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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Krankheitsbild der terminalen Niereninsuffizienz, die eine addquate Nierenersatztherapie
erfordert, stellt in Deutschland und in anderen Landern nicht nur ein medizinisches, sondern
auch ein wirtschaftliches Problem dar. Da Glomerulonephritiden eine der Hauptursachen fiir
die terminale Niereninsuffizienz sind, ist es notwendig, fiir diese Erkrankung neue
Therapieansdtze zu entwickeln, die eine Progression bis zum terminalen Nierenversagen
verhindern. Diese neuen Therapieansédtze miissen an den pathophysiologischen Mechanismen

der Glomerulonephritis ansetzen.

Einen wichtigen Schritt bei allen Entziindungen stellt die Migration von Leukozyten aus dem
Blut ins Gewebe dar und spielt natiirlich auch bei entziindlichen Erkrankungen der Niere eine
entscheidende Rolle. Es erscheint als Therapieprinzip sinnvoll, die Leukozyteninfiltration
spezifisch am Ort der Entziindung zu blockieren, wofiir die lokale Expression von
Adhésionsmolekiilen und Chemokinen eine wichtige Option darstellt. Dabei werden
Chemokine sowohl von intrinsischen renalen Zellen als auch von infiltrierenden Leukozyten

produziert und sezerniert.

Bei der experimentellen Immunkomplex-Glomerulonephritis, die durch Injektionen von horse
spleen apoferritin (HAF) induziert wird, ist das Chemokin RANTES in den Glomeruli

exprimiert, was von einer glomerulédren Infiltration von Makrophagen gefolgt ist.

Im Verlauf dieser Erkrankung kommt es neben der Ablagerung von Immunkomplexen und
einer mesangialen Zellproliferation auch zur Infiltration von Leukozyten und -einer
Proteinurie. In der frithen Phase dieser Erkrankung sind die Chemokine RANTES und MCP-1
sowie ihre Rezeptoren CCR 1, 2 und 5 vermehrt exprimiert, wobei CCR 5 eine Bindungsstelle
fiir das Chemokin RANTES darstellt und durch die Antagonisten AOP-RANTES und Met-
RANTES partiell blockiert wird.

Um die Bedeutung bzw. die Funktion von RANTES und seinen Rezeptoren in diesem
Kontext genauer aufzukldren, wurde der Effekt der Chemokinantagonisten AOP-RANTES
und Met-RANTES am Modell der Apoferritin (HAF)-induzierten Immunkomplex-

Glomerulonephritis in der Maus untersucht.



Zusammenfassung

Untersucht wurden sieben Gruppen mit folgenden taglichen intraperitonealen Injektionen iiber

14 Tage:

I: 100 pl 0,9 %NaCl

II: 40 pg Met-RANTES

II: 10 pg AOP-RANTES

IV: 5,1 mg HAF

V: 5,1 mg HAF + 10 pg Met-RANTES
VI: 5,1 mg HAF +40 pg Met-RANTES
VII: 5,1 mg HAF + 10 pg AOP-RANTES

Bei den Kontrolltieren der Gruppe IV fiihrten die tdglichen Injektionen des Antigens HAF
iiber 14 Tage zu den beschriebenen Verdnderungen. Wie aufgrund der bisher bekannten
Funktion der Chemokine zu erwarten war, fand sich in den MAiusen, die zuséitzlich zum
Antigen mit den Antagonisten behandelt wurden (V-VII), immunhistologisch eine
Reduzierung der glomeruldren Leukozyten/Makrophagen um ca. 50 %. Bei diesen Tieren
konnte auch eine verminderte Anzahl proliferierender mesangialer Zellen auf ca. 1/6 der
Kontrollgruppe (IV) festgestellt werden. Neben diesen Verdnderungen fiihrte die Behandlung
mit AOP-RANTES oder Met-RANTES aber auch zu kapilliren Thrombosen,
mesangiolytischen Verdnderungen und einer stirkeren Proteinurie. Zusitzlich zeigte sich in

diesen Tieren eine erhdhte Anzahl apoptotischer Zellen in den Glomeruli.

In den Gruppen II und III konnte aufgrund fehlender histopathologischer und funktioneller

Verdnderungen ein nephrotoxischer Effekt der Antagonisten ausgeschlossen werden.

In vitro Studien konnten keine proliferativen Effekte oder die Induzierung von Apoptose

durch die Antagonisten in murinen Mesangialzellen nachweisen.

Die weitere Charakterisierung der glomeruldiren Makrophagen zeigte eine verstérkte
Expression der inducible nitric oxide synthase. AuBerdem konnte in einem Phagozytose
Assay ein suppressiver Effekt von Met-RANTES auf die Phagozytosefahigkeit muriner

Makrophagen nachgewiesen werden.

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen ergaben sich Hinweise auf die Induktion eines
proinflammatorischen ~ Phdnotyps glomerulirer ~Makrophagen. Die Wirkung der
Chemokinantagonisten AOP-RANTES und Met-RANTES umfasst demnach neben den

antichemotaktischen noch weitere immunmodulatorische Effekte, die eine akute



Zusammenfassung

Glomerulonephritis verschlechtern konnen. Obwohl diese Chemokinantagonisten in anderen
Krankheitsmodellen eine deutliche Verbesserung des Verlaufs erzielen konnten, miissen die
hier beobachteten Effekte weiter untersucht werden, bevor Chemokinantagonisten wie AOP-
oder Met-RANTES als neue Therapie bei entziindlichen Nierenerkrankungen eingesetzt

werden konnen.
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1. Einfiihrung

1.1. Wirtschaftliche und soziale Bedeutung der Niereninsuffizienz

Die Niereninsuffizienz stellt ein in der Medizin bisher nur unzureichend zu therapierendes
Krankheitsbild dar. Bei chronisch-progredientem Verlauf kommt es zur terminalen
Niereninsuffizienz, wo ein Weiterleben nur mittels einer Nierenersatztherapie (Hdmo- oder

Peritonealdialyse) oder Nierentransplantation moglich ist.

Die Epidemiologie verdeutlicht, dass dieses Krankheitsbild nicht das Schicksal einzelner ist,
sondern durchaus als ein in der Gesellschaft weit verbreitetes medizinisches Problem gesehen
werden mul} (sieche Diagramm 1.1.). So waren in Deutschland zum Jahreswechsel 2001/02
57.118 Menschen (696/1 Mio. Einwohner) dialysepflichtig, iiber weitere 18.000 Patienten
befanden sich nach zum Teil Jahre dauernder Dialysebehandlung und schlieBlich

erfolgreicher Transplantation in entsprechenden Nachsorgeverfahren (Frei).

70000 -
60000 | 57188
< 50000 -
3
[
.2 40000 -
©
o
= 30000 -
N
c 18484
< 20000 - 15148
9883
10000 -
2346 .
0 - I
Dialyse- Patienten mit neu aufge- in 2001 trans-  verstorbene Dialyse-
patienten  funktionierendem  nommene plantierte und transplantierte
gesamt Transplantat Patienten gesamt Patienten Patienten
Diagramm 1.1.: Ubersicht iiber die chronische Nierenersatztherapie in Deutschland,

2001 (QUASI Niere).
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Patientenzahlen aus anderen Léndern (1997: USA: 1131/1 Mio. Einwohner; Japan 1397/1
Mio. Einwohner) geben einen Hinweis darauf, dass die Zahlen wahrscheinlich weiter

ansteigen werden (Weber M, Marx).

Die Kosten fiir einen dialysepflichtigen Patienten belaufen sich je nach Verfahren (Himo-
oder Peritonealdialyse) zwischen EUR 30.000,- und EUR 55.000,- pro Jahr (Nebel), sodass
fiir das Gesundheitssystem in Deutschland zur Zeit jdhrlich Kosten von ca. EUR 2,9

Milliarden entstehen.

Volkswirtschaftlich bedeutet dies, dass in Deutschland zur Zeit fiir 0,08 % der Bevolkerung,
die dialysepflichtig sind, mehr als 2 % des jahrlichen Budgets der gesetzlichen Krankenkassen
von ca. EUR 130 Milliarden aufgewendet werden miissen. Fiir die USA liegt das
Zahlenverhiltnis etwas giinstiger: 0,7 % der Bevolkerung sind dialysepflichtig und
verbrauchen 5 % des jahrlichen Medicare budget (Xue).

Aufgrund der Tatsache, dass 55 % der Kostensteigerungen der letzten Jahre auf die
wachsende Patientenzahl (ca. 6 %/Jahr) zuriickzufiihren sind und es keine Hinweise fiir eine
Trendwende gibt, geht man von einer Explosion der jahrlichen Kosten in Deutschland um ca.
80 % auf ungefihr EUR 5,2 Milliarden in den néchsten acht Jahren aus (Neubauer). Die
neuesten Voraussagen in den USA nennen eine jdhrliche Wachstumsrate von 6,4 % der
chronisch niereninsuffizienten und 7,1 % der dialysepflichtigen Patienten. Bis 2010 wird dort
mit einer Steigerung der aufzuwendenden finanziellen Mittel von $ 12,04 Milliarden (1998)

auf $ 28,3 Milliarden gerechnet (Xue).

Die Nierentransplantation ist als Alternative zur Nierenersatztherapie nicht nur die beste,
sondern mit EUR 17.000,-/Jahr auch die giinstigste Behandlungsform des terminalen
Nierenversagens. Nachdem aber die Anzahl der in Deutschland zur Transplantation
verfiigbaren Nieren nicht in dem erforderlichen Malle wéchst und es auBler den etablierten
Dialyseverfahren keine anderen technischen Verfahren zur Nierenersatztherapie gibt, ist eine
funktionierende und friihzeitige Therapie renaler Erkrankungen zur Verhinderung der
Progression zum terminalen Nierenversagen erforderlich. Nicht nur im Sinne der
dialysepflichtigen Patienten, die hohe EinbuBlen ihrer Lebensqualitit hinnehmen miissen,
sondern auch in volkswirtschaftlicher Hinsicht ist es unbedingt notwendig, fiir Erkrankungen,

die in die terminale Niereninsuffizienz miinden, neue Therapieansétze zu entwickeln.

12
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1.2. Ursachen der Niereninsuffizienz

Im Jahre 2001 waren in Deutschland Glomerulonephritiden die Hauptursache fiir die
Entwicklung der terminalen Niereninsuffizienz; an zweiter Stelle folgte die diabetische
Nephropathie (Frei, QuaSi Niere). Aufgrund der genetischen Prédisposition der afro-
amerikanischen Bevolkerung fiir Diabetes und Hypertonie ist letztere in den Vereinigten
Staaten von Amerika mit 37,4 % der Hauptgrund fiir End-Stage Renal Diseases (Collins,
USRDS). Als weitere Ursachen folgen interstitielle Nephritiden und vaskulidre Nephropathien
(sieche Diagramm 1.2.). Mit steigendem Alter nehmen die Anteile der diabetischen
Nephropathie und der hypertensiven Nephrosklerose aufgrund steigender Inzidenz der

Grunderkrankung als Ursachen zu.

Bei vielen Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz wird die Diagnose Glomerulonephritis
ohne bioptische Sicherung gestellt (USA: 60-70 %), so dass Aussagen iiber die Privalenzen
der einzelnen Subformen nur in begrenztem MaBe moglich sind. Wie in den meisten
Gegenden dieser Welt scheint jedoch die IgA-Nephropathie auch in westeuropéischen

Landern den groften Teil einzunehmen (Schena).

Verschiedene

Vaskulédre Nephropathie 39

11%

Unbekannte Genese Zystennieren

11%
Syst krank .
ystemer oan ungen Diabetes Typ I
3% 17 %
Hereditdr/Kongenital ¢
2%
Interstitielle Nephritis

15% Diabetes Typ |
5%
Glomerulonephritis
24 %
Diagramm 1.2.: Diagnoseverteilung erfasster lebender dialysepflichtiger Patienten in

Deutschland, 2001 (QuaSi Niere)
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Als Voraussetzung fiir neue und funktionierende Therapieansidtze bei entziindlichen
Nierenerkrankungen ist ein profundes Wissen der ablaufenden Pathomechanismen

erforderlich.

1.3. Stadien progredienter Nierenerkrankungen

Die meisten Nephropathien schreiten langsam zum terminalen Nierenversagen fort und nur
wenige haben die Tendenz auszuheilen. Diese Progression ist durch immer stérkere

Schidigungen des Glomerulus und des Tubulointerstitium gekennzeichnet.

Zur Charakterisierung der einzelnen Abschnitte der Erkrankung hat sich ein Stufenmodell
bewiéhrt. Die Entwicklung der Glomerulonephritis und anderer Nephropathien 148t sich
danach in vier Phasen einteilen: die Initiationsphase, die Amplifikationsphase, die

Progressionsphase und die Terminalphase.

Initiationsphase: Die Schadigung renaler Parenchymzellen fiihrt zur Sekretion

inflammatorischer Mediatoren, die die Infiltration und Aktivierung von Leukozyten zur Folge
haben. Dabei scheint dies je nach Erkrankung streng auf das betroffene Kompartiment,
Glomerulus oder Tubulointerstitium, beschrankt zu sein (Anders 2001, Vielhauer). AuBlerdem
unterstreicht auch die selektive Einwanderung von Leukozytensubpopulationen in bestimmte
Kompartimente die Komplexitit der Immunantwort. So finden sich T-Zellen im Verlauf
glomeruldrer Entziindungen auBBerordentlich selten im Glomerulus, dafiir aber in interstitiellen
Infiltraten (Segerer 1999). Dies kann zum einen an einer unterschiedlichen Expression der
Adhésionsmolekiile in interstitiellen und glomeruldren Kapillaren oder an einem hdheren
Scherstress in der glomeruldren Mikrozirkulation liegen. Dagegen finden sich Makrophagen
im Verlauf proliferativer Glomerulonephritiden oft im Glomerulus geschidigter Nephrone.
Deren Infiltration konnte durch die fokale Nekrosen und Halbmondbildungen hervorgerufen

werden.

Amplifikationsphase: Sowohl die Infiltration von Leukozyten aus Blutgefdf3en ins betroffene

Gewebe als auch die Proliferation residenter Leukozyten fiihren zu einer verstirkten Synthese
und Ausschiittung von Zytokinen und anderer inflammatorischer Mediatoren. Zusétzlich
werden von infiltrierenden Makrophagen Sauerstoffradikale, Arachidonsdurederivate und
andere zelltoxische Stoffe sezerniert, die fiir eine weitere Zerstérung des Gewebes sorgen,

was wiederum im Sinne eines positiven Riickkopplungsmechanismus wirkt. Makrophagen

14
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sind auch fiir die Ausschiittung von Wachstumsfaktoren wie FGF, TGF-3, TNF-a, EGF und
PDGEF verantwortlich (Eddy). Diese Zytokine stimulieren unter anderem die Proliferation von
Mesangialzellen, was dann zum typischen Bild der mesangioproliferativen

Glomerulonephritis fithrt (Daha).

Im tubulointerstitiellen Kompartiment fiihren die Proliferation von Fibroblasten und die
Ausschiittung verschiedener Stimulatoren zur Ausweitung des interstitiellen Gewebes und
schlussendlich zur renalen Fibrose. In diesen Prozess sind nicht nur residente Fibroblasten
involviert, sondern auch Myofibroblasten des tubuldren Epithels, ein Vorgang der epithelial-

mesenchymal transformation genannt wird (Strutz).

Aber auch in primiren Glomerulopathien wie der membrandsen, der fokal sklerosierenden
und der mesangioproliferativen Glomerulonephritis kann es zu einem interstitiellen Infiltrat
und folgend zu einer renalen Fibrose kommen. Hierfiir kommen drei Mechanismen in Frage,
bei allen scheint dem tubuléren Epithel die vermittelnde Rolle zwischen dem glomeruldren
und dem interstitiellen Kompartiment zuzukommen. Proinflammatorische Mediatoren und
Wachstumsfaktoren werden mit dem Primaérfiltrat in die Tubuli des Nephrons gespiilt und
werden dort zu Stimulatoren fiir tubuldre Epithelzellen, die ihrerseits reaktiv
proinflammatorische, profibrotische und chemotaktische Zytokine ausschiitten (Segerer
Jan 2000). Aber auch die physiologische Blutzirkulation bringt diese Botenstoffe in das
tubuldre Kompartiment und aktiviert dort peritubuldres Endothel und Tubuluszellen (Abbate).
Durch Verletzungen der Bowmann’schen Kapsel fehlgeleitetes Ultrafiltrat, das ins
Interstitium gelangt ist, kann dort ebenfalls entziindliche Prozesse auslosen (Kriz 2001). All
diese Mechanismen sind fiir die Ausdehnung des primiren Entziindungsherdes vom

Glomerulus ins Interstitium und damit fiir seine deutliche Expansion verantwortlich.

Progressionsphase: Die fortwdhrende Stimulation renaler Parenchymzellen durch

Leukozyten, sezernierte Zytokine und durch die sich nach Verletzung der Bowmann’schen
Kapsel und der Basalmembran einstellende Proteinurie miinden in die stindige Synthese von
Komponenten der extrazelluldren Matrix und schlieBlich in die irreversible Schidigung der
anatomischen Struktur und fithren dadurch zum Funktionsverlust. Mesangialzellen
sezernieren nach Stimulation durch Makrophagen Kollagen, Laminin und Fibronektin und
sind damit entscheidende Faktoren bei der Entstehung der Glomerulosklerose (Pawluczyk).
Die glomeruldre Expansion fiihrt zur Verengung oder sogar Obliteration bei einem Teil der

glomeruldren Kapillaren, bei einem anderen Teil dagegen zur Dilatation. Die Folgen sind
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nicht nur die lokale Destruktion im Glomerulus, sondern auch eine Schidigung des gesamten
Nephrons inklusive tubuldrer und peritubulédrer Anteile (Kriz 1996 und 2001). Die Infiltration
immunkompetenter Zellen ins Interstitium fithrt neben der stindigen Produktion und
Ausschiittung von Zytokinen und Komponenten der extrazelluliren Matrix auch zu einer
vergroferten Distanz zwischen Kapillaren und von diesen versorgten Gewebeanteilen
(Ljungquist). Die dadurch induzierte Ischidmie ist fiir apoptotische und nekrotische
Verdnderungen und schlussendlich fiir die Atrophie der Tubuli verantwortlich (Kang,

Marcussen).

