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Abkiirzungen

ACEI

ADAS
Alport-Maus
Aqua dest. (a.d.)
ARAS

ARB
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AT
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CCL, CXCL
CCR,CXCR, CX5C
CCX-CKR
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CD3+
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CD45
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CXCR3+
CXCR3+

Cy3

DAPI
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IgA-N
IgSF-CAM

KH,PO,
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MMP

ACE-Hemmer

autosomal-dominantes AS
COL4A3-Defiziente Maus[1]

Agua destillatum

autosomal-rezessives AS
Angiotensin-II-Rezeptor-1-Blocker

Alport Syndrom

Angiotensin

Bowmann’sche Kapsel

MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein)
Chemokinrezeptorliganden
Chemokinrezeptoren

Chemocentryx chemokine receptor
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Duffy antigen/receptor for chemokines
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mRNA
Mw
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PAS
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RT

SEM
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Tubulére Basalmembran
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Vascular cell adhesion molecule

X-chromosomales AS




Einleitung

Das Alport-Syndrom

Die Erstbeschreibung

Im Jahre 1927 veroffentlichte der stidafrikanische Arzt Arthur Cecil Alport im British
Medical Journal einen Fallbericht Gber eine hereditére hdmorrhagische Nephritis
[2]. Alport betrachtete retrospektiv Stammbadume von erkrankten Familien, die von
Dickinson, Guthrie [3], Hurst [4] und einigen anderen um die Jahrhundertwende
erstellt worden waren. Die Erkrankung zeichnete sich dadurch aus, dass sie meist
ganze Familien betraf und mannliche Familienangehdérige wesentlich schwerer
erkrankten als weibliche Familienmitglieder. Das Leitsymptom der Patienten war
eine Hamaturie, die als Mikrohdamaturie persistierte und im Rahmen von
Infektionen, nach dem Genuss von schwarzen Johannisbeeren oder bei
Schwangeren nach der Geburt zu einer Makrohdamaturie exazerbieren konnte. In
der Exazerbation konnte eine Proteinurie begleitend sein. Zusatzlich litten fast alle
Familienmitglieder unter einer starken Innenohrschwerhérigkeit. Mannliche
Familienmitglieder starben meist im Alter zwischen 15 und 30 Jahren an den Folgen
einer Uramie. Weibliche Familienmitglieder hatten trotz Mikrohdamaturie keine
eingeschrankte Lebenserwartung [2]. Im Jahr 1961 wurde aus der bis dahin als

»,Hereditdare Nephritis”“ bekannten Erkrankung das Alport Syndrom [5].
Klinik und Formen des Alport Syndroms

Hauptsymptome aus der nephrologischen Sicht

Heute, knapp 50 Jahre nach Namensgebung, ist der Symptomkomplex Alport
Syndrom (AS) eindeutig definiert und es wurden genaue Diagnosekriterien erstellt
(siehe Tabelle 1) [6-7]. Obwohl es eine autosomale und gonosomale Variante des AS
gibt, ist fur die klinische Symptomatik ausschlaggebend, ob der Patient
homo/hemizygot oder heterozygot fir den Gendefekt ist. Da die X-chromosomale
Variante mit einem Anteil von ca. 85% die weitaus haufigste Form ist, sind meist
Manner vom klinischen Vollbild betroffen [8]. Neben der X-chromosomalen
Variante (XLAS) gibt es eine autosomal-rezessive Form (ARAS), die einen Anteil von

ca. 15% hat und das duRerst seltene autosomal-dominante AS (ADAS) [8].
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Zentraler Bestandteil des klinischen Bildes des AS ist eine persistierende Hamaturie
[9]. Erkrankte Manner haben in der Regel eine dauerhafte Mikrohamaturie, die im
Rahmen von Infekten der oberen Luftwege zu einer Makrohdmaturie exazerbieren
kann [10]. Im Kindesalter kann die Makrohamaturie von Flankenschmerzen
begleitet sein. Im Erwachsenenalter sind die Episoden von Makrohdamaturie, auch
weil ein groRer Anteil der AS-Patienten im Erwachsenenalter terminal
niereninsuffizient ist, selten [11]. Die Mikrohdamaturie kann bei betroffenen Knaben
meist schon im ersten Lebensjahr nachgewiesen werden [12]. Bleibt der Knabe bis
zur Vollendung des ersten Lebensjahrzehnts frei von einer persistierenden
Mikrohamaturie, so ist es sehr unwahrscheinlich, dass dieser an einem AS erkrankt

ist [13].

Eine Proteinurie wird in den meisten Fallen in den ersten Lebensjahren nicht
nachgewiesen. Im Laufe der Erkrankung kann es jedoch zu einer Proteinurie

kommen, die bis zum nephrotischen Syndrom gehen kann [9, 14].
Eine Hypertonie kann ebenfalls im Laufe der Erkrankung auftreten [12].

Die progressive Nierenfunktionsverschlechterung im Rahmen des Alport Syndroms
mindet fast immer in eine terminale Niereninsuffizienz [15]. In welchem
Lebensalter die terminale Niereninsuffizienz erreicht wird, variiert von Gendefekt zu
Gendefekt und damit von Familie zu Familie [16]. Im Gegensatz zur ungiinstigen
Prognose der Manner mit einem XLAS, haben weibliche, meist heterozygote,
Tragerinnen des Gendefekts einen wesentlich milderen Krankheitsverlauf zu
erwarten [8]. Uber 90% werden aber in ihrem Leben eine Mikrohdmaturie
entwickeln [17]. Eine Makrohamaturie, ein nephrotisches Syndrom und das
Auftreten von extrarenalen Begleitsymptomen sind auch bei weiblichen
Familienmitgliedern stark-negative Pradiktoren fiir die Entwicklung einer terminalen
Niereninsuffizienz [18-19]. Meist ist die Beeintrachtigung der Nierenfunktion jedoch
bis in das hohe Alter gering. Im Alter zwischen 40 und 50 werden nur ca. 10-15% der
heterozygoten Frauen dialysepflichtig sein, wohingegen in diesem Alter knapp 90%
der Manner mit AS an einem terminalen Nierenversagen leiden [19-20]. Das XLAS
wird zusatzlich in den juvenilen und den adulten Typ unterteilt. Tritt die terminale

Niereninsuffizienz in der XLAS-Familie durchschnittlich vor dem 31ten Lebensjahr
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auf, so spricht man von einem juvenilen Typ. Liegt es (iber dem 31ten Lebensjahr so
spricht man vom adulten Typ [9, 21]. Diese Unterscheidung ist vor allem von
prognostischer Bedeutung fir den neu diagnostizierten XLAS-Patienten. Es
ermoglicht dem Patienten das Eintrittsalter in die terminale Niereninsuffizienz auf

funf bis sieben Jahre genau voraus zu sagen [22].

Neben dem X-chromosomalen juvenilen und adulten AS gibt es zwei weitere
Formen. Das autosomal-rezessive und das duBerst seltene autosomal-dominante AS
[23]. Im Rahmen des ARAS konnen auch betroffene Frauen das klinische Vollbild
zeigen. Das klinische Bild des ARAS ist mit dem des XLAS identisch, jedoch ist der
Verlauf meist schwerer [8]. Das terminale Nierenversagen wird meist friih im Leben
erreicht [9]. Der Grofdteil der Patienten hat eine Beeintrachtigung des Gehors als
extrarenale Manifestation des AS, wohingegen Storungen des Sehapparates nicht
unbedingt typisch sind [8]. Bei den heterozygoten Tragern eines ARAS ist die Klinik
variabel in der Auspragung. Sie kann von komplett asymptomatisch, Gber eine
intermittierende, bis hin zu einer persistenten Hamaturie reichen [24]. In einigen
wenigen Fallen wurde eine terminale Niereninsuffizienz bei heterozygoten Tragern

des ARAS berichtet[25].

Das dulerst seltene ADAS wurde bis jetzt nur bei einer Hand voll Familien gefunden
[26-27]. Eine Vererbung vom Vater zum Sohn ist moglich, das klinische Bild ist
unabhangig vom Geschlecht. Die Komponenten der Klinik sind die gleichen, wie bei
einem XLAS. Persistierende Hamaturie mit gleichzeitigem Auftreten eines
Horverlustes kommt vor. Augenverdanderungen sind im Zusammenhang mit einem
ADAS bis heute nicht berichtet worden. Mit Ausnahme einer Koinzidenz mit einer
Katarakt und einem Einzelfall von perimakuldren Flecken [28]. Der Verlauf dieser
Variante ist langsam und mild [29]. Die terminale Niereninsuffizienz wird meist erst

in der sechsten Lebensdekade erreicht und ist nicht zwingend [18].
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Tabelle 1: Diagnosekriterien AS tibernommen aus [6]

Diagnosekriterien AS Symptomhaufigkeit

1 Positive Familienanamnese(Hamaturie) mit/ohne Progression | Familienanamnese | 85%
zum terminalen Nierenversagen

Hamaturie 100%

2 Progrediente Innenohrschwerhdrigkeit 75%

3 Augenveranderungen (Lenticonus, Fundus albiunpctatus) 20-45%

4 Charakteristische ultrastrukturelle Verdnderungen der GBM 100%
(Aufsplitterung/ Lamellierung, Verdickung, Verdiinnung)

5 Diffuse Leiomyomatose 1-2%

6 COI4A5, COL4A3,4-Mutationen Nachweisbar in 40-70%

Extrarenale Begleitsymptome

Neben der Nierenfunktionsstérung kann es im Rahmen eines AS zu extrarenalen
Begleitsymptomen kommen. Bei deren Auftreten ist mit einem insgesamt
unglinstigen Verlauf zu rechnen [18]. Die zwei wichtigsten Zielorgane sind das
Innenohr und das Auge [30]. Pathologische Veranderungen an der glatten

Muskulatur kdnnen im Rahmen eines AS vorhanden sein [31].

Am Innenohr manifestiert sich das AS als progressiver Horverlust. 55% aller Manner
und 45% aller Frauen mit AS leiden an einer Innenohrschwerhorigkeit [32]. Der
Zeitpunkt zu dem der Horverlust symptomatisch wird variiert sehr. Bei Mannern mit
XLAS wird der Horverlust meist im spaten Jugendalter manifest. Es gibt einige
wenige Falle, bei denen der Horverlust erst in der sechsten Lebensdekade auftrat
[33]. Bei Knaben mit XLAS kann der noch asymptomatische Horverlust meist schon
im ersten Lebensjahrzehnt audiometrisch nachgewiesen werden. Hier zeigt sich
eine verringerte Sensitivitdt im Frequenzbereich zwischen 2 und 8 kHz [34]. Mit
Voranschreiten der Erkrankung weitet sich die Schwerhorigkeit auf das
Frequenzspektrum der Umgangssprache aus und wird symptomatisch. Bei Frauen
mit XLAS kommt ein Horverlust seltener vor und tritt spater auf [9]. Bei den
autosomalen Formen des AS gibt es keinen Unterschied bei der Auspragung des

Horverlustes zwischen Mannern und Frauen [22].
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Augenveranderungen sind bei AS-Patienten seltener als die
Innenohrschwerhdrigkeit. Zwischen 15-30% der Patienten mit Alport Syndrom
haben nachweisbare Verdanderungen am Auge [9]. Die Art der Augenveranderung
variiert nicht mit dem Typ des AS [22]. Der Lenticonus anterior, eine konische
Vorwoélbung des mittleren vorderen Anteiles der Linse in die vordere
Augenkammer, ist die AS-pathognomonische Augenveranderung [35]. Er ist
Indikator fir einen schweren Krankheitsverlauf mit einer frihen terminale
Niereninsuffizienz [36]. Ein groRer Anteil der mannlichen AS-Patienten hat einen
Lenticonus anterior. Bei 75% der Patienten ist der Lenticonus anterior bilateral [9].
Er entwickelt sich progressiv [37]. Klinisch verursacht der Lenticonus anterior ein

verzerrtes Sehen und Kurzsichtigkeit.

Bei knapp 30% der AS -Patienten findet man gelbe perimakuldre Flecken an der
Retina. Diese sind asymptomatisch [8]. Die retinale Veranderung kann kombiniert

mit einem Lenticonus anterior auftreten, oder alleine vorliegen.

Die bilaterale Katarakt ist die dritte Augenverdanderung die im Rahmen eines AS

auftreten kann. Sie ist meist mit einer diffusen Leiomyomatose assoziiert [38].

Bei knapp 20 AS-Familien weltweit gibt es ein gemeinsames Vorkommen des XLAS
und einer diffusen Leiomyomatose [22]. Die diffuse Leimyomatose ist bei
mannlichen AS-Patienten ein negativer Pradiktor fiir eine friihzeitige terminale
Niereninsuffizienz. Mannliche und weibliche Familienmitglieder haben ein diffuse
Leiomyomatose des Osophagus und der oberen Luftwege [39]. Weibliche
Familienmitglieder  haben  zusatzlich  eine  Uterusleimyomatose, eine
Klitorishypertrophie und Abnormitdten an den groRen Schamlippen [40].
Symptomatisch wird die Leimyomatose meist durch Schluckstérungen, post-

prandiales Erbrechen, Brustschmerzen, Husten, Atemnot und Stridor.

In duRerst seltenen Fidllen kommt das AS als Teil des sogenannten AMME-
Komplexes (Alport Syndrom, Mental Retardation, Mid-Face Hypoplasia und
Elliptocytose) vor [41-42].
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Epidemiologie

Die Gesamtzahl der AS-Patienten ist ungeklart. Man geht von einer Pravalenz von 1/
5000 aus, wobei aktuelle Arbeiten von einer niedrigeren Pravalenzrate ausgehen.
Ungefahr 0,3-2,3 % der Patienten, die auf Nierenersatzverfahren angewiesen sind,
sind an einem AS erkrankt[8, 43]. Die Zahlen der USRD (United States Renal
Database) geben fir das AS als Ursache der terminalen Niereninsuffizienz eine
Pravalenz von 6,8 Fallen pro Million Einwohner und eine Inzidenz von 0,5-0,6 Fallen
pro Million Einwohner an. Diese Zahlen gelten fir die U.S.A. in den Jahren

2004/05[44].

Genetik

Ein AS entsteht durch funktionszerstérende oder formverandernde Mutationen in
den Genen der a-Ketten des Kollagen IV [22]. Derzeit sind sechs verschieden a-
Ketten, die mit al bis a6 benannt werden, bekannt [45]. Die Gene fiir die einzelnen
a-Ketten liegen immer paarweise, Kopf an Kopf, auf unterschiedlichen
Chromosomen. Jedes Gen-Paar teilt sich eine bidirektionale Promoter-Region [46].
Die Gene fiir al und a2 liegen gemeinsam auf dem langen Arm von Chromosom 13.
Die Gene fiir a3 und a4 sind auf Chromosom 2 abgelegt, a5 und a6 auf Chromosom

X [47].

Jede o-Kette besteht aus sich wiederholenden GLY-X-Y-Triplett-Sequenzen, die
immer wieder durch den Einschub anderer Aminosduren unterbrochen werden. So
entsteht eine gewisse Flexibilitat des Proteins [48]. An dem 3’-Ende jeder a-Kette
befindet sich eine N(on)C(ollagneous)-Domédne und am 5°-Ende eine 7S-Doméne
[49]. Immer drei a-Ketten winden sich eng und gleichsinnig beziiglich der 3" und 5°-
Ausrichtung umeinander. Der regelmaRige Einbau von Glycin als kleinste
Aminosaure ermoglicht, dass die Windung der entstehenden Helix sehr eng ist. Vier
a-Ketten-Trimere verbinden sich an der 7S-Domédne miteinander. An der NC-
Domadne verbinden sich zwei a-Ketten-Trimere miteinander. So entsteht das
dulerst stabile Kollagen-IV-Netzwerk, welches zusatzlich Gber Disulfid-Briicken

stabilisiert wird [8, 49].

