalmembran, ahnlich wie bei der
menschlichen Erkrankung, teilweise ausgediinnt, lamelliert und aufgesplittert. Es zeigen sich
eine Schwellung und teilweise Obliteration der PodozytenfuBfortsatze sowie die Expansion und
Fibrosierung der mesangialen Matrix. Bereits im Alter von zwei Wochen zeigt sich eine
Mikrohdmaturie, im Alter von finf Wochen eine Proteinurie. Durchschnittlich sterben die Tiere

mit 9-10 Wochen am terminalen Nierenversagen [37].

Alle derzeit verfligbaren Tiermodelle haben Vor- und Nachteile [118]. Nachteile der
Hundemodelle sind die hohen Anschaffungs- und Unterhaltskosten sowie die lange
Generationszeit. Bei den Mausmodellen ist die Ubertragbarkeit auf den Menschen fraglich, weil
der Mausstamm einen erheblichen Einfluss auf die Erkrankung hat [37] und aufgrund der
insgesamt kurzen Lebenserwartung bereits eine geringe Lebenszeitverldngerung signifikant
sein kann. Vorteile der Mausmodelle sind dagegen die kurze Generationszeit sowie die schnelle

Entwicklung der Erkrankung innerhalb von Monaten.

2.1.4 Molekulare Mechanismen der Progression chronischer Nierenerkrankungen

Chronische Nierenerkrankungen flhren Uber verschiedene Mechanismen in eine gemeinsame
pathomorphologische Endstrecke aus Glomerulosklerose, Vaskulopathie und
tubulointerstitieller Fibrose [64]. Zunehmend finden sich Hinweise, dass auch eine entziindliche
Komponente an der Pathogenese chronischer Nierenerkankungen wie der diabetischen
Nephropathie oder der Alport-Nephropathie beteiligt ist [70, 149, 154, 215]. Im Tiermodell
konnten beispielsweise durch immunsuppressive Behandlung mit Mycophenolat Mofetil oder

durch Bestrahlung die Albuminausscheidung im Urin sowie die Glomerulosklerose reduziert
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werden [217, 231]. Zudem scheiden Patienten mit diabetischer Nephropathie groBe Mengen

des Chemokins MCP-1 im Urin aus, moglicherweise ein spezifisches Zeichen einer intrarenalen
Entziindung [155, 207, 210]. Der Verlust der Nierenfunktion und damit die Progression zum
terminalen Nierenversagen korreliert, unabhangig von der primaren Schadigung am starksten
mit dem AusmaB der tubulointerstitiellen Schadigung und des Leukozyteninfiltrats, da die
eingewanderten Leukozyten die Hauptquelle proinflammatorischer und profibrotischer
Mediatoren darstellen [43, 230].

Diese Mediatoren, hauptsachlich Wachstumsfaktoren und Chemokine, spielen eine
Schliisselrolle in der Pathogenese chronischer Nierenerkrankungen, fir die sich vier Phasen
abgrenzen lassen (Abbildung 8) [10]. Bei einer Nierenschadigung werden initial
proinflammatorische Chemokine freigesetzt, die die Einwanderung von Leukozyten in das
jeweils geschadigte Kompartiment sowie deren Aktivierung am Ort der Schadigung vermitteln.
In der darauffolgenden Phase der Amplifikation sezernieren die eingewanderten Leukozyten
ihrerseits Chemokine, Wachstumsfaktoren und reaktive Sauerstoffspezies. Dadurch werden
Nierenzellen direkt geschadigt und der Entziindungsprozess verstarkt, d.h. es werden
zusatzlich Chemokine sezerniert, was zu einer weiteren Rekrutierung von Leukozyten mit
zunehmender Schadigung flhrt. Eingewanderte Makrophagen schadigen die Niere dartber
hinaus durch Sekretion extrazellularer Matrix und Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie
connective tissue growth factor (CTGF) oder vascular endothelial growth factor (VEGF) [62].
Eine Schlisselrolle kommt dem profibrotischen Zytokin TGF-§ zu, das sowohl im Tiermodell als
auch in humanen Nierenbiopsien in allen Kompartimenten verstarkt exprimiert ist [239].
Verschiedene Stimuli, bei der diabetischen Nephropathie beispielsweise Hyperglykamie, AGE,
oxidativer Stress oder Angiotensin II, induzieren die Expression von TGF-§ in Tubuluszellen und
Mesangialzellen, die darauf hin verstarkt extrazellulare Matrix synthetisieren. Daneben werden
Matrixmetalloproteinasen gehemmt, die Proliferation von Fibroblasten stimuliert und die
Umwandlung von Tubuluszellen zu Fibroblasten bewirkt, was zu Glomerulosklerose und
tubulointerstitieller Fibrose fihrt. Funktionelles Nierengewebe geht zunehmend zugrunde und
wird durch funktionsloses Bindegewebe ersetzt, bis die Niere im Terminalstadium schlieBlich

vollstédndig vernarbt und ihre Funktion einstellt.

Eines der beteiligten Chemokine ist das MCP-1, das nach entsprechender Stimulation von allen
glomeruléaren (Endothel, Podozyten, Mesangialzellen) und tubulointerstitiellen Zellarten
(Tubulusepithel, Fibroblasten, Endothel) synthetisiert werden kann [198]. CCR2, der Rezeptor
fir MCP-1, wird von Lymphozyten und Makrophagen exprimiert, was MCP-1 zur Rekrutierung
dieser Leukozyten pradestiniert. Bei der diabetischen Nephropathie wird die verstarkte
Expression von MCP-1 durch die Hyperglykdmie selbst, AGE, Angiotensin II, mechanischen
Stress und TGF-B induziert. Auf Podozyten und Tubuluszellen scheint zudem die Proteinurie
einen Einfluss zu haben. Das AusmaB der MCP-1-Ausscheidung korreliert mit der Anzahl an

Makrophagen und dem Erkrankungsstadium [210, 221]. Wahrend die genaue Rolle der
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Lymphozyten in der Pathogenese der diabetischen Nephropathie unklar ist, konnte gezeigt
werden, dass Makrophagen die zentralen Vermittler der Entziindungsreaktion sind [188] und
sich typischerweise in der diabetischen Niere anhdaufen [69, 221]. Eingewanderte Makrophagen
sezernieren lysosomale Enzyme, reaktive  Sauerstoffspezies und profibrotische
Wachstumsfaktoren wie TGF-f, wodurch die Niere geschadigt wird [35, 228]. Darlber hinaus
induzieren Makrophagen Proteinurie und Proliferation des Mesangiums [107]. Neben dem
Fractalkine, das bei diabetischer Nephropathie entlang glomeruldarer und peritubularer
Kapillaren verstarkt exprimiert wird [122] und das als Adhasionsmolekil fiir migrierende
Monozyten dient [7], spielt das MCP-1 eine entscheidende Rolle in der Rekrutierung und
Aktivierung der Makrophagen. Mcp-1-defiziente diabetische Mduse zeigen eine Reduktion der
Makrophagenzahl, die mit einer geringeren Nierenschadigung einhergeht [28, 29]. Auch die
Blockade des Mcp-1-Rezeptors Ccr2 bzw. Ccr2-defiziente Mause zeigen eine Reduktion der
Makrophageninfiltration und geringere Nierenschadigung [125]. Dartber hinaus fihrt auch die
Blockade von Ccrl, einem weiteren Chemokinrezeptor, zu einer Reduktion der
Makrophagenrekrutierung ins Tubulointerstitium, was mit einer Reduktion proliferierender

Tubuluszellen, geringerer Tubulusatrophie und interstitieller Fibrose assoziiert ist [163].

Neben der diabetischen Nephropathie konnte bei vielen Modellen entzindlicher
Nierenerkrankungen, etwa der Lupusnephritis [131, 132], der akuten interstitiellen
Nephritis [75], der nephrotoxischen Serumnephritis [211] oder der anti-GBM-Nephritis [209]

ein Einfluss von MCP-1 und CCR2 nachgewiesen werden.
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Abbildung 8: Pathogenese chronischer Nierenerkrankungen (nach [10]). A Intrinsische
Nierenzellen sezernieren bei einer Nierenschadigung Chemokine, woraufhin Leukozyten rekrutiert werden
(Phase der initialen Schadigung). B Eingewanderte Leukozyten sezernieren ihrerseits Chemokine,
Wachstumsfaktoren und reaktive Sauerstoffspezies. So werden die Entziindungsreaktion aufrecht
gehalten und Mesangialzellen bzw. Fibroblasten zur Proliferation stimuliert (Amplifikationsphase).
C Funktionelles Nierengewebe wird zunehmend durch extrazelluldare Matrix bzw. Bindegewebe ersetzt
(Phase der Progression). D Vollbild aus Glomerulosklerose, Tubulusatrophie und tubulointerstitieller

Fibrose (Terminalphase).
2.1.5 Nephroprotektive Therapie

Die chronische Niereninsuffizienz ist assoziiert mit gesteigerter Morbiditdt und Mortalitat,

insbesondere aufgrund des erhdhten kardiovaskuldren Risikos [72, 133]. Um die Progression
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der chronischen Niereninsuffizienz zu verlangsamen, ist eine spezifische nephroprotektive
Therapie erforderlich. Nach den aktuellen Leitlinien der Fachgesellschaften beruht die Therapie

auf folgenden MaBnahmen [8]:

e Optimale Blutzuckereinstellung bei Diabetikern mit HbA.-Zielwerten unter 6,5 % [171]

e Blutdruckkontrolle, da ein Blutdruck von unter 130/80 mmHg die Progression einer

chronischen Niereninsuffizienz verlangsamt [108, 112]

e Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, da dies die glomeruldre
Hamodynamik glnstig beeinflusst sowie antientziindliche, antiproliferative und
antidiabetische Effekte vermittelt [12]

e Vermeidung nephrotoxischer Substanzen wie etwa Rdntgenkontrastmittel, Aminoglykoside

und Nicht-steroidale Antiphlogistika

¢ Behandlung einer renalen Anamie mit rekombinantem Erythropoietin, da dies mit einer

Reduktion der kardiovaskuldren Mortalitat assoziiert ist [102]
e Nikotinverzicht [193]

e Kontrolle des Kalzium-Phosphat-Haushalts und Therapie einer im Verlauf auftretenden

metabolischen Azidose [8]

Die meisten Zentren empfehlen dariiber hinaus eine maBig proteinreduzierte Diat
(0,75 g/kg KG/d), obwohl keine klare Evidenz dafir vorliegt [137]. Aufgrund widersprichlicher
Studienergebnisse fehlt derzeit auch eine klare Empfehlung zum Einsatz von Statinen [8].
Besondere Vorgaben zur taglichen Flissigkeitsmenge bestehen nicht, sie sollte dem

Durstempfinden des Patienten lberlassen bleiben [8].

Mit der nephroprotektiven Therapie werden somit gezielt die pathophysiologischen
Mechanismen der Progression einer chronischen Niereninsuffizienz behandelt, ohne jedoch die
entziindliche Komponente explizit zu berlicksichtigen. Zunehmende Erkenntnisse der
molekularen Mechanismen der Progression zeigen neue spezifische therapeutische Optionen,

etwa durch gezielte Blockade einzelner Chemokine.

2.2 Chemokine und Chemokinrezeptoren
2.2.1 Einteilung

Unter Chemokinen versteht man eine Gruppe niedermolekularer chemotaktischer
Zytokine [144]. Man gab ihnen diesen Namen, da man anfangs annahm, Chemokine wiirden
lediglich die Migration von Leukozyten vermitteln. Heute wei3 man, dass sie dariiber hinaus
weit mehr bewirken als die bloBe Leukozytenzielsteuerung. So sind Chemokine beispielsweise
beteiligt an der Regulation des Zellwachstums, der Hdmatopoese, der Embryonalentwicklung,

der Angiogenese, dem Tumorwachstum oder dem Eintritt des HI-Virus in die Wirtszelle [181].
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Bisher wurden 46 Chemokine identifiziert [240]. Man teilt die Chemokine entsprechend der
Position von vier konservierten Cysteinresten, die in der Sekundarstruktur zwei
charakteristische Disulfidbriicken ausbilden, in zwei groBe Gruppen. Bei den sog. CC-
Chemokinen liegen die ersten beiden N-terminalen Cysteinreste direkt nebeneinander, wahrend
sie bei den sog. CXC-Chemokinen durch eine Aminosaure X getrennt sind. Daneben gibt es
zwei besondere Chemokine, das Fractalkine, bei dem die ersten beiden Cysteinreste durch drei
Aminosauren getrennt sind (CX3C-Chemokin) und das Lymphotaktin (C-Chemokin), das
anstatt vier nur zwei Cysteinreste aufweist (Abbildung 9). Findet sich zwischen dem N-
Terminus und dem ersten Cysteinrest eines CXC-Chemokins eine Sequenz aus Glutamat-
Leucin-Arginin (ELR-Motiv), so ist das entsprechende Chemokin chemotaktisch fliir Neutrophile,
wahrend es ohne das ELR-Motiv chemotaktisch flir Lymphozyten ist. CC-Chemokine wirken in
unterschiedlichem AusmaB auf Monozyten, Eosinophile, Basophile und Lymphozyten, zeigen

dagegen aber geringe Wirkung auf Neutrophile.

Chemokine koénnen in ,homdostatische® und ,inflammatorische® Chemokine eingeteilt
werden [156]. Homdostatische Chemokine werden konstitutiv sezerniert und regulieren die
physiologische Wanderung von Zellen des Immunsystems wdahrend ihrer Reifung in
Knochenmark und sekundaren lymphatischen Geweben. Die Sekretion inflammatorischer
Chemokine muss dagegen erst durch proinflammatorische Stimuli oder Kontakt zu Pathogenen
induziert werden. Diese Chemokine flihren zur Einwanderung von Monozyten, Granulozyten
und T-Lymphozyten in geschddigtes Gewebe [156]. Homdoostatische Chemokine regulieren
somit den Aufbau und Unterhalt des Immunsystems sowie eine allgemeine unspezifische
~immune surveillance™, wahrend inflammatorische Chemokine spezifische Immunantworten auf

konkrete Schadigung hin vermitteln.

Chemokine entfalten ihre Wirkungen durch Interaktion mit Chemokinrezeptoren, die zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Transmembran-Rezeptoren gehéren. Beim Menschen gibt es
sechs CXC-Chemokinrezeptoren (CXCR1-6), zehn CC-Chemokinrezeptoren (CCR1-10), einen C-
Chemokinrezeptor (XCR1) und einen CX3C-Chemokinrezeptor (CX3CR1) [145]. Die meisten
Chemokine kdnnen an mehrere Rezeptoren binden und die meisten Chemokinrezeptoren
kénnen wiederum mehrere Chemokine der jeweiligen Familie binden. Vielfalt und Redundanz
tragen damit entscheidend zur Komplexitat des Chemokinsystems bei (Abbildung 9).
Chemokinrezeptoren werden in unterschiedlichem AusmaB von den einzelnen Zellen
exprimiert, einige nur von bestimmten Leukozytensubspezies, andere dagegen ubiquitdr.
Manche Leukozyten exprimieren Chemokinrezeptoren konstitutiv, andere nur nach Stimulation.
Manche Zellen exprimieren Chemokinrezeptoren auch in Abhangigkeit von ihrem Aktivierungs-
und Differenzierungsgrad. So werden beispielsweise CXCR3 und CCR5 von aktivierten Thil-
Lymphozyten, CCR3, CCR4 und CCR8 dagegen von aktivierten Th2-Lymphozyten exprimiert.

Diese dynamische Expression von Chemokinrezeptoren ermdglicht damit die selektive
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Verstarkung von Thl-vermittelter zellularer oder Th2-vermittelter humoraler Immunantwort.

Daraus ergibt sich die hohe Spezifitat des Chemokinsystems.

m LIGAND REZEPTOR LYMPHOZYT

IL-8 CXCL8
GCP-2 CXCL6 CXCR1 Neutrophile
NAP-2 CXCL7
ENA-78 CXCL5 CXCR2 Neutrophile
C— GRO-o CXCL1
| GRO-3 CXCL2
— GRO-y CXCL3
CC IP-10 CXCL10
I MIG CXCL9 > CXCR3 Thi-Lymphozyten, NK-Zellen
C I-TAC CXCL11
SDF-1 CXCL12 CXCR4 diverse
BCA-1 CXCL13 CXCR5 B-Lymphozyten
CXCL16 CXCR6 aktivierte T-Lymphozyten
— BRAK CXCL14 unbekannt Monozyten
— é Lymphsoé:dc_t]l.g igt; > XCR1 T-Lymphozyten
MCP-1 CCL2
MCP-4 CCL13 CCR2 Monozyten, Basophile, Dendritische Zellen
MCP-3 CCL7 T-Lymphozyten, B-Lymphozyten
MCP-2 CCL8
MIP-18 ccCL4 CCR5 Monozyten, Makrophagen
MIP-10 CCL3 T-Lymphozyten, NK-Zellen
RANTES CCL5
MPIF-1 CCL23 CCR1 Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen
C — HCC-1 CCL14
HCC-2 CCL15
I HCC-4 CCL16
— CXC Eotaxin CCL11 CCR3 Eosinophile, Basophile, Dendritische Zellen
| ) Eotaxin-2 CCL24
Eotaxin-3 CCL26
C Tcgg ggt;; ———== CCR4 Dendritische Zellen, Th2-Lymphozyten
MIP-30 CCL20 CCR6 Dendritische Zellen, aktivierte T-Lymphozyten
S::g ggt;g ———= CCR7 Makrophagen, T-Lymphozyten
Mucin-Domane I-309 CCL1 CCRS8 Monozyten, Dendritische Zellen, T-Lymphozyten
_« TECK CCL25 CCR9 T-Lymphozyten
C CTACK CCL27 CCR10 T-Lymphozyten
I PARC CCL18 unbekannt Dendritische Zellen, T-Lymphozyten
CX3CL1 CX3CR1 Monozyten, Th1l-Lymphozyten, NK-Zellen

— CXXXC
| _) Fractalkine
C

inflammatorische und
homoostatische
Chemokine

Abbildung 9: Chemokine und Chemokinrezeptoren (nach [144, 145]). Einteilung der Chemokine
anhand von vier konservierten Cysteinresten am N-Terminus in CC-, CXC-, C-, CX3C-Chemokine. Die
systematische Nomenklatur Gbernimmt diese Gruppierung und fligt ein ,L" fir das Chemokin (,Ligand")
bzw. ein ,R" fir den entsprechenden Rezeptor an. Dargestellt sind die Vvielfaltigen
Interaktionsmdglichkeiten der Chemokine mit ihren jeweiligen Rezeptoren sowie die Expression der
Rezeptoren auf den Leukozytensubspezies.
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Chemokine interagieren dariber hinaus mit zwei weiteren Rezeptoren, die nicht an der
Signaltransduktion beteiligt sind, den Heparansulfatproteoglykanen und dem Duffy antigen
(DARC). Sezernierte Chemokine binden an das negativ geladene Heparansulfat in der
extrazellularen Matrix und auf der Oberfldche des Endothels, werden so den im Blutstrom
zirkulierenden Leukozyten prdsentiert und bauen einen Chemokingradienten auf [170, 182].
Uberschiissige Chemokine werden durch DARC, einem Rezeptor auf Endothelzellen und
Erythrozyten, wieder aus der Zirkulation entfernt. DARC wurde erstmals in Erythrozyten als
Rezeptor flir das Plasmodium vivax identifiziert, bindet aber auch die meisten Chemokine,

ohne jedoch eine Signalaktivitat zu entfalten [159].

2.2.2 Chemokinwirkungen

Die bedeutendste Funktion der Chemokine ist ihre Fahigkeit, Leukozyten zu rekrutieren. Die
Migration von Leukozyten aus dem Blut in das Gewebe ist ein mehrstufiger Prozess, der die
Anlagerung der Leukozyten an das Endothel, die feste Adhd&sion und schlieBlich die

Transmigration umfasst [111].

Eine erste Anlagerung an das Endothel wird vermittelt durch Selektine, die von Leukozyten und
Endothelzellen exprimiert werden. In entziindlichem Gewebe exprimiert das Endothel PSGL1
(P-selectin glycoprotein ligand), den Liganden flir Selektine. Daraufhin kénnen sich Leukozyten
an das Endothel anlagern. Diese Bindungen sind aber so schwach, dass sie innerhalb kurzer
Zeit wieder geldst werden. Die Scherkréafte des Blutes flihren jedoch dazu, dass immer neue
Bindungen entstehen und die Leukozyten damit locker an die Endotheloberflache gebunden
bleiben, wahrend sie durch den Blutstrom langsam weiter transportiert werden. Es entsteht so
das Bild eines auf der Oberflache des Endothels ,rollenden®™ Leukozyten. Wahrend einer
Entziindung werden Endothelzellen durch inflammatorische Zytokine aktiviert, exprimieren
daraufhin Adhasionsmolekille und sezernieren Chemokine. Diese Chemokine steigern die
Affinitat von Integrinen auf der Leukozytenoberflache fiir endotheliale Adhasionsmolekile wie
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) und VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1).
Damit werden die Leukozyten einerseits fest an das Endothel gebunden, andererseits wird
damit eine Signalkaskade ausgel6st, die zu einer Konformationsanderung der Endothelzelle
fihrt. Dadurch entstehen zwischen den Endothelzellen Spalten, in die Leukozyten einwandern
kdénnen. Dort binden sie an weitere, nun demaskierte Adhasions- und Signalmolekiile, die die
weitere Migration durch das Endothel schlieBlich bewirken (Abbildung 10) [139].
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Leukozyt Aktivierung
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Abbildung 10: Leukozytenrekrutierung (nach [139, 144]). Am Ort einer Schadigung werden
Chemokine sezerniert, die draufhin an Heparansulfat-Proteoglykane binden und so einen Gradienten
aufbauen. Leukozyten lagern sich, dem Gradienten folgend, an die GeféaBwand an und liefern aufgrund
kurzfristiger Bindungen an Selektine das Bild ,rollender® Leukozyten. Dies ermdglicht die Bindung der
sezernierten Chemokine an die entsprechenden Chemokinrezeptoren auf den Leukozyten, die daraufhin
Integrine exprimieren. Integrine und ICAM-1 vermitteln schlieBlich die feste Anheftung und die
Transmigration der Leukozyten. Eingewanderte Leukozyten werden durch Chemokine aktiviert und
sezernieren daraufhin ihrerseits Chemokine, was den Entziindungsprozess weiter unterhalt.