Terminalphase: Das Zugrundegehen der Blutgefa3e und die fortschreitende Vernarbung des

Gewebes flihren zur kompletten tubuldren Atrophie und Glomerulosklerose. Der Verlust
groler Teile des renalen Parenchyms und der normalen anatomischen Struktur miindet
schlieBlich in die terminale Niereninsuffizienz (ESRD) mit allen klinischen Zeichen und
Symptomen der Urdmie. Wahrend die immunkompetenten Zellen mit der Zeit wieder aus dem
Gewebe auswandern, sorgen die bestehende Hypoxdmie und die autokrine Stimulation fiir
eine Aufrechterhaltung von Synthese und Ausschiittung extrazellulirer Matrixkomponenten
durch renale Fibroblasten (Norman 1999 und 2000). Myofibroblasten fiihren schlieBlich zur
Kontraktion des fibrotischen Gewebes und zum bekannten makroskopischen Korrelat, der

Schrumpfniere.

In diesem Prozess spielen Chemokine in vielen Schritten eine Rolle. Thre Funktion kann nicht
isoliert betrachtet werden, sondern erschlieft sich nur im gesamten Netzwerk von

Adhisionsmolekiilen und Zytokinen.

1.4. Bedeutung der Leukozyteninfiltration

“Inflammation is the reaction of a tissue and its microcirculation to a pathogenic insult. It is
characterized by the generation of inflammatory mediators and movement of fluid and

leukocytes from the blood into extravascular tissue.”” (Rubin)

Aus diesen beiden Sétzen, mit denen im amerikanischen Standardwerk der Pathologie das
Kapitel ,,Inflammation* beginnt, wird die zentrale Bedeutung der Transmigration von
immunkompetenten Zellen deutlich. Die Infiltration von Leukozyten ins entziindete Gewebe
ist Ausdruck des Versuchs des Organismus fremde, virale oder bakterielle Stoffe,

korperfremde oder Tumorzellen zu lokalisieren und zu eliminieren.
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Entscheidend fiir den Erfolg dieses Vorganges ist das Gleichgewicht zwischen lokalen
aggressiven Faktoren und zellprotektiven Vorgidngen, die letztendlich iiber das Schicksal des

Gewebes entscheiden: Progression oder Resolution der Entziindung.

Der Rekrutierung immunkompetenter Zellen kommt in diesem Zusammenhang eine
maBgebliche Bedeutung zu. In Verbindung mit Selektinen und Integrinen (Springer 1994)
vermitteln chemotaktische und andere Zytokine in einem komplizierten Netzwerk die
Immunantwort des Organismus. Chemokine spielen eine entscheidende Rolle bei der
Migration von Leukozyten (Baggiolini) aus den GefdBlen und deren Weg entlang eines
Konzentrationsgradienten ins entziindete Gewebe. Zahlreiche Studien, in denen die
Infiltration von Leukozyten verhindert wurden (siehe Kapitel 1.8.), zeigen einen weniger

schweren Verlauf bei Tiermodellen entziindlicher Nierenerkrankungen.

Das Blockieren dieses essentiellen Schrittes im Rahmen der entziindlichen Reaktion stellt die
neue therapeutische Strategie der selektiven Immunsuppression dar. Systemische
Nebeneffekte durch eine Leukopenie oder der systemischen Immunsuppression wiirden mit

diesem Ansatz vermieden werden.

1.5. Chemokine und Rezeptoren

Als Chemokine bezeichnet man die grofe Familie chemotaktischer Zytokine, die
untereinander eine strukturelle Ahnlichkeit in der Sekundirstruktur aufweisen und von nahezu
allen Zellen des menschlichen Organismus nach Stimulation synthetisiert werden konnen. Thr
Name ergibt sich aus ihrer hauptsidchlichen Funktion, der Vermittlung der Extravasation
immunkompetenter Zellen und deren Migration anhand eines Chemokingradienten ins

betroffene Gewebe.

Bis heute (2002) sind mehr als 44 Chemokine und 21 Chemokin-Rezeptoren beschrieben
worden (Anders 2003).

Chemokine sind 8 bis 10 kDa schwere Molekiile mit einer 20-70 %-igen Homologie in der
Aminosduresequenz. Die Tertidrstruktur wird von Disulfidbriicken stabilisiert, die sich

zwischen den kondensierten Cysteinresten ausbilden.
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Tabelle 1.1. CC-Chemokine und ihre Rezeptoren

Name Chromosom Ligand (human) Ligand (murin) Chemokinrezeptor

CCLI1 17q11.2 1-309 TCA-3/P500 CCR8

CCL2 17q11.2 MCP-1/MCAF JE? CCR2

CCL3 17q12 MIP-10/LD78 MIP-1a CCR1, CCR5

CCL3L1 17ql2 LD78-8 unbekannt CCRI, CCR5

CCL4 17q12 MIP-18 MIP-18 CCR5

CCL5 17q12 RANTES RANTES CCR1,CCR3,CCRS

(CCLo) unbekannt C10/MRP-1 unbekannt

CCL7 17ql11.2 MCP-3 MARC? CCR1,CCR2,CCR3

CCLS8 17q11.2 MCP-2 MCP-2? CCR3, CCRS5

(CCL9Y/10) unbekannt MRP-2/MIP-1y, CCR1

CCL11 17q11.2 Eotaxin Eotaxin CCR3

(CCL12) Unknown MCP-5 CCR2

CCL13 17q11.2 MCP-4 unbekannt CCR2, CCR3

CCL14 17q12 HCC-1 unbekannt CCRI1, CCR5

CCLI15 17q12 HCC-2/Lkn-1 unbekannt CCR1, CCR3

CCL16 17q12 HCC-4/LEC/LCC-1 unbekannt CCR1, CCR2

CCL17 16q13 TARC TARC/ABCD-2 CCR4

CCL18 17q12 DC-CKI1/PARC unbekannt unbekannt

CCL19 9p13.3 MIP-3B/ELC/exodus-3 ~ MIP- CCR7/CD197
3B/ELC/exodus3

CCL20 2q36.3 MIP-3/LARC/exodus-1 MIP- CCR6
3/LARC/exodus1

CCL21 9p13.3 6Ckine/SLC/exodus-2  6Ckine/SLC/exodus2 CCR7/CD197

CCL22 16q13 MDC/STCP-1 ABCD-1 CCR4

CCL23 17q12 MPIF-1/CKB8/CKf38-1 unbekannt CCR1

CCL24 7q11.23 Eotaxin-2/MPIF-2 MPIF-2 CCR3

CCL25 19p13.3 TECK TECK CCR9

CCL26 7ql11.23 Eotaxin-3 unbekannt CCR3

CCL27 9p13.3 CTACK/ILC ALP/CTACK/ILC CCR10

CCL28 Spl2 MEC unbekannt CCR3/CCR10
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Sie werden nach der Position und Art dieser Cysteine in vier Gruppen eingeteilt: in die C-,
die CC-, die CXC- und die CX;3C-Unterfamilie. Wahrend sich bei den CC-Chemokinen N-
terminal aneinander angrenzend zwei Cysteine finden (Tabelle 1.1.), befindet sich bei der
CXC-Unterfamilie eine beliebige Aminosdure X zwischen den beiden Cysteinen (siche

Tabelle 1.2.).

Lediglich zwei Chemokine lassen sich nicht einer dieser beiden Gruppen zuordnen:
Lymphotactin hat keinen dieser beiden Cysteinreste, weist aber am Carboxylende
Ahnlichkeiten mit den CC-Chemokinen auf (Kelner). Bei dem einzigen durch einen Muzin-
Anker an der Zellmembran gebundenen Chemokin fractalkine (human) oder neurotactin
(murin) befinden sich zwischen den beiden Cysteinen drei Aminoséduren; beide werden
deshalb auch als CX3C-Chemokine bezeichnet. Entsprechend den Liganden erfolgt auch die
Einteilung der Chemokinrezeptoren in C-, CC-, CXC- und CX3C-Rezeptoren (Bazan, Pan).

Tabelle 1.2. CXC-, C-, CX;3C-Chemokine und ihre Rezeptoren

Name Chromosom Ligand (human) Ligand (murin) Chemokinrezeptor
CXC Chemokine

CXCL1 4q21.1 GRO-o/MGSA-o. GRO/MIP-2/KC? CXCR2 > CXCRI1
CXCL2 4q21.1 GRO-B/MGSA-B3 GRO/MIP-2/KC? CXCR2

CXCL3 4q21.1 GRO-y/MGSA-y ~ GRO/MIP-2/KC? CXCR2

CXCL4 4921.1 PF4 PF4 unbekannt
CXCLS5 4q21.1 ENA-78 GCP-2/LIX? CXCR2

CXCL6 4q21.1 GCP-2 GCP-2/LIX? CXCRI1, CXCR2
CXCL7 4q921.1 NAP-2 unbekannt CXCR2

CXCLS 4q921.1 IL-8 unbekannt CXCR1, CXCR2
CXCL9 4q21.1 Mig Mig CXCR3/CD138
CXCL10  4qg21.1 IP-10 IP-10/CRG-2 CXCR3/CD138
CXCL11  4qg21.1 I-TAC I-TAC CXCR3/CD138
CXCL12  10ql1.21 SDF-1a/8 SDF-1/PBSF CXCR4/CD184
CXCL13  4q21.1 BCA-1 BLC CXCR5

CXCL14  5g31.1 BRAK/bolekine BRAK unbekannt
(CXCL15) unbekannt Lungkine/WECHE unbekannt
CXCL16  17pl3 CXCR6
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C-Chemokine
XCL1 1q24.2 Lymphotactin Lymphotactin XCR1
XCL2 1q24.2 SCM-18 unbekannt XCR1

CX;C-Chemokine
CX;CL1 16q13 Fractalkine Neurotactin CX3CR1

Einige der Chemokine der CXC-Gruppe zeigen kurz vor den beiden Cysteinen ein
gemeinsames Aminosdure-Motiv: E-L-R-C-X-C  (Glutamat-Leucin-Arginin-Cystein-X-
Cystein). Sie vermitteln primir die Migration Neutrophiler Granulozyten, wihrend CXC-
Chemokine ohne diese Sequenz an andere CXC-Rezeptoren binden und vorwiegend auf

Lymphozyten wirken (Rovin 2000).

Chemokine vermitteln ihre biologischen Effekte durch einen G-Protein gekoppelten Rezeptor
mit sieben Transmembrandoméinen (Holmes, Murphy). Die Aktivierung von
Chemokinrezeptoren wird heute in einem 2-Stufen-Modell beschrieben. Im ersten Schritt
erkennt das Chemokin den Rezeptor und bindet an ihn. Dem folgt eine
Konformationsdnderung des Chemokins, hauptsidchlich im Bereich des flexiblen
aminoterminalen Endes (Crump). Diese Anderung in der Tertifirstruktur erlaubt dann die

Interaktion des N-Terminus mit dem Rezeptor, was schlie8lich zu dessen Aktivierung fiihrt.

Der Aktivierung des Chemokinrezeptors folgt der Austausch von GDP zu GTP in der a-
subunit des G-Proteins. Dies aktiviert verschiedene Effektormolekiile wie Inositol-1,4,5-
Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG), die eine Kaskade von signaling events im
Zytoplasma der Zelle in Gang setzen (Mellado). So fithrt z. B. die Erhéhung der
intrazelluliren Konzentration von IP3 zu einer Freisetzung von Calcium-lonen aus

intrazelluldren Speichern und zu einer Aktivierung der Phosphokinase C (Howard).

Diese Signalkaskade filihrt schlussendlich zu physiologischen Prozessen wie
Leukozytenmigration, Leukozytendegranulierung, Angiogenese oder —stase (Luther, Mackay,

Szekanecz).
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1.6. Funktionen von Chemokinen

Um die Rolle der Chemokine im Kontext der Entziindung zu verstehen, muf3 man vor allem

die komplizierten Zusammenhéange der Leukozyten-Endothel-Interaktion genauer betrachten.

Im Schema rolling, adhesion, transmigration haben die Chemokine eine zentrale Bedeutung,
weil sie auf nahezu allen Ebenen des Prozesses der Extravasation immunkompetenter Zellen

eingreifen.

Im Bereich der Entziindung werden von aktivierten Thrombozyten und Endothelzellen
Chemokine ausgeschiittet, die, von Endothelzellen prasentiert, ein Signal fiir rolling
leukocytes darstellen (Brady, Springer 1995). Diese ausgeschiitteten Chemokine sind dann
auch im Sinne eines sich selbstverstirkenden Regelkreises fiir die weitere Sekretion von
Chemokinen und fiir die Hochregulation chemokinprésentierender Strukturen auf den
Endothelzellen verantwortlich. Dabei ,kriechen die Leukozyten an einem an der
Endothelzellmembran gebundenen Chemokingradienten entlang, ein Prozess, der Haptotaxis
genannt wird (Rot). Dabei scheint insbesondere dem Chemokin RANTES eine entscheidende

Funktion zuzukommen (Wiedermann, Weber C).

Das aktiviert chemotaktisch wirkende Protein des Komplementsystems C5a kann in diesem
Prozess auch die vermehrte endotheliale Expression von P-Selektinen induzieren. Zusétzlich
sind auf Leukozyten chemokinvermittelt Integrine hochreguliert (Huber, Vaddi). Dies fiihrt zu
einer festen Bindung von Leukozyten ans Endothel und schafft damit die Grundlage fiir deren

Extravasation.

Durch die Fahigkeit der Chemokine liber Heparansulfat enthaltende Proteoglykane an die
endotheliale Zell-Matrix zu binden, fungieren sie auch als direkte leukozytire
Adhésionsmolekiile an der Oberfliche von Endothelzellen (Bazan, Mack, Tanaka). Die
Sekretion chemoattraktiver Substanzen fiihrt also zum einen zu einer groBeren
Bindungskapazitidt und zum anderen zu einer festen Bindung von Leukozyten ans Endothel,

eine Vorraussetzung fiir deren Extravasation (Hoover).

Durch Chemokine hochregulierte und aktivierte Matrix-Metalloproteinasen sorgen fiir eine
Lyse der Basalmembran (Klier), ein Vorgang, der wiederum die Transmigration der
Leukozyten erleichtert (Xia, Johnatty). Durch all diese Mechanismen wird die Transmigration
immunkompetenter Zellen aus den Kapillaren ins betroffene Gewebe von chemotaktische

Zytokinen ermdglicht und verstirkt.
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Dabei werden in  Abhidngigkeit der  Chemokinunterfamilie  unterschiedliche
Leukozytensubtypen rekrutiert. Wiahrend die CC-Familie vorwiegend auf Monozyten und
Lymphozyten wirkt, werden von den CXC-Chemokinen eher die Infiltration Neutrophiler
Granulozyten und T-Zellen vermittelt (Rovin 2000).
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Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung des Vorgangs der Rekrutierung von

Leukozyten aus dem Blut ins Gewebe. Chemokine bewirken die Adhédsion der
Leukozyten an Endothelzellen. Nach der Extravasation folgen sie einem von
Chemokinen gebildeten Konzentrationsgradienten zum Ort der Entziindung.

Nach der Extravasation der immunkompetenten Zellen ins Gewebe folgen sie einem von

Chemokinen gebildeten Gradienten zum Ort der Entziindung (Randolph).

Die Funktion der Chemokine geht aber noch weit iiber die Kontrolle der Transmigration von
Leukozyten hinaus. Das Chemokin GRO-a (Growth-related-Oncogene-o) wurde
urspriinglich als autokriner Wachstumsfaktor fiir Melanomzellen identifiziert (Richmond).

Der CXC-Rezeptor 2 (CXCR-2) Ligand Interleukin-8 ist nicht nur ein chemoattractant,
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sondern war ebenso wie RANTES zunichst als Stimulus fiir die Ausschiittung von Granula
aus neutrophilen Granulozyten bekannt (Peveri, Kuna). Chemokine wirken auch bei der
Héamatopoese (Butcher), der B-Zell-Lymphopoese und der Myelopoese (Nagasawa). Auch der
Einfluf} einiger CXC-Chemokine auf die Angiogenese konnte gezeigt werden (Belperio).

1.7. Chemokine und Niere

In vitro-Studien

Die Tatsache, dass die Induktion der Synthese und Expression von Chemokinen bei
Verletzungen des glomeruldren und interstitiellen Kompartiments sehr schnell vonstatten
geht, macht diese Peptide zu potenten Mediatoren entziindlicher Nierenerkrankungen
(Takemura, Tam). Das und die Beobachtung, dass kultivierte renale Parenchymzellen unter
bestimmten Stimulationsbedingungen biologisch aktive Chemokine sezernieren kdnnen, legte
die Vermutung nahe, dass sie im Verlauf entziindlicher Nierenerkrankung eine Rolle spielen

konnten.

In vielen Studien wurde gezeigt, dass nicht nur RANTES und MCP-1, sondern auch IL-8,
MIP-2, IP-10 und viele weitere Chemokine unter Stimulation mit diversen Zytokinen, wie
z.B. IFN-y und TNF-a, ausgeschiittet werden (Prodjosudjadi, Rovin 1992, Satriano, Wolf
1993 und 1997, Zoja). Dies beschrinkt sich nicht auf Mesangialzellen, auch Tubuluszellen
und glomeruldre Zellen endothelialen Ursprungs sind in der Lage, chemotaktische Zytokine

zu produzieren und zu sezernieren.

Dabei scheint die differenzierte Expression von Chemokinen in vitro unabhiangig vom aktiven
Stimulus zu sein. Die Ergebnisse, dass renale Zellen verschiedene Chemokine als Antwort auf
den gleichen Stimulus produzieren, stehen im Gegensatz zu Beobachtungen in vivo, die
zeigen, dass man im zeitlichen Verlauf einer Entziindung sehr spezifisch verschiedene
Chemokin- und Rezeptorexpressionen und entsprechend infiltrierende
Leukozytenpopulationen detektieren kann. Dies ist als Hinweis darauf zu werten, dass die
Chemokinproduktion und -wirkung im Kontext der Entziindung gesehen werden muss, ein

Prozess, der weitaus komplexer ist als die Situation in der Zellkultur.

Aber nicht nur Zytokine induzieren in Mesangialzellen die Produktion und Sekretion von

Chemokinen. In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass hitzeaggregiertes 1gG,
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ein Stimulus fiir den Fc-Rezeptor, in murinen Mesangialzellen MCP-1 hochreguliert (Hora,
Satriano). Im Gegensatz zu murinen, exprimieren humane Mesangialzellen normalerweise
keine Fc-Rezeptoren. Unter geeigneter Stimulation mit IFN-y und Endotoxin kann dieser aber
an der Zelloberfliche humaner Mesangialzellen nachgewiesen werden (Radeke). Da durch
Immunkomplexe aktivierte immunkompetente Zellen in der Lage sind, das bendtigte Milieu
zu schaffen (Marsh), ist dieser Vorgang wahrscheinlich auch bei humanen Erkrankungen von

Bedeutung.

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass auch alle anderen Zellen renalen Ursprungs
unter entsprechender Stimulation Chemokine synthetisieren und sezernieren. Dies 148t auf

vielfiltige Funktionen bei pathologischen Geschehen in der Niere schlieen.

