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Zusammenfassung

Glomerulonephritiden (GN) gehdren zu den haufigsten Ursachen chronisch-progredienter
Nierenerkrankungen, die zu einer terminalen Niereninsuffizienz fihren. Chemokine und ihre
Rezeptoren koordinieren die charakteristische renale Leukozyteninfiltration, die mit einer
vermehrten Nierenschadigung einhergeht. D6 (in systematischer Nomenklatur als atypischer
Chemokinrezeptor 2, ACKR2 bezeichnet) gehért zu der neuartigen Gruppe der
»atypischen“ Chemokinrezeptoren, die keine Signaltransduktion nach Ligandenbindung
vermitteln, sondern lokale Chemokinkonzentrationen durch Internalisierung und intra-

zellularen Abbau verandern.

Ziel dieser Arbeit war es, erstmalig die funktionelle Rolle von D6 im Modell einer Immun-
komplex-vermittelten GN, der nephrotoxischen Serumnephritis (NTN) der Maus, zu
charakterisieren. Hierflir verwendeten wir D6-Knockout Mause (D6-/-) ohne funktionsfahiges
D6 Protein und C57/BL6 Wildtypmause. Die NTN-Induktion erfolgte durch eine intravenése
Injektion von Schafantikérpern, die gegen die glomeruldre Basalmembran gerichtet sind.
In D6-defizienten Mausen zeigte sich nach 14 Tagen gegenlber der Wildtyp-Kontrollgruppe
eine starkere renale Schadigung mit héherer Albuminurie und einer Verschlechterung der
Nierenfunktionsparameter Harnstoff und Kreatinin. Die histologische Untersuchung ergab in
D6-/- Mausen einen signifikant hdheren strukturellen Schaden der Glomeruli und des
Tubulointerstitiums. In der Durchflusszytometrie korrelierten die verschlechterten
funktionellen Parameter und die vermehrte renale Schadigung in D6-/- Mausen mit einer
signifikant héheren renalen Leukozyteninfiltration, insbesondere durch CD4" T-Zellen und

mononukleare Phagozyten.

Als mdgliche Ursache hierfir konnten wir in nephritischen Nieren von D6-/- Mausen signifi-
kant héhere Konzentrationen der proinflammatorischen Chemokine CCL2 und CCL5 mes-
sen. In der Kompartiment-spezifischen histologischen Analyse zeigte sich, dass die erhdhte
Leukozyteninfiltration in D6-/- Mausen vor allem auf eine erhéhte Anzahl an T-Zellen und
Makrophagen im tubulointerstitiellen Kompartiment zurliickzufihren war, wahrend kein Un-
terschied in den Glomeruli bestand. Damit vereinbar wiesen wir in in-vitro Versuchen mit
TNF-stimulierten Nierenzellen nach, dass die vermehrte renale Chemokinbildung in D6-/-
Mausen im Verlauf der NTN aufgrund des fehlenden D6-vermittelten Chemokinabbaus im
Tubulointerstitium erfolgt. Zusatzlich konnten wir anhand der reduzierten T-Zell Aktivierung
in den Lymphknoten der D6-/- Mause eine verminderte adaptive zellulare Immunantwort
feststellen. Diese Daten sind gut mit der beschriebenen Expression von D6 auf tubulo-

interstitiellen lymphatischen Endothelzellen der Niere vereinbar, die einen effektiven Efflux
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aktivierter Leukozyten Uber die Lymphgefalie in die lokoregionaren Lymphknoten gewahr-
leistet. Bei gleichzeitig erhéhtem renalen Chemokingehalt und vermehrter Leukozyten-
infiltration flhrte die reduzierte adaptive Immunantwort allerdings nicht zu einer verminderten

renalen Entziindung.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass D6 eine wichtige Rolle bei der Begrenzung
der renalen Entziindungsreaktion im Verlauf einer Inmunkomplex-GN spielt. Die vorliegende
Arbeit identifiziert somit den atypischen Chemokinrezeptor D6 als ein potentielles Ziel-

molekl fir die Behandlung von Immunkomplex-vermittelten Glomerulonephritiden.
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Summary

Glomerulonephritis is worldwide a leading cause of progressive renal failure resulting in end
stage renal disease (ESRD). It is known that chemokines and their receptors play an
important role in renal leukocyte infiltration and cell-mediated renal damage. D6 (named
atypical chemokine receptor 2, ACKR2 using systemic nomenclature) belongs to the novel
subfamily of “atypical” chemokine receptors, which are unable to induce cell signaling in
response to ligand binding but rather regulate local chemokine levels by internalization and

intracellular degradation of proinflammatory chemokines.

In this work we characterize for the first time the role of D6 in autologous nephrotoxic
nephritis (NTN), a well-established rodent model of an immune complex-mediated, T-cell
dependent glomerulonephritis. NTN was induced in C57/BL6 wild-type or D6-deficient mice
by i.v.-injection of sheep-antibodies against mouse glomerular basement membrane. After 2
weeks D6-deficient mice showed more renal damage with increased albuminuria, serum
creatinine and urea levels than wild-type controls. Consistently, histological analysis
revealed significantly increased structural damage in the glomerular and tubulointerstitial
compartment of D6-deficient kidneys. By flow cytometry these findings correlated with a
significantly higher renal leukocyte infiltration of CD4" T cells and mononuclear phagocytes

in D6-deficient mice.

As a possible cause for these findings, D6-knockout mice demonstrated significantly higher
proinflammatory chemokine levels of CCL2 and CCL5 in nephritic kidneys. Further
histological analysis revealed that increased leukocyte infiltration resulted from higher
number of T cells and macrophages in the tubulointerstitial compartment of D6-deficient
mice, whereas leukocyte infiltration into glomeruli was comparable in both genotypes.
Accordingly, in in-vitro experiments with TNF-stimulated renal cells we showed that
increased chemokine levels in D6-deficient mice result from a reduced D6-mediated chemo-
kine degradation in the tubulointerstitial compartment. Furthermore, D6-knockout mice
showed decreased T-cell activation resulting in a reduced adaptive cellular immune

response.

These results are consistent with the known expression of D6 on tubulointerstitial lymphatic
endothelial cells, assuring an efficient efflux of activated leukocytes into locoregional lymph
nodes. However, the decreased adaptive immune response apparently did not result in
decreased renal inflammation during NTN because of simultaneously increased tubulo-

interstitial chemokine levels and a higher renal leukocyte infiltration in D6-deficient mice.
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Taken together, our data indicate that D6 plays an important role in limiting renal inflamma-
tion in nephrotoxic nephritis and therefore identifies D6 as a potential target molecule for

novel therapeutic approaches in immune complex-mediated glomerulonephritis.
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1 Einleitung

1.1 Die klinische Relevanz der Glomerulonephritis

Unter dem Begriff Glomerulonephritis versteht man eine Reihe immunvermittelter Erkran-
kungen, die mit einer Schadigung des Glomerulus durch entziindliche Prozesse und
zellulare Profileration einhergehen. Die meisten betroffenen Patienten entwickeln eine chro-
nische Nierenerkrankung mit progressiver Niereninsuffizienz. Viele der Glomerulonephritiden
sind zunachst asymptomatisch und zeigen erst im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium
Symptome. Der Funktionsverlust der Niere flhrt schlussendlich zum terminalen Nierenver-
sagen mit der Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie wie der Dialyse oder der Nieren-

transplantation.

Die globale Pravalenz der chronischen Nierenerkrankungen liegt bei 8-16% [1]. Im Jahr
2010 verstarben weltweit 735.000 Menschen an einer chronischen Nierenerkrankung - das
entspricht einem Zuwachs von 82,3% im Vergleich zum Jahr 1990 [2]. In entwickelten Lan-
dern wie den USA und Deutschland ist die Glomerulonephritis nach der diabetischen und
hypertensiven Nephropathie die dritthaufigste Ursache einer chronischen Niereninsuffizienz
[3]. Laut dem QuaSi-Niere Jahresbericht 2007 des Bundesverbandes Niere e.V. lag die
Pravalenz der Glomerulonephritis unter den erfassten Dialysepatienten bei 19% (Abbildung
1) [4].

Verschiedene
Vaskulare Nephropathie 4 %

17 %

Zystennieren
7%

QuaSi-Niere 2006

Unbekannte Genese
10 %

Diabetes Typ Il
Systemerkrankungen 24 %
3%
Hereditar/Kongenital Diabetes Typ |
1% 4%

Interstitielle Nephritis
12%

n = 48.535 Dialysepatienten

Glomerulonephritis
19 %

Abbildung 1: Diagnoseverteilung der QuaSi-Niere Patienten in Nierenersatztherapie [4].



Einleitung

Laut der Deutschen Stiftung flr Organtransplantation (DSO) war zudem das chronische
nephritische Syndrom, dem typischerweise eine Glomerulonephritis zugrunde liegt, mit

einem Anteil von 21% die Hauptindikation fur eine Nierentransplantation (Abbildung 2) [5].

Derzeit bekommen weltweit 2 Millionen Menschen eine Nierenersatztherapie, wobei Schat-
zungen davon ausgehen, dass es sich hierbei um lediglich 10% der Bedurftigen handelt [6].
In Deutschland sind derzeit etwa 70.000 Menschen terminal niereninsuffizient und auf eine
Nierenersatztherapie angewiesen [7]. Es entsteht eine erhebliche Belastung fir das
Gesundheitssystem aufgrund der jahrlichen Therapie- bzw. Nachsorgekosten von 40.000
Euro pro Dialysepatient und 18.000 Euro pro nierentransplantiertem Patienten. Zusatzlich
besteht bei niereninsuffizienten Patienten ein deutlich erhdhtes Risiko, eine kardiovaskulare
Komplikation, wie einen Herzinfarkt oder einen Schlaganfall, zu erleiden [8]. Besonders
schwerwiegend ist das Problem jedoch in Entwicklungsléandern, wo die Nierenersatztherapie
fur grolRe Teile der Bevdlkerung nicht zuganglich oder nicht erschwinglich ist und deshalb

haufig ein letaler Verlauf auftritt [9].

Diese Daten zeigen, dass die Behandlung von chronischen Nierenerkrankungen und ihrer
Komplikationen weltweit eine zunehmende medizinische und sozio6konomische Herausfor-
derung darstellt. Ein besseres Verstadndnis der Pathogenese der Glomerulonephritiden,
insbesondere der entziindlichen Mechanismen der renalen Schadigung, kénnte daher hel-
fen, gezielte immunmodulatorische Therapiestrategien zur Pravention und Verhinderung des
Fortschreitens der chronischen Niereninsuffizienz zur terminalen Niereninsuffizienz zu ent-

wickeln.

2012 DE AN [

Indikationen fiir eine Nierentransplantation

DIE HAUFIGSTEN ICD-10 HAUPTDIAGNOSEN (BEI NEUANMELDUNG) n=3.018

no3  Chronisches nephritisches Syndrom 517
a6t Zystische Nierenkrankheit 474
N18  Chronische Nierenkrankheit 348
£10  Primdr insulinabhdngiger Diabetes mellitus (Typ-1-Diabetes) 326
112 Hypertensive Nierenkrankheit 262
no4  Nephrotisches Syndrom 154
Nz Sonstige Krankheiten der Niere und des Ureters, andernorts nicht klassifiziert 88
N1t Chronische tubulointerstitielle Nephritis 77
EN Nicht primér insulinabhéngiger Diabetes mellitus (Typ-2-Diabetes) 68
Nos  Nicht ndher bezeichnetes nephritisches Syndrom 51

2.365

Bei einem Patienten sind mehrere Diagnosen maglich. Insgesamt: 58 Hauptdiagnosen bei 3.018 Féllen

Quelle: Eurotransplant

Abbildung 2: Indikationen fiir eine Nierentransplantation im Jahr 2012.
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1.2 Die Pathophysiologie der Niere

1.2.1 Uberblick und Funktion der Niere

Obwohl die beiden Nieren des Menschen zusammen lediglich 300 g wiegen, werden sie pro
Minute mit etwa 1000 ml Blut perfundiert (ca. 20% des Herzzeitvolumens), also dem
3-fachen ihres Eigengewichts [10]. Diese starke Durchblutung ist ein Ausdruck fir die vielfal-
tigen Aufgabenbereiche der Nieren wie der Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen, der
Regulation des Elektrolyt-, Wasser- und Saure-Base-Haushalts sowie der Hormon-
produktion. Die Nieren sind daher flir die Funktion und Homdéostase des gesamten Korpers
unerlasslich. Zur Erflllung dieser Aufgaben bedarf es eines komplizierten Aufbaus und einer

hohen Spezifitat der beteiligten Zellen.

Die kleinste funktionelle Untereinheit der Niere ist das Nephron, bestehend aus einem Glo-
merulus und dem dazugehdrigen Tubulus- und Sammelrohrsystem (Abbildung 3). Beide
Nieren enthalten zusammen etwa 2 Millionen Nephrone, an deren Anfangen stets die Glo-
meruli stehen. Ein Glomerulus liegt in der Nierenrinde und besteht aus einem Knauel von ca.
30 Kapillarschlingen, die in der zum Tubulussystem gehérenden Bowman-Kapsel einge-
stllpt sind. Die Blutzufuhr zum Kapillarknduel hin und von ihm weg erfolgt Uber das Vas
afferens bzw. Vas efferens. Wahrend der Blutpassage durch das Kapillarkndul des Glomeru-
lus erfolgt die Filtration des Blutplasmas in den Bowman’schen Kapselraum, bei der taglich
180 | des sogenannten Primarharns entstehen. Nach der Passage durch die nachgeschalte-
ten Tubuli betragt die tatsdchliche Urinausscheidung jedoch ca. 1,5 | - also weniger als 1%
des urspringlichen Filtrats. Folglich finden wahrend der Passage durch den Tubulus und
das Sammelrohr diverse Anderungen der Zusammensetzung des Primarharns statt. Dabei
werden die flr den Koérper wertvollen Bestandteile wie Salze, Eiweil’e, Glukose und Wasser

rickresorbiert und einige nicht filtrierte Substanzen sezerniert.

Die Grundlage fir diese Prozesse bilden spezifische energieverbrauchende
Transportsysteme in den einzelnen Tubulusabschnitten, sowie ein kapillares und tubulares
Gegenstromprinzip mit einem osmotischen Konzentrationsgradienten, der die Austausch-
vorgange ermdglicht. Zudem kehrt die Tubulusschleife jedes Nephrons stets zum eigenen
Glomerulus zuriick und ermdglicht so ein ,tubulo-glomerulares Feedback®, d.h. die Anpas-
sung der glomerularen Filtrationsrate an die Zusammensetzung des Filtrats. Dadurch wird
die Adaption der Urinkonzentration an den Hydrationszustand und den Elektrolythaushalt
ermdoglicht [10-12].
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Abbildung 3: Aufbau der Niere und des Nephrons [13].

Das gesamte filtrierte Plasmavolumen aller Glomeruli bezeichnet man als die glomerulare
Filtrationsrate (GFR); diese betragt bei einem gesunden jungen Menschen 120 ml/min und
ist im klinischen Alltag der wichtigste Parameter zur Beurteilung der exkretorischen Nieren-
funktion. [13]

Den eigentlichen glomerularen Filter bilden dabei drei Bestandteile: das gefensterte En-
dothel der glomeruldren Kapillarwand; die negativ geladene glomerulare Basalmembran
(GBM); sowie die Podozytenfortsatze mit der dazwischenliegenden Schlitzmembran [13].
Diese sog. Blut-Harn-Schranke ist aufgrund ihrer Eigenschaften normalerweise weitgehend
impermeabel fir Blutzellen, Makromolekiile und Proteine mit einem Molekulargewicht grélzer
als Albumin (>68 kDa). Kleinere Molekile hingegen passieren den glomerularen Filter und
werden, sofern sie die proximalen Tubulusepithelzellen nicht rlickresorbieren, im Urin aus-
geschieden. Daher findet sich haufig als Zeichen einer glomerularen Schadigung die patho-
logische Ausscheidung von Blutzellen und héhermolekularen Proteinen wie Albumin und

Immunglobulinen im Urin [14].

Die Nieren aktivieren oder produzieren zudem diverse Hormone: aktives Vitamin D
(Calcitriol), das die Knochenhomoostase beeinflusst, Erythropoietin zur Regelung der Eryth-
ropoiese und Renin, das Uber Angiotensin und Aldosteron den Blutdruck und die Osmolaritat

des Blutes steuert.



Einleitung

. Kapillarlumen

1

2. Gefenstertes Kapillarendothel 6. Priméarharn
3. Glomerulére Basalmembran 7. Podozyt

4. Schlitzmembran

Abbildung 5: Podozyten und ihre Fort-
Abbildung 4: Die Blutharnschranke [15]. satze [10] .

1.2.2 Die Glomerulonephritis

Als Glomerulonephritis (GN) bezeichnet man eine immunreaktive Entziindung der Glomeruli,
die haufig mit einer Antikérper- bzw. Immunkomplexablagerung, einer Komplementaktivie-
rung, glomerularen Zellschadigung und der Infiltration von Entziindungszellen einhergeht. Im
spateren Verlauf zeigen sich zudem Vernarbungen mit Sklerosierung der beteiligten Glome-
ruli. Abzugrenzen sind hiervon die nicht-entziindlichen Glomerulopathien, die beispielsweise

im Rahmen des Diabetes mellitus und der Amyloidose auftreten.

Es werden primare und sekundare Glomerulonephritiden unterschieden. Erstere spielen sich
ohne eine erkennbare systemische Grunderkrankung ab, wohingegen die sekundaren Glo-
merulonephritiden im Rahmen von Systemerkrankungen wie z.B. der Kollagenosen und der
Vaskulitiden auftreten. Die genaue Differenzierung und Unterteilung der verschiedenen
Glomerulonephritiden erfolgt unter Einbeziehung der Histologie, der Klinik sowie serologi-

scher Marker, beispielsweise der Autoantikérper.

In der Pathogenese der glomerularen Inflammation spielen sowohl humorale als auch zell-
vermittelte Immunreaktionen eine Rolle. Die beteiligten Antikérper sind meist Autoantikdrper,
die gegen korpereigene Strukturen gerichtet sind. Die verursachenden Antigene entstehen
durch eine Kreuz-Reaktivitat von Antikdrpern gegen bakterielle oder virale Erreger (z.B.
Streptokokken, HBV) mit kdrpereigenen Proteinen. Weiterhin ist es mdglich, dass Antikdrper
gegen tumorassoziierte Antigene, modifizierte Basalmembranbestandteile oder Zellkernbe-

standteile (nukledre Antigene) gebildet werden.
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Abbildung 6: Immunfluoreszenzfarbung mit linearem IgG-Verteilungsmuster bei (A) der Anti-
GBM-Antikorper-GN [16] und (B) granuldrer Verteilung bei der postinfektiosen
Immunkomplex-GN [11].

Bei der Anti-GBM-Antikorper-GN werden Bestandteile der glomerularen Basalmembran
(NC-I-Domane des Typ-IV-Kollagens) im Rahmen infektidser oder toxischer Einflisse zu
Autoantigenen (sog. Goodpasture-Antigen), gegen die der Korper IgG-Antikorper bildet, die
sich dann typischerweise linear an der Basalmembran ablagern und Immunkomplexe mit
dem ortsstandigen Antigen bilden (Abbildung 6 A). Daraufhin folgen eine Aktivierung des
Komplementsystems, eine leukozytéare Infiltration und die nachfolgende entziindliche Zersto-

rung der Glomeruli (nekrotisierende Glomerulonephritis).

Bei anderen Immunkomplex-vermittelten Glomerulonephritiden zeigt sich in der Immun-
fluoreszenzmikroskopie ein granulares, diskontinuierliches Verteilungsmuster der Immun-
komplexe entlang der Basalmembran (Abbildung 6 B) oder eine mesangiale Ablagerung,
welche durch verschiedene Mechanismen entstehen kann. Dabei sind die auslésenden
Antigene eines nicht-glomeruldren Ursprungs wie z.B. das Streptokokken-Antigen oder das
HBV-Oberflachen-Antigen. Nach Antigenkontakt zirkulieren diese Immunkomplexe im Blut
und kénnen sich an glomeruldren Bestandteilen (Endothel, Mesangialzellen, Epithelzellen
oder GBM) ablagern. Es folgt die klassische Komplementaktivierung mit Freisetzung leuko-
taktischer Faktoren und leukozytarer Einwanderung mit Aktivierung von proteolytischen
Enzymen, Prostaglandinen und Sauerstoffradikalen, welche dann die glomerulare Filtrati-

onsbarriere schadigen [17].

Durch die Immunkomplexablagerung und lokale Komplementaktivierung aktivierten glome-
ruldren Mesangialzellen synthetisieren weitere Mediatoren, wie proinflammatorische Zytoki-
ne und Chemokine, die wiederum zu einer Verstarkung der Entzindungsreaktion beitragen
[18].
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Der Verlauf einer Glomerulonephritis reicht abhangig von Ausmaly und Dauer der auslésen-
den immunologischen Ursache von zigiger Restitutio ad integrum bis hin zu einer schnellen
irreversiblen Vernarbung mit chronischer Niereninsuffizienz. Zeitlich kann eine rapid-
progressive Form innerhalb von Wochen bis Monaten verlaufen, wahrend eine chronische
Form Uber Jahrzehnte mit entzliindlichen Schiiben rezidivieren oder chronisch progredient

andauern kann [11].