Bisher wurden drei verschiedene Trimer-Varianten beschrieben. Das oalala2-

Trimer, das a3a4a5-Trimer und das a5a5a6-Trimer [45-46]. Das alala2-Trimer-
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Netzwerk ist die ontogenetisch frilheste und ubiquitdre Variante des Kollagen-IV-
Netzwerkes. In der Niere, dem Auge und dem Innenohr wird es in allen
Basalmembranen und der mesangialen Matrix des Glomerulus exprimiert. Die
Expression der a3ada5-Variante ist restriktiver. Im Auge kommt sie in den
Basalmembranen der Bruch-Membran, Descemet-Membran, Membrana limitans
interna und der Linsenkapsel vor. Im Innenohr im Limbus spiralis, der Prominentia
spiralis und der Basilarmembran. In der Niere ist die Expression auf die
Basalmembranen des Glomerulus, der Bowmann’schen Kapsel und die distalen
Tubuli limitiert. Das a5a5a6-Trimer kommt im Auge und Innenohr nicht vor. In der
Niere findet man diese Variante des Kollagen IV nur in der Basalmembran der
Bowmann’schen Kapsel und in den distalen Tubuli [12]. Diese Variante wird

zusatzlich in der Epidermis und in glatten Muskelzellen exprimiert[46].

Bei Patienten mit einem AS liegt eine die Funktion zerstérende Mutation einer der
a-Ketten des oa304a5-Trimers vor. In der Niere sind als Resultat die
Basalmembranen des glomeruldaren Konvoluts und wahrscheinlich auch die der
distalen Tubuli in ihrer Funktion beeintrachtigt. Mutationen der Gene der a3 oder
der a4-Kette verursachen ein ARAS oder ADAS, Mutationen des Gens der a5-Kette
verursachen ein XLAS [50]. Eine Zahl von 300 verschiedenen XLAS-auslésenden
Mutationen konnten bis heute identifiziert worden [16]. Jede XLAS-Familie hat ihre
eigene Mutation. Der Anteil an de-novo-Mutationen wird auf 10-15% geschatzt. Mit
40% haben Glycin-Missense-Mutationen den groRten Anteil [8]. 20% der XLAS-
Patienten haben eine Frameshift-Mutation. GrolRe Rearrangements findet man bei
5-15% der XLAS-Familien [22]. 15% haben Splice-Site-Mutationen. Knapp 7% tragen
Nonsense-Mutationen [33]. Es besteht eine positive Korrelation zwischen dem
Schweregrad der Mutation und der Klinik. Rearrangements oder Frameshift-
Mutationen sind mit einem juvenilen AS assoziiert. Missense-Mutationen kdnnen
beide Formen des XLAS auslosen [8]. Schadigt die XLAS-auslosende Mutation des
Gens der a5-Kette zusatzlich das Gen der a6-Kette, kommt es zur Leiomyomatose
als Begleiterscheinung. Als Ausloser fir ein ARAS sind Non-Sense-, Splice-Site-,
Missense- und Frameshift-Mutationen identifiziert worden [22]. Fiir das ADAS sind
Splice-Site- und Glycin/Cystein-Missense-Mutationen als Ausloser beschrieben [26,
29].
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Morphologie der Alport-Niere

Lichtmikroskopie der Niere

Das lichtmikroskopische Bild der Nierenveranderung bei AS ist unspezifisch und
tragt kaum zur Diagnosefindung bei. Fir die Diagnostik ist die
Elektronenmikroskopie entscheidendender. Die Qualitat der Nierenveranderungen

ist unabhangig vom Hoérverlust und von den Augenveranderungen [51].

Bis zum flinften Lebensjahr erscheint das Nierengewebe eines an AS Erkrankten in
der Regel unauffallig. Minimalen Veranderungen an den Glomeruli, in Form einer
verringerten Anzahl an glomeruldaren Kapillarschlingen oder einer glomeruldren
Hyperzellularitat, konnen vorhanden sein. Dies gibt den Glomeruli des AS-Patienten

einen fetalen Aspekt [9, 52].

Im Verlauf kommt es zu einer segmentalen bis diffusen Erweiterung des
Mesangiums und einer Verdickung der Kapillarwdnde mit einer Zunahme der
Matrix. Ein fokaler tubulointerstitieller Schaden, gekennzeichnet durch
Verdickungen der tubuldren Basalmembran, interstitieller Fibrose, tubularer Ektasie
und Atrophie, wird sichtbar. Im Verlauf weitet sich der fokale Schaden zu einer
diffusen tubuldren Atrophie mit begleitender interstitieller Fibrose aus. Eine
chronische interstitielle Entziindung begleitet diesen Prozess. Erythrozytenzylinder
konnen lokalisiert werden. Gelegentlich findet man Halbmonde oder Synechien [8,
51]. Schaumzellen liegen in knapp zwei Drittel der Falle vor und treten meist
zusammen mit den Anzeichen eines chronischen Schadens auf [51, 53]. Obwohl
diese Schaumzellen nicht pathognomonisch fiir das Alport Syndrom sind, sondern
auch bei anderen Erkrankungen mit Proteinurie auftreten, kann das Vorliegen von

Schaumzellen hinweisend auf ein Alport Syndrom sein [54-55].

Elektronenmikroskopie des Glomerulus

Die elektronenmikroskopische Untersuchung der glomeruldren Basalmembran
(GBM) kann bei der Diagnostik des AS wegweisend sein. Die klassische Veranderung
ist die aufgesplitterte, unregelmalliig verdickte und ausgediinnte GBM. Die

Kontinuitdt der GBM kann unterbrochen sein [51]. Die Basalmembran weist
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unregelmallige AuRen- und Innenkonturen auf. Die Lamina densa ist
korbgeflechtartig aufgelockert und zeigt elektronendichte Einschlusskorperchen
[12]. Die Podozyten konnen vergroRert sein. In Nachbarschaft zu besonders
diinnen, rupturierten oder verdickten Abschnitten der GBM sind die Fullfortsatze
der Podozyten verschmolzen. Die mesangiale Matrix ist vermehrt und die Zellen des
Mesangiums vergroflert [34]. Die Basalmembran kann auf 800-1200nm im
Querschnitt verdickt sein [8]. Die normale GBM weilst eine Dicke von ungefahr
350nm auf [14]. Bei kleinen Kindern mit Alport Syndrom ist nicht die unregelmafig
verdickte und aufgesplitterte GBM das Hauptmerkmal, sondern die Ausdiinnung der
GBM [34]. In dieser Phasse ist das Syndrom der diinnen Basalmembran eine

wesentliche Differentialdiagnose.

Die im Elektronenmikroskop sichtbaren Veranderungen sind klassisch fir ein AS,
jedoch nicht pathognomonisch. Die Veranderungen an der GBM treten nicht immer
alle gemeinsam auf und die Auspragung der Veranderungen kann sogar innerhalb

einer AS-Familie variieren [56].

Immunhistologische Untersuchungen

Die immunhistologische Untersuchung des Nierengewebes zum Nachweis von IgA,
IgM, 1gG und C3 sind meist komplett negativ und dienen der Ausschlussdiagnostik
anderer Entitdten [10]. Die Darstellung der einzelnen a-Ketten des Kollagen IV
mittels Immunhistochemie oder Immunfluoreszenz kann bei der Diagnostik des AS
wertvolle Hinweise auf das Vorliegen eines AS liefern [14, 57-58]. Bei Beachtung
der Klinik kann die elektronenmikroskopische Betrachtung der GBM zusammen mit
einer selektiven Darstellung der einzelnen a-Ketten des Kollagen IV 90% der XLAS

als solche richtig identifizieren [56].

Im Rahmen eines AS ist immer die Funktionalitdt a3a4a5-Trimers des Kollagen IV
gestort [6]. Eine selektive Darstellung dieser einzelnen Ketten kann deshalb sinnvoll
sein. Ein Gesunder zeigt ein lineares Signal aller drei Ketten in den Basalmembranen
des Glomerulus und der Bowmann’schen Kapsel. Zusatzlich erscheint die a5-Kette
als lineares Basalmembran-Signal in den distalen Tubuli (siehe Abbildung 1 A-C)
[13]. Bei einem mannlichen XLAS-Patienten verschwindet das Signal aller drei

Ketten aus allen Basalmembranen. Eine XLAS-Konduktorin zeigt keinen kompletten
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Verlust des Signals aller drei Ketten, sondern nur einen Verlust der Linearitdt des

Signals. Das Signal aller drei Ketten ist in allen Kompartimenten I6chrig [59].

Bei einem ADAS und ARAS verschwindet das Signal der Col4a3 und Col4a4 komplett
aus allen Kompartimenten. Das Signal der Col4a5 verliert sich hier nur aus der GBM,
ein lineares Signal bleibt in der TBM und der BC erhalten. Dies entsteht durch die
zusatzliche Expression des a5a5a6-Trimers in der BC und der TBM. Dieses Trimer
wird durch Mutationen der Col4a3 oder Col4ad4 nicht geschadigt [57]. Diese
Konstellation kann richtungsweisend fiir die weiterflihrende Diagnostik sein. So
macht es Sinn bei einem totalen Verlust des Signals von Col4a5 zuerst nach
Mutationen im a5-Ketten-Gen zu suchen und die Analyse der Gene der a3- und a4-

Kette hinten an zu stellen.

Tabelle 2 modifiziert nach [56]: Verteilung der einzelnen a-Ketten des Kollagen IV bei verschiedenen Formen
des AS in den Basalmebranen der Niere: Lineares Signal (+);Verlust des Signals (-); Lochriges Signal (#)

a5-Kette a3/4-Kette
GBM BC TBM | GBM BC TBM
XLAS (Mann) - - - - - -
XLAS (Frau) # # # # # #
A(D/R)AS - + + - - -

Das ab5a5a6-Trimer wird im Gegensatz zum a3a4oa5-Trimer auch in den
epidermalen Basalmembranen exprimiert, so dass auch eine Hautbiopsie die
Darstellung der a5-Kette erlaubt [46]. Bei einem mannlichen XLAS-Patientin kommt
es auch hier zu einem vollstandigen Verlust des Signals der Col4a5, bei der
Konduktorin verbleibt ein lochriges Muster [60]. Die Hautbiopsie kann die
Moglichkeit bieten, auf die invasive und potentiell gefahrliche Nierenbiopsie zu
verzichten, wenn keine andere Indikation zur Nierenbiopsie besteht und trotzdem
die Genanalysen in ihrer Abfolge zu ordnen. Allerdings muss beachtet werden, dass
bei einem ADAS oder ARAS die epidermale Basalmembran wie die eines Gesunden
erscheint [14]. Auch die Nierenbiopsie und die selektive immunhistologische
Darstellung des a3a4a5-Trimers ist nicht immer diagnostisch, da es vereinzelte Falle
eines via Klinik und Genanalyse gesicherten XLAS bei Madnnern gibt, die trotzdem

ein normales Col4a5-Muster in der Niere zeigen [13].
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Chemokine

Chemokine gehoren zu einer groBen Familie von chemotaktisch wirkenden
Cytokinen [61]. Sie binden an einen oder mehrere der etwa 22 korrespondierenden
Chemokinrezeptoren [62]. Chemokine stellen ein Kommunikationssystem zwischen
einzelnen Zellen und Zellsystemen dar und regulieren die Leukozytenmigration
sowohl im homoostatischen Sinne, als auch im Zuge einer Entziindung. Zusatzlich
sind Chemokine an der Organisation von lymphatischem Gewebe und der

lymphatischen Organogenese beteiligt [63].

Auch an der Rekrutierung von Leukozyten in geschadigtes Nierengewebe und der

darauf folgenden Entziindungsreaktion sind Chemokine beteiligt [64].
Nomenklatur der Chemokine

Typische und atypische Chemokinrezeptoren

Die Nomenklatur der Chemokine ist inzwischen vereinheitlicht worden, da viele der
Liganden und Rezeptoren urspriinglich andere Namen hatten und so die
Zugehorigkeit zur Gruppe der Chemokine nicht offensichtlich war. Nach dieser

Nomenklatur werden die Chemokine in vier Untergruppen eingeteilt [65].

Anhand der Konstellation von vier konservierten Cysteinresten im N-terminalen
Ende der Proteine, werden die CC, CXC, CX3C und die XC Chemokine unterschieden
[66].

Das erste Cystein bindet kovalent an das dritte Cystein und das Zweite an das
Vierte. Fir die Nomenklatur ist die Position der ersten zwei Cysteine zueinander
entscheidend. CC bedeutet, dass die ersten zwei Cysteinreste direkt nebeneinander
liegen, CXC bedeutet dass zwischen den beiden ersten Cysteinen eine andere
Aminosaure liegt und bei CX3C sind es drei Aminosauren. Bei der XC-Familie gibt es
nur einen singuldren Cysteinrest und insgesamt auch nur zwei der vier Cysteine im
N-terminalen Ende. [66-69] Bis zum heutigen Tage sind insgesamt 48 verschiedene
Chemokine identifiziert worden. 28 von diesen gehoren zur CC-Familie, 16 zur CXC-
Familie und zwei zur XC-Familie. Die CX3C-Familie hat nur ein Mitglied [70]. Die
Benennung eines Chemokins ergibt sich aus der Familienzugehorigkeit, gefolgt von

einem L fir Ligand und einer chronologisch vergebenen Nummer. So heiRt das erste
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Chemokin aus der CC-Familie CCL1. Typische Chemokinrezeptoren binden
Chemokine aus einer Untergruppe. Sie werden entsprechend dieser Untergruppe
benannt, gefolgt von einem R fiir Rezeptor und einer chronologischen Nummer. So
wird der dritte Rezeptor flir Chemokine aus der CXC-Familie, CXCR3 genannt [67-
68]. In der Regel binden Chemokinrezeptoren nur Chemokine aus ihrer eigenen
Untergruppe. Der CXC-Chemokinrezpetor3 (CXCR3) bindet nur die Liganden CXCL9,
CXCL10 und CXCL11, die alle zur CXC-Familie gehdren [62]. Durch diese Bindung

wird ein G-Protein mit sieben Transmembran-Domanen aktiviert [71].

Die Rezeptoren DARC und CCX-CKR bilden hier Ausnahmen. Diese atypischen
Chemokinrezeptoren kénnen Chemokine aus der CC- und der CXC-Familie binden.
Beiden ist mit dem dritten atypischen (stummen) Chemokinrezeptor D6
gemeinsam, dass sie nach Bindung der Chemokine keine G-Protein-gekoppelte
intrazellulare Signalkaskade aktivieren kdnnen [72-74]. Man nimmt an, dass dies
durch das Fehlen der DRYLAIVHA-Sequenz in der zweiten intrazelluliren Domane
des G-Proteins bedingt ist [68, 75]. Trotzdem scheinen diese drei atypischen
Chemokinrezeptoren eine Funktion zu haben. D6 scheint eine regulatorische Rolle
in der Entziindungsreaktion zu spielen, da lGber D6 inflammatorische Chemokine
internalisiert und abgebaut werden kdnnen [76]. CCX-CKR bindet CCL19,21,25 und
CXCL13[61]. Die Internalisierung von CCL19 fiihrt zu dessen intrazellularem Abbau
[77]. Die  Funktion von DARC scheint proinflammatorische und

entziindungshemmende Komponenten zugleich zu haben [78-79].