In vivo-Studien

Basierend auf den in vitro-Daten wurde die Expression von Chemokinen in einer ganzen
Reihe tierexperimenteller Modellerkrankungen untersucht (Anders 2001, Gomez-Chiarri,
Perez de Lema, Rovin 1994, Schmouder, Vielhauer). Die Relevanz der tierexperimentellen
Studien fiir die humanen Nierenerkrankungen wurde durch zahlreiche Studien humaner

Biopsien bestétigt (Segerer 1999 und Jan 2000).

Diese und auch Studien anderer Gruppen zeigen, dass Chemokine auf der Ebene der mRNA
und der Proteine sowohl bei glomeruldrer als auch bei interstitieller Schadigung der Niere
hochreguliert sind, widhrend sie in gesunden Nieren nicht nachweisbar sind. Dabei ist den
meisten Modellen die Infiltration von Leukozyten gemein. Daten der in situ-Hybridisierung
zeigen aber nicht nur die Expression von Chemokinen durch immunkompetente Zellen,
sondern auch von Zellen des renalen Parechyms — eine Bestitigung der in vitro-Daten.
Auffallend ist dabei die Tatsache, dass dieser Vorgang auf das jeweilig betroffene
Kompartiment der Niere (Glomerulus oder Interstitium) beschrinkt ist (Anders 2003).

Tiermodelle

Im Modell der nephrotoxic serum Nephritis ist die mRNA von RANTES, MCP-1, IP-10 und
weiteren Chemokinen hochreguliert (Lloyd, Topham). Nach Verhinderung der
Leukozyteninfiltration durch Bestrahlung oder Gabe eines Antiserums vor Induktion der

Erkrankung konnte zwar initial eine Reduktion der glomeruliren mRNA-Expression fiir
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diverse chemotaktische Zytokine gezeigt werden (Rovin 1994), zu spiteren Zeitpunkten war
die Expression aber mit den Méusen, deren Glomeruli durch Leukozyten infiltriert waren,
vergleichbar (Wu). Die Infiltration von Leukozyten ist also fiir die Chemokinexpression und
den Verlauf der Erkrankung von Bedeutung. Eine andere Studie zeigte dagegen, dass drei
Stunden nach Gabe des Anti-Serums ein Grofteil der mRNA fiir MCP-1 durch Zellen renalen
Ursprungs und nicht durch infiltrierende immunkompetente Zellen exprimiert wurden. Spéter
dagegen waren die MCP-1 exprimierenden Zellen hauptsichlich Monozyten (Tang 1996).
Diese Daten suggerieren, dass bei Schiddigung des Glomerulus die initiale
Chemokinproduktion und —sekretion durch intrinsische renale Zellen erfolgen kann und nach

der Infiltration durch immunkompetente Zellen von diesen iibernommen bzw. verstiarkt wird.

Auch in anderen Tiermodellen wie dem Lupus oder dem Modell der Anti-Thy-1-Nephritis
wurden Studien mit Leukozytendepletion durchgefiihrt. Dabei korrelierte  die
Chemokinproduktion regelméBig mit der Anzahl der immunkompetenten Zellen im Bereich

der Entziindung (Jocks, Stahl, Tang 1995, Wu).

Abbildung 1.2.: In situ Hybridisierungen von Nierengewebe fiir RANTES und MCP-1
(VergroBerung 600 X). Nach tdglicher Injektion von Apoferritin iiber den Zeitraum von
zweil Wochen beschrianken sich die Expressionen auf das Glomerulus (Anders 2001).

25



Einfiihrung

CCR1 ==
RANTES - CCR1b =\
Eotaxin CCR3 :
MIP-18 CCR4 -
CCR5 |
MIP-10 ™= CCR2 - Pt -
MIP-2 = Nota |’
IP-10
MCP-1 = \
TCA-3
" L32
L32 \ GAPDH \
GAPDH | ' |
3 ; 3 "
| 3
t-RNA + + - b t-RNA + +-  ++ -
1 Woche 2 Wochen 1 Woche 2 Wochen
Abbildung 1.3.: RNAse Protection Assay von RNA aus den Nieren von Miusen mit

Apoferritin-induzierter Immunkomplex-Glomerulonephritis. Nach 14 Tagen sind die
Chemokine RANTES und MCP-1 sowie ihre Rezeptoren CCR 1, 2 und 5 hochreguliert
(Anders 2001).

In dem in der vorgelegten Studie verwendeten Modell wird eine Immunkomplex-
Glomerulonephritis durch die tigliche intraperitoneale Injektion des Fremdproteins horse
spleen apoferritin (HAF) iiber 14 Tage induziert. Im Glomerulus, finden sich nach sieben
Tagen die durch in-situ- Hybridisierungen und RNAse Protection Assays nachgewiesenen
Expressionen der mRNA von RANTES und MCP-1 (siche Abbildung 1.2.). Parallel sind auch
die Chemokinrezeptoren 1, 2 und 5 in den Glomeruli hochreguliert (siche Abbildung 1.3.).
Zum Zeitpunkt des maximalen leukozytiren Zellinfiltrats nach 14 Tagen ist sowohl die
Expression der beiden Chemokine als auch die der Chemokinrezeptoren bereits wieder

herunterreguliert (Anders 2001).
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Eine gesteigerte mesangiale Proliferation 146t sich in diesem Modell ebenso nachweisen wie
die Ablagerung von Immunkomplexen im Glomerulus erkrankter Tiere. Die Infiltration der
immunkompetenten Zellen und die Zellproliferation sind ausschlieBlich auf das Glomerulus
beschrinkt. Zusdtzliche funktionelle Verdnderungen wie eine Proteinurie sind ebenfalls

charakteristisch fiir dieses Krankheitsmodell. (Anders 2001).

Humane Erkrankungen

Die Untersuchung humaner Nierenbiopsien hat gezeigt, dass Chemokine und ihre Rezeptoren
im Verlauf vieler Erkrankungen vermehrt exprimiert werden. Insbesondere die Chemokine

RANTES und MCP-1 scheinen eine grof3e Rolle zu spielen.

Bei der IgA-Nephritis zeigte sich eine Korrelation zwischen der Schwere der Erkrankung und
der Expression von MCP-1. In leichten Fallen war MCP-1 kaum nachweisbar, in schweren
Féllen mit monozytirem interstitiellem Infiltrat zeigte sich eine starke Expression fiir das
Protein (Grandaliano 1996). Dabei ging die nachweisbare MCP-1 Expression mit einer
signifikant reduzierten Nierenfunktion einher (Yamauchi). Auch in proliferativen
Glomerulonephritiden fand sich auf RNA-Ebene die Expression verschiedener Chemokine,

wie RANTES, MCP-1, MIP-1a und B (Cockwell).

Wiéhrend der akuten AbstoBung von Nierentransplantaten kann ein mononukledres
Zellinfiltrat, hauptsidchlich bestehend aus T-Zellen und Makrophagen, nachgewiesen werden
(Hall). In dieser entziindlichen Reaktion sind Chemokine ebenfalls involviert. Bei
histologischen Untersuchungen von Biopsien lieBen sich z.B. die Chemokine IL-8, MCP-1,
MIP-1a, MIP-1p und RANTES detektieren (Budde, Grandaliano 1997, Pattison, Robertson).
RANTES ist ein in diesem Zusammenhang oft untersuchtes Chemokin und wurde in vielen

Studien sowohl auf infiltrierenden als auch intrinsischen Zellen gefunden (von Luettichau).

Aber auch durch nichtinvasive Methoden wurden humane renale Erkrankungen auf ihre
Chemokinexpression hin charakterisiert. In vielen Studien wurden die Konzentrationen von
Chemokinen im Urin untersucht. Die Konzentrationen von MCP-1 wurden in diversen
Glomerulopathien bestimmt, die hochsten Werte wurden bei entziindlichen Erkrankungen,
wie der Lupusnephritis oder der infektassoziierten GN detektiert. Sie korrelierten dabei

sowohl mit der Zahl der infiltrierenden Monozyten als auch mit der glomeruldren Destruktion
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(Rovin 1996, Yokoyama). Der Nachweis, dass die Chemokine von intrinsischen renalen
Zellen produziert und nicht aus dem Plasma ins Primarfiltrat gelangt sind, wurde durch in
situ-Hybridisierungen und Korrelation mit der entsprechenden Konzentration im Plasma

erbracht.

1.8. Blockade von Chemokinrezeptoren als Therapiemoglichkeit

entziindlicher Nierenerkrankungen

Es erscheint als Therapieprinzip sinnvoll, die Migration von Leukozyten aus dem Blut ins
Gewebe spezifisch am Ort der Entziindung zu blockieren, anstatt eine generelle systemische
Immunsuppression durchzufithren. Diese Idee hat Chemokine und ihre Rezeptoren ins
Blickfeld des Interesses geriickt, da sie - lokal wirkend - eine entscheidende Rolle bei der
Regulation des leukocyte trafficking spielen. Eine Blockierung dieser Chemokinwirkung

ermOglicht eine selektive Immunsuppression.

Dabei ergeben sich verschiedene Moglichkeiten, die Wirkung der Chemokine zu unterbinden.

Hemmung der Chemokinexpression auf RNA-Ebene

Eine Hemmung der Chemokinproduktion ist iiber eine Blockierung von NF-kB und der
Proteinkinase p38 (Goebeler), zwei wichtigen Faktoren bei der Transkription von MCP-1,
RANTES und anderen Cytokinen, mdglich. Geeignet scheinen in diesem Zusammenhang
ACE-Hemmer (Ruiz-Ortega, Hisada), HMG-CoA-Reduktase-Hemmer (Ortego) und
Bioflavonoide (Ishikawa). Auch Steroide haben ihre Fahigkeit, die Genexpression von
Chemokinen zu unterbinden, in einem Reperfusionsmodell bewiesen (Shoskes). Aufgrund der

systemischen immunsuppressiven Wirkung stellen sie jedoch keinen spezifischen Ansatz dar.

Blockierende Antikorper

Die Neutralisation der biologischen Aktivitdt von bereits ausgeschiitteten Chemokinen gelingt
z. B. mit Antikdrpern (Yang X-D), Proteinen des Poxvirus (Alcami, Lalani) und

Glykosaminoglykanen (Douglas). Bei letzteren macht man sich die physiologische Bindung
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zwischen Chemokinen und an Zelloberflichen haftenden Glykosaminoglykanen zunutze, die

bei der Haptotaxis eine Rolle spielen.

Als weitere Moglichkeit bietet sich die Antagonisierung der Chemokinrezeptoren an. Zur Zeit

sind drei Substanzgruppen bekannt, die in der Lage sind Chemokinrezeptoren zu blockieren.

Virale Proteine

Die Fidhigkeit von Viren, Proteine zu produzieren, die in der Lage sind, an
Chemokinrezeptoren als Antagonisten und partielle Agonisten zu wirken, nutzt ihnen auf
zwelerlei Arten. Zum einen schiitzt es die Viren vor der Immunantwort des infizierten
Organismus, zum anderen dient es der Anlockung erforderlicher farget cells. Ein Beispiel ist
das mit dem Karposi-Sarkom assoziierten Humane Herpesvirus-8 (HHV-8), das in der Lage
ist, drei chemokindhnliche Substanzen zu synthetisieren (VMIP-I, -II, III), die viele
Chemokinrezeptoren blockiere, aber auch einige aktivieren konnen (Boshoff, Sozzani, Stine).

In dhnlicher Weise sind andere Viren in der Lage, solche Proteine zu produzieren (Carfi,

Parry).

Chen et al. verwendeten eine dieser Substanzen (vMIP-II) im Modell einer Anti-GBM-
Glomerulonephritis in Ratten. Dabei zeigte sich unter der Behandlung mit dem Antagonisten
eine Reduzierung des entziindlichen Infiltrats bestehend aus Makrophagen und T-Zellen um
50 %. Auch verbesserte VMIP-II in diesem Modell die funktionellen Parameter wie die

Proteinurie und die Serumkreatininwerte um 2/3.

Niedermolekulare Antagonisten

Mehrere nichtpeptidische, niedermolekulare Antagonisten, die Chemokinrezeptoren
spezifisch blockieren, wurden in den letzten Jahren entwickelt (Hesselgesser, Horuk, Baba).
Einzig ein Antagonist gegen CCR 1 wurde bisher in einem Modell fiir entziindliche
Nierenerkrankungen verwendet (Anders 2002). Im Modell der unilateralen Ureterobstruktion
bewirkte der Antagonist eine Reduktion des interstitiellen Makrophagen- und
Lymphozyteninflitrats um ca. 50-60%. Marker der renalen Fibrose, wie die Anzahl der

interstitiellen Fibroblasten und die Proteinexpression von Kollagen I, waren ebenfalls
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signifikant reduziert. Interessanterweise erwies sich der Antagonist auch noch nach der

Initiation der Fibrose als wirksam.

N-terminal modifizierte Chemokine

Die N-terminale Modifikation von Chemokinen durch Hinzufligen oder Deletion von
Aminosduren oder Hinzufiigen einer funktionellen chemischen Gruppe kann zu
antagonistischen Eigenschaften des verdnderten Chemokins fithren (Gong, Mack, McColl,

Proudfoot 1996).

Die in dieser Weise verdnderten Chemokinabkdmmlinge AOP-RANTES (Simmons) und
Met-RANTES (Proudfoot 1996; sieche Abbildung 1.4.) konnten ihre protektive Wirkung
bereits in einem Nierentransplantationsmodell (Grone), einer Anti-GBM-Glomerulonephritis
(Lloyd) und in der Anti-Thy-1-Nephritis (Panzer) zeigen. Bei verschiedenen
tierexperimentellen ~ Glomerulonephritiden fanden sich neben einer geringeren
Leukozyteninfiltration und Proteinurie (Lloyd) auch eine geminderte Ablagerung von
Kollagen IV (Panzer). Die Behandlung mit Met-RANTES reduzierte in einem akuten
Abstoungsmodell nach einer Nierentransplantation in der Ratte pathologische
Veranderungen im Bereich der Gefifie und der Glomeruli (Grone). Beide Substanzen haben
also bereits in vitro ihre Potenz Chemokinrezeptoren zu blockieren bewiesen und auch

Experimente in vivo haben Effekte im therapeutischen Sinne zeigen konnen.

Die Blockierung von Chemokinrezeptoren durch entsprechende Antagonisten gilt unter den
beschriebenen Moglichkeiten als die vielversprechendste therapeutische Option, weil mit der
Blockierung eines einzelnen Rezeptors der Effekt mehrerer Liganden verhindert werden kann.
Dies geht iiber die Neutralisation eines einzelnen Chemokins z. B. mittels eines Antikorpers
hinaus. Aber auch die Inhibierung spezieller Chemokine (z. B. fractalkine) konnte in der
Zukunft nach genauerer Charakterisierung eine interessante Interventionsmoglichkeit

darstellen.
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Abbildung 1.4.: Aminosduresequenz und Sekundérstrukturen der Proteine RANTES und
Met-RANTES. Die Sekundérstruktur wird von zwei Disulfidbriicken zwischen den vier
konservierten Cysteinresten der CC-Ckemokine stabilisiert.
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Bei vielen humanen Nierenerkrankungen sowie in verschiedenen Tiermodellen wurde
gezeigt, dass von den Chemokinen insbesondere MCP-1, RANTES, MIP-1a und IL-8 sowie
ihre Rezeptoren CCR 1, CCR 2 und CCR 5 im Verlauf hochreguliert sind. (Perez de Lema,
Schadde, Segerer Dec 2000, Vielhauer, Wada, Yokoyama). Dementsprechend erscheint auch
eine Blockierung dieser Chemokine bzw. ihrer Rezeptoren als vielversprechender

therapeutischer Ansatz bei renalen Erkrankungen.

1.9. Fragestellung

Aufgrund des Infiltrationsmechanismus  immunkompetenter Zellen und unter
Beriicksichtigung der bisher verdffentlichten Daten sollten die Antagonisten AOP-RANTES
und Met-RANTES zur Klidrung der Funktion des Chemokinrezeptors 5 im Verlauf der

experimentellen HAF-Glomerulonephritis beitragen.

Nach Blockierung des Chemokinrezeptors CCR 5 - und damit einem der entscheidenden
Faktoren des leukocyte trafficking (Weber C) - durch die RANTES-Antagonisten ist eine

Reduzierung des glomerulédren leukozytéren Zellinfiltrats zu erwarten.

Nachdem bekannt ist, dass die Inaktivierung und Entfernung von immunkompetenten
Effektorzellen Voraussetzungen flir das Verhindern der Chronifizierung entziindlicher
Erkrankungen sind, ist insgesamt eine leichtere entzilindliche Reaktion zu erwarten (Bohle,
Segerer Jan 2000). Durch die damit verbundene geringere Sekretion proinflammatorischer
Mediatoren sollte ein wichtiger, sich selbst verstirkender Riickkopplungsmechanismus
blockiert sein. Da diese und andere Botenstoffe mit zelltoxischem Charakter zur
Gewebsdestruktion, wie z. B. Apoptose flihren (Mangan), sind auf diesem Weg geringere
histopathologische Schiden und eine deutlich geminderte Destruktion des Nierenparenchyms
zu erwarten. Den geringeren histopathologischen Verdnderungen sollten auch weniger

funktionelle Einschrinkungen folgen.

Als primédre Endpunkte sind der EinfluB der RANTES-Antagonisten auf die Infiltration
immunkompetenter Zellen als Ausdruck der =zelluliren Immunantwort und auf die
histopathologische Schidigung definiert. Weiterhin untersucht werden Verénderungen der
humoralen Immunantwort und die Auswirkungen all dieser Verdnderungen auf funktionelle

Parameter wie die Proteinurie.
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2. Material und Methoden

2.1. Tierhaltung und tierexperimentelle Methoden

2.1.1. Tierhaltung

Fiir die Experimente wurden ausschlieBlich weibliche Méuse des Stammes Balb/c mit einem
Gewicht von 18-22 g von der Firma Charles River, Sulzfeld, Germany verwendet. Nach dem
Eintreffen wurden je maximal 5 Tiere in Macrolon Typ III Kifige gesetzt und ihnen Wasser
und Futter (mouse diet, Sniff Spezialdiiten GmbH, Soest) nach Belieben zur Verfiigung
gestellt. Die ausreichende Versorgung mit frischem Wasser und Futter wurde téglich
kontrolliert. In gleichen Intervallen wurde auf die Sauberkeit der Kédfige und den Zustand der
Tiere geachtet. Die Kéfige wurden mindestens zweimal pro Woche gereinigt und das Streu
gewechselt. Die Mduse waren in einem geeigneten Stall untergebracht, in dem die Temperatur
von 20-22°C und eine Luftfeuchtigkeit von 50-60% konstant gehalten wurden. Bei einem
Hell-Dunkel Rhythmus von 12 Stunden wurde darauf geachtet, Manipulationen an den Tieren

immer zur gleichen Zeit durchzufiihren.