1.2.3 Das Modell der nephrotoxischen Nephritis

Erstmals wurde das Modell der nephrotoxischen Serumnephritis (NTN), ein der Anti-GBM-
Glomerulonephritis ahnliches Krankheitsbild, von Masugi im Jahr 1933 beschrieben [19]. Es
ist bis heute eines der meistgenutzten tierexperimentellen Modelle zur Untersuchung
Immunkomplex-vermittelter glomerularer Erkrankungen. Zur Induktion ist ein Antiserum
gegen Bestandteile der glomerularen Basalmembran erforderlich. Die Herstellung dieses
Anti-GBM-Serums, des sogenannten nephrotoxischen Serums, erfolgt durch die Immunisie-
rung von Schafen oder Kaninchen mit praparierten glomerularen Basalmembranbestandtei-
len der Maus oder Ratte. Das aus den immunisierten Schafen oder Kaninchen gewonnene
Serum mit den gebildeten Anti-GBM-Antikdrpern kann direkt zur Induktion der NTN in der
Maus verwendet werden, zusatzlich kdnnen die enthaltenen Immunglobuline noch durch

Fallungs- und Dialyseschritte aufgereinigt werden.

Nach der intravendsen Injektion des nephrotoxischen Serums und der Ablagerung der Anti-
korper an der glomerularen Basalmembran kommt es zu einer Entziindungsreaktion mit
einer durch die Immunkomplexbildung ausgelésten Komplementaktivierung, Leukozytenin-
filtration und Proteinurie. An diese sogenannte “heterologe Phase® schlie3t sich nach 7-10
Tagen die ,autologe Phase“ der NTN an [20]. Die Maus bildet hierbei autologe IgG-
Antikdrper gegen die injizierten und glomerular abgelagerten heterologen Anti-GBM-
Antikdrper des Schaf- oder Kaninchenserums. Dies fUhrt zu einer Verstarkung der glome-
ruldren Immunkomplex-Bildung und Nierenschadigung [21]. Diese Reaktion kann zusatzlich
durch die vorherige Immunisierung gegen das Immunglobulin der Fremdspezies so verstarkt
werden, dass eine ohne vorangegangene Immunisierung nicht zur Nephritis fihrende Men-
ge des nephrotoxischen Serums (subnephritische Gabe) eine Glomerulonephritis induziert.
Die NTN flhrt innerhalb eines Zeitraums von wenigen Wochen zu einer schweren, histolo-
gisch und Klinisch nachweisbaren Glomerulonephritis mit Proteinurie, Anstieg der
Retentionsparameter, glomerularer Thrombosierung, Halbomondbildung und Leukozyteninfilt-

ration sowie einer sekundaren tubulointerstitiellen Nephritis [22].
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1.3 Chemokine und Chemokinrezeptoren

1.3.1 Rolle von Chemokinen im Entziindungsgeschehen

Die in-vivo Migration von Leukozyten ist ein hochgradig koordinierter Prozess, der haupt-
sachlich von chemotaktischen Zytokinen, den sog. Chemokinen, gesteuert wird, die leuko-
zytar exprimierte Chemokinrezeptoren aktivieren [23, 24]. Chemokine induzieren hierbei
eine gezielte Wanderbewegung von Immunzellen entlang eines Konzentrationsgradienten
zum Ort héchster Chemokinkonzentration (Chemotaxis). Grundsatzlich werden Chemokine
anhand ihrer chemischen Struktur in vier Unterfamilien unterteilt: CC-, CXC-, XC-, CX3C-
Chemokine (Tabelle 1). lhre urspringlichste Rolle ist die Regulation der Stammzell-
Migration wahrend der Embryogenese [25], jedoch entwickelte sich das Chemokinsystem
der Wirbeltiere stetig weiter und umfasst nun Gber 50 Chemokine und 18 Chemokinrezepto-

ren [26], die auch die Leukozytenmigration koordinieren.

Vereinfachen lasst sich die Einteilung der Chemokine anhand ihrer in-vivo Funktion. Soge-
nannte konstitutive (bzw. homdostatische) Chemokine werden kontinuierlich exprimiert und
regulieren die basale Wanderung der Abwehrzellen zwischen verschiedenen Organsyste-
men und die Organisation von sekundaren lymphoiden Organen. Typische Vertreter dieser
Gruppe sind CCL19 und CCL21 [27], die auf lymphatischen Endothelzellen des Lymphkno-
tens exprimiert werden. Sie regulieren das sogenannte leukozytare Homing, welches den
Vorgang der Zellmigration zum Lymphknoten hin und wieder aus ihm heraus, sowie der
Bewegung der Zellen innerhalb des Lymphknotens beschreibt. Der dazugehdrige Rezeptor
CCR7 wird beispielsweise auf den antigenprasentierenden Zellen exprimiert. Er ermoglicht
somit die Migration der antigenprasentierende Zellen in den Lymphknoten, wo das Antigen
dann einer naiven T-Zelle prasentiert werden kann, um eine adaptiven Immunantwort zu

starten.

Im Gegensatz dazu sind induzierbare (bzw. inflammatorische) Chemokine normalerweise
kaum exprimiert, jedoch steigen ihre Spiegel nach einer Gewebsverletzung, Infektion oder
Entziindung drastisch an. Sie unterstitzen daraufhin die Rekrutierung von Leukozyten in
entziindetes oder beschadigtes Gewebe, allerdings existieren, anders als bei konstitutiven
Chemokinen, diese Gradienten nur flr eine begrenzte Zeit. Typische Vertreter der inflamma-
torischen Chemokine sind CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1, CXCL2 und CXCLS8. Ausgeldst wird
ihre Bildung in Gewebezellen oder Leukozyten zum Beispiel durch eine Reihe inflammatori-
scher Zytokine wie IL-1, IL-6, IFNy, aber auch durch sog. PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) oder bei Gewebsschaden freigesetzte sog. DAMPs (damage-associated

molecular patterns).
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Bei inflammatorischen Chemokinen und ihren leukozytaren Rezeptoren existiert, im Unter-
schied zu ihren homdostatischen Vertretern, eine Funktionsredundanz. So aktivieren pro-
inflammatorische Chemokine einer Unterfamilie in der Regel mehrere Chemokinrezeptoren,
ebenso kann innerhalb einer Unterfamilie der gleiche proinflammatorische Chemokinrezep-
tor mehrere Chemokine binden. Daher flhrt eine experimentelle Deletion einzelner
Chemokine oder Rezeptoren oft zu unvollstdndigen oder sich Uberlappenden Phanotypen,
was die Entschlisselung der genauen Funktion und die Suche nach mdglichen therapeuti-
schen Ansatzpunkten erschwert [28]. Biochemisch bestehen Chemokinrezeptoren aus
sieben Transmembrandomanen und einem G-Protein-Komplex, der nach Chemokinbindung
in eine a- und eine By-Untereinheit zerfallt, welche dann nachgeschaltete zellulare Signal-
kaskaden induziert. Es resultiert eine in Millisekunden erfolgende Aktivierung von auf der
leukozytaren Zellmembran exprimierten Integrinen, die eine feste Adhasion von Leukozyten
an das Endothel vor allem der postkapillaren Venen ermdglichen, was voraussetzend flr
ihre nachfolgende Migration in geschadigtes Gewebe ist. Chemokingradienten entstehen
durch Diffusion, weshalb eine Anfalligkeit gegenlber Strémungen der sie umgebenden
FlUssigkeit besteht. Sie werden daher an Glucosaminoglykanen der Endothelzelloberflachen
gebunden, um ein Wegspulen in der Nahe von Blutgefalen zu verhindern. Diese Immobili-
sierung dient dazu den Konzentrationsgradienten langer aufrechterhalten zu kénnen. An
Orten der Gewebeschadigung und Entziindung gebildete Chemokine kénnen somit in der
Blutbahn zirkulierende Leukozyten zur Gewebsmigration veranlassen und inflammatorisch
aktivieren, wenn die entsprechende Leukozytenpopulation korrespondierende Chemokinre-
zeptoren auf ihrer Oberflache exprimiert. So werden Rezeptoren flir CC-Chemokine vor
allem auf Monozyten/Makrophagen und T-Lymphozyten exprimiert, wahrend Granulozyten

CXC-Chemokinrezeptoren besitzen.
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Rezeptor Ligand
CC Chemokine
inflammatorisch: | CCR1,2,3,4,5 CLL2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15,
16, 17, 22
homdostatisch: CCRS,7,8,9,10 CCL19, 20, 21, 25, 27, 28
CXC Chemokine
inflammatorisch: | CXCR1, 2, 3 CXCL1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11
homoostatisch: CXCR4, 5 CXCL12, 13

Atypische Chemokinrezeptoren und ihre Liganden

DARC (ACKR1) CCL1,2,5,7,8,11,13,14,16,17,18
CXCL5, 6, 8,9, 10, 11, 13

D6 (ACKR2) CCL2,3,4,5,7,8,11,12,13, 14, 17, 22, 23,
24

CXCR7 (ACKR3) CXCL11, 12

CCX-CKR (ACKR4) CCL19, 21, 25

CCRL2 (ACKRS) CCL19

Tabelle 1: Ausgewadhlte Beispiele fiir Chemokinrezeptoren und ihre Liganden.
Modifiziert nach [29].

1.3.2 Chemokine als Zielmolekiile anti-inflammatorischer Therapie

entziundlicher Nierenerkrankungen

Chemokine spielen eine vielfaltige Rolle bei der lokalen und systemischen Entziindungsre-
aktion. In der Niere korreliert sowohl die zeitliche auch als die raumliche Expression ver-
schiedener Chemokine mit dem lokalen Ausmall der Schadigung. Wie in anderen
Organsystemen auch sind Chemokine dabei flr die Rekrutierung von Leukozyten, die direkt

oder indirekt die Inflammation und Organumstrukturierung vorantreiben, verantwortlich.

Es liegt also nahe, Chemokine und Chemokinrezeptoren als potentielle Ziele einer pharma-
kologischen Therapie entzlindlicher Nierenerkrankungen in Betracht zu ziehen [30], insbe-
sondere, da die derzeitigen entziindungshemmenden Therapien mit Glucocorticoiden und
Zytostatika erhebliche Nebenwirkungen aufweisen und haufig nicht ausreichend effektiv
sind. Beide wirken unspezifisch am gesamten Organismus und beeintrachtigen somit auch
physiologische Stoffwechselwege, welche mit der eigentlichen Nierenerkrankungen nicht in
Beziehung stehen. So erhéhen Glucocorticoide den Blutdruck, wirken diabetogen, osteo-
porotisch und verursachen Nebenwirkungen an Augen und Haut. Zytostatische Immunsupp-

ressiva gehen mit dem Risiko einer Knochenmarkssuppression und sekundaren malignen

10



Einleitung

Erkrankungen einher. Im Gegensatz dazu kdnnte ein zielgerichtetes Eingreifen in das renale
Entzindungsgeschehen eine effizientere und nebenwirkungsarmere Behandlung ermdogli-
chen [31]. So kénnte eine Behandlungsstrategie in der Senkung der Leukozytenzahl im

Nierenparenchym durch die Hemmung ihrer Chemokin-vermittelten Infiltration bestehen.

Tatsachlich unternimmt die Pharmaindustrie bereits grol3e Anstrengungen zur Entwicklung
und Erprobung von Chemokinrezeptorantagonisten im Rahmen klinischer Studien bei diver-
sen entzlndlichen Erkrankungen (Tabelle 2) [32]. Im Gegensatz zu anderen inflammatori-
schen und Autoimmunerkrankungen gibt es jedoch bislang keine etablierten, auf Blockade

von Chemokinen basierende immunmodulatorischen Therapien chronischer Nierenerkran-

kungen.

Target Company Compound name Trial phase Indication Comments

CCR1 Berlex Biosciences BX-471 (ZK-811752) II MS, psoriasis, endometriosis ~ no longer reported
Millennium/Aventis MLN-3897 II RA, MS no efficacy in RA
ChemoCentryx CCX354 I RA ongoing
Pharmacopeia PS-031291 IIa myeloma, RA ongoing
Pfizer CP-481,715 II RA no efficacy
Millennium MLN-3701 I RA, MS ongoing

CCR2 Millennium Pharmaceuticals ~ MLN-1202 (antibody) 11 atherosclerosis, MS, RA no efficacy for RA, others ongoing
Incyte Pharmaceuticals INCB8696 I MS, SLE ongoing
ChemoCentryx CCX140 I MS, restenosis ongoing
Merck MK-0812 II RA, MS no efficacy
Pfizer PF-4136309 II pain ongoing

CCR3 Cambridge CAT-213 II ocular allergies, ongoing
AT/Vancouver Biotech (antibody, bertilimumab) allergic conjunctivitis
Topigen TPIASM8 II asthma ongoing
GlaxoSmithKline GW-766994 II asthma, allergic rhinitis no longer reported
Bristol-Myers Squibb DPC-168 I asthma no longer reported

CCR4 Amgen KwW-0761 I oncology ongoing

CCR5 Pfizer Maraviroc (UK-427857) approved HIV approved

II RA ongoing

Schering-Plough Vicriviroc (Sch-417690)  1I HIV ongoing
GlaxoSmithKline Aplaviroc 111 HIV toxicity reported
Incyte INCB9471 1 HIV ongoing
Progenics Pro 140 I HIV ongoing
Schering-Plough Sch-351125 I COPD ongoing
Ono Pharm. GlaxoSmithKline ONO-4128 II HIV terminated because of liver toxicity

CXCR1/2 Schering-Plough SCH 527123 II COPD ongoing
Dompe Reparixin II reperfusion injury ongoing
GlaxoSmithKline SB-656933 I COPD, cystic fibrosis ongoing

CXCR3  Amgen/Tularik T-487/AMG-487 II psoriasis no efficacy, trials halted

CXCR4  Genzyme/AnorMED Plerixafor (AMD-3100)  approved stem cell transplantation approved

I multiple myeloma ongoing

AnorMED AMD-070 II HIV ongoing
Chemokine Therapeutics CTCE-0214 II stem cell transplantation ongoing

Tabelle 2: Chemokinrezeptor-Antagonisten in klinischen Studien.

MS=multiple Sklerose, RA= rheumatoide Arthritis, COPD=chronisch obstruktive Lungenerkrankung,

SLE=systemischer Lupus Erythematodes. Modifiziert nach Horuk [32, 33]
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1.3.3 Uberblick iiber die atypischen Chemokinrezeptoren

Vor wenigen Jahren ist eine neue Gruppe von sogenannten ,atypischen Chemokinrezepto-
ren“ identifiziert worden, zu denen auch der D6 Rezeptor zahlt [34, 35]. Entsprechend der
aktualisierten systemischen Nomenklatur fir Chemokinrezeptoren wird der D6 Rezeptor
auch als atypischer Chemokinrezeptor 2 (ACKR2) benannt [36]. Atypischen Chemokinrezep-
toren fehlt definitionsgemal die Fahigkeit zur Induktion der fir klassische Chemokinrezepto-
ren charakteristischen intrazellularen Signaltransduktion nach Ligandenbindung (Abbildung
7). Ursachlich hierflr ist eine Veranderung im G-Protein-bindenden DRYLAIV-Motiv der
Transmembranregion 3. Stattdessen findet eine Internalisierung und intrazellulare Degradie-
rung des Chemokinliganden statt [37]. Zudem werden sie, anders als klassische Rezepto-
ren, die sich hauptsachlich auf Leukozyten befinden, vor allem von nicht-leukozytaren Zellen
exprimiert. Jedoch erflllen auch sie eine Schlisselrolle in der Leukozytenmigration durch die

Beeinflussung von lokalen Chemokinkonzentrationen und Chemokingradienten.

Den atypischen Rezeptoren CXCR7 (ACKR3) und CCX-CKR (ACKR4) werden aufgrund
ihres Ligandenbindungsprofils Gberwiegend homdostatische Funktionen zugeschrieben [38-
40], wohingegen sich das Duffy antigen/receptor for chemokines (DARC, ACKR1) und das
Chemokin-bindende Molekil D6 (ACKR2) durch eine Bindung multipler proinflammatori-
scher Chemokine auszeichnen (siehe Tabelle 1). DARC ist der einzige Chemokinrezeptor,
der mehr als eine Unterfamilie der Chemokine binden kann. Er spielt eine komplexe Rolle in
der Regulierung der Chemokinprasentation und ihrer Bioverfigbarkeit [41]. Im folgenden
Kapitel wird ausfihrlich auf den aktuellen Wissensstand zu dem atypischen Chemokinrezep-
tor D6 (ACKR2) eingegangen.

Intrazellulare Fehlende

Signaltransduktion Signaltransduktion
Leukozytenmigration Chemokin-Bindung

& Degradierung

Abbildung 7: Klassische und atypische Chemokinrezeptoren.
Klassische Chemokinrezeptoren (A) vermitteln nach Bindung des Liganden mittels Signaltransduktion
eine gerichtete Leukozytenmigration. Atypischen Rezeptoren (B) fehlt diese Fahigkeit, stattdessen

binden und degradieren sie ihre Liganden [34].
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1.3.4 Entzindungshemmende Funktionen des atypischen

Chemokinrezeptors D6

Der atypische Chemokinrezeptor D6 (ACKRZ2, friiher auch Ccbp2) wurde erstmals im Jahr
1997 zeitgleich von Nibbs RJ et al. [42, 43] und Bonini JA et al. [44] beschrieben. Er ahnelt
strukturell anderen Chemokinrezeptoren und befindet sich so wie diese innerhalb des
gleichen chromosomalen Lokus, besitzt aber, wie alle atypischen Chemokinrezeptoren, eine
Alteration im G-Protein-bindenden DRYLAIV-Motiv. Infolgedessen fehlt auch die charakteris-
tische Signaltransduktion nach der Bindung eines Liganden. D6 bindet mit hoher Affinitat 14
proinflammatorische CC-Chemokine, jedoch keine CXC-, XC-, CX3C- oder homoostatische
CC-Chemokine.

Interessanterweise findet man in D6-exprimierenden Zellen im Ruhezustand das meiste D6
Protein in intrazellularen Vesikeln und nur weniger als 5% befindet sich an der Zelloberfla-
che [45]. D6 wird kontinuierlich in Rab5-positiven Vesikeln Uber Clathrin-bedeckte Plasma-
membran-Einstllpungen internalisiert und zu Endosomen geleitet [37]. Die internalisierten
D6-Molekile werden anschlieRend Uber Rab4- bzw. Rab11-positive Vesikel wieder zurick

an die Zelloberflache transportiert und wiederverwertet [46].

Dieses Verhalten ist eng verknUpft mit der Funktion des D6 als Chemokin-Scavenger (Che-
mokinfanger) im Rahmen einer Entziindungsreaktion. In mehreren Studien [47, 48] konnte
gezeigt werden, dass D6 dabei proinflammatorische CC-Chemokine bindet, sie internalisiert
und anschlieBend flr eine intrazellulare lysosomale Degradierung markiert. Schliefilich

dissoziiert D6 vom Liganden und wandert wieder an die Zelloberflache zurlck.

Im Gegensatz zu klassischen Chemokinrezeptoren, deren Expression an der Zelloberflache
nach einer Ligandenbindung abfallt, steigt die Expression des D6 Proteins und somit auch
die Degradierungsrate durch D6 auf Zellen mit erhéhter Chemokinexposition. Hierbei fuhrt
die Exposition gegenuber D6 Liganden zu einer Steigerung des oberflachlichen D6, indem

es vermehrt aus dem intrazellularen Pool an die Zelloberflache mobilisiert wird [46].

Die Expression von D6 wurde bisher im Haut-, Darm-, Lungen-, Nieren-, Myokard- und
Plazentagewebe [42] nachgewiesen. Es finden sich insbesondere hohe Konzentrationen in
lymphatischen Endothelzellen (Abbildung 9) [49]. Zudem wird D6 auch von diversen Leu-
kozytenpopulationen, insbesondere Granulozyten, dendritischen Zellen und innate-like B-

Zellen [50-52] exprimiert.
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D6
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endothelial cell \‘o [?6
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Abbildung 8: Funktion des atypischen Che- Abbildung 9: D6 Expression in afferenten
mokinrezeptors D6. LymphgefaRen.
Modifiziert nach [53]. Histologie des entziindeten humanen Appen-

dix mit brauner D6 Immunfarbung [54].