Entziindung und Chemotaxis durch Chemokine

Die Pathophysiologie der Entziindung beinhaltet unter anderem ein komplexes
Zusammenspiel aus Veranderungen der Hamodynamik, der Interaktion von
Leukozyten mit GefdRendothelzellen und der daraus resultierenden
Leukozytenadhasion, Aktivierung und Diapedese [80-81]. Chemokine sind an vielen
Zwischenschritten des Entziindungsprozesses beteiligt [82-83]. Wahrend einer
Entzlindung kommt es zu einer Aktivierung des Gefdssendothels. Es werden
vermehrt Strukturen exprimiert, die Chemokine prasentieren kénnen, wie zum
Beispiel spezielle Glykosaminglykane (GAG), Adressine (Selektinliganden) und die Ig-

Partnern von Leukozyten-Integrinen [84-85]. Endothelzellen und subendotheliales
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Gewebe produzieren im Rahmen einer Entziindung Chemokine. Auch bei der
Aktivierung von Thrombozyten werden Chemokine freigesetzt. Die freigesetzten
Chemokine werden durch das aktvierte Endothel mit seiner nun vergrofierten
Chemokinbindungskapazitat gebunden und prasentiert. Sie markieren so im Gefal3
den Zugang zum Ort der Entzlindung [83, 86]. Die Integrine der im GefaR rollenden
Leukozyten kdnnen durch die auf dem Endothel prasentierten Chemokine aktiviert
werden. Es kommt zur Leukozytenadhdsion durch die Interaktion von Selektinen,
Integrinen und Mitgliedern der IgSF-CAM, wie z.B. VCAM-1 [87]. Der Leukozyt wird
so am Zugang des Ortes der Entzliindung festgehalten. Im nachsten Schritt kommt
es zur Diapedese. Nach der Diapedese wandern die Leukozyten entlang eines

Matrix-gebundenen Chemokin-Gradienten zum Ort der Gewebsverletzung [88].

Tabelle 3 modifiziert nach [62]: Ubersicht iiber die heute bekannten Chemokinrezeptoren mit ihren
korrespondierenden Liganden. Einige Liganden konnen an verschiedenen Rezeptoren binden.

CCR-Familie CXCR-Familie Stumme Chemokinrezeptoren
CCR1 CCL3,4,5,7,14 | CXCR1 | CXCL6,8 DARC CCL2,5,11,13,14
CCL15,16,23 CXCL1,2,3,7,8
CCR2 CCL2,7,8,12,13 | CXCR2 | CXCL1,2,3,5 CCX-CKR CCL19,21,25
CXCL6,7,8 CXCL13
CCR3 CCL5,7,11,13, | CXCR3 | CXCL9,10,11, D6 CCL,2,3,4,5
CCL15,24,26,28 (23) CCL7,8,12,13
CCL14,17,22
CCR4 CCL2,3,5,7,22 CXCR4 | CXCL12 CX3CR1-Familie
CCR5 CCL3,4,5,8 CXCR5 | CXCL13 CX3CR1 CX3CL1
CCR6 CCL20 CXCR6 | CXCL16 XCR1-Familie
CCR7 CCL19,21 CXCR7 | CXCL11,12 XCR1 XCL1
CCR8 CCL1,4,17
CCR9 CCL25
CCR10 | CCL27,28
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Die Rolle der Chemokine

Funktionell unterteilt man die Chemokine grob in inflammatorische und
homoostatische Chemokine [68]. Die inflammatorischen Chemokine werden durch
Zellstress und pro-inflammatorische Zytokine am Ort des Gewebeschadens schnell
hochreguliert und freigesetzt [80]. Die homoostatischen Chemokine fungieren als
Mediatoren der Leukozytenrezirkulation und der Zell-Zell-Interaktion unter

homoostatischen Bedingungen [89].

Neben diesen beiden grundlegenden Funktionsbereichen, Homoéostase und
Entziindung, kommt Chemokinen in der Pathophysiologie diverser Erkrankungen
eine Rolle zu. So scheinen Chemokine in der Pathophysiologie der Osteoporose, der
Insulin-Resistenz oder z.B. bei der Rekrutierung von Vorlduferzellen aus dem
Knochenmark ein Rolle zu spielen [90-92]. Das Wachstum von Karzinomen, die
Tumorangiogenese und die Metastasierung von Karzinomen scheint zum Teil Giber
Chemokine vermittelt zu sein [93-95]. Auch die physiologische Angiogenese ist zum
Teil abhangig von Chemokinen [96-98]. Das Chemokine so vielfaltige Funktionen
ausiben konnen, liegt unter anderem an der Dynamik des Chemokin-
Chemokinrezeptor-Systems. So kann die Aktivierung eines Chemokinrezeptors zur
Internalisierung desselbigen flihren und zur Expression eines anderen
Rezeptormusters. Dies ermoglicht der Zelle auf einen anderen chemotaktischen
Reiz zu reagieren [99-100]. Die gleichzeitige Expression von demselben
Chemokinrezeptor auf zwei verschiedenen Zellsorten erlaubt deren Rendezvous

und deren Interaktion [99].

Auch andert sich das Chemokinzeptormuster auf der Oberfliche der einzelnen
Zellarten im Zuge des Reifungsprozesses. So ist es zum Beispiel moglich Gber
inflammatorische Chemokinrezeptoren eine naive Antigen-Prasentierende Zelle
zum Ort der Entzindung zu leiten. Nach ihrem Reifungsprozess am Ort der
Entziindung dndert diese Zelle ihr Chemokinrezeptormuster und kann nun vom Ort
der Entziindung in den regiondren Lymphknoten oder ein anderes lymphatisches
Organ wandern, um dort das erworbene Antigen naiven Zellen und anderen

Zelllinien zu prasentieren [99, 101].
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CXCR3 und seine Liganden in der Niere

Der Chemokinrezeptor CXCR3 ist auch unter dem Namen CD183 bekannt. Seine drei
bekannten Liganden sind die von Interferon-y induzierten Chemokine CXCL9 (MIG),
CXCL10 (IP-10) und CXCL11 (I-TAC) [62]. Auch CXCL13, die Eotaxine (CCL11, 24 und
26) und CCL13 haben die Fahigkeit mit geringer Affinitat an CXCR3 zu binden. Von
diesen Chemokinen kann nur das Familienmitglied CXCL13 den Rezeptor aktivieren
[68, 102]. CXCR3-B, eine Splice-Variante von CXCR3, kann CXCL4 binden und von
diesem aktiviert werden [103]. Wie alle typischen Chemokinrezeptoren ist auch
CXCR3 ein sieben Transmembrandomanen umspannender, G-Protein-gekoppelter
Rezeptor [104]. Uber ein G-Protein der Gai-Klasse vermittelt CXCR3 nach

Aktivierung Chemotaxis, Calcium-Einstrom und die Aktivierung von Kinasen [104].

CXCR3 wird vornehmlich auf aktivierten Thi-Zellen exprimiert. Zusatzlich findet man
eine CXCR3-Expression auch auf T-Zellen im Blut, auf natirlichen Killerzellen und
einer Subpopulation von B-Lymphozyten [105]. Im Tiermodell konnten kleine

Subpopulationen von CXCR3-positiven Makrophagen gefunden werden [106].

Bei einer Reihe von entziindlichen Erkrankungen kann die Infiltration des
entzliindeten Organs durch CXCR3-positive Zellen beobachtet werden. Die Anzahl
der CXCR3-positiven Zellen spiegelt hdufig die Krankheitsaktivitat in einer direkten
Proportionalitat wieder. Die Anzahl der CXCR3-positiven Zellen in Nierenbiopsien
von Patienten mit Glomerulonephritis bei systemischem Lupus erythemathodes,
IgA-Nephritis  und membranoproliferativer  Glomerulonephritis  korrelierte
signifikant direkt mit dem Grad der Proteinurie, dem Serum-Kreatinin und dem
Blutharnstoff. Die infiltrierenden Zellen waren zum groRten Anteil CXCR3/CD3-
positive Lymphozyten [107]. In Nierenbiospien von Patienten mit einer akuten
Nierentransplantatabstossung oder chronischer Transplantatglomerulopathie
konnten erhdhte Level an CXCR3-positiven Zellen gefunden werden [108]. Des
Weiteren spielt CXCR3 in der Pathophysiologie von entziindlichen
Hauterkrankungen, Darmerkrankungen, Multipler Sklerose, Sarkoidose, chronischer
Hepatitis C und rheumatoider Arthritis eine Schliisselrolle [109-114]. Neben der

Transplantatabstossung in der Niere konnte CXCR3 eine Rolle in der
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Transplantatabstossung bei Herz- und Lungetransplantation sowohl im Tiermodell,

als auch im Menschen zugewiesen werden [108, 115-116].

Hypothesen und Ziel

Fiir diese Arbeit formulierten wir die Hypothese, dass das menschliche AS als
glomerulare Erkrankung nicht-entziindlichen Ursprungs zu einer interstitiellen
Entzindung flhren konnte. Diese interstitielle Entziindung koénnte fir den
voranschreitenden Nierenfunktionsverlust wichtig sein und sie konnte CXCR3-
positiv sein. Es konnte sein, dass das Entzindungsmuster dem von primar
entziindlichen glomerularen Erkrankungen gleicht und deswegen als Teil einer
gemeinsamen Endstrecke jedweder glomerularen Schadigung anzusehen ist. Ziel
dieser Arbeit ist die Charakterisierung der interstitiellen lymphozytdren Infiltration
und der Nachweis des Chemokinrezeptors CXCR3 bei Patienten mit AS. Weiterhin
sollte die immunhistochemische Darstellung der a2, a3 und der a5-Kette des
Kollagen IV etabliert werden, um die Patientenpopulation zu charakterisieren.
Letztlich sollten die eventuell vorhandenen Schaumzellen beziglich einer CD68-

Expression charakterisiert werden um den Makrophagenursprung zu untersuchen.
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Material und Methoden

Patientengut

Insgesamt wurden 38 in Formalin fixierte und in Paraffin eigebettete Nierenbiopsien
in die Studie eingeschlossen. Alle Prdparate stammten aus dem Archiv des
Pathologischen Instituts der Universitdt Wien. Die Studienpopulation bestand aus
drei Gruppen. Verglichen wurden Biopsien von 17 Patienten mit einer
morphologisch (elektronenmikroskopisch) gesicherten Diagnose des Alport-
Syndroms (bzw. mit dieser Diagnose vereinbaren Veranderungen) mit einer Gruppe
von 10 Patienten mit gesicherter IgA-Nephritis. Eine Gruppe bestehend aus 11
Lebendspendern, die vor der Nierentransplantation biopsiert worden waren, diente
als Kontrollgruppe. Die Osterreichische Rechtsprechung sieht nicht vor, dass die

Patienten, die in diese Studie eingeschlossen wurden, diesem zustimmen mussen.

Immunhistochemie

Die Immunhistochemie wurde nach bereits beschriebenem Protokoll durchgefiihrt
[117]. Das exakte Protokoll befindet sich im Anhang. Die in Formalin fixierten und in
Paraffin eingebetteten Schnitte wurden in Xylen entparaffiniert und in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die Blockade der endogenen Peroxidase
erfolgt durch Inkubation in 3% Wasserstoffperoxid. Das Antigenretrieval erfolgte
durch eine Hitzebehandlung in einer Autoklaviermaschine. Hierbei standen die
Schnitte in der Antigen Unmasking Solution von Vector Laboratories. Endogenes
Biotin wurde mit dem Avidin/Biotin-Blocking-Kit von Vector Laboratories blockiert.
Die primaren Antikdrper wurden eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert,
gefolgt von einer zweiten, halbstiindigen Inkubation mit einem biotinylierten
Antikorper. Eventuell wurde ein dritter biotinylierter Antikorper ebenfalls eine
halbe Stunde inkubiert (um das Signal zu verstarken). AbschlieRend wurde eine
Avidin-konjugierte Meerrettich-Peroxidase in Form des ABC-Kits von Vector
Laboratories auf die Schnitte aufgebracht und fiir eine halbe Stunde inkubiert. Das
Chromogen in der abschlieRenden Peroxidasereaktion war 3°-3"-Diaminobenzidine
von Sigma Aldrich. Zur Erzeugung eines schwarzen Signals wurde hier NiCl; hinzu

gegeben. Abschlielend wurden die Schnitte mit Methylgriin gegengefarbt und mit
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VectaMount von Vector Laboratories eingedeckelt. Zwischen jedem einzelnen

Schritt wurden die Praparate in PBS (Phosphate buffered Saline) gewaschen.

Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz wurde nach dem gleichen Prinzip wie die Immunhistochemie
ausgefiihrt. Eine Blockade der endogenen Peroxidase erfolgte hier nicht. Die
Blockade des endogenen Biotins wurde nur dann durchgefiihrt, wenn ein
biotinylierter sekundarer Antikdrper zum Einsatz kam. Nach der ersten einstlindigen
Inkubation mit dem primaren Antikérper folgte eine halbstiindige Inkubation mit
dem sekundadren Antikorper, der entweder direkt an das Chromogen (Cy3),
konjugiert war oder selbst mit einem biotinylierten war. Wurde ein biotinylierter
sekundarer Antikorper verwendet, wurde im dritten Schritt ein an Streptavidin
gebundenes FITC als Chromogen fiir eine halbe Stunde inkubiert. Auch hier wurden
die Schnitte nach jedem Arbeitsschritt in PBS gewaschen. Alle Inkubationen und
Waschschritte wurden bei Raumtemperatur und im Dunkeln ausgefihrt.
AbschlieBend wurden die Prdparate mit Vecta Shield Hard Set eingedeckelt. Vecta
Shield Hard Set enthdlt das Zellkernfarbende DAPI, welches uns hier als
Gegenfarbung diente. Die einfachen Immunfluoreszenzen dienten nur als Vorarbeit
fir die Doppelimmunfluoreszenzen und wurden nicht im Rahmen der Studie

durchgefiihrt.

Doppelimmunfluoreszenz

Bei der Durchfihrung der Doppelfluoreszenz wurden fiinf Inkubationsschritte aus
zwei Modulen bestehend hintereinander gestellt. Es wurde zunachst ein primarer
Antikorper fir eine Stunde inkubiert, dann ein sekundarer Cy3-konjugierter
Antikorper als erstes Chromogen fiir dreiBig Minuten. Danach wurde der zweite
Primdrantikorper fir eine Stunde inkubiert, gefolgt von einer halbstiindigen
Inkubation eines biotinylierten Sekundarantikorpers. Als zweites Chromogen kam
das Streptavidin-konjugierte FITC zum Einsatz. Die Inkubation dauerte ebenfalls eine
halbe Stunde. Wenn wahrend der Etablierung Kreuzreaktionen auftrat, wurde nach
der Inkubation des ersten sekunddren Antikérpers ein Mikrowellen-Antigen-
Retrieval zwischengeschaltet. Bei einem Mikrowellen-basierten Antigen-Retrieval

werden die Schnitte vier Mal fur zweieinhalb Minuten in der Mikrowelle in einem
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Bad aus Antigen Unmasking Solution bei 1000 Watt gekocht. Diese Hitzefixierung
eliminiert die Kreuzreaktionen. Die Wasch- und Inkubationsschritte wurden wie bei
der einfachen Immunfluoreszenz ausgefiihrt. Die Reihenfolge der Module konnte

bei Bedarf oder vorhersehbarer Kreuzreaktion getauscht werden.

