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Zusammenfassung

Evaluierung von anti-inflammatorischen Effekte des
Antidiabetikums Liraglutid in der experimentellen
Glomerulonephritis

Hintergrund: Die komplexen Regulationsmechanismen des menschlichen Immunsystems
spielen eine wichtige Rolle in der medizinischen Forschung. Insbesondere besteht Interesse
an der Steuerung der verschiedenen Zellpopulationen des Immunsystem, um auf diesem
Weg Krankheitsverldufe positiv zu beeinflussen. Fiir das Glukagon-like-Peptide-1 (GLP-1)
Analogon Liraglutid konnte gezeigt werden, dass es iiber ein antiinflammatorisches
Potential verfligt. In dieser Arbeit wurde die Wirkung von Liraglutid auf Immunzellen,
insbesondere auf regulatorische T-Zellen (Tregs), anhand des murinen Modells der nephro-
toxischen Serumnephritis (NTS) genauer untersucht.

Methoden: Die acht bis zwolf Wochen alten, ménnlichen C57BL/6 Méause wurden gegen
Kaninchen-IgG immunisiert und bekamen anschlieend das nephrotoxische Serum inji-
ziert. Die Behandlung mit 200 pg/kg Korpergewicht Liraglutid oder reiner Trégersubstanz
begann am Tag der Immunisierung und wurde téglich fortgesetzt. Die Auswertung erfolgte
7 bzw. 14 Tage nach Krankheitsbeginn.

Ergebnisse: Durch die Behandlung der NTS mit Liraglutid konnte eine Reduktion der
Albumin-Kreatinin-Rate nach 7 (p=0,0033) und nach 14 (p=0,0001) Tagen erreicht
werden. Zudem verringerte sich der PAS-Score nach 7 (p=0,042) und 14 (p=0,006) Tagen.
Das Ausmall der renalen Invasion durch neutrophile Granulozyten nach 14 Tagen
(p=0,030), CD68" Makrophagen nach 14 Tagen (p=0,00003), CD4" T-Zellen nach 14
Tagen (p=0,011) sowie CD8" T-Zellen nach 7 (p=0,026) und 14 (p=0,002) Tagen konnte
signifikant gesenkt werden. Ein Effekt auf die B-Zell-Komponente konnte dabei nicht
erfasst werden. Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung der inguinalen Lymph-
knoten lag eine signifikant verminderte Anzahl an CD4" Zellen (p=0,013), CD4'CD69"
Zellen (p=0,004), CD8" Zellen (p=0,014) und CD8CD69" Zellen (p=0,007) am Tag 14
vor. In Bezug auf die Genexpression von Signalmolekiilen wurde in der Niere eine
signifikant verminderte Expression von IL-6 (p=0,00004), IL-10 (p=0,0043), IFN-y
(p=0,0152), t-bet (p=0,0208), TNF-a (p=0,0006) und FoxP3 (p=0,000003) am Tag 14 fest-
gestellt. AuBBerdem zeigte sich, in den mit Liraglutid behandelten Tieren, eine signifikant
verminderte Expression von CCL4/MIP-1fB (p = 0,0029), CCL5/RANTES (p = 0,00002),
CCR2 (p =0,000006) und CCRS (p = 0,0004) in der Niere nach 14 Tagen.

Fazit: Die Ergebnisse im NTS-Modell unterstiitzen die Hypothese, dass Liraglutid in vivo
iiber ein ausgeprigtes antiinflammatorisches Potential verfiigt. Weitere Anstrengungen sind
notwendig um den zugrunde liegenden Mechanismus aufzudecken.
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Abstract

Evaluation of anti-inflammatory effects of Liraglutide
in experimental glomerulonephritis

Background: The complex regulation mechanisms of the human immune system take an
important part in medical science. There is a special interest in the regulation of different
kinds of immune cell populations, in order to positively influence the course of various
diseases. In case of the glucagon-like peptide-1 (GLP-1) receptor agonist Liraglutide an
antiinflammatory potential has been shown. This study investigated the effect of Lira-
glutide on immune cells, especially on regulatory T cells (Tregs), in a murine model of
nephrotoxic serum nephritis (NTS).

Methods: Nephrotoxic serum was injected into eight to twelve weeks old, male C57BL/6J
mice, following an immunization against rabbit IgG. On the day of immunization treatment
was started with 200pug/kg BW Liraglutide or vehicle on a daily basis. The evaluation has
been carried out 7 or 14 days after disease onset.