Bis zu Beginn des Experimentes wurde den Tieren jeweils mindestens 10 Tage Zeit gegeben,

sich vom Stress des Transportes zu erholen und sich an die neue Umgebung zu gewdhnen.

2.1.2. Studiendesign

Im Zuge dieser Studie wurden sieben Gruppen untersucht, die wie folgt liber einen Zeitraum

von 14 Tagen intraperitoneal injiziert wurden:
Gruppe I: Diese Tiere erhielten lediglich 100 ul physiologische Kochsalzldsung.

Gruppe II: Die Miuse dieser Gruppe erhielten Met-RANTES in der Dosierung von 40 pg,
gelost in 50 pl Aqua ad iniectabilia und 200 ul physiologischer Kochsalzlosung (0,9% NaCl),

um einen moglichen nephrotoxischen Effekt dieser Substanz nachweisen zu kénnen.

Gruppe III: Diese Gruppe erhielt tiglich 10 pg AOP-RANTES, ebenfalls in 50 ul Aqua ad
iniectabilia und 200 pl physiologischer Kochsalzlosung geldst, mit dem Ziel, einen alleinigen

Effekt auf die Niere ausschlieBen zu konnen.

Gruppe IV: In der Kontrollgruppe wurde die Immunkomplex-Glomerulonephritis durch die

tdgliche intraperitoneale Injektion von 5,1 mg des Fremdproteins horse spleen apoferritin
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erzeugt. Zusétzlich erhielten die Tiere 250 pul physiologische Kochsalzlosung

(Volumenidquivalent der Antagonistenldsung).

Gruppe V: Auch in diesen Tieren erfolgte die Induktion der Erkrankung mit 5,1 mg
Apoferritin. Zusitzlich erhielten diese Tiere téglich 10 pg des Chemokinantagonisten Met-
RANTES, ebenfalls gelost wie in Gruppe 11, intraperitoneal injiziert.

Gruppe VI: Auch in dieser Gruppe entwickelten die Maéduse die Immunkomplex-
Glomerulonephritis aufgrund der tdglichen Injektion des Fremdproteins wie in Gruppe IV.
Weiterhin bekamen die Miuse den Antagonisten in hoherer Dosierung (40 ng Met-RANTES
ebenfalls in 50 pl Aqua ad iniectabilia und 200 ul 0,9%-iger NaCl-Losung gelost).

Gruppe VII: Die Tiere erhielten neben dem Antigen in der obigen Dosierung téglich 10 pg
AOP-RANTES (gelost wie in Gruppe I1I) intraperitoneal appliziert.

2.1.3. Narkotisierung der Mause und Blutentnahme

Fir jede Blutentnahme und auch vor der Totung wurden die Tiere mit einem bei
tierexperimentellen Studien iiblichen antagonisierbaren Narkosegemisch (siehe Tabelle 2.1.
und 2.2.), das eine ausreichende Sedierung und Analgesie gewihrleistet, narkotisiert. Ziel war
es, die Belastung fiir und das Leiden der Tiere moglichst gering zu halten. Verwendet wurden

folgende fiir diese Narkose handelsiibliche Medikamente:

Tabelle 2.1. Medikamente fiir Narkotisierung der Miiuse

Substanz Handelsname Dosis Wirkung
Fentanyl Fentanyl Hexal® 0,05 mg/kg KG analgetisch
Midazolam Dormicum® 5 mg/kg KG sedierend,
anxiolytisch
Medetomidin Domitor® 0,5 mg/kg KG analgetisch,
myorelaxierend
Desinfektion

Das vor jeder Manipulation frisch angesetzte Narkosegemisch wurde den Tieren

intraperitoneal injiziert. Nach dem Fixieren der Maus mit der linken Hand wurde die
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Bauchdecke mit einem handelsiiblichen Desinfektionsspray vorbereitet. Eine ausreichende

Narkosetiefe durch die anschlieBende Injektion nach etwa 10 — 20 Minuten erreicht.

Blutentnahme

Mit einer diinnen heparinisierten Glaskapillare (Bayer, Sao Paulo, Brazil) wurde am medialen
Augenwinkel der retrobulbdre Venenplexus punktiert. Durch vorsichtiges Rotieren der
Kapillare wurde eine leichte Verletzung des Plexus herbeigefiihrt und das aufgrund des
Kapillareffektes abflieBende Blut konnte in einem geeigneten Reaktionsgefdll gesammelt
werden. Nach dem Entfernen der Kapillare sistierte die Blutung innerhalb kiirzester Zeit

durch den physiologischen Druck des Bulbus auf den medialen Augenwinkel.

Antagonisierung der Narkose

Nach erneuter sorgfiltiger Desinfektion und der subkutanen Injektion des
Antagonistengemisches wurden die Tiere im Kifig unter eine Infrarot-Warmelampe gelegt
und erwachten innerhalb weniger Minuten. Ohne Antagonisierung dauert die Narkose je nach

Temperatur zwischen 1,25 bis 3 Stunden an.

Tabelle 2.2. Medikamente fiir die Antagonisierung der Narkose

Substanz Handelsname Dosis Antagonist von
Naloxon Narcanti® 1,2 mg/kg KG Fentanyl
Flumazenil Anexate® 0,5 mg/kg KG Midazolam
Atipamezol Antisedan® 2,5 mg/kg KG Medetomidin

2.1.4. Gewebeentnahme

Am Tag 0 und 14 des Experiments wurde der Spontanurin der Maiuse untersucht und
zusdtzlich am Schluss des Experiments wie beschrieben unter Narkose Blut aus dem
Retroorbitalplexus gewonnen. Danach wurden die Miuse durch zervikale Dislokation getotet
und die Nieren und Milzen nach einer medianen Bauchlaparatomie entnommen (siche

Abbildung 2.1.).
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Die mediane Laparatomie wurde unter weitgehend sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Nach
der Desinfektion der Bauchregion mit Sterilium wurde das Fell mit der Pinzette gegriffen und
die Bauchdecke auf einer Ldnge von ca. 2,5 cm mit einem Skalpell erdffnet. Zur besseren
Ubersicht wurden die beiden Hautlappen beidseits mittels Kaniilen an der Unterlage fixiert.
Nach der Préparation des Konvoluts auf die linke Seite wurde die rechte Niere dargestellt.
Nach deren Mobilisierung aus dem umgebenden Fettgewebe wurde sie mit einer Schere am
GefaBstumpf abgesetzt. Sofort nach der Entnahme wurde vom oberen Pol ein kleines Stiick
mit einem Skalpell abgetrennt und fiir die Elektronenmikroskopie fixiert (siche Kapitel
2.3.1.). Der restliche Teil wurde in einer 4 %-igen Formalinlosung filir weitere histologische
Verfahren aufbewahrt. Auf der linken Seite wurde die Nephrektomie in gleicher Weise
vorgenommen. Die linke Niere wurde in zwei gleiche Hilften geteilt und jeweils fiir
Kryotomschnitte oder die RNA-Isolation in geeigneten ReaktionsgefdBlen in fliissigem
Stickstoff schockgefroren.

Abbildung. 2.1. Fixierte Maus. Mediane Laparatomie mit mobilisiertem Konvolut nach
zervikaler Dislokation.

Bei allen Tieren wurde nach der beidseitigen Nephrektomie die Milz entnommen. Das
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Konvolut wurde nach kaudal mobilisiert und die Milz stumpf aus dem umliegenden Gewebe
priapariert und anschliefend ebenfalls mit einer Schere am Gefafstiel abgesetzt. Bis zur
Weiterverarbeitung fiir die Zellisolation wurde sie max. eine halbe Stunde in eisgekiihltem

Paris Buffer aufbewahrt.

2.1.5. Thioglykolat-Peritonitis

Fir die Untersuchung der Phagozytosefdhigkeit von Makrophagen wurde das etablierte
Modell einer durch Thioglykolat induzierten abakteriellen Peritonitis verwendet (Taylor PR).

Induziert wurde sie durch die einmalige intraperitoneale Injektion von 1,5 ml einer 4 %-igen
Thioglykolat-Losung in Méuse des Stammes Balb/c. Bei diesem Modell sind nach 96 Stunden
Makrophagen in die Bauchhohle eingewandert und konnen durch eine Peritoneallavage

gewonnen werden.

Peritoneallavage

Nach 96 Stunden wurden die Tiere in bereits beschriebener Weise narkotisiert (siche Kapitel

2.1.3.), durch zervikale Dislokation getotet und eine Peritoneallavage durchgefiihrt.

Nach der Fixierung der Maus auf der Unterlage (siche auch Abbildung 2.1.) wurde eine
mediale Laparatomie der Bauchdecke von der Symphyse bis zum Brustbein durchgefiihrt.
Durch stumpfe Priparation wurde die Subkutis mit der Bauchmuskulatur vorsichtig vom
Peritoneum geldst, ohne es zu penetrieren. Mit einer kleinlumigen Kaniile (26G%2: 0,45 X 13)
wurden 4 ml eisgekiihltes PBS in die freiliegende Bauchhohle injiziert und die Maus fiir 20
Sekunden auf der Unterlage gevortext. Danach wurde die Fliissigkeit mit einer grolumigen
Kaniile (21G1%: 0,8 X 40) wieder aus der Bauchhohle aspiriert und bis zur weiteren

Verarbeitung auf Eis gelagert.

2.2. Funktionelle Parameter der Nierenfunktion

2.2.1. Proteinurie

Das verwendete Kit Albuwell M (Exocell, Philadelphia, USA) ermoglicht die quantitative

Bestimmung ausgeschiedenen Albumins im Urin als MaB fiir die Proteinurie von Méusen.
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Nach der Gewinnung wurde der Urin sofort bei 2000 U/min fiir 2 Minuten zentrifugiert
(Heraeus Biofuge 15, VWR International, Darmstadt, Deutschland), um falsche Messungen

durch Verunreinigungen zu verhindern.

Die zugrunde liegende Technik des kompetitiven ELISA’s zeichnet sich dadurch aus, dass der
Boden des Reaktionsgefilies, in dem die Inkubation von zu messender Probe und Antikorper
stattfindet, mit der zu detektierenden Substanz beschichtet ist. Wahrend der Inkubation
konkurrieren gelostes und am Boden gebundenes Antigen nach den Gesetzen der
Thermodynamik um die Bindung an den Antikérper. Nach dem Auswaschen der geldsten
Antigen-Antikdrper-Komplexe kann der am gebundenen Antigen haftende Antikdrper mittels
einer Farbreaktion sichtbar gemacht werden. Dabei verhélt sich die Farbintensitdt umgekehrt

proportional zur Antigenkonzentration der Probe.

Dem Protokoll des Herstellers folgend wurden die Testproben in einer Verdiinnung von 1:13
bzw. 1:50 zusammen mit einem rabbit Anti Murin Albumin-Antikdrper in eine mit murinem
Albumin beschichtete 96-well plate pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 Minuten folgte
die Zugabe eines horseradish-Peroxidase gekoppelten Anti-Rabbit-Antikorper, der an die
Anti-Albumin-Antikdrper bindet. Auch bei diesem Schritt wurde fiir eine halbe Stunde
inkubiert. Nach einem Waschvorgang mit PBS und 0,05 % Tween wurde fiir 8 Minuten ein
Chromogensubstrat (Tetramethylbenzidin) hinzugefiigt. Die Zugabe von 2 N H,SOj4 stoppte

diesen Entwicklungsvorgang.

Gemessen wurde die Absorption an einem precision microplate reader (Emax, Molecular
Devices) bei einer Wellenldnge von A = 450 nm. Die Auswertung erfolgte ebenfalls mit der

Software SOFTmax Pro Ver. 1.2.0..

Anhand eines Standards wurde dann die Albuminkonzentration unter Beriicksichtigung der

Verdiinnung bestimmt.

2.2.2. Serumparameter

Das Serum wurde durch Zentrifugieren (5000 U/min fiir 5 Minuten, Heraeus Biofuge 15) des

heparinisierten Vollblutes gewonnen.

Die Serumkonzentrationen von Kreatinin und Harnstoff wurden mit Hilfe eines Hitachi

Autoanalyzers gemessen.
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2.3. Histologische Analysemethoden

2.3.1. Gewebeaufbereitung

Fiir die mikroskopischen Untersuchungen wurden Objekttrager zwei Mal fiir je fiinf Minuten
in Aceton und danach ebenfalls fiir fiinf Minuten in APES-Losung gewaschen. Nach

zweimaligem Spiilen mit destilliertem Wasser wurden sie fiir zwolf Stunden getrocknet.

Von der oberen Hilfte der rechten Niere wurde ein Stiick des Pols abgeschnitten und zwei
Stunden in 1,1 M Cacodylsdure mit 2.5 % Glutaraldehyd fixiert. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurde das Gewebe in 1,1 M Cacodylsdure autbewahrt. Der restliche Teil wurde

in 4 %-igem phosphatgepuffertem Formalin fixiert und danach in Paraffin eingebettet.

Die Elektronenmikroskopie und die Einbettung in Paraffin erfolgte freundlicherweise durch
die Abteilung fiir Zellulire und Molekulare Pathologie von Prof. Dr. H.-J. Grone im

Deutschen Krebsforschungszentrum in Heidelberg.

Von dem paraffinierten Gewebe wurden mit einem Schneidegerdt (Jung CM 3000, Leica,
Bensheim, Germany) 2 um dicke Schnitte angefertigt und auf die mit APES behandelten
Objekttrager aufgetragen. Nach der Aufbewahrung in einem Trockenschrank bei 37°C fiir 12

Stunden war die Adhésion der histologischen Schnitte fiir die weitere Bearbeitung gegeben.

2.3.2. PAS-Firbung

Zur lichtmikroskopischen Beurteilung der histologischen Schnitte wurden PAS-Fiarbungen

angefertigt, die zur Bewertung pathologischer Verdnderungen in Nieren etabliert sind.

Perjodsdure oxidiert selektiv bestimmte funktionelle Gruppen, wie z. B. primére und
sekundidre Amine. Wiahrend dieses Oxidationsvorganges werden die Bindungen zwischen
zwei Kohlenstoffatomen geldst und Aldehydgruppen angehédngt. Diese Aldehydgruppen
werden durch das schwefelige Fuchsin im Schiff’schem Reagenz in eine rosa bis purpurrote

unldsliche Verbindung dhnlich dem basischen Fuchsin iiberfiihrt.

Im ersten Schritt wurden die 2 pm dicken Schnitte wie flir die Immunhistologie in Xylol und
einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und in eine wissrige Losung gebracht (sieche
Kapitel 2.3.5.). Bei Raumtemperatur wurde das Gewebe fiir 10 Minuten in 1 %-iger
Perjodsdure oxidiert und danach mit destilliertem Wasser gespiilt. Die nun entstandenen

Aldehydgruppen ermdoglichen die oben beschriebene Reaktion. Nach fiinfminiitiger
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Einwirkung des Schiff’schen Reagenz (40 %) wurden die Gewebsschnitte erneut in
destilliertem Wasser gespiilt. Nach einem Einwirken mit 0,5 %-iger Natriumbisulfit-Losung

fiir 2 Minuten wurden die Schnitte mit Mayers Himalaun gegengeférbt.

Nach dem Waschen in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 96 %, 100 %) und in
Xylol wurden die Schnitte mit Histomount (Zytech Laboratories Inc., Berlin, Germany)

eingeschlossen.

2.3.3. Immunhistochemie

Der grofite Teil der Schnitte wurde fiir die Immunhistochemie verwendet. Mit dieser Methode
ist es moglich, sowohl bestimmte Zellkomponenten auf der Oberfliche oder im Zytosol als
auch Zellorganellen sichtbar zu machen. Damit ermdglicht dieses Verfahren, bestimmte
Zelltypen aufgrund von bestimmten Proteinen zu unterscheiden. Verwendet wurde im
Rahmen dieses Experiments die Avidin-Biotin-Methode, die auf der Féhigkeit des
Glykoproteins Avidin beruht, vier Molekiile des Vitamins Biotin zu binden (siche Abbildung
2.2)).

Abbildung 2.2. Schematische Darstellung des Prinzips der Immunhistochemie

Zelloberfldache
® Antigen

* Primédrantikdrper

>— biotinkonjugierter

Sekundérantikorper

A Biotin

Avidin

A

# Peroxidase-Enzym

Im ersten Schritt bindet ein Primérantikorper spezifisch an die gesuchte Zellstruktur, die als
Antigen wirkt. Ein speziesspezifischer biotinkonjugierter Sekundirantikorper ist gegen den

ersten AntikOrper gerichtet. Ein peroxidasegekoppelter Avidin-Biotin-Komplex bindet mit
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den freien Stellen des Avidinmolekiils an das Biotin des Sekundérantikorpers und damit

gegen die Zellkomponente. Mit Hilfe eines Substrats 148t sich diese nun anférben.

Die eingebetteten Schnitte wurden mittels Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe (100%,
96%, 70%, 50%) entparaffiniert. Nach dem Spiilen in destilliertem Wasser wurden die

Antigene auf 4 verschiedene Arten, abhingig vom verwendeten Antikorper, freigelegt:

1. Die Schnitte wurden drei Mal fiir je 2,5 Minuten in einem Citratpuffer in einer Mikrowelle

bei 600 Watt erhitzt und anschlieBend fiir 10 Minuten in PBS abgekiihlt und gespiilt.

2. Die Schnitte wurden fiir 30 Minuten bei 2 bar in einem Citratpuffer autoklaviert, kiihlten

fiir 15 Minuten im Gerdt ab und wurden anschlie8end fiir 10 Minuten in PBS gespiilt.

3. Die Schnitte wurden fir 10 Minuten bei 37°C mit einer Protease behandelt und

anschlieBend fiir 10 Minuten in PBS gespiilt.

4. Die Schnitte wurden in einer Antigen Unmasking Solution fir 30 Minuten bei 2 bar

autoklaviert und anschlieBend fiir 30 Minuten in PBS gekiihlt und gespiilt.

Danach wurde die endogene Peroxidase mit 3 %-igem Wasserstoffperoxid blockiert. Auch
endogenes Avidin und Biotin wurden mit einem handelsiiblichen Kit geblockt. Bei
Verwendung des Antikorpers gegen KI-67 wurde der Schnitt zusitzlich fiir 20 Minuten mit
4 %-er Magermilch geblockt. Diese Blockierungsschnitte sind notwendig, um unspezifische
Bindungen zu verhindern, die spiter die Auswertung aufgrund starker Hintergrundfarbung
erschweren oder gar unmoglich machen. Die Inkubation mit dem Primérantikorper (siche
Tabelle 2.3.und 2.4.) erfolgte fiir eine Stunde. Nach dem Spiilen in PBS wurde der
biotinkonjugierte Sekundérantikdrper (siehe Tabelle 2.5.) fiir eine halbe Stunde aufgetragen
und erneut gespiilt. Der Peroxidase-konjugierte Avidin-Biotin-Komplex (Label) wurde fiir
eine halbe Stunde auf den Schnitt gegeben und nach erneutem Spiilen wurde der histologische
Schnitt mit AEC, das von der Peroxidase in ein unlosliches Chromogen umgesetzt wird, unter

visueller Kontrolle entwickelt.