Antigenretrieval mit Autoklaviermaschine und HCL

Bei der Etablierung der immunhistochemische Darstellung der a-Ketten der
Kollagen IV stellten wir fest, dass wir mit unseren drei standardisierten
Antigenretrievals (Hitzebehandlung mit der Autoklave oder Mikrowelle. Alternativ
Andauung durch die Proteinase K) kein zufriedenstellendes Ergebnis erreichen
konnten. Aus diesem Grund etablierten wir ein weiteres, viertes Antigen-Retrieval
auf HCI-Basis in Anlehnung an das von Ichiro Naito beschriebene Protokoll [59].
Hierbei werden die Schnitte in Salzsdure (pH=0,9) Uber 10 Minuten in einer
Autoklaviermaschine auf 121 °C bei 1 bar Druck erhitzt. Es ist wichtig, dass die zehn
Minuten so exakt wie méglich eingehalten werden. Bei einer Uberschreitung der 10
Minuten beginnt das Signal wieder zu verschwinden und eine Erhitzung der
Praparate tGber 20 Minuten Dauer zerstort die Praparate komplett. Eine, mindestens
dreilig Minuten dauernde Abkihlungsphase folgt. Eine Verkiirzung dieser
Zeitspanne verursacht unspezifische Hintergrundprobleme. Da die Salzsdure das
Zytoplasma aus den Schnitten komplett auswascht, kann auf eine abschlieRende

Gegenfarbung mit Methylgriin verzichtet werden.

CD3

CD 3 ist ein Oberflaichenmarker, der in erster Linie auf T-Lymphozyten exprimiert
wird [118]. Fir die immunhistochemische Darstellung des Oberflachenatigens CD3
benutzten wir einen monoklonalen Ratten-Anti-Human-CD3-Antikorper (IgGy, Klon
CD3-12; Katalog-Nr.: MCA 1477, AbD Serotec, Planegg/Martinsried, Germany) als
Primarmarker. Er wurde auf 1:100 in PBS verdiinnt und 60 Minuten auf den
Schnitten inkubiert. Als sekundarer Antikorper fungierte der biotinylierte Anti-
Ratten-IgG(H+L)-Antikorper der in Hasen hergestellt wurde (Katalog-Nr.: BA-4000;
Vector Laboratories). Er wurde auf 1:300 in PBS verdinnt und 30 Minuten auf den
Schnitten inkubiert. Fir die rot leuchtende Darstellung von CD3 in der

Immunfluoreszenz wurde als sekundarer Antikorper ein auf 1:100 verdiinntes Cy3-

28



konjugiertes Anti-Ratten-IgG fiir 30 Minuten auf den Praparaten inkubiert(Katalog-
Nr.: Jackson Immunoresearch). Als Negativ-Kontrolle fungierte jeweils ein
aufgereinigter Ratten-IgG1l, Isotyp (Katalog-Nr.: 559072; BD Biosciences

Pharmingen).

CXCR3

CXCR3 ist ein Oberflaichenmarker der in erster Linie auf aktivierten T-Lymphozyten
exprimiert wird [119]. Fir die immunhistochemische Darstellung des
Chemokinrezeptors CXCR3 benutzten wir einen monoklonalen Maus-Anti-human-
CXCR3-Antikorper (IgGy,k, Klon 1C6/CXCR3; Katalog-Nr.: 557183, BD Biosciences
Pharmingen) als Primarmarker. Die Verdinnung war 1:100 in PBS. Als sekundarer
Antikorper wurde ein biotinylierter Anti-Maus-IgG(H+L)-Antikdrper aus der Ziege
(Katalog-Nr.: BA-9200; Vector Laboratories) verwendet. Die Verdiinnung war 1:300
in PBS. Fir die grin leuchtende Darstellung von CXCR3 in der Immunfluoreszenz
wurde zunéachst ein auf 1/100 verdiinntes biotinyliertes Anti-Maus-1gG:-IgG fir 30
Minuten inkubiert. AbschlieRend wurde ein auf 1/100 verdinntes Streptavidin-
konjugiertes FITC fiir 30 Minuten auf den Schnitten inkubiert. Ein aufgereinigter
Maus-lgGlk-Isotyp (Klon MOPC 21; Katalog-Nr.: M9269-1MG, Sigma-Aldrich)

fungierte jeweils als Negativkontrolle.

CDh68

CD68 ist ein Oberflachenmarker reprasentativ fir Monozyten und Makrophagen
[120]. Fur die immunhistochemische Darstellung des Oberflachenatigens CD68
benutzten wir einen monoklonalen Maus-Anti-Human-CD68-Antikdrper (Maus-
IgG3 «,Klon PG-M1 Katalog-Nr.: M0876, Dako Deutschland GmbH) als Primarmarker.
Er wurde auf 1:100 in PBS verdiinnt und 60 Minuten auf den Praparaten inkubiert.
Als sekundarer Antikérper fungierte der biotinylierte Anti-Maus-IgG(H+L)-
Antikorper der in der Spezies Ziege hergestellt wurde (Katalog-Nr.: BA-9200; Vector
Laboratories). Er wurde auf 1:300 in PBS verdiinnt und 30 Minuten inkubiert. Fir
die rot leuchtende Darstellung von CD68 in der Immunfluoreszenz wurde als
sekundarer Antikorper ein auf 1:100 verdlinntes Cy3-konjugiertes Anti-Maus-IgG fiir

30 Minuten inkubiert(Katalog-Nr.: Jackson Immunoresearch). Als Negativ-Kontrolle
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fungierte jeweils ein aufgereinigter Maus-1gG3 Isotyp (Katalog-Nr.: SC-3880; Santa

Cruz Biotechnology Inc.).

a2- und a3-Kette des Kollagen IV

Um die a2-Kette des Kollagen IV darzustellen benutzten wir einen nicht-
kommerziellen monoklonalen Ratten-Anti-Human-a2-KollagenIV-Antikorper(H22)
der uns freundlicherweise vom Shigei Medical Research Center in Okayama, Japan
zur Verfligung gestellt wurde. Fir die Darstellung der a3-Kette des Kollagen IV
verwendeten wir einen monoklonalen Ratten-Anti-Human-a3-KollagenlIV-
Antikorper(H31) [121]. Wir verdiinnten beide Antikdrper auf 1:50 in einer Mischung
aus 10% Milchpulver in PBS und inkubierten beide Antikorper fiir 60 Minuten auf
den Schnitten. Als sekundarer Antikérper fungierte in beiden Ansdtzen der
biotinylierte Anti-Ratten-IgG(H+L)-Antikorper der in Hasen hergestellt wurde
(Katalog-Nr.: BA-4000; Vector Laboratories). Er wurde auf 1:300 PBS verdiinnt und
30 Minuten inkubiert. Als Negativkontrolle fungierte eine Ratten IgG,a Isotyp
Kontrolle (R&D Systems Katalog-Nr.: MAB0O6).

a5-Kette des Kollagen IV

Um die a5-Kette des Kollagen IV darzustellen benutzten wir ebenfalls einen nicht-
kommerziellen monoklonalen Ratten-Anti-Human-a5-KollagenIV-Antikorper(H53)
[60]. Wir verdinnten den Antikorper auf 1:200 in 10% Milchlosung und inkubierten
ihn fir 60 Minuten. Als sekundarer Antikérper fungierte hier der biotinylierte Anti-
Ratten-lgG(H+L)-Antikdrper der in Hasen hergestellt wurde (Katalog-Nr.: BA-4000;
Vector Laboratories). Hier kam zuséatzlich noch ein monoklonaler biotinylierter Anti-
Hasen-lgG-Antikoper (Catalogue No. BA-1000; Vector Laboratories) als
Tertidrmarker zum Einsatz. Sowohl der sekundare als auch der tertidare Antikorper
wurden auf 1:300 in PBS verdiinnt und 30 Minuten inkubiert. Als Negativkontrolle
fungierte in diesem Ansatz ebenfalls eine Ratten IgG,s Isotyp Kontrolle (R&D

Systems Katalog-Nr.: MABOO6).

Auswertung der a5-Kette des Kollagen IV
Die Immunhistochemie zur Darstellung der o5-Kette des Kollagen IV wurde

semiquantitativ ausgewertet. Die drei Auswertenden waren bezliglich der Diagnose
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AS, IgA-N oder PraTx geblindet. In jedem Praparat wurde die Expression der Col4a5
in der GBM und der BC auf Vorhandensein und Linearitat Uberprift. Ein
Punktesystem wurde eingeflihrt, um eine Vergleichbarkeit zwischen den
unterschiedlichen Auswertern gewadhrleisten zu koénnen. Eine 0 in diesem
Punktesystem stand fiir den kompletten Verlust des Signals aus dem jeweiligen
Kompartiment. Eine 1 bedeutete, dass ein nicht-lineares Signal vorliegt und eine 2,
dass ein lineares Signal der Col4a5 vorhanden war. Ein als normal (lineares Signal in
GBM und BC) anzusehendes Praparat erhielt in diesem Punktesystem eine 2/2. Die
erste Zahl stand immer fir die GBM. Fir die VerdachtsdauRerung AS war in der
Auswertung der komplette Verlust des Signals der Col4a5 aus der GBM das
entscheidende Kriterium. Das Signal der Col4a5 in der BC konnte fehlen, linear oder
nicht-linear sein (0,2 oder 1 im Score), es spielte fir die VerdachtsauBerung AS
keine Rolle. Nachdem alle drei Auswerter ihre Evaluation beendet hatten, wurden
die unterschiedlichen Auswertungen verglichen und nach Auflésung der
Verblindung jede Auswertung bezlglich der Giitekriterien eines Diagnostischen
Tests ausgewertet. Eine Vier-Felder-Tafel wurde erstellt und die Sensitivitat und

Spezifitat der Farbung in dieser Studie berechnet.

Auswertung der Immunhistochemie CD3 und CXCR3

Die Immunhistochemien zur Darstellung von CD3 und CXCR3 wurden ebenfalls
durch einen verblindeten Betrachter ausgewertet. Es wurde quantitativ und
qualitativ ausgewertet. Zuerst wurden die Prdparate auf die Art der Infiltration
untersucht. Es wurde Uberpriift welche Strukturen von den gefundenen Zellen
infiltriert werden und welche nicht. Die Form (diffus, noduldr etc.) der Infiltrate
wurde beschrieben. Da die Immunhistochemien fir CXCR3 und CD3 auf seriellen
Schnitten durchgefiihrt wurde, konnten die Infiltrationsmuster verglichen werden.
In der quantitativen Auswertung wurde die Anzahl der CD3-positiven und CXCR3-
positiven Zellen pro Gesichtsfeld und pro Glomerulus ausgezahlt. Wenn moglich,
wurden 15 Gesichtsfelder und 10 Glomeruli pro Praparat ausgezahlt. Ein
Gesichtsfeld war als die sichtbare Flache im Mikroskop bei X400 VergrofRerung
definiert. Das Gesichtsfeld hatte eine GrofRe von 0,0743 mm?. Gezihlt wurde in
jedem Praparat immer von der rechten oberen Ecke aus der langen Kante des
Praparates folgend. Gezahlt wurde mit Hilfe eines Handzahlers. Fiir jedes Prdparat
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wurde ein Mittelwert der positiven Zellen pro Gesichtsfeld und pro Glomerulus
berechnet. Nach Auflosung der Verblindung wurden die Gruppen AS, PraTx und IgA-
N gebildet und der jeweilige Gesamtmittelwert mit dem zugehdrigen
Durchschnittsfehler der Standardabweichung (SEM) errechnet. Photographien der

Ergebnisse wurden mit Hilfe von Leica Qwin erstellt.

Auswertung Imnmunhistochemie CD68

Die Immunhistochemie fiir CD68 wurde nur qualitativ ausgewertet. Sie wurde nur
auf einigen wenigen ausgewahlten Schnitten aus der AS- und der PraTx-Gruppe
durchgeflihrt, da das Material der AS-Patienten limitiert war. Die Auswertung von

CD68 zielte auf die Fragestellung welche Zellarten CD68-positiv sind.

Auswertung Doppelimmunfluorezenzen CXCR3/CD3 und
CXCR3/CD68

Die Doppelimmunfluoreszenzen fiir CXCR3/CD3 und CXCR3/CD68 wurden qualitativ
ausgewertet. In beiden Immunfluoreszenzen wurde CXCR3 als griin (FITC) leuchtend
dargestellt. CD3 und CD68 wurden jeweils als rot leuchtend (Cy3) dargestellt. Eine
doppelt-positive Zelle leuchtete in der Bildlberlagerung beider
Immunfluoreszenzen nicht mehr rot oder griin, sondern gelb. Fir die
Immunfluoreszenz wurde ein Leica LX-Fluoreszenz-Mikroskop genutzt. Die Fotos
und die BildUberlagerung wurden mit der zum Mikroskop gehorigen Software

erstellt.

Lichtmikroskopische Analyse der Alport-Biopsien

Die AS-Biopsien wurden zusatzlich auch konventionell (HE, PAS) gefarbt und es
wurde lichtmikroskopisch nach pathologischen Veranderungen des Nierengewebes
gesucht. Die gesuchten Kriterien waren Interstitielle Fibrose, tubuldre Atrophie,
globale glomeruldre Sklerose, Kapillarsklerose, Synechien im Glomerulus,
Schaumzellakkumulation, Intimafibrose, Intimahyalinisierung, mesangiale
Zellularitat und mesangiale Sklerose. Die pathologischen
Nierengewebsverdanderungen wurden von einem beziglich der Ergebnisse der CD3
und CXCR3-Immunhistochemie verblindeten Auswerter semiquantitativ in einem
Punktesystem ausgewertet. Das Punktesystem reichte von 0 bis 4, je nach

Schweregrad der Veranderungen. Die Auswertung geschah durch einen arztlichen
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Mitarbeiter der Pathologie der Universitdit Wien. Abschliessend wurden die
Ergebnisse dieser Auswertung mit der durchschnittlichen Anzahl an CXCR3-positiven
Zellen pro Gesichtsfeld der korrespondierenden Schnitte korreliert. Es galt
festzustellen ob ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Grad der
CXCR3-positiven Infiltration und der lichtmikroskopisch sichtbaren

Nierengewebsschadigung besteht.

