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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Heutzutage sind ca. 90% der Falle chronischer Niereninsuffizienz im Endstadium auf
primar glomerulare Nephropathien zurtickzufiihren. Meist steht ein direkter oder indi-
rekter Podozytenschaden am Beginn der Erkrankung, welcher zu einer glomerularen
Vernarbung (Glomerulosklerose) fuhrt. In frihen Stadien sind hierbei zunachst teil-
weise geschadigte Bereiche in einzelnen betroffenen Glomeruli zu beobachten (fokal
segmentale Glomerulosklerose, FSGS). Klinisch aufRert sich die FSGS mit Proteinurie
im nephrotischen Bereich, in spateren Stadien kommt es oft zur terminalen Nierenin-
suffizienz mit Dialysepflichtigkeit.

Immunologische Mechanismen spielen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und
Progression der Glomerulosklerose. Renale Zellen sezernieren nach inflammatori-
scher Aktivierung chemotaktische Zytokine (Chemokine), die nach Bindung an korres-
pondierende Chemokin-Rezeptoren zur Einwanderung von Leukozyten in geschadig-
tes Gewebe fuhren. In der Vergangenheit wurden einige dieser Molekule als therapeu-
tische Zielstrukturen identifiziert. Die Blockade verschiedener Chemokine bei glome-
rularen Erkrankungen fluhrt tierexperimentell zu verminderter Leukozyteninfiltration
und geringerem strukturellen und funktionellem Nierenschaden. In vitro-Experimente
zeigten, dass in isolierten Glomeruli zum Beispiel nach Stimulation mit TNF-a die Ex-
pression zahlreicher proinflammatorischer Mediatoren induziert wird. Am starksten ex-
primiert wird hierbei interessanterweise das Chemokin CCL2 (auch: MCP1), das vor
allem Chemotaxis und Aktivierung von Makrophagen bewirkt. Makrophagen exprimie-
ren den korrespondierenden Rezeptor CCR2. Die Bindung von CCL2 an den Chemo-
kinrezeptor vermittelt die Migration von Monozyten und Makrophagen in geschadigtes
Gewebe und tragt so zur renalen Entzindungsreaktion und Gewebeschadigung bei.
Entsprechend fuhrt eine pharmakologische Blockade von CCL2 bei der murinen Glo-
merulonephritis, der Lupus-Nephritis sowie eine Ccl2-Defizienz bei Mausen mit diabe-
tischer Nephropathie zu einer Besserung der Erkrankung. Ebenso wurde durch phar-
makologische Blockierung von CCR2 eine Verminderung des diabetischen Nie-
renschadens nachgewiesen.

Interessanterweise exprimieren nicht nur die oben genannten Leukozytenpopulationen
den Chemokinrezeptor CCR2, sondern auch glomerulare Podozyten. Deren initiale
Schadigung ist fur die Entstehung einer FSGS entscheidend. Die Stimulation der

CCL2/CCR2-Achse kann Podozyten inflammatorisch aktivieren, ihre Apoptose
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Zusammenfassung

induzieren und ihre Motilitat steigern. Durch Podozytenverlust tritt ein Funktionsverlust
der glomerularen Filtrationsbarriere auf, es kommt zur Proteinurie.

In Zusammenschau stellt der CCR2-Rezeptor daher ein vielversprechendes Zielmole-
kil eines dualen Therapieansatzes glomerularer Erkrankungen dar. Seine Blockade
konnte einerseits durch Verminderung der renalen Leukozyteninfiltration entziindungs-
begrenzend wirken und zusatzlich direkte protektive Effekte auf Podozyten vermitteln.
In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Auswirkung einer Ccr2-Defizienz auf den
Verlauf der FSGS untersucht. Hierzu wurden zunachst Analysen von Glomeruli an Tag
7, 14 und 28 der Adriamycin-Nephropathie durchgefuhrt, einem etablierten Mausmo-
dell der primaren FSGS. Hierbei zeigten sich eine progrediente Glomerulosklerose, die
mit Verlust von glomerularem Nephrin als Zeichen eines Podozytenschadens sowie
einer Induktion der glomerularen Chemokinexpression von CCL2 und CCL5 einher-
ging. AnschlieRend wurde die Adriamycin-Nephropathie in Wildtyp- und Ccr2-Knock-
out-Mausen induziert. Nach vier Wochen wurde der Phanotyp hinsichtlich Proteinurie,
funktionellen Parametern und allgemein strukturellem sowie podozytarem Schaden
evaluiert. Hierbei zeigte sich ein abgeschwachter Verlauf der Adriamycin-Nephropa-
thie bei Ccr2-Defizienz. Die Ccr2-defizienten Mause wiesen eine deutlich reduzierte
Proteinurie, eine verbesserte Nierenfunktion und einen signifikant geringeren struktu-
rellen Nierenschaden auf. Zudem zeigte sich eine verminderte renale Leukozyteninfilt-
ration, insbesondere inflammatorischer Makrophagen sowie eine geringere renale Ent-
zundungsreaktion. Des Weiteren waren die Anzahl renaler Myofibroblasten und die
renale Akkumulation von Fibrozyten aus dem Knochenmark in der Ccr2-defizienten
Gruppe vermindert. Auch die renale mMRNA-Expression von Fibroblastenmarkern und
extrazellularen Matrixmolekulen war in der Ccr2-defizienten Gruppe an Tag 28 der Ad-
riamycin-Nephropathie vermindert.

Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf eine pathophysiologische Bedeutung
von CCR2 bei der FSGS hin. Eine Blockade von CCR2 kdnnte daher auch eine Be-

handlungsstrategie bei der humanen FSGS darstellen.
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Summary

Summary

CC chemokines mediate leukocyte infiltration into inflamed tissue. We have shown that
CCL2 is one of the most prominently induced chemokines in glomeruli after stimulation
with TNF. Its corresponding receptor CCR2 is expressed in monocytes and macro-
phages and mediates infiltration of these cells into injured and inflamed tissues. More-
over, podocytes express CCR2 and CCR2 signalling can induce podocyte apoptosis
and increases protein permeability of the glomerular sieve. Blockade of CCR2 is pro-
tective in glomerular diseases like lupus nephritis and diabetic nephropathy. However,
it is not known whether Ccr2 deficiency or Ccr2 blockade has a beneficial effect on
progressive renal injury in focal segmental glomerulosclerosis (FSGS). We therefore
studied the phenotype of Ccr2-deficient mice in a murine model of adriamycin-induced
FSGS with nephrotic syndrome and progressive interstitial inflammation and fibrosis.
Progressive FSGS was induced in 9 week-old male BALB/c wild-type and Ccr2-defi-
cient mice by two intravenous injections of adriamycin (11.5 mg/kg) at day 0 and 14,
respectively. Initially, we analyzed expression of glomerular damage markers and in-
flammatory mediators in paramagnetically isolated glomeruli of wild-type mice exposed
to adriamycin compared to saline-treated controls on day 7, 14 and 28 after the initial
adriamycin injection. Furthermore, we assessed renal functional parameters, structural
alterations, chemokine expression, and renal leukocyte infiltration in wild-type and
Ccr2-deficient mice on day 28 of adriamycin nephropathy using ELISA, morphometry,
immunohistochemistry, flow cytometry and RT-PCR.

In isolated glomeruli of adriamycin-treated mice we found a significant decrease in
nephrin and increased expression of the chemokines Ccl2 and Ccl5. The nephrotic
syndrome was ameliorated in Ccr2-deficient mice with FSGS on day 28, as indicated
by significantly reduced albuminuria and cholesterolemia compared to wild-type. In ad-
dition, Ccr2 deficiency reduced renal functional impairment. PAS staining revealed de-
creased glomerulosclerosis in Ccr2-deficient mice with FSGS. Renal leukocyte infiltra-
tion also decreased in the Ccr2-deficient group, in particular renal accumulation of
Ccr2-positive inflammatory macrophages. Consistently, renal inflammation was re-
duced in Ccr2 deficient kidneys. Additionally, numbers of renal myofibroblasts and re-
nal accumulation of bone marrow-derived fibrocytes was reduced in the Ccr2-deficient

group compared to the wild-type. Consistently, renal m-RNA-expression of fibroblast
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Summary

markers and extracellular matrix molecules was reduced in Ccr2-deficient mice at day
28 of adriamycin nephropathy.

In summary, these results identify a functional role for CCR2 in FSGS. Thus, blockade
of CCR2 may be a potential therapeutic strategy in FSGS which can reduce glomerular

injury and secondary fibrotic remodelling in diseased kidneys.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Niereninsuffizienz als gesellschaftlich und wirtschaftlich bedeut-
same Erkrankung
Die chronische Niereninsuffizienz ist ein haufiges internistisches Krankheitsbild. Im
Jahr 2013 wurden ca. 80 000 terminal niereninsuffiziente, und dadurch dialysepflich-
tige Patienten in Deutschland verzeichnet [1], die Inzidenz ist jedoch rasch steigend.
Nach der Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI) ist die chronische Nie-
reninsuffizienz als Nierenschaden, der Uber drei Monate andauert, definiert. Entschei-
dendes Insuffizienzkriterium ist die glomerulare Filtrationsrate (siehe Tabelle 1). Da-

neben flieRen histologische bzw. strukturelle Veranderungen ein.

Tabelle 1: Stadien und Symptome der Niereninsuffizienz
in Abhangigkeit von der glomerularen Filtrationsrate (GFR)

Stadium GFR in ml/min Symptome

1 >90 Proteinurie
2 60-89 Proteinurie
3 30-59 Hypertonus, Leistungsminderung, Anstieg harnpflichtiger Stoffe im
Blut
15-29 Odeme, Nausea, Emesis, renale Anamie
5 <15 Dialysepflichtigkeit

Zu den Hauptursachen zahlen sowohl primare Nierenerkrankungen als auch sekun-
dare Nierenveranderungen im Rahmen von Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus,
Hypertonus, Kollagenosen, Vaskulitiden, Infektionen, etc. [2]. Von diesen sekundaren
Faktoren sind einerseits viele Menschen im mittlerem bis hohen Lebensalter betroffen.
Es gibt jedoch andererseits viele Kinder und junge Patienten, die durch Medikamen-
tennebenwirkung, Zystennieren oder idiopathische Formen von Nierenerkrankungen
schon frih eine Einschrankung der Nierenfunktion mit Dialysepflicht erleiden. Klinisch
aulert sich die Niereninsuffizienz je nach Stadium in Abgeschlagenheit, Pruritus, Po-
lyneuropathie, Odemen, therapierefraktarer Hypertonie, Enzephalopathie, bis hin zu
uramischem Koma (siehe Tabelle 1) [3]. Diese Symptome fuhren zu einer empfindli-
chen Einschrankung der Lebensqualitat fir die Patienten. Neben diesen individuellen
Folgen ist die Bedeutung der Niereninsuffizienz auch volkswirtschaftlich schwerwie-
gend. Die Versorgung der in Deutschland betroffenen Patienten bendtigte im Jahr
2015 ca. drei Milliarden Euro [4]. In den USA verursacht die Behandlung der
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chronischen Niereninsuffizienz jahrliche Kosten von etwa 20 Milliarden Dollar [2]. Die
Nierenersatztherapie mittels Dialyse nimmt hiervon pro Patient jahrlich 40.000 Euro
ein. Mit 18 000 Euro pro Jahr und Patient ist die Nierentransplantation im Vergleich die

okonomisch effizienteste Therapie dieser Patienten [5] .

1.2 Physiologie der Niere

Die Niere Ubt verschiedene Funktionen aus. Dazu gehoren einerseits Ausscheidung
und Metabolismus von korpereigenen harnpflichtigen Stoffen und Fremdstoffen wie
Pharmaka und Noxen. Andererseits hat sie zusammen mit anderen Organsystemen
Einfluss auf unterschiedliche Bereiche der Homdostase. Hierzu zahlen die Regulation
des Wasserhaushalts und Blutvolumens und damit des Blutdrucks, die Regulation von
Elektrolyten, Sauren und Basen und der Hamatopoese. Dies geschieht beispielsweise
durch die Produktion bzw. Bildung von Hormonen wie Calcitriol und Erythropoetin
(siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Funktionen der Niere und Anwendungen der Nierenersatztherapie

Funktion Folgen der Niereninsuffizienz Therapie
Entgiftung Uramie Dialyse
Saure-Base-Haushalt Azidose Dialyse
Alkalisierung
Elektrolyt-Haushalt Hyperkaliamie, Hyperphosphata- | Dialyse
mie Diuretika
Sek. Hyperparathyreoidismus Phosphatbindner
Wasserhaushalt Odeme Dialyse
Hypertonie Diuretika, Antihypertensiva
Erythropoietinproduktion Renale Anamie Gabe eines rekombinanten
Analogons
Hydroxilierung von Cal- | Vit-D-Mangel Gabe von Calcitriol
cidiol zu Calcitriol
Reninproduktion Hypertonie Antihypertensiva

Die funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron. Es besteht aus einem Glomerulus
(Nierenkorperchen) mit zugehoriger Bowman-Kapsel und dem Tubulussystem. Jede
Niere enthalt ca. eine Million dieser kleinsten Einheiten [6]. Hier werden taglich 180
Liter Blutplasma filtriert. Essentiell fur diesen Vorgang ist die Blut-Harn-Schranke. Sie
grenzt das Blutgefallsystem vom Bowman-Kapselraum und dem nachgeschalteten
Tubulussystem ab und schafft eine Barriere mit selektiver Durchlassigkeit zwischen

Blut und Primarharn. Diese glomerulare Filtrationsbarriere wird vom Kapillarepithel,
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der glomerularen Basalmembran und den Ful¥fortsatzen der Podozyten gebildet (siehe
Abbildung 1). Jede dieser drei Schichten hat eine unterschiedliche Durchlassigkeit fur

Molekile.

afferente efferente
Arteriole

Parietalzelle Mesangialzelle

Podozyt — ~__ Kapillare

Bowman mesangiale
Kapsel ——— ~ Matrix
— Endothelzelle
Bowman % - Basalmembran
Raum , (BM)
Epithelzelle

prox. Tubulus

Kapillarlumen ..‘ "‘ :

Glykokalyx

Endotheld ) C® D Ce® )Ceoe )(C e ) <

BM
Schlitz-
Membran
FuRfortsatze
Bowman Raum

Abbildung 1: Aufbau der glomerularen Filtrationsbarriere
modifiziert nach [7]

Das gefensterte Endothel der glomerularen Kapillaren hat eine Porengréf3e von 50-
100 nm und halt hauptsachlich zellulare Blutbestandteile zurtck. Die glomerulare Ba-
salmembran besteht aus endothelialen und podozytaren Anteilen und ist undurchlas-
sig fir Makromolekule mit einer Grofde Uber 25 nm. Die limitierende und letztendlich
ausschlaggebende Barriere (<5 nm) wird von Podozyten gebildet. Ihre benachbarten
Ful¥fortsatze sind durch die Schlitzmembran verbunden, die vor allem durch das Pro-
tein Nephrin gebildet wird. Die Ful¥fortsatze bilden auf der dem Urin zugewandten
Seite der glomerularen Filtrationsbarriere eine in sich verzahnte Schicht, die den glo-

merularen Kapillaren aufliegt. Sie haben Charakteristika von tight, adhesion, gap, und
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neuronal junctions, um der Beanspruchung durch Filtration von Makromolekulen, ho-
hen Driucken und Scherkraften standzuhalten. Die Anpassung an Umgebungsveran-
derungen wird hierbei Uber das Aktin-Zytoskelett vermittelt. Zusatzlich sezernieren Po-
dozyten vascular endothelial growth factor A (VEGF-A). Hieriber nehmen sie Einfluss
auf die glomerulare Homoéostase und parakrin auf die benachbarten Endothelzellen [8-
10].

Neben der Molekulgrofie hat aullerdem die elektrische Ladung einen Einfluss auf die
Filtration. Die glomerulare Filtrationsbarriere hat durch die Expression von Proteogly-
kanen eine deutlich negative Ladung. Dementsprechend werden negative Molekdle,
beispielsweise Plasmaproteine, durch elektrostatische AbstoRung am Ubertritt in den

Primarharn gehindert [11].

1.2.1 Renale Phagozyten-Populationen

Makrophagen spielen eine wichtige pathophysiologische Rolle im Rahmen renaler
Schadigung und Fibrose. Sie vermitteln einerseits die Initialisierung und Aufrechterhal-
tung der Entziindung, andererseits erflllen sie wichtige Funktionen im Rahmen der
anschlieRenden Resolutionsphase, in dem sie immunregulatorisch die Entziindungs-
reaktion terminieren und Geweberegeneration induzieren kénnen.

Die Zellpopulation der Makrophagen hat eine hohe Heterogenitat und Plastizitat. Dem
System der mononuklearen Phagozyten (MPS) gehdren Monozyten, Makrophagen
und dendritische Zellen an [12, 13]. Die verschiedenen Phagozytenpopulationen wer-
den unterschiedlich klassifiziert, beispielsweise als M1- und M2-Population. Die akti-
vierten, iINOS-positiven M1-Makrophagen haben proinflammatorische Wirkung. iNOS
ist eine Stickstoffmonoxid-Synthase, die insbesondere durch proinflammatorische Zy-
tokine wie z.B. TNF-a induziert wird.

Diese entzindungsférdernden Eigenschaften macht ihre Elimination zu einem poten-
tiellen therapeutischen Ansatz. Die aktivierten M2 Makrophagen sollen hingegen
hauptsachlich regenerative Effekte vermitteln und ausschlaggebend fur die postin-
flammatorische Wundheilung und den fibrotischen Gewebeumbau sein. Sie sezernie-
ren antiinflammatorische Zytokine wie Transforming Growth Factor 8 (TGF-$) und sind
unter anderem durch Expression von Mannose-Rezeptor und Arginase charakterisiert
[13]. Der Grofiteil der Makrophagen nimmt jedoch aufgrund ihrer hohen Plastizitat un-
ter Einfluss des lokalen Gewebemilieus vermutlich Phanotypen mit wechselndem An-
teil von M1- und M2-Charakteristika an. Kawakami et al. entwickelten einen Ansatz,

mononukleare Phagozytenpopulationen der Niere in fUnf umschriebene Populationen
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zu unterteilen (Abbildung 2) [14]. Die Unterscheidung erfolgte aufgrund verschiedener
Gen- und Oberflachenantigenexpressionsmustern, hauptsachlich der CD11b- und
CD11c-Expression, aber auch F4/80, CD103, CD14, CD16 und CD64 in der Durch-
flusszytometrie. Im Rahmen dieser Einteilung konnten unterschiedliche proinflamma-
torische und immunregulierende Funktionen dieser Subpopulationen beschrieben wer-

den.

1: CD11bhi CD11chi
2: CD11b" CD11cle

@ @ 3: CD11b"CD11cM
4: CD11b'° CD11cM
@

CD11c

5: CD11b- CD11cint

CcD11b CD11b

Abbildung 2: CD11b- und CD11c-Expressionsmuster von renalen Phagozyten
in der Durchflusszytometrie [14]

Jede dieser Populationen besitzt in unterschiedlich starker Auspragung phagozytare,
d.h. Makrophagen-Merkmale und Antigen-prasentierende, d.h. dendritische Zellmerk-
male. Den ersten beiden dieser Subpopulationen, diejenigen mit der hdchsten pha-
gozytaren Potenz, konnten Eigenschaften von M1-Makrophagen zugeordnet werden,
die Subpopulationen 3 und 4 gehdéren hingegen den M2-Makrophagen an. Die Funk-
tion der funften Population bleibt unklar, vermutlich stellen sie eine Art dendritischer
Zellen dar [15-17]. Besonders die CD11b" CD11cM (Population 1) und CD11bM
CD11c'° (Population 2) positiven Zellpopulationen exprimieren in gréRerem Ausmaf
den proinflammatorischen Chemokinrezeptor CCR2. Interessanterweise exprimieren
genau diese Populationen nach Stimulation mit LPS am starksten proinflammatorische
Chemokine und sind wie 0.g. als inflammatorisch anzusehen [14]. Somit liegen beson-

ders sie im Fokus therapeutischer Uberlegungen.

1.3 Fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS)
Eine anhaltende Podozytenschadigung oder glomerulare Entzindung flhrt zu einem

narbigen Umbau der Glomeruli, der Glomerulosklerose. Diese Vernarbung beginnt
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regelhaft fokal in einzelnen Glomeruli und betrifft zunachst nur segmental einzelne Ab-
schnitte des Glomerulus. Hieraus ergibt sich histopathologisch das typische Bild der
fokal segmentalen Glomerulosklerose (FSGS). Bei anhaltender Schadigung kann
diese im Verlauf diffus alle Glomeruli betreffen, die letztendlich komplett (global) skle-

rosieren.

1.3.1 Epidemiologie

In den USA liegt 5-20% der glomerulosklerotischen Nierenschaden eine fokal segmen-
tale Glomerulosklerose (FSGS) zu Grunde. Damit ist die FSGS die haufigste primare
Ursache fur terminales, dialysepflichtiges Nierenversagen. Meist fuhrt die Erkrankung
innerhalb von 5-10 Jahren zur Niereninsuffizienz [18]. Die Pravalenz der FSGS ist
stark, derzeit um das bis zu 13-fache, steigend [19]. Die Ursache hierfur ist noch wei-
testgehend unbekannt, ein Erklarungsansatz ist die Zunahme von Ubergewichtigkeit

in Industrienationen wie beispielsweise der USA [20].

1.3.2 Atiologie

Die FSGS ist sowohl Klinisch als auch pathologisch ein sehr heterogenes Schadi-
gungsmuster [21]. Der FSGS ist oftmals keine eindeutige Ursache zuordenbar. Gene-
rell gibt es genetische, adaptive, virus-assoziierte und medikamenteninduzierte For-
men. Haufig tritt die FSGS jedoch auch idiopathisch auf (siehe Tabelle 3) [19].
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Tabelle 3: Ursachen der FSGS

nach [22]

Idiopathische/ primare

FSGS

Immunologische
Faktoren

Ursache unbekannt, fragl. zirkulierende Permeabili-
tatsfaktoren und genetische Disposition

Sekundare FSGS

Familiar

. Mutationen, v.a. in Strukturproteinen
. Mitochondriale Zytopathien

T o

Virusassoziiert

. HIV-assoziiert
. Parvovirus B19

T o

Medikamentos

. Heroin

. Interferon-a

. Lithium

. Pamidronate/Alendronate
. Anabole Steroide

O Q0T

Reaktiv durch Glo-
merulus-Hypertro-

phie oder Hyperfilt-
ration

a. normales Nierengewicht
- Diabetes mellitus

- Hypertension

- Adipositas

- Zyanotische Herzfehler

- Sichelzellandmie

b. erniedrigtes Nierengewicht

- Oligomeganephronie

- Unilaterale Nierenagenesie

- Nierendysplasie

- Kortikale Nekrose

- Refluxnephropathie

- chirurgische Nieren-Ablatio

- Chronische Abstoflungsreaktion

- jede chronische Nierenerkrankung, die mit einer
Reduktion funktionsfahiger Nephrone einhergeht

Maligne Lym-
phome

Nicht-spezifische
FSGS-Lasionen in-
folge chronischer
glomerularer Er-
krankungen

a. Fokal proliferative Glomerulonephritiden (IgA-Ne-
phritis, Lupus-Nephritis, pauci-immun Glomerulone-
phritis)

b. Heriditare Nephritiden (Alport Syndrom)

c. Membrandse Glomerulopathie

d. Thrombotische Mikroangiopathie

1.3.3 Pathologie

Histomorphologisch umfasst die FSGS flnf Varianten: die kollabierende, zellulare, pe-

rihilare, mit Lasionen an der Glomerulus-Spitze und nicht naher bezeichnete FSGS,

welche in Abbildung 3 dargestellt sind.

In der Vergangenheit konnte die Bedeutung der podozytaren Schadigung fur die Ent-

stehung und die Progression von Glomerulopathien, insbesondere der FSGS ermittelt

werden [23]. Unter Zellstress oder inflammatorischer Aktivierung kommt es zur Abl6-

sung der podozytaren Ful¥fortsatze von der Basalmembran bis hin zum Zelltod. Durch
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die Schadigung der Filtrationsbarriere des Glomerulus kommt es so zu einer gestei-
gerten Durchlassigkeit fur Proteine. Diese Vorgange sind assoziiert mit einer Induktion
von TGF-[3, einem profibrotischen Mediator, und Endothelin 1 (EDN1), einem hochpo-
tent vasoaktiven Peptidhormon, was parakrin Endothelzellen beeinflusst und endothe-
liale Dysfunktion nach sich zieht [8]. Es zeigt sich glomerular eine Vermehrung der
extrazellularen Matrix, Verdickung der Basalmembran und eine Ausdehnung des Me-
sangiums. Zusatzlich bewirken Kapillarkollaps und Verklebungen zwischen Kapillar-
schlingen und Bowman-Kapsel eine Storung der Filtration und letztendlich den Unter-

gang des ganzen zugehdrigen Nephrons [24, 25].