Bis auf die KI-67-Farbungen wurden alle Schnitte anschliefend mit Himalaun gegengefarbt.

Eingeschlossen wurden die Schnitte mit Aquatex.
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Immunhistochemie an kryofixiertem Gewebe

Das in fliissigem Stickstoff schockgefrorene Gewebe wurde bis zur weiteren Verarbeitung in

einer geeigneten Gefriertruhe bei —80°C gelagert.

Tabelle 2.3. Primirantikorper an paraffinfeingebettetem Gewebe

Antigen Antigen- Blockierung Verdiinnung Spezies Hersteller
freilegung

mCD45 1 normal 1:100 rat  Pharmingen,
Hamburg, Germany

hCD3 2 normal 1:50 rat  Serotec, Eching,
Germany

mKI-67 3 normal + Magermilch 1:25 rabbit Dianova, Hamburg,
Germany

mMac2 4 normal 1:12000 rat  Biozol, Eching,
Germany

mMac3 4 normal 1:100 rat  Pharmingen,

Hamburg, Germany
mINOS 2 normal 1:2000 rabbit Biomol, Plymouth,
USA

normal: Blockierung von endogener Peroxidase, endogenen Avidins und Biotins
1: Citratpuffer + Mikrowelle

2: Citratpuffer + Autoklave

3: Protease

4: unmasking solution
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Tabelle 2.4. Primirantikorper an kryofixiertem Gewebe

Antigen Blockierung Verdiinnung Spezies Hersteller

mlgG*® normal 1:200 rat  DAKO, Hamburg,Germany

mlgG1 normal 1:50 rat  Pharmingen, Hamburg,
Germany

mlgG2a normal 1:50 rat  Pharmingen, Hamburg,
Germany

mC3 normal 1:100 goat  ICN, Irvine, USA

mlgG’ normal 1:100 goat Dianova, Hamburg,
Germany

Apoferritin® normal 1:100 Jackson Immunoresearch

Laboratories, West Grove,

USA

normal: Blockierung von endogener Peroxidase, endogenen Avidins und Biotins
e: direkt HRP-konjugiert, daher kein Sekundarantikérper notwendig

f: RPE-konjugierter Antikorper

g: FITC-konjugierter Antikorper

Tabelle 2.5. Sekundirantikorper

Antigen Verdiinnung Hersteller
Anti rat-IgG 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Anti rabbit-I1gG 1:100 Vector Laboratories, Burlingame, USA
Anti goat-IgG 1:100 Vector Laboratories, Burlingame, USA

In Tissue Freezing Medium (Leica Instruments, Nussloch, Germany) eingebettet, wurden auf
einer Kryoschneidemaschine (RM 2155, Leica, Bensheim, Germany) 5 upm dicke
histologische Schnitte fiir die Immunfluoreszenz und Immunhistologie hergestellt. Die

histologischen Schnitte wurden auf spezielle Objekttriager (SuperFrost® Plus, Menzel-Gléser,
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Braunschweig, Germany) aufgetragen und fiir 12 Stunden an der Luft getrocknet, bevor sie
weiter verarbeitet werden konnten. An kryofixiertem Gewebe war keine Antigenfreilegung
erforderlich, ansonsten entsprach das Protokoll dem der Immunhistologie an

paraffineingebettetem Gewebe.

Eine weitere Ausnahme waren die in der Immunhistologie verwendeten fluoreszierenden
Antikorper. Diese waren direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, was die
Verwendung eines Sekunddrantikdrpers und des peroxidasegekoppelten Avidin-Biotin-

Komplexes unnotig machte.

2.3.4. Histologischer Nachweis apoptotischer Zellen
Der Tod einer Zelle kann durch zwei Mechanismen induziert sein: Apoptose oder Nekrose.

Wihrend der nekrotische Zelltod durch eine Noxe oder ein Trauma entsteht, spielt die
Apoptose eine physiologische Rolle in der normalen Organogenese und in der Regulation der

zelluldren Differenzierung sowie deren Anzahl.

Im Gegensatz zur Nekrose ist die apoptotische Zelle morphologisch durch Zellschrumpfung,
Kernpyknose und Chromatinkondensation gekennzeichnet. Eine Reihe molekularer und
biochemischer Vorginge, insbesondere die Aktivitidt einer endogenen Endonuklease, die
DNA in Oligonukleosome spaltet, sind fiir diesen Prozess charakteristisch. Die dabei
freiwerdenden 3'-OH-Gruppen am Ende dieser Fragmente werden von dem von mir

verwendeten Kit (TdT-FragEL™, Oncogene) detektiert.

Dabei wird mit einem Prinzip dhnlich dem der Immunhistologie verfahren. Nach der
Entparaffinierung wurden die zu detektierenden Antigene (freie 3’-OH-Gruppen) mittels einer
Proteinase freigelegt. Durch die Blockierung der endogenen Peroxidase wird eine
unspezifische bzw. eine zu hohe Hintergrundfarbung verhindert. Im nichsten Schritt wurden
eine  Desoxynukleotid-Transferase,  biotinmarkierte ~und nicht biotingemarkierte
Desoxynukleotide hinzugegeben, die an die freien 3'-OH-Enden enzymatisch gebunden

werden.

Mit horseradish peroxidase (HRP) gekoppeltes Streptavidin bindet an das Biotin der
Desoxynukleotide. Diaminobenzidine werden schlieBlich von der Peroxidase zu einem
unloslichen Farbkomplex umgesetzt und detektieren damit die gelabelten DNA- Fragmente

(siehe auch Immunhistochemie).
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Im ersten Schritt wurden die 2 pm dicken Schnitte gemi3 dem Immunhistologie-Protokoll
entparaffiniert und danach in PBS gespiilt. Nach einer Inkubation fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur mit Proteinase K zur Antigenfreilegung wurden die Schnitte erneut in PBS
gespiilt. Die endogene Peroxidase wurde durch eine fiinfminiitige Inkubation mit 3 %-igem
H,0, blockiert und der Objekttrager danach mit PBS gespiilt. Nach einer Inkubation mit
1*TdT Equilibration Buffer® fiir 20 Minuten wurde die Fliissigkeit vom Schnitt abgeklopft
und fiir 90 Minuten bei 37°C mit TdT Labeling Reaction Mixture® inkubiert. Nach dem
Spiilen in PBS wurde das Gewebe fiir 5 Minuten mit Stop Solution® behandelt, in PBS gespiilt
und abgeklopft. Danach wurde das Gewebe fiir 10 Minuten mit Blocking Buffer behandelt
und anschlieBend durch Abklopfen entfernt. Zur Detektion wurden die Schnitte fiir 30
Minuten mit 1*Conjugate” inkubiert und anschlieBend gespiilt. Entwickelt wurden die
Schnitte fiir 15 Minuten mit Diaminobenzidinen behandelt und in destilliertem Wasser

gespiilt. Eingeschlossen wurde das Gewebe wie nach der Immunhistologie mit Aquatex.
In jeweils 20 Glomeruli wurden die positiven Signale gezéhlt und anschlieBend ausgewertet.

 Bestandteil des Kits

2.4. Morphometrische Auswertung

2.4.1. Score der glomeruliiren Schiidigung

Die Quantifizierung der glomeruldren Schidigung (Mesangiolyse, kapilldre Obstruktion)
erfolgte mit Hilfe eines entwickelten Scores. Als Mal3 dient die geschiadigte Flache auf den

histologischen Schnitten, der nach folgendem Schema Werte zugeordnet wurden:
0: keine Schiadigung;
1: bis ¥4 des Glomerus geschadigt;
bis /2 des Glomerulus geschédigt;

2
3: bis ¥4 des Glomerulus geschadigt;
4

mehr als ¥4 desGlomerulus geschédigt.

Es wurden jeweils 20 Glomeruli ausgewertet.
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2.4.2. Score der Immunkomplexablagerungen

Die glomeruldren Apoferritin-spezifischen Immunkomplexablagerungen wurden mit Hilfe
eines Scores (0: kein Signal; 1: schwaches Signal; 2: mittleres Signal; 3: starkes Signal)
quantifiziert. Verwendet wurden Referenzbilder, um eine valide Analyse der Schnitte zu

gewahrleisten.

2.4.3. Score zur Charakterisierung des glomeruliren Zellinfiltrats

In den immunhistologisch gefarbten Schnitten wurden in jeweils 20 Glomeruli die gefarbten,
fiir den jeweiligen Marker positiven Zellen gezédhlt. Auch hier wurden wieder 20 Glomeruli

ausgewertet.

2.5. Analyse der humoralen Immunreaktion
2.5.1. Serumtiter von IgG, IgG 1 und IgG 2a

Die Serumtiter fiir IgG, IgG 1 und IgG 2a wurden mittels eines ELISA’s bestimmt. Als
Positivkontrollen wurde das Serum von Maiusen benutzt, denen in einem Zeitraum von 14

Tagen dreimalig 5,1 pg Apoferritin intramuskuldr injiziert wurde.

Tabelle 2.6. Verwendete Antikorper bei der ELISA-Technik

Antigen Verdiinnung Hersteller

m-IgG 1:2000 DAKO, Hamburg, Germany
m-IgG 1 1:500 Dianova, Hamburg, Germany
m-IgG 2a 1:500 Pharmingen, Hamburg, Germany

Dafiir wurde eine 96-well Mikrotiter-Platte (Nunc, Wiesbaden, Germany) mit 0,05 pg
Apoferritin in PBS fiir 12 Stunden bei 4°C beschichtet. Nach 12 Stunden wurde die Platte mit
0,05 % Tween in PBS gewaschen. Mittels einer einstiindigen Inkubation bei 25°C mit 50 pl
einer 5%-igen BSA-Losung wurden die unspezifischen Bindungsstellen des Apoferritin
blockiert. Nach zweimaligem Waschen wurden die wells mit den Serumverdiinnungen (1:16,

1:64, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096) fiir eine Stunde bei 25°C inkubiert. Nach
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dreimaligem Waschen folgte eine halbstiindige Inkubation mit den Detektionsantikdrpern bei

25°C.

Die Antikorper gegen IgG 1 und IgG 2a waren lediglich biotinkonjugiert und mussten aus
diesem Grunde noch mit einem horseradish-Peroxidase gekoppeltem Avidin-Biotin-Komplex
inkubiert werden. Entwickelt wurden die Verdiinnungen mit ABTS, das 30 Minuten
einwirkte. Die Extinktion wurde mit einem Precision Microplate Reader (Emax, Molecular
Devices) bei 450 nm gemessen und mit dem Programm SOFTmax Pro Ver. 1.2.0.

ausgewertet.

2.5.2. Zytokinproduktion von Milzzellen

Nach der aseptischen Zellisolation wurden die Zellen in RPMI-1640 (Invitrogen, Karlsruhe,
Germany) mit 10 % fetal calf serum (FCS) bei 4000 U/min (Heracus Minifuge T, VWR
International, Darmstadt, Germany) zentrifugiert und die darin befindlichen Erythrozyten mit
ACK lysing buffer lysiert. Nach einigen Waschvorgingen wurden jeweils 3x10° Zellen in
genanntem Medium (37°C, 5 % CO,) kultiviert.

Nach 48 Stunden wurde der Uberstand abpipettiert und in diesem die IFN-y Konzentration
mittels der Methode des sandwich-ELISAs bestimmt.

Eine 96-well plate wurde iiber Nacht bei 6°C mit 100 ul des im Verhiltnis 1:2000 in Coating
Buffer verdiinntem IFN-y-Antikorper (BectonDickinson Bioscience, Heidelberg, Germany)
beschichtet. Um unspezifische Bindungen, die fiir eine zu starke Hintergrundfarbung
verantwortlich wiren, zu blockieren, folgte nach fiinf Waschvorgéngen (0,05 % Tween) eine
einstiindige Inkubation mit 200 pl 10 %-igem BSA (in PBS). Nach erneutem Waschen der
wells wurden jeweils 100 ul der Proben und eines Standards (400, 200, 100, 50, 25, 10, 5,
1 pg/ml) in die wells pipettiert. Die Inkubation erfolgte bei 25°C fiir zwei Stunden.
AnschlieBend wurden die wells gewaschen und der biotingelabelte Detektionsantikorper
(BectonDickinson Bioscience, Heidelberg, Germany; 1:250 in PBS, 10 % BSA) aufgetragen.
Das Enzym-Reagenz (BectonDickinson Bioscience, Heidelberg, Germany) wurde innerhalb
der nichsten 15 Minuten hinzugefiigt. Nach einstiindiger Inkubation wurde die Platte 10 mal
mit 0,05 %-igem Tween gewaschen und danach die Substratlosung (TMB) aufgetragen. Nach
30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Farbreaktion mit 1 M

Phosphatsédure gestoppt.
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Die Extinktion der Proben wurde an einem Precision Microplate Reader (Emax, Molecular
Devices) bei 450 nm gemessen und die Daten mit dem Programm SOFTmax Pro Ver. 1.2.0

ausgewertet.

2.6. In vitro-Studien
2.6.1. Zellisolation

Das Vorgehen bei der Zellisolation umfasst prinzipiell zwei Schritte. Zuerst wurde das
Gewebe mechanisch zerkleinert und einige Male gewaschen. Danach wurden die noch
verbleibenden interzelluldiren Strukturen enzymatisch mittels einer Kollagenaselosung

verdaut.

Nach der Organentnahme wurden die Milzen in einer mit 3 ml Paris Buffer gefiillten
Petrischale vor dem Austrocknen geschiitzt und mit Hilfe eines handelsiiblichen Skalpells in
ca. 0,5 mm grofe Stiicke geschnitten. Nach einer Zentrifugation (4000 U/min, 5 Minuten;
Heraeus Minifuge T, VWR International, Darmstadt, Germany) wurde das Pellet in Hank's
balanced salt solution (HBSS) mit Calcium- und Magnesium-lonen resuspendiert und danach
erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurde das entstandene Pellet bei 37°C fiir 20 Minuten in
einer Kollagenase/DNAse-Losung verdaut und erneut zentrifugiert. Zur Aufreinigung wurde
das Pellet zweimal in eisgekithltem HBSS mit Ca*" und Mg>" gewaschen. Nach einer
Inkubation in 2 mM EDTA in HBSS (ohne Ca®" und Mg”") bei 37°C fiir 20 Minuten und
einer erneuten Zentrifugation folgte ein nochmaliger Verdau mit Kollagenase. Die
verbleibende Suspension wurde durch mehrmaliges Aufziehen mittels einer Spritze durch
immer kleinere Kaniilen (20G1'%2: 0,9 X 40; 21G1%: 0,8 X 40) zerkleinert und noch
mehrmals in eisgekiihltem HBSS mit Calcium und Magnesium aufgereinigt. Nach dem
Auszdhlen in einer Neubauer’schen Zidhlkammer wurden die Zellen fiir die folgende

Inkubation in Petrischalen ausgesaet.

2.6.2. Apoptose Assay

Um nachzuweisen, ob Met-RANTES eine Apoptose-induzierende Wirkung auf

Mesangialzellen hat, wurden in vitro Versuche mit murinen Mesangialzellen durchgefiihrt.
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In 6-well-plates wurden jeweils 100.000 murine Mesangialzellen (Wolf 1992) bei 5 % CO2
und 37°C in DMEM (Invitrogen Karlsruhe, Germany) und 10 % fetal calf serum (FCS)
inkubiert. Nach 24 Stunden wurden sie mit IFN-y (200 U/ml), TNF-a (10 ng/ml) und
gegebenenfalls den Zusdtzen Met-RANTES (100 ng/ml, 200 ng/ml und 400 ng/ml) oder NaCl
unter den selben Bedingungen fiir 36 Stunden stimuliert. Danach folgte zur Induktion der
Apoptose eine sechsstiindige Inkubation mit einem den FAS-Rezeptor aktivierenden

Antikorper (1 pg/ml; Pharmingen, Hamburg, Germany) unter gleichen Bedingungen.

Zum Apoptosenachweis wurden die adhdrenten Zellen und die apoptotischen Zellen im
Uberstand mehrmals mit PBS gewaschen bevor sie mit 70 %-igem Ethanol fixiert wurden.
Nach einer jeweils halbstiindigen Behandlung mit RNase A und Propidiumjodid wurde mit

Hilfe der DurchfluBzytometrie der Anteil apoptotischer Zellen bestimmit.

2.6.3. Phagozytose Assay

Um den Einfluss der Chemokinantagonisten auf den cell turnover im Glomerulus zu
bestimmen, wurde die Funktion von dem Chemokinantagonisten Met-RANTES auch auf die
Phagozytosefdhigkeit von Makrophagen untersucht. Bei diesem Assay wurde die murine
Makrophagen-Zelllinie J774A (ATCC, USA) durch eine dreistiindige Inkubation in einer
1 uM Dexamethason-Losung die Apoptose induziert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
TAMRA, einem Rhodaminderivat, fiir 20 Minuten gefarbt. TAMRA féarbt dabei spezifisch
freie 3’OH-Gruppen, die bei der ssDNA apoptotischer Zellen vermehrt zu finden sind (siche
auch Kapitel 2.3.4.). Von diesen gefirbten apoptotischen Zellen wurden 7% 10° Zellen in eine
seit vier Tagen bestehende Thioglykolat-Peritonitis injiziert. Untersucht wurden drei Gruppen.
Die erste erhielt ungefirbte apoptotische Zellen und wurde als Negativkontrolle verwendet.
Den anderen beiden Gruppen wurden gefiarbte apoptotische Zellen gespritzt, wobei die Tiere
eine Stunde zuvor entweder mit 10 pg Met-RANTES oder mit NaCIl-Losung intraperitoneal

injiziert wurden.

Nach 20 Minuten wurde bei allen Tieren eine Peritoneallavage durchgefiihrt und die TAMRA
positiven  Peritonealmakrophagen  unter  Beriicksichtigung  der  unspezifischen
Hintergrundfarbung der ersten Gruppe mittels Durchfluzytometrie bestimmt. TAMRA-
positive Makrophagen waren demnach Makrophagen, die apoptotische Zellen phagozytiert
haben.
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2.6.4. Proliferations Assay

Um den Einfluss von Met-RANTES auf die Proliferation muriner Mesangialzellen (Wolf
1992) zu untersuchen, wurde ein etablierter MTT-proliferation assay (Heeg) durchgefiihrt.
Grundlage des Tests ist die Spaltung des Substrats in ein dunkelblaues Formazanprodukt
durch aktive Mitochondrien. Die Konzentration des Produktes 14Bt sich aufgrund der

Extinktion in einem microtiter plate reader semiquantitativ bestimmen.