Klinische Daten der biopsierten Patienten

Flr die Patientiengruppen AS und IgA-N wurden klinische Daten in Form von Alter,
Geschlecht, Serum-Kreatinin zum  Zeitpunkt der Biopsie und die
Proteinausscheidung in g/24h zum Zeitpunkt der Biopsie erhoben (siehe Tabellen 4
und 5). Es wurde Uberpriift ob zwischen der durchschnittlichen Anzahl an CXCR3-
positiven Zellen pro Gesichtsfeld und dem Serum-Kreatinin bei Biopsienahme und

dem Grad der Proteinurie ein statistisch signifikanter Zusammenhang besteht.
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Tabelle 4: Klinische Parameter der AS-Patienten

Geschlecht Alter Kreatinin Proteinurie

(Jahre) (mg/dl) (g/24 h)

1 m 5 0,4 n.v

2 m 41 1,2 n.v

3 m 20 1,9 9

4 m 26 2,7 n.v

5 m 18 1,3 12

6 m 18 0,9 4,8

7 m 9 0,6 n.v

8 m 14 0,6 n.v

9 m 23 n.v n.v

10 m 16 2,9 3,3

11 m 22 1,7 2,4

12 w 20 0,8 2,2

13 w 22 0,9 5

14 w 24 2 2,5

15 w 22 2,0 n.v

16 w 21 0,5 5

17 w 21 1,3 3

- 20 i1z 4

(5-41) (0,4-2,9) (2,2-12)

n.v.: nicht verfiigbar, m: mdnnlich, f: weiblich, Kreatinin in mg/dl kann

durch Multiplikation mit 88.4 in umol/l umgerechnet werden



Tabelle 5: Klinische Parameter der IgA-N-Patienten

Geschlecht  Alter Kreatinin Proteinurie
(Jahre) (mg/dl) (g/24 h)
1 m 10 0,5 4
2 w 53 6,4 n.v.
3 m 39 2 0,4
4 m 62 n.v. 10
5 w 59 1,3 0,5
6 w 20 0,7 2
7 m 56 1,7 0,5
8 m 49 1,4 5
9 m 56 3,5 3,3
10 m 53 5,3 n.v.
- % 25
(10-62) (0,5-6,4) (0,4-10)

n.v.: nicht verfiigbar, m: mdnnlich, f: weiblich, Kreatinin in mg/dl kann

durch Multiplikation mit 88.4 in umol/l umgerechnet werden

Statistische Auswertung und Korrelation

In dieser Arbeit werden die Ergebnisse als Mittelwerte und zusatzlich der
korrespondierende Durchschnittsfehler der Standardabweichung (SEM) angegeben.
Flr Korrelationen wurde der nicht-parametrische Spearman
Rangkorrelationskoeffizient angewendet. Fiir den Vergleich der Mittelwerte wurde
der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test (H-Test) verwendet. Ein p< 0,05 wurde
als statistisch signifikant angesehen. Die Mittelwerte und der SEM wurden mit Hilfe
von Excel 2007 (Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland)
berechnet. Um komplexere statistische Berechnungen durchfiihren zu kdénnen
wurde GraphPad InStat (Version 3.05 for Windows, GraphPad-Intuitive Software for

Science, San Diego, CA) genutzt.
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Ergebnisse

Die Darstellung der a2-Kette des Kollagen IV

Die Immunhistochemie fir Col4a2 zeigte das in der Literatur vorbeschriebene
Verteilungsmuster. Das Signal der Col4a2 war in der Niere nahezu ubiquitdr
vorhanden. Ein Signal kommend aus der GBM, der BC, der mesangialen Matrix und
allen Sorten von Tubuli konnte generiert werden (Siehe Abbildung 1.A). Die
Etablierung erfolgte auf Allograftnephrektomien. Die Darstellung der Col4a2 diente
als Hilfe wahrend der Etablierung der Immunhistochemie fiir die anderen beiden
Alphaketten. Da das alala2-Trimer schon bei weniger aggressiven Antigen-
Retrievals ein zufriedenstellendes Signal liefert, konnten wir mit diesem Protokoll
eine zuverlassige Positivkontrolle etablieren [59]. Im Zuge der eigentlichen Studie

kam diese Farbung dann aus Mangel an Schnittmaterial nicht mehr zum Einsatz.

Die Darstellung der a3-Kette des Kollagen IV

Die Immunhistochemie fir Col4a3 zeigte ein wesentlich restriktiveres
Verteilungsmuster als die Col4a2. Das Signal war, ebenfalls literaturkonform, auf die
GBM, die BC und die distale TBM beschrankt [59]. Andere Tubulusabschnitte oder
Gefalle lieferten kein Signal (siehe Abbildung 1.B). Auch diese Immunhistochemie
wurde, nachdem die Etablierung abgeschlossen war im Zuge der eigentlichen Studie
nicht in grolRer Serie durchgefiihrt Die Etablierung fand auch hier auf den bereits

erwdhnten Allograft-Nephrektomien statt.

Verlust des Signals der a5-Kette des Kollagen IV aus der GBM bei AS

Bei der Etablierung der Immunhistochemie fiir Col4a5 auf den PraTx-Biopsien zeigte
sich ebenfalls ein literaturkonformes Signal [59]. Es war ein im Vergleich zu Col4a2
restriktiveres Verteilungsmuster mit einem Signal aus der GBM, der BC und der
distalen TBM. Ebenso wie bei der Immunhistochemie fiir Col4a3 blieben die
mesangiale Matrix und alle anderen Tubulusabschnitte signalfrei (siehe Abbildung

A.3).

Im Rahmen der Studie wurden die 11 PraTx-Biopsien und die 17 Biopsien aus der
AS-Gruppe beziiglich der Col4a5-Kettenexpression untersucht. Vor Auflésung der

Verblindung wurden zuerst die Daten der drei Befundenden untereinander auf
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etwaige Unterschiede verglichen. Die Ergebnisse der drei Befundenden waren
komplett identisch. Insgesamt zeigten 11 der 28 Biopsien ein lineares Muster der
Col4a5 in der GBM (siehe Abbildung 1.D,E), der BC und der distalen TBM (2/2 im
Score). Diese 11 Biopsien waren nach den angelegten Kriterien nicht als AS zu
klassifizieren. Die verbliebenen Schnitte zeigten alle einen kompletten Verlust des
Col4a5-Signals aus der GBM (0/X im Score). Damit erfillten diese Schnitte das
entscheidende Kriterium um in die Gruppe AS eingegliedert zu werden. Bei dieser
Gruppe gab es beziiglich dem Col4a5-Signal aus der BC eine Heterogenitat. Das
Signal konnte komplett fehlen, dies war bei insgesamt 5 der 17 Biopsien der Fall
(siehe Abbildung 1.F). Bei 10 der 17 Schnitte war das Signal in der Bowmann’schen
Kapsel noch rudimentar erhalten. (siehe Abbildung 1.G) Bei den Ubrigen zwei
Biopsien lag ein komplett lineares Signal der Col4a5 in der BC vor. Nach Auflésung
der Verblindung stellten wir fest, dass die 11 Biopsien, welche wir als normal
klassifiziert hatten, die PraTx waren und die 17 Biopsien, welche als AS-Verdachtig
eingestuft worden waren, die Gruppe AS wiederspiegelten. Damit wurden alle
Biopsien liber die immunhistochemische Darstellung der Col4a5 richtig eingeordnet.
Es ergibt sich in dieser sehr kleinen Serie eine Sensitivitat und Spezifitat von jeweils
100%. Dieses gute Ergebnis ist mit Sicherheit durch die Vortestwahrscheinlichkeit

von 50% beeinflusst.

Tabelle 6 Auswertung der Immunhistochemie fiir Col4a5

AS PraTx
V.a. AS 17 0 17
0/0 5 0
0/1 10 0
0/2 2 0
V.a. PraTx 0 11 11
1/2 0 0
2/2 0 11
17 11 28
Sensitivitat 100% Spezifitat 100%
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Abbildung 1 Verteilung der a-Ketten des Kollagen IV in der menschlichen Niere. Immunhistochemie zur
Darstellung der a2- (A), der a3- (B) und der a5- Kette (C) des Kollagen IV in einer Allograft Nephrektomie (A-C),
einer PraTx-Biopsie (D,E) und in Nierenbiospien von AS-Patienten (F,G). (OriginalvergréRerung von A-C ist x200,
von D x100 und von E-G x400) A-C zeigen die unterschiedliche Verteilung der a2-, a3- und a5-Kette im
gesunden Nierengewebe. In Abbildung C ist das Signal der tubuldren Basalmembran deutlich zu sehen (Pfeil in
C). D und E zeigen das lineare a5-Ketten-Signal in der Bowmann’schen Kapsel und dem glomeruldren Konvolut
in einer Pratransplantationsbiopsie. F und G demonstrieren den totalen Verlust des a5-Ketten-Signals aus dem
Glomerulus. Ein rudimentéres Signal der a5-Kette in der Bowmann’schen Kapsel kann bestehen bleiben (G).
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Eine interstitielle CXCR3/CD3- doppelpositive Lymphozyten-
infiltration in der AS-Niere

Die qualitative Auswertung der CXCR3-Immunhistochemie zeigte eine interstitielle
Infiltration des Nierengewebes in den Gruppen AS und IgA-N, die diffus oder
nodular akzentuiert sein konnte (Abb. 3.F; 2.H). Die Quantifizierung ist in Abbildung
4 dargestellt. Zum Teil fanden sich auch prominente Zellakkumulationen (Abb. 2.G).
Die infiltrierenden Zellen sparten das Glomerulus meist vollstandig aus, legten sich
diesem aber oft Corona-artig an (Abb. 2.E,F). Die drei Charakteristika -diffuse
Infiltration, Nodusbildung und periglomerulares Infiltrat waren typisch fir das von

uns gefundene Infiltrat.

Zusatzlich sahen wir regelmafig, dass CXCR3-positive Zellen Tubuluszellen
infiltrierten (Abb. 3.A,B). Die Praparate aus der Gruppe PraTx waren weitestgehend
frei von einer zelluldren Infiltration (Abb. 2.A,B). Die CXCR3-positiven Zellen selbst
waren von uniformem Aussehen. Es waren kleine runde Zellen, die das Signal
ringfomig auf der Oberflaiche trugen. Die Form der Zellen war typisch fir
Lymphozyten. Bei der Betrachtung der CD3-Immunhistochemie fiel zuerst auf, dass
die signaltragenden Zellen morphologisch identisch zu den CXCR3-positiven Zellen
waren (Abb. 2.C,D). Hier bot sich ebenfalls ein uniformes Bild von kleinen runden
Zellen mit einem ringformigen Signal auf der Zelloberflaiche. Auch war das
Infiltrationmuster dhnlich. Wir fanden diffus infiltrierte Areale, CD3-positive Noduli,
periglomerulare Infiltrate und CD3-positive Zellen, die Tubuli infiltrierten. Im
direkten Vergleich von auf CXCR3 und CD3 gefarbten seriellen Schnitten in den
Gruppen AS, IgA-N und PraTx zeigte sich eine fast identische Verteilung der Zellen.
Die Felder der diffusen Infiltration, der Noduli und der periglomeruldren Infiltrate,
welche in der CXCR3-Immunhistochemie sichtbar waren, konnten in der CD3-
Immunhistochemie im seriellen Schnitt des Praparats jederzeit bestatigt werden
(Abb. 2.C,D). Die geringen Abweichungen in den Infiltrationsmustern kénnen durch
die seriellen Schnitte erklart werden. Die CXCR3/CD3 Doppel-immunfluoreszenz
zeigte, dass fast alle infiltrierenden Zellen CXCR3/CD3 doppelpositiv waren (Abb.
5.A-C). Vereinzelt zeigten sich CXCR3-negative/CD3-positive Zellen. CXCR3-
positive/CD3-negative Zellen waren nicht nachweisbar. Die qualitative Auswertung

der CXCR3- und CD3-Immunhistochemie und Doppelimmunfluoreszenz erlaubte die
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Aussage, dass das CXCR3-positive Infiltrat vornehmlich aus CXCR3/CD3-positiven
Zellen und deshalb mit hochster Wahrscheinlichkeit aus aktivierten T-Lymphozyten
bestand. Die Quantitat der Infiltration betreffend, bestanden zwischen den
einzelnen Prdparaten grofle Unterschiede. In einigen Prdparaten waren nur
vereinzelt CXCR3 oder CD3 positive Zellen zu finden, andere Praparate wiesen eine

dichte Infiltration mit CXCR3- und CD3-positiven Zellen auf.

Durchschnittlich wiesen die Prdparate der PraTx-Gruppe 17,1 CXCR3-positive
Zellen(CXCR3+)/GF und 10,8 CD3+ /GF auf. Im Glomerulus waren in der Pra-Tx-
Gruppe durchschnittlich 0,22 CXCR3+ /Glomerulus (Glom) und 0,69 CD3+/Glom
vorhanden. In der Alport-Gruppe lagen die Mittelwerte fiir die Anzahl positiver
Zellen/AF deutlich héher. So konnten hier 59,2 CXCR3+/GF und 54,6 CD3+/GF
gefunden werden. Im Glomerulus lagen bei der Alport-Gruppe 0,11 CXCR3+/GF und
0,43 CD3+/GF vor. Die Anzahl der interstitiellen CXCR3-positiven Zellen in der
Gruppe Alport-Syndrom ist bei einem p< 0,01 gegeniber der Gruppe PraTx
hochsignifikant erhoht (Abb.4.A). Die interstitielle CD3-Erhéhung ist ebenfalls
signifikant bei einem p< 0,05(Abb.4.B). Nicht-signifikant sind die Unterschiede
zwischen der Gruppen AS, IgA-N und PraTx bei der Anzahl der positiven Zellen pro
Glomerulus (Abb. 4.C,D). Die Anzahl der CXCR3+ und CD3+ interstitiellen Zellen war
nicht signifikant unterschiedlich beim Vergleich der Gruppen AS und IgA-N (Abb.
4A,B. Konkret zeigte die IgA-Nephritis Gruppe 51,8 CXCR+/GF und 59,0 CD3+/GF.
Auch bei der Anzahl positiver Zellen/Glomerulus zeigte die Gruppe IgA-N keine
signifikante Abweichung. Hier waren es 0,53 CXCR+/Glomerulus und 2,3
CD3+/Glomerulus. In der quantitativen Auswertung der Immunhistochemien fir
CXCR3 und CD3 zeigte sich, dass die interstitielle Anzahl der CXCR3+ und CD3+
Zellen in den Gruppen AS und IgA-N signifikant hoher liegt, als in der Gruppe Pra-Tx.
Die signalpositive Zellzahl ist um den Faktor 3 bis Faktor 5 erhoht. Die Anzahl der
interstitiellen infiltrierenden Zellen bei den Gruppen AS und IgA-N ist auf einem
vergleichbaren, nicht-signifikant unterschiedlichen, hohen Niveau. Zusatzlich ist die
CXCR3/CD3-positive zelluldre Infiltration auf das Interstitium beschrankt. Die
Glomeruli bleiben von der Infiltration ausgespart. Die Anzahl der positiven Zellen im
Glomerulus steigt nicht mit der Anzahl positiver Zellen im Interstitium an, sondern
bleibt konstant
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Abbildung 2 CXCR3- und CD3-positive Zellen in der Studienpopulation. Immunhistochemie zur Darstellung von
CXCR3- (A,C und E-H) und CD3-positiven Zellen (B,D) in PraTx-Biopsien (A,B) und in Biopsien von AS-Patienten
(C-H). (OriginalvergroRerung in A,B und E-G x250, und x200 in C,D) In den PraTx-Biopsien gab es vereinzelte
positive Zellen (Pfeile in A, B). C und D zeigen ein sehr dhnliches Infiltrationsmuster fir CXCR3- und CD3-positive
Zellen in einer entziindlich verdnderten AS-Biopsie. Die Art der Infiltration der AS-Biopsien durch CXCR3-positive
Zellen variierte von geringen periglomeruldren Infiltraten (E) Uber prominente Zellansammlungen (F, G) hin zu
Infiltraten mit noduldrem Muster (H).
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Abbildung 3 CXCR3, CD68 und Schaumzellen bei AS. Immunhistochemie zur Darstellung von CXCR3 (A-D und F)
und CD68 (E) in Biopsien von AS-Patienten. (Originalvergréerung x400 A und C, x250 in B, D-F) CXCR3-positive
Zellen infiltrieren tubulares Epithel (Pfeilspitzen in A,B) Die Ansammlungen von Schaumzellen (Pfeile in B,C)

reichte von kleinen Schaumzellgruppen (B,C) hin zu massiven Ansammlungen (D). CXCR3-positive Zellen waren

den Schaumzellen angelagert oder lagen zwischen diesen. Die Schaumzellen waren CD68-positiv (E) und CXCR3-
negativ (F).
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Durschnittliche Anzahl von CXCR3-positiven Zellen pro
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Abbildung 4 Quantifizierung der Entziindungszellen. Quantifizierung der CXCR3- (A,C) und CD3-positiven Zellen (B,D) pro
Gesichtsfeld (A,B) und pro Glomerulus (C,D; keine Signifikanz) in PraTx-Biospien und Biopsien von Patienten mit AS oder
IgA-N. Biopsien von AS-Patienten hatten eine signifikant hohere CXCR3- oder CD3-positive Zellzahl pro Gesichtsfeld als die
PraTx-Gruppe (A, B). Kein signifikanter Unterscheid bei der Zellzahl pro Gesichtsfeld im Vergleich zwischen AS und IgA-N. Es
besteht eine signifikante Korrelation zwischen der Hohe des Serum-Kreatinin und der Anzahl der CXCR3-positiven Zellen pro
Gesichtsfeld (E).