Die Fahigkeit von D6, effizient proinflammatorische Chemokine zu binden, sie zu internali-
sieren und zu degradieren, qualifiziert den Rezeptor als einen mdglichen Regulator der
Entziindungsreaktion in-vivo. Entsprechend wurden D6-defiziente Mause generiert, um
diese Hypothese zu erforschen. Unter normalen Bedingungen zeigten D6-defiziente Mause
keinen auffalligen Phanotyp. Sobald sie aber proinflammatorischen Stimuli ausgesetzt wa-
ren, konnte man eine deutlich iberhéhte Immunantwort mit vermehrter Entziindungsreaktion
im D6-defizienten Gewebe feststellen. Nachfolgend wird eine Ubersicht Giber die bisher
publizierten Auswirkungen einer D6-Defizienz in verschiedenen Krankheitsmodellen

prasentiert:
Haut:

Nach Induktion einer Entziindungsreaktion durch topisches Auftragen des Phorbolesters
TPA [55] bzw. nach subkutaner Injektion des kompletten Freund’schen Adjuvans (CFA) [56]
zeigten D6-defiziente Mause eine verminderte Fahigkeit, die lokale Hautentziindung zu
begrenzen. Im TPA-Modell wurde eine Psoriasis-dhnliche Pathologie mit epidermaler Hy-
perproliferation und T-Zell Infiltration beobachtet. Analog dazu entwickelten D6-Knockout-
Tiere im CFA-Modell signifikant grélkere Granulome. Der D6-/- Genotyp war nicht in der

Lage, effektiv CC-Chemokine aus den entziindeten Arealen zu entfernen.

Rot et al. zeigten in weiterflhrenden Psoriasis-Studien [52], dass die D6 Expression auf
neutrophilen Granulozyten ihre Antwort auf Migrationsreize durch CCR1-Liganden wie z.B.
CCL3 vermindert und D6 somit eine Funktion als ,Migrations-Regler zukommt, der eine

UbermaRige kutane Entziindungsreaktion verhindert.
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Im Einklang mit der bekannten Assoziation von Entziindung und Karzinogenese [57] zeigte

sich zudem eine erhéhte Tumorigenitat bei diesen Tieren [58].
Darm:

Im Dextransulfat-(DSS)-Colitis-Modell der Maus liegen bislang widersprichliche Daten vor.
In einer Studie wurde in D6-defizienten Tieren eine geringere Empfindlichkeit gegentber der
Colitis mit einer Besserung der Symptome berichtet [59], wahrend in einer weiteren Arbeit
eine erhdhte Suszeptibilitat vorlag [60]. Analog zur Haut bestand eine héhere Rate an Coli-

tis-assoziierten Tumoren im D6-/- Genotyp.
Lunge:

In einem Ovalbumin (OVA)-induzierten Modell des allergischen Asthmas konnte im entzln-
deten D6-/- Lungengewebe eine erhéhte Anzahl von Eosinophilen, T-Zellen sowie dendriti-
schen Zellen nachgewiesen werden [61]. Gleichzeitig lag jedoch eine verringerte Reaktivitat
der Atemwege vor. In einer anderen Studie zeigten D6-defiziente Tiere eine massive lokale
und systemische Entziindungsreaktion nach intranasaler Verabreichung von M. tuberculosis
[62]. Hierbei wurden zudem erhéhte Konzentrationen von CC-Chemokinen der bronchoalve-

olaren Lavage und im Serum gemessen.
Plazenta:

In der Plazenta, dem Organ mit der héchsten D6-Expression, zeigte sich in schwangeren
Knockout-Mausen nach LPS-Stimulation eine deutlich hdhere Entzindungsreaktion an der
Plazenta mit vermehrter Sterblichkeit des Fotus [63]. Insgesamt waren die Féten durch D6
besser vor proinflammatorischen Zustdanden des mutterlichen Immunsystems geschitzt [64].
Ursachlich hierflr ist moglicherweise eine Reduktion der im Plasma zirkulierenden bzw. an

der Plazentaschranke befindlichen proinflammatorischen Chemokine durch D6.
Herz:

In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass D6 eine signifikante Rolle bei kardiovasku-
laren Erkrankungen zukommt [65]. So waren D6-defiziente Mause anfalliger gegenlber
einer UbermaRigen Entziindungsreaktion beim Myokardinfarkt mit nachfolgend verstarkter
linksventrikularer Dilatation und haufigerer Herzruptur als Folge einer GUbermaligen Infiltrati-

on von Granulozyten.
Gehirn:

Im Gegensatz dazu zeigte sich im Modell der experimentellen Autoimmun-Enzephalitis
(EAE), dass eine D6-Defizienz auch protektiv wirken kann [66]. Die Versuchstiere zeigten

hierbei geringere Riickenmarksentziindung und Demyelinisierung mit kleinerer Inzidenz und
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geringerem Schweregrad der EAE. Es kam zu einem reduzierten T-Zell Priming mit grofie-
ren Ansammlungen dendritischer Zellen an der Injektionsstelle des MOG-Antigens. Weniger
dendritische Zellen migrierten Uber die Lymphwege in die drainierenden Lymphknoten, um
dort T-Zellen zu primen, was zu Initiierung der enzephalitischen Immunantwort notwendig
ist.

Graft-vs-Host Reaktion:

In einem Graft-versus-Host-Entziindungsmodell konnte in D6-defizienten Mausen eine
vermehrte Akkumulation von Monozyten in sekundaren lymphatischen Organen gezeigt

werden. Interessanterweise wiesen die Monozyten verstarkte immunsuppressive Eigen-

schaften auf und schitzten partiell vor einer Graft-versus-Host-Erkrankung [67].
Niere:
Die Funktion von D6 bei Nierenerkrankungen wurde bisher nicht untersucht.

Abbildung 10 fasst die beschriebenen Auswirkungen einer D6-Defizienz zusammen. Wah-
rend in Modellen mit direkter Gewebsschadigung D6-Defizienz zu einer verstarken Entziin-
dungsreaktion fihrt ist dies bei Modellen mit immunologisch induzierter indirekter

Schadigung nicht der Fall.

Entziindung D6 Knockout
Tumor
Hauttumore Lymphknoten . .
- Autoimmun-Enzephalitis
Granulome 5
N “'
3 i §75 | Graft-vs-Host-Reaktion
Colitis © LymphgefaBe Lt v
Kolonkarzinom

?

,- i
Allergische Lunge : /;
Atemwegsentziindung pes 5
[ 8
TB Infektion ‘ ?* (
D/

Abbildung 10: Auswirkungen des D6-Knockouts in in-vivo Krankheitsmodellen.
Unterteilt nach Entziindungs-/Tumormodellen und Modellen, die eine adaptive Immunantwort benéti-

gen. Abbildung modifiziert nach [68].
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1.3.5 Beeinflussung der adaptiven Immunantwort durch den

atypischen Chemokinrezeptor D6

Der atypische Chemokinrezeptor D6 ist aufgrund seiner Expression auf lymphatischen
Endothelzellen an einer wichtigen Schnittstelle zwischen angeborener und erworbener
Immunantwort positioniert. Wie bereits im vorherigen Kapitel 1.3.4 beschrieben kommt es
bei einigen Krankheitsmodellen zu einem verbesserten Verlauf trotz einer bestehenden D6-
Defizienz. Hierbei handelt es sich vor allem um Modelle, die eine effektive adaptive Immun-

antwort erfordern, wie das Modell der experimentellen Autoimmun-Enzephalitis.

Im EAE-Modell konnte in D6-defizienten Mausen gezeigt werden, dass die lymphatischen
Endothelzellen mit proinflammatorischen CC-Chemokinen Uberladen waren, was zu einer
verminderten Beweglichkeit der Antigen-prasentieren Zellen und zu einem verminderten
Lymphfluss flhrte [66]. Die verminderte Migration aktivierter dendritischer Zellen in die drai-
nierenden Lymphknoten fiihrte zu einer Beeintrachtigung der Antigen-prasentierenden Zel-
len in D6-defizienten Mausen mit nachfolgend verminderter T-Zell-Aktivierung. Insgesamt
hatte dies eine verringerte Empfindlichkeit der D6-defizienten Mause gegenlber der Enze-
phalitis zur Folge. D6 spielt somit eine wichtige Rolle als Koordinator der angeborenen und

erworbenen Immunantwort [29].
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1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Seit seiner Entdeckung im Jahre 1997 wird zunehmend die Rolle des atypischen Chemokin-
rezeptors D6 im lokalen und systemischen Entziindungsgeschehen entschlisselt. Tier-
experimentelle Arbeiten in unterschiedlichen Krankheitsmodellen belegen die wichtige
Funktion des D6 Rezeptors in der Begrenzung der lokalen Entziindungsreaktionen in vivo
(Kapitel 1.3.4). Interessanterweise kann D6-Defizienz in Modellen, die durch eine adaptive
Immunantwort induziert werden, auch zu einem abgeschwachten Verlauf aufgrund vermin-
derter Antigenprasentation und T-Zell-Antwort fiihren (Kapitel 1.3.5). Bisher gibt es keine
Untersuchungen zu der Funktion von D6 bei renalen Entziindungen wie der Glomerulone-

phritis.
In dieser Arbeit sollte daher der folgenden Fragestellung nachgegangen werden:

Welche Rolle spielt der atypische Chemokinrezeptor D6 bei Entstehung und Verlauf einer T-
Zell-vermittelten Immunkomplex-induzierten Glomerulonephritis? Was sind die Mechanis-

men, Uber die D6 seine Effekte bei renaler Entziindung vermittelt?

Der Arbeit lag die Hypothese zugrunde, dass lokal exprimiertes D6 durch Abbau pro-
inflammatorischer Chemokine die renale Entziindung und Gewebsschadigung im Verlauf
einer Glomerulonephritis begrenzen kann und gleichzeitig eine regelrechte T-Zell-
Aktivierung gewahrleistet. Unter D6-Blockade sollte daher infolge lokal erhéhter Chemokin-
konzentrationen die Glomerulonephritis verstarkt ablaufen, trotz einer ggf. reduzierten sys-

temischen T-Zell-Aktivierung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher der Einfluss einer D6-Defizienz auf Nierenfunktion,
renale Gewebsschadigung und Leukozyteninfiltration im Modell der nephrotoxischen
Serumnephritis untersucht. Da eine pharmakologische Hemmung aufgrund fehlender D6-
Rezeptorantagonisten nicht mdglich ist, wurden die Experimente mithilfe von D6-defizienten
Knockout-Mausen durchgefihrt, die uns freundlicherweise von Prof. Locati, Universitat

Mailand, zur Verfligung gestellt wurden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Durchflusszytometrie:
FACSCalibur

ELISA Reader:

Tecan, GENios Plus

ELISA Washer:
Microplate-Washer Elx 50
Homogenisator:

Ultra Turra T25 basic
Mikroskope:

Leica DC 300F L

Leica DM RBE

Leica DM RBE

Zeiss Axioplan 2

Olympus BX50
Real-time-PCR:

Lightcycler 480

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

Typ B5060 EC-CO2
Zentrifugen:

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

Autoklav 23

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

Biotek, Bad Friedrichshall

IKA GmbH, Staufen

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

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

Heraeus Sepatech, Osterode

Heraeus Sepatech, Osterode

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

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

Waage BP 110S
Waage Mettler PJ 3000
Wasserbad HI 1210

2.1.2 Tierhaltung

Makrolone Typ 2 Kafige
Tierfutter

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

24-well-Platten

6-well-Platten

96-well-Platten

Einbettkassetten

Einmal-Klvetten 1,5 ml Plastibrand®
Eppendorfgefalte 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml
Falcons 15 ml und 50 mi
Multikanalpipette Eppendorf

Nadel BD Microlance 20G; 26G; 30G
Pipetten Pipetman P 1-20/200/1000ul
Pipettenspitzen 1-1000ul Typ Gilson
Pipettenspitzen epTIPS Standard
Pipettierhilfe Pipetus classic
Plastikfilter 70um

Leica Microsystems, Bernsheim
Leica Microsystems, Bernsheim
Microm, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
WTW GmbH, Weilheim

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

Mettler-Toledo, Greifensee, CH

Leica Microsystems, Bernsheim

Tecniplast, Hamburg

Ssniff Spezialdiaten, Soest

Nunc, Wiesbaden

Costar Corning, Schiphol-Rijk, NL
Nunc, Wiesbaden

neolLab Migge, Heidelberg

Brand, Gielden

Eppendorf, Hamburg

BD, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

BD, Heidelberg

Gilson, Middleton, USA

Peske, Aindling-Arnhofen
Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
BD, Heidelberg
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Skalpelle Feather No. 20
Zellkulturschalen 10cm

Zellkulturschaber 24cm

2.1.4 Zellkultur

DMEM-Medium

Fetales Kalberserum(FCS)
Opti-MEM-Medium
RPMI-1640-Medium

ITS, Insulin, Transferrin, Selenium
Penicillin/Streptomycin(100x)
Collagenase

PBS

Trypsin / EDTA

2.1.5 Chemikalien

Aceton

Albustix Teststreifen
Aqua ad injectabila
Bovines Serum Albumin
2,2,2-Tribromethanol
DEPC(Diethylpyrocarbonate)
DNAse Typ llI

DTT (100 mM)

EDTA

EDTA-Dikalium 0,2M
Einbettmedium

Eosin

Ethanol

FACS Clean

FACS Rinse

FACS Flow
Formaldehyd 37%
Glycerin

HCI

Feather Safety Razor Co, JP
TPP, Transadingen, CH
TPP, Transadingen, CH

GIBCO/invitrogen, Paisley, UK
Biochrom AG, Berlin
GIBCO/invitrogen, Paisley, UK
GIBCO/invitrogen, Paisley, UK
Roche Diagnostics, Mannheim
PAA Laboratories GmbH, Colbe
Roche Diagnostics, Mannheim
PAA Laboratories GmbH, Colbe
PAA Laboratories GmbH, Colbe

Merck, Darmstadt

Bayer

Braun, Melsungen

Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Carlsbad CA, USA
Calbiochem, San Diego, USA
neolLab, Heidelberg

Jung, Leica Microsystems, Nussloch
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

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

Merck, Darmstadt
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Hematoxilin Lésung
Kalium-Chlorid
Kalium-dihydrogen-Phosphat
Kollagenase Typ |
Magnesiumchlorid (25 mM)

B Mercaptoethanol
Natrium-Azid
Natrium-Carbonat
Natrium-Chlorid Lésung 0,9 %
Natrium-hydrogen-Carbonat
Natrium-hydrogen-Phosphat
Di-Natrium-Carbonat
Di-Natrium-hydrogen-Phosphat
2-Propanol

Perjodic acid

Shandeon Formal-Fixx Concentrate
Tryptan Blau

Tween 20 detergent

Xylene

2.1.6 Puffer und Losungen

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Fermentas Scientific, Waltham, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo, Chershire, UK

Sigma, Deisenhofen

Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Merck, Darmstadt

Puffer:
FACS Puffer: e PBS Paris Puffer: e 20mM Tris HCI
e 0,1% Na Azid e 125mM NaCl
e 0,2% BSA e 10mM KCI
¢  10mM Na-Acetat
¢  5mM Glucose
e pH=7/4
1L 10xHBSS: « 4gKClI TAC Puffer: *  50mM Tris Puffer
ohne Ca, Mg * 0,6 KH,PO,4 e 450ml 0,83% Ammonium-
e 80g NaCl chlorid
0,621g Na,HPO, e pH=7,2
1L 10x HBSS: 3,5g NaHCO; MACS Puffer: e 2mM EDTA
mit Ca, Mg 1,4g CaCl, e 0,5%BSA
1g MgCl, 6H,0 pH=7,2

1g MgSO, 7H,0
10g D-Glukose
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2.1.7 Antikorper und Enzyme

Immunhistochemie:

Ratte anti-CD3

Ratte anti-F4/80

Ratte anti-Mac2

Hamster anti-Nephrin

Ratte anti-Wilms Tumor (WT)-1
Anti-Maus 1gG

Ziege anti-C3d

Polyklonales Kaninchen anti-Fibrinogen

FACS:

Anti-CD3e-FITC Alexa 488 (Clone 145-2C11)
Anti-CD4-APC Alexa 647 (Clone RM4-5)
Anti-CD45-PE (Clone 30-F11)
Anti-CD8a-Cy5-PE (Clone 53-6.7)
Anti-F4/80-APC (Clone C1:A3-1)
Anti-CD11c-FITC (Clone HL3)
Anti-CD69-PE (Clone H1.2F3)
Anti-Ly6C-FITC (RB6-8C5)

Isotyp anti-F4/80-APC

Isotyp anti-CD3 Alexa 488

Isotyp anti-CD8a Cy5-PE

Isotyp anti-CD11¢c FITC

Isotyp anti-CD45 PE

ELISA:
IgG-FITC, goat-anti-mouse
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Serotec, Dusseldorf

Serotec, Dusseldorf
Cederlane, Ontario, Kanada
Acris Antibodies, Herford
Santa Cruz, Santa Cruz, USA
Caltag, Burlingame, USA
Nordic, Tilburg, NL

Abcam, Cambrdge, UK

BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
Serotec, Dusseldorf
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
Serotec, Dusseldorf
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg

Jackson Immunoresearch, Suffolk,
USA
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2.1.8 Oligonukleotid-Primer fur die real-time PCR

Alle Primer wurden kommerziell von der Firma Metabion erworben.

Gen Linke Sequenz Rechte Sequenz

18s GCAATTATTCCCCATGAACG AGGGCCTCACTAAACCATCC
CCL2 (MCP-1) CCTGCTGTTCACAGTTGCC ATTGGGATCATCTTGCTGGT
CCL3 CATATGGAGCTGACACCCCG CAGGAAAATGACACCTGGCTG
CCL5 (RANTES) | CCACTTCTTCTCTGGGTTGG GTGCCCACGTCAAGGAGTAT
CXCL-10 GGCTGGTCACCTTTCAGAAG ATGGATGGACAGCAGAGAGC
IFNy ACAGCAAGGCGAAAAAGGAT TGAGCTCATTGAATGCTTGG
IL-1B TTCCTTGTGCAAGTGTCTGAAG CACTGTCAAAAGGTGGCATTT
IL-6 TGATGCACTTGCAGAAAACA ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC
IL-10 ATCGATTTCTCCCCTGTGAA TGTCAAATTCATTCATGGCCT
TGF-B GGAGAGCCCTGGATACCAAC CAACCCAGGTCCTTCCTAAA
TNFa CCACCACGCTCTTCTGTCTAC AGGGTCTGGGCCATAGAACT
iNOS TTCTGTGCTGTCCCAGTGAG TGAAGAAAACCCCTTGTGCT
MSR-1 CCTCCGTTCAGGAGAAGTTG TTTCCCAATTCAAAAGCTGA
D6 / Ccbp2 CTTCTTTTACTCCCGCATCG TATGGGAACCACAGCATGAA

Tabelle 3: Verwendete Oligonukleotid-Primer
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2.2 Tierexperimentelle Methoden

2.2.1 Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis (NTN)

Das Modell der nephrotoxischen Serumnephritis (Abbildung 11) wurde an C57BL/6J Wild-
typ Mausen und D6-/- (C57BL/6J Hintergrund) Mausen untersucht. Zu den theoretischen
Hintergrinden des Modells wird auf das Kapitel 1.2.3 auf Seite 7 verwiesen. Wir nutzten fir
unsere Versuche ausschlieBlich mannliche Tiere im Alter von 7-9 Wochen. Die Versuchs-

dauer betrug 14 Tage nach i.v.-Injektion des nephrotoxischen Serums.

Praimmunisierung: Zunachst erfolgte drei Tage vor Induktion der nephrotoxischen Serum-
nephritis die Praimmunisierung der Mause mit einer Emulsion aus Schaf-lgG und CFA
(Complete Freund’s Adjuvans). Hierdurch kommt es zu einer Verstarkung der Immun-
reaktion der Versuchstiere gegen das Fremdantigen. Zur Herstellung der Emulsion wurde
das Schaf-IgG mit PBS auf eine Konzentration 0,2 mg/ml verdinnt, mit 2 ml CFA vermischt
und anschlieRend mehrmals flr wenige Sekunden am Sonicator emulgiert. Es wurden unter
sterilen Bedingungen 100 pl der hergestellten Emulsion subkutan in die rechte bzw. linke
Flanke appliziert. Im Verlauf des Experiments bildeten sich an den Injektionsstellen

Granulome.

Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis: Drei Tage nach der Praimmunisierung
erfolgte unter sterilen Bedingungen die intravendse Injektion von 50 ul des nephrotoxischen

Serums uber die Schwanzvene.

Complete Freund’s Adjuvans Sigma-Aldrich, Steinheim
ChromePure Sheep IgG, whole molecule Jackson Immunoresearch
Anti-GBM Serum (PTX-001S) Probetex, USA
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Probenentname:
» Nierengewebe (FACS, Histologie)
» Blut (Serum, IgG, Zellpopulation)

* Urin (Proteinurie)
Praimmunisierung: 50 p Schaf-anti- + Milz (Splenocyten)
Schaf-IgG s.c GBM-Serum i.v. + Lymphknoten
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» Bildung von Inmunkomplexen an Adaptive Inmunantwort: Glomerulonephritis mit
der GBM * Antikoérperproduktion Matrixdeposition und
* Unspezifische Inmunantwort: « Infiltration von Halbmondbildung
« Komplement sensibilisierten T-Zellen

* Neurophile
« Makrophagen

Abbildung 11: Zeitlicher Ablauf der nephrotoxischen Serumnephritis.