Abbildung 3: Histopathologische Varianten der FSGS

In Folge der Schadigung kommt es zu narbigem Umbau mit Vermehrung der extrazelluldren Matrix zwischen den
Kapillarschlingen und schlieflich zu deren Kollaps und Verédung. a Anhaftung von Kapillarschlingen an die Bow-
man-Kapsel als Ausgangspunkt fiir die FSGS (Trichrom-Farbung), b FSGS mit hyalinen Ablagerungen (PAS-Far-
bung), ¢ segmentale Konsolidierung (<50%) als typische Lasion der nicht ndher bezeichneten FSGS (PAS-Far-
bung), d kollabierende FSGS mit charakteristischen segmentalen bzw. globalen Veranderungen der Podozyten
und Kapillarschlingen (Jones Methenamin Silberfarbung) aus [26]

Das Interstitium ist sekundar ebenfalls von der Fibrosierung betroffen [27]. Die in der
Niere akkumulierenden Makrophagen sezernieren proinflammatorische Chemokine
und Zytokine, Sauerstoffradikale und Arachidonsaurederivate, welche zusatzlich scha-
digend auf das umliegende Gewebe wirken [21]. Durch die Zerstérung der glomerula-
ren Filtrationsbarriere kommt es zur Ausschwemmung der proinflammatorischen Me-
diatoren mit dem Primarfiltrat in das Tubulus-System und hamatogen in das Intersti-
tium. Die so aktivierten Tubulusepithelzellen fihren durch parakrine Stimulation mit
proinflammatorischen Mediatoren zu einer weiteren Verstarkung der Entzindung im
Tubulointerstitium. Diese gegenseitige Stimulation von Nierenzellen und Leukozyten
bedingt das Fortschreiten der Nierenschadigung. Zu Beginn sind diese Veranderungen

auf einzelne glomerulare Segmente (segmental) und umschriebene Teile der Niere
8
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(fokal) begrenzt. Bei weiterer Progredienz kdnnen sie jedoch auch global auftreten
[18].

Die Prognose der FSGS ist abhangig von ihrer Atiologie, dem Therapieansprechen
und verschiedenen Risikofaktoren. Hierzu gehdéren einerseits das Ausmal} des Serum-
Kreatinin-Anstiegs, der globalen Sklerose und des tubulointerstitiellen Schadens bei
Diagnosestellung. Andererseits ist auch die histopathologische Variante prognosebe-
stimmend. Hierbei zeigt die kollabierende Variante die schwerste glomerulare und tu-
bulointerstitielle Beteiligung. Zudem ist der grofte Anteil der Patienten mit dieser Vari-
ante der FSGS bereits bei Diagnosestellung niereninsuffizient und das Risiko der Ent-
wicklung einer Dialysepflichtigkeit ist am grofiten. Die Remissionswahrscheinlichkeit
ist verglichen mit den anderen Varianten am geringsten. Im Gegensatz dazu haben
Patienten mit pradominanten Lasionen an der Glomerulusspitze eine hohe Remissi-
onsrate und entwickeln selten eine terminale Niereninsuffizienz [28, 29].

Die fortschreitende glomerulare Vernarbung auf3ert sich klinisch in Form eines nephro-
tischen Syndroms mit Proteinurie, Hypoalbuminamie, Hyperlipidamie und peripheren
Odemen. Hinzu kommen im Verlauf die oben genannten Symptome der chronischen

Niereninsuffizienz.

1.3.4 Therapie

Die derzeitig etablierte Therapie der FSGS besteht aus den beiden Saulen supportive
Behandlung und Immunmodulation. Die supportive Therapie beinhaltet die Behand-
lung sekundarer, die Nierenfunktion weiter einschrankender Prozesse und die Verbes-
serung der Lebensqualitat der Patienten [30]. Sie beinhaltet die Behandlung mit Diure-
tika, ACE-Hemmern oder Angiotensinrezeptor-Blockern und Lipidsenkern.
Chronische Niereninsuffizienz hat, unabhangig von ihrer Ursache, immer eine in-
flammatorische Komponente. Deren Ausmal korreliert positiv mit der Progression der
Erkrankung und dem Funktionsverlust [31]. Dies bildet die Rationale fur Therapiean-
sétze mit immunmodulierender bzw. immunsuppressiver Wirkung. Ubliche Wirkstoffe
sind Glukokortikoide, Kalzineurininhibitoren (Ciclosporin, Tacrolimus), antiproliferative
Medikamente und monoklonale Antikdrper (Rituximab). Sie alle haben gemeinsam,
dass sie die inflammatorische Antwort auf die Gewebsschadigung unterbinden bzw.
abschwachen sollen. Das Ziel der Therapie ist die Bewahrung der Nierenfunktion mit
Ruckgang der Proteinurie bzw. eine Progressionsverlangsamung der Erkrankung [32].
Vor allem Glukokortikoide sind eine haufig eingesetzte Therapieoption, die allerdings

zum Teil mit erheblichen Nebenwirkungen einhergeht. Schon bei niedriger Dosierung
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steigt das Risiko fur Frakturen, Infektionen und gastrointestinale Nebenwirkungen. Bei
Einnahme Uber langere Zeit kann es zu Steroid-Myopathie, Katarakt, Hyperlipidamie
und beschleunigter Atherosklerose kommen [33]. Die bisher verfugbaren therapeuti-
schen Optionen zeigen je nach Studie in bis zu 70% der Falle befriedigende Wirkung
[34]. Zwar zeigen viele Patienten ein ausreichendes Ansprechen auf Immunsuppres-
siva wie Glukokortikoide oder Ciclosporin, doch nur bei einem kleinen Prozentsatz der
Patienten tritt eine vollstandige Remission ein. Auch nach einer Transplantation kommt
es bei 25-40% der Patienten mit FSGS zu einem Rezidiv (siehe auch Tabelle 4) [35-
37].

Tabelle 4: Risikofaktoren fiir ein Wiederauftreten der FSGS nach Transplantation
nach [38]

Mit einem hohen Ruckfallrisiko assoziierte Fakto- [ Mit einem niedrigen Ruckfallrisiko assoziierte

ren Faktoren

Retransplantation bei Riickfall im ersten Spender- | Familiare FSGS

organ

Kindesalter Sporadische Form mit Podocin-Mutation

Rasch auftretende Uramie Langsam auftretende Uramie

Mesangiale Proliferation in den nativen Nieren Nicht-nephrotische Proteinurie bei Ersterkran-
kung

Lebendspende

Kaukasische Rasse

Spender alteren Alters

Aus der Kombination einer hohen Pravalenz und Inzidenz der FSGS und wenigen,
nebenwirkungsreichen therapeutischen Optionen leitet sich eine dringliche Notwendig-
keit fur die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze und Strategien ab [19, 32, 39].
Auch die Blockade von proinflammatorischen Chemokinen mit ihren Rezeptoren
konnte hier einen Stellenwert besitzen. Die Hintergrinde sollen im Folgenden erlautert

werden.

1.4 Bedeutung von Chemokinen und Chemokinrezeptoren bei renaler

Entziindung

1.4.1 Einteilung und Funktion von Chemokinen und Chemokinrezeptoren
Chemokine sind chemotaktische Zytokine. Sie sind basische, Heparin-bindende Pro-
teine mit einem Molekulargewicht von 6-94 kDa, die meist als Monomere wirken [40].

Sie dienen der komplexen Kommunikation zwischen allen Arten von Zellen. Bis heute
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wurden uber 50 humane Chemokine identifiziert, die an tUber 20 korrespondierende
Rezeptoren binden [41]. Ihre Einteilung kann strukturell und funktionell erfolgen.
Chemokine haben mindestens je vier Cysteinreste, die zwei Disulfidbricken bilden.
Anhand der Anzahl von Aminosauren zwischen den ersten beiden Cysteinresten un-
terscheidet man vier Unterformen der Chemokine. Nach systematischer Nomenklatur
sind dies CC, CXCL, CX3C und C Chemokine [42]. Die spezifische Bindung an Rezep-
toren erfolgt Gber den N-Terminus der Molekule. Multimerisation, Bindung an Glyko-
saminoglykane und Prasentation auf der Zelloberflache erfolgt hingegen Uber das
Kernstick und den C-Terminus (siehe Abbildung 4) [43].

Als namensgebende Hauptfunktion vermitteln Chemokine die Rekrutierung und Mig-
ration von Entzindungszellen [3]. Sie haben allerdings vielfaltige andere Funktionen,
sowohl unter physiologischen als auch entzundlichen Bedingungen [42, 44]. Dement-
sprechend konnen sie funktionell in Chemokine mit entzindlicher (z.B. CCL2, CCLS5,
CXCL10) beziehungsweise homoostatischer (z.B. CCL18, CCL19, CCL21, CXCL12,
CXCL13, CXCL14) Aktivitat eingeteilt werden. Zu den homoostatischen Funktionen
gehort die Beeinflussung von Angiogenese und Fibrogenese, bzw. Proliferation und
Polarisation von Progenitorzellen. Um diese Aufgaben zu erflllen, binden Chemokine
an spezifische, auf der Oberflache von Zielzellen exprimierte Rezeptoren und intera-
gieren mit anderen I6slichen Faktoren und Adhasionsmolekulen.

Die biologische Wirkung der Chemokine wird nach Bindung an die jeweiligen Chemo-
kinrezeptoren vermittelt. Alle bisher identifizierten Chemokinrezeptoren ahneln sich
strukturell. Sie alle zahlen zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren aus der Rhodop-
sin- oder Serpentin-Familie. Das Rezeptorprotein besteht aus insgesamt sieben hyd-
rophoben Transmembrandomanen. Sie sind verbunden durch jeweils drei intrazellu-
lare bzw. extrazellulare Schleifen. Am intrazellularen Ende befindet sich der C-Termi-
nus, am extrazellularen Ende der N-Terminus. Dieser N-Terminus ist verantwortlich fur
die hochaffine Bindung von Liganden (siehe hierzu Abbildung 5). Weiterhin sind die
drei extrazellularen Schleifen fiir die Rezeptoraktivitat verantwortlich [41].

Die meisten Chemokine kdnnen innerhalb ihrer Subfamilie an mehrere Rezeptoren
binden. Umgekehrt kdnnen Chemokinrezeptoren in der Regel durch mehrere Chemo-
kinliganden aktiviert werden. Durch die Bindungsspezifitat des extrazellularen N-Ter-
minus und die nachfolgenden intrazellularen Signalwege, vermittelt durch verschie-
dene Proteinkinasen (wie z.B. MAPK, mitogen activated protein kinase), scheinen die

Chemokinrezeptoren jedoch spezifische Effekte zu vermitteln [40, 45]. Somit sind die
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Wirkungsweisen zwischen Chemokinen und ihren Rezeptoren in vivo aul3erordentlich
komplex [46, 47].

N-terminales
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N-Loop
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Chemokin-Rezeptor-Interaktion
modifiziert aus [48]

1.4.2 Chemokin-vermittelte Leukozyteninfiltration

Eine der wichtigsten Funktionen von Chemokinen ist die Rekrutierung von Leukozyten
und deren Infiltration in geschadigtes Gewebe. Nach der Schadigung produziert das
Gewebe inflammatorische Mediatoren, welche die Expression von Adhasionsmolekul-
len im Endothel induzieren [49]. Zu diesen Adhasionsmolekullen gehdren Selektine und
Integrine. Zusatzlich werden Chemokine an Proteoglykanen der luminalen Endothel-
zelloberflache bei Schadigung benachbarter Bereiche prasentiert. Durch Interaktion
von Selektinen des Endothels mit der Zelloberflache von Leukozyten kommt es zum
sogenannten rolling. Hierbei rollen die Leukozyten am GefalRendothel entlang [42]. Im
Verlauf dieses Vorgangs binden die auf der Endothelzelloberflache prasentierten Che-
mokine an die entsprechenden, durch rollende Leukozyten exprimierten Chemokinre-
zeptoren und aktivieren so Integrine. Deren Bindungsaffinitat wird hierdurch gesteigert.
Es kommt zur festen Bindung der Leukozyten an das Endothel (adhesion). Anschlie-
Rend wandern die Leukozyten para- oder transzellular durch das Endothel in das sub-
endotheliale Gewebe ein [50, 51]. Zum Ort der Schadigung gelangen sie entlang des
Chemokingradienten im Gewebe [52]. Durch Bindung mancher Chemokine an ihre
entsprechenden Rezeptoren kann die Leukozytenadhasion an das aktivierte Endothel
auch ohne vorheriges rolling stattfinden. CX3CL1 vermittelt beispielsweise in seiner

membrangebundenen Form nach Bindung an den Rezeptor CX3CR1 eine direkte,
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Integrin-unabhangige Adhasion von Monozyten, T-Lymphozyten und naturlichen Kil-
lerzellen an Endothelzellen [53].

Chemokine stellen in beiden Fallen den entscheidenden Baustein fur die Migration und
Infiltration von Leukozyten dar. Sie kdnnen hierbei von aktivierten Endothelzellen, ak-
tivierten Thrombozyten und subendothelialen, geschadigten Parenchymzellen expri-
miert werden [54]. In letzterem Fall gelangen die Chemokine anschlieend durch
Transzytose an die Endotheloberflache [55]. Die beschriebene Interaktion von Adha-
sionsmolekulen, Proteoglykanen und Chemokinen erlaubt eine sehr differenzierte In-

filtration von verschiedenen Leukozyten-Subtypen in geschadigtes Gewebe [49].

1.4.3 Chemokine und Chemokinrezeptoren in Nierenerkrankungen

Fast alle Arten von Nierenzellen kdnnen CC- bzw. CXC-Chemokine produzieren [56-
58]. Proinflammatorische Chemokine werden unter physiologischen Bedingungen nur
in sehr geringem Ausmalf} exprimiert. Inflammatorische Stimuli, hierunter Zytokine wie
TNF-a und IL1-B, fihren jedoch zu einer ausgepragten Induktion der renalen Chemo-
kinexpression. Auch andere Faktoren wie Lipopolysaccharide (LPS) der auf3eren
Membran von gramnegativen Bakterien, Immunglobulin-Aggregate, low densitiy Lip-
oprotein (LDL), Interferon und cyclic adenosine monophosphate (CAMP) haben dieses
Potential [59-61]. Auch in verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass
renale Chemokine und Chemokinrezeptoren im Verlauf von Nephritiden induziert wer-
den. So werden in der murinen Immunkomplex-Glomerulonephritis und nach obstruk-
tiver Ureterligatur eine erhdhte renale Expression von CCL2, CCL5 und ihrer Rezep-
toren CCR1, CCR2 und CCRS5 detektiert [58, 62]. Am Beispiel der Lupusnephritis
wurde gezeigt, dass auch bei Autoimmunnephritiden die oben genannten Chemokine,
und zusatzlich CCL4 und CXCL10 induziert werden [63].

In Zellkulturexperimenten zeigte sich, dass die hochste Chemokin-Konzentration nach
Einwirken des auslésenden Stimulus innerhalb von Minuten bis wenigen Stunden er-
reicht ist und fur gewohnlich innerhalb von 24 bis 48 Stunden wieder abklingt. Die Re-
gulation der Chemokinexpression findet auf Transkriptionsebene statt. Hierbei scheint
der Transkriptionsfaktor nuclear factor kappa B (NF-kappaB), welcher bei inflammato-
rischer Stimulation zu den Startcodons der Chemokin-Gene transloziert, eine Haupt-
rolle zu spielen. Durch cAMP oder Glukokortikoide wird NF-kappaB gehemmt, was
eine verminderte Chemokinexpression bewirkt. Auch vasoaktive Hormone wie Angio-
tensin [l nehmen Einfluss auf die Transkription von Chemokinen. Am Haufigsten finden
sich CCL2, CCL5 und CX3CL1 im Rahmen renaler Schadigung im Gewebe. CCL2 und
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CCL5 werden grotenteils von Mesangialzellen und eingewanderten Leukozyten se-
zerniert. Vom Endothel exprimiertes CX3CL1 ermdglicht Uber seine Tertiarstruktur
auch direkt eine verstarkte Leukozytenadhasion [64].

Generell ergeben sich in den verschiedenen Kompartimenten der Niere unterschiedli-
che Expressionsmuster der Chemokine. Damit hat jede Nephropathie ein typisches
Chemokinprofil, abhangig von der Art, dem Ort und der Abfolge der einwirkenden No-
xen [64]. Je nach Ort der Schadigung werden beispielsweise die Chemokine CCL2,
CCL3, CCL4 und CCLS5 glomerular oder tubulointerstitiell induziert [54]. In der akuten
Immunkomplexglomerulonephritis kommt es initial zur glomerularen Induktion von
Chemokinen [62]. Im Modell der unilateralen Ureterligatur hingegen ist vornehmlich
das Interstitium geschadigt, welches hier auch Ort der Chemokinproduktion ist [58]. Im
Verlauf vieler Modelle fuhrt ein primar glomerularer Schaden zu sekundaren Schaden
im Tubulointerstitium. Ist dies der Fall finden sich in beiden Kompartimenten Expressi-

onssteigerungen der oben genannten Chemokine [63, 65].

1.4.4 Der Chemokinrezeptor 2 (CCR2)

Nach Ligandenbindung kommt es zur Induktion verschiedener MAPK (mitogen-acti-
vated protein kinase) Signalkaskaden, die beispielsweise bei der Aktivierung von In-
tegrinen und der Chemotaxis eine Rolle spielen [66, 67]. Nach Ligandenbindung und
Initierung der Signaltransduktion wird CCR2 zugig internalisiert [3, 46, 68]. Wie der
Groliteil der Chemokinrezeptoren hat auch CCR2 mehrere Liganden. Diese sind in der
Maus CCL2 (MCP-1), CCL7 (MCP-2), CCL8 (MCP-3) und CCL12 (MCP-5) [41]. Beim
Menschen binden neben den eben genannten Liganden zusatzlich CCL11, CCL13,
CCL16 und CCL26 an CCR2 [69]. Nur CCL2 und CCL12 wirken ausschliel3lich tber
CCRZ2, alle anderen Chemokine binden noch an weitere Rezeptoren. CCL2 ist jedoch
das Chemokin mit der hochsten Bindungspotenz gegenuber CCR2 [70]. CCR2 wird
spezifisch auf bestimmten Zelltypen exprimiert. Hierzu gehdren sowohl bei der Maus
als auch beim Menschen zum einen Monozyten und ihre Abkbmmlinge [71]. Nach
Bindung seines Liganden CCL2 vermittelt CCR2 die Migration und Proliferation dieser
Zellen in entziindetes Gewebe [43]. Zum anderen wird CCR2 auf T-Lymphozyten, Po-
dozyten und glatten GefalRmuskelzellen exprimiert. Im Podozyten fuhrt seine Aktivie-
rung in vitro zu einer Verminderung der Nephrin-Expression [72]. Im Folgenden kommt
es zu einer Motilitatssteigerung oder Apoptose-Induktion. Dies bewirkt eine vermehrte
Durchlassigkeit der geschadigten glomerularen Filtrationsbarriere, was mit gesteiger-

ter Proteinurie einhergeht [46, 72, 73]. Es wurde gezeigt, dass Ccr2-defiziente Mause
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in einem Streptozotocin-induzierten Diabetesmodell auch nach neunwochiger Ver-
suchslaufzeit im Hinblick auf die Nierenfunktion geschutzt waren. Eine transgene
Uberexpression von Ccr2 in Podozyten von Ccr2-defizienten Mausen fiihrte jedoch
sowohl zu funktionellen, als auch zu strukturellen Schaden mit Podozytenverlust und
glomerularer Apoptose [74]. Neben dieser chemotaktischen und aktivierenden Wir-
kung ist CCR2 unter physiologischen Bedingungen auf3erdem essenziell fur die Aus-
wanderung von Monozyten aus dem Knochenmark ins Blut. Studien konnten zeigen,
dass Ccr2-defiziente Mause hyperzellulares Knochenmark und eine Monozytopenie
im Blut aufweisen [75-77]. Das Expressionsmuster von Ccr2 in der Maus entspricht

fast vollstandig dem des Menschen [78].

1.5 Therapeutische Perspektiven

Aufgrund ihrer Bedeutung fur die Immunantwort und das Entzindungsgeschehen im
Verlauf renaler Erkrankungen ruckte die Blockade von Chemokinen und ihren Rezep-
toren in den Fokus therapeutischer Strategien. Die Intervention muss aufgrund der
erkrankungsspezifischen Chemokin-Profile spezifisch fur jede Nierenerkrankung ent-
wickelt werden. Bei Immunkomplex-vermittelten Glomerulonephritiden hat sich ge-
zeigt, dass eine Erhohung funktioneller Parameter wie Albuminurie, Uramie, etc., die
zur Einschatzung des renalen Schadens bzw. Schweregrads der Erkrankung dienen,
positiv mit der Expression von CCL2 durch intrinsische Nierenzellen sowie eingewan-
derte Zellen korreliert. Weiterhin geben die CCL2-Spiegel im Urin chronisch nieren-
kranker Patienten deren Krankheitsaktivitat analog zu herkommlichen Indices wieder
[79, 80]. In der Vergangenheit wurden therapeutische Effekte einer Blockierung des
Ccl2-Ccr2 Signalwegs in einigen renalen Erkrankungsmodellen untersucht. Hierbei
zeigte sich eine Besserung des renalen Schadens in der diabetischen Nephropathie,
der obstruktiven Ureterligatur und der Lupusnephritis. Methodisch wurden sowohl
kleinmolekulare Ccr2-Antagonisten, als auch Ccl2-blockierende Spiegelmere verwen-
det [81-85].

Ein CCR2-Antagonist, CCX140B, konnte im Rahmen einer klinischen Studie zusatzlich
zur Standardbehandlung mit ACE-Hemmern bzw. Angiotensinrezeptorantagonisten
die Ratio von Albumin und Kreatinin im Morgenurin bei Patienten mit diabetischer Ne-
phropathie um bis zu 16% im Vergleich zum Placebo vermindern [86]. Zudem konnte
gezeigt werden, dass das CCL2-blockierende Spiegelmer Emapticap pegol (NOX-
E36) bei Patienten mit diabetischer Nephropathie einen krankheitsmodifizierenden Ef-
fekt hinsichtlich HbA1c und Albuminurie hat [87].
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Es bleibt jedoch unklar, ob eine Blockade von CCR2 auch bei der FSGS therapeuti-
sche Effekte erzielen kénnte. Im FSGS-Modell der Adriamycin-Nephropathie erzielten
Wu et al. einen therapeutischen Effekt durch Vakzination mit Ccl2 kodierender DNA
[88].

Diese Daten legen nahe, dass durch pharmakologische Blockade des CCL2-CCR2-
Signalwegs bei der FSGS eine Verbesserung der Glomerulosklerose und der sekun-
daren tubulointerstitiellen Entzindung und Fibrose erreicht werden konnte. Hierzu
kann sowohl die Verminderung einer CCR2-vermittelten Podozytenschadigung als
auch die Reduzierung einer CCR2-vermittelten renalen Leukozyteninfiltration beitra-
gen.

Um CCR2 als mogliches therapeutisches Zielmolekll zur Behandlung der FSGS zu
identifizieren sollte daher in der vorliegenden Promotionsarbeit die pathophysiologi-
sche Rolle von CCR2 mit Hilfe von Ccr2-defizienten Knockout-Mausen in der Ad-

riamycin-Nephropathie als Mausmodell einer FSGS untersucht werden.
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2 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Angesichts der individuellen und volkswirtschaftlichen Bedeutung des terminalen Nie-
renversagens in Folge einer Glomerulosklerose ist die Weiterentwicklung der momen-
tan verfugbaren Therapien dringend notwendig. Die therapeutischen Ansatze stutzen
sich derzeit mit geringem Erfolg auf bisher verfugbare immunsuppressive oder immun-
modulatorische Pharmaka. Einige chronische Nierenerkrankungen sprechen auf eine
Inhibition des Chemokinrezeptors CCR2 an. Dies wurde jedoch bisher nicht fur die
FSGS gezeigt.