In einer 96-well plate wurden 20X 10’ murine Mesangialzellen fiir 24 Stunden bei 37°C und
5 % CO; in DMEM mit verschiedenen Zytokinen (IFN-y 20 ng/ml, TNF-a 25 ng/ml, IL-1
10 ng/ml) vorstimuliert, um zum einen eine ausreichende Adhision der Zellen zu erreichen

und andererseits die Expression von Chemokinrezeptoren zu induzieren.

Nach Entfernen des Mediums und zweimaligem Waschen mit PBS wurden erneut 100 pl
Medium mit den entsprechenden Konzentrationen Met-RANTES (10 ng/ml, 100 ng/ml, 250
ng/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml) hinzupipettiert und erneut unter gleichen Bedingungen fiir 48
Stunden inkubiert. Nach Abpipettieren des Uberstandes wurden die Zellen mit einer MTT-
Losung (I mg/ml in 0,9 % NaCl) fiir drei Stunden inkubiert (37°C, 5 % CO,). Die sich
gebildeten Formazankristalle wurden mit 50 pl 0,04 N HCI in Isopropanol gelost und die

Extinktion bei 550 nm bestimmt.

2.7. Statistische Auswertungen

Von den gesammelten Daten wurden jeweils Mittelwert und Standardabweichung bestimmt.
Mittels der univariaten Varianzanalyse wurden die Gruppen gegeneinander untersucht.
Wurden mehrere Gruppen gegeniiber einer Kontrollgruppe untersucht, kam die Korrektur
nach Bonferroni zur Anwendung. Statistische Signifikanz wurde ab einem p-Wert kleiner

0,05 definiert.
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2.8. Losungen und Reagenzien

2.8.1. Chemikalien
ABTS

Aceton

AEC

Ammoniumchlorid

Antigen Unmasking Solution
APES

Aqua ad iniectabilia
Aquatex
Avidin-Biotin-Blocking-Kit
Bovines Serum Albumin
Cacodyl-Saure

DEPC
Dinatriumhydrogenphosphat
DNAse

Ethanol

FAS-Antikorper

Formalin

Glutaraldehyd

Hémalaun, Mayers

horse spleen apoferritin
INF-y

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Boehringer Mannheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biogenex, San Ramon, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Pharmacia & Upjohn, Erlangen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Fluka, Buchs, Switzerland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Pharmingen, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Peprotec, Rocky Hill, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Kaliumhydrogencarbonat
Kollagenase

Label

Magermilch

MTT

Natriumacetat
Natriumbisulfit
Natriumchlorid
Natriumecitrat
Na,EDTA
Natriumdihydrogenphosphat
Proteinase K
Protease

Salzsdure SN
Schiff’sches Reagenz
SchwefelsdaureH,SO4
Sterilium

TAMRA
Thioglykolat

TMB

TNF-a

Tween
Wasserstoffperoxid

Xylol

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Biogenex, San Ramon, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Calbiochem, SanDiego, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Pharmingen, Hamburg, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Bode Chemie, Hamburg, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
DIFCO Laboratories, Detroit, USA
Pharmingen, Hamburg, Deutschland
Peprotec, Rocky Hill, USA

Fluka, Buchs, Switzerland

DAKO, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Material und Methoden

2.8.2. Losungen
ACK lysing buffer
0,15 M NH4Cl

10 mM KHCO;

0,1 mM Na,EDTA
in ddH,O

mit HCI auf ph 7,4 einstellen

APES-Losung
5 ml APES

in 245 ml Aceton

10x Citratpuffer
110 mM Natriumcitrat
in ddH,0O

mit 2N NaOH auf pH 6 einstellen

Coating Buffer
66 mM Na,HPO,
0,12 M NaH,POy4
in ddH,O

auf pH 6,0 einstellen
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HBSS

5,4 mM KCl

0,3 mM Na,HPOy4
0,4 mM KH,PO4
4.2 mM NaHCO;
(1,3 mM CaCl)

in ddeO

20x PBS
2,74 M NaCl
54 mM KCI
30 mM KH,PO4
130 mM Na;HPO4
in ddH,O

mit HCI auf ph 7,5 einstellen

Paris Buffer
125 mM NacCl
20 mM Tris-HCI
10 mM KCI
10 mM Natriumacetat
5 mM Glukose
in ddH,O

mit 0,1 N HCI auf pH 7,4 einstellen



Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1. Die Apoferritin-induzierte Imnmunkomplex-Glomerulonephritis

Die tégliche Injektion des Antigens fithrte bei den Méusen zu einer mesangioproliferativen

Glomerulonephritis mit den beschriebenen funktionellen und histopathologischen

Verianderungen (siche Kapitel 1.7.).

Die Tiere entwickelten gegeniiber der Kontrollgruppe, die nur mit NaCl behandelt wurde,
eine glomerulidre Expansion der Zellmatrix in Kombination mit einer Hyperzellularitdt. Die
erhohte Anzahl proliferierender Zellen (HAF: 3,2 + 0,2 vs. NaCl: 0,4 £ 0,2; p < 0,05; siche
Tabelle 3.1.), durch die Farbungen gegen KI-67 gezeigt, beschrinkt sich auf die Bezirke des
Mesangiums, sodass sie Makrophagen und Mesangialzellen reprdsentieren und keine

Podozyten oder Zellen endothelialen Ursprungs sind.

KI-67
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Abbildung 3.1.:

Immunhistologische Verdnderungen durch Apoferritin (VergroBerung

600X ):

Leukozyteninfiltration (CD45+),

gesteigerte Proliferation (KI-67+) und

Makrophageninfiltration (Mac2+) in den Gruppen I (NaCl) und IV (HAF).
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Die Anzahl der mittels des Oberflichenmarkers CD 45 detektierten Leukozyten war in dieser
Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe signifikant erhoht (9,0 = 0,9 vs. 0,6 £ 0,1; p < 0,01).
Féarbungen von Mac3-positiven Makrophagen zeigten genauso eine erhdhte Anzahl im
glomeruldren Kompartiment (HAF: 5,7 £ 0,7 vs. NaCl 0,2 £ 0,2; p < 0,01) wie die Farbungen
Mac2-positiver Makrophagen (HAF: 6,6 £ 0,2 vs. NaCl 0,1 £ 0,1; p < 0,01), wihrend die
Anzahl der CD 3 positiven Lymphozyten nur leicht erhoht war (0,9 £ 0,3 vs. 0,2 £ 0,2; p <
0,05).

Im Sinne eines gesteigerten Zellumsatzes waren nicht nur die Anzahl proliferierender,
sondern auch apoptotischer Zellen im Glomerulus der mit HAF injizierten Méuse erhoht. Im
Gegensatz dazu waren in den Glomeruli der Kontrollgruppe keine proliferierenden oder
apoptotischen Zellen zu detektieren (siche Tabelle 3.1.). Nekrosen, Halbmondbildungen oder

tubulointerstitielle Lasionen waren nicht erkennbar.

Tabelle 3.1.: Charakterisierung des glomeruldren Zellinfiltrats nach tdglichen Injektionen
mit Apoferritin liber 14 Tage.

Glomerulére Zellen
Gruppen CD 45+ Mac2+ Mac3+ CD3+ KI-67+ apoptot.
I(NaCl) 0,6+0,1 0,1+0,1 02402 0,1+£0,1 04£02 0,0+0,0
IV (HAF) 9,0+£0,9"* 6,6+0,2* 5,7+0,7* 0,9+0,3* 3,2+0,2* 0,1£0,0

Die Behandlung mit Apoferritin fiihrte in den Maiusen zu einer Erhohung der HAF-
spezifischen Titer von IgG und den Subtypen IgG 1 und IgG 2a. Die entstandenen
zirkulierenden Immunkomplexe aus Apoferritin (Antigen) und IgG (Antikorper) lieBen sich
als mesangiale Ablagerungen in den Nieren histologisch nachweisen (siche Abbildung 3.2.

und Tabelle 3.2.).

Parallel zu den pathologischen histologischen Verdnderungen konnte eine signifikante
Albuminurie (HAF 153 + 32 vs. NaCl: 18 £ 9 pg/mg Kreatininserym, p < 0,01) in den mit HAF
behandelten Méausen beobachtet werden (siehe Tabelle 3.2.). Das Korpergewicht und die

Konzentrationen von Harnstoff bzw. Kreatinin im Serum dnderten sich nicht.
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Tabelle 3.2.: Funktionelle Verdnderungen und Apoferritin-spezifische Serumtiter und

mesangiale Ablagerungen durch die Injektionen mit dem Antigen HAF.

Glom. Ablagerungen Serumtiter (HAF-spezifisch)
Gruppen Albuminurie IgG IgG1 IgG2a HAF IgG IgG1 IgG2a
Uan/Ucr [ng/mg] Quantitative Inmunhistologie
I (NaCl) 18+9 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 1,0+0,1 12+4 11+1 9+3

IV (HAF) 116 £13 20£04* 1,6+£0,6° 1,2+0,6" 0,0£0,0° 1664+£530° 384+147° 896+256"

In der Gruppe mit physiologischer Kochsalzlosung behandelten Méusen, konnten weder

funktionelle noch histopathologische Verdnderungen beobachtet werden.

Apoferritin Kolokalisation

Abbildung 3.2.: Immunfluoreszenzen fiir Apoferritin und IgG (VergroBerung 600 X).
Die Kolokalisation von HAF und IgG im Glomerulus einer nur mit HAF behandelten
Maus (Gruppe IV) reprisentiert die Ablagerung von Immunkomplexen als Folge der
Produktion HAF-spezifischen IgG’s.
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3.2. RANTES-Antagonisten reduzieren die Infiltration glomerulirer

Makrophagen

Zur Identifizierung der glomeruldren Leukozyten wurde der Oberflichenmarker CD 45 und
fiir die Makrophagen die beiden etablierten Marker (Ho 1982, 1983) Mac2 und Mac3

verwendet.

Die Behandlung mit den Chemokinantagonisten, AOP- oder Met-RANTES fiihrte zu einer

Reduzierung der Leukozyten im Glomerulus um ca. 50 — 80% (siche Tabelle 3.3.)

Die Auswertung glomeruldrer Mac2 positiver Zellen in den behandelten Gruppen ergab eine
signifikante Verringerung (HAF + 10 pg Met-R: 4,5 + 0,3; HAF + 40 pg Met-R: 4,7 £ 0,2;:
HAF + 10 pg AOP-R: 4,1 £ 0,3 vs. HAF + NaCl: 6,6 + 0,2; p < 0,01). Die Tiere, die zum
Ausschluss toxischer Effekte nur mit den Antagonisten injiziert wurden, zeigten mit dieser

Farbung keine Verdnderungen gegeniiber der Negativkontrolle (siche Diagramm 3.1.).
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Diagramm 3.1.: Auswertung der Mac2-positiven Makrophagen in den Glomeruli

(VergroBerung 600X, % =p < 0,01). AOP-RANTES und Met-RANTES reduzieren die
Anzahl Mac2-positiver Makrophagen im Glomerulus.
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Ahnliche Beobachtungen wurden bei den immunhistologischen Firbungen mit dem Mac3-
Antikorper gemacht: Auch hier fand sich eine signifikante Erniedrigung Mac3 positiver
Zellen in den Tieren, die mit den Chemokinantagonisten behandelt wurden (HAF + 10 pg
Met-R: 2, 7 £ 0,3; HAF + 40Met-R: 2,9 + 0,3; IV: HAF + AOP-R: 3,1 £ 0,6 vs. HAF + NaCl:
5,7+0,74; p <0,05).

Abbildung 3.3.: Immunhistologische Farbungen fiir Makrophagen (Mac3) und
Leukozyten (CD45) in 600-facher VergroBerung. Wirkung der Antagonisten auf das
zelluldre Infiltrat mit Apoferritin behandelter Maiuse. Sie reduzieren die Anzahl
glomeruldrer CD45+ Leukozyten und Mac3+ Makrophagen.
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Dosisabhédngige Effekte zwischen den Gruppen, die Met-RANTES und HAF injiziert
bekamen, konnten dabei nicht beobachtet werden. In den Tieren, die nur mit einem der
Antagonisten behandelt wurden, zeigten sich keine Verdnderungen gegeniiber der

Kontrollgruppe IV, die nur mit NaCl behandelt wurde (siehe Tabelle 3.3.).

3.3. RANTES-Antagonisten reduzieren die Zellproliferation und erhohen

die Anzahl apoptotischer Zellen im Glomerulus

Als MaB fiir den Zellumsatz im Glomerulus wurden sowohl die Anzahl apoptotischer als auch
proliferierender Zellen in diesem Kompartiment der Niere bestimmt. Dabei zeigte sich, dass
in der durch HAF induzierten Glomerulonephritis nur eine geringe Zahl apoptotischer Zellen
nachweisbar war; unter der Behandlung mit den Chemokinantagonisten zeigte sich dagegen

ein signifikanter Anstieg (8,22 = 1,86 vs. 24 £ 8,63 Zellen pro Schnitt; p <0,01).
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Diagramm 3.2.: Proliferierende Zellen (KI-67+) in den Glomeruli aller Gruppen, * = p
< 0,01. Die RANTES-Antagonisten senken die Anzahl KI-67 positiver Zellen um mehr
als 70 %.
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Die Tiere, die nur Met- oder AOP-RANTES erhalten hatten, zeigten in den
immunbhistologischen und der Férbung fiir apoptotische Zellen keine verdnderte Anzahl

gegeniiber der Kontrollgruppe, die nur mit physiologischer Kochsalzlosung behandelt wurde.

Bei den mit Met-RANTES behandelten Tiere fand sich ein signifikanter Riickgang der KI-67
positiven Zellen auf 1/6 gegeniiber den unbehandelten Tieren (sieche Diagramm 3.2.,

Abbildung 3.4. und Tabelle 3.1.).

KI-67 Apoptotische Zellen

HAF

HAF + 10 pg Met-R  ~  HAF + 10 pg AOP-R

Abbildung 3.4.: Immunhistologischer =~ Nachweis  proliferierender (KI-67) und
apoptotischer Zellen im Glomerulus (VergroBerung 600X). Die Antagonisten AOP-
RANTES und Met-RANTES reduzieren die Anzahl proliferierende und erhdhen Anzahl
apoptotischer Zellen im Glomerulus.

Die Méuse, die AOP-RANTES erhielten, zeigten ebenfalls eine deutlich verminderte Anzahl
proliferierender Zellen im Glomerulus (0,9 + 0,1), die mit einem p-Wert unter 0,01 ebenfalls

signifikant gegeniiber der Gruppe IV (HAF) war.

60



Ergebnisse

Die Tiere, die nur mit dem Antagonisten behandelt wurden, zeigten keine Unterschiede

gegentiber der nur mit NaCl injizierten Kontrollgruppe.

3.4. RANTES-Antagonisten verschlechtern die Glomerulonephritis

Die Tiere, die aufgrund der Injektionen mit Apoferritin eine Glomerulonephritis entwickelten
und mit einem der RANTES-Antagonisten behandelt wurden, zeigten neben der verstdrkten

Proteinurie (sieche Tabelle 3.3.) zusétzlich auch histopathologische Verdnderungen.
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Diagramm 3.3.: Ergebnisse des Scores fiir histologisch erkennbare Schéddigung der

Glomeruli; * = p < 0,01. Die zusétzliche Behandlung mit den Antagonisten fiihrt zu
stiarkeren histologischen Schédigungen als die alleinigen Injektionen mit Apoferritin.

In deren Nieren fanden sich in nahezu allen Glomeruli kapillire Verschliisse mit hyalinem
Material, die in Tieren, die nur mit Apoferritin injiziert wurden, nicht zu detektieren waren.
Weiterhin fiithrten die Injektionen von Apoferritin und einem der Chemokinantagonisten zu

elektronenmikroskopisch  verifizierten = Mesangiolysen  (Abbildung  3.5.). Diese
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histopathologischen Verdnderungen konnten mit dem bereits beschriebenen Score fiir

histologische Schadigung quantifiziert werden (siche Diagramm 3.3.).

Abbildung 3.5.: Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen der Glomeruli
einer Maus, die mit HAF und 40 pg Met-RANTES behandelt wurde. A:
Mesangioproliferative GN mit Matrixexpansion in einem Tier der Gruppe IV durch
Injektionen mit Apoferritin. B: Mesangiolyse (*) und dilatierte Kapillaren mit hyalinen
Thromben (*)in einem Tier der Gruppe VI (HAF+40pg MET-R). C: Elektronendichte
Ablagerungen finden sich subendothelial und im subepithelialen Raum des Mesangiums.
D: Die glomeruldren Kapillaren sind dilatiert und zeigen einen Verlust des fenestrierten
Endothels (). Durchfithrung der elektronenmikroskopischen Untersuchungen durch Prof.
Dr. med. H.-J. Grone vom DKFZ.

Die Elektronenmikroskopie bestitigte die Mesangiolyse mit nekrotischen Zellen und zeigte
zusétzlich einige apoptotische Zellen (siehe auch Abbildung 3.4.). Die Ablagerungen der
Immunkomplexe in den mesangialen, subendothelialen und subepithelialen Kompartimenten

der Glomeruli imponieren als elektronendichte Bezirke (sieche Abbildung 3.5.). Einige der
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dilatierten Kapillaren waren mit hyalinen Thromben obliteriert und zeigten beschédigtes

Endothel.

Einzelne Makrophagen, die im Lumen der Kapillaren und im Mesangium lokalisiert waren,
zeigten grofe elektronendichte Bezirke im Sinne von zytoplasmatischen Endosomen. Diese
Ultrastrukturen, die in der Elektronenmikroskopie sichtbar gemacht wurden, stimmen mit den
Beobachtungen aus der Immunhistologie iiberein, die ebenfalls im morphologischen Aspekt

verdnderte Makrophagen zeigten.

3.5. In vitro-Studien

Aufgrund der in vivo Daten ergab sich der Verdacht, dass die zusétzlichen Injektionen mit den
Antagonisten den glomeruldren Zellumsatz beeinflusst hat. Aus diesem Grund wurde der
Effekt von Met-RANTES auf die Proliferation und Apoptose kultivierter muriner

Mesangialzellen untersucht.
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kontrolle RANTES RANTES RANTES RANTES RANTES
(NaCl) 10 ng/ml 100 ng/ml 250 ng/ml 1000 ng/ml 5000 ng/ml
Diagramm 3.4.: Ergebnisse eines in vitro Proliferation Assay. Met-RANTES hat keinen

EinfluB auf die Proliferation muriner Mesangialzellen in vitro. Die Unterschiede waren
nicht signifikant gegeniiber der Negativkontrolle.
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In dem verwendeten Assay zeigten sich bei steigenden Konzentrationen von Met-RANTES
keine signifikant unterschiedlichen Effekte auf die Proliferation gegeniiber NaCl auf

kultivierte murine Mesangialzellen (sieche Diagramm 3.4.).