Chemokine sind auch an der Regulation der Hamatopoese beteiligt. Wahrend der
Fetalentwicklung erfolgt die Blutbildung in Leber und Milz (hepatolienale Hamatopoese), spater
im Knochenmark (medulldare Hamatopoese). Die Wanderung hamatopoetischer Stammzellen
ins Knochenmark wird durch Chemokine gesteuert. Eine Schlisselrolle spielt hier das SDF-1,
das von Stromazellen des Knochenmarks konstitutiv exprimiert wird und durch Bindung an
seinen Rezeptor CXCR4 die Einwanderung von hdmatopoetischen Progenitorzellen und
Stammzellen ins Knochenmark steuert [160]. Durch die konstitutive Sekretion von SDF-1 wird
ein lokaler Gradient aufrechterhalten, der Stammzellen im Knochenmark zurlickhalt, ein fir die
Blutbildung entscheidender Faktor, da die fir die Blutbildung erforderlichen hamatopoetischen

Wachstumsfaktoren im Knochenmark gebildet werden [31].

Manche Chemokine spielen eine bedeutende Rolle bei Infektionskrankheiten. Plasmodium vivax
nitzt beispielsweise DARC als Co-Rezeptor, um in Erythrozyten eindringen zu kénnen [98].
Ahnlich das HI-Virus, das, um in die Wirtszelle eindringen zu kdnnen, mit verschiedenen
Oberflachenrezeptoren der Wirtszelle interagiert. Neben CD4 sind die Chemokinrezeptoren
CCR5 und CXCR4 als Co-Rezeptoren an diesem Prozess beteiligt. Ihre Liganden, RANTES und

SDF-1, sind dagegen in der Lage, das Eindringen des HI-Virus in die Wirtszelle zu
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verhindern [16, 32]. So sind etwa Menschen, die aufgrund eines Genpolymorphismus kein

funktionales CCR5 exprimieren, vor einer progredienten Infektion weitgehend geschiitzt [189].

Chemokine kénnen die Angiogenese sowohl férdern als auch hemmen. CXC-Chemokine mit
ELR-Motiv wirken dber ihren auf Endothelzellen exprimierten Rezeptor CXCR2
proangiogenetisch, indem sie die Proliferation und Migration von Endothelzellen férdern, deren
Apoptose dagegen hemmen. Im Gegensatz dazu wirken CXC-Chemokine ohne ELR-Motiv Uber

ihren Rezeptor CXCR3 antiangiogenetisch [148].

Chemokine spielen zudem eine Rolle bei Allergien und Autoimmunprozessen [11]. So flihren
etwa RANTES, MCP-3 und Eotaxin Uber Bindung an ihren Rezeptor CCR3 zur Einwanderung von
Eosinophilen, Basophilen und Th2-Lymphozyten. Eosinophile und Basophile werden aktiviert
und setzen Mediatoren wie Histamin und Leukotriene frei, was wiederum zur Kontraktion
glatter Muskulatur, zur Steigerung der GefaBpermeabilitat, zu gesteigerter Schleimproduktion
und zZur Hyperreagibilitéat  fuhrt. Th2-Lymphozyten tragen durch Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie dem IL-4 zusatzlich zur Aufrechterhaltung der

Entziindungsreaktion bei.

Aufgrund dieser regulatorischen Funktionen sind Chemokine an der Pathogenese einer Vielzahl
von entziindlichen Erkrankungen beteiligt, etwa der Rheumatoiden Arthritis, dem Systemischen
Lupus Erythematodes, der Psoriasis, der Arteriosklerose, der Multiplen Sklerose, oder der
TransplantatabstoBung [71, 219].

2.2.3 MCP-1

Im Jahre 1988 wurde aus glatten Muskelzellen der Aorta von Pavianen erstmals ein Chemokin
isoliert, das spater aufgrund seiner chemotaktischen Wirkung auf Monozyten die Bezeichnung
monocyte chemoattractant protein-1 (Mcp-1) erhielt [218]. In Anlehnung an die internationale
Nomenklatur fir Chemokinrezeptoren [157] wurden auch fiir deren Liganden systematische
Bezeichnungen eingeflihrt. Dementsprechend erhielt das Mcp-1 die Bezeichnung Ccl2, wobei
die Schreibweise MCP-1/CCL2 fir das menschliche MCP-1 und die Schreibweise Mcp-1/Ccl2 flir

das murine Mcp-1 verwendet wird.

Die Tertiarstruktur des MCP-1 zeigt typische Merkmale der CC-Chemokine: ein irreguldres B-
Faltblatt am N-Terminus, ein sog. ,greek key motif* aus drei antiparallelen B-Faltblatern und
eine o-Helix am C-Terminus [181]. Mittels Rontgenstrukturanalyse konnte gezeigt werden,
dass MCP-1 in zwei verschiedenen Kristallformen auftritt, einer monomeren I-Form und einer
dimeren P-Form (Abbildung 11), die jeweils unterschiedliche Quartdrstrukturen bilden [143].
Die Bedeutung der unterschiedlichen Quartarstrukturen fiir die biologische Funktion des MCP-1
ist jedoch unklar [169, 234].
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Der einzige Rezeptor fir MCP-1 ist CCR2, der jedoch neben MCP-1 auch MCP-2/CCLS,
MCP-3/CCL7 und MCP-4/CCL13 binden kann. CCR2 wird konstitutiv exprimiert auf Basophilen,
Monocyten, Dendritischen Zellen und NK-Zellen. T-Lymphozyten exprimieren CCR2 dagegen
erst nach Stimulation durch Interleukin-2. Darlber hinaus kann die Expression von CCR2 durch
Einwirkung von LPS herunterreguliert werden [144]. Entsprechend der Verteilung des CCR2 auf
den einzelnen Leukozytensubspezies ergeben sich die Wirkungen des MCP-1: es wirkt
chemotaktisch auf Monozyten sowie CD4- und CD8-positive T-Gedachtniszellen und fihrt zur

Freisetzung von Granula in NK-Zellen und Histamin in Basophilen.

Q C-Terminus

Disulfidbricken

N-Terminus

Abbildung 11: Tertidarstruktur von MCP-1 (nach [143]). Dargestellt sind die monomere I-Form (A)
sowie die dimere P-Form (B).

Proinflammatorische Chemokine wie MCP-1 werden nur transient sezerniert, d.h. nur wenn ein
entsprechender Stimulus vorhanden ist. [198]. Typische Stimuli sind proinflammatorische
Zytokine wie TNF-a und IFN-y, Immunkomplexe, reaktive Sauerstoffspezies,
Wachstumsfaktoren, Angiotensin II und Pathogen-assoziierte Molekiile wie Lipopolysaccharide.
Um eine chronische Entzindungsreaktion zu verhindern, muss die Sekretion
proinflammatorischer Chemokine auch wieder beendet werden, etwa durch Zytokine wie IL-10
und TGF-B, Prostaglandine oder Glucocorticoide [198].

Um die Rolle von MCP-1 naher zu charakterisieren, wurden bisher zahlreiche Studien zur
in vivo-Blockade von MCP-1 durchgeflihrt. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe von
transfizierten Zellen, die eine inaktive Form von MCP-1 exprimieren, die renale Entziindung in
einem Modell der Lupusnephritis unterdriicken kann [93]. Auch die Transfektion mit 7ND, einer
Mutante von MCP-1 kann die Entzindung in Tiermodellen der Lupusnephritis oder der

diabetischen Nephropathie reduzieren [116, 201]. Mcp-1-defiziente Mduse zeigen sowohl im
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Modell des Typ 1 Diabetes wie auch im Modell des Typ 2 Diabetes eine Verlangsamung der
Progression der diabetischen Nephropathie mit Reduktion der Glomerulosklerose und der
interstitiellen Fibrose [28, 29]. Kulkarni et al. konnten in einem Modell der Lupusnephritis
nachweisen, dass durch die Blockade von Mcp-1 das Uberleben verldngert und die entziindliche
Gewebeschadigung reduziert werden kann [132]. Zur Blockade von Mcp-1 verwendeten sie

einen neuartigen Antagonisten, ein sog. Spiegelmer.

2.3 Spiegelmertechnologie
2.3.1 Aptamere

Nukleinsduren sind nicht nur Trager der Erbinformation, sondern Teil katalytischer und
regulatorischer Prozesse, denn einzelstrangige Nukleinsduren (RNA oder ssDNA) sind in der
Lage, sich zu falten und spezifische dreidimensionale (Sekundar- und Tertidr-)Strukturen
anzunehmen, dhnlich den Proteinen [34]. Durch die Ausbildung von Schleifen, Ausbuchtungen,
Pseudoknoten oder Haarnadelschleifen kommt es zur Bildung von Bindungstaschen fir
spezifische Liganden. Einzelstrdngige Nukleinsaure-Oligomere, die, ahnlich den monoklonalen
Antikdrpern, mit hoher Affinitat an spezifische Liganden binden, wurden erstmals 1990
beschriebenen. Man gab ihnen die Bezeichnung Aptamere (lat. aptus, passend, gr. meros,
Partikel) [47].

2.3.2 SELEX

Die Erzeugung von Aptameren mittels des so genannten SELEX-Prozesses (systematic
evolution of ligands by exponential enrichment) wurde 1990 zeitgleich von Ellington et al. [47]
und Tuerk et al. fir RNA-Aptamere [214] entwickelt und 1992 auch zur Gewinnung von DNA-
Aptameren angepasst [48]. SELEX beruht auf der mehrfach wiederholten in vitro Selektion und
Amplifikation von Nukleinsauresequenzen (Abbildung 12). Dieses zyklische Verfahren imitiert
damit einen Evolutionsprozess [73], an dessen Ende nur wenige, aber fiir ein bestimmtes Ziel

optimierte Sequenzen entstehen, die Aptamere.

In einem ersten Schritt wird durch chemische Synthese eine Oligonukleotid-Bibliothek aus
etwa 10 bis 10'° verschiedenen Molekillen mit jeweils zufdlliger Sequenz generiert. Die
zufélligen Sequenzen, die etwa 20 bis 80 Basenpaare umfassen, werden flankiert von kurzen
spezifischen Sequenzen, die spater als Bindungsstellen flir die PCR dienen. Die so erzeugten
Nukleinsdauresequenzen, entweder einzelstrangige DNA oder RNA, werden mit dem
gewulnschten Zielmolekil inkubiert. Als Zielmolekilile kénnen dabei neben anorganischen und
organischen Molekillen auch Proteine, Kohlenhydrate, einzelne Zellen oder ganze Organismen

dienen. Einige der Oligonukleotide kdnnen daraufhin an das gegebene Zielmolekil binden und
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werden anschlieBend mittels PCR (DNA-SELEX) bzw. RT-PCR (RNA-SELEX) amplifiziert,

wahrend andere, die nicht an das Ziel gebunden hatten, verworfen werden. Die so entstandene
doppelstrangige DNA wird in Einzelstrange aufgetrennt (DNA-SELEX) oder in vitro transkribiert
und aufgereinigt (RNA-SELEX), um einzelstrangige Nukleinsauresequenzen flr einen erneuten

Selektions-Amplifikations-Zyklus zu gewinnen.

Bei jedem Zyklus reduziert sich dabei die Komplexitat, d.h. die Anzahl verschiedener
gebundener Oligonukleotide bis am Ende wenige Sequenzen ubrig bleiben, die aber hdchste
Affinitat und Spezifitdét im Hinblick auf das Zielmolekil besitzen. Nach etwa 6 bis 20
Selektionszyklen ist keine Steigerung der Affinitat mehr méglich, so dass im Anschluss an die
letzte Amplifikation die Sequenzen abschlieBend geklont werden und zur genaueren

Charakterisierung Sequenz- und Bindungsanalysen durchlaufen.

Bibliothek aus
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Abbildung 12: Vereinfachte Darstellung der SELEX-Technologie (nach [205]). Der SELEX-Prozess
ist ein mehrfach durchgefiihrter Zyklus bestehend aus Selektion und Amplifikation. Ein Zielmolekil wird
mit chemisch synthetisierten, aus zufilligen (etwa 10!° verschiedenen) Sequenzen bestehenden
Nukleotiden (einzelstrangige DNA oder RNA) inkubiert (1). Einige der Nukleotide sind in der Lage das
Zielmolekll zu binden, wahrend andere dazu nicht in der Lage sind und verworfen werden (2). Die
gebundenen Nukleotide werden vom Zielmolekil gelést (3) und mittels PCR bzw. RT-PCR amplifiziert (4),
abhangig davon, ob das Ausgangsmaterial DNA oder RNA darstellte. Die dabei entstehende
doppelstrdangige DNA wird fiir einen erneuten Zyklus aufbereitet (Konditionierung), d.h. wieder in
einzelstrangige DNA oder RNA Uberflihrt (5), die nun das Ausgangsmaterial fur einen erneuten Zyklus
darstellen. Am Ende eines jeden Zyklus hat sich die Zahl der entstehenden Nukleotide reduziert, deren
Affinitat und Spezifitdét aber erhdht. Nach etwa 6 bis 20 Zyklen erhdlt man hochaffine,
Zielmolekdllspezifische Aptamere, die unmittelbar nach der letzten Amplifikation kloniert und weiter
charakterisiert (Sequenzierung, Sequenzanalyse, Bindungsstudien, Modifikationen, etc.) werden (6).
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Die Eigenschaften der Aptamere kdnnen bereits wahrend des SELEX-Prozesses verandert
werden, indem die Reaktionsbedingungen etwa durch Zugabe bestimmter Puffer angepasst
werden. Daneben ist es auch mdglich, so genannte Post-SELEX-Modifikationen durchzufihren.
So kann beispielsweise die 2'-Hydroxylgruppe des Riboseriickgrats ausgetauscht werden, um
eine groBere Nukleasestabilitat zu erreichen oder eine Art ,Kappe"™ am 3’-Ende des Aptamers
angebracht werden, um sie vor dem Abbau durch Exonukleasen zu schiitzen. Ebenso mdglich
ist die Addition von funktionellen Gruppen, etwa fluoreszierenden Gruppen, mit deren Hilfe die

Aptamere spater detektiert werden kénnen.

Trotz ihrer aufwendigen Herstellung und ihrer geringen Stabilitat in biologischen Flissigkeiten

haben Aptamere enorme Vorteile, gerade im Vergleich zu Antikérpern (Abbildung 13).

Das erste kommerziell verfligbare und als Arzneimittel zugelassene Aptamer ist das Pegaptanid
(Macugen®). Dieser Antagonist des vascular endothelial growth factor (VEGF) kann erfolgreich

bei der altersbedingten Makuladegeneration eingesetzt werden [74].
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Abbildung 13: Vorteile von Aptameren [205]. Dargestellt sind beispielhaft die Sekundarstrukturen
von finf Aptameren [241].
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2.3.3 Spiegelmere

Aptamere sind in biologischen Flissigkeiten, wie etwa menschlichem Blut, sehr instabil, da sie
aus natdrlich vorkommenden Bausteinen bestehen. Ubiquitdr vorhandene Nukleasen bauen
Aptamere, die man Versuchstieren injiziert, innerhalb weniger Sekunden ab, noch ehe sie ihre
gewlnschte Wirkung erzielen koénnen [77]. Um Aptamere gegenliber enzymatischer
Degradation resistenter zu machen, kénnte man sie nach dem SELEX-Prozess modifizieren,
beispielsweise einzelne funktionale Gruppen ersetzen. Eleganter ist eine 1996 entwickelte
Methode zur Herstellung so genannter Spiegelmere, bei der man sich die Chiralitat organischer
Molekiile zu Nutze macht [127, 165].

Unter Chiralitét (gr. cheir, Hand) versteht man eine Form der Stereoisomerie, bei der ein
zentrales Atom, das Chiralitatszentrum, vier verschiedene funktionelle Gruppen bindet, die
jeweils die Ecken eines Tetraeders bilden. Es entstehen so zwei Molekiile, die durch Drehung
nicht zur Deckung zu bringen sind, sich also wie Bild und Spiegelbild verhalten. Man nennt

diese spiegelbildlichen Molekile Enantiomere (Abbildung 14).

Abbildung 14: Chiralitat (nach [220]). Die dargestellten Molekiile lassen sich durch Drehung nicht zur
Deckung bringen, d.h. sie verhalten sich wie Bild und Spiegelbild. Die vier an das Chiralitatszentrum
gebunden Gruppen bilden dabei die Ecken eines Tetraeders.

Natldrlich vorkommende Nukleinsduren sind D-konfiguriert. Nukleasen, die selbst aus
Aminosauren in L-Konfiguration bestehen, kénnen auch lediglich D-konfigurierte Nukleinsauren
erkennen und enzymatisch abbauen. L-Nukleinsduren waren demnach biostabil, jedoch fehlt es
an geeigneten Enzymen, mit deren Hilfe man derart konfigurierte Nukleinsduren synthetisieren

konnte.

In der Natur vorkommende Proteine, die als potenzielle Zielmolekile fir den SELEX-Prozess
dienen kénnen wie etwa MCP-1, bestehen aus Aminosduren in L-Konfiguration. Es ist jedoch

moglich, Proteine zu synthetisieren, die aus D-konfigurierten Aminosduren bestehen und
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naturlicherweise nicht vorkommen. Ein solches Protein kann nun in einem SELEX-Prozess als
Zielmolekll angeboten werden, woraufhin spezifische Aptamere selektiert werden kénnen, die
selbst D-konfiguriert sind. Den Gesetzen der Chiralitat folgend kann das Enantiomer dieses
Aptamers, das aus L-konfigurierten Nukleotiden synthetisiert wird, nun auch das Enantiomer
des D-konfigurierten Zielmolekiils, d.h. das eigentlich gewiinschte L-konfigurierte Protein

binden. Dieses ,gespiegelte™ Aptamer nennt man Spiegelmer (Abbildung 15).

Da Spiegelmere aus natilrlich nicht vorkommenden L-Nukleotiden bestehen, sind Nukleasen
nicht in der Lage, sie abzubauen. Spiegelmere sind demnach nukleaseresistente, biostabile
Aptamere. Sie unterscheiden sich in ihren chemisch-physikalischen Eigenschaften von den
enantiomeren Aptameren nur hinsichtlich ihrem Verhalten in polarisiertem Licht und ihrem
Interaktionsverhalten mit anderen chiralen Molekllen [55]. Bisherige Erkenntnisse deuten
darauf hin, dass Spiegelmere allenfalls gering immunogen sind [227]. Weder in
praklinischen [44] noch in Phase-I-Studien [56] konnten bisher toxische Wirkungen von

Spiegelmeren nachgewiesen werden.

Bisher wurde eine Reihe von Spiegelmeren in vitro und in vivo getestet, darunter Spiegelmere
gegen Amylin [15], Ghrelin [13, 95, 128], CGRP [42], Substanz P [54], Nociceptin [57],
GnRH [227], Vasopressin [175] und MCP-1 [132].

£ N

L-MCP-1 D-MCP-1
N

Spiegelmer (D-Nukleotide) Aptamer (L-Nukleotide)

Abbildung 15: Spiegelmer-Technologie. Das gewilinschte Zielprotein aus L-Aminosauren wird
~gespiegelt”, d.h. aus D-Aminosduren synthetisiert. Dieses Protein dient in einem SELEX-Prozess als
Zielmolekil. Es resultiert ein Oligonukleotid aus D-Nukleinsduren, ein Aptamer, das an das gespiegelte
Protein binden kann. Entsprechend der Chiralitat kann ein aus L-Nukleotiden neu synthetisiertes,
~gespiegeltes" Oligonukleotid an das urspriingliche Protein (A) binden, ein Spiegelmer.
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2.4 Hypothese

Chemokine scheinen eine bedeutende Rolle bei der Progression der chronischen
Niereninsuffizienz zu spielen. Mit der Blockade von CCR1 konnte lediglich die tubulointerstitielle
Makrophageninfiltration verringert werden. MCP-1 vermittelt neben der tubulointerstitiellen
auch die glomerulare Makrophagenrekrutierung. Mit mNOX-E36-3'PEG steht ein neuartiger und
vielversprechender Antagonist zur Verfiigung, dessen Wirksamkeit bei der Lupusnephritis

bereits gezeigt werden konnte.

Wir vermuteten daher, dass mNOX-E36-3'PEG auch bei der diabetischen Nephropathie von
db/db-Mdusen und der Nephropathie von Alportmausen effektiv ist. Eine Reduktion der
glomeruldren und tubulointerstitiellen Makrophageninfiltrate sollte demnach mit einer
Progressionsverlangsamung, geringerer Gewebeschddigung und verldngerter Uberlebenszeit

assoziiert sein.