Results: A reduction of urinary creatinine albumin ratio after 7 (p=0,0033) and 14
(p=0,0001) days was achieved by treatment with Liraglutide. Additionally the glomerular
PAS-Score decreased after 7 (p=0,042) and 14 (p=0,006) days. The extent of renal invasion
was reduced significantly in case of neutrophils after 14 days (p=0,030), CD68" macro-
phages after 14 days (p=0,00003), CD4" T cells after 14 days (p=0,011) and CD8" T cells
after 7 (p=0,026) and 14 (p=0,002) days. No effect on the B cell response could be shown.
Flow cytometry analysis of the inguinal lymphnodes revealed a significantly reduced
number of CD4" cells (p=0,013), CD4"'CD69" cells (p=0,004), CD8" cells (p=0,014) and
CD8'CD69" cells (p=0,007) after 14 days. Concerning the genexpression, a decreased
expression of IL-6 (p=0,00004), IL-10 (p=0,0043), IFN-y (p=0,0152), t-bet (p=0,0208),
TNF-a (p=0,0006) and FoxP3 (p=0,000003) has been observed in the kidneys of animals
treated with an active agent over a period of 14 days. Furthermore the Liraglutide treated
animals showed a significantly reduced expression of CCL4/MIP-1B (p = 0,0029),
CCLS5/RANTES (p = 0,00002), CCR2 (p = 0,000006) and CCRS5 (p = 0,0004) in the
kidney after 14 days.

Conclusion: Our results support the notion of an in vivo anti-inflammatory potential for
Liraglutide in the murine model of NTS. Additional efforts are necessary to reveal the
mode of action.
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Glossar und Abkurzungen

AAV = ANCA-assoziierte Vaskulitis

AEC = 3-Amino-9-Ethylcarbazol

AKR = Albumin-Kreatinin-Ratio

ANA = antinukledre Antikorper

ANCA = Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikorper

ANV = akutes Nierenversagen

APC = antigen-presenting cell, antigenprisentierende Zelle; Allophyco-

cyanin

ATP = Adenosintriphosphat

BSA = bovine serum albumin, Rinder-Serum-Albumin

BVAS = Birmingham Vasculitis Activity Score

CA = Kalifornien, California

cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat

c-ANCA = cytoplasmatische Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikorper

CD = cluster of differentiation

CSS = Churg-Strauss Syndrom

CTLA = cytotoxic T-lymphocyte antigen 4, zytotoxisches T-Lymphozyten
Antigen

DAH = diffuse alveoldre Hamorrhagie

DAMPs = danger-associated molekular patterns

DEI = disease extent index

DMF = (N,N-)Dimethylformamid

DMSO = Dimethylsulfoxid

(c)DNA/DNS = (complimentary) desoxyribonucleinacid; (komplementire) Des-
oxyribonukleinsdure

DPP = Dipeptidylpeptidase

DTH = delayed-type hypersensitivity

DTT = Dithiothreitol

DZ/DC = dendritische Zelle(n) / dendritic cell

EAE = experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis

EDTA = Ethylendiamintetraacetat, Ethylendiamintetraessigsidure

ELISA = Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ESRD = end-stage renal disease

FACS = fluorescence activated cell sorting

FCS = fetal calf serum, fetales Kélberserum
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FDZ = follikuldre dendritische Zelle(n)

FFS = Five-Factor Score

FITC = Fluoresceinisothiocyanat

Fox = Forkhead-Box-Protein

GBM = glomeruldre Basalmembran

(e)GFR = (estimated/berechnete) glomerulére Filtrationsrate

GIP = Glukoseabhingige insulinotrope Peptid, glucose-dependent
insulinotropic polypeptide

GITR = Glukokortikoid-induziertes TNF-Rezeptor Protein, glucocorti-

coid-induced TNF-receptor family-related protein

GN = Glomerulonephritis

GQS = glomerulédre Querschnitte

GvHD = Graft-versus-Host-Disease

HCV = Hepatitis C Virus

HLA = humanes Leukozytenantigen, human leukocyte antigen

HPF = high-power field

HPRT = Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase

HRP = horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase

IDO = Indolamin-2,3-Dioxygenase

IFN = Interferon

Ig(-A,-G,-M) = Immunglobulin A/G/M

IL = Interleukin; Illinois

iINKT(-Zelle) = invariante natlirliche Killer T-Zelle

JAK = Januskinase

KO = Knock-out

LAG = Lymphozytenaktivierungsgen, lymphocyte activation gene

LFA = leukozytenfunktionsassoziiertes Molekiil

LPS = Lipopolysaccharide

MAC-1 = macrophage antigen alpha polypeptide

MCGN = Minimal-Change-Glomerulonephritis

MHC = major histocompatibility complex

MI = Michigan

MPA = mikroskopische Polyangiitis

MPO = Myeloperoxidase

NCI = noncollagenous domain, nicht-kollagenése Domine

NETs = neutrophile extrazelluldre Fallen, neutrophil extracellular traps

Neutrophile

= neutrophile Granulozyten
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NK-Zelle = natiirliche Killerzelle