Zum Versuchsbeginn am Tag 0 findet die i.v. Injektion des nephrotoxischen Serums statt; 3 Tage
nach der stattgefundenen subkutanen Praimmunisierung mit Schaf-IgG. Durch die Ablagerung von
anti-GBM-Antikérpern entlang der glomerularen Basalmembran entstehen Immunkomplexe und es
kommt zu einer Aktivierung des angeborenen Immunsystems und Leukozyteninfiltration. Im weiteren
Verlauf Uberwiegt die adaptive Immunantwort, es entstehen grofle Immunkomplexe infolge einer
autologen murinen Antikérperbildung gegen die abgelagerten Schlaf-Anti-GBM-Antikérper des ne-
phrotoxischen Serums und Leukozyteninfiltration mit T-Zellen. Zum Zeitpunkt des Versuchsendes
besteht klinisch und histologisch eine progressive Glomerulonephritis mit charakteristischer Halb-

mondbildung.
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2.2.2 Entnahme von Urin, Blut und Gewebeproben

Vor Versuchsbeginn (Tag 0) und am Versuchsende (Tag 14) wurden Urinproben von allen
Versuchstieren abgenommen, um eine Entwicklung der Proteinurie im Rahmen der Glome-
rulonephritis zu untersuchen. Die Blut- und Organentnahme von Niere, Lymphknoten und
Milz am Versuchsende erfolgte nach einer Anasthesie (Tabelle 4). Zur Blutentnahme wurde
der retroorbitale Venenplexus in den tiefanasthesierten mittels einer heparinisierten Blutka-
pillare Uber den lateralen Augenwinkel punktiert und die Bluttropfen in einem Eppendorfge-
falk gesammelt. Die so gewonnen 250 pl wurden zu Serum zentrifugiert (5 Minuten bei 1600
G) und bei -20°C gelagert oder flir Serumanalysen an SynLab.vet GmbH & Co. KG, Labor
Augsburg verschickt.

Die Nieren, Milz und Lymphknoten wurden vor der Entnahme mit vorgewarmter PBS-Ldsung
perfundiert. Die Perfusion erfolgte an der anasthesierten Maus Uber den linken Herzventrikel
nach der Durchtrennung der V. cava inferior. Im Anschluss daran wurden die Nieren vorsich-
tig herausprapariert, die Kapsel entfernt und das Nierengewebe in mehrere Teile geschnit-
ten, die dann fir weitere Analysen (z.B. RNA, Histologie, Durchflusszytometrie) verwendet

wurden. Zuletzt wurden die abdominellen Lymphknoten und die Milz prapariert.

Anasthesie 10 ml Midazolam (1mg/ml)

2 ml Fentanyl (0,05 mg/ml)

1 ml Dormitor (1mg/ml)

Tabelle 4: Intraven6se Anasthesieléosung

2.2.3 Versuchstiere

Mausstamm Referenz

C57BL/6J Wildtyp | Bar Harbor, Maine, USA
D6 -/- (C57BL/6J) | Prof. Locati, Mailand

2.2.4 Tierhaltung

Alle Versuchstiere wurden unter SPF-Bedingungen (specific-pathogen-free) in der Tierhal-
tung der Abteilung gehalten. Die Haltung wird regelmaRigen mikrobiologischen Kontrollun-
tersuchungen unterzogen. Es wurden maximal 5 Mause in vorher autoklavierten Macrolone
Typ Il L Kafigen mit Filterdeckel bei einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus mit Wasser
und Standardfutter der Firma ssniff® ad libidum gehalten. Das Futter, Wasser und Stroh
sowie die Watte wurden ebenfalls autoklaviert. Die Kafige waren bei einer konstanten Raum-

temperatur von 22°C sowie einer Luftfeuchtigkeit von 60% untergebracht. In einem Alter von
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21 Tagen wurden Jungtiere geschlechtergetrennt abgesetzt und durch Lochmarkierungen

am Ohr gekennzeichnet.

Alle aufgefliihrten tierexperimentellen Verfahren wurden nach den Vorschriften des deut-
schen Tierschutzgesetzes durchgefihrt und waren durch die Regierung von Oberbayern

genehmigt.

2.2.5 Genotypisierung der Knockout-Mause

Die Genotypisierung der verwendeten Versuchstiere erfolgte mithilfe der genomischen DNA
aus Schwanzbiopsien. Zunachst wurden jeweils 1-2 mm des Biopsats in 200 yl PBND-Puffer
mit 1 pl Proteinase K in einer Konzentration von 20 mg/ml fir mindestens vier Stunden bei
56°C im Schittel-Thermoblock inkubiert. Zur Inaktivierung der Proteinase K wurden die
Proben auf 85°C flir 45 min erhitzt und anschliefend bei 14.000 U/min fir 5 Minuten zentri-
fugiert. Der Uberstand mit der genomischen DNA wurde in ein neues EppendorfgefaR ber-
fuhrt.

Zur Bestimmung des Genotyps erfolgte eine Genamplifikation mittels einer Polymerase-
Ketten-Reaktion (PCR) mit der Gabe genspezifischer Primer. Hierzu wurde 1 ul der genomi-
schen DNA mit 24 yl des PCR-Mastermix vermischt und die PCR gestartet.

Vorabdenaturierung 5min 94 °C
Denaturierung 1min 94 °C
Annealing 1min 60 °C 35x Wiederholung
Elongation 2min 72 °C
Polymerisation 5min 72 °C
ENDE 4°C

Tabelle 5: Mastercycler® Einstellungen fiir die PCR

Die anschlieRende Auftrennung der amplifizierten Genfragmente verlief mithilfe der Gelelekt-
rophorese. Dafur wurde zunachst ein 1,5% Agarosegel hergestellt, indem 1,5 g Agarose
durch Erhitzen in 100 ml TBE-Puffer geldst und anschlieend 7 ul Ethidiumbromid (Konzent-
ration 10 mg/ml) hinzugegeben wurden. Fir das Beladen des Gels mit den Proben wurden

mithilfe eines Kamms Taschen geschaffen. Die amplifizierten Proben wurden in einem Ver-
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haltnis von 1 zu 5 mit 6x Gel Loading Solution vermischt und in die Probentaschen im Gel
pipettiert.

Als Mafstab fir die GroRe der Fragmente wurde eine 100 bp- bzw. 1 kb-DNA Leiter von
Invitrogen auf das Gel aufgetragen und die Elektrophorese mit einer Spannung von 150 V
fur 45 Minuten durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente eine Probe ohne Taqg-Polymerase.

Im Anschluss wurde das Gel unter UV Beleuchtung fotografiert.

A

o
Hindlll I tw
Psti

» EcoRlI

7.5 kb 1.6 kb

EcoRl

U Pstl

EcoRlI
EcoRlI
Pstl

550 bp —»

260 bp —»

Abbildung 12: Genotypisierung der D6-Defizienz.

Durch homologe Rekombination mit dem Targeting-Vektor erfolgte in den transgenen Mausen eine
komplette Deletion der D6-kodierenden genomischen Sequenz (Abbildung 12 a oben) im Austausch
mit einer Neomycin-Selektionskassette (Abbildung 12 a unten). Durch PCR genomischer DNA kann
unter Verwendung der Primer A und B (Tabelle 6) in Wildtyp-, nicht aber homozygoten Knockout-
Mausen ein 260 pb-grofles PCR-Produkt amplifiziert werden [55]. In homozygoten D6 Knockout-
Tieren, nicht aber Wildtypmausen entsteht dagegen mit den Primern A und C ein 550 bp grol3es
PCR-Produkt, was die Genotypisierung erlaubt (Abbildung 12 b).
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PBND-Puffer:

« 2MKCI
« 1M Tris-HCI
« 1M MgCl,

* 0,1 % w/v Gelatin
* 100 % NP40

* 100 % Tween 20
* ddH,O

PCR-Mastermix pro Probe:
* 16 pl ddH,O
e 2,5 ul 10x Puffer
* 4l (300 uM) dNTPs
e 1 ul (10 pM/pl) je pro Primer
* 0,5 ul Taqg Polymerase

TBE-Puffer:
e 89 mM Tris
* 89 mM Borséaure
* 2mMEDTA

* in H,0 gel6st und auf einen pH von 8,0 eingestellt

Gel Loading Solution:
e 10 mM Tris / HCI
* 20 % Glycerin

* 0,1 % Bromphenolblau

D6 Primer A CAGAGCTGAGATGGTCCCAA
D6 Primer B AGTAAGGCTCTCGGTGAACAG
D6 Primer C AGCCGTCACCTTAATATGCG

Tabelle 6: Primer fiir die Genotypisierung des D6 Knockouts
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2.3 Immunologische Methoden

2.3.1 ELISA

Funktionsprinzip: Mit dem Begriff Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay (ELISA) bezeich-
net man ein auf einer enzymatischen Farbreaktion beruhendes antikérperbasiertes Nach-
weisverfahren [69, 70]. Dabei sind quantitative Aussagen Uber die Antigenkonzentration

anhand des Substratumsatzes maoglich.

In dieser Arbeit wurde die sogenannte Sandwich-ELISA Methode verwendet, bei der zwei
Antikdrper spezifisch an das nachzuweisende Antigen (d.h. die nachzuweisende Substanz)

binden.

Zunachst erfolgte die Beschichtung einer 96-well Mikrotiterplatte mit dem ersten Antikdrper
(sog. capture antibody), die dann bei 4°C Uber Nacht gelagert wurde. Am nachsten Tag
wurden nach einem 30-minutigen Abblocken der freien Bindungsstellen mit BSA oder FCS
die Proben sowie eine Standardreihe (mit bekannter Antigenkonzentration) in die wells
pipettiert und fiir 2 Stunden inkubiert. In dieser Zeit konnte der an die Platte gebundene
Antikdrper das in der Probe vorhandene Antigen binden. Nach Ablauf der Inkubationsphase

wurde die Platte mehrfach gewaschen um die ungebundenen Bestandteile zu entfernen.

Im zweiten Schritt wurde der Enzym-gekoppelte Detektions-Antikdrper (sog. detection anti-
body) hinzugefiigt und die Platte nochmals 2 Stunden inkubiert. Nach erneutem Waschen
erfolgte die Zugabe der TMB-L6sung, die zu einer durch das an den Detektions-Antikdrper

gekoppelte HRP(horseradish peroxidase)-Enzym katalysierten Farbreaktion flhrte.

Durch eine Stopplésung aus Schwefelsaure (H.SO,) wurde nach 5-15 Minuten die Reaktion
beendet und die Absorption, die proportional zu der gebundenen Proteinmenge ist, an ei-
nem ELISA-Reader gemessen. Aus einer Standardreihe mit bekannten Antigenkonzentrati-
onen konnte dann eine Standardkurve erstellt werden mit deren Hilfe die gemessene

Absorption der einzelnen Proben in entsprechende Konzentrationen umgerechnet wurde.
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CCL2/MCP-1, CCL5/ RANTES, KIM-1 Messung:

Im Gesamtnierenprotein und im Uberstand der stimulierten Glomeruli und des Tubulo-
interstitiums wurden mittels ELISA die Chemokine CCL2, CCL5, sowie der tubulare Scha-

densmarker KIM-1 nachgewiesen.

Die Herstellung des erforderlichen Proteinlysats aus dem Gesamtnierengewebe erfolgte
indem dem Nierenstlick zunachst 400 ul RIPA Puffer mit einem Protease- und Phosphatase-
inhibitor hinzugegeben wurde. AnschlieRend fand eine Homogenisierung mithilfe eines
Homogenisators und Sonicators statt. Nach Zentrifugierung und Uberfiihrung des Uberstan-
des in ein neues Gefal, wurde ein Bradford-Test zur quantitativen Proteinmengenbestim-
mung der einzelnen Proben durchgeflhrt. Nach Normierung der Proben bezlglich ihres

Proteingehalts wurden die o0.g. ELISA-Messungen nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Analog erfolgte die direkte Messung der CCL2- bzw. CCL5-Konzentration aus dem Zell-

kulturGiberstand und im Serum ohne Notwendigkeit einer vorangehenden Proteinlysatherstel-

lung.
CCL2 / MCP-1 R&D Systems, Nordenstadt, Wiesbaden
CCL5/RANTES R&D Systems, Nordenstadt, Wiesbaden
KIM-1/TIM-1 / HAVCR R&D Systems, Nordenstadt, Wiesbaden
IgG-Messung:

Zum Nachweis einer autologen Antikérperbildung gegen das Fremdantigen des nephrotoxi-
schen Serums im Rahmen der nephrotoxischen Serumnephritis wurde bei allen Versuchstie-
ren die Menge des gebildeten Maus-Anti-Schaf-lgGs gemessen. Hierzu erfolgte die
Benetzung einer lichtundurchlassigen schwarzen 96-well Mikrotiterplatte mit Schaf-IgG bei
4°C Uber Nacht. Die Serumproben wurden dann im Dreifachansatz in mehreren Konzentra-
tionen (1:100, 1:200, 1:400, 1:800) auf die Platte pipettiert und flr 2 Stunden inkubiert. Nach
mehreren Waschschritten und weiteren 2 Stunden Inkubation mit dem fluoreszierenden
Sekundarantikérper (anti-Maus-1gG-FITC) wurde schliefdlich die Emission bei 535 nm Wel-

lenlange im ELISA-Reader gemessen.

Goat-anti-Maus-IgG FITC Jackson Immunoresearch

ChromePure Sheep IgG, whole molecule Jackson Immunoresearch
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Bestimmung der Albuminurie:

Die Bestimmung der Albumin-Konzentration im Urin der Versuchstiere erfolgte nach Herstel-
lerangaben mithilfe eines kommerziellen ELISA-Kits. Zur Erhéhung der Genauigkeit wurde
eine Verdiinnungsreihe von 10%-10” im Dreifachansatz erstellt und daraus jeweils ein Mittel-

wert gebildet.

Mouse Albumin ELISA Quantitation Bethyl Laboratories, Montgomery, USA

Bestimmung des Kreatinin-Werts:

Da die Albuminurie aus dem Spontanurin bestimmt wurde, musste die Albuminkonzentration

immer in Relation zur Harnkonzentration gesetzt werden.

Kreatinin entsteht im Muskelgewebe durch Abbau von Kreatin, hat bei stabiler Muskelmasse
relativ konstante Plasmaspiegel und wird in der Niere Uberwiegend glomerular ausgeschie-
den. Daher eignet sich der Kreatinin-Wert der Urinprobe als gangiges Mal} fir die Harnkon-

zentration und wird als Korrekturfaktor verwendet.

Zur Bestimmung des Kreatinins wurde die Jaffé-Methode, ein kinetischer Farbtest, verwen-
det. Dieser nutzt die Eigenschaft des Kreatinins, in alkalischer Lésung mit Pikrinsdure einen
Kreatininpinkrat-Komplex (gelb-orange) zu bilden, welcher dann proportional zur Kreatinin-
konzentration ist. Zunachst wurde 1 pl der Urinprobe 1:50 mit destilliertem Wasser verdinnt,
mit Natronlauge (0,16 mol/l) alkalisiert und 200 pl Pikrinsaure (4,0 mmol/l) hinzugegeben. Im
ELISA-Reader konnte dann die Extinktion (492 nm) nach 1 min und nach 3 min gemessen
und eine Differenz gebildet werden. Anhand der Standardreihe (0, 1, 2, 4, 8 mg/dl) wurde
eine Standardfunktion erstellt mit deren Hilfe die Extinktionsdifferenz der Proben in die ent-

sprechenden Kreatininkonzentrationen umgerechnete wurde.

Creatinine FS DiaSys Diagnostic Systems
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2.3.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Analyse und Quantifizierung der verschiedenen Zellpopulationen in der Niere und ande-
ren Geweben erfolgte in der Durchflusszytometrie anhand ihrer Oberflachenmolekile. In
dieser Arbeit verwendeten wir dafiir das 4-Kanal-Gerat FACSCalibur (Becton Dickinson) mit
entsprechender CellQuest® Analyse-Software und den Fluorochromen FITC (Fluorescein-5-
isothiocyanat), PE (Phycoerythrin), PE-Cy5 (Phycoerythrincyanin) und APC (Allophyco-

cyanin).

Funktionsprinzip: Die Durchflusszytometrie bzw. FACS (fluorescence-actived-cell-sorting)
ist eine Methode der Zellanalyse, die darauf beruht, dass Zellen und andere Partikel anhand
ihrer GrolRe, Struktur und der Expression bestimmter Oberflachenantigene, wie den CD

(cluster of differentiation)-Antigenen, unterschieden werden kénnen.

Zunachst werden mittels hydrodynamischer Fokussierung und laminarer Strémung die zu
untersuchenden Zellen vereinzelt und flieRen dann perlschnurartig durch eine Messzelle, wo
sie von mehreren Lasern beleuchtet werden. Dabei kann im Vorwartsstreulicht (FSC = For-
ward scatter) die ZellgrofRe und im Seitwartsstreulicht (SSC = Side scatter) die Zellgranulari-
tat bestimmt werden. Zusatzlich erfolgt eine Markierung der Zellen mit Antikdrpern, die an
einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. Durch den Laserstrahl werden diese verschiede-
nen Fluorochrome angeregt und emittieren daraufhin Licht einer spezifischen Wellenlange,

welche das FACS-Gerat detektiert und den einzelnen Farbstoffen zuordnet.

Bei der Messung mehrerer Antikdrper mit verschiedenen Fluorochromen entsteht das Prob-
lem der Teillberlappung der emittierten Wellenlangen. Daher ist fir eine akkurate Auswer-
tung eine Kompensation notwendig, bei der man mit lediglich einem Farbstoff markierte
Zellen oder sog. Isotyp-Kontrollen mitanalysiert und den Anteil, der in andere Detektionska-

nale einstreut, subtrahiert.

2.3.2.1 Analyse der Zellpopulationen in der Niere

Zum Nachweis und zur Quantifizierung der renalen Infiltration unterschiedlicher Leukozyten
in der Durchflusszytometrie wurde zunachst aus den Nieren der D6-defizienten Tiere und
Wildtyp-Kontrollgruppe eine Einzelzellsuspension hergestellt. Dazu wurden die Organe
entnommen und in einer Petrischale auf Eis mit 3 ml vorgekihltem Paris-Puffer in 0,5 mm
grofRe Stiicke zerkleinert. Nach zweimaligem Waschen mit HBSS-Puffer (mit Ca, Mg) erfolg-

te die Resuspension und Verdauung des Pellets in 5 ml vorgewarmter
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Kollagenase / DNAse-Lésung 20 Minuten lang im 37°C Wasserbad. Nach einem weiteren
Waschschritt kam es zu nochmaliger 20 mindtiger Inkubation in 2 mM EDTA / HBSS-
Ldsung, sowie erneutem Kollagenase-Verdau fur weitere 20 Minuten bei 37°C. Um nun eine
Einzelzellsuspension fur die Durchflusszytometrie zu erhalten, wurden das verdaute Nieren-
gewebe mit einer Spritze aufgesaugt und mehrmals durch eine 19G- und anschlielend eine
26G-Kanule ausgespritzt. Es folgten weitere Waschschritte mit PBS, eine Zentrifugierung bei
250 g, bevor schlieRlich der Uberstand abgesaugt und die Zellsuspension mit FACS-Puffer
resuspendiert wurde. Mit dieser Methode konnten ca. 1-3 Millionen Zellen pro Mausniere

gewonnen werden.

Vor der Farbung mit verschiedenen fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern wurden die unspe-
zifischen Bindungsstellen an der Zelloberflache mithilfe einer Mischung aus 5 ul Rattense-
rum und 5 ul Mausserum blockiert. Pro Ansatz wurde eine 4-fach Farbung mit CD45-PE,
CD3e-FITC, CD4-APC und CD8-PE-Cy5, sowie eine 3-fach Farbung mit CD45-PE, F4/80-
APC und CD11c-FITC durchgefihrt. Fur die Kompensation der spektralen Uberlappungen

der Fluorochrome wurden zudem Farbungen mit Isotyp-Kontrollen angefertigt.

Nachfolgend wird eine Auflistung der Oberflachenantigenkombinationen der verschiedenen

Leukozytenpopulationen (Tabelle 7), sowie die Gating-Strategie dargestellt (Abbildung 13).

Leukozyten CD45"

Neutrophile Granulozyten CD45", Ly6G", F4/80
Dendritische Zellen CD45", CD11c¢"

F4/80" dendritische Zellen CD45", CD11c", F4/80"

F4/80- dendritische Zellen CD45", CD11c", F4/80
Makrophagen CD45", CD11c’, F4/80"
T-Lymphozyten CD45", CD3"

CD4" T-Lymphozyten CD45", CD3*, CD4", CD8"
CD8" T-Lymphozyten CD45", CD3*, CD4", CD8"
aktivierte CD4*/CD8" T-Lymphozyten CD3", CD4" bzw. CD8", CD69"

Tabelle 7: Zellpopulationen mit der jeweiligen Oberflachenantigenkombination.
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Unterscheidung von CD4+

A Gating aller CD45+ Leukozyten(1): B Gating der CD3+ T-Zellen (2): (3) und CD8+ T-Zellen (4):
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Abbildung 13: Gating-Strategie zur Quantifizierung der renalen Leukozyteninfiltrate.
A: Darstellung aller CD45" Zellen (1 oben + unten).
B: CD3" T-Zellen (2), die nachfolgend in CD3"CD4" (3) CD3'CD8" (4) differenziert werden.
C: CD11c” (5a+b) dendritische Zellen, die sich in CD11¢"F4/80 (5a) und CD11c*/F4/80" (5b) Zellen

aufteilen. F4/80" Leukozyten in (5b+6) und F4/807/CD11c” Makrophagen (6). Erganzend sind Isotyp-
kontrollen flr CD11c-FITC und F4/80-APC dargestellt.