Um CCR2 als potentielles Zielmolekul einer immunmodulatorischen Therapie der
FSGS zu identifizieren, sollte daher in der vorliegenden Arbeit die pathophysiologische
Funktion von Ccr2 in einem Mausmodell der FSGS, der Adriamycin-induzierten Ne-
phropathie mit Hilfe von Ccr2-defizienten Knockout-Mausen untersucht werden. Der
Arbeit liegt die Hypothese zu Grunde, dass die glomerulare und sekundar tubuloin-
terstitielle Schadigung im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle in Ccr2-defizienten Mausen
mit Adriamycin-Nephropathie abgeschwacht wird. Dies kdnnte durch eine verminderte
Infiltration von leukozytaren Entziindungszellen in geschadigte Glomeruli und tubuloin-
terstitielles Gewebe bewirkt werden. Zudem ist auch eine Verminderung der direkten
CCR2-vermittelten Podozytenschadigung bei der Glomerulosklerose vorstellbar.
CCR2 konnte somit sowohl durch seine Leukozyten-rekrutierende Funktion als auch
seine Podozyten-schadigende Wirkung eine wichtige pathophysiologische Rolle bei
der FSGS spielen und erscheint daher als potentielles therapeutisches Zielmolekil

besonders geeignet.
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3 Material und Methoden

3.1  Gerate und Materialien

3.1.1 Tierhaltung
Makrolone Typ 2 Kafige
Tierfutter

3.1.2 Durchflusszytometrie
FACSCalibur

3.1.3 ELISA
ELISA reader Tecan, GENios Plus
ELISA Microplate Strip Washer ELx50

3.1.4 Glomerulusisolation

Cell Separation Magnet, BD IMag™
Kollagenase A
M-450-Epoxy-Dynabeads

3.1.5 Histologie
Leica DC 300F L
Leica DM RBE
Zeiss Axioplan 2
Olympus BX50
Kryostat RM2155
Kryostat CM3000
Mikrotom HM 340E

3.1.6 PCR

Ultra Turra T25 basic

Nano drop

LightCycler 480 Real-Time PCR System
LightCycler 480 Multiwell-Platte 96

ABI prism 7700 sequence detector
Sonifier B-12
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Tecniplast, Hamburg

Ssniff Spezialdiaten, Soest

Becton Dickinson, San José, CA, USA

Tecan, Crailsheim
BioTek, Bad Friedrichshall

Beckton Dickinson, Heidelberg
Roche, Mannheim
ThermoFisher, Waltham, USA

Leica Microsysteme, Wetzlar
Leica Microsysteme, Wetzlar
Carl-Zeiss AG, Oberkochen
Olympus Mikroskope, Hamburg
Leica Microsystems, Bernsheim
Leica Microsystems, Bernsheim

Microm, Heidelberg

IKA GmbH, Staufen

PEQLAB Biotechnology, Erlangen
Roche, Basel, CH

Roche, Basel, CH

PE Biosystems, Weiterstadt

Branson Sonic power, Danbury, USA
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3.1.7 Sonstige Gerate
Autoklav 23

Eppendorf Centrifuge 5415 D
Heraeus Megafuge 1.0 R
Heraeus Minifuge T

Steril Card Hood Class Il, Typ A/B3
Thermomixer 5436

Vortex Genie 2

Waage BP 110S

Waage Mettler PJ 3000
Wasserbad HI 1210

3.1.8 Verbrauchsmaterialien
96-well-Platten

Einmal-Kivetten 1,5 ml Plastibrand®
Eppendorfgefale 0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml
Falcons 15 ml und 50 ml
Gewebekassette

Multikanalpipette Eppendorf

Nadel BD Microlance 20 G; 26 G; 30 G
Pipetten Pipetman P1-20/200/1000 pl
Pipettenspitzen 1-1000 pl Typ Gilson
Pipettenspitzen epTIPS Standard
Pipettierhilfe Pipetus classic
Plastikfilter 70 ym

Skalpelle Feather No. 20

Zellkulturschalen 10 cm

3.1.9 Chemikalien
Allgemeine Chemikalien
Aceton

Albustix Teststreifen
Aqua ad injetabila
Bovines Serum Albumin
2,2,2-Tribromethanol
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Melag Medizintechnik, Berlin
Eppendorf, Hamburg

Heraeus Sepatech, Osterode
Heraeus Sepatech, Osterode

The Baker Company, Sanford, USA
Eppendorf, Hamburg
Bender&Hobein AG, Zurich, CH
Sartorius, Gottingen
Mettler-Toledo, Greifensee, CH

Leica Microsystems, Bernsheim

Nunc, Wiesbaden

Brand, Gielen

Eppendorf, Hamburg

Beckton Dickinson, Heidelberg
neolLab Migge, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Beckton Dickinson, Heidelberg
Gilson, Middleton, USA
Peske, Aindling-Arnhofen
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Beckton Dickinson, Heidelberg
Feather Safety Razor Co, JP
TPP, Transadigen, CH

Merck, Darmstadt
Bayer, Leverkusen
Braun, Melsungen
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA



DEPC (Diethylpyrocarbonate)
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Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

DNAse Typ llI Sigma, Deisenhofen

DTT (100 mM) Invitrogen, Carlsbad CA, USA
EDTA Calbiochem, San Diego, USA
EDTA-Dikalium 0,2 M neolLab, Heidelberg

Einbettmedium Jung, Leica Microsystems, Nussloch
Eosin Sigma, Deisenhofen

Ethanol Merck, Darmstadt

Formalin Merck, Darmstadt

Hematoxilin Lésung Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Kalium-Chlorid Merck, Darmstadt
Kalium-dihydrogen-Phosphat Merck, Darmstadt
Kollagenase Typ | Sigma, Deisenhofen
Magnesiumchlorid (25 mM) Fermentas Scientific, Waltham, USA
B Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe

Natrium-Azid Roth, Karlsruhe

Natrium-Carbonat
Natrium-Chlorid Lésung 0,9%

Natrium-hydrogen-Carbonat

Merck, Darmstadt
Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Natrium-hydrogen-Phosphat Merck, Darmstadt
Di-Natrium-Carbonat Merck, Darmstadt

Di-Natrium-hydrogen-Phosphat Merck, Darmstadt

2-Propanol Merck, Darmstadt

Perjodic acid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Shandeon Formal-Fixx Concentrate Thermo, Chershire, UK
Tryptan Blau Sigma, Deisenhofen

Tween 20 detergent Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Xylene Merck, Darmstadt

Chemikalien fiir Durchflusszytometrie

PBS (Phosphate Buffered Saline) Pan Biotech, Aidenbach

FACS Clean Beckton Dickinson, Heidelberg
FACS Flow Beckton Dickinson, Heidelberg
FACS Rinse Beckton Dickinson, Heidelberg
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DNAse Typ IV
Kollagenase Typ |
Normal Mouse Serum
Normal Rat Serum

Cytofix Fixation Buffer

Chemikalien fir Immunhistologie
Antigen Unmasking Solution
Avidin/Biotin Blocking Kit
Magermilchpulver

Tissue-Tek O.C.T. Compound
VectaMount

Vectastain Elite ABC

Anti-mouse Nephrin (Meerschweinchen)
Anti-mouse WT1 (Kaninchen)
Anti-pig Alexa-488 (Ziege)
Anti-rabbit Cy3 (Ziege)

Anti-rabbit Biotin (Ziege)
TRIS-Hydrochlorid

Avidin-Biotin Complex Reagenz
DAB

Wasserstoffperoxid
DAB-Farbelosung

Methylgrin

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Jackson, West Grove, PA, USA
Jackson, West Grove, PA, USA

Beckton Dickinson, Heidelberg

Vector Laboratories, Burlingame, USA
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Merck, Darmstadt

Sakura Finetek, Torrance, USA
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Vector Laboratories, Burlingame, USA
Acris Antikorper, Herford, DE
SantaCruz Biotech, Santa Cruz, USA
ThermoFisher, Waltham, USA
Jackson IR Labs, West Grove, USA
Vector Laboratories, Burlingame, CA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

200 ml TRIS-HCI (37°C), 4 ml DAB 1
ml NiCl2, 500 pl 3% H202
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

RNA-Isolierung, cDNA-Umschreibung und RT-PCR

5x First strand Buffer

10 x Taq Puffer without detergent
Agarosepulver
B-Mercaptoethanol

BioStab PCR Optimizer

dNTPs (25 nM)

DTT (0,1 M)
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Invitrogen, Karlsruhe
Fermentas, St-Leon-Rot
Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Bitop, Witten

GE Healthcare, Munchen

Invitrogen, Karlsruhe
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Ethanol
Ethidiumbromid
Hexanucleotide
Linear Acrylamid
MgCl2 (25 mM)
PureLink RNA Mini Kit
RNA loading buffer
RNase free Spray
RNasin (40 U/pl)
Superscript Il

SYBR Green Dye detection
Tag DNA Polymerase

3.1.10 Puffer und Lésungen

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Ambion, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot
Ambion, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gene Choice, Frederick, USA
Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Norwalk, USA
New England BioLabs, Ipswich, USA

FACS-Puffer

Paris Puffer

0,621 g Na2HPO4

PBS 20 mM Tris-HCI
0,2% BSA 125 mM NaCl
0,1% Na-Azid 10 mM KCI
10 mM Na-Azetat
5 mM Glukose
pH 7,4
1L 10x HBSS
ohne Ca, Mg mit Ca, Mg
4 gKCl 3,5 g NaHCO3
0,6 g KH2PO4 1.4 g CaCl,
80 g NaCl 1 g MgCl26 H20

1 g MgS047 H20
10 g D-Glukose

TAC Puffer

50 mM Tris Puffer

450 ml 0,83% Ammoniumchlorid
pH 7,2

MACS Puffer
2 mM EDTA
0,5% BSA
pH 7,2
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Kollagenase / DNAse

10 mg Kollagenase Typ |

1 mg DNAse Typ IV

in 10 ml HBSS (ohne Ca?* und Mg?*)

Kollagenase-Lésung in HBSS-Puffer
10 mg Kollagenase Typ |

in 10 ml HBSS ohne Ca,Mg

TBE-Puffer

89 mM Tris

89 mM Borsaure

2mM EDTA

in H20 geldst und auf einen pH von 8,0

eingestellt

PCR-Mastermix pro Probe
16 pl ddH20

2,5 ul 10x Puffer

4 ul (300 uM) dNTPs

1 ul (10 pM/pl) je pro Primer
0,5 ul Tag Polymerase

2 mM EDTA / HBSS-L6sung
100 ul 0,2 EDTA-Stammldsung
10 ml HBSS (ohne Ca?* und Mg?*)

Gel Loading Solution
10 mM Tris / HCI

20% Glycerin
0,1% Bromphenolblau

3.1.11 Antikorper und Enzyme

Alexa Fluor® 488-Hamster Anti-Mouse Cd3e Beckton Dickinson, Heidelberg

PE-Rat Anti-Mouse Cd45

APC-Rat Anti-Mouse Cd45
PE-Cy™5-Rat Anti-Mouse Cd8a
APC-Rat Anti-Mouse Cd4
PE-Hamster Anti-Mouse Cd11c
FITC-Hamster Anti-Mouse Cd11c
PerCP-Cy5.5 Rat Anti-Mouse Cd11b
FITC-Rat Anti-Mouse Cd11b
FITC-Rat Anti-Mouse Ly-6C
PE-Rat Anti-Mouse Ly-6C
FITC-Rat anti-Mouse Ly-6G
FITC-Hamster Anti-Mouse 1gG1, A1
APC-Rat Anti-Mouse F4/80

Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg
Beckton Dickinson, Heidelberg

Beckton Dickinson, Heidelberg

Bio-Rad, Hercules, California, U.S.A.
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APC-Rabbit Anti-Mouse Collagen1 Rockland, Pennsylvania, USA
AccuCheck Counting Beads Life Technologies, Carlsbad, USA

ELISA-Assays/ Kolorimetrische Tests

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
Tgf-B R&D Systems, Nordenstadt, Wiesbaden
Mouse Albumin ELISA Quantitation  Bethyl Laboratories, Montgomery, USA
Creatinine FS DiaSys Diagnostic Systems, Holzheim

Urea FS DiaSys Diagnostic Systems, Holzheim

Immunhistologie

Ratte anti-Maus Cd3 Serotec, Dusseldorf

Ratte anti-Maus F4/80 Serotec, Dusseldorf

Ratte anti-Maus Mac2 Cederlane, Ontario, Kanada
Hamster anti-Mensch Nephrin Acris Antibodies, Herford

Ratte anti-Kaninchen Wt1 Santa Cruz, Santa Cruz, USA

Maus anti-Mensch Sma Dako, Glostrup, Danemark

Ratte anti-Maus Er-Hr3 BMA Biomedical, Augst, Switzerland

3.1.12 Oligonukleotid-Primer fiir real-time PCR

Alle Primer wurden kommerziell von der Firma Metabion erworben.

Tabelle 5: Verwendete Primer

Gen Sequenz

18S 5-GCAATTATTCCCCATGAACG-3’ (vorwarts)

5-AGGGCCTCACTAAACCATCC-3’ (rickwarts)

Ccl2 5-CCTGCTGTTCACAGTTGCC-3’ (vorwarts)

5-ATTGGGATCATCTTGCTGGT-3’ (rickwarts)

Ccl5 5-CCACTTCTTCTCTGGGTTGG-3' (vorwarts)

5’-GTGCCCACGTCAAGGAGTAT-3’ (ruckwarts)

116 5-TGATGCACTTGCAGAAAACA-3’ (vorwarts)

5-ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC-3’ (ruckwarts)
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1110 5-ATCGATTTCTCCCCTGTGAA-3’ (vorwarts)

5’-TGTCAAATTCATTCATGGCCT-3' (rickwarts)

2 5’-GATTCAGACTCCGAGGGGACA-3’ (vorwarts)

5’-GGAGACACCAGCAAAACGAT-3’ (riickwarts)

Ifn-y 5-ACAGCAAGGCGAAAAAGGAT-3’ (vorwarts)

5-TGAGCTCATTGAATGCTTGG-3’ (rickwarts)

iNos1 5-TTCTGTGCTGTCCCAGTGAG-3’ (vorwarts)

5-TGAAGAAAACCCCTTGTGCT-3’ (ruckwarts)

Mrc1 5-ATATATAAACAAGAATGGTGGGCAGT-3’ (vorwarts)

5-TCCATCCAAATGAATTTCTTATCC-3' (riickwarts)

Msr1 5’-CCTCCGTTCAGGAGAAGTTG-3’ (vorwarts)

5-TTTCCCAATTCAAAAGCTGA-3’ (rickwarts)

Arg1 5-AGAGATTATCGGAGCGCCTT-3’ (vorwérts)

5-TTTTTCCAGCAGACCAGCTT-3’ (riickwarts)

Fizz1 5-CCCTTCTCATCTGCATCTCC-3’ (vorwarts)

5-CTGGATTGGCAAGAAGTTCC-3’ (rckwarts)

Ym1 5-TCTGGGTACAAGATCCCTGAA-3’ (vorwarts)

5-TTTCTCCAGTGTAGCCATCCTT-3' (rickwarts)

a-Sma 5-ACTGGGACGACATGGAAAAG-3’ (vorwarts)

5-GTTCAGTGGTGCCTCTGTCA-3’ (rickwarts)

Tnf-3 5-GGAGAGCCCTGGATACCAAC-3’ (vorwarts)

5-CAACCCAGGTCCTTCCTAAA-3’ (rickwarts)

Tnf-a 5-CCACCACGCTCTTCTGTCTAC-3’ (vorwarts)

5-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3’ (rlickwarts)

Tnfr1 5-ATGGATGTATCCCCATCAGC-3’ (vorwarts)

5-CTTCATTCACGAGCGTTGTC-3’ (rlickwarts)
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Tnfr2 5-AGATCTGGCACTCGTACCCA-3’ (vorwarts)
5-GTCTTCGAACTGCAGCTGTG-3’ (ruckwarts)
Nephrin 5-ACCCTCCAGTTAACTTGTCTTTGG-3’ (vorwarts)
5’-ATGCAGCGGAGCCTTTGA-3' (rickwarts)
Fibronectin 5-GGAGTGGCACTGTCAACCTC-3’ (vorwarts)
5’-ACTGGATGGGGTGGGAAT-3’ (riickwarts)
Laminin 5-CATGTGCTGCCTAAGGATGA-3'(vorwarts)
5-TCAGCTTGTAGGAGATGCCA-3’ (rlickwarts)
Fsp1 5’-CAGCACTTCCTCTCTCTTGG-3’ (vorwarts)

5-TTTGTGGAAGGTGGACACAA-3' (riickwarts)

Prokollagen4a

5-GTCTGGCTTCTGCTGCTCTT-3’ (vorwarts)

5-CACATTTTCCACAGCCAGAG-3’ (riickwarts)

Prokollagen1

5-ACATGTTCAGCTTTGTGGACC-3’ (vorwarts)

5-TAGGCCATTGTGTATGCAGC-3’ (ruckwarts)

Prokollagen2

5-CTACGGTGTCAGGGCCAG-3’ (vorwarts)

5’-GCAAGATGAGGGCTTCCATA-3’ (rickwarts)

Prokollagen3

5-GGAACCTGGTTTCTTCTCACC-3’ (vorwarts)

5-TAGGACTGACCAAGGTGGCT-3’ (rlickwarts)

Cd31 5-GCAGGACAGGTCCAACAACT-3’ (vorwarts)
5’-GCAAAGTGGAATCAAACCGT-3’ (ruckwarts)
Ngal 5-AATGTCACCTCCATCCTGGT-3’ (vorwarts)

5-ATTTCCCAGAGTGAACTGGC-3’ (ruckwarts)

3.1.13 Software

LightCycler 480 Software, Version 1.2.9.11 Roche, Mannheim

CellQuest Version 3.3 Becton Dickinson, Heidelberg
Endnote X9 Thomson Reuters, New York, NY, USA

26



Material und Methoden

InStat 3.05 GraphPad Software, San Diego, CA,
USA

MacOS Sierra und Mojave Apple Inc., Cupertino, CA, USA

Microsoft Office 2010 und 2011 Microsoft, Redmond, WA, USA

QWin Leica Microsystems, Bensheim

Windows XP Professional und 7 Microsoft, Redmond, WA, USA

3.2 Tierexperimentelle Methodik

3.2.1 Tierhaltung

Alle experimentellen Tierversuche wurden laut Vorschrift des deutschen Tierschutzge-
setzes und nach entsprechender Genehmigung durch die Regierung von Oberbayern
durchgefuhrt. Die Versuchstiere wurden in der Tierhaltung der Medizinischen Klinik
unter spezifisch Pathogen-freien Bedingungen gehalten (SPF). Die Einhaltung dieser
Vorgaben wurde durch regelmafige mikrobiologische Untersuchungen kontrolliert und
gewabhrleistet. Die Tiere wurden artgerecht in Gruppen von héchstens funf Tieren pro
Makrolone Typ Il Kafig (Tecniplast, Hamburg) gehalten. Kafige, Einstreu, Futtermittel
(ssniff® Spezialdiaten, Soest), Trinkwasser (autoklaviertes VE-Wasser), Nestwatte
und Hauschen wurden vor ihrem Einsatz im Autoklaven sterilisiert und je nach Ver-
schmutzung regelmafig, spatestens jedoch nach einer Woche, gewechselt. Die
Raumtemperatur lag konstant bei 22-23°C mit einer Luftfeuchtigkeit um 50%. Die Tag-
Nacht-Rhythmik betrug 12 Stunden, Trinkwasser und Futter waren dauerhaft und un-

begrenzt frei zuganglich.

3.2.2 Versuchstiere

BALB/c Wildtyp Charles River Laboratories, Sulzfeld

BALB/c Ccr2-defizient PD Dr. rer. nat. Bruno Luckow, Nephro-
logisches Zentrum, Medizinische Klinik
und Poliklinik 1V, Klinikum der Universi-

tat Minchen

Alle im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Tiere hatten einen genetischen BALB/c
Hintergrund, der als suszeptibler Hintergrund die Induktion der Adriamycin-Nephropa-
thie erlaubt. Die Wildtyp-Tiere wurden von Charles River, die Tiere mit Knockout des
Ccr2-Rezeptors freundlicherweise von Herrn PD Dr. rer. nat. Bruno Luckow (Nephro-

logisches Zentrum, Medizinische Klinik und Poliklinik 1V, Ludwig-Maximilians-
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Universitat Mlinchen) zur Verfugung gestellt. Die Ccr2-defizienten Mause haben einen

unauffalligen spontanen Phanotyp und eine normale Lebenserwartung [89].

3.2.3 Injektionsnarkose bei Mausen

Ansatz Injektionsnarkose Dosierung des Narkosemixes
2 ml Fentanyl (0,05 mg/ml) Fentanyl 0,05 mg/kg
2 ml Dormicum (Midazolam, 5 mg/ml) Dormicum 5 mg/kg

1 ml Medetomidin (Dormitor, 1 mg/ml) Medetomidin 0,5 mg/kg
Tabelle 6: Gewichtsdaptiertes Narkoseschema

Korpergewicht (in g) Volumen Narkosemix (in ul)

20 130

21 137

22 143

23 150

24 156

25 163

26 169

27 176

28 182

29 189

30 195

Die Arzneimittel stammten aus der Apotheke des Klinikums Innenstadt der LMU Mun-
chen. Das gewichtsadaptierte Volumen wurde intraperitoneal appliziert und die Tiere
so narkotisiert (siehe Tabelle 6). Ein negativer Zwischenzehenreflex wurde als Zeichen

ausreichender Narkosetiefe gewertet.

3.2.4 Intravenose Injektion von Adriamycin

Als Modell fur die fokal segmentale Glomerulosklerose wurde die murine Adriamycin-
Nephropathie verwendet. Hierbei wird durch das verabreichte Adriamycin ein Podozy-
tenschaden mit nachfolgender Entwicklung einer chronischen proteinurischen Nephro-
pathie mit strukturellem Schaden und renaler Infiltration von Leukozyten hervorgeru-
fen. Die Adriamycin-Nephropathie gleicht der humanen FSGS klinisch, histologisch

und bezuglich der Immunreaktion [90]. Der Pathomechanismus der Adriamycin-
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Nephropathie ist nicht vollstandig bekannt. Die am haufigsten vertretene Hypothese
ist, dass die glomerulare Toxizitat von Adriamycin durch reaktive Sauerstoffmetaboli-
ten und eine Schadigung der Glykokalyx bedingt wird. Die sich selbst unterhaltende
Immunantwort fiUhrt zum Fortschreiten der Schadigung [91-93]. Die Induktion des chro-
nischen Nieren- und insbesondere glomerularen Schadens wurde durch progrediente
Albuminurie bestatigt. Zur Induktion des Modells wurden den neun Wochen alten
mannlichen BALB/c-Mausen an Tag null jeweils 11,5 mg/kg KG Adriamycin (DOXO-
cell, Cell Pharm) in die Schwanzvene injiziert. Als Vehikel wurden gegebenenfalls ent-
sprechende Volumina isotonischer Kochsalzldsung gespritzt. Die Injektionen wurden
an Tag 14 zur Aufrechterhaltung des Krankheitsbildes bzw. seiner weiteren Progredi-
enz wiederholt. An Tag 28 wurde der Versuch beendet und Blut und Nierengewebe

entnommen.

3.2.5 Urin-, Blut- und Gewebeentnahme

Wahrend der Versuchslaufzeit wurde in wochentlichen Abstéanden von allen Tieren
Urin gewonnen. Hierflr wurde die Blasenentleerung durch sanften Druck auf den Un-
terbauch des Tiers ausgel6st und der anfallende Urin in einem Eppendorfgefald aufge-
fangen.

Am Versuchsendpunkt (Tag 28) wurden die Tiere zur Organ- und Gewebeentnahme
getotet. Nach i.p.-Einleitung der Narkose und Ausbleiben des Zwischenzehenreflexes
wurde mit der retroorbitalen Blutentnahme mittels feiner Glaskapillaren begonnen. Die
fur die Aufbewahrung benutzten Eppendorfgefalle wurden zuvor mit 20 pl 0,5 M EDTA
vorbereitet, um Plasma fur Blutwertbestimmungen und Vollblut fur durchflusszytomet-
rische Untersuchungen zu erhalten.

Die tiefnarkotisierten Tiere wurden mit Hilfe von Pins rucklings auf einer sauberen Un-
terlage befestigt und mit 70%-igem Alkohol desinfiziert. Abdomen und Thorax wurden
eroffnet, die untere Hohlvene durchtrennt und der Kreislauf durch Punktion des linken
Ventrikels mit sterilem PBS unter einem Perfusionsdruck von ca. 100 mmHG perfun-
diert. Die erfolgreiche Perfusion konnte durch eine Entfarbung von Leber und Nieren
kontrolliert werden. AnschlieRend wurden beide Nieren freiprapariert, entnommen und
far die verschiedenen Arten der Konservierung zerteilt (siehe Abbildung 5). Ein Drittel
jeder Niere wurde flr spatere Proteinanalysen in Eppendorfgefalte Gberflhrt und ge-
nau wie je ein kleines Mittelstlick Niere in Alufolie fur spatere Gefrierschnitte in flussi-
gem Stickstoff schockgefroren. Weitere Mittelsticke fur die Anfertigung histologischer

Schnittpraparate wurden in Einbettkassetten Uberfuhrt und Gber Nacht in Formalin
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(4%) fixiert. Die weitere Verarbeitung des Gewebes ist im jeweiligen Kapitel beschrie-
ben. Fur spatere mRNA-Expressionsanalysen wurden je Niere ca. 1 mm dicke Polstu-
cke in zum Schutz vor endogenen RNAsen mit RNA-later versehene Eppendorfgefale

gegeben und bei -20°C eingefroren.

Histologie

RNA-

Isolation\

Proteinisolation/

/ FACS

Abbildung 5: Aufteilung des Nierengewebes

Die Pole jeder Niere wurden fiir die Isolation von RNA bzw. Protein abgetrennt. Ein kleines Mittelstlick Niere wurde
fiir eventuelle spatere Gefrierschnitte aufbewahrt, ein weiteres Mittelstlick fir die Anfertigung histologischer Schnitt-
praparate.

3.3 Immunologische Methoden

3.3.1 Durchflusszytometrie

Allgemeine Verfahrensweise

Die Durchflusszytometrie ist ein maschinelles Verfahren zur Analyse von Zellen in Zell-
suspensionen. Im Gegensatz zum eigentlichen fluorescence activated cell sorting
(FACS) werden in der Durchflusszytometrie Zellen nach bestimmten Merkmalen beur-
teilt und unterschieden, nicht jedoch sortiert. Hierbei ist es moglich Groe, Granularitat
und Oberflachenantigenexpression zu beurteilen und so Zellpopulationen voneinander
zu unterscheiden.

Die zu analysierenden Zellen werden in Suspension vom Durchflusszytometer in einer
Kapillare aufgenommen und treffen dann einzeln auf einen Lichtstrahl und verschie-
dene Laser. Die Zellen treten nacheinander in den Strahlengang und streuen bzw.
brechen das Licht abhangig von ihren spezifischen Eigenschaften. Diese Emissionen
werden wiederum von Fotodetektoren aufgenommen und gespeichert. Es kdbnnen zwei
verschiedene Streuungsmuster unterschieden werden. Das bei flachem Brechungs-
winkel entstehende Vorwartsstreulicht (FSC, Forward Scatter) gibt Aufschluss uber

das Volumen der Zellen, das bei Brechung im rechten Winkel entstehende
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Seitwartsstreulicht (SSC, Sideward Scatter) Uber Granularitat des Zytoplasmas sowie
Aufbau und Grofle des Zellkerns.