NLR = Nod-like receptor, Nod-dhnlicher Rezeptor

(d)NTPs = (Desoxyribo-)Nukleosidtriphosphate

NTS = Nephrotoxische Serumnephritis

OD = optische Dichte/Absorption, optical density

PA = Pennsylvania

PAMPs = pathogen-associated molecular patterns

PAN = Polyarteriitis nodosa

p-ANCA = perinukledre Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikdrper
PBS = phosphatgepufferte Salzlosung

PCR = polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
PE = Phycoerythrin

PNS = peripheres Nervensystem

PR3 = Proteinase 3

PRR = pattern recognition receptor, Mustererkennungsrezeptor
PUVA = Psoralen plus UV-A

(m)RNA = (messenger) ribonucleic acid, Ribonukleinsdure

ROS = reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies
RPGN = rasch progressive GN, rapid progressive GN (crescentic GN)
RPM = rounds per minute, Umdrehungen pro Minute

SEM = standard error of the mean

SLE = systemischer Lupus erythematodes

STAT = Signal Transducers and Activators of Transcription
T1D = Typ-1 Diabetes mellitus

Taq = Thermus aquaticus

TH-Zelle = T-Helferzelle

TLR = Toll-like receptor, Toll-dhnlicher Rezeptor

T™MB = Tetramethylbenzidin

TNF = Tumor-Nekrose-Faktor

Tregs = CD4'CD25FoxP3" regulatorische T-Zellen

X = Texas

TZR =T-Zell-Rezeptor

WA = Washington

WG = Wegener's Granulomatose

ZMF = Zentrum flir medizinische Grundlagenforschung

ZNS = zentrales Nervensystem
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1 Einleitung

Im vergangenen Jahrzehnt konnte wiederholt gezeigt werden, dass CD4'CD25'FoxP3"
regulatorische T-Zellen (Tregs) iiber ein hohes antiinflammatorisches Potential verfiigen
(vgl. Kap. 1.2.2.5). Daher ist diese Zellpopulation, insbesondere in Bezug auf Autoimmun-
krankheiten, in den Fokus der immunologischen Forschung geriickt und unter anderem fiir
die Pathogenese der Glomerulonephritis (GN) von gro3er Bedeutung (1). Die Tregs haben
das Potenzial, den Organismus vor dieser und weiteren Autoimmunerkrankungen zu
schiitzen (vgl. Kap. 1.2.2.5). In Anbetracht der Tatsache, dass die derzeitigen Therapie-
optionen der GN ein hohes Nebenwirkungsprofil aufweisen (vgl. Kap. 1.1.5), sollte es also
von besonderem medizinischem Interesse sein, diese Zellpopulation zu fordern, um
eventuell aggressivere Medikamente einzusparen oder sogar zu ersetzen (2).

Nach neueren Untersuchungen stellt das Antidiabetikum Liraglutid eine mdgliche
Therapieoption zur Férderung von Tregs dar. Dabei handelt es sich um ein Glukagon-like-
Peptide-1 (GLP-1) Analogon, das neben seiner blutzuckersenkenden Wirkung auch iiber
einen parakrinen, antiinflammatorischen Wirkmechanismus verfiigen soll (vgl. Kap. 1.3).
Daher steigt das klinische Interesse GLP-1 und die GLP-1 Analoga eventuell auch bei
PatientInnen mit Autoimmunerkrankungen einsetzen zu konnen.

Anhand des murinen Modells der nephrotoxischen Serumnephritis (NTS; vgl. Kap. 2.1)
soll die protektive Wirkung von Liraglutid und die genauen Wirkmechanismen auf die
verschiedenen Immunzellpopulationen in vivo genauer untersucht werden. Auch wenn es
sich dabei um ein Tiermodell handelt und deshalb nicht hundertprozentig auf den
Menschen iibertragbar ist, so zeigt die wissenschaftliche Erfahrung, dass sich auf diese
Weise die ablaufenden Krankheitsmechanismen besser nachvollziehen lassen.