Schaumzellen in der AS-Niere sind CD68-positiv und CXCR3-negativ

Die CD68-positiven Zellen konnten in zwei Untergruppen unterteilt werden. Die
eine Gruppe bestand aus kleineren Zellen, welche sternformige Auslaufer aufwiesen
und bezlglich ihrer AuBenkontur sehr heterogen waren. Das Signal fillte anders als
bei CXCR3 und CD3 die komplette Zelle gleichmaRig aus. Die zweite Gruppe bestand
aus grofRen runden Zellen, welche &duferlich glatt begrenzt waren und keine
Auslaufer aufwiesen. Hier fillte das Signal nicht flachig die komplette Zelle aus,
sondern war fleckig (Abb. 3.E). Bei der ersten Gruppe handelte es sich um
Makrophagen und bei der zweiten Gruppe um Schaumzellen. Es gab keine CD68-
negativen Schaumzellen. In den seriellen auf CXCR3 gefarbten Schnitten war kein
Hinweis auf eine eventuelle CD68/CXCR3-Doppelpositivitat zu finden. Allerdings
lagen regelmafRig kleine Ansammlungen runder CXCR3-positiver Zellen in enger
Nachbarschaft zu den groRen Schaumzellen (Abb. 3.F). Zum Teil lagen die CXCR3+
Zellen innerhalb der Begrenzung der Schaumzellen. In der angefertigten
Doppelimmunfluoreszenz bestatigten sich die Ergebnisse der Immunhistochemien.
Die CD68-positiven Schaumzellen und Makrophagen erschienen leuchtend rot, die
CXCR3-positiven Lymphozyten leuchtend griin (Abb.5 D,E,F) Gelbe, doppelt-positive
Zellen waren nicht auffindbar. Bei der Betrachtung der Schnitte in einem konfokalen
Mikroskop sahen wir, dass die CXCR3-positiven Zellen von aullen auf den

Schaumzellen aufgelagert waren (Abb.5 .G, H).

Die im Nierengewebe von Alport-Patienten residenten Schaumzellen sind CD68+
und CXCR3-negativ. Die Schaumzellen liegen in enger Nachbarschaft zu CXCR3+,
CD68-negativen Lymphozyten.
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Abbildung 5 Doppelimmunfluoreszenzen fiir CXCR3/CD3 und CD68. Doppelimmunfluoreszenzen zur Darstellung
von CXCR3/CD3 (A,B und die Uberlagerung in C) und CXCR3/CD68 (D,E und die Uberlagerung in F) in Biopsien
von AS-Patienten. (Originalvergrosserungen in A-F x630). Die meisten CXCR3-positiven Zellen waren auch CD3-
positiv (Pfeilspitzen in A-C). Vereinzelt gab es CD3-positive Zellen die CXCR3-negativ waren (Pfeil in B, C). Die
Uberwiegende Mehrheit der CD68-positiven Zellen war CXCR3-negativ. Die CD68-positiven Schaumzellen (Pfeile
in E, F) waren CXCR3-negativ, jedoch lagen CXCR3-positive Zellen stets in enger Nachbarschaft zu den
Schaumzellen (Pfeilspitzen in D, F). Die konfokalen Aufnahmen in G und H verdeutlichen die Assoziation von
CXCR3-positiven Zellen (Pfeilspitzen in G) und CD68-positiven Schaumzellen (Pfeile in H).
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Tabelle 7: Korrelation der lichtmikroskopisch sichtbaren Nierenverédnderungen und der

Anzahl CXCR3-positiver Zellen pro Gesichtsfeld

Morphologischer Spearman r Signifikanz
Grad der Schadigung (95% Konfidenz-Intervall) niveau
Interstitielle Fibrose r=0.66 ( 0.21-0.87) p<0.01
Tubulusatrophie r=0.71 (0.32-0.90) p<0.01
Globale glomerularen Sklerose r=0.78 (0.32-0.94) p<0.01
Kapillarsklerose r=0.65 (0.21-0.87) p<0,01
Synechienformation r=0.58 (0.10-0.84) p<0,05
Schaumzellakkumulation r=0.52 (0.02-0.82) p<0,05
Intimafibrose r=0.30 (-0.24-0.70) p>0,05
Intimahyalinose r=0.47 (0.04-0.79) p>0.05
Mesangiale Hyperzellularitat r=0.33 (0.21-0.72) p>0.05
Mesangiale Sklerose r=0.34(-0.21-0.72) p>0.05

CXCR3 und morphologische, funktionelle Parameter

Die Anzahl der interstitiellen CXCR3-positiven Zellen in der Alport-Gruppe
korrelierte signifikant positiv. mit einigen morphologischen Kriterien der
progressiven Nierenschadigung. Eine positive hochsignifikante Korrelation bei
einem p< 0.01 bestand fir die interstitielle Fibrose, die tubuldre Atrophie, die
globale glomeruldre Sklerose und die Kapillarsklerose. Fiir die Formation von
Synechien und die Schaumzellakkumulation zeigte sich eine positive signifikante
Korrelation bei einem p < 0,05 mit der Anzahl interstitieller CXCR3+ Zellen. Keine
signifikante Korrelation war fiir die Parameter Intimafibrose, Intimahyalinisierung,
mesangiale Zellularitdt und mesangiale Sklerose nachweisbar. Das Serum-Kreatinin
(mg/dl) gemessen zum Zeitpunkt der Biopsienahme korrelierte positiv mit der
Anzahl der intertstitiellen CXCR3+ Zellen in der AS-Gruppe (Abb.4.E). Diese
Korrelation war bei einem p = 0,02 signifikant. Es gab keine signifikante Korrelation

zwischen CXCR3+ Zellen und der Proteinurie (g/24h).
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Diskussion

Die interstitielle Entziindung beim Alport Syndrom ist altbekannt

Im Jahre 1968 veroéffentlicht Joshi einen histopathologischen Fallbericht tGber drei
Briider die alle an einer hereditdaren Nephritis erkrankt waren [122]. Zusatzlich trug
er die Arbeiten der 60er Jahre, die sich mit der Nierenhistopathologie der
hereditaren Nephritis beschaftigt hatten, zusammen [123-126]. Er beschrieb, dass
die pathologischen Veranderungen neben dem Vorliegen von Schaumzellen
Charakteristika der chronischen Glomerulonephritis (Halomonde, Hyalinisierung),
der interstitiellen Nephritis und der Pyelonephritis (periglomeruldre Fibrose,
interstitielles Infiltrat und Fibrose) beinhalteten. Da Charakteristika jeder dieser drei
Entitdten vorhanden waren, jedoch nie das Vollbild der jeweiligen Erkrankung
vorlag, bezeichnete er die Nierenmorphologie bei Hereditarer Nephritis als mixed
nephritis. Er bestdtigte damit seine Vorgidngerarbeiten bezlglich der
Nierenmorphologie bei Hereditdrer Nephritis. Es ist erstaunlich, dass es bei einer
Literaturrecherche 41 Jahre nach der Veroffentlichung Joshis sehr schwer ist
aktuellere Beschreibungen der interstitiellen Entziindung zu finden. So findet sich in
einer groBen Ubersicht Giber hereditire Nephritiden von der Alport-Forscherin
Claire Marie Gubler die glomeruldare Morphologie des Alport Syndroms mit all
seinen Facetten, jedoch nicht das interstitielle Infiltrat. [8] Auch in der aktuellen
Arbeit The renal lesions of Alport syndrome von Heidet et al. findet sich nicht ein
Satz Uber eine interstitielle Entzlindung beim AS [10]. Eine genauere
Charakterisierung des Infiltrats, neben der Arbeit von Lebleu et al. [127], sucht man
vergebens. In den etwas alteren Arbeiten zur Morphologie der Niere bei Alport
Syndrom von Noel aus dem Jahre 2000 und von Kashtan aus den Jahren 1996, 1993
und 2000 bleiben Joshis Beobachtungen ebenfalls aullen vor [12, 22, 128-129]. Das
AS wird im Bereich der Molekulargenetik momentan intensiv beforscht wohingegen
konventionelle histopathologische Betrachtungen des AS in den Hintergrund

geriickt sind.
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Die interstitielle Entziindung als moglicher Teil einer universellen
Endstrecke chronischer Nierenerkrankungen

Eine Erkrankung, die auf einem genetisch determinierten Strukturdefekt der
glomeruldren Basalmembran beruht, fiihrt zu einer interstitiellen Entziindung. Diese
ist in ihrer Qualitat und Quantitat vergleichbar mit der interstitiellen Entziindung
einer immunologisch vermittelten glomeruldren Erkrankung, die sich im
benachbarten glomeruldaren Mesangium abspielt. Derartige Ergebnisse lassen
vermuten, dass das lymphozytdre Infiltrat nicht spezifisch ist fiir das AS, sondern
vielmehr Ausdruck einer gemeinsamen Endstrecke der Nierenschadigung. Das
tubulointerstitielle  Infiltrat ist ein  Charakteristikum der progressiven
Nierenerkrankungen[107, 130]. Die Anzahl der T-Lymphozyten und CD68-positiven
Makrophagen korreliert invers mit der Nierenfunktion zum Zeitpunkt der
Nierenbiopsie [107, 131-132]. Man nimmt an, dass die tubulointerstitielle
Entziindung ein Teil einer gemeinsamen Endstrecke diverser Nierenerkrankungen
ist. Diese Arbeit bestatigt die friihen Beschreibungen des mononukledren Infiltrates
und zeigt zusatzlich, dass es mit einer CXCR3-positiven Lymphozyteninfiltration und
begleitender Schaumzellakkumulation assoziiert ist. In dieser Arbeit wurde das
Alport Syndrom als primar nicht-entzlindliches ,Modell“ einer glomeruldren
Schadigung verwendet, um den Zusammenhang mit der tubulointerstitiellen
Infiltration genauer zu untersuchen. Wahrend der Studienauswertung stellte sich
dann die Frage, ob die interstitielle Entziindung nicht auch durch einen
interstitiellen Kollagenkettenverlust mitbedingt sein konnte. Diese Frage konnte in
dieser Arbeit nicht mit letzter Sicherheit beantwortet werden. Das a3a4a5-Trimer
des Kollagen IV wird nicht exklusiv in den Basalmembranen des Glomerulus und der
Bowmann’'schen Kapsel exprimiert sondern auch in den Basalmembranen der
distalen Tubuli. Im Rahmen des AS kommt es zu einem Verlust des a3a4a5-Trimers
aus dem Glomerulus und auch aus den distalen Tubuli. Fisher et al. demonstrierte,
dass die Fragmentierung der Kollagenketten in der gealterten Haut zu einer
Erhdhung des  oxidativen  Stresses und der Hochregulation von
Matrixmetalloproteinasen (hier konkret die MMP-1) fihrt und so die
Gewebsschadigung voran treibt [133]. Rao et al demonstrierte im AS-Maus-Modell

die glomeruldre Hochregulation der MMP-12. Weiterhin konnte er im Tiermodell
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zeigen, dass durch die Gabe des MMP-12-Inhibitors MMI270 oder die Blockade des
CCR2 mit Porpagermanium die Ultrastruktur der glomeruldren Basalmembran
wieder hergestellt werden konnte, bzw. der Schaden erst gar nicht entstand.
Zusatzlich verringerte die Blockade von CCR2 auch die Expression von MMP-12-
mRNA signifikant. Ein Uberlebensvorteil der Tiere unter dieser Therapie konnte
gezeigt werden [134]. Es kdnnte sein, dass sich ein dhnlicher Gber die CCL2/CCR2-
Achse vermittelter Pathomechanismus auch im Interstitium abspielt und auch hier
zu einer Rekrutierung von Makrophagen und einer erhohten Aktivitdt der MMP-12

fuhrt.

Patienten mit IgA-Nephropathie zeigten eine vergleichbare CXCR3/CD3-positive
interstitielle Entziindung, weshalb es wahrscheinlicher ist, dass die beim AS
gesehene interstitielle Entziindung Teil einer gemeinsamen Endstrecke ist. Um
weiter der Frage nachgehen zu kdnnen, ob es beim AS eine vom glomeruldren
Schaden unabhéngige interstitielle Entzindung gibt, miisste ein komplexes Modell
gestaltet werden. In diesem misste der Kollagenkettenverlust auf die tubuldren
Basalmembran limitiert sein, die Integritdt der glomeruldren Basalmembranen

miusste zudem gewahrleistet sein.

Der Ursprung der Schaumzellen und eine mogliche Interaktion mit
Lymphozyten

Schaumzellen werden bei zwei Dritteln der Patienten mit Alport Syndrom in der
Nierenbiopsie beschrieben. Schaumzellen sind meist im Tubulointerstitium resident,
konnen gelegentlich aber auch im Glomerulus oder innerhalb von Tubuli gefunden
werden [123, 126]. Sie sind nicht pathognomonisch fiir ein AS, da Schaumzellen
auch bei diversen anderen Nierenerkrankungen beschrieben worden sind, jedoch
sind sie in knapp 70% aller Falle vorhanden [53]. Franco et al. untersuchten in einer
Studie die Nierenbiopsien von acht nephrologischen Patienten, unter anderem auch
die Biopsie eines AS-Patienten auf das Vorhandensein von Schaumzellen und deren
Eigenschaften. Die von ihm gefundenen Schaumzellen waren allesamt positiv fiir
den Makrophagen-Marker HAMS56. Er schloss hieraus, dass Schaumzellen
Makrophagen sind [54]. Kurihara et al untersuchten in einer Studie mit insgesamt

51 Biopsien von Patienten mit membrandser Nephritis Schaumzellen. Er fand
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heraus, dass Schaumzellen neben CD68 auch 25F9 exprimieren, welches ein Marker
flr ausgereifte Makrophagen ist. Zusatzlich waren die Schaumzellen positiv fir
CD11,p uyng ¢ und ICAM-1. Zusatzlich fand er heraus, dass das Vorkommen von
Schaumzellen nicht mit dem Grad der Proteinurie assoziiert ist [55], wie es oft
angenommen wird [54]. Wir kdnnen in dieser Arbeit bestatigen, dass die von uns
gefundenen Schaumzellen allesamt CD68-positiv und CXCR3-negativ sind. Dies ist
als Hinweis auf einen makrophagozytaren Ursprung der Schaumzellen zu werten.
Die oOrtliche Nahe der Schaumzellen zu CXCR3-positiven Lymphozyten Ilasst
vermuten, dass diese beiden Zellgruppen miteinander interagieren. Eine Studie im
Bereich der Lungentransplantation fand CXCL10-sezernierende Makrophagen in
Lungentransplantaten. CXCL10 ist ein chemotaktisch wirksamer Ligand fiir CXCR3-
tragende Leukozyten. Die Studie illustrierte, dass CXCL10-sezernierende
Makrophagen die Infiltration von CXCR3-positiven Lymphozyten in das
Lungengewebe mediierten [115]. Dieses Phdanomen konnte auch in einer Studie zur
juvenilen idiopathischen Arthritis dargestellt werden. Hier werden Lymphozyten
Uber den gleichen Mechanismus in das Synoviagewebe rekrutiert [135]. Auch in der
Pathophysiologie der Sarkoidose findet sich dieser Rekrutierungsmechanismus
wieder [111]. Da die Schaumzellen beim AS mit hoher Wahrscheinlichkeit
makrophagozytdren Ursprungs sind kénnte es sein, dass die Interaktion zwischen
den Schaumzellen und den CXCR3-positiven Lymphozyten zumindest zum Teil Gber
den CXCR3/CXCL10-Weg ablauft. Es war im Rahmen dieser Studie nicht moglich,

eine zuverldssige Immunhistochemie fiir CXCL10 zu etablieren.