Auch ein in vitro Apoptose Assay konnte keine proapoptotischen Effekte von Met-RANTES
auf kultivierte Mesangialzellen zeigen (siche Abbildung 3.6.).
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Abbildung 3.6.: FACS-Analyse des Apoptose Assay. Apoptotische murine
Mesangialzellen befinden sich im Feld M1. Die Stimulation mit IFN-y, TNF-o und
einem FAS-Antikorper induziert Apoptose (B), zusitzliche Inkubation mit Met-
RANTES hat keinen EinfluB3 (C). Kaum apoptotische Zellen in der nicht stimulierten
Kontrollgruppe (A).

3.6. Die Antagonisten haben keinen Effekt auf die humorale Immunantwort

Zur Klarung der Mechanismen, die der beschriebenen Verschlechterung bei der Apoferritin-

induzierten Glomerulonephritis zugrunde liegen konnten, wurde die Effekte der RANTES-
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Antagonisten auf die humorale Immunantwort des Organismus im Verlaufe der
Immunkomplex Glomerulonephritis untersucht. Hierzu wurden sowohl die HAF-spezifischen
Serumtiter als auch die daraus resultierenden glomeruldren Ablagerungen von IgG und den

Subtypen IgG 1 und IgG 2a bestimmt.

Die Apoferritin-spezifischen Serumtiter von Immunglobulin G und seinen Subtypen IgG 1
und IgG 2a waren in allen Tieren, die mit Apoferritin behandelt wurden, im selben Bereich;
die zusitzliche Behandlung mit den Antagonisten zeigte keine signifikanten Veridnderungen
(siche Tabelle 3.3.).

Abbildung 3.7.: Immunhistologische Farbung fiir IgG, IgG 1 und IgG 2a (VergroBerung
600X). Die Antagonisten induzieren keine Unterschiede bei den Ablagerungen von
Immunkomplexen, differenziert nach IgG und den Subtypen IgG1 und IgG2a.

Die mesangialen Immunkomplexablagerungen (HAF-spezifisches IgG, I1gG 1, IgG 2a) waren
in der Immunhistologie durch die RANTES-Antagonisten ebenso wenig verdndert wie die

Ablagerung des Komplementfaktors C3 (siche Abbildung 3.7. und Tabelle 3.3.).
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Die an CCR 5 bindenden Chemokine nehmen bekanntermaflen Einflu auf die T-
Zelldifferenzierung und sind dort mit einer Thl-Antwort assoziiert (Loetscher). Da eine
Blockierung dieses Rezeptors eine Verdnderung der Th1/Th2-Balance herbeifiihren konnte,

wurde der Einflul der RANTES-Antagonisten darauf untersucht.

Die Serumtiter der IgG-Subklassen IgG 1 und IgG 2a und die IFN-y Sekretion von
kultivierten Milzzellen als Marker fiir einen Thl-sAift wurden mit Hilfe der ELISA-Technik
untersucht. Dabei zeigte sich, dass weder AOP-RANTES noch Met-RANTES Veridnderungen
beziiglich eines IgG-Subtyps induzieren konnten. Die Serumtiter der Méuse, die unter den
Apoferritin-Injektionen eine Glomerulonephritis entwickelten, waren alle im selben Bereich

und zeigten keine signifikanten Unterschiede (siche Tabelle 3.1.).

Auch die Konzentrationen von IFN-y im Uberstand kultivierter Milzzellen von Tieren, die
zusitzlich 40 pg Met-RANTES erhalten hatten, zeigten keinen Unterschied zum Uberstand
der Splenozyten der Tiere, die nur mit dem Antigen HAF behandelt wurden (HAF + 40 pg
Met-R: 45,2 + 6,2 vs. HAF + NaCl: 50,8 + 14,2 pg/ml; p > 0,05).

3.7. RANTES-Antagonisten erhohen die Expression der inducible nitric

oxide synthase

Nachdem keine Verdnderung der systemischen Immunantwort durch die RANTES-
Antagonisten nachweisbar war, stellte sich die Frage nach weiteren lokalen Verdnderungen
im Glomerulus. Aufgrund der in der Immun- und Elektronenmikroskopie bereits sichtbaren
morphologischen Veridnderungen der Makrophagen wurden funktionelle Parameter dieser
Zellen untersucht. Als Marker fiir den proinflammatorischen Phénotyp der Makrophagen
wurde die Proteinexpression der inducible NO-Synthase (INOS) mit Hilfe der

Immunhistologie bestimmt.

Mause, die nur Apoferritin injiziert bekamen, zeigten nur eine geringe Anzahl glomeruldrer
Zellen mit einem Signal fiir iNOS (siche Abbildung 3.8.). Die Behandlung mit den
Antagonisten filhrte zu einer signifikanten Erhohung der iNOS positiven Zellen im
Glomerulus (HAF + 10 ug Met-R: 2,2 + 0,5; HAF + 40 ug Met-R: 2,5 + 0,4; HAF + 10 ug
AOP-R: 2,4 £0,6 vs. HAF: 1,1 £ 0,4).
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Abbildung 3.8.: Immunbhistologie Farbung fiir iNOS (Vergroflerung 600X). Verstirkte
iNOS-Expression in einem Tier unter Behandlung mit HAF und 10 pg AOP-RANTES
gegentiiber einem Tier der Gruppe IV (nur HAF).

3.8. Der Einfluf} auf die Phagozytosefiahigkeit peritonealer Makrophagen

Die Beobachtung, dass die RANTES-Antagonisten die Anzahl apoptotischer Zellen im
Glomerulus erhdhte und sich kein proapoptotischer EinfluB von Met-RANTES auf
Mesangialzellen nachweisen lie3, legte einen Einflul auf die Féhigkeit der Makrophagen,

apoptotische Zellen zu phagozytieren, nahe.

Hierzu wurde ein in vivo Assay etabliert, der es ermoglicht, die Phagozytosefihigkeit
peritonealer Makrophagen zu quantifizieren. In die Bauchhohlen von Miusen mit einer mit
Thioglykolat induzierten abakteriellen Peritonitis wurden mit TAMRA markierte apoptotische
Zellen injiziert. Die Mause wurden zusdtzlich mit Met-RANTES oder physiologischer
Kochsalzlosung behandelt. In der eine halbe Stunde spdter durchgefiihrten Peritoneallavage
wurde per FACS die Zahl der TAMRA-positiven Makrophagen bestimmt. Dabei
reprasentieren die TAMRA-positiven Makrophagen diejenigen Makrophagen, die markierte
apoptotische Zellen phagozytiert haben (siche Abbildung 3.9.). Es zeigte sich, dass Met-
RANTES die Zahl peritonealer TAMRA-positiver Makrophagen vermindert (Met-RANTES
23,4 £ 8,1 % vs. NaCl: 33,7 + 3,2 %).
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Abbildung 3.9.: DurchfluBzytometrie =~ von  peritonealen = Makrophagen. FL2-H
reprasentiert die Firbeintensitit der TAMRA-positiven Peritonealmakrophagen.
Definition der Hintergrundférbung in den linken unteren Quadranten durch die Injektion
ungefarbter apoptotischer Zellen. Met-RANTES vermindert die Aufnahme apoptotischer
Zellen durch peritoneale Makrophagen.
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Gruppen | I I v A% VI vl
NaCl  NaCl+ NaCl+ HAF HAF + HAF + HAF +
40 pg 10 pg 10 ng 40 pg 10 ng
Met- AOP- Met- Met- AOP-
RANTE RANTE RANTES RANTES RANTES
S S
Albuminurie
Uaw/Ucr [pg/mg] 1849  22+9  20+7 116 £13*  312+104° 309+93" 302+78°
Humorale Antwort
Serumtiter
Anti-HAF Ig 12+4 1244 11+4 1664 +530° 1536+560 1532+543 1707 591
Anti-HAF IgG, 1+£1  10+1 n.d. 384+ 147 3204128 3654290 284+ 148
Anti-HAF IgGs, 9+3 743 n.d. 896 £256° 683+296 5484344 597 +391
Glom. Ablagerungen
HAF 0+0 0+0 0+0 1,0+£0,1° 1,0£03 1,001 1,0+02
Ig 0+0 0+0 0+0 20+£04* 25+0,1 22404 23+02
IgG, 0+0 0+0 0+0 1,6+0,6° 20+03 21+04 21403
1gGa, 0+0 0+0 0+ 1,2+ 0,6° 1,L1£02 13+04 1,4+03
C3 0+0 0+0 0+0 1,5+0,1° 1,5+40,1 15+0,1 1,6+0,1
Zelluliire Infiltration [Zellen/Glom.]
Glom. Leukozyten
CD45 + 0,6+0,1 02+02 02+00 90+0,9° 1,8+0,6° 2,7+12° 42+0,7°
Mac2 + 0,1+0,1 00+0,1 0,1+0,0 6,6+02" 45+03° 4,7+02° 4,1+03°
Mac3 + 02+02 00+0,1 0,1+01 57+0,7 2,7£03° 29+03° 3,1+£06°
CD3 + 0,1£0,1 02+02 0,1+0,1 0,9+03® 09+03 0,6+03 0,7+0,2
Proliferation und Apoptose
Ki-67 + 04+02 01+0,1 0,1+0,1 3,2+0,2° 0,5+04°> 0403 09=+0,1°
Apoptotische Zellen 0,0+0,0  n.d. nd.  0,0840,02° n.d. 0,2+0,9° n.d.
Tabelle 3.3.: Serumtiter, histologische und funktionelle Veranderungen in der HAF

induzierten Glomerulonephritis. * p < 0,01 Gruppe IV (HAF-GN) vs. Gruppe I (NaCl);
p < 0,01 Gruppen V, VI, und VII (HAF-GN + RANTES-Antagonisten) vs. Gruppe 1V
(HAF-GN); ¢ p < 0.01 Gruppen II und IIT (nur RANTES-Antagonisten) vs. Gruppe I
(NaCl); n.d. = nicht durchgefiihrt.
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4. Diskussion

Ziel der vorgelegten Studie war es, die Funktion des Chemokinrezeptors CCR 5 im Verlauf
der Glomerulonephritis zu untersuchen. Wie erwartet fiihrte die Behandlung mit den CCR 5-
Antagonisten AOP- oder Met-RANTES zur Verringerung des glomeruldren Infiltrats
immunkompetenter Zellen und auch zur Verminderung der mesangialen Proliferation. Jedoch
zeigten sich stirkere histopathologischen Schadigungen und eine schlechtere renale Funktion,
sodass die Hypothese, durch Reduzierung der Leukozyteninfiltration als Folge der
Behandlung mit den Chemokinantagonisten eine Besserung der Erkrankung herbeizufiihren,

nicht bestétigt werden konnte.

Wihrend die humorale Immunantwort durch die Behandlung mit AOP- oder Met-RANTES
nicht beeinflusst wurde, sind die beobachteten Mesangiolysen, kapilliren Thrombosen sowie
die verstidrkte Proteinurie vermutlich Folge der Induktion eines proinflammatorischen

Makrophagentyps.

Da die Verhinderung des leukocyte trafficking zu einer schwereren Erkrankung fiihrte, geht
die Funktion von Chemokinen und ihren Rezeptoren demzufolge iiber die Vermittlung der
Chemotaxis hinaus. Offensichtlich sind sie in der Lage immunologische Abldufe so zu
modulieren, dass sie zu einer verstirkten inflammatorischen Antwort fithren. Diese hat dann

eine verstiarkte Gewebsdestruktution und eine verschlechtere Funktion zur Folge.

4.1. Met-RANTES und AOP-RANTES reduzieren die Makrophagen-

infiltration

Die Beobachtung, dass die Behandlung mit RANTES-Antagonisten zur Verminderung der
Anzahl infiltrierender Makrophagen fiihren, ist konsistent mit den Ergebnissen anderer in der

Literatur veroffentlichter Studien (Lloyd, Grone, Song, Panzer).

Lloyd et al. konnten im Modell der nephrotoxic serum (NTS)-Nephritis zeigen, dass die
Behandlung mit Met-RANTES in gleicher gewichtsadaptierten Dosis eine Reduzierung der
Infiltration mononukleédrer Phagozyten um 40 % zur Folge hatte. Der Influx von T-Zellen, die
in dem in dieser Studie verwendeten Modell keine Rolle zu spielen scheinen, war in der NTS-

Nephritis ebenfalls um mehr als die Hélfte (52 %) vermindert (Lloyd).
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Auch in einem Modell der akuten Abstoung eines Nierentransplantats in Ratten reduzierte
Met-RANTES die Anzahl glomeruldrer Makrophagen um 37 % und T-Zellen um 31 %
(Grone).

In einem weiteren tierexperimentellen Modell einer Glomerulonephritis (Anti-Thy-Modell)
konnte AOP-RANTES den Influx von Monozyten nach 24 Stunden um 60 % senken

(Panzer).

Der Rezeptor fiir RANTES CCR 5 ist auf der Mehrheit in der Blutbahn zirkulierender
Monozyten nicht exprimiert, wird aber nach Differenzierung zu Gewebsmakrophagen
hochreguliert (Kaufmann). Met-RANTES reduziert die Bindungsdauer von Monozyten an
aktivierten Endothelzellen, die auf ihrer luminalen Membran RANTES prisentieren (von
Hundelshausen). So konnte die Blockierung des iiber CCR 5 vermittelten Weges der
Makrophageninfiltration am wahrscheinlichsten fiir die reduzierte Zahl glomerulérer

Makrophagen verantwortlich zu sein.

Da aber auch die Proliferation lokaler Makrophagen moglich ist (Yang N) und nicht nur
RANTES und CCR 5, sondern auch noch andere chemotaktische Molekiile und deren
Rezeptoren bei diesem Mechanismus eine Rolle spielen (Weber C, von Hundelshausen), 1483t

sich das Vorhandensein der tibrigen glomeruldren Makrophagen befriedigend erklaren.

4.2. Met-RANTES und AOP-RANTES verstirken die glomerulire

Schadigung und die Proteinurie

Im Verlauf entziindlicher Erkrankungen werden gewebetoxische Stoffe, besonders reaktive
Sauerstoffradikale, proinflammatorische Zytokine  und Stickstoffoxyd, von
immunkompetenten Zellen ausgeschiittet (Atkins, D’Souza, Holdsworth). Aus diesem Grund
wire zu erwarten, dass eine reduzierte Anzahl Makrophagen im Glomerulus auch zu einer
verminderten Schidigung dieses Kompartiments fiihrt. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen
dagegen, dass die Behandlung mit den Chemokinantagonisten zwar zu einer reduzierten
Makrophageninfiltration gefiihrt hat, dies aber auch mit verstirkten histopathologischen
Verdnderungen und einer massiven Proteinurie einherging. Daraus 146t sich schlieBen, dass
AOP-RANTES und Met-RANTES iiber die Blockierung der Makrophageninfiltration
hinausgehende Funktionen haben, die fiir diese Effekte verantwortlich gemacht werden

konnen.
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Nachdem ein direkter toxischer Effekt der Antagonisten ausgeschlossen werden konnte (siche
Kapitel 4.3.), und auch weitere in vitro Studien keine Anhalte flir direkte zytotoxische
Eigenschaften von Met-RANTES geben konnten, muf3 ein durch die Antagonisten ausgeldster

immunmodulatorischer Effekt vermutet werden.

Ahnlich negative Effekte fanden sich im Modell der nephrotoxic serum Nephritis bei CCR 1-
bzw. CCR 2-defizienten Méusen (Bird, Topham). So zeigten sich in CCR 2-knockout Méusen
eine ebenfalls verminderter Infiltration von Makrophagen und eine deutliche
Verschlechterung der funktionellen und histologischen Parameter (Bird). Die CCR 1-
knockout Tiere zeigten statistisch signifikant eine ca. vierfach hohere Harnstoftkonzentration
im Blut, erhohte Cholesterinkonzentrationen im Plasma und eine verstirkte glomeruldre

Schadigung (Topham).

Den beobachteten Effekten konnen nach Ausschluss der Toxizitdt der Antagonisten
Verdnderungen der humoralen und zelluliren Immunantwort zugrunde liegen. Zur Klidrung
erfolgte sowohl eine genauere Charakterisierung des Modells als auch zusétzliche

Untersuchungen in vitro.

Ein moglicher nephrotoxischer Effekt durch die Antagonisten wurde durch Injektionen mit
AOP-RANTES - oder Met-RANTES in gesunden Tieren untersucht. Dabei zeigten sich
weder histologische noch funktionelle Verdnderungen, sodass ein direkter Effekt auf die
gesunde Niere unwahrscheinlich ist. Es fand sich gegeniiber den Tieren, die nur mit
physiologischer Kochsalzlosung behandelt wurden, keine Infiltration immunkompetenter
Zellen wie Makrophagen oder T-Lymphozyten. Auch eine mesangiale Proliferation war
genauso wenig zu beobachten wie eine erhdhte Anzahl apoptotischer Zellen. Die Proteinurie

war ebenfalls im Bereich der Gruppe I (NaCl).

Merkmale des in dieser Studie verwendeten Modells sind neben der Auslosung einer
antikorpervermittelten Immunantwort des Organismus auch die Ablagerung HAF-spezifischer
Immunkomplexe im Mesangium der geschiddigten Nieren. Aufgrund der Tatsache, dass die
HAF-induzierte Immunkomplex-Glomerulonephritis eben auf einer humoralen Antwort von

zu Plasmazellen gereiften B-Lymphozyten beruht, wurde diese genauer untersucht. Der
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EinfluB} einer veranderten Th1/Th2-Balance auf den Verlauf einer Glomerulonephritis konnte

bereits in zwei Nephritismodellen gezeigt werden (Holdsworth 1999, Topham).

Topham et al. konnten im Verlauf der NTS-Nephritis zeigen, dass der Verlust der Funktion
des Chemokinrezeptors CCR 1 in Méusen, zu einem gesteigerten Influx von Makrophagen,
zur Verschlechterung der Nierenfunktion und auch zu stirkeren histopathologischen
Verdanderungen fiihrte. Die CCR 1-defizienten Tiere entwickelten ein gréferes Mall an
Glomerulosklerose, eine vermehrte Halbmondbildung und auch eine verstirkte glomerulire
Hyperzellularitdt. Parallel zu diesen histologisch erkennbaren Schédden zeigten diese Tiere
Verinderungen der Immunantwort im Sinne einer Verschiebung zugunsten der Th1-Antwort
mit erhdhten IgG2a-Titern und einer erhohten Produktion von TNF-a in kultivierten

Splenozyten.