3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Tierhaltung

Makrolone Typ II Kafige
Tierfutter

db/db-Mduse
COL-IV-os-defiziente Mause

3.1.2 Gerate

Waagen

Analytische Waage, BP 110 S
Mettler PJ 3000
Inkubatoren

Type B5060 EC-CO,
Zentrifugen

Heraeus, Biofuge primo
Heraeus, Minifuge T
Heraeus, Sepatech Biofuge A
ELISA-Reader

Tecan, GENios Plus
Mikroskope

Leica DC 300F

Olympus BX50
Spectrophotometer
Beckman DU® 530

TaqMan Sequence Detection System

ABI prism™ 7700 sequence detector

Sonstiges
Cryostat RM2155
Cryostat CM3000

Glucometer Accu check Sensor
Homogenizer ULTRA-TURRAX T25

Mikrotom HM 340E
pH-Meter WTW

Robot MicroBeam System
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Tecniplast, Hamburg
Ssniff Spezialdiaten, Soest
Taconic, Ry, Danemark

wurden zur Verfligung gestellt von
PD Dr. med. O. Gross, Gottingen

Sartorius, Goéttingen

Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

Heraeus Sepatech, Minchen

Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau
VWR International, Darmstadt

Heraeus Sepatech, Minchen

Tecan, Crailsheim

Leica Mycrosystems, Cambridge, UK

Olympus Microscopy, Hamburg

Beckman Coulter, Fullerton, USA

PE Biosystems, Weiterstadt

Leica Microsystems, Bensheim
Leica Microsystems, Bensheim
Roche, Mannheim

IKA GmbH, Staufen

Microm, Heidelberg

WTW GmbH, Weilheim
P.A.L.M., Wolfratshausen
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Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg
Vortex Genie 2™ Bender & Hobein AG, Zlrich, Schweiz
Wasserbad HI 1210 Leica Microsystems, Bensheim

3.1.3 Chemikalien

Chemikalien fiir die Genotypisierung der COL4A3-Mduse

1kb DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe
10x Puffer Minerva BiolLabs, Berlin
Agarose Invitrogen, Karlsruhe
dNTP GE Healthcare, Freiburg
DTT Invitrogen, Karlsruhe
Hexanucleotide Roche, Mannheim
RNasin Promega, Mannheim
Superscript Invitrogen, Karlsruhe
Taq DNAPolymerase Minerva BiolLabs, Berlin

Chemikalien fiir molekularbiologische Techniken

Elisa-Kit (Albumin) Bethyl Laboratories, Montgomery, USA
Elisa-Kit (Mcp-1) BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA
RNeasy Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden

RT-PCR primers PE Biosystems, Weiterstadt

TagMan® universal PCR master mix Applied Biosystems, Darmstadt

Chemikalien fiir die Zellkultur

DMEM-medium Biochrom KG, Berlin

Dulbecco’s PBS (1x) PAA Laboratories GmbH, Colbe

FSC Biochrom KG, Berlin
Penicillin/Streptomycin (100x) PAA Laboratories GmbH, Cdlbe
RPMI-1640 medium GIBCO/Invitrogen, Paisley, Scotland, UK
Trypsine/EDTA (1x) PAA Laboratories GmbH, Colbe
Primar-Antikorper

Schaf anti-Ccl2 Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Ratte anti-CD3 BD Pharmingen, Hamburg

Ratte anti-F4/80 Serotec, Oxford, UK

Ratte anti-Ki-67 Dianova, Hamburg

Ratte anti-Mac2 Cederlane, Ontario, Canada

Ratte anti-MECA-32 University of Iowa, Hybridoma Bank, USA



Sekundar-Antikorper
anti-Maus IgG1, IgG2a, IgG2b
anti-Ratte IgG

anti-Schaf IgG

Chemikalien fiir die Lasermikrodissektion
Cyanacrylatkleber
mineralisches Ol

Poly-L-Lysin

Sonstiges

anti-FITC MicroBeads
anti-Mac2-FITC-Konjugat
CellTiter 96 Proliferation Assay

Fluorescence-labeled microspheres (0.96 um
FluoSpheres)

LS*/VS™ Positive Selektionssdulen
Kanulen

Pipettenspitzen 1-1000 pl

PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit
Plastik Histosette

Separationsfilter

SuperFrost® Plus microscope slides
Silverfarbekit

Kit zum Nachweis von Kreatinin
Spritzen

Tissue culture dishes @ 100x20mm
Tissue culture dishes @ 150x20mm
Tissue culture dishes @ 35x10mm
Tissue culture flasks 150 cm2
Tubes 15 and 50 mL

Tubes 1.5 and 2 mL

Chemikalien

Aceton

AEC Substrat Packung

Ather

Bovines Serum Albumin

DEPC

DMSO

Diluent C fir den PKH26-Farbstoff
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Caltag Laboratories, Burlingame, USA
Vector Laboratories, Burlingame, USA

Vector Laboratories, Burlingame, USA

UHU, Buehl
Fluka Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma, Taufkirchen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Caltag Laboratories, Burlingame, USA
Promega, Mannheim

Molecular Probes™/Invitrogen
Karlsruhe

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
BD Drogheda, Irland

Eppendorf, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemicals, Steinheim
Neolab, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Menzel-Gldser, Braunschweig
Bio-Optica, Mailand, Italien

DiaSys Diagnostic Systems, Holzheim
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA
TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

Merck, Darmstadt

Biogenex, San Ramon, USA
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Fluka, Buchs, Schweiz

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemicals, Steinheim

GmbH,
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EDTA Calbiochem, SanDiego, USA
Eosin Sigma, Deisenhofen
Ethanol Merck, Darmstadt
Formalin Merck, Darmstadt
Hydroxyethyl Cellulose Sigma-Aldrich, Steinheim
HCI (5N) Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Kaliumhydroxid Merck, Darmstadt
MACS-Puffer Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Mercaptoethanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Natriumacetat Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumcitrat Merck, Darmstadt
Natriumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Penicillin Sigma, Deisenhofen
Roti-Aqua-Phenol Carl Roth GmbH, Karlsruhe
SSC (Saline-sodium citrate Puffer) Sigma, Deisenhofen
Streptomycin Sigma, Deisenhofen
Tissue Freezing Medium Leica, Nussloch

Trypan Blue Sigma, Deisenhofen
Oxygenated water DAKO, Hamburg

Xylol Merck, Darmstadt

Alle anderen analytisch verwendeten Reagenzien sind kommerziell erhéaltlich bei Invitrogen,
Sigma oder Roth.

3.1.4 L6sungen

Andsthesie-Ldsung 10 ml Midazolam (1 mg/ml)
2 ml Fentanyl (0,05 mg/ml)
1 ml Dormitor (1 mg/ml)

Antagonisten-Ldsung 5 ml Anexate (0,1 mg/ml)
0,5 ml Antisedan (5 mg/ml)
3 ml Naloxon (0,4 mg/ml)
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10x Citratpuffer 110 mM Natriumcitrat in ddH,0 [6sen
mittels NaOH auf pH 6,0 einstellen
Lésung D 4 M Guanidinium Thiocyanat
25 mM Natriumcitrat (pH 7,0)
0,5 % Sarcosyl
0,1 M B-Mercaptoethanol
6x Glycerin-Ladepuffer (6x LB) 0,03 % Bromphenolblau
0,03 % Xylencyanoblau
Glycerol
Wasser
MACS Puffer PBS pH 7,2
0,5 % BSA
2 mM EDTA
PBND-Puffer 2 M KClI
1 M TRIS-HCI (pH 8,3)
1 M MgCl,
0,1 % w/v gelatin bzw. 1 ml 1 % w/v gelatin
100 % NP40
100 % Tween20
Wasser
20x PBS 2,74 M NaCl
54 mM KCI
30 mM KH,PO4
130 mM Na,HPO,
in ddH,0 Iésen und mittels HCI auf pH 7,5 einstellen
TBE-Puffer 89 mM TRIS
89 mM Borsdure
2 mM EDTA
in ddH,0 I6sen und mittels HCI auf pH 8,0 einstellen

3.1.5 Oligonukleotid-Primer und -proben flr die RT-PCR
Es wurden folgende Oligonukleotid-Primer (300 nM) und -Proben (100 nM) verwendet:

Ccri Forward primer 5'-TTAGCTTCCATGCCTGCCTTATA-3'
Reverse primer 5'-TCCACTGCTTCAGGCTCTTGT-3'

Internal fluorescence labeled 5'-ACTCACCGTACCTGTA-
probe (FAM) GCCCTCATTTCCC-3'



Ccr2 Forward primer
Reverse primer
Internal fluorescence labeled
probe (FAM)

Tgf-B1 Forward primer

Reverse primer

Internal fluorescence

probe (FAM)
CollagenI-al Forward primer
Reverse primer

Internal fluorescence
probe (FAM)

mMGAPDH Forward primer
Reverse primer
Internal fluorescence labeled
probe (VIC)

Ccl2

18s rRNA

labeled

labeled
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5'- CCTTGGGAATGAGTAACTGTGTGA -3'
5’- ACAAAGGCATAAATG-ACAGGATTAATG - 3’
5’- TGACAAGCACTTA-GACCAGGCCATGCA -3’

5'- CACAGTACAGCAAGGTCCTTGC-3'
5'- AGTAGACGATGGGCAGTGGCT-3'
5'- GCTTCGGCG-TCACCGTGCT-3’

5'- TGCTTTCTGCCCGGAAGA-3'
5'- GGGATGCCATCTCGTCCA-3'
5'- CCAGGGTCTC-CCTTGGGTCCTACATCT -3’

5'-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3'
5'-ATGCCTGCTTCACCACCTTCT-3'
5'-CCCAATGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3'

vorgefertigte TagMan-Reagenz von PE
Biosystems, Weiterstadt

vorgefertigte TagMan-Reagenz von PE
Biosystems, Weiterstadt

3.1.6 Oligonukleotid-Primer fiir die Genotypisierung der COL4A37"-M&use

0IMR0642 wildtype primer
0IMR0643 knockout primer
0IMR1100 neo primer

3.1.7 Software

ABI PRISM Sequence Detection software 1.0
Acrobat Writer

CellQuest

Draw 10

Endnote 10.0

Firefox 2.0.0.12

Office 2003

Prism 5.0

QWin

Windows XP Professional

5'-CCTGCTAATATAGGGTTCGAGA-3’
5'-CCAGGCTTAAAGGGAAATCC-3'
5'-GCTATCAGGACATAGCGTTGG-3’

Applied Biosystems
Adobe

BD Biosciences
Corel

Thomson

Mozilla

Microsoft

GraphPad

Leica

Microsoft
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3.1.8 Spiegelmer

Das Spiegelmer mNOX-E36 bestand aus folgender Nukleotidsequenz: 5'-GGCGACAUUG
GUUGGGCAUG AGGCGAGGCC CUUUGAUGAA UCCGCGGCCA-3' [132]. mNOX-E36 bindet
spezifisch an Mcp-1 der Maus und inhibiert die biologische Funktion in vitro in geringen
nanomolaren Konzentrationen. Fir die Anwendung in vivo wurden mNOX-E36 und das nicht-
funktionale Kontroll-Spiegelmer PoC (5'-UAAGGAAACU CGGUCUGAUG CGGUAGCGCU
GUGCAGAGCU-3") durch Anfiigen von 40-kDa Polyethylenglykol (PEG) modifiziert.

Die Spiegelmere mNOX-E36-3'PEG und PoC-PEG wurden freundlicherweise von der
NOXXON Pharma AG, Berlin zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 16: Sekundarstrukturen des Spiegelmers mNOX-E36-3'PEG (A) und des nicht-funktionellen
Kontroll-Spiegelmers PoC-PEG (B) [241].
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3.2 Methoden

3.2.1 Tierversuche
3.2.1.1 Versuchstierhaltung

Jeweils funf Mause wurden in Kafigen vom Typ Makrolone Typ II bei 12-stiindigem
Hell-/Dunkelrhythmus und unbeschranktem Zugang zu Wasser und Futter untergebracht.
Kafige, Streu, Futter und Wasser wurden vor Verwendung durch Autoklavieren sterilisiert. Alle
Tierexperimente wurden entsprechend den deutschen Tierschutzbestimmungen durchgefihrt

und waren von der Regierung von Oberbayern genehmigt.

3.2.1.2 Versuchstiere
3.2.1.2.1 db/db-Mause

Verwendet wurden mannliche C57BLKS/J***-M&use, die aufgrund einer genetischen
Verdnderung des Leptinrezeptors kein Sattigungsgefiihl verspiiren und daraufhin Ubergewicht

und alimentaren Diabetes mellitus entwickeln.

3.2.1.2.2 COL4A3-defiziente Mause
3.2.1.2.2.1 Allgemeines

Kollagen-IV-os-defiziente Mause (COL4A37") wurden erstmals von Dominic Cosgrove
generiert [39]. Durch Einbringen einer Neomycin-Phosphotransferase-Cassette in Exon 5 des
COL4A3-Gens wird die NC1-Domane des Kollagens durchbrochen, so dass die a3-Kette des
Kollagen-IV nicht transkribiert werden kann. Die Tiere entwickeln daraufhin die autosomal-
rezessive Form des Alport-Syndroms. Im Rahmen dessen entwickeln sich eine
Glomerulosklerose und intersititelle Fibrose, die zum terminalen Nierenversagen mit Urdamie-

bedingtem Tod mit etwa 9-10 Wochen fihrt.

3.2.1.2.2.2 Zucht

Kollagen-IV-defiziente Mause (COL4A37") im gemischten 129/Sv]-Hintergrund wurden unter
pathogenfreien Bedingungen durch Verpaarung von heterozygoten Mausen (COL4A3*")
geziichtet. Die heterozygoten Zuchttiere wurden von PD Dr. med. Oliver Gross, Gottingen zur

Verfligung gestellt.
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3.2.1.2.2.3 Genotypisierung

Der Genotyp jeder Maus wurde mittels PCR aus genomischer DNA bestimmt, die aus den
Schwanzspitzen extrahiert wurde. Um die DNA zu gewinnen, wurden jeweils 2 bis 5 mm der
Schwanzspitze jeder Maus in 200 pl PBND-Puffer mit 1 ul Proteinase K (in einer Konzentration
von 20 mg/ml) mindestens 4 Stunden bei 56 °C verdaut. AnschlieBend wurden die Proben
5 Minuten bei 13.000 U/min zentrifugiert. 1 pl des Uberstands wird zu 24 pl eines PCR-Mix
gegeben. Dieser besteht aus 15,1 pl Aqua ad injectabile, 2,5 pl 10x Puffer, 3,0 pl dNTP (in
einer Konzentration von 1,25 uM), 1,0 pl Primer 1, 1,0 pl Primer 2, 0,2 pl Primer 3 und 0,2 pl

Tag-Polymerase in einer Konzentration von 5.000 U/ml.

Die Proben durchliefen im Thermocycler folgendes Programm, wobei die Schritte 2 mit 4

jeweils 35-fach wiederholt wurden, um eine exponentielle Amplifikation zu erzielen:

Schritt Ablauf Temperatur Dauer
1 initiale Denaturierung 94 °C 3 Minuten
2 Denaturierung zu Einzelstrangen 94 °C 30 Sekunden
3 Hybridisierung der Primer (Annealing) 62 °C 1 Minute
4 Elongation 72 °C 2 Minuten
5 AbschlieBende Polymerisation 72 °C 2 Minuten
6 Ende 4 °C

Die vervielfdltige DNA wurde anschlieBend mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Zur
Herstellung des 1,5-%-Elektrophoresegels wurden 1,5 g Agarose durch Erhitzen in 100 ml 1x
TBE-Puffer gelést und anschlieBend 10 pl Ethidiumbromid (in einer Konzentration von
10 mg/ml) zugegeben. Man lasst das in einen Geltrager gegossene Elektrophoresegel
ausharten, entfernt die zur Bildung von taschenférmigen Vertiefungen eingesetzten Kamme
und pipettiert in diese Taschen die Proben, die durch Zugabe von jeweils 4,2 ul 6x Gylcerin-
Ladepuffer (6xLB) gefarbt wurden. Neben den eigentlichen Proben werden eine 1kb DNA-
Leiter, eine Wildtyp-Probe als Negativkontrolle, eine Knockout-Probe als Positivkontrolle und
Wasser als Kontrolle fir mdéglicherweise kontaminierten Puffer aufgetragen. Die Elektrophorese
wird bei einer Spannung von 150 Volt fir 45 Minuten durchgefiihrt und das Gel abschlieBend
unter UV-Licht fotografiert.

Zeigt sich eine einzelne Bande bei 810 bp, so handelt es sich um Wildtyp-Mduse ohne
Gendefekt, zeigt sich eine einzelne Bande bei 230 bp, so handelt es sich um eine homozygote
COL4A3-Knockout-Maus, zeigen sich zwei Banden bei 810 bp und 230 bp, so handelt es sich

um eine heterozygote Maus.
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Abbildung 17: Foto einer Gelelektrophorese. Bande 1 stellt die Negativkontrolle, Bande 2 die
Positivkontrolle dar. Wildtyp-Mause (COL4A3**, Tiere Nr. 6, 7, 9, 14) zeigen eine einzelne Bande von 810
bp, Knockout-Mause (COL4A37", Tiere Nr. 3, 4, 5) zeigen eine einzelne Bande von 230 bp, heterozygote
M&use (COL4A3*/", Tiere Nr. 8, 10, 11, 12, 13) zeigen zwei Banden bei 810 bp und 230 bp.

3.2.1.3 Studiendesign
3.2.1.3.1 Mcp-1-Blockade bei diabetischer Nephropathie

Um eine renale Hyperfiltration zu induzieren und damit die Entwicklung der Diabetes-bedingten
Nierenschdadigung zu beschleunigen, wurde den db/db-Mdusen im Alter von 6 Wochen in
Allgmeinanasthesie jeweils eine Niere entnommen (Uninephrektomie, 1K-Mause) bzw. in der
Kontrollgruppe in situ belassen (Sham-Operation, 2K-Mduse). Zu Beginn der Operation wird
eine Narkosemischung angesetzt, bestehend aus einem Barbiturat zur Hypnose, einem
Benzodiazepin zur Sedierung und Muskelrelaxation sowie einem Opiat zur Analgesie. Dazu
werden zu 13 ml physiologischer Kochsalzlésung 1 mg Medetomidin, 10 mg Midazolam und
0,1 mg Fentanyl gegeben. Neben der Narkosemischung bereitet man auch eine
Antagonistenmischung zu, bestehend aus 2,5 mg Atipamezol, 0,5 mg Flumazenil und 1,2 mg
Naloxon, die man zu 8,5 ml physiologischer Kochsalzlésung gibt. Zur Narkoseeinleitung werden
gewichtsadaptiert zwischen 130 und 200 pl der Narkosemischung intraperitoneal verabreicht,
so dass die Dosis der jeweiligen Substanzen 0,5 mg pro kg Kérpergewicht Medetomidin, 5 mg
pro kg Korpergewicht Midazolam sowie 0,05 mg pro kg Koérpergewicht Fentanyl entspricht.
Nach etwa 10 bis 20 Minuten ist eine ausreichende Toleranz flir chirurgische Eingriffe fir
mindestens eine Stunde gegeben. Wahrend der Narkose wird das Tier mittels Warmelampe
gewarmt und mit Bepanthen-Augensalbe zur Prophylaxe von Hornhautschaden versorgt. Im
Anschluss daran wird das Tier mittels Klebestreifen an allen Extremitdten an der Unterlage
fixiert. Nach Desinfektion des Operationsgebietes mit Ethanol wird das Retroperiteum Uber
einen etwa 1,5 cm lanken Flankenschnitt rechts eréffnet, die Niere dargestellt, am Nierenhilus
mit einem resorbierbaren 2-0 Faden zweifach ligiert und schlieBlich entnommen. Bei Sham-

operierten Mdusen wurde die Niere nach temporarer Umschlingung in situ belassen. Nach
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Einbringen eines Antibiotikums (Neomycin) wurde das Retroperitoneum in fortlaufender Naht
mit einem resorbierbaren Faden, die oberflachliche Hautschicht mit drei bis vier
Wundklammern verschlossen. Zur Antagonisierung der Narkose werden der Maus in
Abhdngigkeit ihres Kérpergewichts 170 bis 260 ul der Antagonistenmischung subkutan injiziert.
Damit wird eine Dosis von 2,5 mg/kg Atipamezol, 0,5 mg/kg Flumazenil und 1,2 mg Naloxon
erreicht. Nach Erwachen werden dem Tier zur postoperativen Analgesie ein bis zwei Tropfen

Metamizol 1:200 peroral verabreicht.

Zur Verlaufskontrolle wurden monatlich Blutzuckermessungen durchgefiihrt. Nur Tiere mit
einen Blutzuckerspiegel von mehr als 200 mg/dl wurden in die Studie eingeschlossen. Im Alter
von 5 Monaten wurden die uninephrektomierten Mduse (im Folgenden als ,db/db 1K"
bezeichnet) in 3 Gruppen eingeteilt und erhielten dreimal pro Woche entweder das Spiegelmer
mMNOX-E36-3'PEG, das Kontroll-Spiegelmer PoC-PEG oder 5%-Glukoselésung subkutan in eine
Rlickenhautfalte injiziert. Die Sham-operierten Tiere (im Folgenden als ,,db/db 2K" bezeichnet)
erhielten ebenfalls 5%-Glukoseldésung. Als weitere Kontrolle dienten Wildtyp-Mduse, die nicht
operiert wurden und keine Behandlung erhielten (Abbildung 18). Nach achtwéchiger
Behandlung erfolgte die Organentnahme zur histopathologischen Analyse. Die Mause wurden
dabei durch zervikale Dislokation getdtet, anschlieBend die Nieren entnommen und fir die
RNA-Isolation vorbereitet oder in Paraffin zur histologischen Analyse fixiert. Am Tag der
Organentnahme erfolgte die Blutenthahme aus dem retrobulbdren Venenplexus in
Allgemeinanasthesie. Um Serum zu gewinnen, erfolgte die Zentrifugation bei 4 °C und 3.000
Umdrehungen pro Minute fir die Dauer von 5 Minuten. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Urinproben wurden monatlich gesammelt, um die Proteinurie zu bestimmen.
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Abbildung 18: Studiendesign. Im Alter von 6 Wochen erfolgte die Uninephrektomie (1K) bzw. Sham-
Operation (2K). Im Alter von 4 Monaten begann die 8-woéchige Behandlung, im Alter von 6 Monaten
erfolgte die Organentnahme.
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3.2.1.3.2 Mcp-1-Blockade beim Alport-Syndrom

Die Behandlung Kollagen-IV-o3-defizienter Mduse begann im Alter von 3 Wochen entweder mit
mMNOX-E36-3'PEG oder PoC-PEG bis zum Tod der Mause. In gleicher Weise wurden weitere
Tiere behandelt, jedoch begann die Behandlung in diesem Fall erst im Alter von 6 Wochen.
Einige dieser Tiere wurden bis zu deren Tod behandelt, andere bis zum Alter von 9 Wochen
(63 Tage), ehe die Organentnahme erfolgte. Zur Kontrolle wurden gesunde Wildtyp-Tiere im
Alter von 6 Wochen bis zur Organentnahme mit 9 Wochen mit 5%-Glukose
behandelt (Abbildung 19).

Wdchentlich wurde das Gewicht der Mause bestimmt und Urin zur Bestimmung der Proteinurie
abgenommen. Blutproben wurden am Tag der Organentnahme nach Allgemeinanadsthesie

entnommen.
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COL4A3" + mNOX-E36-3'PEG

IEI Wildtyp + 5%-Glukose
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Abbildung 19: Studiendesign. COL4A3-defiziente und gesunde Wildtyp-Tiere wurden ab einem Alter
von 3 Wochen (Gruppen 1/2/3) bzw. 6 Wochen (Gruppen 4/5/6) bis zum Eintreten des Todes behandelt
(Kohorte ,Uberleben®). Daneben wurden COL4A3-defiziente und gesunde Wildtyp-Tiere ab einem Alter
von 6 Wochen behandelt (Gruppen 7/8/9) bis im Alter von 9 Wochen die Organentnahme erfolgte
(Kohorte ,Histopathologie™).

3.2.1.4 Zelltransferstudie
3.2.1.4.1 Zellisolation

Mac2-positive Makrophagen wurden immunomagnetisch aus der Milz von db/db- bzw. COL4A3-

defizienten Mausen im Alter von 6 Monaten isoliert.

Db/db-Mause wurden im Alter von 6 Monaten, COL4A37-M&use im Alter von 8 Wochen mittels
zervikaler Dislokation getétet und die Milzen zur Gewinnung von Makrophagen entnommen.

Die Milzen wurden auf Eis in Petrischalen, die mit MACS-Puffer gefillten waren, zerkleinert,
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anschlieBend durch ein 30 pm Stahlsieb gepresst und in einer sterilen Petrischale gesammelt.
Die entstehende Zellsuspension wurde bei 1.500 U/min und einer Temperatur von 4 °C
zentrifugiert. Das entstehende Pellet wurde mit sterilem PBS gewaschen, in MACS-Puffer
resuspendiert, zweimal gewaschen und anschlieBend zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension
gefiltert. Die Einzelzellsuspension wurde zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert. In der resultierenden Zellsuspension erfolgte eine

Zellzahlung.