2.3.2.2 Analyse der Zellpopulationen im Lymphknoten

Die abdominellen Lymphknoten wurden nach der Entnahme aus der Maus durch ein 70 um
Zellsieb filtriert und die erhaltene Zellsuspension zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet
wurde resuspendiert und die unspezifischen Bindungsstellen an der Zelloberflache mit der
Mischung aus 5 ul Rattenserum und 5 ul Mausserum blockiert. Schlief3lich erfolgte die Far-
bung mit CD3e-FITC, CD4-APC, CD8-PE-Cy5 und dem CD69-PE, um die verschiedenen

Zellpopulationen darzustellen.
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2.3.2.3 Analyse der Zellpopulationen im Vollblut

Das Blut (ca. 100 pl) wurde direkt nach Entnahme aus dem retroorbitalen Venenplexus mit 5
pl EDTA vermischt und auf Eis gestellt. Es erfolgte die Zugabe des gleichen Volumens von
AccuCheck Counting Beads zur absoluten Quantifizierung der Leukozytenanzahl. Auch hier
wurden vor der Farbung mit verschiedenen fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern zunachst
die unspezifischen Bindungsstellen an der Zelloberflache durch die Zugabe von 5 ul Ratten-
serum und 5 pl Mausserum blockiert. Pro Ansatz erfolgte eine 4-Fachfarbung mit CD45-PE,
CD3e-FITC, CD4-APC, CD8-PE-Cy5 bzw. eine 2-Fachfarbung mit CD45-PE und Ly6C-FITC
mit einer anschlieBenden 30-minltigen Inkubation bei Raumtemperatur. Nach der Lyse der
Erythrozyten mithilfe der Lysing Solution von BD konnten die Proben schliel3lich in der
Durchflusszytometrie analysiert werden. Durch die charakteristischen Eigenschaften von
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten im forward- und sideward scatter konnten diese
Leukozytenpopulationen quantifiziert werden (Tabelle 7). Die T-Lymphozytenzahl wurde
durch die Auswertung der obigen Antikérperfarbung ermittelt, ebenso der Anteil Ly6C+

Monozyten.

Paris Puffer:
e 20 mM Tris-HCI
125 mM NacCl
10 mM KCI
10 mM Na-Azetat
5 mM D-Glukose
in 1000 ml ddH->0, pH 7,4 (mit 0,1 N HCI)

10x HBSS-Puffer (mit Ca und Mg):
* 4 gKcl

0,6 g KH,PO,

80 g NaCl

0,62 g Na,HPO, x 2 H,O

3,59 NaHCO;

1,4 g CaCl,

1 g MgCl,

19 MgSO,x 2 H,O

10 g D-Glukose

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

10x HBSS-Puffer (ohne Ca, Mq):

4 g Kcl

0,6 g KH,PO,

80 g NaCl

0,62 g Na,HPO,4 x 2 H,O

in 1000 ml ddH->0, pH 7,4 (mit 0,1 N HCI)
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Kollagenase / DNAse-Losung in HBSS-Puffer (ohne Ca,Mg):
* 10 mg Kollagenase Typ |
* 1 mg DNAse Typ lll
* in10 ml HBSS (ohne Ca, Mq)

2 mM EDTA / HBSS-Losung:
e 100 ul 0,2 EDTA-Stammldsung
e 10 ml HBSS (ohne Ca, Mqg)

Kollagenase-Losung in HBSS-Puffer (ohne Ca,Mg):
* 10 mg Kollagenase Typ |
* in 10 ml HBSS ohne Ca,Mg

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

* 0,1 % Na-Azid

FACS-Antikorper fiir Nieren- und Blutzellen:

CD45-PE BD, Heidelberg
CD3e-FITC BD, Heidelberg
CD4-APC BD, Heidelberg
CD8-PE-Cy5 BD, Heidelberg
F4/80-APC BD, Heidelberg
CD11c-FITC BD, Heidelberg
Ly6C-FITC BD, Heidelberg
AccuCheck Counting Beads Life Technologies, Carlsbad, USA
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2.4 Histologische Untersuchungen

2.4.1 Aufbereitung des Nierengewebes, histologische und

immunhistologische Auswertung

Das entnommene Nierengewebe wurde in Histologiekassetten Gberfihrt, fir 24 Stunden in
10%-Formalin fixiert und anschlielend in Paraffin eingebettet. AnschlieRend wurden 2 ym
dicke Schnitte mit einem Mikrotom angefertigt, auf einen mit Ammoniumpersulfat (APES)
vorbehandelten Objekttrager aufgetragen und schlie3lich in einem Trockenschrank fir 12
Stunden bei 37°C aufbewahrt.

Vor jeder Farbung erfolgte zunachst die Entparaffinierung in Xylol und einer absteigenden
Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, 50%) mit anschlieRendem Spllen in PBS.

Bei der Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung wurden die entparaffinierten Nierenschnitte fir 5
min in Hdmalaun getaucht und in Wasser geblaut. Die anschlielende Eosin-Farbung erfolg-
te mit 2% Eosin-Lésung fur 5 min. SchlieBlich wurden die Schnitte mittels aufsteigender

Alkoholreihe und Xylol dehydriert und mit Deckglaschen eingedeckt.

Das Ausmal der glomerularen Sklerose und Matrixdeposition wurde in der Periodic Acid
Schiff (PAS)-Farbung ermittelt. Fur die Analyse wurden pro Versuchstier 50 Glomeruli semi-

quantitativ ausgewertet:

* Grad 0 = keine Lasion

* Grad 1 =<25% Sklerose

* Grad 2 = 25-49% Sklerose
* Grad 3 = >50-74% Sklerose
* Grad 4 =>75% Sklerose

Die Erfassung der interstitiellen Schadigung erfolgte mithilfe der PAS-Fédrbung durch das
Zahlen von tubularen Zylindern pro Gesichtsfeld. Zusatzlich wurde ein tubularer Dilatations-
Score und ein interstitieller Matrix-Score gebildet. Es wurden pro Versuchstier 10 Gesichts-

felder bei 400-facher VergréRerung analysiert.
Die Auswertung erfolgte anhand der folgenden Skala:

e Grad 0 = keine tubulare Dilatation bzw. interstitielle Matrixvermehrung
e Grad 1 = leichte tubulare Dilatation bzw. interstitielle Matrixvermehrung
e Grad 2 = mittelgradige tubulare Dilatation bzw. interstitielle Matrixvermehrung

* Grad 3 = schwere tubulare Dilatation bzw. interstitielle Matrixvermehrung
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Fur die immunhistologische Farbung wurden folgende Antikdrper (siehe Kap. 2.1.7) und
Antikdrperkonzentrationen verwenden: Ratte-Anti-CD3 (1:100), Ratte-Anti-F4/80 (1:100),
Ratte-Anti-Mac2 (1:3000), Ziege anti-C3d (1:500), polyklonales Kaninchen-Anti-Fibrinogen.

Zur Gegenfarbung wurde eine kurze Inkubation mit Methylgriin durchgefinhrt.

Bei der CD3 Auswertung wurden pro Versuchstier 20 Gesichtsfelder bei 400-facher Vergro-
Rerung analysiert und alle CD3 gefarbten Zellen im Niereninterstitium gezahlt. Zudem wur-

den CD3-positive Zellen in 50 Glomeruli quantifiziert.

Fur die F4/80-Auswertung wurden pro Versuchstier 20 Gesichtsfelder bei 400-facher Ver-
groRerung digital fotografiert und mithilfe des Bildanalyseprogramms ImagedJ (National Insti-
tutes of Health) der prozentuale Schwarzanteil der F4/80 gefarbten Zellen am Gesamtbild

bestimmt.

Bei der Mac2-Auswertung wurden pro Tier 15 Glomeruli fotografiert und dort der prozentuale
Schwarzanteil der Mac2 gefarbten Zellen an der Gesamtflache des glomerularen Konvoluts
bestimmt. Analog dazu wurde bei der IgG-, C3d-Komplement- und Fibrinogen-Farbung

verfahren.

Die WT1/Nephrin-Farbung ist eine Farbung mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern (siehe
Kap. 2.1.7) am Paraffinschnitt. Hierbei wurde die Anzahl an WT1-gefarbten, Nephrin-
positiven Podozyten gezahlt, sowie die Nephrinexpression bestimmt, indem der prozentuale

Anteil an Nephrin pro Glomerulus in jeweils 40 Glomeruli quantifiziert wurde.

2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus dem Nierengewebe erfolgte mithilfe des Purelink RNA
Mini Kits (Ambion) nach Herstellerangaben. Ziel dabei war die schnelle Elimination der
RNAse-Aktivitat, welche die RNA im Gegensatz zur DNA sehr instabil macht. Die auf diese
Weise gewonnene Gesamt-RNA wurde entweder fir weitere Analysen direkt in cDNA um-

geschrieben oder bei -80°C gelagert.

PureLink RNA Mini Kit Ambion

40



Materialien und Methoden

Die RNA-Reinheit wurde mithilfe eines Spektrometers (NanoDrop, Peqlab) bestimmt, indem
die optische Dichte bei A=260 nm (DNA) und A=280 nm (Protein) gemessen wurde. Wenn
dabei der Koeffizient (260 nm/280 nm) kleiner als 1,8-2,0 war, galt die Probe als kontami-

niert (mit Protein, DNA oder aromatischen Substanzen) und wurde nochmals gereinigt.

Eine RNA-Konzentration von 40 ng/ul entspringt einer OD = 1 bei 260 nm, daher Iasst sich

die RNA-Konzentration in der Probe folgendermalien bestimmen:

Konzentration (ng/ul) = Eeo X Verdiinnung x 40

2.5.2 cDNA-Synthese

In der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird zur Amplifizierung die DNA bendtigt. Daher
muss zunachst die gereinigte Gesamt-mRNA in komplementare Einzelstrang-DNA (cDNA)

revers umgeschrieben werden.

Um die gleiche RNA-Menge in allen Proben umzuschreiben, wurden diese mit RNAse-
freiem Wasser gemischt, sodass in einem Volumen von 13,2 ul genau 1 yl RNA enthalten
war. Die RNA-L6sung wurde anschlieBend im Doppelansatz mit dem Mastermix gemischt
(Tabelle 8). Hierbei wurde zum Ausschluss einer falschlichen Amplifizierung genomischer
DNA in einem Ansatz als Kontrolle anstatt der reversen Transkriptase (Superscript) RNAse-
freies-Wasser verwendet (sog. ,RT minus® Ansatz).

Zum Starten der cDNA-Synthese wurden 20 pl der RNA-Lésung im Thermomixer fur 90
Minuten bei 42°C inkubiert. Zum Beenden der Reaktion wurden die Proben fir 5 Minuten auf
85°C erhitzt. Die synthetisierte cDNA wurde direkt fur quantitative RT-PCR-Analysen ver-

wendet oder bei -20°C aufbewahrt.

cDNA-Synthese Mastermix:

4 ul 5x Puffer

0,4 ul 25mM dNTP

1ul0,1MDTT

0,5 ul 40 U/ul RNasin

0,25 ul Acrylamid 15 ug/ml

0,215 ul Hexanukleotide

0,43 ul Superscript bzw. im RT- Ansatz ddH,0O

Tabelle 8: cDNA-Synthese Mastermix
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2.5.3 Quantitative RT-PCR

Funktionsprinzip:

Die quantitative “real-time PCR" ist, wie die konventionelle PCR, eine Vervielfaltigungsme-
thode fir DNA mit dem Unterschied, dass die Amplifikationsreaktion unter fortlaufender
Uberwachung und photometrischer Messung von Fluoreszenzfarbstoffen stattfindet. SYBR®
Green ist ein interkalierender Farbstoff, der sich in doppelstrangige DNA einlagern kann.
Dabei steigt die gemessene Fluoreszenzintensitat mit jedem Amplifikationszyklus direkt
proportional zur Menge der vervielfaltigten Ziel-DNA an. Das wiederum erlaubt den Riick-

schluss auf die Menge an eingesetzter DNA.

Zunachst wird fur jede Probe ein sogenannter Cycle-Theshold-Wert (CT-Wert) aufgezeich-
net, welcher fir die genaue Quantifizierung wichtig ist. Dieser Wert entspricht der Zyklus-
anzahl bei der die gemessene Fluoreszenz einen Schwellwert Gberschreitet und sich deut-
lich vom Hintergrundsignal unterscheidet. Folglich sind mit steigender Substratmenge am

Anfang weniger Zyklen nétig um den CT-Wert zu erreichen.

Es gibt verschiedene Rechenmodelle fir die Quantifizierung, wobei in der vorliegenden
Arbeit die relative Quantifizierung eingesetzt wurde, welche das Verhaltnis der Zielsequenz
zu einer Referenzsequenz bestimmt. Dazu wird das Housekeeping-Gen 18S rRNA, das in

allen Proben gleichermal3en exprimiert ist, als interne Referenz verwendet.

Protokoll:

+u

Zunachst wurde die mRNA, die in Form von ,RT™™ cDNA und ,RT™ Negativkontrolle vorlag
(siehe Kapitel 2.5.2), mit RNAse freiem Wasser 1 zu 10 verdinnt. Es wurden dann jeweils 2
Ml der Probe mit 18 pl des PCR-Mix (Tabelle 10) gemischt. Der Probenmix wurde im Dop-
pelansatz auf eine 96-well Platte pipettiert und zudem als Negativkontrolle ein Ansatz ohne
Tag-Polymerase aufgetragen. Nach Abdichtung mit Folie und Zentrifugation wurde die PCR
nach Protokoll (Tabelle 9) im Lightcycler 480 von Roche durchgefiihrt.

Die Auswertung erfolgte mit der Lightcycler Software Version 1.2.9.11. Bei Verunreinigung in
der RT-Negativkontrolle oder im Tag-Polymerase-freien Ansatz wurde die real-time PCR

wiederholt bzw. die Probe verworfen.
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Vorabdenaturierung 5min 95 °C
Denaturierung 15s 95 °C
Annealing 45s 60 °C 40x Wiederholung
Extension 30s 72°C
Schmelzkurve 5s 95 °C
10min schrittweise Steigerung von 65 bis 95°C

Tabelle 9: Lightcycler® Einstellung zur Durchfiihrung der real-time PCR

PCR Mix:
e 10 ul Mastermix mit SYBR Green (v. 1.2)
* 0,6 ul des linken und rechten Primers
e 0,16 ul Taq-Polymerase
* 6,64 ul RNAse freies Wasser

Tabelle 10: PCR Mix
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2.6 Zellkultur

2.6.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Die Kultivierung der Nierenzellen, der isolierten Glomeruli und des Tubulointerstitiums erfolg-
te unter standardisierten Bedingungen in einem Brutschrank (37°C und 5% CO,-Begasung).
Alle Arbeiten an den Zellkulturen wurden ausschlie3lich unter der Sterilwerkbank, die vor
Ingebrauchnahme stets desinfiziert wurde, durchgefiihrt. Die Filter und der laminare Luft-
strom sorgten flr eine keimfreie Umgebung. Ebenso wurden samtliche Gebrauchsgegen-
stande (wie Pipetten, Schalen, Mediumflaschen) zusatzlich mit Desinfektionsmittel behandelt

bzw. autoklaviert.

2.6.2 Zellzahlbestimmung und Zellvitalitat

Die Zellzahl wurde mithilfe der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und mit der folgenden

Formel berechnet:
Zellzahl/ml = Mittelwert 4 GroRquadranten x Verdiinnungsfaktor x 10*

Die Zellvitalitat nach Zellisolation und Zelltrennung wurde mit Trypanblau bestimmt. In vita-
len Zellen ist die Zellmembran fir diesen Farbstoff undurchlassig und daher bleiben sie
ungefarbt, wohingegen abgestorbene Zelle mit veranderter Membrandurchlassigkeit das

Trypanblau aufnehmen und im Mikroskop tiefblau gefarbt erscheinen.

2.6.3 Paramagnetische Isolation von Glomeruli und

Tubulointerstitium

Um die spezifische Rolle des D6-Rezeptors in den Glomeruli und dem Niereninterstitum
getrennt untersuchen zu kénnen, wurde ein paramagnetisches Isolationsverfahren verwen-
det. Aufbauend auf dem von Takemoto et al. [71] beschriebenen Vorgehen konnte mithilfe
dieser Methode eine effiziente, zligige Separation der Glomeruli vom tubulointerstitiellen
Gewebe mit einem hohem Reinheitsgrad (>95%) aus den D6-defizienten- und Wildtyp-

Mausen erfolgen.

Wie in der Abbildung 14 schematisch dargestellt, wurden zunéchst 200 pl (8 x 10”) M-450
Dynabeads (Dynal Invitrogen, Karlsruhe) mit 40 ml vorgewarmter PBS-L6sung vermischt.
Diese besitzen einen Durchmesser von 4,5 uym, sowie einen mit Kunststoff ummantelten

magnetischen Kern (Abbildung 14 A). Wahrend der Durchmesser zu einer Embolisierung
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der Beads in den Glomeruluskapillaren fihrt, sorgt die Kunststoffummantelung fir eine

Verringerung des Perfusionsschadens und der Eisentoxizitat im Gewebe (Abbildung 14 B).

Die Perfusion der Maus erfolgte unter sterilen Bedingungen. Die narkotisierten Tiere wurden
zunachst thorakotomiert und das Herz freiprapariert. Nach anschlieRender Durchtrennung
der V.cava superior zum Perfusionsabfluss erfolgte die Injektion der Bead-Ldsung Uber den
linken Ventrikel unter standiger Kontrolle des Perfusionsdruckes (40-60 mmHg). Als Zeichen

einer erfolgreichen Perfusion nahmen die Leber und die Nieren einen helleren Farbton an.

Als nachstes wurden die Nieren enthommen, die Nierenkapsel manuell entfernt, mithilfe
eines Skalpells zerkleinert und anschlielend das Gewebe fir 30 min bei 37°C mit Kol-
lagenase A (1 mg Kollagenase A/ml HBSS, Roche/lnvitrogen) inkubiert (Abbildung 14 D).
Durch die Kollagenasebehandlung wird das tubulointerstitielle Gewebe verdaut, wahrend die

relativ Kollagenase-resistenten Glomeruli kapselfrei als intakte Korpuskel verbleiben [71].

Das Gewebe wurde im Anschluss durch ein 100 um Zellsieb gedriickt (Abbildung 14 E) und
die Gewebssuspension in einem 12 ml Réhrchen fir 7 Minuten in ein starkes Magnetfeld
gestellt. Die mit Beads embolisierten Glomeruli hafteten unter dem Einfluss des Magnets
(BD-I Magnet, BD Biosciences) an der Wand des Roéhrchen, wahrend die verbleibende
Zellsuspension mit nicht-glomerularen Nierengewebe mithilfe einer Pipette abpipettiert wer-
den konnte (Abbildung 14 F).

A.Beads B. Perfusion C. Embolisieren von Kapillaren

e P e {M/ ‘J'L
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\ \ J
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V. cava caudalis \ \
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~Z ‘! o o> * €s

©45um
8x 107 Beads in 40 ml PBS |

D. Verdauung des Nierengewebes E.Filtration F.Glomeruli-Isolation
' — SN 7
Kollagenase A & ‘ ¥
(30 min /37°C)

Abbildung 14: Paramagnetische Isolation der Glomeruli und des Tubulointerstitiums mittels
magnetischen Beads nach Takemoto et. al. [71]
Abb. modifiziert nach [20, 72].
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Diese tubulointerstitielle Fraktion des ersten Waschgangs wurde dann zentrifugiert (3 min,
225 G, 4°C), der Uberstand verworfen und das Sediment fir RNA-Isolation gelagert oder fir

Zellkulturversuche aufgearbeitet.

Die im Rohrchen verbliebenen Glomeruli wurden nach zuséatzlichen Waschschritten mit PBS
schlieBlich in 10 ml PBS resuspendiert, erneut durch ein 100 um Zellsieb gefiltert und weite-

re 5 Minuten dem Magnetfeld ausgesetzt.

Die nun verbliebene Glomerulisuspension wurde weitere drei mal im Magnetfeld mit PBS
gewaschen und die Reinheit der Fraktion unter dem Mikroskop Uberprift (Abbildung 15),
wobei mit dieser Methode aus einer Niere ca. 10.000 reine Glomeruli isoliert werden konn-

ten.

Tubulointerstitium Glomeruli

Abbildung 15: Separation von tubulointerstitiellem und glomeruldarem Nierengewebe.
Mikroskopische Ansicht der verschiedenen Waschgange nach Perfusion mit magnetischen Dyna-
beads. (A) tubulointerstitielle Fraktion des 1. Waschgangs (B) glomerulare Fraktion mit sichtbaren

magnetischen Beads im Glomerulus.