Das NTS-Modell 16st die typischen histopathologischen Liasionen einer fokal nekro-
tisierenden GN mit primérer Halbmondbildung aus und entspricht daher am ehesten einer
rapid-progressiven Glomerulonephritis (RPGN) beim Menschen (vgl. Kap. 1.1.2). Daher

soll dieses klinische Syndrom im folgenden Abschnitt ndher erldutert werden.

1.1 Rasch progressive Glomerulonephritis (RPGN)
1.1.1 Definition:

Bei einer Gruppe entziindlicher Erkrankungen der Nierenkorperchen kommt es innerhalb
von wenigen Tagen bis Wochen zum Anstieg der Retentionsparameter mit Odembildung

und Proteinurie (3). Teilweise kommt es auch zu einem nephritischen Syndrom mit der

1
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klassischen Trias aus Himaturie, Hypertonus und Odemen (4). Auch wenn die RPGN mit
einer Inzidenz von weniger als 1/100.000/Jahr (5) sehr selten ist, miissen die betroffenen
Patientlnnen dringend eine angemessene Diagnostik und Therapie erhalten. Ansonsten
droht die Entwicklung einer terminalen Niereninsuffizienz (6).

Die in der Einleitung beschriebenen, histopathologischen Verdnderungen an den Glomeruli
bilden sich als unspezifische Reaktion auf lokale Entziindungsreize und sind auch sekundér
bei bereits bestehenden Glomerulonephritiden lichtmikroskopisch zu finden. Sie sollten als
morphologisches Zeichen fiir eine schwere glomeruldre Schidigung gedeutet werden und
sind kein Hinweis fiir eine bestimmte Atiologie. Daher miissen zur weiteren
Difterenzierung vor allem serologische und immunhistologische Verfahren zur Anwendung

kommen (3,4,7).

1.1.2 Klassifikation, Atiologie und Pathogenese:
Die Einteilung der RPGN erfolgt klassisch in drei Gruppen nach Couser (3). Als wichtig-

stes Unterscheidungskriterium gelten dabei die verschieden angeordneten (linear,
granuldr), zusammengesetzten (IgG, IgM, IgA) und lokalisierten (kapilldr, mesangial)

Ablagerungen von Immunglobulinen und Komplementfaktoren innerhalb der Glomeruli

4.

1.1.2.1 Typ | (Anti-GBM-Nephritis):
Nur etwas 5-10% der erkrankten PatientInnen leiden unter dieser Form der RPGN (3,7).

Sie st gekennzeichnet durch eine lineare IgG-Ablagerung entlang der glomeruldren Basal-
membran (GBM; vgl. S. 7 Abb. 3a), die gewohnlich mit C3-Komplement vergesellschaftet
ist (8). Bei gemeinsamem Auftreten mit pulmonaler Hdmorrhagie wird heute korrekter-
weise von einem Goodpasture-Syndrom gesprochen (9). Auch wenn bei dem 1919 von
Ernest W. Goodpasture beschriebene Fall eines pulmorenalen Syndroms (10) vermutlich
eher eine systemischen Vaskulitis zu Grunde lag, da er auch Nekrosen der Milz beobachtet
hat (11,12). Das liegt daran, dass die Namensgebung des Goodpasture-Syndroms historisch
nach einer Studie von Stanton et al. iiber neun Ménner mit pulmorenalen Syndrom aus dem
Jahr 1958 erfolgte (13).

Genau wie bei den meisten anderen Autoimmunkrankheiten liegt vermutlich eine multi-
faktorielle Genese vor. Neben verschiedenen Umweltfaktoren, ist hier auch eine genetische
Disposition zu nennen. Die Anti-GBM-Nephritis wird mit der Vererbung von bestimmten
Genvarianten des Major Histocompatibility Complex (MHC) in Zusammenhang gebracht.
Insbesondere wird die Prisenz von HLA-DRB1*1501 mit dem Goodpasture-Syndrom
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assoziiert. Dagegen wirken HLA-DRB1*7 und DRB1*1 schiitzend vor dieser Erkrankung
(8,14,15).