Pro 10’ Zellen wurde das Pellet in 100 pl MACS-Puffer resuspendiert und 2 pl des FITC-
markierten Mac2-Antikérpers zugegeben. Die Zellsuspension wurde gemischt, 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend zweimal gewaschen und bei 300g 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, pro 10’ Zellen wurde das Pellet in 90 pl MACS-
Puffer resuspendiert und 10 pl MACS Anti-FITC Microbeads zugegeben. Nach 15 Minuten
Inkubation bei 6-12 °C wurden die Zellen durch Zugabe von MACS-Puffer gewaschen und bei
300g 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet pro 102 Zellen in
500 pul resuspendiert. Die resultierende Zellsuspension wurde in LS*/VS*-positive
Selektionssaulen gegeben, die mit 3 ml MACS-Puffer umspllt wurden. Die Reinheit der

isolierten Zellen wurde durchflusszytometrisch verifiziert.

3.2.1.4.2 Fluoreszenzmarkierung

Isolierte Mac2-positive Makrophagen wurden entsprechend den Herstellerangaben mit PKH26

markiert, einem roten Fluoreszenzfarbstoff.

Alle Schritte wurden bei 25 °C durchgefiihrt. Eine Zellsuspension (2x10’ Zellen pro Probe)
wurde mit serumfreiem RPMI-Medium gewaschen und 5 Minuten bei 400g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Diluent C resuspendiert. Dazu wurde 1 ml
frisch zubereitetes 4x10® M PKH26 zugegeben und bei gelegentlichem vorsichtigem Mischen
3 Minuten inkubiert. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 1 ml FCS mit anschlieBender
einmindtiger Inkubation beendet. Die Ldésung wurde durch Zugabe von 3 ml Medium,
bestehend aus RPMI und 10 % FCS, verdinnt und 10 Minuten bei 400g zentrifugiert, um die
Zellen aus der Farbelésung zu entfernen. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet dreimal
durch Zugabe von 10 ml des Mediums aus RPMI und 10 % FCS gewaschen und zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in RPMI/FCS-Medium resuspendiert. Eine
Zellzahlbestimmung wurde durchgefihrt und die Effektivitat der Fluoreszenzmarkierung mittels

Durchflusszytometrie bestimmt.
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3.2.1.4.3 i.v.-Injektionsprotokoll

3,5x10° Mac2-Makrophagen wurden in einem Volumen von 200 pl isotonischer Kochsalzlésung
in die Schwanzvene von 6 Monate alten db/db-M&usen und 8 Wochen alten COL4A37"-M&usen
injiziert. Die Mduse erhielten jeweils 3 Stunden zuvor eine Einmaldosis mNOX-E36-3'PEG,
PoC-PEG bzw. 5%-Glukoselésung. Drei Stunden nach der Injektion der
Makrophagensuspension erfolgte die Organentnahme. Die Nieren wurden in Tissue freezing
medium schockgefroren und fiir die Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet. Die Anzahl
fluoreszenzmarkierter interstitieller Zellen wurde in 15 Gesichtsfeldern (high power fields, hpf)

bestimmt.

3.2.2 Zellkultur
3.2.2.1  Zelllinien und Kulturbedingungen

Die Makrophagen-Zelllinie der Maus J774 wurde in einem Zellkulturvollmedium kultiviert,
bestehend aus RPMI 1640, 10 % Hitze-inaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin sowie 100 pg/ml
Streptomycin. Die Kultivierung erfolgte unter standardisierten Bedingungen in einem
Brutschrank bei 37 °C und einem 5% CO,/Luft-Gemisch.

Eine Mesangialzelllinie der Maus wurde kultiviert in einem Medium aus DMEM, 5 % FCS, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin unter standardisierten Bedingungen wie bereits

oben beschrieben.

Sowohl die J774-Makrophagen als auch die Mesangialzellen der Maus verdoppeln sich alle
24-36 Stunden und wurden zweimal pro Woche geteilt: nach Entfernung des alten Mediums
wurden die Zellen zweimal in PBS gewaschen. AnschlieBend wurde eine EDTA-Trypsin-Lésung
zugegeben und die Zellen bei 37 °C fir 5 Minuten bebritet. Diese ,Trypsinierung" wurde durch
Zugabe von Zellkulturvollmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde abschlieBend in ein
neues Falcon-Gefal3 gegeben, bei Raumtemperatur fir 3 Minuten bei 1.000 RPM zentrifugiert,

der Uberstand verworfen und das Pellet in 5 ml RPMI- oder DMEM-Medium resuspendiert.

Nach Bestimmung der Zellzahl wurde die gewlinschte Zahl an Zellen in 6-well-Platten

aufgebracht und flir 24 Stunden bei 37 °C unter standardisierten Bedingungen bebritet.

3.2.2.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen fir 3 Minuten bei 1.000 RPM zentrifugiert. Das
Pellet wurde auf Eis vorsichtig in einem Einfriermedium, bestehend aus 90 % FCS und 10 %
DMSO, durch wiederholtes Ansaugen und Abwerfen mittels der Pipette resuspendiert.

Teilproben (aliquots) mit einem Volumen von 1,5 ml wurden rasch in entsprechende bereits auf
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4 °C vorgeklhlte Einfrier-GefaBe Ubertragen und langsam geklhlt: zuerst wurden die Zellen
flr 1 Stunde bei -20 °C aufbewahrt, Uber Nacht bei -80°C bis sie am nachsten Tag in fllissigen

Stickstoff gebracht wurden.

Um die Zellen erneut aufzutauen wurde ein GefaB aus dem flissigen Stickstoff enthommen
und in einem Wasserbad bei 37 °C erwarmt. AnschlieBend wurden die Zellen in 5 ml warmem
Zellkulturvollmedium geldst und bei 1000 RPM fiir 5 bis 7 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und die Zellen in frischem Medium resuspendiert. Das Medium wurde

24 Stunden danach erneut gewechselt.

3.2.2.3 Stimulationsexperiment

Jeweils 5x10° Zellen/ml wurden 24 Stunden vor der Stimulation in einem Medium aus RPMI
(3774 Makrophagen) oder DMEM (Mesangialzellen), zum einen mit und zum anderen ohne FCS
gehalten. AnschlieBend wurden die Zellen fir 48 Stunden mit 10 ug/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml
oder 200 ug/ml Spiegelmer bebritet.

Mittels ,CellTiter 96 Proliferation Assay™ wurde die Proliferation der Zellen nach 72 Stunden
ermittelt. Dazu wurden zu jeweils 5x10° Zellen/ml 20 pl CellTiter 96 Aqueous One L&sung
gegeben und fir 90 Minuten bei 37 °C gehalten. Die optische Dichte wurde bei 492 nm

bestimmt.

3.2.3 Immunhistochemische Methoden und histopathologische Analyse

Teile der entnommenen Nieren wurden in Histosettes gegeben, in einer Losung aus PBS und
10% Formalin fixiert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Von diesen eingebetteten
Blocken wurden jeweils 2 um dicke Schnitte angefertigt und im Anschluss daran mittels
absteigender Alkoholreihe entparaffiniert. Die Schnitte wurden dabei jeweils 3 Minuten in Xylol,
100 % Ethanol, 95 % Ethanol, 80 % Ethanol, 50 % Ethanol sowie PBS inkubiert. Fir die
immunhistochemischen Farbungen wurden folgende Antikérper verwendet: Ratte anti-Mac2
(glomerulare Makrophagen), Ratte anti-F4/80 (interstitielle Makrophagen), Ratte anti-Ki-67
(proliferierende Zellen), Ratte anti-CD3 (Lymphozyten), Ratte anti-MECA-32 (Endothelzellen),
Schaf anti-Ccl2. Als Sekundarantikérper wurden jeweils anti-Ratte-IgG bzw. anti-Schaf-IgG

verwendet. Die Negativkontrollen wurden mit dem jeweiligen Isotyp-Antikdrper inkubiert.

Zur quantitativen Analyse wurden 2 um dicke Schnitte mit Perjodsaurer Schiffreagenz bzw.
Silber entsprechend den Herstellerangaben gefarbt. Das AusmaB der Glomerulosklerose wurde
semiquantitativ durch einen verblindeten Untersucher bestimmt. Dabei erhielten pro Niere
15 Glomeruli einen Punktwert. Der Punktwert 0 reprasentierte ein gesundes Glomerulus ohne

Sklerose, der Punktwert 1 ein Glomerulus, das maximal zu 25 % sklerotisch verandert war, der
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Punktwert 2 ein Glomerulus, das maximal 50 % sklerotisch war, der Punktwert 3 ein
Glomerulus, das maximal 75 % sklerotisch war und der Punktwert 4 stand flr ein vdllig

sklerotisches Glomerulus (Abbildung 20).

Abbildung 20: Quantitative Analyse der Glomerulosklerose. Reprasentative histologische Schnitte,
gefarbt mit PAS (engl. periodic acid schiff stain). Jeweils 15 Glomeruli pro Tier wurden entsprechend der
Schadigung ein Punktwert zugeordnet: Punktwert 0 bei gesundem Glomerulus, Punktwert 1 bei maximal
25 % Schadigung, Punktwert 2 bei 25%-50% Schadigung, Punktwert 3 bei 50%-75% Schadigung und
Punktwert 4 bei véllig sklerotischem Glomerulus. VergréBerung 400x.

Die Indizes flur Tubuluszellschddigung, Tubulusdilatation, interstitielle Volumenzunahme und
interstitielle Kollagenablagerung wurden anhand der Silberfarbung bestimmt, indem durch
einen verblindeten Untersucher pro Niere jeweils 100 standardisierte Punkte von 10 nicht

Uberlappenden kortikalen Fotos in einer VergroBerung von 20x ausgezahlt wurden.

Interstitielle Zellzahlen wurden in jeweils 15 Gesichtsfelder (high power fields, hpf, 400x) durch

einen verblindeten Untersucher ausgezahlt.

3.2.4 ELISA
3.2.4.1 Allgemeines

Unter Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) versteht man ein auf einer enzymatischen
Farbreaktion beruhendes immunologisches Nachweisverfahren [50, 51]. Zum Einsatz kommen

hierbei Antikérper, die spezifisch an ihr Antigen, d.h. an die nachzuweisende Substanz, binden.
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Die messbare und damit fir das Vorliegen der nachzuweisenden Substanz beweisende

Farbreaktion wird durch ein zuvor an den Antikérper gekoppeltes Enzym katalysiert.

Beim sog. ,Sandwich-ELISA" handelt es sich um eine modifizierte Technik des ELISA, bei der
zwei Antikérper verwendet werden, die an jeweils unterschiedlichen Stellen der
nachzuweisenden Substanz binden. Der erste (,coating-") Antikérper wird auf eine 96-well-
Microtiterplatte aufgetragen und bindet dort an die Oberflache. Nun wird die Probe zugegeben
und der erste Antikérper kann die nachzuweisende Substanz in der Probe proportional zu ihrer
Konzentration binden. Im nachsten Schritt wird der zweite (,detection-") Antikdrper
zugegeben. Dieser ist mit einem Enzym, der Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish
peroxidase), gekoppelt und bindet nun ebenfalls an die nachzuweisende Substanz, allerdings
an ein anderes Epitop, wodurch ein Komplex aus ersten Antikérper, nachzuweisender Substanz
und zweitem Antikérper entsteht, der bildlich an ein Sandwich erinnert. Ein anschlieBend
zugegebenes Chromogen kann nun von dem gekoppelten Enzym gespalten werden, wodurch
ein photometrisch messbarer Farbumschlag entsteht. Die gemessene Absorption ist dabei
proportional zur Konzentration des entstandenen Farbstoffs und aufgrund der Kopplung des
Enzyms an den zweiten Antikérper auch proportional zur Konzentration der nachzuweisenden

Substanz.

Durch Auftragen der nachzuweisenden Substanz in verschiedenen exakt definierten
Konzentrationen kann eine Standardkurve erstellt werden, mit deren Hilfe die gemessene

Absorption der Probe in eine Konzentration umgerechnet werden kann.

3.2.4.2 Bestimmung der Albuminurie

Die Konzentration des Albumins im Urin wurde mittels ELISA bestimmt. Eine 96-well-
Mikrotiterplatte wurde mit Antikérpern der Ziege gegen Mausalbumin beschickt und bei 4 °C
12 Stunden inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurde die Platte geblockt, d.h. ein Puffer,
der BSA (bovine serum albumin) enthalt, wird zugegeben, um unspezifische Reaktionen zu
verhindern. Nach einstindiger Inkubation bei Raumtemperatur und dreimaligem Waschen
wurden jeweils 100 ul der Proben und eine zuvor hergestellte Standardreihe aufgetragen und
erneut bei Raumtemperatur eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte finfmal
gewaschen und ein Antikérper zugegeben, der mit Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. Nach
einstiindiger Inkubation und finfmaligem Waschen wurde ein Gemisch aus TMB zugegeben,
das von der Meerrettichperoxidase enzymatisch gespalten wurde, was zu einem sichtbar
blauem Farbumschlag flihrte. Sobald ein derartiger Farbumschlag sichtbar wurde, wurde die
Reaktion durch Zugabe von Schwefelsdure unterbrochen. Mittels eines Microplatereaders
wurde anschlieBend die Absorption bei einer Wellenldnge von 492 nm gemessen, aus den
Werten der Standardreihe wurde eine Standardkurve erstellt, die schlieBlich eine Berechnung

der Albuminkonzentration in den Proben ermdéglichte.
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3.2.4.3 Bestimmung der Mcp-1-Konzentration

Mittels ELISA wurde sowohl im Urin als auch im Serum die Konzentration von Mcp-1 bestimmt.
Eine 96-well-Mikrotiterplatte wird mit Antikérpern gegen Mcp-1 der Maus inkubiert,
unspezifische Reaktionen werden durch Zugabe eines Puffers blockiert, die entsprechenden
Urin- bzw. Serumproben sowie die Standardreihe werden aufgetragen, der mit
Meerrettichperoxidase gekoppelte zweite Antikérper wird zugegeben, das hinzugefigte
Gemisch aus TMB wird als Substrat der Meerrettichperoxidase enzymatisch gespalten,
woraufhin die Reaktion durch Zugabe von Schwefelsdure beendet wird. Ahnlich der
Bestimmung der Albuminurie, missen auch bei diesem ELISA genaue Inkubationszeiten
eingehalten werden, bevor (iberschiissige Substanzen ausgewaschen werden koénnen.
AbschlieBend wird mittels Microplatereader die Absorption bei einer Wellenldange von 450 nm
gemessen und die Absorption der einzelnen Proben unter Bezugnahme auf die erstellte

Standardkurve berechnet.

3.2.5 Kreatininbestimmung

Die Bestimmung des Kreatinins im Urin beruht auf der sog. Jaffé-Methode. Dieser Methode
liegt die chemische Eigenschaft von Kreatinin zugrunde, in alkalischer L6sung mit Pikrinsaure
einen orangeroten Farbkomplex zu bilden, dessen Extinktionsdifferenz proportional zur
Kreatininkonzentration ist. Zu Beginn der bei Raumtemperatur durchgeflihrten Bestimmung
wird in einer 1-cm-Klvette 1 pl Urin mit destilliertem Wasser im Verhéltnis 1:50 verdiinnt und
anschlieBend durch Zugabe von 1000 pl Natronlauge (0,16 mol/l) alkalisiert. Nach einer kurzen
Inkubationszeit von etwa einer Minute werden 250 pl Pikrinsdure (4,0 mmol/l) zugegeben und
mit der Probe vermischt. Die Extinktion wird nach einer sowie nach drei Minuten im
Photometer bei einer Wellenldange von 492 nm gemessen. Neben den eigentlichen Urinproben
werden jeweils auch ein Leerwert sowie ein Standardwert mit der Kreatininkonzentration von
2 mg/dl gemessen. Zur Berechnung der Kreatininkonzentration wird die Differenz der bei 60
und 180 Sekunden gemessenen Extinktion berechnet. Die Extinktionsdifferenz eines
Leerwertes wird anschlieBend von der Extinktionsdifferenz der Probe und des Standardwerts
subtrahiert. Die Kreatininkonzentration stellt nun den mit der Kreatininkonzentration des
Standards und der Verdinnung der Probe multiplizierten Quotienten aus den

Extinktionsdifferenzen der Probe und des Standardwertes dar.

(EZ — El)Probe B (EZ — El)Leerwert

C(Kreatinin) (mg/dl) = X C(Kreatinin—Standard) X 50

(EZ - El)Standard - (EZ - El)Leerwert
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3.2.6 Bestimmung der Glomerularen Filtrationsrate (GFR)

Die glomeruldre Filtrationsrate (GFR) wurde mittels Inulin-Clearance bestimmt [176]. Das mit
dem Fluoreszenzfarbstoff FITC (fluorescein isothiocyanate) gekoppelte Inulin wurde in
physiologischer Kochsalzlésung gelést (50 mg Inulin pro 1 ml NaCl 0,9 %) und anschlieBend
eine Stunde bei 60 °C erwdrmt. Da die FITC-Fluoreszenz durch Schwankungen des pH-Werts
stark beeinflusst werden kann, wurde zu der durch Filtrierung sterilisierten Losung 500 mM

HEPES gegeben, um den pH-Wert bei 7,4 zu stabilisieren.

Von der gebrauchsfertigen Lésung wurden den Madusen in Allgemeinnarkose 3 pl pro Gramm
Koérpergewicht in den retroorbitalen Venenplexus injiziert. Nach jeweils 5, 10, 15, 20, 35, 60
und 90 Minuten erfolgten die Blutabnahmen aus dem retroorbitalen Venenplexus. Aus dem so
gewonnenen Blut wurde mittels Zentrifugation Serum gewonnen. Um aus der FITC-Fluoreszenz
die Inulin-Konzentration berechnen zu kénnen, wurde durch stufenweise Verdinnung von
Inulin eine Standardreihe hergestellt, die zusammen mit den Serumproben auf eine 96-well-
Mikrotiterplatte aufgetragen wurde. In einem Microplatereader wurde das FITC anschlieBend
bei 485 nm angeregt (Exzitation) und die Emission bei 538 nm gemessen. Die gemessene

Emission ist dabei direkt proportional zur Inulinkonzentration.

Bei der Berechnung der GFR legt man ein Zwei-Kompartment-Modell zugrunde. Man geht
davon aus, dass der injizierte FITC-Inulin-Bolus zuerst im intra- und extrazelluldaren
Kompartment verteilt wird (Verteilungsphase; reprasentiert durch einen raschen Abfall der
Fluoreszenz im Plasma) und anschlieBend langsam aus dem Plasma entfernt wird
(Eliminationsphase; reprasentiert durch einen langsamen Abfall der Fluoreszenz im Plasma).
Damit entspricht die Eliminationsphase der Inulin-Clearance. Die gemessene optische Dichte
wurde mittels geeigneter Software durch nicht-lineare Regression in eine zweiphasige

Abklingkurve eingepasst und so die GFR berechnet.

3.2.7 RNA-Analyse
3.2.7.1 Isolierung von RNA

Von jeder Maus wurden Teile der Niere bei der Organentnahme in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Zur RNA Isolation wurde eine modifizierte
Chomczynski-Methode verwendet. 3 ml der Lésung D, die 8 ul B-Mercaptoethanol pro ml
enthielt, wurde zusammen mit einem kleinen Gewebestiick in ein 15 ml Falcon gegeben. Das
Gewebe wurde mittels ULTRA-TURRAX T25, Geschwindigkeitsstufe 2, homogenisiert und auf Eis
gelagert. Es wurden 300 pl 2M Natriumacetatlésung zugegeben und vorsichtig gemischt, ehe
3 ml Roti-Aqua-Phenol zugegeben wurden. Nach vorsichtigem Mischen wurden 1,6 ml einer im
Verhéltnis 49:1 zubereiteten Lésung aus Chloroform und Isoamylalkohol zugegeben. Die

entstehende Lésung wurde 20 Sekunden gemischt bis eine milchig-weiBe Suspension
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resultierte. Die Suspension wurde flir 15 Minuten auf Eis gelagert und anschlieBend bei 4 °C
und 4.000 x g zentrifugiert. Die obere Phase (etwa 3 ml) wurde zusammen mit 3 ml
Isopropanol in ein neues Falcon gegeben, 30 Minuten bei -20 °C inkubiert und anschlieBend
15 Minuten bei 4 °C und 4.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet auf Papier gegeben um das verbleibende Isopropanol und die 1 ml Lésung ablaufen zu
lassen. Das Pellet wurde in 0,5 ml Losung D geldst, die Losung anschlieBend zusammen mit
0,8 ml Isopropanol in frische DEPC-behandelte GefaBe gegeben, gemischt, fiir 30 Minuten bei
-20 °C gelagert und anschlieBend 15 Minuten bei 4 °C und 4.000 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 80 % Ethanol in DEPC Wasser (Diethyl
Pyrocarbonat) gewaschen, 15 Minuten gemischt und schlieBlich erneut bei 4 °C und 4.000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet auf Papier gebracht um das
restliche Ethanol zu entfernen. Das halb getrocknete Pellet wurde in 100 pl DEPC Wasser
geldst. Eine 10 pl-Teilprobe wurde zur Qualitatskontrolle verwendet, die restliche RNA-LOsung
wurde bis zur Gewinnung der cDNA bei -80 °C gelagert. Die RNA wurde quantifiziert und ihre
Qualitat bestimmt: 2 pl der RNA-L6sung wurde 50-fach in DEPC Wasser verdinnt und das
Verhéltnis der optischen Dichte 260/280 nm photometrisch bestimmt. Um das gewiinschte
RNA-Volumen pro Probe (pl/ml) zu erhalten wurde die Extinktion mit der Verdinnung

multipliziert. Ein Extinktionsverhaltnis von 1,6 wurde als akzeptable Qualitdt angenommen.

3.2.7.2 Synthese der cDNA

Die isolierten RNA-Proben wurden in DEPC Wasser bis zu einer Konzentration von 1 ug/20 ul
verdinnt. Ein Mastermix wurde vorbereitet. Dieser beinhaltete 9 pul 5x Puffer,
1 pl 25 mM dNTP-Mischung, 2 ul 0,1M DTT, 1 ul 40U/ul RNasin, 0,5 ul Hexanucleotide,
1 pl Superscript oder ddH,O zur Kontrolle. 15 pl des Mastermix wurden zusammen mit
1 pg/20 ul RNA-Probe in DEPC-behandelte Eppendorf-Réhrchen gegeben, gemischt und bei
42 °C eine Stunde unter permanenter Durchmischung im Thermomixer inkubiert. Im Anschluss

daran wurden die cDNA-Proben bei -20 °C bis zur real-time RT-PCR-Analyse gelagert.