AuRerdem konnen fluoreszenzfarbstoffgekoppelte Antikorper an Oberflachenantigene
und intrazellulare Molekule gebunden und deren wellenlangenspezifisches Emissions-
signal nach Bestrahlung mit dem Laser von Detektoren erkannt werden. Dies ge-
schieht entweder durch direkte Bindung der fluoreszenzfarbstoffgekoppelten Antikor-
per an die Zelloberflache oder nach Permeabilisierung fur intrazellulare Antigene. Der
Signalgeber kann entweder ein direkt bindender fluoreszierender Antikorper sein oder
ein farbstoffmarkierter Sekundarantikérper, der an einen zuvor applizierten spezifi-
schen Antikérper gegen das gewulnschte Molekil bindet. Je nach Starke des emittier-
ten Signals kann von einer hdheren bzw. niedrigeren Expression des untersuchten
Antigens auf oder in der Zelle ausgegangen werden und somit eine Charakterisierung
der Zelle erfolgen. Durch die Verfugbarkeit mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarb-
stoffe mit jeweils unterschiedlichen Wellenlangen ist es mdglich, eine Zelle parallel auf
mehrere Merkmale hin zu untersuchen. Hierbei ist es essenziell, eine Uberlappung des
Wellenlangenspektrums der Farbstoffe zu vermeiden. Ist dies nicht immer moglich,
kann durch Kompensation, d.h. Subtraktion eines zu ermittelnden Prozentsatzes der
Emission, die durch Uberschneidung der Emission unterschiedlicher Farbstoffe in ein
und demselben Absorptionskanal zustande kommt, gegengesteuert werden. Dies ver-
kleinert das Risiko falsch hoher Werte. Falsch hohe Werte kénnen ebenso eine Folge
unspezifischer Bindung der Fluoreszenzfarbstoffe sein. Dieses Risiko wird minimiert,
indem mittels unspezifischer Isotyp-Antikorper, die mit dem gleichen Fluoreszenzfarb-
stoff wie der Detektions-Antikorper gekoppelt wurden, das Mal} der unspezifischen
Bindungen ermittelt wird. Diese Negativkontrollen dienen als Grenzwert, iber dem ein
Fluoreszenzsignal als tatsachlich positiv angesehen werden kann.

Die so gewonnenen Datensatze aller Zellen werden in einer Auswertungssoftware
analysiert und maximal je zwei Merkmale in Streudiagrammen dargestellt. Innerhalb
dieser Streudiagramme ist es moglich, Teilmengen aus der Gesamtheit herauszuneh-
men und hinsichtlich weiterer Parameter zu typisieren. Dieses Vorgehen wird als ga-
ting bezeichnet.

Die Durchflusszytometrie ist somit eine sehr detaillierte und auf Grund der hohen ana-
lysierbaren Zellzahl (bis zu 1200 Zellen/s) statistisch sehr aussagekraftige Methode
und ein wichtiges Verfahren, Organe hinsichtlich der Infiltration von Zellen, bzw. die

Zellzusammensetzung des Blutes qualitativ und quantitativ zu beurteilen.
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Aufbereitung des Nierengewebes zur Herstellung einer Einzelzellsuspension

Wie oben beschrieben ist fur die Durchfuhrung der Durchflusszytometrie die Herstel-
lung einer Einzelzellsuspension notwendig. Nach Entnahme der Nieren wurde deshalb
ca. ein Drittel jedes Organs in 1 ml eisgekuhlten Paris-Puffer Gberflhrt, mit einem Skal-
pell manuell zerkleinert, in ein Greinerrohrchen Uberfuhrt und wiederum mit PBS auf
11 ml aufgeflllt. Nach funfmindtiger Zentrifugierung (4°C, 260 g) und Verwerfen des
Uberstands erfolgte ein Waschschritt mit je 10 ml eisgekiihitem HBSS, erneute Zent-
rifugation bei gleichen Gerateeinstellungen und wiederum das Verwerfen des abzent-
rifugierten Uberstands. Zur weiteren Aufarbeitung der Gewebestiickchen erfolgten nun
zwei enzymatische Lyseschritte. Zunachst wurden je 5 ml Kollagenase/DNase-L6sung
in die Greinerréhrchen gegeben, 20 Minuten inkubiert und wiederum flinf Minuten bei
4°C und 260 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abermals verworfen. Einem Wasch-
schritt mit HBSS folgte ein weiterer Gewebeverdau mit EDTA-L6sung mit ebenfalls 20-
minutiger Inkubation. Um gréReren Zellschaden zu vermeiden fand die anschlieRende
Zentrifugierung nur bei 30 g statt. Nach diesem Schritt wurde der Uberstand in neue
Greinerrohrchen Uberfuhrt, das verbleibende Pellet in 10 ml PBS geldst und erneut bei
260 g ab zentrifugiert. AnschlielRend erfolgte zum weiteren Aufbrechen von Zellkonglo-
meraten ein Ausspritzen durch 26 G- und 29 G-Nadeln in Petrischalen. Anschlieend
wurden die Proben zu den jeweiligen Uberstanden aus vorhergegangenem Schritt ge-
geben. Nach erneuter Zentrifugation und Verwerfen des Uberstands wurden die ver-
bliebenen Zellpellets in je 1 ml FACS-Puffer geldst und unter Zugabe von 10 ml PBS
durch ein 70 um Zellsieb gefiltert.

Aufbereitung Blutproben fiir die Vollblutdurchflusszytometrie

Unmittelbar nach Entnahme aus dem retroorbitalen Venenplexus wurden etwa 100 pl
Vollblut zur Hemmung der Blutgerinnung mit 5 pl 5 M EDTA versetzt. Die Proben wur-
den bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gekuhlt. Die Erythrozyten wurden mittels

Lysing Solution (Beckton Dickinson, Heidelberg) zersetzt.
Féarbungen

In dieser Arbeit wurde mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-, R-Phycoerythrin (PE)-,
PE-Cyanin 5 (PE-Cy5)- und Allophycocyanin (APC)-markierten Antikdrpern gefarbt.
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Hierbei handelt es sich um Fluorochromfarbstoffe mit unterschiedlichen Emissions-
spektren.

Jeweils 100 ul der wie oben beschrieben gewonnenen Einzelzellsuspension wurden
in ein FACS-Roéhrchen pipettiert. Dazu wurde ein Mix aus je 5 uyl Ratten- und Mausse-
rum gegeben, um die Fc-Rezeptoren und damit unspezifische Bindungen auf der Zell-
oberflache zu blockieren. Anschliel3end erfolgte die eigentliche Farbung mit verschie-
denen Kombinationen aus Fluorochrom-gekoppelten Antikérpern zur Quantifizierung
der renalen Leukozytenpopulationen (siehe Tabelle 7).

Fir die Fibrozytenfarbung wurde nach Hinzugabe der Fluorochrom-gekoppelten Anti-
kérper zur Einzelzellsuspension die intrazellulare Kollagenfarbung vorgenommen.
Hierzu wurde die Probe mit 300 ul Cytofix fur 20 Minuten bei 4°C inkubiert, um die
Zellmembran zu permeabilisieren. Nach entsprechenden Waschschritten erfolgte an-

schliefend die Farbung mit dem Fluorochrom-gekoppelten Kollagen-Antikorper.

Fir die Leukozytenfarbung wurden vier Farbeansatze durchgefihrt:
1. Ansatz: Cd45-PE, Cd3-FITC, Cd4-APC und Cd8-PE-Cy

2. Ansatz: Cd45-PE, F4/80-APC und Cd11c-FITC

3. Ansatz: Cd45-APC, Cd11b-Percp-cy, Cd11c-PE und Ly6g-FITC
4. Ansatz: Cd45-APC, Cd11b-Percp-cy, Cd11c-PE und Ly6¢-FITC

Fur die Farbung der Blutproben wurden folgende Ansatze benutzt:
1. Ansatz: Cd45-PE, Cd3-FITC, Cd4-APC und Cd8-PE-Cy

2. Ansatz: Cd45-PEcy5, F4/80-APC und Cd11b-PE, Ly6c-FITC

Fir die Farbung der Fibrozyten wurde folgender Ansatz benutzt:
Cd45-PE, Cd11b-FITC, intrazellulare Farbung fur Kollagen1-APC
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Tabelle 7: Zellpopulation mit jeweiliger Antikorpermarkierung

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*
Fibrozyten Cd45*, Cd11b*, Coll1*

Aus oben genannten Grunden wurden aufRerdem Iso-Typ-Kontrollen fur bestimmte
Farbstoffe durchgefuhrt. Den Proben wurde FACS-Puffer zugegeben, daraufhin wur-
den sie bei 4°C fur 4 Minuten bei 260 g zentrifugiert. Die Proben wurden bis auf 300 pl
abpipettiert und somit Uberschussige, nicht gebundene Antikoérper entfernt. Nach er-
neutem Vortexen wurden die Proben der Messung im Durchflusszytometer zugefiihrt.
Die Blutproben wurden nach der Farbung mit einer bekannten Anzahl von Beads pro
ml versetzt, sodass nach der Messung der Proben die Zahlungen auf die Zellzahl/ml

umgerechnet werden konnte.

Messung
Die Messung der aufbereiteten Proben erfolgte im FACSCalibur (Becton Dickinson),
zur Auswertung der so erstellten Datensets wurde die FACS-Software Cellquest Pro

verwendet (siehe Abbildung 6 und 7).
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Gating der Cd45+ und Cd3+ Zellen (R3)
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Abbildung 6: Durchflusszytometrische Gatingstrategie fiir die Gesamtnierenzellen
A Darstellung der Gesamtnierenzellen nach Cd45 (R2+3) und Cd3 (R3).
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B Exemplarische Abbildung des Gating nach Cd11c und F4/80 mit weiterer Aufteilung in Cd11c* F4/80" und
Cd11c* F4/80* Zellen.

C Darstellung des von Lichtneckert et al. [94] beschriebenen Gating renaler Phagozytenpopulationen nach Cd11c
und Cd11b. Zunachst erfolgt das Gating nach Cd45* Zellen. Im zweiten Schritt werden Cd11b*Ly6g* Granulozy-
ten ausgeschlossen. In der Darstellung entspricht R3 der Cd11b""Cd11cMs", R4 der Cd11b"9"Cd11c'%, R5 der
Cd11b"Cd11c¢™, R6 der Cd11b'" Cd11cMsh und R7 der Cd11b-Cd11c™ Population.
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Abbildung 7: Gatingstrategie der Blutproben

A Darstellung des Gatings von Granulozyten (R2), Monozyten (R4) und Lymphozyten (R3) anhand der SSC- und
FSC-Eigenschaften.

B Darstellung der verwendeten Beads in der Durchflusszytometrie zur Quantifizierung der Leukozytenpopulationen
im Blut.

3.3.2 Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (ELISA)

Allgemeine Funktionsweise

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest ist ein hochsensitives Verfahren, mit des-
sen Hilfe Molekule verschiedener Klassen, beispielsweise Proteine nachgewiesen
werden kdonnen. Die Methode bedient sich der hohen Spezifitat von Antikorpern fur ihr
jeweiliges Antigen und der ebenfalls spezifischen Farbreaktion von an Streptavidin ge-
bundenen HRP-Enzymen (horse radish peroxidase) mit ihnrem Substrat Tetramethyl-
benzidin (TMB). Von den bekannten Variationen dieser Methode wurde in dieser Arbeit
hauptsachlich der sogenannte ,sandwich ELISA" verwendet und soll daher naher be-
schrieben werden (siehe Abbildung 9). Eine 96-Kammer-Platte wird einige Stunden
mit einer Losung inkubiert, die aus dem in einem Karbonatpuffer (coating buffer) ge-
I6sten ersten Antikorper (capture antibody) besteht. Nach mehrmaligem Waschen im
ELISA-Washer muss nun zur Verhinderung unspezifischer Bindung eine Blockierlo-
sung mit bovinem Serumalbumin (BSA) auf die Platte aufgebracht und inkubiert wer-
den (blocking). Nach nochmaligem Waschen kénnen nun Analysat und Standardpro-
ben aufgebracht werden und in Bindung mit dem capture antibody gehen. Nach vor-

gegebener Inkubationszeit werden die Kammern erneut gewaschen und mit dem
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zweiten Antikorper (detection antibody) versehen, der hochspezifisch ein anderes
Epitop als der zuvor eingesetzte capture antibody bindet. Diese fur den ,sandwich
ELISA® namensgebende Anordnung aus Erstantikdrper, Analysat und Zweitantikrper
mit HRP 16st letztendlich nach Zugabe des TMB-Substrats einen Farbumschlag aus
(siehe Abbildung 8). Die Farbreaktion wird mit Schwefelsaure gestoppt und in seiner
Intensitat bei 450 nm durch den ELISA reader gemessen. Durch Vergleich mit den
applizierten Standards kann die in den Proben enthaltene Konzentration des zu unter-
suchenden Molekuls errechnet werden. Die Ergebnisse aus Urinproben wurden als
Ratio des bestimmten Molekuls und der Urinkreatinin-Konzentration angegeben, um

unterschiedliche Urinkonzentrationen zu berucksichtigen.

R
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Abbildung 8: Funktionsprinzip des Sandwich-ELISA
(1) Der capture antibody wird auf die Platte gegeben; (2) die Probe wird aufgetragen, das Antigen bindet an den
Antikorper; (3) der detection antibody wird zugefiigt und bindet an das Antigen; (4) der enzymgebundene Antikérper

wird hinzugefligt und bindet an den detection antibody; (5) nach Zugabe des Substrates kommt es zum Farbum-
schlag. Von Jeffrey M. Vinocur nach GNU Free Documentation License.

Muriner Ccl2 (MCP-1)-, Kim-1- und Ccl5 (Rantes)-ELISA
Die Bestimmung oben genannter Chemokine im Urin wurde mittels ELISA aus Spon-
tanurin durchgefthrt. Fiur alle Proben wurde jeweils eine Verdinnung von 1:10 ge-

wabhlt.
Muriner Tgf-B1-ELISA

Da Tgf-B1 teilweise in latenter Form vorliegt wurden Urinproben vor ihrer Verarbeitung

zunachst mit 1IN HCI versetzt, fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, mit
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NaOH/HEPES neutralisiert und unverdunnt aufgetragen. Darauf folgten die bekannten
Schritte der Methode.

Albumin-ELISA

Die Bestimmung des Albumins wurde mittels ELISA aus Spontanurin durchgefihrt. Im
Vorfeld wurden je 2 ul der Probe auf Urin-Stix aufgebracht. Je nach Ergebnis der ori-
entierenden Proteinanalyse mittels Stix wurden die Proben verdinnt. Bei schwacher
Proteinurie wurden die Proben je 102-fach und 103-fach verdiinnt, bei starker Proteinu-
rie je 10*-fach und 10°-fach.

3.3.3 Weitere kolorimetrische Untersuchungen

Im Gegensatz zum ELISA wird der Farbumschlag bei den folgenden kolorimetrischen
Verfahren direkt ohne Beteiligung von Antikorpern ausgeldst. Standards in verschie-
denen Konzentrationen sowie die zu untersuchende Probe werden auf die Platte auf-
getragen, das Substrat hinzugeflgt und die Kinetik des Farbumschlags in festgelegten

Zeitintervallen mit dem ELISA reader gemessen.

Kreatinin-Bestimmung mittels Jaffé Methode

Die Bestimmung der Kreatininkonzentration im Spontanurin wurde mittels Creatinine
FS Kit (DiaSys Diagnostic Systems, Holzheim) durchgefuhrt. Die Absorptionsmessung
erfolgt 60, 180 Sekunden und 20 Minuten nach Substratapplikation bei 492 nm.

Serumharnstoff-Bestimmung
Die Serumharnstoffkonzentration wurde im Zentrallabor der Medizinischen Klinik und

Poliklinik IV der LMU, Ziemssenstral3e 1, in Munchen mittels Autoanalyzer bestimmt.

Serumcholesterol-Bestimmung
Die Serumcholesterolkonzentration wurde nach Versenden der Proben von SynLab

(Augsburg) bestimmt.

3.4 Glomerulus-lsolation

Um kompartimentspezifische Untersuchungen in Glomeruli und tubulointerstitiellem
Gewebe durchfuhren zu kénnen, wurden aus der Gesamtniere Glomeruli isoliert. Die-
ses Verfahren wurde urspringlich im Jahr 2002 von Takemoto et al. beschrieben und

geringfugig abgeandert.
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Die Methodik beruht auf der hochreinen Trennung von Glomeruli und Tubulointersti-
tium mittels ferromagnetischer Partikel (Dynabeads) [95].

Zur Durchfuhrung der Methode wurden die Versuchstiere am Versuchsende narkoti-
siert und arteriell nach Punktion des linken Herzventrikels perfundiert. Es wurde hierfur
eine Bead-Losung verwendet. Diese Losung bestand aus 200 pl M-450-Epoxy-Dy-
nabeads und 40 ml auf 37°C vorgewarmten PBS. Aufgrund der renalen Gefal3archi-
tektektur und ihrer GréRe embolisieren die 4,5 pm groRen, beschichteten ferromagne-
tischen Dynabeads wahrend der Perfusion die glomerularen Kapillaren. Zudem wird
durch die Perfusion verbliebenes Blut aus den Nierengefallen ausgeschwemmt, so-
dass anschlielend die Verarbeitung des Nierengewebes mit minimaler Verfalschung
durch nierenfremde Zellen moglich war. Nachdem die gesamte Losung perfundiert
war, erschienen Nieren und Leber gelb-braunlich entfarbt.

Die Nieren wurden freiprapariert, von ihrer Kapsel befreit und mit einem Skalpell in ca.

1 mm?3 groRe Stiicke zerkleinert.

A.Perfusion mit Beads B. Embolisation der Kapillaren

24,5 um
O x 107 in40mlI PBS

C. Verdau und Filtration des Nierengewebes

Kollagenase A =) 100pm
30min bei 37°C cell strainer

D. Isolation von Glomeruli

(o

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Glomerulusisolation nach Takemoto

Eine Anzahl von 8*107 Beads in 40 ml PBS wird in den Kreislauf des Tiers appliziert. Diese Beads mit 4,5 um
Durchmesser embolisieren die glomerularen Kapillaren. Nach Entnahme beider Nieren wird das Gewebe fir 30
min bei 37°C durch Kollagenase A verdaut und anschlieRend durch einen 100 um cell strainer gefiltert. Das ver-
bleibende Gewebe wird daraufhin mit Hilfe eines Magnets in Glomeruli und Tubulointerstitium aufgetrennt. Die
ausschlieRlich in den Glomeruli befindlichen magnetischen Beads dienen hierbei als Gegenpol fir den Magneten.
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Anschliel3end wurde das Gewebe in 2 ml Kollagenase A (1 mg/m in HBSS) fur 30 min
bei 37°C im Thermomixer verdaut. Zur weiteren Zerkleinerung wurde das Gewebe mit
Hilfe eines Spritzenpistills durch einen Filter mit 100 pyl Porengrofe gedruckt und mit
7 ml eisgekihltem PBS nachgespult. Anschlieend folgte die eigentliche magnetische
Auftrennung der Gewebebestandteile in der Suspension. Da die Glomeruli gegentber
dem Kollagenaseverdau verhaltnismaRig resistent sind enthalt die Gewebesuspension
intakte Glomeruli, tubulointerstitielle Gewebefragmente und Zellen. Die Suspension
wurde in 1 ml Zentrifugenrohrchen mit rundem Boden in eine Magnethalterung gesetzt.
Dort wurde die Suspension fur 7 min dem Magnetfeld eines Stabmagneten ausgesetzt,
der durch die Halterung an einer Seitenwand des Zentrifugenréhrchens angebracht
war.

Durch das Magnetfeld werden die nach dem Kollagenaseverdau unverandert intakten
Glomeruli mit den embolisierten ferromagnetischen Dynabeads an der Wand des Zent-
rifugenrdhrchens fixiert (siehe Abbildung 9). Dagegen flhrt der Kollagenaseverdau zur
Zerstorung des tubulointerstitiellen Gewebes, sodass urspriinglich in den interstitiellen
Kapillaren verbliebene Dynabeads freigesetzt werden und keine tubulointerstitielle Ge-
webebestandteile zurlickgehalten werden. Der verbliebene Uberstand, der hauptséch-
lich tubulointerstitielle Bestandteile enthielt, wurde mit Hilfe einer Pasteur-Pipette vor-
sichtig, ohne die wandstandigen Glomeruli abzuldésen, in ein weiteres Zentrifugenrohr-
chen abpipettiert. Die im ersten Zentrifugenréhrchen verbliebenen Glomeruli wurden
nach Entfernung des Rohrchens aus dem Magnetfeld mit 10 ml eisgekuhltem PBS von
dessen Wand gel6st und resuspendiert. Die entstandene Lésung wurde daraufhin wie-
derholt fiir 7 min im Magnetfeld aufgetrennt, der Uberstand verworfen, das verbliebene
Sediment in 4 ml eisgekuhltem PBS gelost und diesmal ohne Einsatz des Pistills durch
das 100 pl Sieb gesiebt (siehe Abbildung 10). Das Gesamtvolumen wurde mit PBS auf
10 ml aufgefullt. Dieser Waschschritt mit Magnetisolation wurde dreimal wiederholt und
zum Abschluss die Reinheitskontrolle der glomerularen Fraktion unter dem Mikroskop
durchgefihrt (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Histologische Darstellungen der Magnetisolation

A Murines Nierengewebe nach Perfusion mit Dynabeads (HE-Farbung). Die Pfeilkdpfe weisen auf die in den glo-
merularen Kapillaren liegenden magnetischen Beads.

B Murine Glomeruli nach Isolation. Die Legende zeigt 50um an. Modifiziert aus [95]

Der anfangs in ein zweites Zentrifugenréhrchen Uberfiihrte tubulointerstitielle Uber-
stand wurde zur Aufreinigung durch ein 70 ym Sieb pipettiert und bei 4°C mit 300 g fur
3 min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde verworfen, das Sediment mit
MACS-Puffer resuspendiert. Die so aufgetrennten Gewebeanteile wurden der RNA-

Isolation und PCR zugefuhrt.
3.5 Histologische Untersuchungen

3.5.1 Aufbereitung des Nierengewebes und Herstellung histologischer Prapa-
rate

Die wie oben beschrieben Uber Nacht in Formalinlésung fixierten Gewebekassetten
mit Nierenmittelsticken wurden in Paraffin eingebettet. Mit Hilfe eines Mikrotoms wur-
den 2 ym dicke Schnitte der Praparate angefertigt und in einem 40°C warmen Was-
serbad aufgefangen. Die Objekttrager waren zuvor zweimal mit Aceton fur je funf Mi-
nuten und anschliefender finfminutiger Behandlung mit Ammoniumpersulfat-Lésung
(5 ml APES in 245 ml Aceton) entfettet worden. Daraufhin wurden die Objekttrager mit
entmineralisiertem Wasser gespult und luftgetrocknet. Nach der Trocknung konnten
die Gewebeschnitte auf die Objekttrager aufgebracht und im Trockenschrank tber
Nacht bei 60°C getrocknet werden. Zur Entparaffinisierung im Vorfeld der Farbung
wurden die Schritte dreimal fir je 5 min mit Xylol behandelt, in absteigender Alkohol-
reihe rehydriert (100%, 96%, 70%, 50%) und mit PBS gewaschen.

PAS-Féarbung
Mit Hilfe der sogenannten PAS-Reaktion (periodic acid-schiff) kdnnen kohlenhydrat-

haltige Gewebebestandteile, z.B. Glykogen und Glykoproteine, sichtbar gemacht
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werden. Nach Entparaffinisierung der fixierten Schnitte wurden diese 5 min in 2% Per-
jodsaure oxidiert und anschlieRend mit destilliertem Wasser gespult. Um die gebilde-
ten Aldehydgruppen sichtbar zu machen, wurden die Schnitte daraufhin fir 20 min in
Schiff'sches Reagenz eingebracht und fur 2 min mit Mayer's Hamatoxylin gegenge-
farbt. Abschlielend wurden die Praparate unter flieRendem Wasser gespililt, in aufstei-

gender Alkoholreihe entwassert und in Eindeckmedium (Pertex) eingebettet.

Immunbhistologie

Allgemeines Funktionsprinzip

Anders als in der herkdbmmlichen Histochemie werden bei der Immunhistochemie Ge-
webebestandteile mit Hilfe von Antikdrpern gefarbt. Diese Antikorper sind entweder
direkt farbstoffgekoppelt oder werden in einem zweiten Schritt mittels farbstoffgekop-
peltem Sekundarantikdrper bzw. Biotin-Streptavidin sichtbar gemacht. Handelt es sich
um fluoreszierende Farbstoffe, so spricht man von einer Immunfluoreszenzfarbung.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Farbungen mit der Avidin-Biotin-Methode ange-
fertigt. Hierbei bindet ein Primarantikérper an das Epitop der Zielstruktur im Gewebe-
schnitt. Der gebundene Primarantikérper wird durch einen Biotin-gekoppelten Sekun-
darantikdrper gebunden. Das Peroxidase-konjugierte Avidin bildet im dritten Schritt
hochaffin Komplexe mit dem vorhandenen Biotin am Sekundarantikdrper. Dort, wo
diese Komplexe an der Zielstruktur gebildet wurden, kann ein daraufhin zugegebenes
Farbsubstrat von der Peroxidase oxidiert werden. Der resultierende Farbausschlag

markiert so die gesuchte Zielstruktur.