2.6.4 Stimulation der Glomeruli und des Tubulointerstitiums

Im Anschluss an die erfolgreiche Isolation aus den D6-/- und Wildtyp Mausen wurden jeweils
5.000 Glomeruli auf einer 6-well-Platte mit 3 ml RPMI 1640-Medium mit 15% FCS, 15 mM
HEPES-Puffer (Invitrogen), 0,66 U/ml Insulin, 100 U/ml Penicillin, 100ul Streptomycin kulti-
viert. Nach 24 Stunden erfolgte ein Wechsel des Mediums, diesmal jedoch ohne FCS Zuga-
be, und Inkubation fur weitere 24 Stunden. Dann wurden die Glomeruli fur 24 Stunden mit
unterschiedlichen TNF Konzentrationen stimuliert, nach entsprechender Stimulationsdauer
geerntet und in ein 15 ml Falcon Uberfihrt. Nach Zentrifugieren bei 200 G wurde der Uber-
stand bei -20°C fir ELISA-Messungen aufbewahrt. FlUr das isolierte Tubulointerstitium er-

folgten die Schritte aquivalent zum oben beschriebenen Vorgehen.
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2.7 Statistische Auswertung

Die dargestellten tierexperimentellen und in-vitro Ergebnisse reprasentieren Mittelwerte aus
jeweils mindestens zwei unabhangigen Versuchen. Die Daten sind als Mittelwert und Stan-
dardabweichung bzw. Standardfehler angegeben. Die Berechnung der statistischen Signifi-
kanz erfolgte mit dem zweiseitigen Zweistichproben-t-Test (Student’s t-test), wobei ein p-
Wert <0,05 (*) bzw. <0,01 (**) als signifikant angenommen wurde. Die Berechnung und
Darstellung wurde mit den Programmen Microsoft® Excel fiir Mac 2011 und GraphPad®
Prism 5.0 durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Die nephrotoxische Serumnephritis in D6-defizienten

Mausen

Entsprechend der Ausgangshypothese zur entzindungshemmenden Funktion des atypi-
schen Chemokinrezeptors D6 sollte seine Rolle bei der Glomerulonephritis in-vivo am Mo-
dell der nephrotoxischen Serumnephritis (NTN) der Maus (siehe Kapitel 2.2.1) untersucht

werden.

3.1.1 Albuminurie

Vor der Induktion der nephrotoxischen Nephritis an Tag 0 zeigte weder die Wildtyp- noch die
D6-defiziente-Gruppe eine signifikante Albuminurie. Es konnte somit ausgeschlossen wer-
den, dass diesbezlglich bereits bei gesunden Tieren ohne Nephritis ein Unterschied zwi-

schen beiden Genotypen bestanden hat (Abbildung 16).

Zum Versuchsende, zwei Wochen nach der Injektion des nephrotoxischen Serums, ent-
wickelten beiden Versuchstiergruppen eine ausgepragte Albuminurie, die auf eine Schadi-
gung der glomerularen Filtrationsbarriere mit renalem Proteinverlust hindeutet. Das Modell

wurde folglich in beiden Gruppen erfolgreich induziert.

Weiterhin bestand bei den D6-defizienten Tieren mit einer Urinalbumin-Konzentration von 51
mg/mg Kreatinin eine signifikant héhere Albuminurie im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren, die
lediglich eine Konzentration von 29 mg/mg Kreatinin aufwiesen (Abbildung 16). Dieses

funktionelle Ergebnis deutet auf eine starkere glomerulare Schadigung im D6-/- Genotyp hin.

49



Ergebnisse

50 -
£
= 40 o 8WT
° = *
= O —/-
< g 30{ 0BD&
=~
c
E é 20 -
=2
2
< 10 1
0 T 3
Tag 0 Tag 14

Abbildung 16: Messung der Proteinurie vor Versuchsbeginn und am Tag 14 der NTN.

In beiden Gruppen bestand keine Albuminurie am Tag 0 vor der NTN-Induktion. Sowohl Wildtyp (WT)
als auch D6-/- Tiere entwickelten eine starke Albuminurie am Tag 14, wobei die Menge des ausge-
schiedenen Albumins in der D6-defizienten Gruppe signifikant hdher war. Die Albumin/Kreatinin-Ratio
wurde aus dem Spontanurin am Tag 0 und Tag 14 bestimmt. Die Daten reprasentieren Mittelwerte *
SEM, n=7 je Gruppe, * p < 0,05.

3.1.2 Serumanalyse

Die D6-defizienten-Tiere zeigten eine ausgepragte Verschlechterung der Albuminurie als
Hinweis auf eine verstarkte glomeruldre Schadigung nach Gabe des nephrotoxischen Se-
rums. Daher wurden als nachstes die renalen Funktionsparameter im Serum bestimmt, um
zu Uberprifen, ob eine starkere Nierenfunktionsverschlechterung im D6-/- Genotyp vorlag.
Die Analyse der Serumproben beider Versuchstiergruppen erfolgte am Ende des Experi-
ments am Tag 14 der Serumnephritis. Als Nierenfunktionsparameter wurden Serum-
Harnstoff und Serum-Kreatinin untersucht. Gegebenenfalls erniedrigtes Gesamteiweily und
erhdhtes Cholesterin kdnnen auf das Vorliegen eines nephrotischen Syndroms bei chroni-

scher Proteinurie hinweisen.

Es zeigte sich analog zur Albuminurie eine erfolgreiche Induktion des NTN-Modells, das in
beiden Genotypen zu einer ausgepragten Niereninsuffizienz mit deutlich erhéhtem Harnstoff
und Kreatinin gegeniber den Normalwerten (--- Linie Abbildung 17) flihrte. Zudem lag in
beiden Versuchsgruppen eine deutliche Hypercholesterinamie als Hinweis auf ein sich
entwickelndes nephrotisches Syndrom vor. In den D6-defizienten Mausen waren hierbei die
beiden Nierenretentionsparameter Harnstoff und Kreatinin im Vergleich zu den Wildtyp-
Tieren signifikant erhoht, was auf einen hoéhergradigen Nierenfunktionsverlust hinweist
(Abbildung 17 A, B).
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Die Messung des Gesamteiweilles ergab keinen Unterschied zum Normalwert oder zwi-
schen den beiden Gruppen (Abbildung 17 C). Dieses Ergebnis stellt jedoch keinen Wider-
spruch zur bestehenden starken Albuminurie dar, da eine mdoglicherweise vorliegende
Hypoalbuminamie bei der Messung des Gesamteiweiles durch eine kompensatorisch er-
hohte Proteinsynthese oder ausgeschittete Entziindungsproteine maskiert worden sein

konnte.

Beide Versuchstiergruppen zeigten eine signifikante Erhéhung des Cholesterins mit in D6-
defizienten-Tieren tendenziell héheren Cholesterinspiegeln, jedoch ohne das Erreichen des

Signifikanzniveaus (Abbildung 17 D).
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Abbildung 17: Die Nierenfunktionsparameter in Wildtyp(WT) und D6-/- Mausen am Tag 14 der
NTN.

WT-Tiere entwickelten eine signifikante Erhéhung von Harnstoff- (A) und Kreatinin- (B) und Choleste-
rinspiegeln (D) im Vergleich zu unbehandelten Tieren (- - -). In D6-defizienten Tieren war der Anstieg
von Harnstoff (A) und Kreatinin (B) signifikant hoher, das Cholesterin tendenziell hdher (D) als in der
WT-Gruppe. Bei der Messung des Gesamtproteins im Blut bestand zwischen beiden Gruppen kein
Unterschied zum Normalwert (C). Die Messung erfolgte aus dem Serum am Tag 14 der NTN.

Die - - - Linie zeigt die Normalwerte unbehandelter C57BL/6-Wildtyptiere. Die Daten reprasentieren

Mittelwerte = SD, n=7 je Gruppe, * p < 0,05, ** p < 0,01.

51



Ergebnisse

3.1.3 Histologische Auswertung

Nachdem die Nierenfunktionsparameter ebenfalls auf eine verstarkte renale Schadigung in
D6-defizienten Mausen hindeuteten, erfolgte im nachsten Schritt die histologische Untersu-

chung der Nieren, um einen korrelierenden strukturellen Schaden festzustellen.

Die PAS-Féarbung diente zum Nachweis glomerularer Matrixablagerung und Sklerose. Hier-
bei wurde eine semiquantitative Auswertung mithilfe eines glomeruldren Sklerose-Scores
(siehe Kapitel 2.4.1) durchgefihrt. Es zeigte sich, dass die D6-defizienten Tiere eine starke-
re Matrixdeposition mit signifikant héherem Sklerose-Score als die Wildtypkontrollgruppe
aufwiesen (Abbildung 18 A). Analog dazu verhielt es sich mit der glomerularen Fibrinanla-
gerung als Zeichen der fibrinoiden Nekrose, die in D6-Knockout-Tieren ebenfalls signifikant
hoher ausfiel als in den Wildtyp-Tieren (Abbildung 18 B).

In der Immunfluoreszenzfarbung mit WT1/Nephrin zeigte sich im D6-/- Genotyp mit durch-
schnittlich 6 Podozyten pro Glomerulus ein signifikant héherer Podozytenverlust im Ver-
gleich zu der Wildtyp-Kontroligruppe, die im Schnitt noch 9 Podozyten aufwiesen
(Abbildung 18 C). Als weiterer glomerularer Schadensmarker folgte die Untersuchung der
Proteinexpression von Nephrin, die durch den prozentualen Nephrin-positiven Flachenanteil
pro Glomerulus erfasst wurde. Die Menge des gemessenen Nephrins fiel in D6-defizienten
Tieren signifikant geringer aus als in den Wildtyp-Gruppe, was ebenfalls auf eine verstarkte

Podozytenschadigung in D6-defizienten Tieren hinweist (Abbildung 18 D).

Die Erfassung der sekundaren tubulointerstitiellen Schadigung erfolgte in der PAS-Farbung
durch die Quantifizierung von tubularen EiweilRzylindern pro Gesichtsfeld und die Erfassung
der tubularen Dilatation sowie der interstitiellen Matrixvermehrung mittels der im Methoden-
teil beschriebenen semiquantitativen Scores (siehe Kapitel 2.4.1). Mit allen drei Parametern
wurde eine signifikant héhere Schadigung im Tubulointerstitium der D6-defizienten Tiere
gemessen (Abbildung 19 A, B, C). Dieses Ergebnis wurde durch die ELISA-Messung des

tubularen Schadensmarkers KIM-1 im Gesamtnierenprotein bestatigt (Abbildung 19 D).

Zusammengefasst zeigten die D6-defizienten Tiere in der histologischen Untersuchung,
passend zu den verschlechterten funktionellen Parametern, anhand der erhéhten Glomeru-
losklerose, der vermehrten Fibrinablagerung und des vermehrten Podozytenverlusts mit
verminderter Nephrinexpression eine insgesamt starkere glomeruldre Schadigung als die
Wildtyp-Tiere. Analog dazu wurde auch im Tubulointerstitium des D6-/- Genotyps eine star-
kere Schadigung durch die héhere Anzahl an tubularen Zylindern, starkere tubulare Dilatati-
on, vermehrte interstitielle Matrixablagerung und vermehrte Expression des tubularen

Schadenmarkers KIM-1 festgestelit.
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Abbildung 18: Histologische Auswertung des glomerularen Schadens im NTN Modell.

In D6-defizienten Tieren waren alle gemessenen Parameter der glomerularen Schadigung signifikant
erhoht gegeniber den Wildtyp-Tieren. Es zeigte sich ein erhdhter glomerularer Sklerose-Score (A) in
der PAS-Féarbung, sowie eine vermehrte fibrinoide Nekrose (B) in der Fibrinogenfdarbung. Mithilfe der
WT1/Nephrin Immunfluoreszenzhistologie wurde eine verminderte Podozytenanzahl (C) und Nephrin
expression (D) pro Glomerulus festgestellt. Die ---Linie zeigt die Normalwerte unbehandelter
C57BL/6-Wildtyp-Tiere. Die Daten reprasentieren Mittelwerte £ SD, n=7 je Gruppe, * p < 0,05, ** p <
0,01.
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Abbildung 19: Histologische Auswertung des tubulointerstitiellen Schadens der NTN.

Es wurden in der PAS-Férbung die Anzahl der tubuldren Zylinder pro Gesichtsfeld (400x) (A), der
tubulare Dilatation-Score (B) und der interstitielle Matrix-Score (C) gemessen. Die D6-defizienten
Tiere zeigten in allen histologischen Parametern der tubulointerstitiellen Schadigung signifikant hohe-
re Messwerte als die Wildtyp-Gruppe. Analog dazu war die renale Proteinexpression des tubularen
Schadensmarkers KIM-1 im D6-/- Genotyp signifikant erhoht (D). Die Daten reprasentieren Mittelwer-
te £ SD, n=6 je Gruppe, * p < 0,05, ** p < 0,01.
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3.1.4 Nachweis der renalen Leukozyteninfiltration

Die Quantifizierung der renalen Leukozyteninfiltration am Tag 14 des NTN-Modells erfolgte
zunachst mithilfe der Durchflusszytometrie. Hierzu wurde aus dem Gesamtnierengewebe
eine Einzelzell-Suspension hergestellt, mit Antikérpern gegen verschiedene leukozytare
Oberflachenmarker (CD45, CD3, CD4, CD8, F4/80, CD11c) gefarbt und schliellich durch-
flusszytometrisch analysiert. Die Anzahl der Leukozyten wurde ins Verhaltnis zur Gesamt-

zahl der Nierenzellen gesetzt.

Der Anteil der mit dem Pan-Leukozytenmarker CD45" gefarbten Zellen an den Gesamtnie-
renzellen betrug in der Wildtyp-Gruppe 15%, wahrend er in D6-defizienten Tieren mit 22%
signifikant hdher ausfiel (Abbildung 20). Analog dazu waren CD3" T-Zellen mit einem Anteil
von 7,5% in D6-defizienten Tieren gegeniber 4% in Wildtyp-Tieren beinahe verdoppelt. Bei
genauerer Analyse der T-Zellpopulationen fiel auf, dass im D6-/- Genotyp nur der Anteil an
CD4" T-Zellen signifikant erhdht war. Bei den CD8" T-Zellen hingegen bestand mit je 1%

kein Unterschied zwischen den beiden Versuchstiergruppen.
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Abbildung 20: Auswertung der renalen Leukozyteninfiltration am Tag 14 der NTN.
In D6-defizienten Tieren war eine signifikant héhere Leukozyteninfiltration, sowie vermehrte Anzahl
an CD4'T-Zellen zu messen. Es wurden pro Probe 100.000 Einzelzellen in der Durchflusszytometrie

gemessen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SD, n=7 je Gruppe, * p < 0,05, ** p < 0,01.

Renale mononukledre Phagozyten, zu denen Makrophagen und dendritische Zellen gezahlt
werden, spielen eine wichtige Rolle in Nierenerkrankungen [73] und wurden daher ebenfalls
in der Durchflusszytometrie mithilfe der beiden Oberflachenmarker F4/80 und CD11c analy-

siert.
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Es zeigte sich hierbei, dass in D6-defizienten Tieren der Anteil an F4/80" renalen Phagozy-
ten mit durchschnittlich 13% signifikant hdher als in den Wildtyp-Tieren lag, wo der Anteil
lediglich 8% betrug. Ebenso war der Anteil der CD11c” Phagozyten mit 13% in den D6-
defizienten Tieren gegenlber 8% in der Wildtyp-Kontrollgruppe signifikant erhoht
(Abbildung 21).

In der genaueren Subgruppen-Analyse waren analog dazu die CD11c* F4/80° Zellen, die
klassischen dendritischen Zellen entsprechen, in den D6-defizienten Tieren mit 3% gegen-
Uber 2% in Wildtyp-Gruppe signifikant erhoht. Bei den F4/80" CD11¢” Zellen, die Makropha-
gen entsprechen, zeigte sich eine tendenzielle Erhdhung in der D6-Knockout-Gruppe, ohne

das Signifikanzniveau zu erreichen.

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die verschlechterten funktionellen Parameter
und der vermehrte renale Gewebsschaden in nephritischen D6-defizienten Mausen mit einer

vermehrten renalen Leukozyteninfiltration einhergehen.
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Abbildung 21: Auswertung der renalen Infiltration mononuklearer Phagozyten am Tag 14 der
NTN.

In D6-defizienten Tieren war eine signifikant héhere renale Infiltration von F4/80" sowie CD11c’
Phagozyten im Vergleich zur Wildtyp-Kontrollgruppe messbar. Insbesondere waren die dendritischen
Zellen (CD11c*/F4/80") signifikant erhdht. Es wurden pro Probe 100.000 Einzelzellen in der Durch-
flusszytometrie gemessen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SD, n=7 je Gruppe, * p < 0,05, ** p
<0,01.
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3.1.5 Kompartiment-spezifische Leukozyteninfiltration

Nachdem in der Durchflusszytometrie eine erhdhte renale Leukozyteninfiltration in nephriti-
schen D6-defizienten Tieren festgestellt wurde, sollte dieses Ergebnis in der immunhistolo-
gischen Untersuchung bestatigt und Kompartiment-spezifisch zwischen glomerularer und

tubulointerstitieller Zelleinwanderung differenziert werden.

In der CD3-Féarbung zeigte sich in den Glomeruli beider Versuchstiergruppen kein Unter-
schied in der T-Zell Infiltration (Abbildung 22 A). Im Gegensatz dazu war im Interstitium der
D6-defizienten Tiere eine Verdopplung der T-Zellen im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe festzu-
stellen (Abbildung 22 B).

Die Infiltration der Makrophagen wurde im Glomerulus mit der Mac2-Féarbung und im Tu-
bulointerstitium mithilfe der F4/80-Férbung bestimmt. Analog zu den T-Zell-Daten wurde
hierbei festgestellt, dass in der glomerularen Infiltration der Mac2-positiven-Makrophagen
kein Unterschied zwischen beiden Versuchstiergruppen bestand (Abbildung 22 C). Hinge-
gen zeigte sich im Interstitium des D6-/- Genotyps ein signifikant hdherer Anteil an F4/80-

positiven Makrophagen als in der Wildtyp-Gruppe (Abbildung 22 D).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die erhdhte renale Anzahl an Leukozyten im
D6-/- Genotyp durch eine vermehrte interstitielle Infiltration verursacht wird. Hierbei zeigte
sich eine Erhéhung sowohl der interstitiellen T-Zell- als auch der interstitiellen Makropha-
geninfiltration in D6-defizienten Tieren. Es bestand trotz des vermehrten glomerularen
Schadens im D6-/- Genotyp kein Unterschied zwischen dem Ausmald der glomerularen

Infiltration beider Leukozytenpopulationen.
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Abbildung 22: Glomeruldre und tubulointerstitielle Infiltration renaler T-Zellen und Makropha-
gen am Tag 14 der NTN.

Die Quantifizierung der T-Zellen erfolgte durch das Auszahlen von 20 Gesichtsfeldern bzw. 50 Glo-
meruli pro Tier. Die Makrophagen wurden als Anteil der Mac2"-Flache pro Glomerulus bzw. interstitiell
als F4/80"-Flache pro Gesichtsfeld (400x) berechnet. In D6-defizienten Tieren zeigte sich eine signifi-
kante Erhéhung der T-Zellen und Makrophagen im Interstitium (B, D), jedoch nicht im Glomerulus (A,
C). Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SD, n=7 je Gruppe, * p < 0,05, ** p < 0,01 GF = Gesichts-

feld, n.s. = nicht signifikant.
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3.1.6 Expression von renalen Entziindungsmediatoren

Die renale mRNA-Expression von CC-Chemokinen, proinflammatorischen Zytokinen und
weiteren Entziindungsmediatoren wurde mithilfe einer quantitativen PCR in nephritischen

Nieren beider Genotypen am Tag 14 des NTN Modells untersucht.

Dies waren im Einzelnen die Chemokine CCL2, CCL3, CCL5 sowie die Zytokine Interleukin-
18 (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-10 (IL-10), Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF), Inter-
feron-y (IFNy), Transforming-Growth-Faktor-B (TGF-), Macrophage scavenger receptor-1
(MSR-1) und die NO-Synthase (iNOS). Zur Kontrolle des Genotyps wurde ebenfalls die

Expression von D6 in beiden Gruppen untersucht.

Nach der Auswertung war erwartungsgemaf in D6-defizienten Tieren keine D6-Expression
nachzuweisen. Hinsichtlich der Entzindungsmediatoren zeigte sich in D6-defizienten Tieren
eine signifikant héhere Menge an CCL2 und IL-6 (Abbildung 23). Bei CCL5 und MSR-1
wurde das Signifikanzniveau bei einem p-Wert von 0,07 bzw. 0,09 knapp nicht erreicht. Bei
den Ubrigen Mediatoren war ebenfalls insgesamt eine tendenziell hdhere Expression in den
nephritischen Nieren der DG6-defizienten Versuchstiere im Vergleich zur Wildtyp-

Kontrollgruppe festzustellen.