3.2.7.3 Real-time RT-PCR

Die cDNA-Proben wurden im Verhaltnis 1:10 in TE-Puffer, bestehend aus 10 mM TRIS-HCI und
0,1 mM EDTA verdinnt. Die real-time RT-PCR wurde mit einem TagMan® ABI prism 7700
durchgefiihrt. Die quantitative PCR fir mRNA basiert auf der Anlagerung sequenz-spezifischer
Primer und Sonden. Letztere besitzen am 3’-Ende einen sog. ,Quencher®, am 5’-Ende einen
~Reporter*. Die Sonde absorbiert am 3’-Ende TAMRA und am 5’-Ende das andere
fluoreszierende Material, wie etwa FAM oder VIC. Der TagMan® universal PCR master mix

beinhaltet eine Tag-Polymerase mit 5'+3’-Polymeraseaktivitdt und 5'-3'-Exonucleaseaktivitat.
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Wahrend der Elongationsphase werden spezifisch gebundene Sonden durch die
Exonucleaseaktivitat hydrolysiert und damit freigesetzt. Mit jedem neu synthetisierten DNA-
Strang wird fluoreszierendes Material frei gesetzt und die resultierende Fluoreszenz bei 488 nm
gemessen. Das resultierende Fluoreszenzsignal ist dabei direkt proportional zur synthetisierten
DNA-Menge. Flr jede Probe wurde der ,,CT-Wert" (cycle threshold) errechnet. Es handelt sich
dabei um die Anzahl an Zyklen, nach der das Fluoreszenzsignal einen vorher festgelegten

Grenzwert Uberschreitet.

Der TagMan® universal PCR master mix enthielt die PCR-Puffer, dNTPs und die AmpliTaqgGold®
(Tag-Polymerase ohne 3’+5’ Exonucleaseaktivitdat). Der jeweilige Primermix enthielt die
forward primer und die reverse primer in einer Endkonzentration von 300 mM sowie die Sonde
in einer Endkonzentration von 100 nM. Jeweils 10 pl dieses Mastermix wurden zusammen mit
2 ul Proben, 7 pl H,O und 7 pl des jeweiligen Primers in jedes der 96 wells einer
Microtiterplatte pipettiert. Die Platte wurde anschlieBend verplombt, bei 280 x g zentrifugiert
und mittels TagMan® ABI prism 7700 analysiert. Fiir die TagMan® RT-PCR wurden folgende
Temperatureinstellungen verwendet: die erste Inkubation erfolgte fiir 2 Minuten bei 50 °C und
anschlieBend entsprechend der Aktivitat der Tag-Polymerase 10 Minuten bei 95 °C. Die Proben
wurden wahrend 40 Zyklen, die jeweils 15 Sekunden 95 °C und anschlieBend 1 Minute 60 °C
beinhalteten, vervielfaltigt. Die RT-PCR flir den Housekeeper (18S rRNA oder GAPDH) wurde
unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt, statt der Primer wurde jedoch 18S rRNA oder
GAPDH verwendet. Die CT-Werte wurden durch Verwendung der ABI PRISM Sequence
Detection software (Version 1.0) aufgezeichnet und die Ergebnisse wurden entsprechend im
Verhdltnis zum Housekeeper-Gen berechnet. In allen Féllen waren die Ergebnisse der
Kontrollen aus ddH,0 negativ, sowohl flir die Proben als auch flr den Housekeeper. Die fir die
RT-PCR verwendeten Oligonukleotid-Primer (300 nM) und Sonden (100 nM) werden in
Abschnitt 3.1.5. beschrieben.

3.2.8 Laser-Mikrodissektion
3.2.8.1 Grundlagen der Laser-Mikrodissektion

Die Niere besteht aus zwei spezifischen Kompartimenten, dem Glomerulus und dem
Tubulointerstitium. Beide Kompartimente kdénnen bei Nierenerkrankungen jeweils
unterschiedlich betroffen sein. Um die Auswirkungen einer Erkrankung speziell auf das
glomeruldre Kompartment zu untersuchen, missen Glomeruli daher isoliert und getrennt vom
Tubulointerstitium untersucht werden. Zur Isolation von Gewebe stehen verschiedene
Separationstechniken wie etwa FACS oder Beads zur Verfligung. Diese Techniken kdnnen
jedoch nur mit Zellsuspensionen durchgeflihrt werden, eignen sich daher nicht, um gezielt

Glomeruli in toto zu isolieren. Aus diesem Grund wurden Mikrodissektionsverfahren entwickelt,
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die es ermdéglichen, Zellen oder zusammenhdngende Gewebe aus formaldehyd-fixierten und in

Paraffin eingebetteten Gewebeschnitten unter direkter visueller Kontrolle zu isolieren.

Da die bereits frih entwickelte Methode der manuellen Mikrodissektion langwierig, stark vom
Geschick des Benutzers abhangig und zum Teil dennoch unspezifisch ist, wurden so genannte
»~no-touch" Techniken entwickelt, die laser capture microdissection (LCM) [49] und die laser
microbeam microdissection (LMM) [18, 196]. Bei der 1996 im National Cancer Institute
entwickelten Methode der LCM [49] wird ein Polymerfilm auf dem Gewebeschnitt angebracht,
das gewinschte Gewebe wird unter mikroskopischer Kontrolle ausgewahlt und mit einem
fokussierten Infrarot-Laserstrahl umfahren. Die Energie des Laserstrahls wird dabei in einem
bestimmten Punkt des Polymerfilms absorbiert und der Film schmilzt an dieser Stelle. Das fokal
geschmolzene Polymer expandiert, flllt die Zwischenrdume des darunterliegenden Gewebes
aus, verfestigt sich beim Abkihlen und fusioniert damit mit dem gewiinschten Gewebe, das
nun bei véllig erhaltener Morphologie zusammen mit dem Polymerfilm aus dem umgebenden
Gewebe entfernt werden kann [14, 19, 202] (Abbildung 21). Bei der Laser microbeam
microdissection (LMM) wird statt eines Hitze-erzeugenden Infrarotlasers ein UV-Laser
verwendet, der durch kalte Photolyse (im Gegensatz zur thermischen Mikrodissektion der LCM)
die Mikrodissektion des Gewebes und Uberdies auch die Entnahme des gewilinschten Gewebes
durch laser pressure catapulting bewirkt. Das gewlinschte Gewebe wird dabei nach der
Umfahrung mit dem Laser durch einen einzelnen hochenergetischen Laserstrahl aus dem
Gewebe auf ein Glasplattchen oder in den Deckel eines Eppendorf-Réhrchens

herauskatapultiert.

In der vorliegenden Studie wurde die Laser microbeam microdissection entsprechend einem
von Cohen, et al. etablierten Protokoll durch Herrn PD Dr. med. H. Schmid am DKFZ in
Heidelberg durchgefihrt [33].

3.2.8.2 Vorbereitung

Auf einem Glasobjekttrager wird ein 1,35 pm dicker Polyethylenfilm mittels Cyanacrylatkleber
fixiert und mit 0,1 % Poly-L-Lysin beschickt. Aus Nierengewebe, das in Formalin fixiert und in
Paraffin eingebettet wurde, werden mittels Mikrotom 5 pm dicke Schnitte angefertigt und auf
einem Objekttrager platziert. Das Nierengewebe wird, indem es zweimal fir je 10 Minuten in
Xylol gegeben wird, deparaffiniert und anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe (je
5 Minuten in 100 % Ethanol - 90 % Ethanol - 70 % Ethanol) rehydriert. Die Schnitte werden
kurz, d.h. 10 Sekunden, in Hdmalaun gefarbt, anschlieBend mittels umgekehrter Alkoholreihe

hydriert und 2 Minuten an der Luft getrocknet.



68
3.2.8.3 Durchfiihrung

Aus den so aufbereiteten Schnitten wurden an einem Robot MicroBeam System etwa
100 Glomeruli pro Tier unter direkter visueller Kontrolle durch Verwendung eines fokussierten
Stickstofflasers mit einer Wellenldnge von 337 nm aus dem umgebenden Gewebe
ausgeschnitten. AnschlieBend wurden die gewlinschten Glomeruli mit Hilfe eines
energiereicheren Laserimpulses aus dem Gewebe in den mit mineralischem Ol beschichteten
Deckel eines Eppendorf-Réhrchens herauskatapultiert. Der Deckel mit den gesammelten
Glomeruli wird auf das entsprechende 200 pl Lysepuffer enthaltende Eppendorf-Réhrchen
gegeben und bis zur weiteren Verarbeitung in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Mit den

isolierten Glomeruli wurde eine Real-time RT-PCR (siehe 3.2.7.3) durchgefiihrt.

A B

Laser Laser

L _ | L |

Laserstrahl

Deckel eines
Eppendorf-Réhrchens
Membran

Gewebeschnitt
— Objekttrager

— Mikroskoptisch

Objektiv des
Invers-Mikroskops

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Laser capture microdissection (LCM), nach [58].
Zur einfacheren Entnahme des Gewebes nach der Mikrodissektion ist die Transfermembran direkt an der
Unterseite eines Eppendorf-Réhrchens angebracht. A Unter direkter visueller Kontrolle wird das
gewlinschte Gewebe mit einem fokussierten Laserstrahl umfahren. Die Energie des Laserstrahls wird von
einer Membran absorbiert, die daraufhin schmilzt und mit dem darunterliegenden Gewebe fusioniert. B
Das gewilinschte Gewebe kann bei vdéllig erhaltener Morphologie entnommen und weiterverarbeitet
werden.
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Abbildung 22: Bei der Laser capture microdissection werden pro Maus 100 Glomeruli unter direkter
visueller Kontrolle mittels eines fokussierten Stickstofflasers ausgeschnitten und anschlieBend durch einen
energiereicheren Laserimpuls aus dem Gewebe herauskatapultiert. VergroBerung 200x.

3.2.9 Statistische Auswertung

Die angegebenen Werte entsprechen den jeweiligen Mittelwerten. Als Fehlerkorrektur wird der
SEM (Standard error of the mean) als Quotient der Standardabweichung und der
Quadratwurzel aus der Anzahl angegeben. Die Varianzanalyse wurde mittels zweiseitigem
gepaartem student t-Test als univariates sowie ANOVA (analysis of variance) mit
anschlieBender Bonferroni-Korrektur als multivariates Verfahren durchgefiihrt. Statistische
Signifikanz wurde ab einem p-Wert von unter 0,05 angenommen. Die Uberlebenskurven
wurden verglichen durch Jlog-rank two-tailed testing, anhand von Kaplan-Meier-Analysen

erstellt. Die Berechnungen wurden mittels GraphPad Prism 5.0 durchgefihrt.
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4 Ergebnisse
4.1 Effekt der Mcp-1-Blockade bei db/db-Mausen
4.1.1 Rekrutierung von Makrophagen in die Niere

Um die Blockade der Makrophagenrekrutierung in die Niere durch das Spiegelmer zu
verifizieren, wurde eine Zelltransferstudie durchgefiihrt. Dabei wurden ex vivo
fluoreszenzmarkierte Mac2-positive Monozyten in uninephrektomierte Mause im Alter von
funf Monaten intravends injiziert. Die Mause erhielten vorab eine Einmaldosis
mMNOX-E36-3'PEG, PoC-PEG oder das Vehikel (5%-Glukose). Drei Stunden nach Injektion
konnte eine Einwanderung von Mac2-positiven Monozyten sowohl in das glomerulare als auch
in das interstitielle Kompartiment der uninephrektomierten Mause nachgewiesen werden. Die
Vorbehandlung mit mNOX-E36-3'PEG verringerte dabei signifikant die Einwanderung von Mac2-
positiven Zellen in Glomeruli und Tubulointerstitium bei uninephrektomierten (1K) db/db-
Mausen (Abbildung 23). Diese Ergebnisse konnten die Wirkung von mNOX-E36-3'PEG in vivo
bestatigen und lieferten die Rationale flir die Verwendung des Spiegelmers zur Blockade der
Makrophagenrekrutierung in uninephrektomierten db/db-Mdusen, einem Modell der

fortgeschrittenen diabetischen Nephropathie.

Anzahl Mac2-positiver Zellen
H

Tubulointerstitium

Glomerulus

db/db UN (1K) + db/db UN (1K) + db/db UN (1K) +
5%-Glukose PoC-PEG mNOX-E36-3'PEG

Abbildung 23: mNOX-E36-3'PEG blockiert die Rekrutierung von Monozyten in die Niere. Die
schwarzen Balken reprasentieren die Anzahl Mac2-positiver Zellen im tubulointerstitiellen, die grauen
Balken im glomeruldren Kompartment der Niere. Die Angaben entsprechen den Mittelwerten £ SEM.
Ausgezahlt wurden jeweils 10 Glomeruli bzw. 15 high power fields (hpf) pro Tier. * p < 0,001 mNOX-E36-
3'PEG vs. 5%-Glukose/PoC-PEG.
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4.1.2 Korpergewicht und Blutzuckerspiegel

Nachdem die Effektivitat des Spiegelmers nachgewiesen worden war, begann die Behandlung

der Versuchstiere, denen im Alter von finf Monaten flr die Dauer von acht Wochen dreimal
wochentlich mNOX-E36-3'PEG, PoC-PEG oder 5%-Glukose subkutan injiziert wurde.

Koérpergewicht und Blutzucker wurden monatlich im Alter von jeweils 8, 12, 16, 20 und

24 Wochen bestimmt. Das Koérpergewicht ist bei den diabetischen Tieren, verglichen mit den

nicht-diabetischen Tieren, signifikant erhdht. Die diabetischen Tiere zeigen hinsichtlich des

Kdérpergewichts ein relativ homogenes Bild, lediglich die mit 5%-Glukose behandelten Tiere

unterscheiden sich im Alter von 20 und 24 Wochen signifikant von den anderen diabetischen

Tieren. Weitere Unterschiede und damit ein Einfluss des Spiegelmers auf das Kdérpergewicht

konnten nicht festgestellt werden (Abbildung 24).

Wildtyp (2K) db/db sham (2K) db/db UN (1K) db/db UN (1K) db/db UN (1K)
unbehandelt unbehandelt + 5%-Glukose + PoC-PEG + mMNOX-E36-3'PEG
8 Wochen 22,8 0,7 30,4 1,2 27,86 £1,3 34,6 £ 0,7 34,8+ 1,6"
12 Wochen 24,1 £0,6 40,6 £ 1,5 43,8 £1,5" 45,6 + 1,8" 45,3 £ 1,4"
16 Wochen 26,3+ 0,6 44,5 £ 2,6™ 50,3 £ 0,5 43,5 £ 3,1" 45,4 £ 2,8"
20 Wochen 27,8+ 0,6 42,7 £ 3,37/#* 54,1 +1,6" 38,1  4,27/#* 40,6 + 4,8"/**
24 Wochen 29,2 £ 0,5 42,1 £ 4,07 50,8 + 2,3" 33,4 + 6,0% 40,6 £ 5,9"*
60,0 -
45,0
1 *
= _T |
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Wildtyp (2K) -  db/db sham (2K) db/db UN (1K) + db/db UN (1K) + db/db UN (1K) +
unbehandelt - unbehandelt 5% -Glukose PoC-PEG mNOX-E36-3'PEG

Abbildung 24: Korpergewicht. * p < 0,05 vs. Wildtyp; ** p < 0,001 vs. Wildtyp; # p < 0,05 vs. 5%-
Glukose; ## p < 0,001 vs. 5%-Glukose
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Die diabetischen Tiere weisen im Vergleich zu den nicht-diabetischen Tieren ab einem Alter von
16 Wochen signifikant erhdhte Blutzuckerwerte auf. Die diabetischen Tiere untereinander
unterscheiden sich hinsichtlich des Blutzuckerspiegels nicht. Weder die Uninephrektomie noch
die Behandlung mit mMNOX-E36-3'PEG zeigen signifikanten Einfluss auf den Blutzuckerspiegel

(Abbildung 25).

Wildtyp (2K) db/db sham (2K) db/db UN (1K) db/db UN (1K) db/db UN (1K)
unbehandelt unbehandelt + 5%-Glukose + PoC-PEG + mMNOX-E36-3'PEG
8 Wochen 131,0 £ 7,0 251,8 + 40,7 114,4 £ 9,8 187,8 + 21,7 223,4 £ 30,8
12 Wochen 116,1 £ 6,2 335,3 + 48,8 262,0 £ 33,9 380,7 £ 77,2 279,9 £ 60,0
16 Wochen 107,2 + 3,8 428,6 = 55,9" 271,9 £ 47,2" 428,8 = 64,1" 430,9 £ 72,2"
20 Wochen 116,0 + 4,5 468,6 + 54,9"" 334,1 £ 29,4 411,0 + 94,3" 414,7 £ 70,3"
24 Wochen 93,7 £ 5,2 429,6 + 59,9 393,6 + 65,2 360,7 + 96,3 404,8 + 69,5
600,0 A
%k %k
% Xk *
500,0 A *k o
g 400,0 -
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o
E
@ 300,0 -
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T 200,0 A
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c|o
100,0 - 258
8|2
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Wildtyp (2K) - db/db sham (2K) db/db UN (1K) + db/db UN (1K) + db/db UN (1K) +
unbehandelt - unbehandelt 5%-Glukose PoC-PEG mNOX-E36-3'PEG

Abbildung 25: Blutzuckerspiegel. * p < 0,05 db/db vs. Wildtyp; ** p < 0,01 db/db vs. Wildtyp.

4.1.3 Differentialblutbild

Um die Auswirkungen des Spiegelmers auf das Differentialblutbild zu untersuchen, erhielten

jeweils finf Tiere zweimalig 5%-Glukose, PoC-PEG oder mNOX-E36-3'PEG (subkutane

Injektion; jeweils 1 pl pro Gramm Koérpergewicht) 2 und 20 Stunden vor der geplanten

Blutentnahme. AnschlieBend wurden die Leukozyten- und Thrombozytenzahl mittels

CoulterCounter bestimmt und die Leukozytenfraktionen durch mikroskopische Untersuchung
von Blutausstrichen differenziert. Die diabetische Stoffwechsellage fihrt zu signifikant erhdhten
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Thrombozytenzahlen im peripheren Blut. Die Behandlung mit dem Spiegelmer hat dagegen
keinen Einfluss auf die Zahl der Thrombozyten (Tabelle 4, Abbildung 26). Im Hinblick auf die
Zahl der Leukozyten zeigen die diabetischen Tiere einen Trend zu niedrigeren
Leukozytenzahlen, ohne jedoch statistische Signifikanz zu erreichen. Betrachtet man die
prozentuale Verteilung der einzelnen Leukozytenspezies, so lasst sich ebenso ein Trend zu
einem hoéheren Anteil an Neutrophilen bei erniedrigtem Anteil an Lymphozyten feststellen, der
sich jedoch nur in der Vehikel-behandelten Gruppe statistisch signifikant auswirkt (Tabelle 4,
Abbildung 26)

Tabelle 4: Differentialblutbild. * p < 0,05.

Wildtyp (2K) db/db (1K) db/db (1K) db/db (1K)

unbehandelt + 5%-Glukose + PoC-PEG + mMNOX-E36-3'PEG
Thrombozyten [x 1000/ul]  540,2 + 104,8 761,8 + 44,6% 868,0 + 63,9% 847,2 + 16,0%
Leukozyten [x 1000/ul] 11,8+ 1,9 6,6 £ 0,6 74 1,1 6,8 0,8
Neutrophile [%] 21,8 + 3,6 33,6 7,3 28,0 £ 5,8 30,2+ 2,6
Eosinophile [%] 0,0 +£0,0 0,8 +0,6 0,0 £0,0 0,0 £ 0,0
Basophile [%] 0,0 +£0,0 0,0 +0,0 0,2+0,2 0,2+0,2
Monozyten [%] 12,8+ 1,0 148 +£ 2,6 158+ 2,2 12,8+ 1,5
Lymphozyten [%] 65,4 £ 4,4 50,8 +£7,1 56,0 £ 6,4 56,8 £ 2,7
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Abbildung 26: Differentialblutbild. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte £ SEM. A Anzahl der
Thrombozyten im peripheren Blut. Alle diabetischen Tiere zeigen signifikant héhere Thrombozytenzahlen
verglichen mit den nicht-diabetischen Wildtyp-Mausen. Die Behandlung mit dem Spiegelmer hat
diesbezlglich keinen weiteren Effekt. * p < 0,05 vs. Wildtyp. B Leukozytenzahl und Differentialblutbild
(aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden nur Neutrophile, Monozyten und Lymphozyten dargestellt).
Die diabetische Stoffwechsellage zeigt einen Trend zu niedrigeren Leukozytenzahlen ohne jedoch
statistische Signifikanz zu erreichen. Ebenso zeigen die diabetischen Tiere einen hdheren Anteil an
Neutrophilen bei erniedrigtem Anteil an Lymphozyten, wobei dies nur in der Vehikel-behandelten Gruppe
statistisch signifikant ist.

4.1.4 Plasmakonzentration von mNOX-E36-3'PEG und Serumspiegel von Mcp-1

Um die Plasmakonzentration von mNOX-E36-3'PEG zu bestimmen, wurde neun Mdusen im
Alter von 20 Wochen und sieben Mausen im Alter von 24 Wochen jeweils 12 Stunden nach
Injektion von mNOX-E36-3'PEG Blut enthommen. Die Plasmakonzentration von mNOX-E36-
3'PEG betrugen 2,1 £ 1,7 nmol/ml und 2,1 £ 0,3 nmol/ml (Abbildung 27).

mNOX-E36-3'PEG Plasmaspiegel
[nmol/ml]
N

20 Wochen 24 Wochen

Abbildung 27: Plasmaspiegel von mNOX-E36-3'PEG im Alter von 20 und 24 Wochen, jeweils
12 Stunden nach Injektion. Werte entsprechen den Mittelwerten + SD.
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Der Serumspiegel von Mcp-1 wurde mittels ELISA zu drei verschiedenen Zeitpunkten (16, 20
und 24 Wochen) bestimmt. Vor Beginn der Behandlung (im Alter von 16 Wochen) zeigen alle
Tiere vergleichbar geringe Werte von Mcp-1 im Serum. Bereits im Alter von 20 Wochen zeigen
alle Tiere einen Anstieg der Mcp-1-Serumkonzentration, die PoC-PEG-behandelten Tiere in
geringem, die mNOX-E36-3'PEG-behandelten Tiere in signifikant gréBerem AusmafB. Dieser
signifikante Unterschied ist auch im Alter von 24 Wochen feststellbar, obwohl die PoC-PEG-

behandelten Tiere einen verhaltnismaBig starkeren Anstieg zeigen (Abbildung 28).