Herstellung immunhistochemischer Préparate

Zur Herstellung der immunhistochemischen Farbungen wurden 2 um dicke Paraffin-
schnitte zunachst entparaffiniert, rehydriert und zwei Waschschritten mit PBS fur je 7
min unterzogen. Der erste Schritt der Farbung ist die Blockierung endogener Peroxi-
dasen durch 3% Wasserstoffperoxidldsung (30% H202, 1:10 in Methanol) fir 20 min
und anschlielendes zweimaliges Waschen mit PBS fir 7 min. Die Antigene wurden
durch eine Behandlung der Schnitte mit 3 ml Antigen-Unmasking-Lésung und 300 mi
ddH20 durch Erhitzung in der Mikrowelle freigelegt. Es folgten zwei weitere Wasch-
schritte mit PBS. Nach Abkuhlen der Schnitte wurde das in den Schnitten enthaltene
endogene Biotin mit Avidin fur 15 min geblockt. Nach einem weiteren kurzen Waschen,
15-mindtiger Inkubation mit Biotin und erneutem zweimaligen Waschen mit PBS fur je

7 min wurden die Schnitte nun fir 10 min mit 10% Ziegenserum inkubiert. Dies dient
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der Vermeidung unspezifischer Bindungen des sekundaren Antikorpers. Die Antikor-
per wurden aufgetragen und nach Herstellerangaben inkubiert. Nach erneutem 7-
minutigem Waschen mit PBS wurde die ABC-Substratlosung (15 pl Reagenz A und 15
ul Reagenz B zu 1 ml PBS) der sekundaren Antikorper hinzugefugt, far 30 min inku-
biert, und anschlieen wieder mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Schnitte fur
5 min mit TRIS-Hydrochlorid gewaschen. Es folgten die Farbung mit DAB-L6sung fur
1-10 min, die Kontrolle der Intensitat mittels Mikroskopie sowie die Gegenfarbung mit
Methylgran. AnschlieBend wurden die Schnitte zunachst zwei Mal fur 10 s in 96%
Ethanol gewaschen, daraufhin drei Mal in 100% Ethanol. Schlussendlich wurden die
Schnitte mit einem Tropfen VectaMount versehen und mit Deckglaschen verschlos-

sen.

Immunfluoreszenz

Zur Herstellung der Nephrin-Wt1-Immunfluoreszenzfarbung wurden 2 ym dicke Paraf-
finschnitte entparaffiniert, rehydriert und zwei Waschschritten mit PBS fir je 7 min un-
terzogen. Die Antigene wurden durch eine Behandlung der Schnitte mit 3 ml Antigen-
Unmasking-Ldsung, 300 ml H20 und viermalige Erhitzung in der Mikrowelle fur je 180
s freigelegt. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit PBS. Nach Abkuhlen der
Schnitte wurde das in den Schnitten enthaltene Biotin mit Avidin fir 15 min geblockt.
Nach einem weiteren kurzen Waschen, 15-minutiger Inkubation mit Biotin und erneu-
tem zweimaligen Waschen mit PBS flr je 7 min wurden die jeweiligen Antikdrper auf-
getragen. Zunachst wurde auf jeden Gewebeschnitt 50-100 pl des 1:100 mit PBS ver-
dinnten Hamster Anti-Mensch-Nephrin-Antikérpers aufgebracht und fir 60 min inku-
biert. Es folgte ein 7-minutiger Waschschritt. Nun wurden ebenfalls 50-100 ul des
1:100 verdunnten Alexa-488-konjugierten Antikorpers als sekundarem Detektionsanti-
korper zugegeben und fur 30 min inkubiert. Nach zwei weiteren Waschschritten mit
PBS fur je 7 min wurde der Ratte anti-Kaninchen-WT1-Antikdrper, ebenfalls je 50-100
gl in der Verdinnung 1:25 zugegeben. Die Inkubation dauerte 60 min. Einem weiteren
7-minutigen Waschschritt folgte die Auftragung von 50-100 pl des 1:200 verdinnten
sekundaren Anti-Kaninchen-Cy3-Antikdrpers mit 30-minutiger Inkubation. Nach erneu-
tem zweimaligem Waschen mit PBS fur je 7 min wurden die Gewebeschnitte mit einem

Tropfen VectaMount und einem Deckglaschen verschlossen.

3.5.2 Histologische und immunhistologische Auswertung

Glomerulosklerose in der Lichtmikroskopie
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Die PAS-Farbung wurde in 400-facher VergroRerung am Lichtmikroskop ausgewertet.
Je Niere wurden alle in der Rindenregion auffindbaren, mittig angeschnittenen Glome-
ruli gezahlt und als sklerosiert bzw. unauffallig bewertet. Aus der ermittelten Anzahl je
Kategorie wurde der prozentuale Anteil sklerosierter Glomeruli pro Tier berechnet. Die

Auswertung wurde stets unter Verblindung durchgeflihrt.

Tubulointerstitieller Schaden in der Lichtmikroskopie

Das Ausmal} des sekundaren Tubulusschadens wurde ebenfalls in der PAS-Farbung
semiquantitativ evaluiert. Hierzu wurde fur jedes Tier ein morphometrischer Score mit
Beurteilung vier tubulointerstitieller Schadensmarker auf einer Skala von 0-4 erhoben:
Tubulare Dilatation, Tubuluszellabflachung, Tubuluszellverlust und intraluminaler Zy-
linder [96].

Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Cd3* T-Zellen wurden in 10 Gesichtsfeldern (VergroRerung 200x) des Interstitiums pro
Niere eines Versuchstiers gezahlt. Analog hierzu wurden Cd3* Zellen in 50 Glomeruli
pro Versuchstier ausgezahlt. Das Ausmal’ der Infiltration von F4/80* Makrophagen
wurde mittels Imaged errechnet. Hierfur wurde von je 5 digitalen Fotografien (Vergro-
Rerung 200x) pro Niere der prozentuale Flachenanteil mit positiver F4/80-Farbung am
Gesamtbild ausgewertet. Die Er-Hr3 Farbung dient zur Identifizierung inflammatori-
scher Makrophagen. Er-Hr3" Zellen wurden in je 10 Gesichtsfeldern (Vergré3erung
200x) pro Maus ausgezahlt. Mac2* glomerulare Makrophagen wurden in je 30 Glo-
meruli (Vergrélkerung 200x) pro Maus ausgezahlt. Wt1/Nephrin wurde an Paraffin-
schnitten mittels Fluoreszenz-markierter Antikrpern gefarbt. Doppelt positive Zellen
wurden als Podozyten gewertet und pro Glomerulus (mindestens 14 Glomeruli pro
Schnitt) gezahlt. Fur die Cd31-Farbung wurden mindestens 20 digitalen Fotografien je
Schnitt aufgenommen (Vergrofierung 200x), mittels Imaged Binarbilder erstellt und der
prozentuale Anteil der Farbung pro Glomerulusflache errechnet. Die unterschiedliche
Anzahl an ausgezahlten Schnitten, Gesichtsfeldern bzw. Glomeruli kommt durch die
Qualitat der Farbungen und die Anzahl der mittig angeschnittenen Glomeruli pro

Schnitt zustande.
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3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 RNA Isolation

Zum Schutz der RNA wurde auf einen moglichst RNase-armen Arbeitsplatz geachtet.
Die RNA-Isolierung wurde mittels PureLink RNA Mini Kit (Ambion) durchgefuhrt. Das
Nierengewebe wurde nach Entnahme fur die spatere Verarbeitung in RNA-Lyse-Puffer
eingefroren. Nach dem Auftauen wurde das Gewebe in 350 yl RNA-Lyse-Puffer mit
1% B-Mercaptoethanol uberfuhrt und via Ultra Turrax zerkleinert. Anschliefend wurde
350 pl 70% nicht vergalltes Ethanol zugegeben und das homogenisierte Gewebe
grundlich gevortext. Das Gesamtvolumen von 700 ul wurde anschlieRend auf die Filt-
riersaulen des Isolationskits pipettiert. In den Filtriersaulen wurde die RNA nach der
darauffolgenden Zentrifugation (15 s bei 13500 g) gebunden. Das verbliebene Filtrat
wurde abgegossen. Die Filtriersaule wurde mit Hilfe von 700 ul Wash-Buffer 1 und 15-
sekundiger Zentrifugation bei 13500 g von Ethanolrlickstanden befreit. Das Filtrat
wurde wiederum abgegossen und verworfen. Es folgten zwei weitere Wasch-Schritte
mit Wash-Buffer 2, Entfernung des Filtrats und anschlie3end eine 2-minudtige Zentrifu-
gation bei 13500 g zur Trocknung der Filtermembran. Die so in den Filtriersaulen auf-
gereinigte RNA wurde mit 30 yl RNAse-freiem Wasser nach einminutiger Inkubation
geldst und in RNAse-freien Behaltern aufgefangen. Im Anschluss wurde die RNA ent-
weder direkt zu cDNA umgeschrieben oder bei -80°C eingefroren.

Zur Reinheits- und Konzentrationsbestimmung der RNA wurde ein Photometer (Nano-
Drop) verwendet. Hierbei wurden 2 ul der Probe mit isolierter RNA auf den Probenab-
nehmer des Photometers aufgetragen und die Extinktion bei A=260 nm (RNA, DNA)
und A=280 nm (Protein) gemessen. Bei einem Koeffizienten (260 nm/280 nm) von >
1,8 bzw. < 2 wurde von der Reinheit der Probe, anderenfalls von einer Kontamination
mit Protein, genomischer DNA oder aromatischen Substanzen ausgegangen. Bei 260
nm entspricht eine optische Dichte von OD =1 einer RNA-Konzentration von 40 ng/pl.
Daraus lasst sich die Konzentration der RNA-Proben mittels photometrischer Messung

berechnen (siehe Formel 1).

Formel 1: Errechnung der Konzentration isolierter RNA

(Konzentration [ng/pl] = E260 x Verdinnung x 40)
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3.6.2 Umschreibung zu cDNA

Fir die quantitative RT-PCR-Analyse ist zunachst eine reverse Transkription der RNA
in cDNA notig. Im ersten Schritt der Umschreibung wurden die Proben im Thermomixer
fur 5 min bei 65°C erhitzt und dann direkt auf Eis bei 4°C gelagert. Alle weiteren
Schritte wurden ebenfalls auf Eis pipettiert.

Um gleiche Konzentrationen an RNA fur die Umschreibung zu erhalten wurden die
Proben verdunnt. Hierbei sollten 13,2 pl RNA-LOsung genau 1 ug RNA enthalten. Die-
ses Volumen wurde anschliel3end in umzuschreibendes Volumen (RT+) und Negativ-
kontrolle (RT-) aufgeteilt. Entsprechend wurden zwei Ansatze des unten naher be-
schriebenen Mastermixes angefertigt, die sich lediglich in der Prasenz (RT+) oder Ab-
senz (RT-) der reversen Transkriptase (Superscript I) unterscheiden. Zum RT- Ansatz
wurde RNAse-freies Wasser zum Volumenausgleich pipettiert. Die Menge des anzu-
setzenden Gesamtvolumens berechnet sich aus der Probenzahl mal 6,37 pl Reakti-

onsgemisch (Tabelle 8).

Tabelle 8: Mastermixansatz fiir reverse Transkription

Volumen [pl] RT- RT+
4 5x Puffer
04 25 mM dNTP
1 0,1 MDTT
0,5 40 U/ul RNasin
0,25 Acrylamid 15 pg/mli
0,215 Hexanukleotid Primer
0,43 Superscript Il H20
13,2 Probe
220 pl

Das Gesamtvolumen von 20 yl RNA-Reaktions-Gemisch wurde fur die cDNA-Synthe-
sereaktion insgesamt 90 min bei 42°C im Thermomixer inkubiert. Die Reaktion wurde
durch funf-mindtiges Erhitzen auf 85°C gestoppt und die Proben nach kurzer Zentrifu-
gation mit 9400 g bei -20°C gelagert.

3.6.3 Quantitative Real-time PCR
Allgemeines Funktionsprinzip
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist ein molekularbi-

ologisches Standardverfahren, das die Vervielfaltigung von DNA ermdglicht. Die
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Vervielfaltigung findet hierbei in den sich immer wieder wiederholenden drei Schritten
Denaturierung, Hybridisierung und Amplifikation statt. Die Denaturierung bezeichnet
das Auftrennen des DNA-Doppelstrangs in komplementare Einzelstrange durch Erhit-
zen auf 95°C. Bei der Hybridisierung lagern sich die Primer nach Abkuhlen auf 65°C
an die Einzelstrange an. Primer sind kurze Sequenz-komplementare Oligonukleotide,
die spezifisch an den Enden des DNA-Abschnitts, der amplifiziert werden soll, hybridi-
sieren. In der Amplifikation folgt bei 72°C die Elongation des gebundenen Primers und
damit die Synthese eines komplementaren DNA-Strangs durch die hitzestabile DNA-
Polymerase. |deeller Weise verdoppelt sich so die Kopienzahl der Zielsequenz in je-
dem solchen Zyklus, so dass nach 30-35 Wiederholungen selbst kleinste Mengen der
Zielsequenz soweit vervielfaltigt worden sind, dass sie quantitativ erfassbar sind (siehe
Tabelle 9). In realiter ist die Effizienz der Reaktion <2, was vornehmlich an der Bin-
dungsaffinitat und Spezifitat der Primer an der Ziel- oder auch an Fremdsequenzen
liegt.

Tabelle 9: Zeitschema fiir die PCR

Dauer (min) Temperatur (°C)
Vorabdenaturierung 5 95
Denaturierung 0,25 95
40x Wiederho-
Hybridisierung 0,75 60
lung
Extension 0,5 72
0,08 95
Schmelzkurve
10 schrittweise Steigerung von 65 auf 95

Die Real-time PCR ist eine besondere Form der PCR. Sie macht sich das Prinzip der
Polymerase-Kettenreaktion, kombiniert mit der Moglichkeit einer zusatzlichen Quanti-
fizierung der amplifizierten DNA mit Hilfe eines Doppelstrang-interkalierenden Fluores-
zenzfarbstoffes, zu nutze. Die Messungen finden wahrend der PCR-Zyklen in Echtzeit
statt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde fur diese Methode der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green | benutzt. Hierbei handelt sich um ein asymmetrisches Cyanin, das sich
als interkalierender Farbstoff in den DNA-Doppelstrang einlagert und dessen Fluores-
zenz nach Bindung an die DNA steigt. Die Fluoreszenz nimmt proportional zu der
Menge an in der PCR vervielfaltigten Nukleinsauren zu. Der sogenannte CT-Wert
(cycle threshold) beschreibt die Zykluszahl, ab der sich das Fluoreszenzsignal der Pro-

ben deutlich vom Hintergrund abhebt und exponentiell ansteigt. Nach Normalisierung
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des CT-Wertes des Zielgenes (siehe Formel 2) auf den CT-Wert der ribosomalen RNA
18S, welche im Rahmen dieser Arbeit als Housekeeping Gene fungiert, wurden die
Expressionsniveaus der analysierten Proben zwischen Wildtyp- und Ccr2-defizienten

Tieren verglichen und graphisch aufbereitet.

Formel 2: Normalisierung des CT-Wertes des Zielgens auf den CT-Wert der rRNA

MmRNA / 18S rRNA = 2A(CT188'CTgene of interest)

Die Daten wurden stets nur dann analysiert, wenn an Hand der im Anschluss an die
PCR durchgeflihrten Schmelzkurvenanalyse keine Hinweise auf die Entstehung un-
spezifischer Produkte gefunden wurden. Die ldentifizierung mehrerer Schmelzpunkte
in einer Probe lasst den Verdacht zu, dass entweder die Generierung des Komple-
mentarstranges der Zielsequenz wahrend der Amplifikation nicht vollstandig abgelau-
fen ist oder die Primer schon in der Annealingphase an mehrere Sequenzen gebunden
haben und so unterschiedliche Produkte entstanden sind. In beiden Fallen korreliert
die gemessene Fluoreszenzintensitat nicht mehr streng mit der Kopienzahl der inten-
dierten Zielsequenz, was zu einer falsch hohen Annahme der Expression des Zielgens

in einer Probe fiihrt.

Durchfiihrung

Zunachst wurden beiden die wie oben dargestellt umgeschriebenen cDNA-Ansatze
(RT+ und RT-) mit RNAse-freiem Wasser im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Zu jeweils 2,2
ul beider Proben wurden anschlief3end 18 pl des PCR-Mixes gegeben. Dieser bestand

aus den folgenden Ingredienzien:

10 pl Mastermix mit SYBR Green

0,6 ul jeweils des Primers (vorwarts bzw. rickwarts) der Zielsequenz
0,16 pl Tag-Polymerase

6,64 ul RNAse-freies Wasser

Die Proben wurden daraufhin in Duplikaten auf eine 96-well-Lightcycler-Platte aufge-
tragen. Als Negativkontrollen wurde fur jedes untersuchte Gen das Probenvolumen
durch Wasser ersetzt (non template control). Nach Abdichtung der Platte mit einer Fo-

lie und Zentrifugation wurde die eigentliche PCR durchgefuhrt.
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Fir alle Messungen im Rahmen dieser Arbeit wurde der Lightcycler 480 von Roche
und die Lightcycler 480 Software (Version 1.2.9.11), ebenfalls von Roche, verwendet.
Als Houskeeping-Gen wurde die 18S rRNA benutzt. Bei eventueller Verunreinigung in
der RT-cDNA oder der Tag-Polymerase wurde die real-time-PCR wiederholt oder ge-
gebenenfalls die Probe verworfen. Alle in dieser Studie verwendeten Primer wurden

so ausgewahlt, dass ihre Annealingtemperatur bei 60°C liegt.

3.6.4 Weitere molekularbiologische Methoden
Serumprotein-Bestimmung
Die Serumproteinkonzentration wurde nach Versenden der Proben von SynLab (Augs-

burg) mittels Autoanalyzer bestimmt.

3.7 Statistische Methoden

Die gewonnenen Daten wurden via Microsoft Excel oder GraphPad Prism ausgewertet
und unter Benutzung von Mittelwert und zugehoriger Standardabweichung (SD) dar-
gestellt. In Einzelfallen sind die Fehlerbalken als standard error of the mean (SEM)
dargestellt. Dieser errechnet sich aus dem Quotienten der Standardabweichung und
der Quadratwurzel der Versuchstieranzahl in einer Gruppe. Die Anwendung von SD
oder SEM ist in der jeweiligen Abbildung gekennzeichnet.

Falls der Datensatz nach Shapiro-Wilk-Test normalverteilt und nach Levene's Test ho-
moskedastisch war, wurden die Gruppen mittels gepaartem Student’s t-test verglichen.
Andernfalls kam der Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung. Von einem statistisch sig-
nifikanten Unterschied zwischen den Gruppen wurde bei einem p-Wert <0,05 ausge-
gangen. Im Flie3text erscheinen diese Werte als statistisch signifikant oder signifikan-

ter Unterschied. Die verschiedenen Signifikanzniveaus wurden wie folgt gekennzeich-

net:

* p<0,05
** p<0,01
e p<0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Glomerulare Veranderungen im Verlauf der Adriamycin-Nephropathie
Um eine mogliche pathophysiologische Bedeutung des Ccl2-Ccr2-Signalweges im
Verlauf der FSGS naher zu charakterisieren wurde zunachst die glomerulare Expres-
sion der Chemokine Ccl2 und Ccl5 im Verlauf der Adriamycin-Nephropathie unter-
sucht.

Glomeruli wurden nach einem von Takemoto beschriebenen, paramagnetischen Ver-
fahren bei Wildtypmausen mit Adriamycin-Nephropathie isoliert [95]. Es erlaubt die
Trennung von Glomeruli und Tubulointerstitium, sodass anschlieend komparti-
mentspezifische Expressionsanalysen durchgefuhrt werden kdnnen.

Vorab wurde zusatzlich ein kleiner Anteil Nierengewebe fur die histologische Aufarbei-
tung fixiert. Im folgenden Experiment wurden aus Wildtyptieren vor der ersten Ad-
riamycin-Injektion (Tag 0) sowie an Tag 7, Tag 14 und Tag 28 nach der ersten Ad-
riamycin-Injektion Glomeruli und tubulointerstitielles Gewebe isoliert und mRNA extra-
hiert. Histologisch zeigte sich wie vorbeschrieben [97] eine fokal segmental ausge-
pragte progrediente Glomerulosklerose bis Tag 28 des Experiments (Abbildung 11).
Nephrin ist ein Protein, das mal3geblich an der Bildung der Schlitz-Membran und In-
teraktion zwischen Podozyten beteiligt ist [98, 99]. Nephrin kann daher als Marker der
Integritat von Podozyten und damit auch der Filtrationsbarriere verwendet werden. In
den Adriamycin-behandelten Tieren zeigte sich ein progredienter Verlust des podo-
zytaren Nephrin im isolierten Glomerulusgewebe korrelierend mit der histopatholo-
gisch zunehmenden Schadigung. Im isolierten Interstitium hingegen war die Expres-
sion von Nephrin in allen Gruppen wie zu erwarten kaum nachweisbar (nicht darge-
stellt). Dies spricht fur die Reinheit der kompartimentspezifischen Gewebeisolation.
Die kompartimentspezifische Analyse der renalen Chemokinexpression zeigte, dass
die glomerulare Expression von Ccl2 nach Administration von Adriamycin ansteigt und
an Tag 28 deutlich induziert ist. Die glomerulare Expression von Ccl5 wurde ebenfalls
induziert, allerdings in geringerem Mal3e (siehe Abbildung 12).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das in der vorliegenden Arbeit verwendete Modell der
Adriamycin-Nephropathie Charakteristika einer FSGS mit deutlicher Podozytenscha-
digung aufweist. Die zunehmende Podozytenschadigung und glomerulare Sklerose
korreliert hierbei mit einer zunehmenden glomerularen Expression von CCL2. Die Er-

gebnisse unterstutzen daher die Hypothese, dass die glomerulare Schadigung und
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Sklerose in der FSGS auch uber eine Aktivierung des CCL2-CCR2-Signalwegs ver-

mittelt wird.

A PAS-Farbung B Verlauf Glomerulosklerose

Kontrolle
88383

Sklerosierte Glomeruli/
Gesamtanzahl [%]
=

o

do d14  d28

Tag 14
Tag 28

Abbildung 11: Glomerulosklerose im Verlauf der FSGS

Zunehmende Entwicklung glomerulosklerotischer Lasionen im Verlauf der Adriamycin-Nephropathie
A Exemplarische Darstellung eines gesunden Glomerulus und von Glomeruli mit FSGS-typischen Lasionen an Tag
14 und Tag 28.

B Auswertung mittels Berechnung des Anteils sklerosierter Glomeruli an der Gesamtzahl eines histologischen PAS-
Praparates. Die Daten reprasentieren den Mittelwert £SEM mit n= 5-9 je Zeitpunkt.
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Abbildung 12: Glomerulédre Expressionsverdnderungen in der Adriamycin-Nephropathie

A Glomerulare Expression von Nephrin in vivo an Tag 0, Tag 7, Tag 14 und Tag 28 im Modell der Adriamycin-
Nephropathie. Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus einem Experiment mit n=5 +SEM.
B Glomerulare Expression von CCL2 und CCL5 in vivo an Tag 7, Tag 14 und Tag 28 im Modell der Adriamycin-
Nephropathie verglichen mit NaCl-behandelten Kontrolltieren. Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus einem
Experiment mit n=5 +SEM.

4.2 Die Ccr2-defiziente Maus im Modell der Adriamycin-Nephropathie
Im Rahmen dieser Studie wurden die Effekte einer Ccr2-Defizienz auf den Verlauf der
Adriamycin-Nephropathie untersucht. Dazu wurde eine von PD Dr. Bruno Luckow ge-

nerierte Ccr2-defiziente Mauslinie im BALB/c-Hintergrund verwendet.

4.2.1 Funktionelle Nierenparameter

Proteinurie und Serumparameter des nephrotischen Syndroms

Nach Schadigung der podozytaren Schlitzmembran kommt es zum Ubertritt von Pro-
teinen in das Ultrafiltrat. Hauptvertreter dieser Proteine ist das Albumin, und somit im
Urin gemessen ein verlasslicher Indikator fur die Funktion bzw. Intaktheit der glome-
rularer Filtrationsbarriere. Das Ausmald der Albuminurie wurde mittels ELISA aus
Spontanurin der Versuchstiere an Tag 0, 7, 14, 21, und 28 nach Induktion der Ad-
riamycin-Nephropathie bestimmt. Um maogliche Verdinnungseffekte im Spontanurin
zu berlcksichtigen wurden die Albuminwerte mit Hilfe der Kreatininbestimmung im

Urin normiert und sind als Albumin/Kreatinin-Ratio in pyg/mg dargestellt. Vor Induktion
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der Nephropathie durch Injektion von ADR zeigten beide Versuchsgruppen vergleich-
bar niedrige Albuminuriewerte. Dies |asst darauf schlief3en, dass beide Genotypen zu
Beginn des Versuchs nierengesund waren. Nach der ersten Adriamycin-Injektion
zeigte sich in Wildtyp-Tieren ein rascher Anstieg der Albuminurie im Sinne einer initia-
len Schadigung. Im Verlauf sinkt das Ausmal} der Proteinurie wieder ab, was durch
eine zwischenzeitliche Regeneration der Niere erklart werden kann. Durch eine zweite
Adriamycin-Injektion an Tag 14 der Studie wird ein erneuter Anstieg mit progredienter
Proteinurie hervorgerufen (siehe Abbildung 13). Die Ccr2-defizienten Tiere entwickeln
nach Adriamycin-Injektion ebenfalls eine Proteinurie, deren Ausmal} jedoch niedriger
als in der Wildtyp-Gruppe ist. In der Ccr2-defizienten Gruppe gipfelt die Proteinurie wie
in der Wildtyp-Gruppe nach der zweiten Adriamycin-Injektion und nimmt anschlieend
wieder ab. In der Zusammenschau weist die verminderte Albuminurie Uber den ge-
samten Zeitraum des Versuchs auf einen insgesamt geringeren glomerularen Scha-
den in den Ccr2-defizienten Tieren verglichen mit Wildtyp-Tieren hin.