Immunsuppression als Therapieoption des Alport Syndroms

Die Ergebnisse zeigen, dass in der Pathophysiologie des AS die tubulointerstitielle
Entziindung sehr wahrscheinlich eine Rolle spielt. Es besteht ein Zusammenhang
zwischen der Nierenfunktion, den pathologischen Veranderungen im Nierengewebe
und der interstitiellen Entziindung. Die Idee liegt nahe, einen
entziindungshemmenden Therapieansatz bei der Behandlung des AS zu verfolgen.
Aus der Reihe der konventionellen Immunsuppressiva, die auch in der
Transplantationsmedizin eingesetzt werden, gibt es nur fir Ciclcosporin A Daten

und diese nur in geringem Umfang. Callis et al, veroffentlichten 1999 eine
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achtjahrige follow-up-Untersuchung. Hier zeigte sich, dass sich unter Ciclosporin-
Gabe die Nierenfunktion der AS-Patienten stabilisiert hatte und der Grad der
Proteinurie stabil geblieben war. Sie konnten in den genommen Biopsien keine
wesentlichen pathologischen Veranderungen finden. Hinweise auf eine Ciclosporin-
vermittelte Nephrotoxizitat lagen nicht vor [136]. Chen et al versuchten diese guten
Ergebnisse in einem Tierversuch mit einem AS-Hundemodell (Samojedenhunde)
nachzuvollziehen. Er kam zu dem Ergebnis, dass, anders als es die Arbeit von Callis
suggerierte, die Gabe von Ciclosporin A den Krankheitsverlauf nur verlangsamte
und nicht komplett aufhielt [137]. Charbit et al griffen die Idee erneut auf und
begannen eine kleine Gruppe AS-Patienten mit Ciclcosporin A zu behandeln. Auch
hier konnte eine Reduzierung der Proteinurie gezeigt werden, allerdings wurde die
Ciclosporin-Nephrotoxizitdat zum gravierenden Problem, so dass die Therapie
beendet wurde. Warum Charbit im Gegensatz zu Callis diese drastischen Probleme
mit der Ciclosporin-Toxizitat hatte und ob es eventuell an der hoheren Zieldosis lag
(Callis zielte auf 82 * 13 ng/ml, Charbit auf 100-125 ng/ml), wird nicht geklart, so
dass Charbit et al empfehlen, das AS nicht mit Ciclosporin zu behandeln [138]. Es ist
generell fraglich, ob eine immunsuppressive Therapie mit Ciclcosporin A beim AS
vertretbar ist. Bedenkt man, dass die Therapie wahrscheinlich ein ganzes Leben lang
durchgefihrt werden muss und der Einfluss von Ciclosporin A in der
Langzeitbehandlung auf Hauttumore und lymphoproliferative Erkrankungen nicht
abschlieRend geklart ist, macht den Einsatz ethisch fragwirdig [139]. Vielleicht ist
hier ein spezifischerer immunmodulatorischer Ansatz notwendig. Eine selektive
Chemokinrezeptorblockade kdnnte eine solche Moglichkeit sein. Auch deswegen,
weil dieses Therapieprinzip inzwischen seinen Weg in den klinischen Alltag
gefunden hat. Mit dem CCR5-Antagonisten Maraviroc (Celsentri®) ist das erste
Medikament dieser Art in Deutschland zugelassen. Derzeit wird es als

Reservetherapeutikum bei der HIV-Therapie eingesetzt.

Die CXCR3-Blockade als entziilndungshemmende Therapie des AS
Aus Studien mit dem Alport-Mausmodell (a3-Knock-out-Maus), weill man, dass eine
immunmodulatorische Therapie auf der Basis einer Chemokinrezeptor-Blockade fir

die Tiere von Vorteil sein kann. So konnte Ninichuk et al. zeigen, dass eine Blockade
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von CCR1 in der a3-Knock-out-Maus durch BX471 zu einer Verringerung der Anzahl
apoptotischer Tubuluszellen, der Glomerulosklerose und der Proteinurie fihrte. Der
nephroprotektive Effekt der CCR1-Blockade fiihrte zu einem Uberlebensvorteil der
Versuchstiere [140]. Aus den Ergebnissen unserer und anderer Arbeiten ldsst sich
ableiten, dass ein immunmodulatorischer Ansatz durch eine CXCR3-Blockade beim
AS vorteilhaft sein kénnte. Zu einer CXCR3-Modulation im Rahmen des AS gibt es
noch keine Studien, wohl aber zu anderen nephrologischen Entitdten im Stadium
eines Tierversuchs. So zeigten Panzer et al, dass im Mausmodell der
nephrotoxischen Nephritis die CXCR3-defiziente Maus gegeniliber dem Wildtyp
einen klinischen Vorteil hatte. Die Anzahl der das Nierengewebe infiltrierenden T-
Lymphozyten war in der CXCR3-defizienten Gruppe signifikant niedriger, als in der
Wildtyp-Gruppe. Sowohl der Grad der Albuminurie als auch die Anzahl der
Halbmonde waren in der CXCR3-defizienten Gruppe niedriger, die Nierenfunktion
besser [141]. In der sequentiellen Arbeit von Steinmetz et al., in der die CXCR3-
Defizienz in ein Lupus-Nephritis-Mausmodell eingekreuzt wurde, zeigten sich
vergleichbare Ergebnisse. Auch hier verbesserten sich die klinischen Parameter der
Niereninsuffzienz durch die CXCR3-Defizienz. Der Grad der lymphozytdren
Infiltration war ebenfalls niedriger. Es gelang weiterhin die Rolle von CXCR3 als
chemotaktischer Faktor ndher zu charakterisieren [142]. Eine Arbeit von Menke et
al, die sich mehr auf die CXCR3-Liganden CXCL9 und CXCL10 im gleichen Tiermodell
konzentrierte, stiitzt die Ergebnisse von Panzer und Steinmetz. Sie zeigt, dass nicht
nur die CXCR3-Defizienz, sondern auch der alleinige Verlust von CXCL9 bei
bestehendem CXCR3 eine klinische Verbesserung herbeifiihren kann. Alleinige
CXCL10-Defizienz hatte in diesem Zusammenhang keinen protektiven Effekt [143].
Zusammenfassend sieht man, dass bei den Tiermodellen der Lupusnephritis und der
nephrotoxischen Nephritis sowohl die CXCR3-Defizienz, als auch die fehlende
Aktivierung von CXCR3 durch CXCL9 den Grad der interstitiellen Entzlindung senkt
und die Nierenfunktion verbessert bzw. stabilisiert. Um die Rolle von CXCR3 und
seiner Liganden im Rahmen des AS zu Uberprifen, kdnnte man CXCR3, CXCL9 und
CXCL10-knock-outs in das AS-Mausmodel einkreuzen und Uberpriifen, ob man
ahnlich positive Ergebnisse wie bei den anderen Entitdten erzielt. Alternativ kdnnte

auch eine Rezeptorblockade getestet werden, da gezeigt wurde, dass die fehlende

52



Aktivierung des Rezeptors ausreichend ist um einen protektiven Effekt zu erzielen.
Bis heute wurde in keinem Tiermodell fiir nephrologische Erkrankungen eine
CXCR3-Blockade durchgefiihrt. Aus anderen Forschungsbereichen kdnnen aber
erste Erfolge mit dieser Methode vermeldet werden. So gelang es Bastani et al. in
einem Mausmodell flir Transplantatvaskulopathie nach Herztransplantation mit
dem CXCR3/CCR5-Antagonisten TAK-779 die Rekrutierung von Lymphozyten in das
Transplantat zu verringern. Die Anzahl der Intimaldsionen wurde dadurch gesenkt
und generell der Verlauf der Transplantatvaskulopathie abgemildert [144]. TAK-779
zeigte auch in einem Mausmodell fir allergisches Asthma gute Wirksamkeit. Hier
verhinderte es die Rekrutierung von CXCR3/CCR5-positiven Lymphozyten in das
Lungengewebe und verbesserte so die respiratorische Funktion und den
Schweregrad des Asthmas der Versuchstiere [145]. Auch bei einem Tiermodell fiir
Kolitis konnte TAK-779 erfolgreich lber einen dhnlichen Mechanismus wirken [146].
Nicht nur die kombinierte Hemmung von CXCR3 und CCR5 scheint vielversprechend
zu sein. So konnte die Rekrutierung von Lymphozyten in das Synoviagewebe eines
Rattenmodells fiir Rheumatoide Arthritis durch den Einsatz eines gegen CXCR3
gerichteten monoklonalen Antikorpers erfolgreich verhindert werden. Das Resultat
war eine Milderung der Aktivitat der Arthritis und ein besserer Erhalt des

Knorpelgewebes [112].

Trotz dieser vielversprechend erscheinenden ersten Ergebnisse, die durch eine
Chemokinrezeptorblockade erzielt werden konnten, ist Vorsicht geboten. Die
Anzahl der Ergebnisse ist noch nicht ausreichend um verlassliche Aussagen Ulber das
Schaden/Nutzen-Verhéltnis fir einen menschlichen Patienten formulieren zu
kénnen. Bis jetzt ist die einzige Aussage, die man bezliglich CXCR3 treffen kann, dass
die CXCR3-Blockade oder der knock-out des zugehoérigen Gens einer Labormaus
(meist mit Black6-Hintergrund) einen Vorteil bietet ein entziindliches Geschehen zu
bewaltigen. Antworten auf wichtige Fragen, wie zum Beispiel die Sicherheit der
Methode in der Langzeitanwendung stehen noch voéllig aus. Allerdings geben
andere Studien Hinweise, dass zum Beispiel ACE-Hemmer vergleichbar gute
Ergebnisse liefern kénnen [147]. Ein Teil der positiven Wirkung dieser Substanzen

wird wahrscheinlich tiber die Entziindungshemmung erzielt.
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Zusammenfassung

Das Alport Syndrom (AS) ist eine seltene glomeruldre Erkrankung, die durch
Alterationen an der Ultrastruktur der Alpha-Ketten des Kollagen Typ IV ausgeldst
wird. In einem Maus-Modell des Alport Syndroms spielt die interstitielle Infiltration
des Nierengewebes durch Lymphozyten eine entscheidende Rolle beziiglich des
Voranschreitens der Erkrankung. CXCR3 ist ein Chemokinrezeptor der an der
Rekrutierung von T-Lymphozyten in das Nierengewebe beteiligt ist. Wir stellten die
Hypothese auf, dass es moglich sein konnte, dass CXCR3-positive T-Lymphozyten
auch beim menschlichen Alport Syndrom eine Rolle spielen. Immunhistochemische
Ansatze wurden auf 17 Biopsien von Patienten mit Alport Syndrom, 10 Biopsien von
Patienten mit IgA-Nephritis und 11 Biopsien von gesunden Nierenspendern
durchgefihrt. Wir untersuchten die Expression der a5-Kette des Kollagen IV um die
morphologisch-basierte Diagnose Alport Syndrom zu bestdtigen, sowie die
Expression von CXCR3 und CD3. Auf ausgesuchten Biopsien wurde eine
Immunhistochemie zur Darstellung von CD68 und Doppelimmunfluoreszenzen zur
Darstellung von CXCR3/CD3 und CXCR3/CD68 durchgefuhrt. In allen AS-Biopsien
zeigte sich ein kompletter Verlust der a5-Kette aus dem glomeruldren Konvolut,
was mit den Ergebnissen der Elektronenmikroskopie vereinbar war. Eine
betrachtliche Anzahl an CXCR3-positiven Zellen konnte im Interstitium der AS
Biopsien nachgewiesen werden. Der groflte Anteil der CXCR3-positiven Zellen war
zudem CD3-positiv, was in einer entsprechenden Doppelimmunfluoreszenz gezeigt
werden konnte. Die Anzahl der CXCR3-positiven Zellen korrelierte signifikant mit
dem Serum-Kreatinin-Level bei Biopsienahme und diversen morphologischen
Parametern einer progressiven Nierenerkrankung (z.B. interstitielle Fibrose,
Glomerulosklerose und tubuldre Atrophie). Der Schweregrad der CXCR3-positiven
Infiltration in Biopsien mit Alport Syndrom und IgA-Nephritis war vergleichbar bzw.
nicht signifikant unterschiedlich. Die von uns gefundenen Schaumzellen in den
Biopsien mit Alport Syndrom waren durchweg CD68-positiv, was auf einem

Monozytaren/Makrophagen-Ursprung hinweist.

Die urspringlich nicht-inflammatorische glomeruldre Lasion des Alport Syndroms
fiahrt zu einer interstitiellen Akkumulation von CXCR3/CD3-positiven T-

Lymphozyten. Der Grad der Infiltration korrelierte mit der Nierenfunktion. Da diese
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der interstitiellen Entziindung der IgA-Nephropathie entspricht handelt es sich am
ehesten um eine Manifestation der chronischen Nierenerkrankung. Wir
schlussfolgerten, dass der Therapieansatz der Modulierung der T-Lymphozyten-
Aktivitat  (z.B. durch eine CXCR3-Blockade) hilfreich sein konnte, um das
Voranschreiten der Erkrankung zumindest zu verlangsamen. Diese Hypothese kann

nun im Tierversuch getestet werden.