Zusammenfassend zeigt sich, dass die starkere renale Schadigung in D6-defizienten Tieren

mit einer héheren Expression proinflammatorischer Mediatoren einhergeht.

59



Ergebnisse

D6
o 151
o *
X
< 17
© &
o= 05 -
< 3
pZd
(e
E 0+
WT D6
CCL5
_ 60
2 p=0,07
X 40 —
02 I
3
© Z 9
< -
Z
[h'd
E 0 - .
WT D6
CCL3
30
S
x 20
ns
S T
O =10
<
Z
g 0
WT D6
TGF-
80 B
S
= T
o3
W X
O =
F <
Z
[h'4
€
WT D6

Ccl2
mRNA / rRNA x 106

TNFa
mRNA /rRNA x 106

IL-1B
mRNA/rRNA x 106

MSR-1
mRNA / rRNA x 106

CCL2
60 -
*
40 I
20
0 r
WT D6
MSR-1
40 1
=0,09
s0{ £/=/=
T
20 1
10 1
0 r
WT D6
TNFa
6 -
4! I
2 r
O -
WT D6
IL-1
30 B
20 + T
10 1
0 -
WT D6

IL-6
© 3.
= *
x
2-
2 I
a0
: 1..-
Z
o
E 0 .
WT D6
iNOS
S
o
2-
8% I
Z\
<Z( 1.‘
o
1S
0 T
WT D6
IFNy
S
x -
< ° I
e ‘
L 4
<
Z
h'd
€ 0 r
WT D6
IL-10
. 06
=
x
0,4 1
o= I
X
_I\ -
=z 0,2
Z
h'd
S 0 - T
WT D6

Abbildung 23: Renale mRNA-Expression von Entziindungsmediatoren am Tag 14 der NTN.

Die renale mRNA-Expression der proinflammatorischen Chemokine und Zytokine CCL2, CCL3,
CCLS5, IL-1B, IL-6, IL-10, TNFa, IFNy, TGFB, MSR-1 und iNOS wurde untersucht. Eine D6-Expression
war bei D6-defizienten Tieren erwartungsgemaf nicht nachweisbar. Die D6-defizienten Tiere zeigten
eine signifikante Erhéhung der Expression von CCL2 und IL-6, sowie klare Tendenz zur Erhéhung bei
CCL5 und MSR-1. Die mRNA-Expression wurde mittels realtime RT-PCR bestimmt. Die Daten repra-
sentieren Mittelwerte + SEM, n=11 (WT) und n=14 (D6-/-), * p < 0,05.
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3.1.7 Chemokinkonzentrationen in der Niere

Der atypische Chemokinrezeptor D6 ist in der Lage eine Vielzahl an proinflammatorischen
CC-Chemokinen zu internalisieren und intrazellular zu degradieren (siehe Kapitel 1.3.4).
Eine Reduzierung der renalen Chemokinmenge durch D6 kénnte die renale Entziindungsre-
aktion begrenzen und entsprechend die D6-Defizienz durch geringeren Chemokinabbau
eine verstarkte Leukozyteninfiltration und renale Schadigung bewirken. Deshalb sollte der
Einfluss von D6 auf den renalen Chemokingehalt am Tag 14 des NTN Modells untersucht
werden. Hierzu wurde die renale Proteinkonzentration von CCL2/MCP1 und CCL5/RANTES

als wichtige Vertreter der CC-Chemokinfamilie bestimmt.

Es zeigten sich in der ELISA-Messung in D6-defizienten Tieren signifikant héhere renale
Konzentrationen beider proinflammatorischer Chemokine CCL2 und CCL5 im Vergleich zur
Wildtyp-Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis lasst sich mit einem Chemokinabbau durch D6 und
mit der vermehrten Chemokin-vermittelten renalen Leukozyteninfiltration und der verstarkten

renalen Schadigung in D6-defizienten Mausen vereinbaren.
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Abbildung 24: Renale CC-Chemokinkonzentrationen am Tag 14 der NTN.

Es wurde die Proteinkonzentrationen der proinflammatorischen Chemokine CCL2 (A) und CCL5 (B)
gemessen. Die D6-defizienten Tiere zeigten hierbei signifikant héhere Proteinmengen der analysier-
ten CC-Chemokine im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren. Die Messung erfolgte mittels ELISA aus dem
isolierten Gesamtnierenprotein. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SD, n=5 je Gruppe, * p < 0,05,

** p< 0,01.
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3.1.8 Chemokinkonzentration im Serum

Vorstudien [62] haben gezeigt, dass die vermehrte Entziindungsreaktion in D6-defizienten
Tieren neben den erhéhten Chemokinspiegeln im entziindeten Gewebe (siehe Kapitel 3.1.7)
zusatzlich auch mit erhéhten Serumchemokinspiegeln einhergeht. Aus diesem Grund wurde
der Einfluss von D6 auf die Chemokinkonzentration im Serum am Tag 14 des NTN Modells
untersucht. Hierzu wurde exemplarisch die Serumkonzentration von CCL2/MCP1 als wichti-

gen Vertreter der CC-Chemokinfamilie bestimmt.

Wir konnten mittels einer ELISA-Messung in D6-defizienten Tieren eine signifikant héhere
Konzentration des proinflammatorischen Chemokins CCL2/ MCP1 im Vergleich zur Wildtyp-
Kontrollgruppe nachweisen. Dieses Ergebnis lasst sich in Einklang mit den Vorstudien brin-
gen und deutet moéglicherweise auf eine insgesamt hdhere systemische Entziindungsreakti-

on in D6-Defizienten Tieren hin.
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Abbildung 25: Serumkonzentration von CCL2 am Tag 14 der NTN.

Es wurde die Serumkonzentrationen des proinflammatorischen Chemokins CCL2 gemessen. Die D6-
defizienten Tiere zeigten hierbei signifikant héhere Serum-CCL2 Spiegel als die Wildtyp-Tieren. Die
Messung erfolgte mittels ELISA aus dem Serum. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SD, n=5 je

Gruppe, * p < 0,05.
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3.1.9 Analyse der Leukozyten im Vollblut

Im Krankheitsmodell der M. tuberculosis-Infektion konnte gezeigt werden, dass die D6-
Defizienz neben den Serumchemokinspiegeln auch die Zahl zirkulierender Leukozyten im
Blut beeinflusst [62]. Weiterhin ist bekannt, dass D6 einen Einfluss auf Ly6C" proinflammato-
rische Monozyten hat [67]. Daher wurde am Versuchsende des NTN Modells das Vollblut
beider Gruppen mit den entsprechenden leukozytdren Oberflachenmarkern gefarbt und

mithilfe der Durchflusszytometrie analysiert.

Es zeigte sich im Vollblut von D6-defizienten Tieren eine signifikante Erhéhung der Leukozy-
ten, Lymphozyten und Monozyten gegeniber den Wildtyp-Tieren (Abbildung 26). Bei ge-
nauerer Subpopulationsanalyse der Monozyten, zeigte sich, dass hierbei die Ly6C*-

proinflammatorischen Monozyten signifikant erhéht waren.

Zusammenfassend deuten auch diese Ergebnisse auf eine vermehrte systemische Inflam-
mation in D6-defizienten Tieren, welche neben hdheren Spiegeln proinflammatorischer
Chemokine auch mit einer erhéhten Anzahl an Leukozyten, Lymphozyten und der inflamma-

torischen Monozyten einhergeht.
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Abbildung 26: Analyse der Leukozyten im Vollblut am Tag 14 der NTN.

Die durchflusszytometrische Analyse des Vollbluts zeigte eine signifikante Erhéhung der peripher
zirkulierenden Lymphozyten, Leukozyten und der Monozyten in D6-defizienten Tieren. Bei Analyse
der monozytdren Subpopulation zeigte sich insbesondere eine Erhéhung der Ly6C'-
proinflammatorischen Monozyten in D6-defizienten Tieren. Es wurden pro Probe 100.000 Einzelzellen
in der Durchflusszytometrie gemessen. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte £ SEM, n=10 je

Gruppe, * p < 0,05.
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3.1.10 Nachweis der autologen Antikorperbildung

Der Nachweis einer autologen Antikdrperbildung im Rahmen der spezifischen humoralen
Immunantwort fand durch die Messung der im Blutkreislauf zirkulierenden Anti-Schaf-IgG-
Antikdrper mithilfe eines IgG-ELISA statt. Die Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis
erfolgte durch die intravendse Injektion des nephrotoxischen Schaf-Serums. Die gegen
Schaf-IgG vorimmunisierten Versuchstiere sollten daher im Rahmen der adaptiven Immun-
antwort nach kurzer Zeit Antikdrper gegen das zugefilhrte und im Glomerulus abgelagerte
Fremdantigen, in diesem Fall das Schaf-lgG, entwickeln. Diese Antikdrper spielen eine
wichtige Rolle in der autologen Phase der NTN und sorgen fir eine verstarkte Immunkom-

plexbildung (siehe Kapitel 1.2.3).

In beiden Versuchstiergruppen konnten Antikérper gegen das Schaf-IgG nachgewiesen
werden (Abbildung 27). Es bestand eine Tendenz zu héheren IgG-Titern in D6-defizenten
Tieren, jedoch ohne dass ein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen vorlag.
Somit hat in beiden Genotypen eine erfolgreiche und vergleichbare adaptive Immunantwort

mit autologer Antikdrperbildung stattgefunden.
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Abbildung 27: Nachweis der autologen Antikorperbildung im Verlauf der NTN.

In beiden Versuchstiergruppen fand eine adaptive humorale Immunantwort mit Bildung von anti-
Schaf-IgG-Antikdrpern statt. Die Antikérper-Menge war zwischen den Genotypen vergleichbar mit
einer Tendenz zu héheren Titern in D6-defizienten Tieren. Zur Messung wurden Serumproben vom
Tag 14 in mehreren Stufen (1:100/1:200/1:400/1:800) verdinnt und mittels ELISA anti-Schaf-IgG

nachgewiesen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SD, n=8 je Gruppe, OD = optische Dichte.
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3.1.11 Glomerulare Immunkomplex- und Komplementablagerung

Des Weiteren wurde die Ablagerung von autologen murinen Immunglobulinen und Komple-
ment entlang der glomerularen Basalmembran verglichen, um etwaige Unterschiede zwi-
schen den beiden Versuchstiergruppen zu erkennen, die auf eine unterschiedliche primére

immunologische Schadigung im Glomerulus hinweisen kénnten.

Es wurde eine immunhistologische Immunglobulin-G- bzw. C3-Komplement-Farbung ver-
wendet und der gefarbte Anteil zur gesamten glomeruldren Flache ins Verhaltnis gesetzt
(Abbildung 28). In beiden histologischen Untersuchungen war kein signifikanter Unter-
schied hinsichtlich der autologen IgG- und Komplementablagerung zwischen beiden Geno-

typen festzustellen, die eine unterschiedliche Schadigung der Nieren erklaren kénnte.

Insgesamt zeigen diese Daten, dass die Verschlechterung der Serumnephritis in D6-
defizienten Tieren nicht auf einer primar verstarkten humoralen Immunantwort beruht, son-
dern mit der lokal erhéhten Chemokinkonzentration und vermehrten renalen Leukozytenin-

filtration korreliert.
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Abbildung 28: Glomeruldre Ablagerung von autologem murinem IgG und Komplement am Tag
14 der NTN.

Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen hinsichtlich der IgG- (A) bzw. C3-
Komplemenablagerung (B) entlang der glomeruldren Basalmembran. Es wurde der Anteil der Far-
bung an der glomerularen Gesamtflache gemessen. Die Daten reprasentieren Mittelwerte + SD, n=6

je Gruppe.
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3.1.12 Analyse der lokalen und systemischen T-Zell-Aktivierung

Die Expression des D6-Rezeptors wurde in verschiedenen Organen und Geweben nachge-
wiesen (siehe Kapitel 1.3.4). Dabei wird insbesondere eine Expression von D6 auf lymphati-
schen Endothelzellen beschrieben [49], so dass der Rezeptor, neben einer Reduktion der
Chemokinkonzentration im Organparenchym, durch den lokalen Abbau von Chemokinen im
Bereich der drainierenden Lymphkapillaren die zellulare Obstruktion der Lymphwege durch
Akkumulation aktivierter Leukozyten verhindert. Zudem wird durch D6 der Efflux aktivierter
dendritischer Zellen in die regionalen Lymphknoten gewahrleistet und dort eine Antigenpra-

sentation mit Induktion der adaptiven Immunantwort ermdéglicht [74].

Daher sollte der Einfluss einer D6-Defizienz auf die T-Zell Aktivierung im NTN-Modell unter-
sucht werden. Um etwaige Unterschiede zwischen der systemischen und lokalen Aktivierung
festzustellen, wurden T-Zellen in der Milz und den loko-regionaren Lymphknoten mithilfe des

Aktvierungsmarkers CD69 in der Durchflusszytometrie analysiert [75].

Die Untersuchung der Milz zeigte, dass kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen
hinsichtlich der systemischen Aktivierung von CD4" und CD8" T-Zellen bestand (Abbildung
29 A). Im Gegensatz dazu war in den Lymphknoten der D6-defizienten Mause sowohl die
Aktivierung der CD4" als auch der CD8"-T-Zellen signifikant erniedrigt im Vergleich zur
Wildtyp-Gruppe (Abbildung 29 B).

Die Daten zeigen, dass auch im Modell der nephrotoxischen Serumnephritis die D6-
Defizienz die adaptive zellulare, nicht jedoch humorale Immunantwort reduziert. Dies flhrt
jedoch, bei gleichzeitig erhéhtem renalen Chemokingehalt und vermehrter renaler Leukozy-

teninfiltration, nicht zu einer verminderten renalen Entziindung.
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Abbildung 29: Analyse der systemischen und lokalen T-Zell-Aktivierung im NTN Modell.

CD4" bzw. CD8" T-Zellen aus der Milz (A) und aus lokoregionaren Lymphknoten (B) wurden am Tag
14 der NTN mithilfe des Aktivierungsmarkers CD69 durchflusszytometrisch untersucht. In beiden
Genotypen lagen keine Unterschiede in der systemischen T-Zellaktivierung in der Milz vor (A). Im
Gegensatz hierzu war die lokale T-Zellaktivierung im Lymphknoten in D6-defizienten Tieren signifi-
kant vermindert im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (B). Es wurden pro Probe 50.000 Events gemessen.

Die Daten reprasentieren die Mittelwerte + SD, n=10, *p < 0,05, ** p < 0,01.

3.2 CCL2/MCP-1 Ausschittung nach TNF-Stimulation

Aus in-vitro Untersuchungen ist bekannt, dass alle intrinsischen Nierenzellen nach entspre-
chender Stimulation in der Lage sind, Chemokine zu produzieren. Als Stimulantien wirken
proinflammatorische Zytokine wie Interleukin 1-f oder TNF, flr die auch eine wichtige pa-
thophysiologische Rolle bei der NTN belegt ist. In der Regel erfolgt nach einer derartigen
Stimulation innerhalb von Minuten bis Stunden ein rapider Anstieg der Chemokinproduktion,

der dann Uber einen Zeitraum von 24-48 Stunden anhalt.

Um die Ursachen des vermehrten intrarenalen Chemokingehalts in D6-defizienten Mausen
mit NTN genauer zu charakterisieren, sollte der Einfluss des D6-Rezeptors auf die Chemo-
kinausschittung von TNF-stimulierten Nierenzellen in der Zellkultur, und zwar unabhangig
von vermehrt infiltrierenden Leukozyten wahrend der NTN, untersucht werden. Von beson-
derem Interesse war dabei die kompartimentspezifische Analyse der Glomeruli und des
Tubulointerstitiums. Fir die Separation der beiden Gewebekompartimente wurde das para-
magnetische Isolationsverfahren nach Takemoto et al. [71] verwendet (siehe Kapitel 2.6.3).
Damit wurden aus Wildtyp- und D6-defizienten-Tieren Glomeruli und Tubulointerstitium
separat isoliert und fur 24 Stunden in der Zellkultur inkubiert. Nach Stimulation der Zellen mit
TNF flr weitere 24 Stunden wurde im Uberstand die CCL2/MCP-1-Konzentration bestimmt.
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Nichtstimulierte Glomeruli und tubulointerstitielles Gewebe aus Wildtyp- und D6-defizienten
Mausen zeigten eine minimale, vergleichbare CCL2-Expression (Abbildung 30 A, B, @
TNF). Nach der 24-stindigen TNF-Stimulation zeigte sich eine deutliche
CCL2/MCP-1-Sekretion im tubulointerstitiellen Gewebe beider Genotypen. Hierbei war die
CCL2/MCP-1-Konzentration im tubulointerstitiellen Uberstand von D6-defizienten Mausen
signifikant hdher als in den Wildtyp-Tieren (Abbildung 30 B). Im Gegensatz hierzu bildeten
Glomeruli nach TNF-Stimulation deutlich vermehrte, jedoch in beiden Genotypen vergleich-
bare Mengen an CCL2/MCP-1 (Abbildung 30 A). Diese Daten korrelieren mit den histologi-
schen Befunden, die im D6-/- Genotyp eine vermehrte interstitielle, jedoch nicht glomerulare
Leukozyteninfiltration nachwiesen und lassen sich gut mit der bekannten Expression von D6
in lymphatischen Endothelzellen des renalen Interstitiums und einer fehlenden glomerularen

Expression erklaren.

Insgesamt weisen diese in-vitro Untersuchungen darauf hin, dass der vermehrte renale
Chemokingehalt in D6-defizienten Tieren im Verlauf der NTN primar durch ein Fehlen des
D6-vermittelten Chemokinabbaus im Tubulointerstitium bedingt ist, unabhangig von der
zusatzlich im Verlauf verstarkten renalen Infiltration von ebenfalls Chemokin-bildenden

Leukozyten in D6-defizienten Tieren.

CCL2/ MCP-1 Ausschiittung CCL2/MCP-1 Ausschiittung
im Glomerulus im Interstitium
A B 250 -
1500 + *
T 200 +
= B awT
E 1000 - 2 1501 g
g ~ D6-/-
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O 500 1 ©
© 50 A
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Glomerulus  Glomerulus Interstitium Interstitium
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Abbildung 30: Kompartimentspezifische CCL2/MCP-1 Ausschiittung.

Paramagnetisch isolierte Glomeruli (10.000 pro Niere) und Tubulointerstitium (normiert mittels Pro-
teingehaltanalyse) wurden in Zellkultur fir 24 Stunden mit TNF stimuliert und anschlielend jeweils die
CCL2/MCP-1 Konzentrationen des Uberstandes im ELISA bestimmt. Es zeigte sich kein Unterschied
hinsichtlich der glomerularen CCL2/MCP-1-Ausschittung (A). In D6-defizienten Tieren war jedoch die
gemessene CCL2/MCP-1-Sekretion im Tubulointerstitium signifikant héher als in der Wildtyp-
Kontrollgruppe (B). Die Daten reprasentieren Mittelwerte £ SD, n=5 je Gruppe, * p < 0,05.
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Chemokine und ihre Rezeptoren spielen eine Schllsselrolle in der Leukozytenmigration,
sowohl in homdostatischen als auch in entziindlichen Verhaltnissen [23]. Ihre korrekte Regu-
lation der Immunantwort im Rahmen einer Entziindungsreaktion ist essentiell flr die Ver-
meidung inflammatorischer und autoimmunologischer Erkrankungen [24]. Zuletzt ist eine
neue Familie von Chemokinrezeptoren entdeckt worden, die aufgrund ihrer fehlenden Sig-
naltransduktion als ,atypische Chemokinrezeptoren® bezeichnet werden und eine entschei-

dende Rolle in der Begrenzung der Entziindungsreaktionen in-vivo spielen [29, 43, 44].

Ziel dieser Arbeit war es, die funktionelle Rolle des atypischen Chemokinrezeptors D6 im
Modell einer Immunkomplex-vermittelten Glomerulonephritis, der nephrotoxischen Serum-
nephritis der Maus zu charakterisieren. Aus der Literatur ist bekannt, dass D6 in vielen
Organsystemen auf lymphatischen Endothelzellen exprimiert und dort funktionell verschie-
dene proinflammatorische CC-Chemokine internalisiert, um sie dann intrazellular zu degra-
dieren [48, 49]. D6 wird daher haufig als sog. Decoy- oder Scavenger-Rezeptor (Kéder- bzw.
Fangrezeptor) bezeichnet und ihm wird eine entzindungshemmende Rolle zugesprochen. In
tierexperimentellen Studien diverser Krankheitsmodelle konnte diese Funktion weitestge-
hend bestatigt [56, 59], in manchen Modellen jedoch auch nicht belegt werden [66]. Tatsach-
lich scheint, neben der durch den Chemokinabbau bewirkten Entziindungshemmung, D6
durch Reduktion der auf lymphatischen Endothelzellen prasentierten Chemokinen den Efflux
aktivierter dendritischer Zellen aus parenchymatésen Organen in lokoregionare Lymphkno-
ten zu gewahrleisten. Dort kann anschlielend eine effektive T-Lymphozyten-Stimulation als
Voraussetzung einer adaptiven Immunantwort erfolgen, die in D6-defizienten Tieren redu-
ziert ist [66]. Dies erklart, weshalb Erkrankungen, deren Induktion von einer effektiven adap-
tiven Immunreaktion abhangen, in D6-defizienten Mausen auch abgeschwacht ablaufen
kénnen [66].