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass durch die Behandlung mit dem Spiegelmer
Mcp-1 in der Zirkulation zurickgehalten wird (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Serumspiegel von Mcp-1 bei uninephrektomierten (1K) db/db-Mdusen. Die
Serumspiegel von Mcp-1 wurden mittels ELISA im Alter von 16, 20 und 24 Wochen bei
uninephrektomierten (1K) db/db-Mdusen bestimmt, die mit PoC-PEG (graue Balken) und mNOX-E36-
3'PEG (schwarze Balken) behandelt wurden. Die Daten reprdsentieren die Mittelwerte £ SEM. * p < 0,05.

4.1.5 Anzahl glomeruldarer Makrophagen und globale Glomerulosklerose

Das Fehlen von funktionellem Mcp-1 ist assoziiert mit verringerter Rekrutierung von
Makrophagen in das glomeruldre Kompartiment von db/db-Mausen [28]. Nachdem mNOX-E36-
3’PEG nachweislich die Mcp-1-vermittelte Rekrutierung von Makrophagen sowohl in vitro [132]
als auch in vivo (siehe 4.1.1) zu blockieren imstande ist, sollte durch die Behandlung mit
mNOX-E36-3'PEG die Rekrutierung von Makrophagen in die Niere von db/db-Mdusen mit

fortgeschrittener diabetischer Nephropathie beeinflusst werden.

Um diese Hypothese zu Uberprifen, erfolgte nach 8-wdchiger Behandlung die Organentnahme

zur histopathologischen Untersuchung.



Tabelle 5: Histopathologie.
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Tubulusdilatation 0,39 £ 0,0 1,38 £ 0,3 3,97 £0,9"
Interstitielles Volumen 0,29 £ 0,0 2,21 £ 0,4 3,87 £0,5
Kollagenablagerung 0,28 +£0,1 1,99 £ 0,3 2,50+0,4
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MECA32+Kapillaren/hpf 133,23 £9,6 116,80 + 14,3 75,24 + 15,1 75,24 £ 15,1
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2,0 £3,0 14,0 £ 6,0
3,0£5,0 26,0 * 4,0%
12,0 £ 12,0 36,0 = 6,0*
41,0 £ 8,0 18,0 + 5,0*
42,0 £ 10,0 6,0 + 6,07
4,46 £ 0,9 2,99 £ 0,5
3,77 £ 0,7 1,97 £ 0,3
4,36 £ 1,0 2,04 £ 0,4"
1,59 £ 0,3 1,01 £ 0,1
64,00 + 4,9
3,1+0,3 1,1+0,2"
5,9 + 0,4 3,5+0,3"
23,8 £ 3,3 12,3+ 1,2"

Dargestellt sind jeweils der prozentuale Anteil (Glomerulosklerose) bzw. der Mittelwert (restliche
Féarbungen) £ SEM. * p < 0,05 mNOX-E36-3"PEG vs. PoC-PEG, # p < 0,001 mNOX-E36-3'PEG vs. PoC-

PEG, + p < 0,05 1K db/db vs. 2K db/db.

Es konnte nachgewiesen werden, dass mNOX-E36-3'PEG die Anzahl glomeruldarer Makrophagen

im Vergleich zu den Tieren, die mit PoC-PEG oder Vehikel (5%-Glukose) behandelt wurden,
signifikant um 40% bzw. 30 % reduzieren konnte (Tabelle 5, Abbildung 30). Dieses Ergebnis

war assoziiert mit einer erniedrigten Anzahl

Ki-67-positiver (proliferierender) Zellen

im
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Glomerulus bei Tieren, die mNOX-E36-3'PEG erhielten (Tabelle 5, Abbildung 30). Damit

assoziiert war eine signifikante Verbesserung der globalen Glomerulosklerose bei
uninephrektomierten (1K) db/db-Mdusen (Abbildung 29). Durch die Behandlung mit
mMNOX-E36-3'PEG konnte die diabetische Glomerulosklerose auf ein Niveau verbessert werden,
das der Schadigung bei gleichaltrigen nicht-uninephrektomierten (2K) db/db-Mdausen
entspricht. Daneben konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den uninephrektomierten
(1K) diabetischen Tieren festgestellt werden, die mit PoC-PEG behandelt wurden und denen,
die lediglich das Vehikel (5%-Glukose) erhielten. Das Kontrollspiegelmer PoC-PEG hatte somit
weder Einfluss auf die Rekrutierung von Makrophagen (Tabelle 5, Abbildung 30) noch auf die
glomeruldre Schadigung bei db/db-Mausen. Uninephrektomierte (1K) db/db-Mause, die mit
Vehikel (5%-Glukose) behandelt wurden unterscheiden sich jedoch signifikant von den nicht-
uninephrektomierten (2K) db/db-Mdusen und zeigen deutlich starker geschddigte Glomeruli
(Abbildung 29). Dies zeigt, dass durch die Uninephrektomie die Progression der diabetischen

Glomerulosklerose beschleunigt wird und belegt damit die Verlasslichkeit des Modells.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die spate Blockade der Mcp-1-vermittelten Rekrutierung von
Makrophagen in das glomerulare Kompartiment der Niere durch mNOX-E36-3'PEG vor globaler

diabetischer Glomerulosklerose bei db/db-Mausen schitzt.

100 % 1

punktwert 0[] 1[] 2 3@ 480

80 % -

60 % -

40 % A

20 % A1

0 %

Abbildung 29: Glomerulosklerose. AusmaB der Glomerulosklerose im Alter von 6 Monaten, dargestellt
anhand der prozentualen Verteilung der entsprechenden Punktwerte =+ SEM. Zur besseren
Ubersichtlichkeit sind lediglich die signifikanten Unterschiede zwischen mNOX-E36-3’PEG und PoC-PEG
behandelten Tieren dargestellt. * p < 0,05, ** p < 0,001.
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4.1.6 Anzahl interstitieller Makrophagen und tubulointerstitieller Schaden

Das fortgeschrittene Krankheitsstadium der diabetischen Nephropathie beim Menschen ist
assoziiert mit einer signifikanten Zahl an interstitiellen Makrophagen und einer Schadigung des
Tubulointerstitiums [17]. Bei diabetischen Mausen ohne Uninephrektomie ist dies bis zum
achten Lebensmonat nicht nachweisbar [27]. Die frihe Uninephrektomie beschleunigt die
Entwicklung der tubulointerstitiellen Pathologie bei db/db-Mausen [163]. Aus diesem Grund
wurden die Anzahl interstitieller Makrophagen, die Schadigung der Tubuluszellen (Abflachung
oder Nekrose), die Tubulusdilatation und das interstitielle Volumen als Marker der
tubulointerstitiellen Schadigung fir alle Gruppen im Alter von sechs Monaten mittels

Morphometrie bewertet.

Zu diesem Zeitpunkt zeigten die mit dem Vehikel (5%-Glukose) behandelten
uninephrektomierten (1K) db/db-Mduse im Vergleich zu den nicht-uninephrektomierten (2K)
db/db-Mdusen eine vermehrte Anzahl interstitieller Makrophagen und eine signifikante
Zunahme sowohl der Tubuluszellschadigung als auch der Tubulusdilatation (Tabelle 5,
Abbildung 31, Abbildung 32). Die uninephrektomierten Tiere, die das Kontrollspiegelmer
erhielten, unterscheiden sich nicht von denen, die lediglich das Vehikel (5%-Glukose) erhielten.
Tiere dieser beiden Gruppen =zeigen tubulointerstitielle Schaden, die mit einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium vereinbar sind. Die Behandlung mit mNOX-E36-3'PEG
konnte bei uninephrektomierten (1K) db/db-Mausen die Anzahl interstitieller Makrophagen um
53 % reduzieren. Daneben konnte durch die Behandlung mit dem Spiegelmer das interstitielle
Volumen im Vergleich zu den anderen uninephrektomierten Gruppen signifikant reduziert
werden. Die Reduktion der Tubuluszellschadigung und der Tubulusdilatation zeigte keine
statistische Signifikanz (Tabelle 5, Abbildung 31, Abbildung 32).

Die Blockade der Mcp-1-vermittelten Rekrutierung von Makrophagen in die Niere schitzt

demnach vor tubulointerstitieller Schadigung bei diabetischen Mausen.
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Abbildung 31: Tubulointerstitielle Schiadigung im Alter von 6 Monaten. Dargestellt sind die
Mittelwerte = SEM (prozentualer Anteil pro high power field) der morphometrischen Auswertung
(siehe 3.2.3) von jeweils 7-10 Tieren. * p < 0,05 mNOX-E36-3'PEG vs. PoC-PEG.
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4.1.7 Expression von Mcp-1, Ccr2 und Tgf- bei uninephrektomierten db/db-Mausen

Makrophageninfiltrate verstarken die Entziindungsantwort in geschadigtem Gewebe, d.h. sie
verstarken die lokale Expression von Mcp-1. Die aufgrund der Behandlung mit mNOX-E36-
3'PEG erzielte Reduktion der Makrophagen in der Niere misste daher mit einer reduzierten
Expression von Mcp-1 einhergehen. Um diese Hypothese zu priifen wurde eine real-time RT-
PCR durchgefiihrt, um die Mcp-1-Expression zu quantifizieren. Tiere, die mit mMNOX-E36-3'PEG
behandelt wurden, zeigen im Alter von sechs Monaten im Vergleich zu gleichaltrigen PoC-PEG-
behandelten Tieren eine Reduktion der Mcp-1-Expression (Abbildung 33).
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Abbildung 33: mRNA-Expression. A Die Expression von Ccr2, Mcp-1 und Tgf-B wurde bestimmt mittels
RT-PCR aus gepooltem Nierengewebe von jeweils 6-10 Mausen jeder Gruppe. Die
kompartimentspezifische Expression von Mcp-1 (B glomerular, C tubulointerstitiell) wurde bestimmt
mittels RT-PCR aus lasermikrodisseziertem Gewebe von jeweils 2 Mdusen jeder Gruppe. Dargestellt ist
jeweils der Mittelwert bezogen auf die GAPDH-Expression.
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Um die Expression in den einzelnen Nierenkompartimenten zu untersuchen, wurde eine
Lasermikrodissektion durchgefiihrt, bei der 100 Glomeruli pro Tier aus Gewebeschnitten isoliert
wurden, die in Paraffin eingebettet waren. Mit diesem hochreinen Glomerulusgewebe wurde
eine real-time RT-PCR durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Behandlung mit mNOX-E36-3'PEG
spezifisch die glomerulare Expression von Mcp-1 bei uninephrektomierten (1K) db/db-Mausen

im Alter von 6 Monaten reduzierte (Abbildung 33).

Zur weiteren Analyse wurde an histologischen Schnitten eine Immunfarbung fir Mcp-1
durchgefiihrt. Uninephrektomierte (1K) db/db-Mause zeigen im Vergleich zu nicht-
uninephrektomierten (2K) db/db-Mausen oder Wildtyp-Mdusen eine verstarkte Anfarbung von

Mcp-1 in Glomeruli, Tubuli und interstitiellen Zellen (Abbildung 34). Die Behandlung mit

mMNOX-E36-3'PEG reduziert die Anfarbung fiir Mcp-1 in allen Kompartimenten, verglichen mit
der Behandlung mit PoC-PEG oder Vehikel deutlich.

db/db (1K) + PoC-PEG db/db (1K) + mNOX-E36-3'PEG Negativkontrolle

Abbildung 34: Immunfarbung fiir Mcp-1. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte der Nieren von
jeweils 6 Monate alten Mausen jeder Gruppe. VergréBerung 200x.

Diese Daten zeigen, dass die Blockade der Mcp-1-vermittelten Rekrutierung von Makrophagen
in die Niere durch mNOX-E36-3'PEG die lokale Expression von Mcp-1 in uninephrektomierten
(1K) db/db-Mausen reduziert.
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Durch die lokale Expression von Mcp-1 werden Makrophagen lber den Chemokinrezeptor Ccr2
rekrutiert. In die Niere eingewanderte Makrophagen produzieren profibrotische Zytokine, wie
etwa TGF-B, die zur Entstehung der Glomerulosklerose und interstitiellen Fibrose beitragen.
Durch die Behandlung mit mNOX-E36-3'PEG wurde, einhergehend mit einer reduzierten Anzahl
an Makrophagen, die Expression sowohl von Ccr2 als auch von Tgf-p in der Niere von db/db-
Mausen reduziert (Abbildung 33). Diese Daten legen den Schluss nahe, dass die therapeutische

Blockade von Mcp-1 einen positiven Effekt auf die renale Fibrogenese haben kénnte.

4.1.8 Proteinurie

Durch die Behandlung mit dem Spiegelmer konnte die glomeruldre Schadigung reduziert
werden, so dass eine Verbesserung der Proteinurie vermutet werden kann. Um dies zu prifen
wurde die Albuminurie mittels ELISA im Spontanurin bestimmt. Im Alter von 6, 10 und
12 Wochen scheiden sowohl die mit PoC-PEG als auch die mit dem Spiegelmer behandelten
Tiere nur geringe Mengen Albumin aus. Mit 16 Wochen steigt in beiden Gruppen die
Albuminurie an und bleibt bis Ende der Studie etwa auf dem Niveau von 3 mg/dl. Zu keinem
Zeitpunkt ist ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellbar
(Abbildung 35). Die Behandlung mit dem Spiegelmer hat demnach keinen Einfluss auf die

Proteinurie von db/db-Mausen.

5,0 1

4,0 -
3,0 1
2,0 1

1,0 1

Albuminurie [mg/dl]

mNOX-E36-3'PEG

Abbildung 35: Albuminurie. Bis zu einem Alter von 12 Wochen ist die Albuminurie in beiden Gruppen
ahnlich gering (< 1 mg/dl). Im Alter von 16 Wochen steigt die Albuminausscheidung in beiden Gruppen
an: die Tiere, die PoC-PEG erhielten, steigern die Albuminausscheidung initial starker (etwa 6-fache
Steigerung), bleiben dann aber auf diesem Niveau, wahrend die Spiegelmer-behandelten Tiere die
Proteinexkretion kontinuierlich steigern. Zu keinem Zeitpunkt lasst sich ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte £ SEM.
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4.1.9 Proliferation von Makrophagen und Mesangialzellen

Nachdem sich gezeigt hatte, dass die Behandlung mit mNOX-E36-3'PEG die Zahl
proliferierender glomerularer Zellen reduziert, stellte sich die Frage, ob mNOX-E36-3'PEG
direkte Effekte auf diese Zellen hat. Verwendet wurden 1J]774-Zellen, eine Monozyten-
/Makrophagenzelllinie der Maus sowie eine Mesangialzelllinie der Maus [191], um den Einfluss
von mMNOX-E36-3'PEG auf die Proliferation dieser Zellen zu Uberpriifen. Die Proliferation beider
Zelllinien war in Abwesenheit von FCS innerhalb von 36 Stunden gering, stieg aber bei Zugabe
von FCS deutlich an (Abbildung 36). Die Zugabe von mNOX-E36-3'PEG oder PoC-PEG in
verschiedenen Konzentrationen hatte keinen signifikanten Effekt auf die Proliferationsrate
beider Zelltypen. Diese Daten deuten darauf hin, dass mMNOX-E36-3'PEG die Zellproliferation

von Makrophagen und Mesangialzellen nicht direkt beeinflusst.
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Abbildung 36: Einfluss von mNOX-E36-3'PEG auf die Proliferation von Makrophagen (A) und
Mesangialzellen (B). Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM der optischen Dichte (492 nm).
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4.1.10 Glomerulare Filtrationsrate (GFR)

Um zu prifen, ob die Reduktion der pathologischen Schaden mit verbesserter Nierenfunktion
einhergeht, wurde die FITC-Inulin-Clearance als Marker der glomerularen Filtrationsrate (GFR)
bei db/db-Mdusen gemessen [176]. Die normale GFR betragt etwa 260 ml/min. [176]. Die
nicht-uninephrektomierten (2K) db/db-Mause zeigen im Alter von sechs Monaten normale GFR-
Werte, wohingegen uninephrektomierte (1K) db/db-Mduse, die mit PoC-PEG behandelt wurden,
eine reduzierte GFR von 112 £ 23 ml/min. zeigen. Durch die Behandlung mit mNOX-E36-3'PEG
kann die GFR signifikant auf Werte von 231 £ 30 ml/min. (p < 0,001) verbessert werden
(Abbildung 37).

Die Blockade der Mcp-1-vermittelten Rekrutierung von Makrophagen in das glomerulare

Kompartiment der Niere kann demzufolge die Nierenfunktion bei db/db-Mdusen verbessern.
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Abbildung 37: Glomeruldre Filtrationsrate (GFR). Die GFR wurde gemessen mittels Inulin-FITC-
Clearance. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SEM. * p < 0,001 mNOX-E36-3'PEG vs. PoC-PEG.
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4.2 Effekt der Mcp-1-Blockade bei COL4A37"-Mausen

4.2.1 Rekrutierung von Makrophagen in die Niere

Es konnte gezeigt werden, dass das Spiegelmer die Makrophagenrekrutierung in die Niere von
db/db-Mé&usen signifikant reduzieren kann. Um diese Wirkung auch bei COL4A37-M&usen zu
bestatigen, wurde eine weitere Zelltransferstudie durchgefiihrt. Ex vivo fluoreszenzmarkierte
Mac2-positive Monozyten wurden COL4A37"-M&usen im Alter von 8 Wochen intravends injiziert.
Die Mause erhielten vorab eine Einmaldosis mNOX-E36-3'PEG, PoC-PEG oder Vehikel
(5%-Glukose). Drei Stunden nach Injektion konnte die Einwanderung von Mac2-positiven
Monozyten sowohl in das glomeruldare als auch in das interstitielle Kompartiment von
Wildtypmausen und PoC-PEG-behandelten COL4A37"-Mdusen nachgewiesen werden. Die
Vorbehandlung mit mNOX-E36-3'PEG konnte die Rekrutierung von Mac2-positiven Zellen in

Glomeruli und Tubulointerstitium signifikant reduzieren (Abbildung 38).

Diese Ergebnisse konnten die Wirkung von mNOX-E36-3'PEG in Kollagen-IV-defizienten
Mausen bestatigen und lieferten die Rationale flr die Verwendung des Spiegelmers zur
Blockade der Makrophagenrekrutierung in COL4A37-M&usen, einem Modell des Alport-

Syndroms.
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Abbildung 38: mMNOX-E36-3'PEG blockiert die Rekrutierung von Monozyten in die Niere. Die
schwarzen Balken reprasentieren die Anzahl Mac2-positiver Zellen im tubulointerstitiellen, die grauen
Balken im glomeruldaren Kompartment der Niere. Die Angaben entsprechen den Mittelwerten £ SEM.
Ausgezahlt wurden jeweils 10 Glomeruli bzw. 15 high power fields (hpf) pro Tier. * p < 0,05 mMNOX-E36-
3'PEG vs. 5%-Glukose/PoC-PEG.
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4.2.2 Korpergewicht

Nachdem die Effektivitat des Spiegelmers nachgewiesen worden war, begann die Behandlung
der Versuchstiere, denen ab einem Alter von 3 bzw. 6 Wochen dreimal wéchentlich mNOX-E36-
3'PEG, PoC-PEG oder 5%-Glukose subkutan injiziert wurde.

Das Kérpergewicht wurde wéchentlich bestimmt. Die Wildtyp-Tiere zeigten im Alter von drei bis
sieben Wochen ein signifikant héheres Kérpergewicht als die Kollagen-defizienten Mause, die
sich untereinander weder aufgrund unterschiedlicher Behandlung (mNOX-E36-3'PEG oder
PoC-PEG) noch unterschiedlicher Dauer der Behandlung (im Alter von 3 oder 6 Wochen) in
ihrem Koérpergewicht unterschieden. Ein Einfluss des Spiegelmers auf das Korpergewicht

konnte so ausgeschlossen werden (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Kérpergewicht. * p < 0,05 COL4A37" + mNOX-E36-3'PEG vs. Wildtyp, ** p < 0,05
COL4A3”" vs. Wildtyp.

4.2.3 Serumspiegel von MCP-1

Der Serumspiegel von Mcp-1 wurde mittels ELISA zum Zeitpunkt der Organentnahme im Alter
von 9 Wochen bestimmt. Die Tiere, die mit mNOX-E36-3'PEG behandelt wurden, zeigen
signifikant erhdhte Mcp-1-Spiegel im Serum, verglichen mit den PoC-PEG behandelten Tieren.
Dies deutet darauf hin, dass Mcp-1 durch die Spiegelmerbehandlung in der Zirkulation
zurickgehalten wird (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Serumspiegel von Mcp-1. Die Serumspiegel von Mcp-1 wurden mittels ELISA im Alter
von 9 Wochen bestimmt. Die Daten reprdsentieren die Mittelwerte £ SEM.

4.2.4 Ausscheidung von Mcp-1 im Urin

Die Ausscheidung von Mcp-1 im Urin wurde wdchentlich mittels ELISA bestimmt. Im Alter von
5 Wochen lasst sich bei keiner Gruppe eine Mcp-1-Ausscheidung nachweisen. Im Alter von
6 Wochen zeigen diejenigen Tiere, die in der Folgezeit mit mNOX-E36-3'PEG behandelt
wurden, bereits signifikant erhdhte Werte an Mcp-1 im Urin, verglichen mit den Tieren der
anderen Gruppen. Ab Woche 7 scheiden die COL4A3-defizienten Mause signifikant hdhere
Mengen Mcp-1 im Urin aus als die Wildtyp-Mduse. Die Mcp-1-Ausscheidung der PoC-PEG-
behandelten Tiere nimmt ab Woche 8 starker zu und gleicht sich der Ausscheidung der mNOX-
E36-3'PEG-behandelten Tiere an. Im Alter von 8 und 9 Wochen lasst sich kein Unterschied
zwischen den COL4A3-defizienten Mausen feststellen (Abbildung 41).

Der anfénglich hohe Wert bei den mNOX-E36-3'PEG-behandelten Tieren lasst sich auf vier
Tiere (von insgesamt 11 mNOX-E36-3'PEG-behandelten Tieren) zurlckfiihren, die
Uberproportional viel Mcp-1 ausscheiden. Dies legt die Vermutung nahe, dass diese vier Tiere
bereits bei Beginn der Behandlung starker erkrankt waren als die restlichen Tiere (Abbildung
41).

Die insgesamt gesteigerte Ausscheidung von Mcp-1 zu spateren Zeitpunkten zeigt die in beiden

Gruppen unabhéangig von der Behandlung stattfindende Krankheitsprogression.
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Abbildung 41: Ausscheidung von Mcp-1 im Urin. * p < 0,05 COL4A37" vs. Wildtyp; ** p < 0,05
mNOX-E36-3'PEG vs. Wildtyp/PoC-PEG.