Der renale Proteinverlust kann im Verlauf der Adriamycin-Nephropathie wie bei der
humanen FSGS zu einer Hypoproteinamie, Hypoalbuminamie und Hypercholesterola-
mie im Rahmen eines sich manifestierenden nephrotischen Syndroms fihren. In den
durchgefuhrten Versuchsserien zeigte sich allerdings in beiden Versuchsgruppen an
Tag 28 keine Hypoprotein- oder Hypoalbuminamie (siehe Abbildung 13 B, C).
Dagegen wiesen Wildtyp-Tiere an Tag 28 eine deutliche Hypercholesterinamie auf,
wahrend Ccr2-defiziente Mause verminderte Cholesterinwerte zeigten (Abbildung 13
D). Insgesamt weisen die geringere Albuminurie und Cholesterolamie auf eine vermin-

derte Auspragung des nephrotischen Syndroms in Ccr2-defizienten Mausen hin.

Serumkreatinin- und Harnstoffwerte

Nachdem die Analyse der Albuminurie auf eine geringere Schadigung der Filtrations-
barriere in den Ccr2-defizienten Mausen schliel3en lies, wurde im Weiteren die exkre-
torische Nierenfunktion Uberprift. Hierflir wurde die Konzentration von Kreatinin und
Harnstoff als renale Retentionsparameter bestimmt. Die Blutentnahme erfolgte an Tag
28 der Adriamycin-Nephropathie, zum Zeitpunkt der maximalen Albuminurie in der
Wildtyp-Gruppe.

Es zeigten sich tendenziell verminderte Kreatinin- und signifikant niedrigere Harnstoff-
werte im Serum der Ccr2-defizienten Mause hinweisend auf eine geringer ausgepragte

Einschrankung der Nierenfunktion in Ccr2-defizienten Tieren (siehe Abbildung 13).

53



Ergebnisse

A Albuminurie B  Serumprotein C Serumalbumin
*%
< 120 10wt 6 - 4
% 100 I Ccr2 5 5 3 3
E 2 = 3
‘= 80 s 4 £
£ g 2 2
T 60 g 3 g
N * S 5 2
S 40 5 2 5
g 3 n 1
3 2 1 1
<
0 0 0
do d7 d14 d21 d28 wt Ccr2 wt Ccr2
D Serumcholesterin E  Serumkreatinin F  Serumharnstoff
250 *kk 0,4 70 L
5 E— 5 04 3 60
(o))
g 200 £ o3 E
= = = 50
< £ 0,3 S
g 150 5 G40
4 202 =
R = 30
-‘CE) 100 g 0,2 '§
5 2 20
5 50 o 01 &
@ 0,1 10
0 0,0 0
wt Ccr2 wt Ccr2 wt Ccr2

Abbildung 13: Funktionelle Nierenparameter

A Albuminurie im Verlauf der Adriamycin-Nephropathie in Wildtyp- und Ccr2-defizienten Mausen. Dargestellt ist die
Albumin/Kreatinin-Ratio im Verlauf der Nephropathie.

B Serumprotein an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Mausen. BALB/c Tiere
weisen physiologisch eine Serumproteinkonzentration von ca. 4 g/dl auf.

C Serumalbumin an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Mausen.

D Serumcholesterin an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Mausen.

E Serumkreatinin an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Mausen.

F Harnstoff an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Mausen.

Die Daten reprasentieren den Mittelwert £SEM aus einem Experiment mit n=11-12 je Gruppe.

Insgesamt weisen die funktionellen Daten auf eine deutlich geringere renale Gewebe-
schadigung in Ccr2-defizienten Mausen mit Adriamycin-Nephropathie hin. Das Aus-
mal des Nierenschadens wurde im Folgenden histopathologisch zwischen Wildtyp-

und Ccr2-defizienten Mausen an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie untersucht.

4.2.2 Struktureller Schaden

Um zu prufen, ob die geringere funktionelle Einschrankung in Ccr2-defizienten Tieren
auch mit einer verminderten renalen Gewebeschadigung korreliert, wurden mit Hilfe
verschiedener histologischer Farbungen unterschiedliche Parameter des Nierenscha-

dens beider Gruppen an Tag 28 beurteilt.
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Glomerulérer Schaden

Die Lichtmikroskopie zeigte einen fokal glomerulosklerotischen Phanotyp mit segmen-
taler Hyalinisierung und Kapillarkollaps. In der PAS-Farbung wurde der Anteil sklero-
sierter Glomeruli pro Gesamtanzahl ermittelt. Hierbei ergaben sich 1,7-fach niedrigere
Werte in den Tieren mit Ccr2-Defizienz als in den Wildtyp-Tieren (Abbildung 14 A).
Ein podozytarer Schaden stellt bei der FSGS den Ursprung der glomerularen Sklero-
sierung dar. Neben einigen anderen Zelltypen exprimieren auch Podozyten den Re-
zeptor CCR2, durch dessen Aktivierung Podozyten stimuliert und zur Apoptose ange-
regt werden [73]. Zur Beurteilung der glomerularen Podozyten wurde eine Immunfluo-
reszenz-Doppelfarbung mit Wt1 und Nephrin angefertigt. Nachdem Podozyten jeweils
beide Marker tragen, wurden doppeltpositive Zellen in der Immunfluoreszenzmikrosko-
pie als Podozyten gewertet. Ihre Anzahl pro Glomerulus wurde ausgezahlt. Beide Ge-
notypen zeigten eine verminderte Anzahl an Podozyten im Vergleich zu gesunden Nie-
ren hinweisend auf den Adriamycin-induzierten Podozytenschaden. Zwischen den bei-
den Gruppen des Experiments lag jedoch ein vergleichbarer Podozytenverlust vor
(siehe Abbildung 14 B). Passend hierzu zeigte sich eine ahnlich verminderte glome-
rulare Expression von Nephrin in beiden Gruppen (siehe Abbildung 14 B).

Cluster of differentiation 31 (CD31), auch Platelet endothelial cell adhesion molecule
(PECAM-1) genannt, wird als Marker fur Endothelzellen verwendet. Im Rahmen dieser
Studie wurde die glomerulare Expression von Cd31 in beiden Gruppen ermittelt, um
eine Schadigung endothelialer Zellen im Rahmen der Glomerulosklerose zu erfassen.
Ahnlich zu vergleichbarer Podozytenzahl und Nephrinexpression zeigten sich in der
Wildtyp- und Ccr2-defizienten Gruppe vergleichbare Cd31-Werte (siehe Abbildung 14
C).
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Abbildung 14: Beurteilung des glomeruldren Schadens in der Adriamycin-Nephropathie

A Ausmal} der Glomerulosklerose in der Adriamycin-Nephropathie an Tag 28 bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten
Tieren. Beurteilung durch Auszahlung des Anteils sklerosierter Glomeruli an der Gesamtzahl in der PAS-Farbung.
Exemplarisch ist je ein Glomerulus beider Gruppen in der PAS-Farbung dargestellt. Die Daten reprasentieren den
Mittelwert £SEM mit n=9.

B Anzahl intakter Podozyten pro Glomerulus bei Wildtyp und Versuchsgruppe dargestellt in der WT1/Nephrin-Far-
bung. Ein Glomerulus je Gruppe ist exemplarisch in 0.g. Farbung abgebildet. Die gestrichelte Linie illustriert die
mittlere Podozytenanzahl gesunder Mause. Die Daten reprasentieren den Mittelwert £SEM mit n=7 je Gruppe.
Glomerulére Expression von Nephrin 1 bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Tieren an Tag 28 der Adriamycin-Nephro-
pathie. Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus einem Experiment mit n=5 +tSEM. Die gestrichelte Linie illus-
triert die mittlere Nephrinexpression gesunder Mause.

C Glomerulare Cd31-Farbung an Tag 28 in der Adriamycin-Nephropathie. Exemplarisch ist je ein Glomerulus beider
Gruppen dargestellt. Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus einem Experiment mit n=5 +SEM. Glomerulare
Expression von Cd31 bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Tieren an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert aus einem Experiment mit n=5 +SEM.
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Zusammenfassend ergab sich eine Verminderung der glomerularen Sklerose in Ccr2-
defizienten Tieren verglichen mit dem Wildtyp in der Adriamycin-Nephropathie. Hierbei
korreliert die verminderte Glomerulosklerose jedoch nicht mit einer reduzierten Podo-
zytenschadigung in der Ccr2-defizienten Gruppe. Eine verminderte glomerulare En-
dothelzellenschadigung scheint ebenso wenig Ursache der verminderten Glomeru-

losklerose in Ccr2-defizienten Mausen zu sein.

Tubulointerstitieller Schaden

Glomerularer Schaden fuhrt im Verlauf der Adriamycin-Nephropathie zur sekundaren
Schadigung des Tubulointerstitium. Diese histologischen Veranderungen wurden se-
miquantitativ in der PAS-Farbung beurteilt. Hierzu wurde fur jedes Tier das Ausmafl
von vier tubulointerstitiellen Schadensmarkern (tubulare Dilatation, Tubuluszellabfla-
chung, Tubuluszellverlust, intraluminale Zylinder) beurteilt. Beide Versuchsgruppen
zeigten deutliche Zeichen der sekundaren tubulointerstitiellen Schadigung, die jedoch
in Ccr2-defizienten Tieren signifikant vermindert war (Abbildung 15 A).

Erganzend wurde die renale mRNA-Expression von neutrophil gelatinase associated
lipocalin (Ngal) in beiden Gruppen als Parameter fur die tubulare Schadigung unter-
sucht [100, 101]. Die renale Expression dieses Markers zeigte sich bei Ccr2-Defizienz
um das 13,7-fache vermindert (siehe Abbildung 15 B). Kidney Injury Molecule-1 (Kim1)
ist ein Transmembranprotein, dessen Expression in geschadigten proximalen Tubuli
stark induziert wird [102]. Auch die renale mRNA-Expression war in Ccr2-defizienten
Tieren signifikant niedriger als in der Wildtyp-Gruppe (siehe Abbildung 15 B). Zusatz-
lich wurde im Rahmen dieser Arbeit die Kim-1-Proteinausscheidung mittels ELISA im
Spontanurin der Versuchstiere gemessen. Sie war im Urin der Ccr2-defizienten
Gruppe im Vergleich zum Wildtyp signifikant vermindert (siehe Abbildung 15 B).
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Abbildung 15: Beurteilung des tubulointerstitiellen Schadens in der Adriamycin-Nephropathie

A Tubulointerstitieller Schaden an Tag 28 in der PAS-Farbung bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Tieren beurteilt
nach tubularer Dilatation, Tubuluszellabflachung, Tubuluszellverlust und intraluminalen Zylindern. Die Daten repra-
sentieren den Mittelwert +SEM mit n=9.

B Expression von Ngal und Kim1 im Gesamtnierengewebe und Konzentration von Kim1 im Urin von Wildtyp- und
Ccr2-defizienten Tieren an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie. Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus ei-
nem Experiment mit n=5 +SEM.

Zusammenfassend zeigte der Ccr2-defiziente Genotyp somit sowohl einen verminder-
ten glomerularen Schaden als auch eine geringere sekundar tubulointerstitielle Nie-

renschadigung in der Adriamycin-Nephropathie.

4.2.3 Ccr2-Defizienz fuhrt zu geringerer Expression renaler Chemokine

Der renale Schaden geht bei vielen Erkrankungen mit einer Induktion inflammatori-
scher Chemokine als Folge des schadlichen Stimulus einher. Die renale Expression
solcher Chemokine wurde im Rahmen dieser Studie mittels gqPCR und Elisa an Tag
28 der Adriamycin-Nephropathie gemessen.

Die kompartimentspezifische Analyse ergab fur glomerulares und fur tubulointerstitiel-
les Ccl2 eine signifikante Verminderung in Ccr2-defizienten Tieren. Analog dazu zeigte
sich bei den Ccr2-defizienten Tieren eine verminderte renale Ausscheidung von Ccl2
Uber den Urin. Die kompartimentspezifische Expression von Ccl5 und die Ausschei-

dung uber den Urin verhielten sich ahnlich. Fir das Chemokin Cxcl10, das ebenso
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eine Migration von Entzindungszellen vermittelt und die Immunantwort lokal verstarkt,
zeigte sich auf Expressionsebene sowohl glomerular als auch im Interstitium eine sig-
nifikante Verminderung in der Ccr2-defizienten Gruppe im Vergleich zum Wildtyp. Pas-
send hierzu war die Ausscheidung von Cxcl10 Uber den Urin signifikant geringer (siehe
Abbildung 16 A/B). TNF-a ist ein weiteres Zytokin, das von Makrophagen ausgeschut-
tet wird und Apoptose, Zellproliferation, Zelldifferenzierung und die Ausschuttung wei-
terer Chemokine induziert. Fur die Expression von Tnf-a zeigte sich glomerular eine
tendenziell verringerte Expression. Die beiden Tnf-a-Rezeptoren Tnfr1 und Tnfr2 wa-
ren in Glomeruli der Ccr2-defizienten Gruppe signifikant weniger exprimiert. Im Tu-
bulointerstitium ergab sich ein entsprechendes Expressionsmuster mit signifikant ver-
minderter Expression von fur Tnf-a, Tnfr1 und Tnfr2 in Ccr2-defizienten Mausen (Ab-
bildung 16 C).
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Abbildung 16: Kompartimentspezifische Expression von Zytokinen und Zytokinrezeptoren in der Ad-
riamycin-Nephropathie

A Expression von Ccl2, Ccl5 und CcxI10 an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten
Tieren. Dargestellt sind Analysen aus Glomeruli (Glom) und Tubulointerstitium (TI).

B Urinkonzentration von Ccl2, Ccl5 und Cxcl10 an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-
defizienten Tieren.

C Expression von Tnf-a, Tnfr1 und Tnfr2 in Glomeruli (Glom) und Tubulointerstitium (TI) an Tag 28 der Adriamycin-
Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Tieren.

Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus einem Experiment mit n=5 je Gruppe.

In der Gesamtniere war die Expression verschiedener proentzindlicher bzw. von Leu-
kozyten exprimierter Zytokine in der Ccr2-defizienten Gruppe verglichen zum Wildtyp
vermindert, hierunter Interleukin 6 (l16), Interleukin 12 (1112) und Interferon-y (Ifn-y).
Diese Zytokine werden auch zu den Markern fur Makrophagen mit M1-Eigenschaften

gezahlt (siehe Abbildung 17 A). Zudem waren Marker, die fur M2-differenzierte
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Makrophagen sprechen, in Ccr2-defizienten Nieren vermindert exprimiert. Zu diesen

M2-Markern zahlen mannose Receptor C-Type 1 (Mrc1), macrophage scavenger re-

Ergebnisse

ceptor 1 (Msr1), Arginase 1 (Arg1), Fizz und Ym1 (siehe Abbildung 17 B).

Die verminderte Expression von proentzindlichen Chemokinen sowie verschiedener
Makrophagenmarker spricht in Ccr2-defizienten Tieren fir ein weniger ausgepragtes

Entzindungsgeschehen. Dies betrifft sowohl das glomerulare als auch das tubuloin-

terstitielle Kompartiment.
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Abbildung 17: Reduzierte Expression von Entziindungsmarkern an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie

A Expression von M1-Makrophagenmarkern an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-defizi-

enten Tieren.

B Expression von M2-Makrophagenmarker an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und Ccr2-defizi-

enten Tieren.
Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus einem Experiment mit n=5 je Gruppe.

4.2.4 Ccr2-Defizienz vermindert die Infiltration inflammatorischer Zellen

Die induzierte Expression inflammatorischer Chemokine und Zytokine fuhrt zu einer
Infiltration von Leukozyten in die Niere, wodurch es zu einer fortschreitenden Nieren-
schadigung kommt, die bei chronischem Verlauf letztendlich im terminalen Nierenver-
sagen enden kann [79]. Daher wurde im Folgenden untersucht, inwiefern die vermin-
derte renale Schadigung und Expression von Entzindungsmediatoren bei Ccr2-Defi-

zienz mit einer reduzierten renalen Zellinfiltration korreliert.

Durchflusszytometrische Analyse der renalen Leukozyteninfiltration
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Zunachst wurde die renale Gesamtleukozytenzahl durchflusszytometrisch analysiert.
Renale Cd45*-Zellen wurden als Leukozyten identifiziert und im Folgenden in Cd3*-T-
Zellen, F4/80*/Cd11* Phagozyten und Ly6g*-Granulozyten differenziert. Die genauen
Farbemuster und angewendeten Gating-Strategien sind in Kapitel 3.3.1 naher be-
schrieben.

An Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie betrug der Anteil leukozytarer Zellen an den
Gesamtnierenzellen 5,3% in der Ccr2-defizienten Gruppe, in der Wildtyp-Gruppe wa-
ren es zum Vergleich 10,5% (p=0,04). Im Hinblick auf die Cd3"-Gesamtlymphozyten-
population und Ly6g*-Granulozyten zeigte sich kein Unterschied zwischen den Geno-
typen. Dagegen zeigten sich in Leukozytenpopulationen mit bekannter Ccr2-Expres-
sion signifikante Unterschiede. So war die Zahl der Cd4* und Cd8* T-Lymphozyten
signifikant reduziert. Vor allem die F4/80* Phagozyten, sowie die der F4/80"Cd11c*
und F4/80*Cd11c Subpopulationen in der Ccr2-defizienten Gruppe stellten sich signi-
fikant vermindert dar (p<0,03) (Abbildung 18 A/B).

Unterscheidung verschiedener phagozytéarer Subpopulationen

Die renalen mononuklearen Phagozyten kénnen in funf Subpopulationen unterschie-
den werden, die verschiedene Eigenschaften aufweisen [14]. Die Differenzierung er-
folgte mittels Farbung und gating fur das Expressionsmuster von Cd11b und Cd11c.
Besonderes Augenmerk lag auf den Populationen, die bekanntermalien am starksten
CCR2 auf ihrer Oberflache exprimieren, vornehmlich Cd11bM9"Cd11c"s" und
Cd11bMehCd11c°%. Erstere hat komplexe Charakteristika. So besitzt sie neben Dend-
riten-ahnlichen Eigenschaften auch inflammatorische Funktionen und migriert in ent-
zundetes Gewebe. Bei der Zweiten handelt es sich um die klassischerweise als in-
flammatorische Phagozyten (M1 Phanotyp) bezeichneten Zellen [103]. Drei der funf
beschriebenen Subpopulationen der renalen Phagozyten waren im Ccr2-defizienten
Genotyp signifikant vermindert eingewandert. Vor allem die beiden o.g., Ccr2-expri-
mierenden Phagozyten-Populationen akkumulierten in signifikant geringerem Ausmalf}
in der Niere Ccr2-defizienter Tiere (p=0,04 und p=0,01) (Abbildung 18 C). Auch die
Zahl infiltrierender inflammatorischer Cd11b*Ly6c"9" Makrophagen war in den Nieren

der Ccr2-defizienten Gruppe signifikant reduziert (Abbildung 18 D).
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Charakterisierung renaler Leukozyten am Tag 28 der Adriamycin-
Nephropathie

A Cd45* Zellen in der Durchflusszytometrie bei Wildtyp- und Ccr2-defizienter Gruppe. Dargestellt als prozentualer
Anteil an den Gesamtnierenzellen dargestellt. Die Daten reprasentieren den Mittelwert +SEM mit n=11 je Gruppe.
B Darstellung der Makrophagenpopulationen nach Expression von F4/80 und Cd11c bei Ccr2-defizienten Tieren
im Vergleich zum Wildtyp. Die Daten reprasentieren den Mittelwert +SEM mit n=11 je Gruppe.

C Durchflusszytometrische Analyse mononukledrer Phagozytenpopulationen entsprechend ihrer Cd11b- und
Cd11c-Expression in der Wildtyp- und Ccr2-defizienter Gruppe. Farbung nach Ly6c und Cd11b. P1 entspricht der
Cd11b"9"Cd11cMeh Population, P2 der Cd11bM"Cd11c'°¥, P3 der Cd11b™ Cd11c¢™, P4 der Cd11b™*Cd11¢cM9" und
P5 der Cd11b-Cd11c™ Population. Die Daten reprasentieren den Mittelwert +SEM mit n=11 je Gruppe.

D Durchflusszytometrische Analyse renaler Cd11b*Ly6cM9" inflammatorischer Makrophagen in Wildtyp- und Ccr2-
defizienten Mausen. Die Daten reprasentieren den Mittelwert £SEM mit n=11 je Gruppe.

Leukozytenzéahlung in der Immunhistochemie
Die Ergebnisse aus der Durchflusszytometrie wurden anschlieend histologisch veri-

fiziert und kompartimentspezifisch ausgewertet. In der immunhistologischen Cd3-
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Farbung zeigte sich wie bereits in der Durchflusszytometrie sowohl in Glomeruli als
auch im Tubulointerstitium kein Unterschied hinsichtlich der renalen Infiltration zwi-
schen den Gruppen (siehe Abbildung 19 A/B). In der F4/80- und ERHR3-Farbung fur
Makrophagen ergab sich eine signifikant verminderte Zellzahl in Ccr2-defizienten Tie-
ren (siehe Abbildung 19 D/E). Die Zahl Mac2* glomerularer Makrophagen war um 45%
in den Ccr2-defizienten Tieren reduziert (Abbildung 19 C).
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Abbildung 19: Histologische Analyse der Infiltration von Leukozyten

A Anzahl Cd3* T-Lymphozyten pro Glomerulus bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Tieren. Die Daten reprasentieren
den Mittelwert aus einem Experiment mit n=6-7 +tSEM.

B Anzahl Cd3* T-Lymphozyten im Tubulointerstitium am Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie bei Wildtyp- und
Ccr2-defizienten Tieren dargestellt als Zellen/HPF in der Cd3-Farbung. Die Daten reprasentieren den Mittelwert
aus einem Experiment mit n=6-7 +SEM.

C Anzahl Mac2* Makrophagen in Glomeruli bei Wildtyp- und Ccr2-defizienten Tieren am Tag 28 der Adriamycin-
Nephropathie. Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus einem Experiment mit n=7 +SEM.

65



Ergebnisse

D Anzahl F4/80" Makrophagen pro Gesichtsfeld ausgewertet als prozentualer Anteil an der Gesamtflache. Die
Daten reprasentieren den Mittelwert aus einem Experiment mit n=6-7 + SEM.

E Anzahl ERHR3* Makrophagen in der Nieren an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie. Beurteilung der angefarb-
ten Zellen/HPF in der ERHR3-Farbung. Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus einem Experiment mit n=11-
12 + SEM.

Leukozytenzahl im peripheren Blut

Der CCL2-CCR2-Signalweg spielt neben seiner Bedeutung flr die Gewebeinfiltration
von Leukozyten auch eine Rolle bei deren Auswanderung aus dem Knochenmark. Es
wurde gezeigt, dass gesunde Mause mit Ccr2-Defizienz eine Monozytopenie im Blut
aufweisen, die auf die blockierte Emigration der Zellen aus dem Knochenmark zurlck-
zufuhren war [75]. Eine verminderte Monozytenzahl im Blut Ccr2-defizienter Tiere
konnte daher neben einer direkten Hemmung ihrer Infiltration zu einer reduzierten
renalen Leukozytenakkumulation beitragen.

Es erfolgte daher durchflusszytometrisch die Bestimmung der Leukozytenpopulatio-
nen im peripheren Blut an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie. Es zeigte sich, dass
beide Versuchsgruppen eine ahnliche Anzahl an Gesamtleukozyten im Blut aufwiesen
(p=0,23). Auch bei T-Lymphozyten (p=0,37) und Granulozyten (p=0,75) zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede. Die Population der Monozyten, sowohl proinflamm-
atorische Ly6c¢"9" Monozyten (M1-Phanotyp), als auch Ly6c®¥ Monozyten (M2-Phano-
typ), waren in der Ccr2-defizienten Gruppe im Vergleich zur Wildtyp-Gruppe jedoch
signifikant kleiner und betrug nur etwa ein Drittel des Werts der Kontrolle (p=0,002)
(Abbildung 20).
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Abbildung 20: Leukozyten im Blut

Cd45* Zellen, Granulozyten, Lymphozyten und monozytare Zellen im Blut von Wildtyp- und Ccr2-defizienten Tieren
am Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie dargestellt als Zellen/ul Blut. Die Daten reprasentieren den Mittelwert aus
einem Experiment mit n=7 +SEM.
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Somit kann angenommen werden, dass die Monozytopenie einen Anteil zur verringer-
ten Infiltration von Leukozyten in die Niere Ccr2-defizienter Tiere beitragt.