In der vorgelegten Studie zeigten sich in den Tieren, die zusdtzlich zu dem Antigen einen der
Antagonisten erhalten hatten, weder Verdnderungen der HAF-spezifischen IgG-Titer noch
eine Verschiebung innerhalb der Subklassen. Auch die Ablagerungen der Immunkomplexe im
Mesangium zeigten keinerlei Verdnderungen. Die gemessenen Konzentrationen von IFN-y im
Uberstand kultivierter Milzzellen im Sinne einer verdinderten Th1/Th2-Balance zeigten
ebenfalls keine Unterschiede in Abhingigkeit von der Behandlung mit HAF und oder ohne
Met-RANTES.

Diese Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente ergeben keine Hinweise auf eine
verdnderte humorale Antwort als Ursache der beobachteten Verdnderungen im Verlauf der

HAF-induzierten Immunkomplex-Glomerulonephritis.

Nachdem durch in vitro Apoptose Assays ausgeschlossen werden konnte, dass die
Antagonisten Apoptose in murinen Mesangialzellen induzieren und sich auch in den Tieren,
die nur mit den Antagonisten behandelt wurden, keine toxische Mesangiolyse fand, muf3 nach
anderen Erkldrungen fiir die erhdhte Anzahl apoptotischer Zellen im Glomerulus gesucht

werden.

Ein protektiver Effekt von fractalkine im Verlauf der Apoptose konnte bereits in vitro an
Mikrogliazellen nachgewiesen werden (Boehme). Dort senkte die Behandlung mit fractalkine
die durch einen FAS-Antikorper induzierte Apoptose um 80 %. Eine Blockierung dieser

Chemokinwirkung durch die Antagonisten konnte zu dem beobachteten Phdnomen fiihren.
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Die Ergebnisse der Apoptose Assays zeigten aber keinen Einflul von Met-RANTES auf die
Apoptose von murinen Mesangialzellen, so dass in diesem Fall ein gleichsinniger Effekt von

fractalkine und RANTES ausgeschlossen werden konnte.

4.3. Met-RANTES und AOP-RANTES modulieren die Makrophagen-

funktion

Die in dieser Studie beobachtete stirkere glomerulire Schiadigung und die verstérkte
Proteinurie bei mit AOP- oder Met-RANTES behandelten Miusen mit HAF-GN, trotz einer
reduzierten Anzahl glomeruldrer Makrophagen, konnte auf einer Aktivierung glomerulérer
Makrophagen beruhen. Zellen dieser Zelllinie konnen sowohl in Form eines pro- als auch
eines antiinflammatorischen Phdnotyps imponieren. In verschiedenen Situationen wie
Gewebsdestruktion, Wundheilung, Angiogenesis oder Antigenpridsentation prddominieren
verschiedene Phinotypen von Makrophagen (Erwig 1999). Verantwortlich fiir diese
Entwicklung ist das umgebende Milieu. Die Anwesenheit und auch die zeitliche Koordination
der Konzentration von Zytokinen, Chemokinen und anderer inflammatorischer Mediatoren

spielen beim programming of macrophages eine entscheidende Rolle (Erwig 2000).

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der Apoferritin-induzierten
Glomerulonephritis mit Met-RANTES zu einem proiflammatorischen Phinotyp glomeruldrer
Makrophagen fiihrte. Diese sind durch eine gesteigerte Expression von iNOS charakterisiert.
Bisher konnte lediglich die Fahigkeit von RANTES, die NO-Ausschiittung humaner
Makrophagen in vitro zu bewirken, gezeigt werden (Dell'Albani). Die Resultate der
vorgelegten Studie (siehe Kapitel 3.7.) zeigen eine Aktivierung der iNOS-Expression in vivo

durch Met-RANTES.

Die Tatsache, dass Met-RANTES in diesem Modell die durch RANTES vermittelte
Transmigration von Leukozyten zu verhindern scheint, aber andererseits wie der
Chemokinrezeptorligand RANTES die iNOS-Expression glomeruldrer Makrophagen
hochreguliert, konnte auf sowohl agonistischen als auch antagonistischen Effekten von AOP-
und Met-RANTES auf RANTES-Rezeptoren beruhen, die iiber unterschiedliche
Transduktionswege vermittelt werden (Proudfoot 1999). Nach der Bindung von RANTES an
den Chemokinrezeptor CCR 5 erfolgten innerhalb der ersten finf Minuten ein Ca®"-Influx,

eine Rezeptordimerisation, eine Aktivierung der Thyrosinkinase und des JAK/STAT-

74



Diskussion

Signaltransduktionsweges (Mellado). Dagegen spielt bei der spiteren Antwort die Freisetzung
der By Untereinheit von Go; und die p'*-FAK eine Rolle, die in die Vermittlung der

Chemotaxis involviert ist (Neptune).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass AOP-RANTES in der Lage ist, die spéte fiir die
Vermittlung der Chemotaxis notwendige Antwort zu blockieren (Rodriguez-Frade). Die
schnelle Antwort 148t sich durch AOP-RANTES nicht blockieren. Diese spielt aber wohl
beim EinfluB auf die iNOS-Expression eine Rolle, da die Aktivierung des JAK/STAT-
pathways eine vermehrte iNOS Expression in Makrophagen vermittelt (Dell' Albani).

AOP-,
Met-RANTES

Abbildung 4.1.: Schematische Darstellung des Einflusses von AOP-RANTES und Met-
RANTES auf die intrazelluldre Signaltransduktion. Die Chemokinabkdmmlinge
blockieren den langsamen Ca®’-Einstrom und verhindern die Chemotaxis. Der schnelle
Einstrom bleibt unbeeinflusst.
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In der Pathophysiologie des in dieser Studie verwendeten Krankheitsmodells spielen
offensichtlich beide Mechanismen eine Rolle. Einerseits zeigen sich die Antagonisten fiir die
Reduzierung des Makrophageninfiltrats verantwortlich, andererseits induzieren sie aber auch
einen proinflammatorischen Phédnotyp bei glomeruldren Makrophagen, der durch eine

verdnderte Morphologie und verstiarkte iNOS-Expression gekennzeichnet ist.

Friihe Signale Spite Signale

Chemokin-
rezeptor

RANTES, AOP-RANTES, RANTES
Met-RANTES

Abbildung 4.2.: Schema der Wirkungen von RANTES, AOP-RANTES und Met-
RANTES, modifiziert nach Rodriguez-Frade et al.

Von Makrophagen ausgeschiittetes Stickstoffoxyd (NO) ist ein wichtiger Faktor bei der
Schéadigung glomeruldrer Zellen in der Immunkomplex-Glomerulonephritis (Hortelano). Es
ist per se nicht nur in der Lage, die Proliferation von Mesangialzellen zu inhibieren

(Duffield), sondern auch deren Apoptose zu induzieren (Brune, Sandau).
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Somit werden in dieser Studie erstmals nicht nur die in vitro erhobenen Daten bestétigt,
sondern auch erstmals ihre funktionelle Bedeutung im Verlauf dieser entziindlichen

Erkrankung gezeigt.

Sowohl die Blockierung der protektiven Effekte von Chemokinen auf die Apoptose durch die
Antagonisten als auch die Ausschiittung von Stickoxyd durch Makrophagen als ein
sekundérer Effekt der Antagonisten sind, wie bereits angedeutet, als Ausloser der erhohten
Anzahl apoptotischer Zellen denkbar. Eine andere oder auch zusétzliche Moglichkeit wére ein
hemmender EinfluB der RANTES-Antagonisten auf die Phagozytosefihigkeit der
infiltrierenden und residenten Makrophagen im Glomerulus der erkrankten Tiere. Diese These
wird durch die Daten aus dem in vivo Assay gestiitzt, der die Phagozytosefdhigkeit in der

Thioglykolat induzierten Peritonitis untersucht.

Toxische Stoffe aus apoptotischen und sekundir nekrotischen Zellen sind in der Lage, eine
Entzlindungsreaktion in Gang zu setzen und zu unterhalten (Huynh). Aus diesem Grund sind
das Erkennen und Eliminieren solcher toter Zellen und ihrer Bestandteile eine wesentliche
Aufgabe von Phagozyten. Das Entfernen apoptotischer Zellen im Verlauf einer
Glomerulonephritis reduziert den Grad der Aktivierung der Makrophagen (Savill, Stoy). Eine
verminderte Abrdumung der apoptotischen Zellen in den Glomeruli aufgrund reduzierter
Féhigkeit der Makrophagen zur Phagozytose korreliert wiederum mit einer verstirkten

Aktivitit einer Immunkomplex-Glomerulonephritis (Moxey-Mims).

Durch die verminderte Fahigkeit der Makrophagen, Zellbestandteile und apoptotische Zellen
zu eliminieren, konnte bei der HAF-GN ein wesentlicher suppressiver Mechanismus der
Entziindung blockiert worden sein. Auf diesem Weg sind Progression und Verschlechterung
der durch Apoferritin induzierten Immunkomplex-Glomerulonephritis durch Behandlung mit

RANTES -Antagonisten zu erkldren.

Dieser Mechanismus wurde bislang in der Literatur noch nicht beschrieben. Diese neue
Funktion unterstreicht die in den letzten Jahren gewonnene Erkenntnis, dass die Wirkung der
Chemokine im Kontext der Entziindung tiber die Blockierung der Leukozyteninfiltration

hinausgeht und auch weitaus komplexer zu sein scheint als das zunédchst angenommen wurde.
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Man kann nun iiber eine mogliche Verbindung zwischen der durch Met-RANTES verstirkten
Expression von iNOS einerseits und der reduzierten Phagozytosefdhigkeit der Makrophagen
andererseits spekulieren. An murinen Mikrogliazellen konnte bereits ein hemmender Effekt
von Stickoxid auf die Phagozytose von Makrophagen gezeigt werden (Kopec). Da von
Makrophagen ausgeschiittetes NO offensichtlich die Apoptose und die Phagozytose von
Makrophagen beeinflusst, besteht wahrscheinlich eine Verbindung zwischen der erhohten
Anzahl apoptotischer Zellen im Glomerulus und der verstirkten Expression der inducible
nitric oxide synthase in den Tieren mit HAF-GN, die mit den RANTES-Antagonisten
behandelt wurden. Auf jeden Fall konnen sowohl die gesteigerte iNOS-Expression der
Makrophagen als auch die erhohte Anzahl apoptotischer Zellen im Glomerulus die
Verschlechterung der Apoferritin-induzierten Immunkomplex-Glomerulonephritis durch die

Behandlung mit Met-RANTES und AOP-RANTES in ausreichendem Maf3e erkliren.

Nach Beriicksichtigung sdmtlicher Ergebnisse konnten die Effekte der RANTES-
Antagonisten auf den Verlauf der Apoferritin-induzierten Immunkomplex-Glomerulonephritis
wie folgt angenommen werden. Eine gesteigerte durch Met-RANTES induzierte glomeruldre
Sekretion von Stickoxid (1) fiihrt zu einer gesteigerten Apoptose von Mesangialzellen (2), die
von Makrophagen nicht in ausreichendem Malle phagozytiert werden (3). Die erh6hte Anzahl
apoptotischer Zellen bzw. das gesteigerte Vorhandensein entsprechender Zellbestandteile
verhindert einen suppressiven Effekt auf die Makrophagenaktivierung (4) und fiihrt damit zu
einem ,aggressiveren, funktional und morphologisch verdnderten Phinotyp glomerulédrer
Makrophagen, der sich durch eine erhohte Expression der iNOS und eine verminderte
Phagozytosefahigkeit auszeichnet. Dieser Circulus vitiosus filihrt trotz einer Reduzierung der
Anzahl glomeruldrer Makrophagen zu einer vermehrten Schidigung des Glomerulus. Die
Resultate dieser Studie deuten auf neue Funktionen von Chemokinen hin wie etwa Einfliisse
auf die Expression der iNOS und die Phagozytosefdhigkeit von Makrophagen. Auch der
durch  Chemokinantagonisten verdnderte ~Makrophagenphénotyp scheint bei der

Immunmodulation dieses Krankheitsmodells eine Rolle zu spielen.
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5. Klinische Bedeutung und Ausblick

Auf die Notwendigkeit, neue Therapicansitze zu entwickeln, die eine friithzeitige und
funktionierende Behandlung von Nierenerkrankungen, die in die terminale Niereninsuffizienz

miinden, ermdglichen, wurde bereits in der Einfiihrung hingewiesen.

Nach Auswertung aller Ergebnisse haben die verwendeten Chemokinrezeptorantagonisten
jedoch das Ziel, eine Verbesserung der Erkrankung herbeizufiihren, verfehlt. Obwohl die
leukozytire Infiltration reduziert werden konnte, weisen sowohl die histopathologischen
Verdnderungen als auch die funktionellen Parameter unter Behandlung mit AOP-RANTES
und Met-RANTES deutlich auf eine schwerere Erkrankung hin. Dies steht im Gegensatz zu
bisherigen Beobachtungen, in denen die in dieser Studie zur Anwendung gekommenen
Antagonisten bereits Effekte im therapeutischen Sinne erzielen konnten. Den Nutzen, den
diese, aber auch andere Antagonisten z.B. in diversen Nierentransplantationsmodellen (Grone,
Horuk) hatten, zeigten die RANTES-Antagonisten in dem in dieser Studie verwendeten
Modell einer IC-GN jedenfalls nicht. Die vorliegende Studie gibt einen Hinweis darauf, dass
Zytokine im Verlauf diverser entziindlicher Erkrankungen so unterschiedlich reguliert sind,
dass die Verwendung von Chemokinantagonisten sowohl zur Verbesserung, aber auch, wie in

diesem Fall, zur Verschlechterung der Erkrankung fiihren kann.

Im Gegensatz zu bisher verdffentlichten Studien, die die Verwendung von
Chemokinanatgonisten bei entziindlichen Erkrankungen beschreiben, fiihrt in der Apoferritin-
induzierten Immunkomplex-Glomerulonephritis eine systemische Immunreaktion zu einer
lokal beschrankten Entziindung. Deswegen ist dieses Modell zur Testung neuer
Therapiemethoden besser geeignet als andere, da auch die relevanten humanen renalen
Entzlindungen wie die IgA-Nephritis, der systemische Lupus erythematodes oder die Post-
Streptokokken-Glomerulonephritis auf diesem Mechanismus beruhen. Da aber auch in dem
hier verwendeten Krankheitsmodell die systemische inflammatorische Reaktion einen lokalen
Effekt erzielt, ist unklar, warum die beobachteten Effekte in den bereits publizierten Studien
nicht aufgefallen sind. Eine mdgliche Erklirung konnte sein, dass experimentelle
Krankheitsmodelle in anderen Studien (Lloyd, Panzer) nur iiber den relativ kurzen Zeitraum
von wenigen Tagen beobachtet wurden und sich die in dieser Studie gezeigten Verdnderungen

erst spater entwickeln.
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Bis heute werden noch immer nicht nur neue Chemokinrezeptoren entdeckt, sondern auch
iiber bisher unbekannte Funktionen bekannter Chemokine bei vielen Abldufen im Organismus
publiziert. Das komplizierte Netzwerk der Zytokine erschlieft sich uns noch nicht in
ausreichendem Mafe, um die Therapieindikation fiir Chemokinrezeptorantagonisten bei

diversen entziindlichen Erkrankungen sicher stellen zu konnen.

Trotzdem oder gerade deshalb sind Studien zu diesem Thema notwendig, um profunde und
umfassende Kenntnisse iiber diesen Teil des Immunsystems zu erhalten. Bevor die
Funktionen und Effekte von Chemokinen und ihren Rezeptoren nicht genauer bekannt sind,
konne sie nicht als therapeutische Option entziindlicher Erkrankungen in Betracht gezogen

werden.
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6. Abkiirzungen und Begriffe

ABTS

ACE

AEC

AOP-RANTES

APES

BSA

C3

°C

CCR

DEPC

DMEM

DNA

DTT

EDTA

EGF

ELISA

ESRD

FAK

FACS

FGF

FITC

GBM

GN

GRO-a

2,2’-azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulfonate (6)] diammonium

salt crystals

angiotensin converting enzyme
3-Amino-9-ethylcarbazole
Aminooxypentan-RANTES
3-Aminopropyltriethoxy-silan
bovines Serum-Albumin
Komplementfaktor 3

Grad Celsius

Chemokinrezeptor
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Desoxyribonukleinsdure
Ditriotenitol
Ethyldiamintetraacetat

epidermal growth factor
enzyme-linked-immunosorbent-assay
end-stage renal disease

focal adhesion kinase
fluorescence activated cell sorting
fibroblast growth factor
Fluorescein isothiocyanate
Glomeruldre Basalmembran
Glomerulonephritis

Growth-related-Oncogene-a.
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HAF
HBSS
HCI
HHV-8
HIV

HMG-CoA-Reduktase

HRP
H,O
H,0,
H,SO4
IC-GN
IgG
IL-8
INF-y
IP-10
JAK
KCl

kDa

KG
KHCO;3
KH,PO4

NaHPO4

pl

horse spleen apoferritin

Hank's balanced salt solution
Salzsdure

Humanes Herpesvirus-8

human immunodeficiency virus

B-Hydroxy-B-Methylglutaryl-Coenzym-A-Reduktase

(Schliisselenzym der Cholesterinbiosynthese)
horseradish peroxidase

Wasser

Wasserstoffperoxyd

Schwefelsdure
Immunkomplex-Glomerulonephritis
Immunglobulin G

Interleukin-8

Interferon-y

interferon-induced protein-10

Janus associated kinase
Kaliumchlorid

10° Dalton

Kilogramm

Korpergewicht
Kaliumhydrogencarbonat
Kaliumdihydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat

Liter

Mikroliter
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Abkiirzungen und Begriffe

M
Met-RANTES
MCP-1
MIP-1

ml

MTT

N

NaCl
NF-«xB
Na,EDTA
NaH,PO4
NH4CI
NTS
PDGF
PBS
PIPES
RANTES
RNA
RPE
TAMRA
TGF-B
T™MB
TNF-a

VS.

molar

N-terminal mit Methionin modifiziertes RANTES
monocyte chemoattractant protein-1

macrophage inflammatory protein-1

Milliliter
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide
Normal

Natriumchlorid

nuclear factor-«B
Dinatrium-Ethyldiamintetraacetat
Natriumdihydrogenphosphat

Ammoniumchlorid

nephrotoxic serum

platelet derived growth factor

phosphate buffered saline
1,4-Piperazinediethanesulfonic acid

regulated upon activation normal T cell expressed and secreted
Ribonukleinsédure

R-phycoerythrin

6-Carboxytetramethylrhodamin

tumor growth factor-f3

Tetramethylbenzidin

tumor necrosis factor-a

Vversus
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