4.2.5 Proteinurie

Eines der klinischen Merkmale des Alport-Syndroms ist die verstarkte Ausscheidung von
Albumin im Urin aufgrund einer glomerularen Schadigung. Um zu prifen, ob die Behandlung
mit dem Spiegelmer die Proteinurie verbessern kann, wurde die Albuminurie mittels ELISA im
Spontanurin bestimmt. Bis zu einem Alter von 7 Wochen zeigen die Tiere beider Gruppen keine
Proteinurie (Ausscheidung unter 3 mg/dl). Erst im Alter von 8 Wochen kommt es zu einer
signifikanten Zunahme der Albuminausscheidung in beiden Gruppen. Obwohl Tiere, die PoC-
PEG erhielten, eine héhere Albuminurie aufweisen als Tiere, die mMNOX-E36-3'PEG erhielten,
unterscheiden sich beide Gruppen weder im Alter von 8 noch im Alter von 9 Wochen statistisch
signifikant (Abbildung 42). Die vorliegenden Daten zeigen, dass durch die Behandlung mit dem

Spiegelmer keine signifikante Verbesserung der Proteinurie erreicht werden kann.
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Abbildung 42: Albuminurie. Bis zu einem Alter von 7 Wochen zeigt keine der Gruppen eine signifikante
Albuminurie (< 3 mg/dl). Im Alter von 8 Wochen steigt die Albuminausscheidung in beiden Gruppen an,
ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen ldsst sich jedoch zu keinem
Zeitpunkt feststellen.

4.2.6 Uberleben

Kollagen-IV-defiziente Mduse sterben unbehandelt an den Folgen einer rasch progredienten
terminalen Niereninsuffizienz. Von einer erfolgreichen Behandlung Kollagen-IV-defizienter
M&use kann daher nur gesprochen werden, wenn das Uberleben der Tiere signifikant

verlangert wird.

Tiere, die mit dem Kontrollspiegelmer behandelt wurden, starben durchschnittlich im Alter von
66 Tagen. Tiere, die mNOX-E36-3'PEG erhielten, starben durchschnittlich im Alter von
65 Tagen, es ist somit zwischen beiden Behandlungsgruppen kein Unterschied hinsichtlich des
Uberlebens erkennbar (Abbildung 43).Die Behandlung mit dem Spiegelmer ist danach nicht in

der Lage, das Uberleben der Kollagen-IV-defizienten M&use zu verlangern.
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Abbildung 43: Uberleben. Dargestellt sind Kaplan-Meier-Kurven bei A Behandlungsbeginn im Alter von
3 Wochen, B Behandlungsbeginn im Alter von 6 Wochen.

4.2.7 Anzahl glomerularer Makrophagen und globale Glomerulosklerose

Nachdem gezeigt worden war, dass mNOX-E36-3'PEG in der Lage ist, die Rekrutierung von
Makrophagen bei db/db-Mausen in vivo zu blockieren, sollte das Spiegelmer diese Wirkung
auch bei Kollagen-IV-defizienten Mdusen zeigen. Um dies zu priifen erfolgte im Alter von
9 Wochen nach insgesamt dreiwéchiger Behandlung mit dem Spiegelmer bzw. dem
Kontrollspiegelmer die Organentnahme zur histopathologischen Untersuchung.

Es konnte nachgewiesen werden, dass mNOX-E36-3'PEG die Anzahl glomeruldarer Makrophagen
im Vergleich zu den Tieren, die mit PoC-PEG oder Vehikel (5%-Glukose) behandelt wurden,

signifikant um 50% reduzieren konnte. Sofern Makrophagen eine entscheidende
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pathogenetische Rolle beim Alport-Syndrom spielen, sollte die Reduktion der
Makrophagenrekrutierung bei Kollagen-IV-defizienten Mausen mit einer entsprechenden
Verbesserung der Glomerulosklerose assoziiert sein, ahnlich wie bei Spiegelmer-behandelten
db/db-Mdusen. Um diese Hypothese zu priifen wurden Nierenschnitte mit Perjodsaure-Schiff-
Reagenz gefdrbt und histopathologisch untersucht. Tiere, die mit Vehikel (5%-Glukose)
behandelt wurden, zeigen vor allem gesunde bis leicht geschadigte Glomeruli. Bei Kollagen-IV-
defizienten Madusen lassen sich dagegen Ulberwiegend stark geschadigte Glomeruli erkennen.
Die Tiere, die mit dem Spiegelmer behandelt wurden, sind darlber hinaus signifikant starker
geschadigt als die Tiere, die PoC-PEG erhielten (Abbildung 44, Tabelle 6).Die Behandlung mit
dem Spiegelmer hatte dariber hinaus auch keinen Einfluss auf die Anzahl Ki-67-positiver

(proliferierender) Zellen im Glomerulus.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass durch die Behandlung mit dem Spiegelmer zwar die
Rekrutierung von Makrophagen in die Niere blockiert werden kann, dies jedoch auf die

glomeruldre Schadigung Kollagen-IV-defizienter Mause keinen positiven Einfluss hat.

100% -+
A Punktwert 0[] 1[] 20 3@ 4 "
75% -
50% A
25% A
0%
Wildtyp COL4A3™”" COL4A3™”"
+ 5%-Glukose + PoC-PEG + mNOX-E36-3'PEG

Abbildung 44: Glomerulosklerose. A AusmaB der Glomerulosklerose im Alter von 9 Wochen,
dargestellt anhand der prozentualen Verteilung der entsprechenden Punktwerte = SEM. + p < 0,05
COL4A37" vs. Wildtyp, * p < 0,05 mNOX-E36-3’PEG vs. PoC-PEG. B Repréasentative Bilder jeder Gruppe,
PAS-Farbung, VergroBerung 200x.



Tabelle 6: Histopathologie.
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o
w
e
o 0
) 0
§ ) . W
-_ > U
£3 23 3¢
£ <3 < Z
3 = = £
=i o o )
S+ O+ O+
n=11 n=12 n=12
Glomerulosklerose
Punktwert 0 0,24 + 0,06™ 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
(keine Schadigung)
Punktwert 1 ok
(1-24 % Schadigung) 0,36 + 0,06 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Punktwert 2 *ok
(25-49 % Schidigung) 0,16 £ 0,03 0,02 £ 0,01 0,04 + 0,02
Punktwert 3 ##
(50-74 % Schidigung) 0,17 £ 0,05 0,17 £ 0,02 0,08 + 0,01
Punktwert 4 *k #
(75-100 % Schadigung) 0,07 + 0,03 0,81 + 0,02 0,88 + 0,02
Tubulointerstitielle Schadigung
Tubuluszellschidigung (% hpf) 0,00 = 0,00™" 5,82 £ 0,91 8,17 £ 0,77
Tubulusdilatation (% hpf) 0,20 £ 0,30™ 11,06 + 1,91 12,99 + 1,84
Interstitielles Volumen (% hpf) 1,00 £ 0,60™ 13,19 £ 2,47 19,12 £ 2,77
Proliferation
Ki67+ Zellen/Glomerulus 0,36 + 0,08" 2,98 + 0,23 2,33 +£0,21
Ki67+ Zellen/hpf 1,44 £ 0,15 20,08 + 1,14 16,93 + 0,09
Makrophagen
(glomerular) 4 ! ’ ’ I I}
F4/80+ Zellen/hpf (interstitiell) 0,86 £ 0,16™" 11,58 + 1,59 8,08 £ 1,25%

Dargestellt sind jeweils der prozentuale Anteil (Glomerulosklerose) bzw. der Mittelwert (restliche
Farbungen) + SEM. * p < 0,05 COL4A3”" vs. Wildtyp, ** p < 0,001 COL4A3” vs. Wildtyp, # p < 0,05
mNOX-E36-3'PEG vs. PoC-PEG, ## p < 0,001 mNOX-E36-3'PEG vs. PoC-PEG.
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Abbildung 45: Histopathologie. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte jeder Gruppe.
VergréBerung 100x (Silber), 200x (Ki67, F4/80), 400x (Mac2).

4.2.8 Anzahl interstitieller Makrophagen und tubulointerstitieller Schaden

Wildtyp-Tiere, die 5%-Glukose erhielten, zeigen nur vereinzelte Makrophagen im Interstitium
und damit einhergehend fehlende tubulointerstitielle Schadigung. Kollagen-IV-defiziente
Mause, die PoC-PEG erhielten, weisen signifikante Makrophageninfiltrate und stark geschadigte

Tubuli auf. Durch die Behandlung mit dem Spiegelmer konnte die Anzahl tubulointerstitieller
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Makrophagen signifikant um 30% reduziert werden (Tabelle 6). Diese Reduktion hatte jedoch

weder Einfluss auf die Tubuluszellschdadigung, auf die Tubulusdilatation noch auf die Zunahme
des tubulointerstitiellen Volumens (Abbildung 46). Auch die Anzahl Ki-67-positiver
(proliferierender) Zellen im Tubulointerstitium wurde durch die Spiegelmer-Behandlung nicht
beeinflusst (Tabelle 6).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Blockade der Mcp-1-abhangigen Rekrutierung von

Makrophagen mit mNOX-E36-3'PEG keinen Einfluss auf die histologischen Nierenschaden hat.
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Abbildung 46: Tubulointerstitielle Schiadigung im Alter von 9 Wochen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM (prozentualer Anteil pro high power field) der morphometrischen Auswertung
(siehe 3.2.3) von jeweils 12 Tieren. * p < 0,001 COL4A3™" vs. Wildtyp.

4.2.9 Expression von Mcp-1 und Ccr2

Die durch die Spiegelmer-Behandlung erzielte Reduktion der Makrophagen in der Niere muisste
mit einer reduzierten Expression von Mcp-1 einhergehen. Um diese Hypothese zu priifen wurde

eine real-time RT-PCR durchgefihrt, um die Mcp-1-Expression zu quantifizieren.

Wildtyp-Mause, die 5%-Glukose erhielten, zeigen eine nur sehr geringe Expression von Ccr2
und Mcp-1. Zu Beginn der Behandlung im Alter von 6 Wochen exprimieren die COL4A37 -
Mduse bereits signifikant mehr Ccr2 und Mcp-1. Im weiteren Verlauf wird die Expression nur

noch geringfligig gesteigert, ein signifikanter Zuwachs ist nur in der PoC-PEG-behandelten
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Gruppe flir die Ccr2-Expression festzustellen. Durch die Behandlung mit mNOX-E36-3'PEG

konnte die Expression von Ccr2 und Mcp-1 nicht beeinflusst werden (Abbildung 47).
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Abbildung 47: mRNA-Expression von Ccr2 und Mcp-1. A Die Expression von Ccr2 und Mcp-1 wurde
bestimmt mittels RT-PCR aus gepooltem Nierengewebe von jeweils 6-10 Mausen jeder Gruppe.
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert £ SEM bezogen auf die GAPDH-Expression. * p < 0,05 COL4A3”" vs.
Wildtyp; # p < 0,05 PoC-PEG vs. unbehandelt. B Immunfarbung fir Mcp-1. Dargestellt sind jeweils
reprasentative Ausschnitte von Wildtyp- bzw. Kollagen-IV-defizienten Mdusen.
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5 Diskussion

Die durch Chemokine vermittelte Infiltration von Leukozyten scheint eine bedeutende Rolle bei
der Progression der chronischen Niereninsuffizienz zu spielen. Die therapeutische Blockade von
Chemokinen sollte daher die Einwanderung von Leukozyten in die Niere verringern und mit
einer Progressionsverlangsamung einhergehen. Durch die Blockade von Mcp-1 mit dem
Spiegelmer mNOX-E36-3'PEG konnte bei der uninephrektomierten db/db-Maus, einem Modell
der fortgeschrittenen diabetischen Nephropathie, und der Kollagen-IV-as-defizienten
Maus (COL4A37"), einem Modell des autosomal-rezessiven Alport-Syndroms, die Rekrutierung
von Makrophagen in das glomeruldre und tubulointerstitielle Kompartiment der Niere reduziert
werden. Diese Reduktion des Makrophageninfiltrates war jedoch nur bei der db/db-Maus mit
geringerer glomeruldrer und  tubulointerstitieller = Gewebeschadigung, verbesserter
Nierenfunktion und damit einer Verlangsamung der Progression assoziiert, wahrend es bei der

COL4A37"-Maus keinen Einfluss auf die Nierenpathologie und das Uberleben der Tiere hatte.

Aptamere sind Oligonukleotide, die an Zielmolekile binden und damit deren biologische
Funktion antagonisieren kdnnen. Anders als Aptamere sind die aus Oligonukleotiden
bestehenden Spiegelmere nukleaseresistent und damit ohne weitere Modifikation biologisch
stabil [127]. Das Spiegelmer mNOX-E36-3'PEG bindet mit hoher Affinitdt an Mcp-1 der Maus
und blockiert dessen biologische Funktion schon in geringen Konzentrationen im nanomolaren
Bereich. Es wurde bereits gezeigt, dass mNOX-E36-3'PEG keine Interferon-a-Synthese in
Dendritischen Zellen Uber RNA-Erkennungsrezeptoren induziert [132]. Insgesamt sind
Spiegelmere aber noch nicht ausreichend charakterisiert. Gibt es langfristige Effekte auf den
Metabolismus? Wie wirkt sich die Gabe des Spiegelmers Uber langere Zeit aus? Wie wird das
Spiegelmer eliminiert? Lagern sich mdglicherweise Spiegelmer-Protein-Komplexe im Kérper
ab? Gibt es toxische Nebeneffekte der Spiegelmere? Um diese Fragen zu kldren, sind
langfristige und umfangreiche Folgestudien erforderlich, die derzeit bereits durchgefihrt
werden. Die Herstellerfirma konnte beispielsweise in ersten Testreihen an Ratten und Primaten

toxische Effekte der Spiegelmere ausschlieBen (bisher unveréffentlichte Daten).

In den vorliegenden und in einer friiheren Studie [132] konnte gezeigt werden, dass durch die
Behandlung mit dem Spiegelmer die Konzentration von Mcp-1 im Serum stark ansteigt, d.h. in
der Zirkulation zuriickgehalten wird. Ahnliche Effekte wurden nach Gabe von anti-Mcp-1-
Antikdrpern beschrieben [91]. Unklar bleibt, ob dieses gemessene Mcp-1 an das Spiegelmer
gebunden und damit inaktiv ist, da es an geeigneten Enzymen fehlt, die moégliche Komplexe
aus Spiegelmer und Mcp-1 prozessieren und sie damit PCR-Methoden zuganglich machen
kdnnten. Auch andere Nachweismethoden eines solchen Komplexes scheiterten bisher, etwa in
einer Studie zum anti-Ghrelin-Spiegelmer, in der ebenfalls eine hohe Serumkonzentration des
Zielproteins nachgewiesen wurde [200]. Indirekt kann jedoch auf die Inaktivierung von Mcp-1
geschlossen werden. In einem Chemokinmigrationsexperiment konnte nachgewiesen werden,

dass mMNOX-E36-3'PEG dosisabhangig die Migration von Makrophagen in Richtung eines Mcp-1-
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Gradienten mit einer mittleren inhibitorischen Konzentration (ICsy) von etwa 3 nM blockiert
(unverdffentliche Daten). Durch Verwendung von PoC-PEG konnte dieser Effekt nicht gezeigt
werden. Wiirde das Spiegelmer lediglich den Chemokingradienten beeinflussen, d.h. Mcp-1 in
der Zirkulation zurickhalten ohne dessen biologische Funktion zu blockieren, hatte die
Makrophagenmigration nicht gestért werden kénnen. AuBerdem misste in diesem Fall die
Anzahl der Makrophagen im Blut erhéht sein, was nicht gezeigt werden konnte. Aus diesem

Grund wurde mNOX-E36-3'PEG als passender in vivo Antagonist von Mcp-1 angesehen.

5.1 Effekt der Mcp-1-Blockade bei db/db-Mausen

Es gibt Hinweise auf eine pathogenetische Rolle von Mcp-1 bei der experimentellen
diabetischen Nephropathie. Mcp-1-defiziente Mause sind vor glomeruldarer Schadigung im
Modell des Streptozotocin-induzierten Diabetes mellitus Typ 1 geschitzt [29]. Auch Mcp-1-
defiziente db/db-Mause, ein Modell des Typ-2-Diabetes, sind geschiitzt vor einer Progression
der diabetischen Nephropathie [28]. Obwohl die Daten Mcp-1-defizienter diabetischer Mause
eine pathogenetische Rolle von Mcp-1 bei der diabetischen Nephropathie nahe legen, kann
nicht vorhergesagt werden, ob eine Mcp-1-Blockade nach Beginn der Erkrankung ebenso
protektiv wirkt. Es ist daher nétig, Mcp-1 mit passenden Antagonisten, etwa mNOX-E36-3'PEG

zu blockieren, wenn die Erkrankung bereits begonnen hat.

Es ist bekannt, dass Mcp-1 die Rekrutierung von Makrophagen in entziindetes Gewebe
vermittelt [11]. In beiden oben genannten Studien ist ein Fehlen von Mcp-1 ebenso assoziiert
mit einer Reduktion glomerularer Makrophagen. In der vorliegenden Studie wird der
experimentelle Nachweis erbracht, dass die Blockade von Mcp-1 mit mNOX-E36-3'PEG die
Rekrutierung von Makrophagen in das glomeruldre und interstitielle Kompartiment der Niere
effektiv blockiert. Die Hypothese ist, dass durch die Behandlung mit mNOX-E36-3'PEG die Zahl
renaler Makrophagen bei db/db-Mdusen, einem experimentellem Modell des Typ-2-Diabetes,

reduziert werden kann, was mit reduzierter Nierenschadigung einhergehen sollte.

Fir die medizinische Forschung sind passende Tiermodelle unerldsslich. Fir den Diabetes
mellitus ist eine Vielzahl von verschiedenen Mausmodellen kommerziell verfligbar. Sowohl die
einzelnen Modelle wie auch die zugrundeliegenden Mausstédémme unterscheiden sich hinsichtlich
der Auspragung der diabetischen Nephropathie erheblich, ein optimales Mausmodell existiert
nicht [23]. Wir wahlten das Modell der db/db-Maus, da sie kommerziell in vielen Stammen
verfligbar sind, ihre Haltung unproblematisch ist und die Erkrankung nicht durch gesonderte
Intervention induziert werden muss. Die Mause zeigen schon friih eine deutliche
Hyperinsulindmie und Hyperglykamie [199], was dem Typ 2 Diabetes mellitus beim Menschen
nahe kommt. Daneben ist es das am meisten verwendete Modell des Typ 2 Diabetes mellitus,
was die Ergebnisse unserer Studie gut mit anderen vergleichbar macht. Wir wahlten Mduse im

C57BLKS-Hintergrund, da sie der humanen Erkrankung ahnliche diabetische Nierenschaden
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entwickeln [23]. Eine Schwache dieses Modells ist, dass es auf einem Gendefekt des
Leptinrezeptors beruht, der beim Menschen nur sehr selten vorkommt und es daher fraglich
ist, ob die Studienergebnisse ohne weiteres auf die menschliche Erkrankung Ubertragbar sind.
Die Tiere kénnen zudem nach einiger Zeit Adipositas-bedingt weniger Nahrung aufnehmen, so
dass Gewicht und Insulinspiegel fallen und unter Umstanden unspezifische Effekte auftreten.
Der C57BLKS-Stamm ist dartiberhinaus anfallig gegenlber Atherosklerose, was mdglicherweise

schwer quantifizierbare Nebeneffekte bewirkt [23].

Alle gangigen Mausmodelle des Diabetes mellitus erméglichen die Untersuchung der frithen
diabetischen Nierenschaden, sind jedoch zur Erforschung der molekularen Mechanismen, die
zur Progression in spateren Stadien flihren, weniger geeignet. Beim Menschen entwickelt sich
die fortgeschrittene diabetische Nephropathie (ber Jahrzehnte und ist dann gekennzeichnet
durch schwere globale Glomerulosklerose, reduzierte glomerulare Filtrationsrate, interstitielle
Immunzellinfiltrate, Tubulusatrophie und interstitielle Fibrose [17]. Die langsame Progression
der Erkrankung macht es schwer, diese spaten Stadien zu untersuchen, da die derzeit
verfiugbaren Tiermodelle in einem Zeitraum von sechs Monaten keine signifikanten
tubulointerstitiellen Schaden zeigen [4]. Eine Beschleunigung der Progression im Tiermodell
kdénnte in diesem Fall hilfreich sein. Wir wahlten hierflir die Methode der Uninephrektomie, bei
der durch Reduktion des Nierengewebes eine glomerulare Hyperfiltration induziert
wird [21, 78]. Fir die diabetische Nephropathie erscheint diese Methode sinnvoll, da mit der
glomeruldren Hyperfiltration ein originarer pathophysiologischer Mechanismus der diabetischen
Nephropathie verstarkt wird, ohne nicht diabetes-assoziierte Mechanismen zu beeinflussen. Wir
konnten zeigen, dass die Uninephrektomie im Alter von 6 Wochen die Glomerulosklerose, die
Tubulusatrophie und die tubulointerstitielle Fibrose verglichen mit den Sham-operierten
Mausen verstarkt. Damit assoziiert waren eine gesteigerte Infiltration von Makrophagen sowie
verstarkte Expression profibrotischer Zytokine und Chemokine wie Tgf-p und Mcp-1.
Levine et al. konnten die histopathologischen Ergebnisse kiirzlich bestdtigen [138], so dass die
Uninephrektomie als valides Modell zur Beschleunigung der Progression einer diabetischen

Nephropathie bei der db/db-Maus angesehen werden kann.