Veroffentlichtes Abstract

The Alport syndrome (AS) is a hereditary glomerular disease linked to structural
abnormalities of collagen IV. In a mouse model of AS, the interstitial lymphocyte
influx was important for disease progression. CXCR3 is a chemokine receptor
involved in lymphocyte recruitment to the kidney. We hypothesized that CXCR3
positive T cells might be involved in human AS. Immunohistochemistry was
performed on formalin-fixed, paraffin-embedded biopsies from 17 patients with AS,
10 with IgA nephropathy, and 11 normal donor kidneys. We investigated the
expression of the a5-chain of collagen IV to confirm the morphological diagnosis,
the chemokine receptor CXCR3 and CD3 positive T cells. AS biopsies demonstrated a
complete loss of the a5-chain of collagen IV from the glomerular basement
membrane and the morphological features consistent with AS on electron
microscopy. A prominent number of CXCR3 positive cells was found in the
tubulointerstitium. The majority of CXCR3 positive cells were CD3 positive T cells,
demonstrated by double-labelling in selected biopsies. The number of CXCR3
positive cells in kidneys with AS correlated with serum-creatinine (p<0.05) and with
morphological features of a progressive disease (e.g. interstitial fibrosis,
glomerulosclerosis and tubular atrophy). The severity of interstitial CXCR3 positive
cell influx was similar in AS as compared to IgA nephropathy. The non-inflammatory
glomerular lesion of AS is associated with prominent interstitial accumulation of
CD3 and CXCR3 positive lymphocytes. The degree of infiltration correlated inverse
with renal function. We speculate that targeting T lymphocytes, e.g. by CXCR3
blocking agents might be a novel approach to inhibit disease progression in patients

with AS.
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Anhang
Protokoll Immunhistochemie

1) Xylen 5-5-5 min

2) Alkohol 100% 3-3-3 min

3) Alkohol 96% 3-3 min

4) Alkohol 70% 3-3 min

5) PBS schwenken+7 min

6) Methanol 180ml +20 ml H202 30% 20 min bei RT abgedunkelt
7) PBS schwenken+7 min

8) Antigen Retrieval (entweder a,b oder c)

a. Autoklave: 300ml Aqua dest + 3 ml Antigen Unmasking solution fur 20
min bei 1 bar und 121 °C. Aqua dest vorher in MW zum Kochen
bringen. Auskiihlen 30min

b. Mikrowelle: 300ml Aqua dest + 3 ml Antigen Unmasking solution fur
2,5-2,5-2,5-2,5 min kochen. Aqua dest vorher schon zum Kochen
bringen Auskiihlen 20 min

c. Proteinase 1:20 in Aqua dest fir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren

9) PBS schwenken+7 min + Mit Fettstift umkreisen

10) Avidin 15 min

11) PBS schwenken+7 min

12) Biotin 15min

13) PBS schwenken+7 min

14) Superblock

15) PBS schwenken+7 min

16) Primarer AK 60min

17) PBS schwenken+7 min

18) Sekundarer AK 30 min

19) PBS schwenken+7 min

20) Tertidarer AK 30 min

21) PBS schwenken+7 min

22) ABC: 1ml Aqua dest + 15ul A +15 pl B fiir 30 Minuten

23) PBS schwenken+5 min

24) TRIS 5min

25) 1 Kiivette DAB+ 1ml NiCl + 0,5 ml H,0, in 200ml TRIS 37°C Wasserbad fir 3-10
Minuten dann

26) Methylgrin fir 3-10 Minuten

27) Rasch durch Alkoholreihe 96%-96%-100%-100%-100%-Xylen

28) Eindeckeln
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Optionale Schritte sind blau markiert.
Zu 14): nur wenn primarer Antikorper in Milch verdiinnt ist
Zu 20): nur wenn das Protokoll tertidaren AK vorschreibt, sonst von 19 direkt zu 22

Protokoll Immunfluoreszenz

1) Xylen 5-5-5 min

2) Alkohol 100% 3-3-3 min

3) Alkohol 96% 3-3 min

4) Alkohol 70% 3-3 min

5) PBS schwenken+7 min

6) Antigen Retrieval (entweder a,b oder c)

a. Autoklave: 300ml Aqua dest + 3 ml Antigen Unmasking solution fir 20
min bei 1 bar und 121 °C. Aqua dest vorher in MW zum Kochen
bringen. Auskiihlen 30min

b. Mikrowelle: 300ml Aqua dest + 3 ml Antigen Unmasking solution fiir
2,5-2,5-2,5-2,5 min kochen. Agqua dest vorher schon zum Kochen
bringen Auskiihlen 20 min

c. Proteinase 1:20 in Aqua dest flir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren

7) PBS schwenken+7 min + Mit Fettstift umkreisen
8) Avidin 15 min

9) PBS schwenken+7 min

10) Biotin 15min

11) PBS schwenken+7 min

12) Superblock bei primarer AK in Milch 5 min
13) PBS schwenken+7 min

14) Primarer AK 60min

15) PBS schwenken+7 min

16) Sekundarer AK 30 min

17) PBS schwenken+7 min

18) FITC 30min

19) PBS schwenken+7 min

20) Eindeckeln mit Vectashield (mit DAPI)

Zu 16): Der sekundare Antikoérper kann schon Chromogen-konjugiert sein. Wenn das
der Fall ist direkt von 17) nach 20). Wenn der sekundare Antikérper biotinyliert ist,
muss das Chromogen Streptavidin-konjugiertes FITC abschlieBend inkubiert

werden. Wenn ein biotinylierter Sekundarantikérper verwendet wird missen die
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Schritte 7)-10) durchgefuhrt werden. Avidin/Biotin-Blockade kann bei einer
einfachen  Fluoreszenz nur mit einem direkt Chromgen-konjugierten

Sekundarantikorper weggelassen werden.

Alle Inkubationen und Waschschritte missen im Dunkeln erfolgen —Lichtdichte

Behalter verwenden!
Protokoll Doppelimmunfluoreszenz

1) Xylen 5-5-5 min

2) Alkohol 100% 3-3-3 min

3) Alkohol 96% 3-3 min

4) Alkohol 70% 3-3 min

5) PBS schwenken+7 min

6) Antigen Retrieval (entweder a,b oder c)

a. Autoklave 300ml Aqua dest + 3 ml Antigen Unmasking solution fir 20
min bei 1 bar und 121 °C. Aqua dest vorher in MW zum Kochen
bringen. Auskiihlen 30min

b. Mikrowelle 300ml Aqua dest + 3 ml Antigen Unmasking solution fir
2,5-2,5-2,5-2,5 min kochen. Aqua dest vorher schon zum Kochen
bringen Auskiihlen 20 min

c. Proteinase 1:20 in Aqua dest fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren

7) PBS schwenken+7 min+ Mit Fettstift umkreisen

8) Avidin 15 min

9) PBS schwenken+7 min

10) Biotin 15min

11) PBS schwenken+7 min

12) Superblock

13) PBS schwenken+7 min

14) Erster Primarer AK 60min

15) PBS schwenken+7 min

16) Sekundarer AK 30 min

17) PBS schwenken+7 min

18) FITC 30 min

19) PBS schwenken+7 min

20) Hitzefixierung mit Mikrowelle 2,5-2,5-2,5-2,5min
21) PBS 7 min

22) Zweiter Primarer AK 60min
23) PBS schwenken+7 min

24) Sekundarer AK 30 min
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25) PBS schwenken+7 min

26) FITC 30 min

27) PBS schwenken+7 min

28) Eindeckeln mit Vectashield (mit DAPI)

Zu 16)-19) : Wenn sekundarer Antiképer Chromogen-konjugiert direkt weiter von
17) zu 20) bzw. 22) .Wenn sekundarer Antikorper biotinyliert ist, weiter zu 18).
Zu 24)-27): Nach gleichem Prinzip, wie in 16)-19) erklart, verfahren

Alle Inkubationen und Waschschritte missen im Dunkeln erfolgen —Lichtdichte
Behilter verwenden!

Zu 20): Wird nur bei erwarteter Kreuzreaktion prophylaktisch oder bei
nachgewiesener Kreuzreaktion eingesetzt.
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Materialien fiir Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Primdrantikorper

1. Anti-Human-CD3; Ratten-1gG,, Klon CD3-12;
Katalog-Nr.: MCA 1477,
AbD Serotec,
Lena-Christ-Strasse 48,
82152 Planegg/Martinsried, Deutschland

2. Anti-Human-CXCR3; Maus-IgG; ,, Klon 1C6/CXCR3;
Katalog-Nr.: 557183,
BD Biosciences Pharmingen
Tullastrasse 8-16
9126 Heidelberg, Deutschland

3. Anti-Human-a2-Kollagen IV; Ratten-1gG,,, Klon H22
Shigei Medical Research Institute
2117 Yamada,
Okayama 701-0202, Japan

4. Anti-Human-a3-Kollagen IV; Ratten-IgG,,, Klon H31
Shigei Medical Research Institute
2117 Yamada,
Okayama 701-0202, Japan

5. Anti-Human-a5-Kollagen IV; Ratten-IgG,,, Klon H53
Shigei Medical Research Institute
2117 Yamada,
Okayama 701-0202, Japan

6. Anti-Human-CD68; Maus-IgG; (Klon PG-M1
Katalog-Nr.: M0876
Dako Deutschland GmbH
Neue Flora
Stresemannstrafe 161
22769 Hamburg, Deutschland

Sekundarantikorper

1. Biotinyliertes Anti-Ratten-IgG (H+L);
Katalog-Nr.: BA-4000
Vector Laboratories, Inc.
30 Ingold Road,
Burlingame, CA 94010 U.S.A



2. Biotinyliertes Anti-Maus-IgG (H+L);
Katalog-Nr.: BA-9200
Vector Laboratories, Inc.
30 Ingold Road,
Burlingame, CA 94010 U.S.A

3. Biotinyliertes Anti-Maus-1gG,
Katalog-Nr.:
Hersteller
Adresse
Stadt, Land

4. Cy3-konjugiertes Anti-Maus-IgG
Katalog-Nr.:
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc
P.O.Box 9
872 West Baltimore Pike
West Grove, PA 19390 U.S.A

5. Cy3-konjugiertes Anti-Ratten-IgG
Katalog-Nr.:
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc
P.O.Box 9
872 West Baltimore Pike
West Grove, PA 19390 U.S.A

6. Streptavidin-konjugiertes FITC
Katalog-Nr.: SA-5001
Vector Laboratories, Inc.
30 Ingold Road,
Burlingame, CA 94010 U.S.A

Isotypkontrollen

1. Maus-IgG1k-Isotyp; Klon MOPC 21
Katalog-Nr.: M9269-1MG
Sigma-Aldrich Co.

Eschenstrasse 5
82024 Taufkirchen, Deutschland

2. Ratten-IgG,,-Isotyp; Klon 54447
Katalog-Nr.: MAB0OO6
R&D Systems Inc.
614 McKinley Place NE
Minneapolis, MN 55413, U.S.A.
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3. Maus-IgGs-Isotyp
Katalog-Nr.: sc-3880
Santa Cruz Biotechnology Inc.
Bergheimerstrasse 89-2
69115 Heidelberg, Deutschland

Gerate und Werkzeuge

1. Melag Autoklav Typ 23 Sterilisator
Melag oHG Medizintechnik
Geneststrasse 9-10
10829 Berlin

2. Mikrowelle MCD 1825 Duo
Bauknecht Hausgerdate GmbH
Industriestrasse 48
70565 Stuttgart, Deutschland

3. Wasserbad Thermomix BM-P
Braun Biotech International GmBH
Schwarzenberger Weg 73-79
34202 Melsungen

Braun Biotech interntional GmbH wurde im Jahr 2000 von der Sartorius AG aquiriert.

Sartorius AG
Weender Landstrasse 94-108
37075 Gottingen, Deutschland

4. Pipette Research plus 0,5-10pl
Katalog-Nr. : 3120 000.020
Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH
Peter-Heinlein-Str. 2
50389 Wesselin-Berzdorf

5. Pipette Research plus 10-100pl
Katalog-Nr. : 3120 000.046
Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH
Peter-Heinlein-Str. 2
50389 Wesselin-Berzdorf

6. Pipette Research plus 100-1000pl
Katalog-Nr.: 3120 000.062
Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH
Peter-Heinlein-Str. 2
50389 Wesselin-Berzdorf
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7. Eppendorf-ReaktionsgefiB safeseal 2,0ml
Katalog-Nr.: 72.695
Sarstedt AG & Co
Rommelsdorfer Strasse
51582 Nirnberg, Deutschland

8. Superfrost ® plus Objekttrager
Katalog-Nr.: J1I800AMNZ
Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG
Saarbriickenerstrasse 248
38116 Braunschweig, Deutschland

9. Deckgldaser 24x50mm
Katalog-Nr.: BB024050A1
Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co. KG
Saarbriickenerstrasse 248
38116 Braunschweig, Deutschland

Medien und Reagenzien

1. Nadl (fiir PBS und Tris)
Katalog-Nr.: 71381
Sigma-Aldrich Co.

Eschenstrasse 5
82024 Taufkirchen, Deutschland

2. Na,HPO, (fiir PBS)
Katalog-Nr.: S5136
Sigma-Aldrich Co.
Eschenstrasse 5
82024 Taufkirchen, Deutschland

3. KH,PO,(fiir PBS)
Katalog-Nr.: P5655
Sigma-Aldrich Co.
Eschenstrasse 5
82024 Taufkirchen, Deutschland

4. TRIS
Katalog-Nr.: 200923
Biosolve b.v.
Leenderweg 78
5555 CE Valkenswaard, Niederlande
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10.

11.

12.

Fluka Skim Milk Powder for Microbiology
Katalog-Nr.: 70166

Sigma-Aldrich Co.

Eschenstrasse 5

82024 Taufkirchen, Deutschland

DAB

Katalog-Nr.: D8001
Sigma-Aldrich Co.

Eschenstrasse 5

82024 Taufkirchen, Deutschland

Nicl,

Katalog-Nr.: N6136
Sigma-Aldrich Co.
Eschenstrasse 5

82024 Taufkirchen, Deutschland

Ethanol 70%

Wird aus 140ml Ethanol absolut und 60ml Aqua dest. selbst gemischt.

Ethanol 96%

Katalog-Nr.: 16368
Sigma-Aldrich Co.
Eschenstrasse 5

82024 Taufkirchen, Deutschland

Ethanol absolut

Katalog-Nr.: 15727
Sigma-Aldrich Co.
Eschenstrasse 5

82024 Taufkirchen, Deutschland

Methanol pro analysi
Katalog-Nr.: 1069002500
Merck KGaA
Frankfurterstrasse 250

64293 Darmstadt, Deutschland

Shandon Xylene Substitue
Katalog-Nr.: 9990505
Thermo Fisher Scientific
81 Wyman Street
Waltham

MA 02454 USA
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13.

14.

15.

16.

17.

Vectamount Permanent Mounting Medium
Katalog-Nr.: H-500

Vector Laboratories, Inc.

30 Ingold Road,

Burlingame, CA 94010 U.S.A

Vectashield HardSet Mounting Medium with DAPI
Katalog-Nr.: H-1500

Vector Laboratories, Inc.

30 Ingold Road,

Burlingame, CA 94010 U.S.A

Avidin/Biotin-Blocking-Kit
Katalog-Nr.: SP-2001

Vector Laboratories, Inc.

30 Ingold Road,

Burlingame, CA 94010 U.S.A

ABC-Kit

Katalog-Nr.: PK-4000

Vector Laboratories, Inc.

30 Ingold Road,

Burlingame, CA 94010 U.S.A

Super Block

Katalog-Nr.: BP2224

ID Labs ™ Inc.

Head Office

University Research Park
100 Collip Circle, Unit 117
London, ON, Canada

N6G 4X8

Software

Microsoft Office 2007 Home and Student
Microsoft Deutschland GmbH
Konrad-Zuse-StraRe 1

85716 Unterschleifheim

GraphPad InStat v 3.05 for Windows
GraphPad Software, Inc.

2236 Avenida de la Playa

La Jolla, CA 92037, USA
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