Es gab allerdings bisher keine Studien, die sich mit der Rolle von D6 im Rahmen immunolo-
gischer Nierenentziindung befassten. Ausgehend vom aktuellen Wissensstand lag der
vorliegenden Arbeit die Hypothese zu Grunde, dass durch den Ausfall der Chemokin-
abbauenden Funktion bei D6-Defizienz die renale Entziindungsreaktion im Rahmen einer
Glomerulonephritis zunimmt und es somit zu einer Verschlechterung der nephrotoxischen
Serumnephritis kommt. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle von D6 im Modell der
nephrotoxischen Serumnephritis in-vivo untersucht, im zweiten Teil die zugrundeliegenden
Mechanismen weiter charakterisiert. Im Folgenden werden wichtige Ergebnisse interpretiert
und diskutiert.
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4.1 Interpretation der Ergebnisse im Vergleich mit der

Literatur

4.1.1 D6-Knockout Mause entwickeln eine vermehrte Proteinurie
und Niereninsuffizienz durch starkeren glomeruldaren und

tubularen Schaden

Die D6-defizienten Mause entwickelten im Modell der nephrotoxischen Serumnephritis nach
14 Tagen eine starker ausgepragte Proteinurie, die auf eine starkere Schadigung der glome-
ruldren Filtrationsbarriere hinweist (Abbildung 16). Hiermit korrelierte die histologische
Erfassung einer starkeren Glomerulosklerose und fibrinoiden Nekrose sowie eine signifikant
verringerte Podozytenanzahl und Nephrinmenge pro Glomerulus im D6-/- Genotyp
(Abbildung 18). Zudem lag in D6-defizienten Mausen eine ausgepragtere Niereninsuffizienz
mit einem signifikant starkeren Anstieg der beiden Nierenretentionswerte Harnstoff und
Kreatinin gegeniber der Wildtyp-Kontrollgruppe vor (Abbildung 17). Beide Parameter korre-
lieren mit einer beeintrachtigten Funktion des renalen Tubulussystems, was sich zusatzlich
durch die Messung des tubularen Schadensmarkers KIM-1 bestatigen lie® (Abbildung 19).
Dieses Ergebnis stitzend zeigte auch die histologische Auswertung in D6-defizienten Tieren
eine erhohte tubulointerstitielle Schadigung mit vermehrter Anzahl an tubularen Proteinzylin-
dern, ausgepragter tubularer Dilatation und starkerer interstitieller Matrixvermehrung
(Abbildung 19). Diese Verschlechterung der Organfunktion und der vermehrte morphologi-
sche Schaden in D6-defizienten Mausen stehen im Einklang mit den bisherigen experimen-
tellen Studien in anderen parenchymatésen Organen. So konnten Berres et al. im in-vivo
Modell des akuten Leberversagens ebenfalls eine starkere Leberinsuffizienz in D6-
defizienten Tieren nachweisen [76]. Auch im Modell des akuten Myokardinfarkts berichten
Cochain et al. von einer Funktionsverschlechterung mit vermehrter linksventrikularer Dilata-

tion, haufigerer Herzruptur und verringerter Ejektionsfraktion im D6-/- Genotyp [65].

4.1.2 D6 verhindert durch Chemokin-Degradierung eine
ubermafige renale Leukozytenakkumulation im tubulo-

interstitiellen Kompartiment
Durchflusszytometrisch konnte eine vermehrte renale Leukozyteninfiltration im D6-Knockout
als eine mdgliche Erklarung der starkeren renalen Schadigung gezeigt werden (Abbildung

20, Abbildung 21). Bei genauerer Untersuchung der einzelnen Zellpopulationen zeigte sich,

dass insbesondere die Zahl renaler CD4" T-Zellen, Makrophagen und dendritischer Zellen
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signifikant erhéht waren. Diese drei Zelltypen spielen eine herausragende Rolle in der Induk-
tion und Progression der nephrotoxischen Serumnephritis [77-80]. Analog dazu wurde in
bisherigen Publikationen im D6-/- Genotyp ebenfalls eine starkere leukozytare Infiltration
und Schadigung von entziindetem Gewebe festgestellt. So wiesen Whitehead et al. im T-
Helfer-Zell-abhangigen Modell des Ovalbumin-induzierten Asthmas eine signifikant héhere
Anzahl an T-Zellen und dendritischen Zellen im entziindeten Lungenparenchym DG6-
defizienter Mause nach [61]. Auch Jamieson et al. zeigten in einem experimentellen Pso-
riasis-Modell eine erhdhte Migration von T-Zellen in die Epidermis von D6-defizienten Tieren
[55]. Ursachlich hierflr scheint die mangelnde Fahigkeit der D6-Knockout-Tiere zu sein,
proinflammatorische CC-Chemokine degradieren zu kénnen [68]. Diese These konnten wir
durch die Messung von signifikant erhdhten Protein-Konzentrationen der proinflammatori-
schen CC-Chemokine CCL2/MCP-1 und CCL5/RANTES im Lysat der Gesamtniere von

nephritischen D6-defizienten Mausen untermauern (Abbildung 24).

Die erhdhte renale Leukozyteninfiltration in D6-defizienten Tieren in der Durchflusszyto-
metrie konnte in der immunhistologischen Untersuchung bestatigt und fir das glomerulare
und tubulointerstitielle Kompartiment spezifisch ausgewertet werden. So fiel insbesondere
auf, dass im D6-/- Genotyp die vermehrte Infiltration auf eine erhdhte Anzahl an T-Zellen
und Makrophagen im tubulointerstitiellen Kompartiment zuriickzufiihren war (Abbildung 22
B, D). Bei der glomerularen Leukozyteninfiltration gab es hingegen keinen Unterschied
zwischen den beiden Versuchstiergruppen (Abbildung 22 A, C). Es stellte sich somit die
Frage nach der Ursache dieses Kompartiment-spezifischen Ergebnisses. Dieser Frage
wurde in in-vitro Stimulationsexperimenten an der paramagnetisch isolierten glomerularen
und tubulointerstitiellen Fraktion aus nicht-nephritischen Nieren nachgegangen (siehe Kapi-
tel 2.6.3, 2.6.4). Nach in-vitro Stimulation mit TNF zeigte sich unabhangig von einer leuko-
zytaren Zellinfiltration eine signifikant hdhere CCL2/MCP-1 Sekretion im Uberstand der
tubulointerstitiellen Nierenparenchymfraktion des D6-defizienten Genotyps (Abbildung 30).
Bei der glomerularen Zellfraktion war hingegen kein Unterscheid zwischen den beiden Ge-

notypen festzustellen.

Dieses Ergebnis kénnte als Erklarung fir eine vermehrte tubulointerstitielle Leukozytenak-
kumulation dienen. Ein Vergleich mit der Literatur zeigt, dass D6 insbesondere auf lymphati-
schen Endothelzellen exprimiert wird [49]. Die renalen Lymphkapillaren befinden sich im
Tubulointerstitium, jedoch nicht im glomerularen Kompartiment der Niere. Daher ist es
schlissig, dass es im D6-/- Genotyp wahrend der nephrotoxischen Serumnephritis genau
hier zu einer erhéhten Chemokinkonzentration und der daraus resultierenden vermehrten

Zellinfiltration kommt.
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Eine verstarkte tubulointerstitielle Entziindung im Verlauf der nephrotoxischen Serumnephri-
tis fihrt jedoch auch regelhaft zu einer Verschlechterung des glomerularen Schadens [81,
82]. Tatsachlich zeigen die vorgelegten Ergebnisse eine starkere glomerulare Schadigung
mit vermehrter Proteinurie in D6-defizienten Mausen, obwohl kein Unterschied zu der Wild-
typ-Gruppe hinsichtlich der Immunkomplex- und Komplementablagerungen an der glome-

ruldren Basalmembran und der glomerularen Leukozyteninfiltration vorlag.

Die vermehrte tubulointerstitielle Schadigung in D6-defizienten Tieren kdénnte auch Uber den
tubuloglomerularen Feedback eine Drosselung der Filtrationsrate in erkrankten Nephronen
verursachen und durch die kompensatorische Uberlastung und Hyperperfusion der noch

gesunden Nephrone eine beschleunigte Schadigung und Proteinurie férdern.

Die vermehrte Entziindungsreaktion in den nephritischen Nieren ging mit einer erhéhten
renalen Genexpression proinflammatorischer Chemokine und Zytokine einher. Mithilfe der
quantitativen PCR-Analyse konnten wir eine signifikant hdhere Expression von CCL2 und IL-
6, sowie tendenziell hdhere Expression weiterer Zytokine wie TNFa, IL-13, TGF-B und des
Makrophagen-Scavenger-Rezeptors MSR-1 im D6-Knockout nachweisen (Abbildung 23).
Dieses Ergebnis ist gut mit der vermehrten Leukozyteninfiltration und nachfolgend entspre-
chend vermehrter Expression leukozytarer und lokaler Entziindungsmediatoren vereinbar.
Die entziindungshemmende Funktion des D6-Rezeptors ist daher Uberwiegend auf Protein-
ebene durch Chemokin-Degradierung und nicht auf der Genexpressionsebene durch redu-

zierte Bildung proinflammatorischer Mediatoren erklarbar.

Eine weitere Erklarung der verstarkten renalen Entziindung kénnte eine insgesamt vermehr-
te systemische Entziindungsreaktion bei D6-defizientem Genotyp sein. So konnten Di Li-
berto et al. im Tuberkulose-Modell im Serum von D6-defizienten Tieren signifikant héhere
Spiegel vieler proinflammatorischer Chemokine und Zytokine wie CCL2, 3, 4, 5, sowie
TNFa, IL-1 und IFNy als in Wildtyp-Mausen messen [62]. Auch wir wiesen signifikant héhere
Serumspiegel des proinflammatorischen CCL2 in D6-defizienten Tieren nach (Abbildung
25). Das Ergebnis passt zu einer verminderten abbauenden Aktivitat fir CC-Chemokine in
D6-defizienten Mausen, aber auch zu einer mdéglichen vermehrten systemischen Entziin-
dung nach Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis in D6-defizienten Tieren. Ein
weiterer Hinweis flr die vermehrte systemische Inflammation in unserem Nephritis-Modell ist
die signifikant hdhere Leukozytose und Menge an zirkulierenden Ly6C" proinflammatori-
schen Monozyten in D6-Knockout-Tieren (Abbildung 26). Die starkere glomerulare Schadi-
gung konnte somit auch durch eine vermehrte systemische Entziindungsreaktion, welche

einen erhdhten Zellschaden im glomerularen Kompartiment zur Folge hatte, bedingt sein.

75



Diskussion

4.1.3 D6 ist notwendig fur eine effektive lymphatische Leukozyten-
migration, Chemokin-Drainage und Antigenprasentation aus

entziindetem Gewebe in lokoregionare Lymphknoten

Die Expression des atypischen Chemokinrezeptors D6 auf lymphatischen Endothelzellen
positioniert ihn an einer wichtigen Schnittstelle zwischen der angeborenen und der erworbe-
nen Immunitat [29]. Das ist insofern bedeutsam, da es hierdurch zu einer veranderten Im-
munantwort mit andersartigem Krankheitsverlauf kommen kann. So konnten Liju et al. im
experimentellen Autoimmun-Enzephalitis (EAE)-Modell der Multiplen Sklerose eine verrin-
gerte Rlckenmarkentziindung und geringere Demyelinisierung in D6-defizienten Tieren
feststellen [64], was augenscheinlich einen Widerspruch zu den bisherigen Daten der ver-
mehrten Entzindungsreaktion im D6-/- Genotyp darstellt. Die Autoren sehen die Ursache
hierfir in einem reduzierten T-Zell-Priming durch die massive Akkumulation von antigen-
prasentierenden dendritischen Zellen im Injektionsbereich des krankheitsausldsenden
,MOG“-Antigens. In Abwesenheit von D6 kommt es zur vermehrten CC-
Chemokinkonzentration und einer Leukozytenakkumulation an lymphatischen Eintrittsstellen
mit resultierender Behinderung der Lymphdrainage und Migration von Leukozyten in loko-
regionale Lymphknoten. Das wiederum reduziert die Effizienz der Antigen-Prasentation
(Abbildung 31), der Aktivierung Antigen-spezifischer T-Zellen und damit der adaptiven

(Auto-) Immunantwort [83].

Um im Modell der nephrotoxischen Serumnephritis Veranderungen der lokalen und systemi-
schen Immunantwort zu untersuchen, wurde mithilfe der Durchflusszytometrie die T-Zell-
Aktivierung einerseits lokal in den lokoregionalen Lymphknoten und andererseits systemisch
in der Milz mithilfe des T-Zell-Aktivitatsmarkers CD69 [75] untersucht. Hierbei zeigte sich in
D6-defizienten Mausen am Tag 14 der Serumnephritis eine signifikante Reduktion der T-
Zell-Aktivierung sowohl in CD4" als auch in CD8" T-Zellen in den lokoregionéren Lymphkno-
ten (Abbildung 29). Diese Ergebnisse stimmen mit den publizierten Daten einer Lymph-
wegsobstruktion mit verminderter Lymphdrainage und damit reduzierter Antigenprasentation
durch dendritische Zellen und geringerer Aktivierung von T-Lymphozyten im drainierenden
Lymphknoten Uberein. Die Leukozytenakkumulation und insbesondere die Erhdéhung der
dendritischen Zellzahl in den Nieren des D6-/- Genotyps lassen sich aus diesem Blickwinkel
nicht nur als Folge der vermehrten interstitiellen Chemokinkonzentrationen und Leukozyten-
rekrutierung deuten, sondern zusatzlich auch als Folge des behinderten lymphatischen

Leukozyten-Effluxes aus der Niere erklaren.
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Abbildung 31: Verstarkte Entziindungsreaktion in D6-defizienten Mausen.

(a) In Wildtyp-Tieren sorgt D6 durch Degradierung der CC-Chemokine fiir einen freien Lymphabfluss
und eine ungehemmte Drainage von Leukozyten, Antigen-prasentierenden-Zellen (APCs) und Zyto-
kinen aus dem entziindeten Gewebe. (b) In D6-defizienten Tieren kommt es durch die erhéhte Che-
mokinkonzentration zu einer massiven Leukozytenakkumulation am lymphatischen Endothel mit
Behinderung der lymphatischen Migration von Leukozyten (insbesondere APCs) aus dem Organ in
drainierendes lymphatisches Gewebe sowie dem Verbleib von Entziindungsmediatoren im Gewebe.
Das flihrt zu einer starkeren lokalen Gewebeinflammation, aber einer verringerten Antigenprasentati-

on in lokalen Lymphknoten. Abb. modifiziert nach [74].

4.1.4 D6 beeinflusst nicht die systemische Immunantwort im Modell

der nephrotoxischen Serumnephritis

Die verminderte T-Zellaktivierung in lokoregionaren Lymphknoten wirft die Frage auf, wes-
halb es in D6-Knockout Mausen nicht zu einer verminderten renalen Schadigung kommt, da
das nephrotoxische Serumnephritis-Modell von einer effektiven Antigenprasentation und T-
Zell-Aktivierung abhangt, die eine ausreichende autologe Immunantwort mit Bildung autolo-

ger Antikérper und nephritogener T-Lymphozyten gewahrleistet [20, 84].

Im Gegensatz zum Modell der experimentellen Autoimmun-Enzephalitis [66], in dem die
Schadigung im D6-Genotyp bei verminderter Autoimmunitat verringert war, entwickelten die
D6-defizienten Tiere im nephrotoxischen Serumnephritis-Modell tatsachlich trotz der gerin-
geren Immunantwort in lokoregionaren Lymphknoten eine starkere renale Schadigung als
die Wildtyp-Tiere. Sowohl das EAE-Modell als auch das Nephritis-Modell (Kapitel 2.2.1) sind
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stark abhangig von der T-Zell Immunantwort, die wiederum eine erfolgreiche Antigen-
Prasentation voraussetzt. Entscheidend erscheint jedoch hier die Art und Weise der Antigen-
Verabreichung in beiden Modellen. Im EAE Modell erfolgte die alleinige subkutane Gabe
des krankheitsausldsenden ,MOG“-Antigens, das Modell ist daher durch die D6-Defizienz
mit verminderter Antigenprasentation weitaus starker betroffen. In unserem Nephritis-Modell
fand ebenfalls vorab eine subkutane Praimmunisierung mit dem Schaf-IgG statt, bei der die
Antigenprasentation durch die D6-Defizienz behindert sein kénnte. Das krankheitsauslésen-
de nephrotoxische Schafserum wird jedoch intravends verabreicht und gelangt daher tber
den Blutkreislauf ungehindert zu den wichtigen sekundaren lymphatischen Organen wie der
Milz, um dort systemisch als Fremdantigen eine humorale und zellulare adaptive Immunant-
wort auszulésen. Diese These wird durch die Untersuchungen der systemischen Immunant-
wort im NTN-Modell gestitzt. In der Milz zeigte sich keine verminderte T-Zell-Aktivierung in
D6-defizienten Tieren im Vergleich zu den Wildtyptieren (Abbildung 29). Weiterhin konnte
eine erfolgreiche autologe Antikérperbildung in beiden Genotypen, ohne signifikante Unter-
schiede bezlglich der Menge des gebildeten murinen anti-Schaf-IgGs nachgewiesen wer-
den (Abbildung 27). Es zeigte sich im Gegenteil sogar eine leichte Tendenz zu erhdhten
Antikdrpertitern in D6-defizienten Tieren, auch wenn in der histologischen Analyse der glo-
merularen Immunkomplex- und Komplementablagerungen keine Unterschiede zwischen

beiden Versuchstiergruppen bestanden (Abbildung 28).

Die Ergebnisse belegen, dass die abgeschwachte lokoregionale Immunantwort nach subku-
taner Praimmunisierung in den D6-defizienten Tieren offenbar ausreicht, um nach anschlie-
Render intravendser Gabe des nephrotoxischen Serum eine robuste autologe Immunantwort

mit Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis auszulésen.
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4.2 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass der atypische Chemokinrezep-
tor D6 durch lokalen Abbau proinflammatorischer Chemokine und Reduzierung der renalen
Leukozyteninfiltration eine Schllsselrolle bei der Begrenzung der renalen Entziindungsreak-
tion im Verlauf einer Immunkomplex-Glomerulonephritis spielt. Seine Funktion in der Niere
beschrankt sich nicht nur auf das reine Internalisieren und Degradieren von proinflammatori-
schen Chemokinen zur Senkung der &rtlichen Leukozytenrekrutierung. Vielmehr ermdglicht
D6 durch die Expression auf den lymphatischen Endothelzellen der Niere auch einen effekti-
ven Efflux aktivierter Leukozyten und Entziindungsmediatoren wie Zytokinen und Chemoki-
nen Uber die Lymphgefalle in lokoregiondare Lymphknoten. Er schafft damit auch die
Voraussetzung flr eine regelrechte Antigenprasentation in lokalen Lymphknoten zur Initiie-

rung der adaptiven Immunantwort.

Die Ergebnisse lassen keine Aussagen zu der spezifischen Rolle des leukozytar exprimier-
ten D6 zu, da in unseren D6-Knockout Tieren sowohl auf dem Endothel als auch auf den
Leukozyten eine D6-Defizienz bestand. Hierbei kdnnte die Herstellung von chimaren Tieren
durch eine Knochenmarkstransplantation eine weitere Differenzierung ermdglichen. Weiter-
hin sollte die D6-Defizienz im Modell eines primar tubuldren Schadens, z.B. dem renalen
Ischamie-Reperfusion-Modell, untersucht werden. Zudem kdénnte eine Untersuchung des
Niereninterstitiums und des lymphatischen Gewebes mithilfe der Intravital-Mikroskopie die
genauen Mechanismen der leukozytaren Akkumulation im Bereich der lymphatischen Kapil-

laren und ihrer Obstruktion im Rahmen einer Entziindungsreaktion naher charakterisieren.

Die entzindungshemmende Funktion von D6 macht diesen atypischen Chemokinrezeptor
zu einem potenziellen Zielmolekil einer antiinflammatorischen, immunmodulierenden The-
rapie der Glomerulonephritis, die effizienter und nebenwirkungsarmer sein kénnte als die
derzeitig verfigbaren Behandlungen. Ein denkbares Vorgehen kénnte beispielsweise die
verstarkte Induktion der D6-Expression im Rahmen einer Entziindung oder die Mobilisierung
des intrazellular gelagerten D6 an die Zelloberflache sein. Vorstellbar ware auch die gen-
technologische Herstellung eines Fusionsproteins aus D6 und IgG, ahnlich wie es fir TNF in
Form von Etanercept existiert. Ein derartiges chimares Protein kénnte nach Bindung an

proinflammatorische Chemokine deren Konzentration im entziindeten Gewebe senken.

Weitere Studien sind somit notwendig, um die Bedeutung von D6 in der Pathogenese
entzindlicher Nierenerkrankungen genauer zu charakterisieren und therapeutische

Strategien zu entwickeln.
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