Zusammenfassend zeigen die durchflusszytometrischen als auch immunhistologi-
schen Untersuchungen, dass im Verlauf der Adriamycin-Nephropathie Ccr2-Defizienz
zu einer reduzierten renalen Infiltration von Leukozyten, insbesondere von Makropha-
genpopulationen fuhrt. Diese verminderte Zellinfiltration betrifft sowohl die Glomeruli
als auch das tubulointerstitieller Kompartiment. Sie korreliert mit verminderter renaler
Expression von Entzindungsmediatoren und geringerem glomerularem sowie tu-

bulointerstitiellem Schaden in Ccr2-defizienten Mausen.

4.2.5 Ccr2-Defizienz vermindert die renale Fibrose

Wie oben beschrieben zeigt der Ccr2-defiziente Genotyp eine verminderte Glomeru-
losklerose, verbesserte funktionelle Parameter und eine geringere renale Infiltration
leukozytarer Entzindungszellen in der Adriamycin-Nephropathie. Akkumulierende
Leukozyten sind eine der Hauptquellen proentziundlicher Chemokine, aber auch pro-
fibrotischer Mediatoren. Makrophagen des M2-Phanotyps tragen durch Ausschittung
von antiinflammatorischen Zytokinen und Wachstumsfaktoren entscheidend zur Ge-
beweregeneration, aber auch zum fibrotischen Gewebeumbau bei [15, 104]. In Ccr2-
defizienten Tieren waren wie unter 4.2.3 beschrieben klassische M2-Makrophagen-
Marker vermindert exprimiert. Daher wurde im Folgenden untersucht, inwiefern sich
die Expression antiinflammatorischer bzw. profibrotischer Mediatoren zwischen der
Ccr2-defizienten Gruppe und dem Wildtyp unterschied.

Transforming growth factor-B (TGF-B) ist einer der potentesten Vermittler fibrotischer
Prozesse und der Aktivierung von Myofibroblasten [105]. Fibroblasten wiederum tra-
gen durch die Sekretion extrazellularer Matrixproteine (EZM) entscheidend zur Entste-
hung renaler Fibrose bei [106, 107].

Renales Tgf-p war in Ccr2-defizienten Tieren auf mMRNA-Ebene um 71% weniger ex-
primiert (p=0,047). Die kompartimentspezifische Analyse ergab eine entsprechende
Verminderung in der Ccr2-defizienten Gruppe auch fur glomerulares Tgf-p (p=0,0035).
Analog dazu stellte sich die Konzentration von Tgf-g im Urin dar. Ccr2-defiziente Tiere
schieden an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie signifikant weniger Tgf-B Uber den
Urin aus als der Wildtyp (p=0,03) (siehe Abbildung 21 A).

Die verminderte Induktion profibrotischer Signalwege zeigte sich auch in einer gerin-
geren Expression von extrazellularen Matrixmolekulen in Ccr2-defizienten Nieren.

Wichtige Vertreter sind das hauptsachlich von Fibroblasten ausgeschuttete Kollagen
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4a, die Kollagene 1 bis 3, Laminin und Fibronektin [108, 109]. Die mRNA fur Prokol-
lagen4a (p=0,01), Prokollagen1 und 2 (p=0,02 und p=0,05), Laminin (p=0,048), und
Fibronektin (p=0,04) wiesen hierbei jeweils eine signifikant niedrigere Expression in
Ccr2-defizienten Nieren als im Wildtyp auf (siehe Abbildung 21 B). Auch die renale
Akkumulation profibrotischer Zellpopulationen war in Ccr2-defizienten Tieren redu-
ziert. Fibroblasten sind ortsstandige, spindelformige Zellen mit langen, verzweigten
Zellfortsatzen. Diese bilden durch Zell-Zell-Verbindungen wie tight und gap junctions
ein Netzwerk aus, welches das faserige Bindegewebe stabilisiert. Unter entzindlichen
Bedingungen kdnnen sie aktiviert und zur verstarkten Produktion extrazellularer Matrix
angeregt werden [106]. Fibroblasten spezifisches Protein 1 (FSP1) kann Uber die Iden-
tifizierung aktiver Fibroblasten zur Einschatzung des Schweregrads der renalen Fib-
rose beitragen [110]. Ccr2-defiziente Tiere wiesen eine signifikant geringere renale
FSP1-mRNA-Expression als die Kontrollgruppe auf (p=0,01) (siehe Abbildung 21 C).
Fibrozyten sind aus dem Knochenmark stammende Zellen, welche hauptsachlich Kol-
lagen1, aber auch andere Matrixproteine produzieren [111, 112]. Die Tatsache, dass
Fibrozyten neben dem Ort der Gewebeschadigung auch in der peripheren Blutbahn
gefunden werden, spricht dafur, dass sie nicht nur lokal aus Monozyten differenzieren
kénnen, sondern auch als zumindest teilweise differenzierte Zellen aus der Peripherie
in geschadigtes Gewebe einwandern kdnnen [113]. Fibrozyten wurden in dieser Arbeit
durchflusszytometrisch als Cd45*Cd11b*Collagen1* Zellen identifiziert. In der Ccr2-
defizienten Gruppe zeigte sich eine signifikante Verminderung fibrozytarer Zellen ver-
glichen mit dem Wildtyp (p=0,021) (siehe Abbildung 21 C). Ein weiterer Parameter fur
das Ausmal} der renalen Fibrose und Akkumulation profibrotischer Zellen extrazellu-
laren Matrixablagerung ist a smooth muscle actin (aSMA). Es kennzeichnet Myo-
fibroblasten und korreliert mit dem Ausmal} der Organfibrose. Histologisch zeigte sich
eine deutlich verminderte renale Akkumulation von aSMA-positiven Zellen in der Ccr2-
defizienten Gruppe im Vergleich zum Wildtyp (p=0,015) (Abbildung 21 B/D).

Zusammenfassend zeigte sich in der Niere Ccr2-defizienter Tiere eine geringere In-
duktion profibrotischer Signalwege, was mit einer verminderten Akkumulation von pro-
fibrotischen Zellen und letztendlich geringerer Bildung extrazellularer Matrixmolekile
im Rahmen der Adriamycin-Nephropathie einherging. Dieser verminderte fibrotische
Umbau der Niere in Ccr2-defizienten Tieren, der mit einem besseren Erhalt der Nie-

renfunktion einher geht und damit zu einer geringer ausgepragten Progression der
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chronischen Niereninsuffizienz fihrt weist darauf hin, dass eine Ccr2-Blockade eine

vielversprechende therapeutische Strategie bei Glomerulosklerose sein kdnnte.
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Abbildung 21: Fibrose in der Adriamycin-Nephropathie
A Tgf-B mRNA-Expression bzw. Proteinausscheidung im Urin am Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie in Wildtyp-
und Ccr2-defizienten Tieren. Dargestellt sind Werte aus Gesamtnierengewebe, Glomerulusgewebe, sowie Urinpro-
ben. Die Daten reprasentieren den Mittelwert +SEM mit n=5 je Gruppe.
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B Expression von Proteinen der extrazellularen Matrix in der Niere von Ccr2-defizienten Tieren im Vergleich zum
Wildtyp am Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie. Die Daten reprasentieren den Mittelwert £SEM mit n=6-7 je
Gruppe.

C Anzahl von Fibrozyten im Nierengewebe von Wildtyp- und Ccr2-defizienten Tieren am Tag 28 der Adriamycin-
Nephropathie ermittelt anhand der Durchflusszytometrie. Coll1*, Cd45* und Cd11b* Zellen wurden als Fibrozyten
identifiziert. Die Daten reprasentieren den Mittelwert £SEM mit n=4-5 pro Gruppe.

D Immunhistochemische Anfarbung von aSMA in der Niere Ccr2-defizienter Tiere im Vergleich zum Wildtyp am
Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie. Auswertung mittels ImageJ als Anteil gefarbter Pixel am HPF und als Anteil
gefarbter Pixel an der Glomerulusflache. Die Daten reprasentieren den Mittelwert £SEM mit n=7 je Gruppe.
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5 Diskussion

Der fibrotische Umbau innerer Organe im Rahmen chronisch entzindlicher Erkrankun-
gen flhrt meist zum Funktionsverlust des betroffenen Gewebes. Fibroproliferative Er-
krankungen machen in der heutigen Zeit einen grol3en Teil chronischer Erkrankungen
aus und sind mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet [114]. Glomerulosklero-
tische Erkrankungen wie die FSGS zahlen hierzu.

Ziel dieser Arbeit war es, die pathophysiologische Bedeutung des Chemokinrezeptors
CCR2 im Krankheitsbild der FSGS zu charakterisieren. Die Arbeitshypothese war hier-
bei, dass der CCL2-CCR2-Signalweg in der FSGS malfdgeblich induziert wird, wodurch
es zu einer gesteigerten Leukozyteninfiltration und verstarktem Schaden im renalen
Gewebe kommt. Im Umkehrschluss sollte die Defizienz von Ccr2 zu einem abge-
schwachten Krankheitsverlauf mit geringerem Funktionsverlust, struktureller Schadi-
gung und leukozytarer Infiltration fihren. Diese Hypothese wird gestlitzt von bisherigen
Erkenntnissen Uber den Einfluss von Chemokinen und ihren Rezeptoren auf renale
Erkrankungen und den bisherigen Erfolgen von Chemokinrezeptor-Blockaden [64,
115]. Organfibrosen haben immer eine immunologische Komponente [31]. Das Aus-
mal} der Fibrose korreliert eng mit der Anzahl der eingewanderten Leukozyten, wobei
diese Leukozyten rasch zur Hauptquelle inflammatorischer Chemokine und Zytokine
werden [116, 117]. Der CCL2-CCR2 Signalweg istim Rahmen der renalen Schadigung
von besonderer Bedeutung. CCL2 ist ein Schlisselchemokin, das die Migration und
Infiltration von Monozyten und Makrophagen in entziindetes Gewebe vermittelt. Diese
Zellpopulationen sezernieren ihrerseits wiederum CCL2 und vermitteln die Progres-
sion renaler Erkrankungen wie in einem circulus vitiosus [46]. Seinen korrespondie-
renden Rezeptor CCR2 tragen aulRer Monozyten bzw. Makrophagen und einigen T-
Zellpopulationen auch einige renale Zellarten. Daher kdnnte neben einer CCR2-ver-
mittelten renalen Rekrutierung leukozytarer Effektorzellen z.B. auch die entziindliche
Aktivierung von Podozyten durch den CCL2-CCR2-Signalweg zur Schadigung der glo-

merularen Filtrationsbarriere und Entstehung von Proteinurie beitragen [73].

5.1 In der murinen Adriamycin-Nephropathie als Modell der humanen FSGS wird
Ccl2 induziert

Das Modell der Adriamycin-Nephropathie ist ein murines Aquivalent der FSGS beim

Menschen. In der Maus ist die Induktion der Adriamycin-Nephropathie im BALB/c-Hin-

tergrund, nicht aber in der C57BL/6-Maus madglich [118]. Diese genetische
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Suszeptibilitat fur die Adriamycin-Nephropathie ist abhangig vom DOXNPH- bzw.
Prkdc-Lokus auf Chromosom 16 [119-121]. Dementsprechend wurden auch in dieser
Arbeit ausschliel3lich Mause im BALB/c-Hintergrund verwendet. Von einer Auswirkung
der CCR2-Defizienz auf die Suszeptibilitat ist nicht auszugehen, da sich der CCR2-
Lokus auf Chromosom 9 befindet [122].

In der Literatur finden sich unterschiedliche Injektionsschemata fir Adriamycin. Diese
variieren einerseits in Bezug auf die Anzahl der Injektionen und die Applikationsart
(intravends oder intraperitoneal). Andererseits finden sich in der Literatur Dosisemp-
fehlungen zwischen 2 und 13 mg/kg Kdrpergewicht. Zudem unterscheiden sich die in
der Literatur angegebenen Laufzeiten der Versuche [36, 90, 97]. Wang et al. beschrie-
ben beispielsweise eine einzelne Injektion von Adriamycin zur Induktion des Modells
[90]. Unsere Arbeitsgruppe etablierte das Modell der Adriamycin-Nephropathie mittels
intravendser Injektion von je 11,5 mg/kg an Tag 0 und 14. Hierunter wurden progre-
diente renale Lasionen sowie eine zunehmende Proteinurie und Einschrankung der
Nierenfunktion erreicht. Im Hinblick auf die Proteinurie als Korrelat der glomerularen
Schadigung wurden tendenziell hdhere Werte als in Vorarbeiten beobachtet [123]. Als
Versuchslaufzeit bewahrte sich in unseren Handen die Versuchsdauer von 28 Tagen,
da die Tiere zu spateren Zeitpunkten eine Ubermafige Nephropathie und Kachexie mit
zum Teil letalem Ausgang entwickelten. Schwankungen in der Auspragung der Ne-
phropathie bei gleicher Adriamycindosierung kénnen durch Variabilitat der Chargen
und genetischen Hintergrinde erklart werden.

Das applizierte Adriamycin verursacht glomerulosklerotische Lasionen, die denen der
humanen FSGS gleichen. Diese Lasionen werden u.a. auf einen podozytaren Scha-
den zurickgefuhrt, der mit einer Abnahme der Expression von Nephrin 1 einhergeht
[124]. Auch im Rahmen dieser Studie zeigte sich eine signifikante Verminderung po-
dozytaren Nephrins nach Modellinduktion. Der Podozyten-Schaden wird initial durch
einen direkt zytotoxischen Effekt des Adriamycins verursacht. Die Substanz wird im
Korper zlgig Uber die Galle und den Urin ausgeschieden [125, 126]. Daher ist es un-
wahrscheinlich, dass die progressive Glomerulosklerose durch eine kumulative Toxi-
zitat hervorgerufen wird. Vielmehr treiben immunologische Mechanismen die glome-
rulare Schadigung voran, die sekundar auch zunehmend zu einem tubulointerstitiellen
Schaden und Fibrose fuhrt.

Die kompartimentspezifischen Expressionsanalysen dieser Arbeit zeigen, dass im Ver-

lauf der Adriamycin-Nephropathie parallel zur fortschreitenden Glomerulosklerose und
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dem Verlust der Nephrinexpression die glomerulare Ccl2-Expression ansteigt. Auch
die glomerulare Expression weiterer Chemokine, wie Ccl5 und Cxcl10, wurde indu-
ziert. Ahnliche Ergebnisse zeigten bereits in vitro-Experimente unserer Arbeitsgruppe
nach inflammatorischer Stimulation intakter Glomeruli [57]. Allerdings ist gerade fur
CCL2 und CCR2 auch in anderen glomerularen Erkrankungen, insbesondere der dia-
betischen Nephropathie sowohl tierexperimentell als auch in klinischen Studien eine
pathophysiologische Rolle belegt worden.

Die ermittelte Induktion von Ccl2 auch in Glomeruli mit Adriamycin-vermittelter Skle-
rose stellt daher die Rationale fur weitere Untersuchungen zur Beeinflussung der Glo-

merulosklerose durch das Eingreifen in den CCL2-CCR2-Signalweg dar.

5.2 CCL2 und CCR2 bei der diabetischen Nephropathie

Die diabetische Nephropathie ist eine der haufigsten Ursachen fur eine Glomeruloskle-
rose beim Menschen. Es ist bekannt, dass entziindliche Geschehen mal3geblich an
der Nierenschadigung bei diabetischer Nephropathie beteiligt sind [127, 128]. Wichtige
Entzindungsmediatoren, deren Anwesenheit zur Entstehung und Progression der di-
abetischen Nierenschadigung fihren, sind unter anderem CCL2, CX3CL1 und CCL5
[129]. Zudem wird angenommen, dass CCL2 in der Entwicklung einer peripheren In-
sulinresistenz und damit der Entstehung eines Diabetes mellitus Typ |l eine entschei-
dende Rolle spielt [130, 131].

Die renale Rekrutierung von Monozyten bzw. Makrophagen unter diabetischen Kondi-
tionen tragt zur Ausbildung der diabetischen Nierenschadigung bei [132, 133]. Der
Chemokinrezeptor CCR2 vermittelt Leukozytenmigration und erscheint auch an der
Pathogenese der diabetischen Nephropathie beteiligt zu sein. Die infiltrierenden Leu-
kozyten sezernieren ihrerseits inflammatorische Chemokine und Zytokine, welche die
Gewebeschadigung aufrechterhalten bzw. verstarken, z.B. TNF-a [134]. Es konnte ge-
zeigt werden, dass pharmakologische Blockade mit dem Ccr2-Antagonisten
RS504393 bzw. eine Ccr2-Defizienz in der murinen Streptozotosin-induzierten diabe-
tischen Nephropathie zu einem verminderten Nierenschaden flihrt. Dieser aulderte sich
in einer Verminderung von Albuminurie, Serumharnstoff, Plasmakreatinin, histologi-
schen Veranderungen und glomerularer Akkumulation von Makrophagen [135]. Ein
ahnlicher Effekt konnte flr den Ccr2-Antagonisten RS102895 sowie das Ccl2-blockie-
rende Siegelmer mMNOX-E36-3'PEG in Studien bei db/db-Mausen mit diabetischer Ne-
phropathie gezeigt werden [83, 84]. Es wird vermutet, dass im Rahmen der erhdhten

Blutzuckerwerte bereits in frihen Krankheitsstadien Makrophagen in die Niere und
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besonders die Glomeruli migrieren und mafldgeblich an den molekularen und struktu-
rellen Veranderungen beteiligt sind, die zur Glomerulosklerose fihren [136]. You et al.
konnten zeigen, dass in einem Modell mit Streptozotosin-induziertem Diabetes eine
transgene Uberexpression von Ccr2 auf Podozyten von CCR2-defizienten Mausen zu
einem aggravierten Nierenschaden flihrt. Hieraus schlief3en die Autoren, dass auf Po-
dozyten exprimierter Ccr2 auch eine direkte Rolle bei der diabetischen Nephropathie
spielt [74].

5.3 Interpretation der Ergebnisse Ccr2-defizienter Tiere im Vergleich zum Wild-

typ

5.3.1 Ccr2-Defizienz verbessert renale funktionelle Parameter in der Ad-
riamycin-Nephropathie

Gesunde Ccr2-defiziente Tiere weisen eine veranderte Homoostase und Immunzel-
lantwort auf [89]. Hinsichtlich der Mortalitat und der Nierenfunktion zeigen sich jedoch
keine Unterschiede. In dieser Studie ist besonders wichtig, dass die gesunden Ccr2-
defizienten Mause in Bezug auf Albuminurie, Glomerulonephritis, Tubulusatrophie,
aber speziell auch in Bezug auf Glomerulosklerose und mesangialer Matrixmenge dem
Wildtyp gleichen [81, 122, 137].

Bei der FSGS geht die glomerulare Schadigung typischerweise mit einer progredien-
ten klinischen Befundkonstellation aus Proteinurie, Hypoproteinamie, Hyperlipidamie
und Uramie einher. Vor allem die Proteinurie ist ein fur die Prognose der Niereninsuf-
fizienz entscheidender Parameter. |hr Ausmal} korreliert positiv mit der Schwere des
glomerularen Schadens, welcher jedoch mit den verfugbaren Therapien oftmals nicht
suffizient zu kontrollieren ist [79, 138].

So entwickeln viele Patienten trotz optimaler supportiver Therapie (u.a. mit Renin-An-
giotensin-Blockade), Steroiden und Immunsuppressiva (u.a. Calcineurininhibitoren)
eine terminale Niereninsuffizienz. Auch immunmodulatorische Therapieansatze wie
eine Blockade des Chemokinrezeptors Ccr1 zeigte tierexperimentell keinen Einfluss
auf den glomerularen Schaden und die Albuminurie in der Adriamycin-Nephropathie
[123]. Dagegen konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass im Verlauf der
Adriamycin-Nephropathie die Ccr2-Defizienz zu einer signifikant niedrigeren Albumi-
nurie fuhrt. Gleichzeitig war als Manifestation des nephrotischen Syndroms auch die
Hypercholesterolamie in Ccr2-defizienten Tieren an Tag 28 der Adriamycin-Nephro-

pathie  signifikant  geringer  ausgepragt, @ wahrend  Serumprotein- und
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Serumalbuminwerte in beiden Genotypen vergleichbar blieben. Insbesondere wiesen
Ccr2-defiziente Mause auch verbesserte Nierenretentionsparameter auf, mit einem
tendenziell geringeren Anstieg von Serumkreatinin und signifikant verminderten Harn-
stoffwerten im Vergleich zum Wildtyp. Insgesamt sprechen diese verbesserten funkti-
onellen Daten fur einen geringeren glomerularen Schaden in Ccr2-defizienten Mausen
mit Adriamycin-Nephropathie. In ahnlicher Weise wurde sowohl fur die diabetische Ne-
phropathie als auch die Lupusnephritis gezeigt, dass eine Hemmung des Ccl2-Ccr2-
Signalweges zu einer Verminderung des histopathologischen Schadens und einer Ver-
besserung der renalen Funktionsparameter, insbesondere der Albumin-urie, fuhrt [84,
85, 871.

5.3.2 Ccr2-Defizienz vermindert strukturellen Schaden

In beiden Gruppen konnten die FSGS-typischen Lasionen beobachtet werden. Hierzu
zahlen Podozytenschaden, glomerulare Matrixdeposition und Kapillarverodung, sowie
sekundare tubulointerstitielle Schaden wie tubulare Dilatation, Tubuluszellabflachung,
Tubuluszellverlust und die Formation intratubularer Zylinder. In Ccr2-defizienten Tie-
ren waren korrelierend zu verminderter Albuminurie und Nierenfunktionseinschran-
kung histopathologisch die sklerotischen Veranderungen im Glomerulus und die tu-
bulointerstitielle Schadigung signifikant vermindert.

Auch in anderen Studien zur Auswirkung einer CCR2-Blockade auf die renale Schadi-
gung, zum Beispiel bei diabetischem Nierenschaden, konnte tierexperimentell ein
Schutz von Podozyten durch die Blockade des Ccl2-Ccr2-Signalweges gezeigt wer-
den. In diesen Studien fanden diabetische Nephropathie-Modelle bei Leptin-Deletion
(db/db) und Diat-assoziiertem Diabetes Anwendung [139].

Die Adriamycin-Nephropathie beruht zum einen auf der direkten Toxizitat des Ad-
riamycins, welche zu Veranderungen der glomerularen Filtrationsbarriere fuhrt. Zum
anderen beruht sie auf den durch die nachfolgende Immunantwort vermittelten Sekun-
darschaden. Die direkten Veranderungen betreffen gleichermallen die glomerularen
Endothelzellen, die glomerulare Basalmembran, als auch die Podozyten. Zu den we-
sentlichen Effekten auf zellularer Ebene zahlen hierbei DNA-Interkalierungen und
Cross-Linking, die Inhibierung der Topoisomerase 11 und die Entstehung freier Radi-
kale, welche wiederum Schaden an genomischer DNA und Mitochondrien, Lipid-Per-
oxidation und Zellmembranschaden induzieren. In den betroffenen Zellen fuhren diese

Mechanismen zu immunogenem Zelltod, Apopotose oder Zellseneszenz [140].
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Die Aktivitat rekrutierter Immunzellen mit proinflammatorischen Eigenschaften, die der
initialen Adriamycintoxizitat folgt, verursacht weiteren, ebenfalls immunogenen Zelltod,
der eine Spirale aus Nekrosen und Entzindung, die sogenannte Nekroinflammation,
auslost [141]. Aufgrund der berichteten Ccr2-Expression in Podozyten ware daruber
hinaus eine direkte Ccl2-Ccr2-vermittelte Podozytenschadigung im Verlauf der Ad-
riamycin-Nephropathie denkbar. So wurde gezeigt, dass die Aktivierung von Ccr2
durch Ccl2 in murinen Podozyten die zellulare Motilitat steigert, zu einer Neuanord-
nung des Zytoskelettes fuhrt und die Durchlassigkeit fur Albumin erhoht [73]. In der
diabetischen Nephropathie hat die Uberexpression bzw. Abwesenheit von Ccl2 Aus-
wirkungen auf die Expression von glomerularem Nephrin und die Ausbildung von Al-
buminurie. Es wird vermutet, dass unter diabetischen Bedingungen die Aktivierung des
Ccl2-Ccr2-Signalweges zur Apoptose von Podozyten fuhrt [142]. FUr humane Podo-
zyten wurde gezeigt, dass die Nephrinexpression durch die Aktivierung des CCL2-
CCR2-Signalweges vermindert wird. Gleichzeitig wird CCR2 in den Podozyten von
Patienten mit diabetischer Nephropathie Uberexprimiert [72]. You et al. zeigten, dass
die Podozyten-spezifische Uberexpression von Ccr2 zu jeweils verstarkter Albuminu-
rie, Uramie, glomerularer Apoptose sowie einem grofteren Ausmaf an Gewebescha-
den, Kollagenexpression und Podozytenverlust im diabetischen Nephropathie-Modell
fuhrt. Dies schien unabhangig von der Rekrutierung von Monozyten bzw. Makropha-
gen zu sein [74]. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich in Wildtyp- und Ccr2-defizien-
ten Tieren an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie ein vergleichbarer Podozytenver-
lust und eine vergleichbare Abnahme der glomerularen Nephrinexpression. Daher ist
trotz verminderter Albuminurie und Glomerulosklerose in Ccr2-defizienten Mausen von
einer gleichen Adriamycin-induzierten Podozytenschadigung in beiden Genotypen
auszugehen. Diese Ergebnisse sprechen gegen eine direkte CCR2-vermittelte Scha-
digung von Podozyten im Verlauf der Adriamycin-induzierten Glomerulosklerose.