1988 vertrat Brenner die Hypothese, dass eine geringe Nephronzahl bei der Geburt mit
spaterem Bluthochdruck assoziiert ist [22]. Studien an Lebendnierenspendern zeigten bei
einigen Patienten einen Blutdruckanstieg nach Nephrektomie [223]. Nach Uninephrektomie
sollten die Tiere unserer Studie daher ebenfalls einen erhéhten Blutdruck zeigen. Die Messung
des Blutdrucks wurde jedoch nicht durchgefiihrt. Die derzeit einzige Studie, bei der der
Blutdruck bei der C57BLKS/] db/db-Maus gemessen wurde, konnte keine signifikante
Hypertonie bei der db/db-Maus zeigen [130]. Zudem beziehen sich die Berichte lber die
Blutdrucksteigerung nach Nephrektomie auf Messungen am Menschen, die nicht ohne Weiteres
auf die Maus Ubertragbar sind. Die fehlende Blutdruckmessung ist eine Schwache der Studie,

die zusatzliche Information hatte aber den erforderlichen Mehraufwand nicht gerechtfertigt.
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Ein Vorteil der db/db-Maus ist die verlassliche und stabile Proteinurie, die bereits im Alter von
8 Wochen in einem Bereich von 68-303 ug/24h messbar ist [199]. Die gemessene Albuminurie
unserer Studie bestatigt dies jedoch nicht. Die Albuminausscheidung steigt erst verspatet an
und erreicht dann nicht das beschriebene AusmaB. Wahrend sich die Angaben in der Literatur
meist auf einen 24-Stunden-Sammelurin, gewonnen in metabolischen Kafigen, bezieht,
verwendeten wir Spontanurin. Die aus Spontanurin gemessenen Werte sind per se weniger
reliabel und lassen sich zudem schlecht mit den Werten aus Sammelurin vergleichen. Die
Proteinurie ist Ausdruck einer glomerularen Schadigung. Die in der Studie nachgewiesene
Verbesserung der Glomerulosklerose in der Spiegelmer-behandelten Gruppe sollte daher auch
mit einer Reduktion der Albuminurie im Vergleich zur Kontrollgruppe einhergehen, auch wenn
die Albuminurie insgesamt gering ist. Die Albuminurie unterscheidet sich jedoch in beiden
Gruppen nicht signifikant. Bildet man die Albumin/Kreatinin-Ratio, um unterschiedliche
Harnkonzentrationen im Spontanurin auszugleichen, zeigt sich, dass die Werte beider Gruppen
innerhalb einer physiologischen Schwankungsbreite liegen und somit angenommen werden
kann, dass die diabetischen Tiere Uberhaupt keine relevante Proteinurie entwickeln. Ein
signifikanter Unterschied beider Gruppen ware demnach nicht zu erwarten. Warum die Mause

in der vorliegenden Studie keine Proteinurie entwickelt haben bleibt weiter unklar.

Die Hypothese unterstiitzend konnte die Studie zeigen, dass die Zahl glomerularer und
interstitieller Makrophagen durch 8-wéchige Behandlung mit mNOX-E36-3'PEG, beginnend im
Alter von vier Monaten, reduziert wird. Damit assoziiert war eine reduzierte renale Expression
von Ccr2, dem Mcp-1-Rezeptor, was einen indirekten Marker renaler Makrophagen darstellt.
Zudem konnte eine geringere Zahl proliferierender glomerularer Zellen beobachtet werden,
jedoch konnten direkte Effekte von mNOX-E36-3'PEG auf die Proliferation von Makrophagen
und Mesangialzellen ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund ist die geringere Proliferation
im glomeruldaren Kompartiment eher auf eine Reduktion der Makrophagen-abhdngigen

Proliferation von Mesangialzellen und der glomerularen Entziindung zurtickzuftihren [107].

Dieses Konzept wird unterstiitzt durch unsere Beobachtung, dass die glomeruldre Expression
von Mcp-1 durch Behandlung mit mNOX-E36-3'PEG deutlich reduziert wird. AuBerdem ist die
geringere Zahl glomerulérer Makrophagen und glomerulérer proliferierender Zellen bei
uninephrektomierten (1K) db/db-Mausen, die mit mNOX-E36-3'PEG behandelt wurden,
assoziiert mit dem Schutz vor globaler Glomerulosklerose. Die positiven Effekte von mNOX-
E36-3'PEG auf die glomeruldre Pathologie und die GFR bei db/db-Mdusen sind vereinbar mit
Studien, die andere Mcp-1-Antagonisten in anderen Modellen glomeruldarer Schadigung
testeten [68, 93, 141, 195, 208, 224]. Bemerkenswert ist, dass die spate Blockade von Mcp-1
auch die Zahl interstitieller Makrophagen reduziert, was mit geringerer tubulointerstitieller

Schadigung bei db/db-Mdusen einhergeht.

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass die Anwesenheit glomerulérer und

interstitieller Makrophagen zur Nierenschadigung bei db/db-Mausen beitragen, ein
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Mechanismus, den man als ,Entzindung" bezeichnen kénnte [70, 149, 154]. Makrophagen
produzieren beispielsweise proinflammatorische Mediatoren wie etwa Mcp-1, zusatzlich zu den
Mediatoren, die von renalen Zellen synthetisiert werden. Es handelt sich um einen
Mechanismus der positiven Rickkopplung [30, 69]. Dieser bei nicht-diabetischen
Nierenerkrankungen beobachtete Mechanismus kann wahrscheinlich aus zwei Grinden auf die
diabetische Nephropathie beim Menschen (bertragen werden: zum Einen ist die Infiltration von
Makrophagen in das Interstitium haufig bei diabetischer Nephropathie [17] und zum zweiten
scheiden Patienten mit diabetischer Nephropathie hohe Mengen Mcp-1 im Urin aus, was auf

einen intrarenalen entzindlichen Prozess hindeutet [53, 155].

Die Expression von Chemokinen fihrt zu einer Aktivierung der Proteinkinase C in Nierenzellen
und Immunzellinfiltraten. Therapeutische Intervention, die auf die Proteinkinase C abzielen,
kdnnen diesen positiven Rlckkoppkungsmechanismus durchbrechen, dadurch dass die
Expression von Chemokinen, die Rekrutierung von Immunzellen und die tubuldre Schadigung
sowohl im Tiermodell der diabetischen Nephropathie als auch bei Patienten mit diabetischer
Nephropathie reduziert wird [121, 216]. Basierend auf diesen Daten wird eine entzlindliche
Komponente in der Progression der diabetischen Nephropathie immer wahrscheinlicher [215].
Dass diese experimentellen Daten flir die menschliche Erkrankung wichtig sind wurde bestatigt
durch Transkriptom-Analysen menschlicher Nierenbiopsien von Patienten mit diabetischer
Nephropathie, die eine spezifische NF-kappaB-Promotor-abhdngige entziindliche Stressantwort

in der Progression der diabetischen Nephropathie identifizieren konnten [194].

5.2 Effekt der Mcp-1-Blockade bei COL4A37"-M&usen

Eine Vielzahl von Nierenerkrankungen geht einher mit der Infiltration von Makrophagen, die
sowohl die glomerulare als auch die tubulointerstitielle Schadigung vermitteln [59, 126, 226].
Uber die Rolle von Makrophagen in der Krankheitsprogression des Alport-Syndroms ist derzeit
jedoch wenig bekannt, jedoch legen insbesondere Daten aus anderen Krankheitsmodellen der
chronischen Niereninsuffizienz eine pathogenetische Rolle des Chemokinsystems und der
Makrophagen beim Alport-Syndrom nahe [46, 52, 197, 222].

Ninichuk et al. konnten zeigen, dass die Blockade des Chemokinrezeptors Ccrl zu einer
Reduktion der Makrophageninfiltrate im Tubulointerstitium fihrt, was mit verlangertem
Uberleben und geringerer tubulointerstitieller Nierenschadigung assoziiert war [162]. Vor dem
Hintergrund dieser Daten stellt sich die Frage, ob die kombinierte Blockade tubulointerstitieller
und glomerularer Makrophagen darlber hinaus zusatzliche Effekte zeigt. Das Chemokin MCP-1
kénnte hierbei ein passendes Ziel flir eine pharmakologische Blockade darstellen, da es in der
Niere die Rekrutierung von Makrophagen sowohl in das glomeruldre wie auch in das
tubulointerstitielle Kompartiment vermittelt, etwa im Modell der nephrotoxischen

Serumnephritis [68, 141] oder der Lupusnephritis [93, 201]. Die Hypothese ist, dass durch die
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Behandlung mit dem Spiegelmer mNOX-E36-3'PEG die Zahl renaler Makrophagen bei COL4A3-

defizienten Mausen, einem experimentellen Modell des autosomal-rezessiven Alport-Syndroms,
reduziert werden kann, was mit reduzierter Nierenschadigung und verldngertem Uberleben

assoziiert sein sollte.

Fur die vorliegende Studie wurden Kollagen-IV-os-defiziente Mause (COL4A37") im 129/SvJ-
Hintergrund verwendet, ein Tiermodell flir das autosomal-rezessive Alport-Syndrom, das
aufgrund verschiedener Faktoren als besonders geeignet erschien [39]. In diesem Modell zeigt
sich eine rasche Progression mit Einsetzen der Proteinurie und Entwicklung einer terminalen
Niereninsuffizienz innerhalb weniger Wochen, die Tiere weisen genetische und phdnotypische
Charakteristika der humanen Erkrankung auf und es stellt ein etabliertes und géngiges Modell
des Alport-Syndroms dar [37]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie sind daher gut mit

denen anderer Studien vergleichbar.

Dennoch stellt das Tiermodell eine mdgliche Limitation der Studie dar. Es ist nicht bekannt, ob
die Ergebnisse problemlos auf den Menschen Ubertragen werden kénnen, zumal die Mehrheit
der Patienten am X-chromosomalen Alport-Syndrom erkrankt ist. Fir das X-chromosomale
Alport-Syndrom konnte bereits eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation nachgewiesen werden [83].
Auch fir das autosomal-rezessive Alport-Syndrom wurde ein Einfluss des Genotyps auf den
Phénotyp gezeigt. COL4A37-M&use im C57BL/6-Hintergrund erkranken spéter und zeigen eine
langsamere Krankheitsprogression verglichen mit Tieren im 129/Sv]-Hintergrund [37].
Cosgrove et al. konnten ein unterschiedliches Ansprechen auf pharmakologische Intervention
nachweisen [38]. Es ist daher durchaus mdglich, dass auch Therapieeffekte mit dem Genotyp
korrelieren, was die Ubertragbarkeit mdoglicher Effekte von einem autosomal-rezessiven

Mausmodell auf eine X-chromosomale Patientenpopulation erschwert.

Die rasche Krankheitsprogression des Tiermodells birgt das Risiko, dass die Erkrankung selbst
bei friih begonnener pharmakologischer Intervention bereits zu weit fortgeschritten ist und
damit der Therapiebeginn zu spat oder die Therapiedauer zu kurz ist, um einen Effekt zu
beobachten. Gross et al. konnten zeigen, dass eine im Alter von vier Wochen begonnene
Therapie mit dem ACE-Inhibitor Ramipril das Uberleben Kollagen-defizienter Mduse um mehr
als 100 % verlangern konnte, wahrend ein Therapiebeginn mit sieben Wochen keinen Einfluss
auf das Uberleben hatte [81]. In einer Studie von Zeisberg et al. konnte gezeigt werden, dass
die Blockade von Matrix-Metalloproteinasen vor Einsetzen der Proteinurie protektiv wirkt,
wahrend ein spater Therapiebeginn nach Einsetzen der Proteinurie die Progression
beschleunigt [233]. Der Erfolg einer Behandlung des Alport-Syndroms hangt somit auch von
der richtigen Wahl des Therapiebeginns bzw. der Therapiedauer ab. Mit der Behandlung der
Kollagen-defizienten Mduse wurde im Alter von sechs Wochen vor dem Einsetzen der
Proteinurie begonnen. Nachdem jedoch kein Uberlebensvorteil bei Therapiebeginn mit sechs
Wochen gesehen worden war, wurde mit der Behandlung einer weiteren Kohorte im Alter von

drei Wochen begonnen. Es zeigte sich jedoch bei keinem der Tiere ein verldngertes Uberleben,
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so dass ein Effekt der friih begonnenen Therapie unwahrscheinlich erschien und daher aus

Griinden des Tierschutzes auf eine Ausweitung dieser Kohorte verzichtet wurde.

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Blockade von Mcp-1 durch mNOX-
E36-3'PEG die Rekrutierung von Makrophagen in alle Nierenkompartimente signifikant
blockiert. Jedoch war die Reduktion der glomeruldren Makrophagen um 50 % und der
interstitiellen Makrophagen um 30 % weder mit einer entsprechenden Verbesserung der
Nierenschadigung noch mit einer Verldngerung des Uberlebens assoziiert. Diese Diskrepanz
Uberrascht, da die Anzahl glomeruldrer und tubulointerstitieller Makrophagen gewd&hnlich mit

dem Ausmal der Nierenpathologie korrelieren [59, 168, 197].

Eine mdgliche Erklérung stellt die insgesamt geringe Anzahl an Makrophagen in der Niere
Kollagen-defizienter Mause dar. Im Modell der Lupusnephritis finden sich bei unbehandelten
Tieren im Glomerulus etwa um den Faktor 10, im Tubulointerstitium immerhin um den Faktor 2
héhere Makrophagenzahlen [132]. Auch in der Studie von Ninichuk et al., in der bei COL4A3™ -
Mausen durch Blockade von Ccrl eine Reduktion der tubulointerstitiellen Makrophagen und
damit eine Uberlebensverldngerung bei geringerer Nierenschddigung erreicht wurde, konnten
im Tubulointerstitium unbehandelter Mause doppelt so viele Makrophagen gezahlt werden wie

in der vorliegenden Studie [162].

Méglicherweise beeinflussen Makrophagen die Progression des Alport-Syndroms in
unterschiedlicher Weise, abhdngig davon, in welches Kompartiment sie rekrutiert wurden.
Demnach vermitteln tubulointerstitielle Makrophagen die Entstehung einer tubulointerstitiellen
Fibrose und tragen so zur Progression bei, wahrend glomeruldre Makrophagen keinen Einfluss
auf die glomeruldre Schadigung ausliben. Diese Vorstellung wird unterstiitzt durch eine
kirzlich erschienene Studie zur Rolle der Lymphozyten beim Alport-Syndrom [134].
LeBleu et al. konnten durch Studien an Knockout-Mausen zeigen, dass durch Blockade einer
Lymphozyteninfiltration die tubulointerstitielle Schadigung reduziert werden kann, wahrend die
glomerulédre Schadigung und das Uberleben der Tiere unveréndert bleiben [134]. Glomeruldre
Makrophagen bei Kollagen-defizienten Mausen kdénnten demnach auf ein geringes MaB an

unspezifischer Entziindung hindeuten, die mit dem Alport-Syndrom assoziiert ist.

Eine weitere Erklarung kénnte der Phanotyp bzw. der Aktivierungszustand der Makrophagen
sein. Chemokine tragen zur phanotypischen Differenzierung und zur Aktivierung von
Gewebsmakrophagen bei und kdnnten die Rekrutierung einer spezifischen Subpopulation
unterstlitzen [145]. In einem Modell der Immunkomplex-Glomerulonephritis fiihrte die
Applikation der Ccr5-Antagonisten Met-Rantes und Apo-Rantes zu einer Verschlechterung der
Nierenpathologie, obwohl die Rekrutierung von glomerularen Makrophagen blockiert wurde [9].
Es stellte sich heraus, dass diese Antagonisten spezifisch die Rekrutierung Makrophagen des
M2-Phanotyps blockierten, die antiinflammatorisch, immunsuppressiv und regulatorisch

wirken, wahrend die Population der proinflammatorischen M1-Makrophagen unbeeinflusst
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blieb [9, 145]. Derartige Effekte wurden in einer friheren Studie mit dem Spiegelmer mNOX-
E36-3'PEG nicht beobachtet und kénnen daher ausgeschlossen werden [132].

5.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die Blockade von Mcp-1 mit Spiegelmeren kann die Rekrutierung von Makrophagen in das
glomeruldre und tubulointerstitielle Kompartiment der Niere blockieren, die renale Schadigung
reduzieren und die Nierenfunktion verbessern. Die Wirksamkeit des anti-Mcp-1-Spiegelmers
mMNOX-E36-3'PEG konnte fir die uninephrektomierte db/db-Maus, einem Modell der
diabetischen Nephropathie nachgewiesen werden. Auch bei Blockade im spdten
Erkrankungsstadium erwies sich der Antagonist als wirksam. Auch bei der COL4A3”-Maus,
einem Modell des autosomal-rezessiven Alport-Syndroms konnte nachgewiesen werden, dass
das anti-Mcp-1-Spiegelmer mNOX-E36-3'PEG die Rekrutierung von Makrophagen in die Niere
effektiv blockiert. Jedoch beeinflusste diese Blockade weder die Nierenpathologie noch das

Uberleben der Tiere.

Die weiter steigenden Zahlen chronisch niereninsuffizienter Patienten machen die Etablierung
neuer Therapieansatze erforderlich. Die zunehmenden Hinweise auf eine Beteiligung
entzindlicher Mechanismen an der Progression der chronischen Niereninsuffizienz zeigen einen
bisher nicht therapierten Mechanismus. Mit der vorliegenden Studie konnte ein neues
therapeutisches Zielmolekdil identifiziert und dessen Blockade als mdgliche Therapie bei der
hdaufigsten Ursache der chronischen Niereninsuffizienz, der diabetischen Nephropathie
dargestellt werden. Beim Alport-Syndrom konnte diese Blockade die Progression nicht
beeinflussen, so dass der Beitrag eines entziindlichen Mechanismus weiterhin fraglich bleibt

und die Blockade von Mcp-1 derzeit kein therapeutisches Ziel darstellt.

Trotz gegebener Limitationen, legitimieren die vorliegenden Daten die weitere Untersuchung
der therapeutischen Blockade von Mcp-1 und die Evaluation ihres Einsatzes beim Menschen als
zusatzlichen Therapieansatz bei der diabetischen Nephropathie und mdglicherweise bei

anderen nicht-hereditaren Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz.
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7 Abkiirzungen

1K

2K
ACE
ADAS
AGE
ANOVA
ARAS
AS
ATP
BM

bp
BSA
cAMP
Ccl2
Ccrl
Ccr2
Ccer5
CD
cDNA
CGRP
COL4A1-6
CT
CTGF
CXCR4
Da
DARC
DC
ddH,0
DEPC
DMEM
DMSO
DN
DNA
dNTP
dsDNA
EDTA
EGF
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Tiere nach Uninephrektomie (1 kidney)

Tiere ohne Uninephrektomie/Sham-Operation (2 kidneys)
Angiotensin konvertierendes Enzym (Angiotensin Converting Enzyme)
Autosomal-dominantes Alport Syndrom
Advanced glycated end products

analysis of variance

Autosomal-rezessives Alport Syndrom

Alport Syndrom

Adenosin-5'-Triphosphat

Basalmembran

Basenpaar

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Zyklisches Adenosin-5'-Monophosphat
CC-Chemokin-Ligand 2

CC-Chemokin-Rezeptor 1
CC-Chemokin-Rezeptor 2
CC-Chemokin-Rezeptor 5

Cluster of differentiation

komplementare DNA

calcitonin gene-related peptide

Kollagen Typ 4, a,.¢-Kette

Schwellenwert bei der RT-PCR (cycle threshold)
connective tissue growth factor
CXC-Chemokinrezeptor 4

Dalton

Duffy antigen receptor for chemokines
Dendritische Zelle

doppelt destilliertes Wasser

Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Dimethylsulfoxid

Diabetische Nephropathie
Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleic acid)
allgemeine Schreibweise flir Nukleosidtriphosphat
doppelstrangige DNA

Ethylendiamintetraacetat

Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor)



ELISA
ELR-Motiv
EMT
et al.
EZM
F4/80
FACS
FAM
FCS
FGF
FITC
FSGS
g
GAPDH
GBM
GFR
GN
GnRH
GTP
HE
HEPES
HGF
HIV
HLA
hpf
HRP
i.v.
ICAM-1
IFN-y
IgA

IL
1774
kb

KG

Ki
Ki-67
LCM
LMM
LPS
Mac2
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Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Glutamat-Leucin-Arginin
Epithelial-mesenchymale Transition

et alii

Extrazelluléare Matrix

Antigen flr interstitielle Makrophagen
fluorescence activated cell sorting

Farbstoff fur die RT-PCR

Fetales Kalberserum (fetal calf serum)
Fibroblastenwachstumsfaktor (fibroblast growth factor)
Fluorescein-Isocyanat

Fokal-Segmentale Glomerulosklerose

Einheit der Schwerkraft auf der Erde (9,8 m/s2)
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glomeruldre Basalmembran

Glomeruléare Filtrationsrate

Glomerulonephritis

Gonadotropin Releasing Hormon
Guanosin-5'-Triphosphat

Hamatoxylin-Eosin
N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-Ethanesulfonic Acid
Hepatozyten Wachstumsfaktor (hepatocyte growth factor)
Humanes Immundefizienz Virus

Humanes Leukozyten-Antigen

Gesichtsfeld (high-power-field)
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
intravends

intercellular adhesion molecule-1

Interferon-y

Immunglobulin A

Interleukin

Makrophagenzelllinie der Maus

kilobase

Kérpergewicht

inhibitorische Konstante

Antigen flr proliferierende Zellen

laser capture microdissection

laser microbeam microdissection
Lipopolysaccharid

Antigen flUr glomerulére Makrophagen
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MACS magnetic assisted cell sorting

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1

MECA-32 mouse endothelial cell antigen

MHC Major histocompatibility complex

MMP Matrix-Metalloproteinase

mMRNA messenger RNA

NADPH Nikotinsdureamiddinukleotidphosphat

NC Nicht-kollagene Domadne (noncollagenous domain)
NF-xB nuclear factor-xB

NK-Zelle Natlrliche Killerzelle

NOD Nonobese Diabetic Mouse

0.D. Optische Dichte

ob/ob Modell der hyperinsulindmischen Diabetes-Maus

PAS Perjodsaure Schiff-Reagenz (periodic acid schiff stain)
PBND-Puffer PCR buffer with nonionic detergents

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PDGF platelet derived growth factor

PEG Polyethylenglykol

PF4 Plattchenfaktor 4

PKH26 roter Fluoreszenzfarbstoff

PSGL1 P-selectin glycoprotein ligand

RAAS Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

RAGE receptor for advanced glycolisation endproducts
RANTES regulated on activation normal T cell expressed and secreted

Real-time RT-PCR Real-time Reverse-Transkriptase PCR

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

RNase Ribonuclease

RPMI Zellkultur-Medium zur Anzucht humaner Leukozyten, entwickelt von
Roswell Park Memorial Institute

rRNA ribosomale RNA

s.C. subkutan

SD Standardabweichung (standard deviation)

SDF-1 stromal cell-derived factor-1

SELEX systematic evolution of ligands by exponential enrichment

SEM Standard error of the mean

SMA smooth muscle actin

SSC saline-sodium citrate buffer

ssDNA einzelstrangige DNA

STZ Streptozotocin
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TAMRA Tetramethyl-6-Carboxyrhodamin
Tag-Polymerase Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus
TBE-Puffer TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TE-Puffer TRIS-EDTA-Puffer

TGF-B transforming growth factor-g

Thil T-Helfer-Zelltyp 1

Th2 T-Helfer-Zelltyp 2

TMB Tetramethylbenzidin

TNF-a Tumornekrosefaktor-o

u Einheit (Unit)

UN Uninephrektomie

uv Ultraviolett

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1
VEGF Vascular endothelial growth factor
VIC Farbstoff fiir die RT-PCR

VS. versus

WT Wildtyp

XLAS X-Chromosomales Alport Syndrom
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