Parallel zur Podozytenschadigung treten im Verlauf der Adriamycin-Nephropathie
auch pathologische Veranderungen in glomerularen Endothelzellen auf [143, 144].
Diese Veranderungen umfassen den Verlust der endothelialen Fenestrierung [144]
und der membranstandigen Glykokalyx [145]. Allerdings zeigten sich in Wildtyp- und
Ccr2-defizienten Tieren an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie keine Unterschiede
in der Expression des Endothelzellmarkers Cd31, was eine direkte Ccr2-vermittelte
Schadigung glomerularer Endothelzellen unwahrscheinlich erscheinen lasst. Zusam-

menfassend weisen diese Daten darauf hin, dass Ccr2 nicht Uber direkte Effekte auf
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intrinsische glomerulare Zellen die glomeruldre Schadigung bei der Adriamycin-Ne-
phropathie vermittelt.

Ublicherweise werden untergegangene Zellen durch Narbengewebe ersetzt. Dass in
dieser Studie trotz ahnlichem Podozytenverlust eine verminderte glomerulare Vernar-
bung bei Ccr2-Defizienz zu sehen war lasst vermuten, dass CCR2 vor allem Uber die
Vermittlung der renalen Leukozyteninfiltration an der Progression der FSGS beteiligt
ist. So kdnnte eine Ccr2-abhangige Leukozytenakkumulation mit nachfolgender in-
flammatorischer Aktivierung glomerularer Zellen wie parietaler Endothelzellen oder
Mesangialzellen zur glomerularen Synthese extrazellularer Matrix und damit der Glo-
merulosklerose beitragen. Um die pathophysiologische Rolle einer Ccr2-Expression in
glomerularen Zellen im Verlauf der Adriamycin-Nephropathie differenzierter beurteilen
zu kénnen, sind weitere Studien erforderlich. Ansatze kénnten beispielsweise Zellkul-
turexperimente und die Verfolgung genetischer Abstammung von Zellen in vivo (line-
age tracing) sowie Untersuchungen an Mausen mit Zelltyp-spezifischem Ccr2-Knock-
out, z.B. in Monozyten oder Podozyten, sein.

In Bezug auf das Tubulointerstitium erbrachten die histologischen Analysen des Ccr2-
defizienten Nierengewebes ebenfalls einen signifikant verminderten Schaden vergli-
chen mit dem Wildtyp. Passend hierzu liel3 sich im Rahmen der vorliegenden Experi-
mente auch auf mMRNA-Expressionsebene signifikant weniger Tubulusschaden im
Ccr2-defizienten Genotyp nachweisen. Dies zeigte sich durch eine verminderte Ex-
pression von Kim1 und Ngal als Marker fur eine Schadigung des proximalen Tubulus.
Zusatzlich konnte auch eine verminderte Ausscheidung von Kim1 auf Proteinebene im
Urin nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten damit, dass der Ccr2-defiziente Genotyp im Ver-
gleich zum Wildtyp in der Adriamycin-Nephropathie neben einem geringeren glome-
rularen Schaden auch im Hinblick auf die sekundare tubulointerstitielle Schadigung
geschutzt ist. Passend hierzu konnte gezeigt werden, dass die renale Expression von
Chemokinen, welche die Entziindung bedingen und aufrechterhalten, bei Ccr2-Defizi-
enz vermindert ist. So ergab sich in beiden renalen Kompartimenten, glomerular und
tubulointerstitiell, eine verminderte Expression von Ccl2, Ccl5 und Cxcl10. Diese Che-
mokine konnten analog auch im Urin Ccr2-defizienter Mause in verminderter Konzent-
ration nachgewiesen werden. Die Expression von TNF-a war ebenfalls bei Ccr2-Defi-
zienz vermindert, allerdings nur im Tubulointerstitium auf signifikantem Niveau. Fir die

beiden korrespondierenden TNF-a-Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 zeigte sich
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ebenso in beiden Kompartimenten eine signifikant verminderte Expression bei Ccr2-
Defizienz. Ein direkter Zusammenhang zwischen Fehlen bzw. Blockade von Ccr2 und
der reduzierten Expression proentzindlicher Zytokine in vivo wurde auch fur andere
Glomerulopathien, wie z.B. die diabetische Nephropathie [83, 84], aber auch flr Tier-
modelle der Lungengranulomatose [89], der Colitis [146] oder des ischamischen
Schlaganfalles [147] beschrieben.

Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse auf eine verminderte funktionelle und
strukturelle Schadigung in Ccr2-defizienten Mausen hin, die mit einer geringeren rena-
len Entzindungsreaktion einherging, gekennzeichnet durch eine verminderte Expres-

sion inflammatorischer Chemokine und Zytokine.

5.3.3 Ccr2-Defizienz vermindert die renale Akkumulation von Leukozyten

Die Infiltration von Leukozyten entlang des Chemokin-Gradienten ist ein Charakteris-
tikum progredienter Nierenerkrankungen und wird auch durch den Ccl2-Ccr2-Signal-
weg vermittelt [3, 148, 149]. Vor allem eingewanderte Makrophagen tragen entschei-
dend zur Schadigung des Gewebes bei [150]. Ihre Anzahl im Gewebe korreliert mit
dem Grad der Niereninsuffizienz [108].

Die Blockade des CCL2-CCR2-Signalweges fuhrte bereits in verschiedenen Geweben
zu einer verminderten Leukozyteninfiltration [151, 152]. AuRerhalb der Niere konnte
unter anderem fur experimentelle Autoimmunenzephalomyelitis und Lungenfibrose
eine verminderte Leukozyteninfiltration im Rahmen einer Ccr2-Defizienz gezeigt wer-
den [153, 154]. Fur die unilaterale Ureterobstruktion war unter Behandlung mit den
Ccr2-Antagonisten Propergermanium und RS-504393 bzw. bei Ccr2-defizienten Mau-
sen die Leukozyteninfiltration vermindert. Hiervon betroffen waren vor allem F4/80*
Makrophagen [82]. Propergermanium bewirkte auch in der murinen diabetischen Ne-
phropathie eine Reduktion der Leukozyteninfiltration in die Niere [155]. Auf die vermin-
derte glomerulare Infiltration von Makrophagen und Verbesserung der diabetischen
Nephropathie im Mausmodell durch Ccr2-Blockade mit dem Antagonisten RS-504393
wurde bereits hingewiesen (vgl. 5.2) [135]. Ahnliche Resultate ergaben auch Studien
zum Ischamie-Reperfusionsschaden (ischemia reperfusion injury, IRl) bzw. der Lupus-
nephritis. Bei der IRI ergab sich in Ccr2-defizienten Mausen eine verminderte Anzahl
eingewanderter renaler Leukozyten [156]. MRL/Ipr Mause mit Ccr2-defizientem Hin-
tergrund hatten ebenso verminderte glomerulare und tubulointerstitielle Makrophagen-
und T-Zell-Zahlen im Verlauf der Lupusnephritis [81]. Einhergehend mit der vermin-

derten Leukozyteninfiltration waren jeweils eine verbesserte Nierenfunktion sowie ein
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geringerer struktureller Nierenschaden. Wu et al. beschrieben die Effekte einer Imp-
fung mit Ccl2-kodierender DNS in der Adriamycin-Nephropathie bei Ratten. In der ge-
nannten Studie wurde die DNS viermalig in wochentlichen Intervallen intramuskular
verabreicht und anschlielend die Adriamycin-Nephropathie induziert. Am Studienend-
punkt zeigten sich zum einen die Bildung von Anti-Ccl2-Antikbrper, zum anderen eine
verminderte Glomerulosklerose mit signifikant verminderten interstitiellen Leukozyten-
infiltraten [88]. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit bestatigen die bisher an-
genommenen Effekte des Ccl2-Ccr2-Signalweges auf die renale Leukozyteninfiltra-
tion. Analog zur Verminderung funktioneller Einschrankungen, struktureller Verande-
rungen und renaler Expression von Chemokinen und Zytokinen, war auch die durch-
flusszytometrisch ermittelte Infiltration der Cd45* Gesamtleukozyten in die Niere im
Ccr2-defizienten Genotyp geringer. Die vergleichbare Zahl Cd3* Zellen in der Niere
beider Gruppen ist vereinbar mit deren hauptsachlicher Aktivierung durch andere Che-
mokinrezeptoren, wie beispielsweise CCR1 [123]. Studien haben gezeigt, dass bis zu
60% der Neutrophilen CCR2 exprimieren. Diese Population spielt jedoch hauptsach-
lich in Frihphasen der Organschadigung eine Rolle [77, 157]. So erklart sich moglich-
erweise, dass sich der Anteil Ly6g*-Neutrophiler in der Niere Ccr2-defizienter Tiere zu
diesem fortgeschrittenen Zeitpunkt des Versuchs im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren
nicht unterscheidet. Die in dieser Studie gezeigte signifikant verminderte renale Infilt-
ration verschiedener Makrophagenpopulationen in Ccr2-defizienten Mausen mit Ad-
riamycin-Nephropathie passen zu der bekannten Expression von CCR2 auf der Ober-
flache dieser Zellen und der Rolle dieses Rezeptors flr deren Migration im Rahmen
von Entziindungsgeschehen [135]. Es ist bekannt, dass sich Makrophagen-Subpopu-
lationen phanotypisch unterscheiden. Insbesondere drei dieser Populationen mit in-
flammatorischer Aktivitat, CD11bM""CD11cMe", CD11b"9"CD11c° und CD11b™
CD11c™, exprimieren CCR2 (vgl. Tabelle 10) [14]. Gem&R der untersuchten Hypo-
these waren eben diese Populationen in Ccr2-defizienten Nieren vermindert. Neben
M1-Makrophagenmarkern exprimiert insbesondere die renale CD11b"9"CD11¢'°% und
CD11bi"t CD11c¢™ Makrophagenpopulation auch M2-Markergene wie Interleukin 10
[14]. In den Ccr2-defizienten Tieren zeigte sich sowohl eine verminderte renale Ex-
pression von M1- als auch M2-Markern an Tag 28 der Adriamycin-Nephropathie. Diese
Daten stimmen mit dem Konzept Uberein, dass infiltrierende Monozyten erst in Abhan-
gigkeit vom intrarenalen Mikromilieu zu M1- oder M2-Makrophagen differenzieren
[158].
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Tabelle 10: Expression von Ccr2 in den verschiedenen Phagozytenpopulationen
aus [14]

Population Ccr2-Expression
1: CD11bMh CD11chieh | +++

2: CD11b"9" CD11c'ow ++

3: CD11b" CD11cnt +

4: CD11b"w CD11chieh
5: CD11b- CD11c™

+

I+

Histopathologisch zeigte sich, dass in die Glomeruli, den Ort der initialen Schadigung,
im Ccr2-defizienten Hintergrund signifikant weniger Makrophagen infiltrierten. Dazu
passt auch die reduzierte glomerulare Expression von klassischen Entzindungsmedi-
atoren bzw. deren Rezeptoren wie Ccl2, Ccl5, TNF-a, TNFR1 und TNFR2. Interstitielle
Makrophagen, charakterisiert durch ihre F4/80- oder ERHR3-Expression, waren in
Ccr2-defizienten Tieren ebenfalls vermindert, korrelierend zum geringer ausgepragten
renalen Schaden.

Es ist bekannt, dass ein Ccr2-defizienter Genotyp in der gesunden Maus mit einer
Monozytopenie im Blut einhergeht, da Ccr2 die Auswanderung insbesondere inflamm-
atorischer Monozyten aus dem Knochenmark in die Blutbahn vermittelt [75, 159]. So
zeigten Serbina und Pamer, dass in Ccr2-defizienten Tieren nach Infektion durch das
Bakterium Listeria monocytogenes Ly6C* Monozyten im Knochenmark akkumulieren,
sodass die Zusammensetzung der zirkulierenden Monozyten deutlich verandert war.
Sie vermuteten, dass diese Zellen jedoch in periphere geschadigte Organe unabhan-
gig von Ccr2 migrieren, die eigentliche Organinfiltration also auch bei Ccr2-Defizienz
maglich ist [159, 160]. Andere Autoren zeigten dagegen im Modell der Thioglykolat-
induzierten Peritonitis [75] und nach renalem Ischamie-Reperfusionsschaden [156]
eine Ccr2-abhangige Rekrutierung von Monozyten in entzindetes Gewebe.

In unserer Untersuchung waren die Versuchstiere am Tag 28 der Adriamycin-Nephro-
pathie ebenso monozytopen. Neben einer verminderten Infiltration von Leukozyten in
die Niere aufgrund des inhibierten Ccl2-Ccr2-Signalwegs konnte daher die Monozyto-
penie der Ccr2-defizienten Versuchstiere zum Teil ursachlich fur die verminderte Infilt-
ration von Entzindungszellen sein. Um genauer differenzieren zu kdonnen, welchen
Anteil die Monozytopenie Ccr2-defizienter Tiere oder eine abgeschwachte Ccr2-ver-

mittelte renale Leukozyteninfiltration an der verminderten Leukozytenakkumulation in
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die Niere hat, sind weitere Untersuchungen notwendig. Beispielsweise kdnnten Expe-
rimente mit adaptivem Transfer von Wildttyp- und Ccr2-defizienten Monozyten neue
Erkenntnisse liefern. So wirde eine verminderte Rekrutierung von Ccr2-defizienten
Monozyten in geschadigte Nieren dafur sprechen, dass Ccr2 direkt zur renalen Gewe-

beinfiltration beitragt.

5.3.4 Ccr2-Defizienz vermindert renale Fibrose und Fibrozytenakkumulation
Die Fibrosierung geschadigten Gewebes ist das Endstadium vieler chronisch-entzind-
licher Erkrankungen und geht unabhangig von der Art des betroffenen Gewebes meist
mit dessen Funktionsverlust einher [114].

TGF- steht am Anfang einiger Fibrose-assoziierter Signalwege und leitet fibrotischen
Umbau des Gewebes durch Polarisierung von Makrophagen in den M2-Phanotyp, Ak-
tivierung von Fibroblasten und Akkumulation von extrazellularer Matrix ein [13, 161,
162]. Unter nephritischen Bedingungen regt CCL2 intrinsische Nierenzellen dazu an,
TGF-B zu produzieren [162]. Dieser intrinsische profibrotische Mechanismus wird
durch die Sekretion von TGF-B durch einwandernde Leukozyten [62], insbesondere
Makrophagen [163, 164], verstarkt. Der Rekrutierung leukozytarer Effektorzellen, unter
anderem CCR2-vermittelt, wird daher eine wesentliche Rolle in Bezug auf fibrotische
Prozesse zugeschrieben.

In der vorliegenden Studie zeigten Adriamycin-behandelte Wildtyp-Tiere sowohl auf
RNA-, als auch auf Protein-Ebene, letzteres gemessen im Urin, hdhere Tgf-B-Spiegel
als der Ccr2-defiziente Genotyp. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass ein An-
stieg der Tgf-B-Konzentration im Blut bei der diabetischen Nephropathie mit einer ho-
heren Proteinurie als Zeichen der vermehrten glomerularen Schadigung einhergeht
[27]. Diese Erkenntnisse decken sich mit den Ergebnissen aus der hier vorgestellten
Arbeit, in der eine im Vergleich zu Ccr2-defizienten Mausen héhere glomerulare Tgf-
B-Expression in Wildtyptieren mit vermehrter Glomerulosklerose und Proteinurie kor-
relierte.

Bei vielen Nierenerkrankungen werden Fibroblasten durch die Induktion verschiedener
Chemokine und Zytokine wie TGF-3 aktiviert und zur Proliferation angeregt. Die so
aktivierten Myofibroblasten sezernieren extrazellulare Matrixproteine. Die Ablagerung
von extrazellularer Matrix in Glomeruli und dem Interstitium ist typisch fir renale Fib-
rose und fiir den Ubergang von akutem zu chronischem Nierenversagen [165]. Myo-
fibroblasten sind somit mafigeblich an der Entstehung und Ausbildung der renalen Fib-

rose bei chronischen Nephropathien beteiligt [106, 166]. Die Expressionshohe von
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FSP1, einem mit dem Auftreten von Fibroblasten assoziierten Marker, und die Anzahl
FSP1 positiver Zellen korreliert bei Nierenerkrankungen positiv mit dem Anstieg funk-
tioneller Parameter wie Proteinurie und Serumkreatinin und strukturellem Schaden wie
Glomerulosklerose und dem Ausmal} fibrotischer Areale [110]. Die verminderte Ex-
pression von renalem Fsp1 in Ccr2-defizienten Mausen mit Adriamycin-Nephropathie
lasst auf eine geringere Akkumulation renaler Fibroblasten schlie3en. Passend dazu
waren die Expression von aSMA und die Akkumulation von aSMA-positiven Myo-
fibroblasten in Ccr2-defizienten Nieren deutlich geringer.

SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass die Expression extrazellularer Matrixproteine,
welche essenzieller Bestandteil von Narbengewebe sind, in der Adriamycin-Nephro-
pathie bei Ccr2-defizienten Tieren im Vergleich zum Wildtyp deutlich vermindert ist.
Bei den angesprochenen Matrixproteinen mit reduzierter renaler mRNA-Expression
handelt es sich um Laminin, Fibronectin, die Prokollagene 1 bis 3 sowie Prokollagen
4.

Ubereinstimmend mit den hier dargestellten Ergebnissen in der Adriamycin-Nephro-
pathie konnte die Verminderung der renalen Fibrose durch Ccr2- oder Ccl2-Defizienz
oder —Blockade auch in anderen Modellen renaler Erkrankungen nachgewiesen wer-
den. Hierbei korrelierte eine Verminderung der renalen (Myo)Fibroblastenzahl und
Matrixablagerung ebenfalls mit einer verminderten Akkumulation von Leukozyten, ins-
besondere von Makrophagen in den geschadigten Nieren. So beschrieben Kitagawa
et al., dass im Modell der unilateralen Ureterobstruktion (UUO) eine Ccr2-Defizienz
bzw. Blockade von Ccr2 durch die Antagonisten Propergermanium oder RS-504393
zu einer verminderten Infiltration von Makrophagen und interstitiellen Fibrose im Ver-
gleich zum Wildtyp fuhrte [82]. Im Modell der murinen Streptozotosin-induzierten dia-
betischen Nephropathie konnte gezeigt werden, dass eine Ccl2-Defizienz zu einer ge-
ringeren Akkumulation von Makrophagen in Glomeruli und Tubulointerstitium sowie zu
einer verminderten renalen Fibrose fuhrt [167]. Die Entwicklung und Auspragung der
diabetischen Stoffwechsellage unterschied sich hierbei zwischen Ccl2-defizienten und
Wildtyp-Tieren nicht [168]. Die Blockade von Ccl2 durch Transfektion mit Plasmiden
einer Ccl2-Mutanten und von Ccr2 durch den Antagonisten Propagermanium zeigte
bei der diabetischen Nephropathie in iINOS-Uberexprimierenden Mausen einen ahnli-
chen Effekt, namlich eine verminderte mesangiale Matrixexpansion und Makropha-
geninfiltration [155]. Durch Verabreichung von mNOX-E36-3'PEG, dem Ccl2-blockie-

renden Spiegelmer, konnte im db/db-Modell der diabetischen Nephropathie auch bei
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bereits fortgeschrittener glomerularer Schadigung eine Verminderung der diffusen Glo-
merulosklerose erreicht werden [84].

Neben ortsstandigen renalen Zellen tragen infiltrierende CD45*CD11b* Zellen aus
dem Knochenmark zum fibrotischen Gewebeumbau in der Niere bei. Diese Fibrozyten
kénnen durchflusszytometrisch durch Expression von CD45, CD11b und Kollagen-1
charakterisiert werden [113, 169]. Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, dass
Fibrozyten selbst CCR2 exprimieren [107, 113, 170] und ihre Rekrutierung in gescha-
digtes Gewebe uber Aktivierung des CCL2-CCR2-Signalweges erfolgen konnte. Im
Modell der murinen Ureterobstruktion konnte beispielsweise gezeigt werden, dass es
bei Ccr2-Depletion zu einer reduzierten Migration von Fibrozyten in die Niere und da-
raus resultierend zu einer geringeren Expression renalen Kollagens kommt [107, 113].
In dieser Arbeit fihrte die Ccr2-Defizienz in der Adriamycin-Nephropathie ebenfalls zu
einer deutlich geringeren Akkumulation von Fibrozyten in der Niere. Wie oben be-
schrieben lag zudem eine verminderte renale Fibrose vor. Hieraus lasst sich ein mog-
licher direkt antifibrotischer Effekt einer Blockade von Ccr2 bzw. des Ccl2-Ccr2-Sig-
nalweges durch eine verminderte renale Rekrutierung aktivierter Fibrozyten ableiten.
Anhand der Daten der vorliegenden Arbeit kann jedoch nicht abschlieRend geklart
werden, zu welchem Anteil die detektierte Fibrose an Tag 28 der Adriamycin-Nephro-
pathie auf die Gewebeschadigung durch proentzindliche Monozyten und Makropha-
gen oder auf die Beteiligung infiltrierender Fibrozyten zuriickzufihren ist.
Zusammenfassend zeigte der Ccr2-defiziente Genotyp im Vergleich zum Wildtyp ne-
ben der verminderten Glomerulosklerose auch eine signifikant geringere renale Fibro-
zytenakkumulation, tubulointerstitielle Fibrose und damit und kompartimenttbergrei-

fend einen deutlichen Schutz in Bezug auf fibrotischen Gewebeumbau in der Niere.

5.4 Konklusion und Ausblick

Im FSGS-Modell der Adriamycin-Nephropathie fuhren die vernarbenden Veranderun-
gen im Glomerulus zu malfdgeblichen Einschrankungen der renalen Filtrationsfunktion.
Tiere im Ccr2-defizienten Hintergrund zeigten sich bezuglich glomerularer Funktion
und Filtration im Vergleich zum Wildtyp deutlich geschitzt. Zudem entwickelte die
Ccr2-defiziente Gruppe eine signifikant geringere Leukozyteninfiltration, tubulointersti-
tielle Schadigung und renale Fibrose als die Wildtyp-Gruppe. Als zugrundeliegender
Mechanismus wurde die verminderte Einwanderung von Entzindungszellen, darunter
vor allem Monozyten, und die verminderte Akkumulation von Fibrozyten durch die In-
hibition des CCL2-CCR2 Signalwegs identifiziert.
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In Zukunft sollten weitere tierexperimentelle Studien im Modell der Adriamycin-Nephro-
pathie oder anderen FSGS-Modellen mit pharmakologischer Blockade von Ccr2 oder
seines Liganden CCL2 durchgefuhrt werden, um die Ergebnisse der vorliegenden Ar-
beit zu verifizieren. Tatsachlich wurden zeitgleich mit dem Abschluss der vorliegenden
Arbeit protektive Effekte einer Ccr2-Blockade mit dem kleinmolekularen Antagonisten
CCX872 im FSGS-Modell der Adriamycin-Nephropathie und der 5/6-Nephrektomie pu-
bliziert [171]. Ubereinstimmend mit den hier vorgestellten Daten in Ccr2-defizienten
Mausen fuhrte die Ccr2-Blockade in beiden Modellen zu einer verminderten Albumi-
nurie, verbesserter Nierenfunktion und geringerem renalen Gewebeschaden [171].
Langerfristig kdnnten daher klinische Antagonistenstudien im Rahmen der FSGS ge-
plant werden. Die Firma Chemocentryx fuhrte bereits klinische Studien mit humanen
CCR2-Antagonisten durch. Der CCR2-Antagonist CCX140B zeigte in einer randomi-
sierten, doppelblinden und Placebo-kontrollierten Phase II-Studie bei der diabetischen
Nephropathie therapeutische Effekte. Im Rahmen der Studie war die Albumin-urie im
Morgenurin bei Patienten mit diabetischer Nephropathie nach Behandlung mit
CCX140B zusatzlich zur Standardbehandlung mit ACE-Hemmern bzw. Angiotensinre-
zeptorantagonisten um bis zu 16% im Vergleich zu Placebo vermindert. Die Autoren
schliel®en in diesem Zusammenhang auf einen additiven renoprotektiven Effekt durch
die Antagonisierung von CCR2 [86]. In einer weiteren randomisierten, doppelblinden,
Placebo-kontrollierten Phase lla-Studie an Patienten mit diabetischer Nephropathie
wurden die Effekte einer dreimonatigen Hemmung von CCL2 durch das Spiegelmer
Emapticap pegol (NOX-E36) beschrieben. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion
des HbA1c bei Behandlung mit NOX-E36 im Vergleich zum Placebo. Insbesondere
zeigte sich eine signifikante Reduktion der Albuminurie im Studienverlauf unter Be-
handlung mit NOX-E36 um 29%. Aufgrund der Sicherheit und der guten Vertraglichkeit
von NOX-E36 und des potentiellen krankheitsmodifizierenden Effektes betonen die
Autoren die Notwendigkeit weiterer Studien zur genaueren Charakterisierung von
NOX-E36 bei Nierenerkrankungen [87].

Diese praklinischen und klinischen Daten weisen zusammenfassend darauf hin, dass
eine pharmakologische CCR2-Blockade auch in der FSGS einen vielversprechenden
therapeutischen Ansatz darstellen kann. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit un-
terstutzen daher die Rationale, verfigbare humane CCR2- oder CCL2-Antagonisten

in klinischen Studien zur primaren FSGS zu untersuchen.
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