Verantwortlich fiir den Beginn dieser Art der RPGN sind zirkulierende Autoantikdrper
(vgl. S. 5 Abb. 2C), die gegen die nicht-kollagene (NC1) Doméne des Typ IV Kollagens in

der Basalmembranen gerichtet sind (16). Schon 1967 konnten Lerner et al. in klassischen
Tierexperimenten zeigen, dass eine Ubertragung von menschlichen Anti-GBM-
Antikorpern auf Primaten zur Auslésung einer Anti-GBM-Nephritis fiihrt (4,8,17).
Voraussetzung fiir die Bindung der autoimmunen Antikorper ist ein freiliegendes Antigen.
Doch diese Moglichkeit ist fiir gewohnlich nur in der Niere durch die spezielle Fenestrie-
rung des Endothels gegeben (8). Allerdings sind neben der in 50-70% der Fille auftreten-
den Lungenbeteiligung auch noch Fille mit zusétzlicher Retinopathie bekannt, da die
gleiche Art der Basalmembran auch in Auge und Cochlea zu finden ist (4,9,11).

Schon seit langerer Zeit wird spekuliert, dass es durch verschiedene Noxen (broncho-
pulmonale Infekte, Rauchen, Kohlenwasserstoffe) zu Schadigungen an alveoldren Basal-
membranen kommt und dadurch Kollagenfibrillen freigelegt werden (vgl. S. 4 Abb. 1).
Diese konnten vom Immunsystem fdlschlicherweise als fremd erkannt und folglich die
Antikdrperproduktion gestartet werden (6,9). In einer 2010 von Pedchenko et al. verdffent-
lichten Studie wird eine Konformationsédnderung des a345NC1 Hexamer an den Kollagen-
fibrillen fiir die Auslosung des Goodpasture-Syndroms verantwortlich gemacht und die
Krankheit folglich als ,,conformopathy* bezeichnet (16). Im Gegensatz dazu wird durch
Antikorper gegen das mesangiale alala2NC1 Hexamer normalerweise keine Autoimmun-
reaktion ausgelost (14,18).

Scheinbar fiihrt eine Anderung in der Quartirstruktur, beispielsweise durch oxidativen
Stress (vgl. S. 4 Abb. 1) dazu, dass vor allem auf der a3NC1 und a5SNC1 Domine Epitope
fiir die Antikdrper zugénglich werden (14,16). Allerdings ist zur Zeit noch unklar, ob die
freigelegten Epitope lediglich fiir die Antikorper oder auch fiir antigenprédsentierende
Zellen (APC) erreichbar sind, die somit die Krankheit verursachen konnten (8,9).
Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang auch, dass die Anti-GBM-Nephritis mit
Lungenbeteiligung insgesamt und vor allem bei Rauchern deutlich hiufiger auftritt, ohne
einen Unterschied in den Antikérper-Titern (11,19). Zudem ist eine Lungenbeteiligung bei
Einwirkung von weiteren Noxen, wie Kokain und fliichtigen Kohlenwasserstoffen,
bekannt. Daher ldsst sich vermuten, dass diese und dhnliche Umweltfaktoren notwendig

sind, um eine Konformationséinderung herbeizufiihren (4,14).




Medizinische Universitit Humanmedizin
Graz 2012/13

Chromosome  Chain Chain

- (= VAV AV AV AV AV AV ™
N AVAVAVAVAYAYAY. ~ X ATAATATATATAT AR
x o ANV @VVVVWVVVY «

al a2 'f.._ , b’qnq.‘q.._v."‘,h;"\@‘ud11‘1}%1\!\1\1‘@11\!1({01”‘ Mesangium

e . ' = . n—— — Glomerular
Ioda - basement
- membrane
-
"‘ "\ Ouidant
‘G o |
e o Immune reaction T+B
* NC] hexamer
t-
o o
2’) Goodpasture epitope
7

e -

L o

Abbildung 1: Struktur des Typ 1V Kollagens und.".des a345NC1-Hexai1_1_er; Konform-
ationsinderung und Freilegung der Goodpasture-Epitope (evtl. durch oxidativen
Stress)

aus Chan AL, Louie S, Leslie KO, Juarez MM, Albertson TE. Cutting Edge Issues in
Goodpasture’s Disease. Clinical Reviews in Allergy & Immunology. 2011 Jan
5;41(2):151-62 und

und aus Hudson BG, Tryggvason K, Sundaramoorthy M, Neilson EG. Alport’s Syndrome,
Goodpasture’s Syndrome, and Type IV Collagen. New England Journal of Medicine. 2003
Juni 19;348(25):2543-56

Die gebildeten Antikdrper sind in der Regel vom Subtyp IgGl oder IgG3, die den
klassischen Aktivierungsweg des Komplementsystems einleiten, und seltener in Form von
IgA oder IgM vorliegend (9). Antikorper vom Subtyp IgG2 oder IgG 4 sind weniger patho-
gen und gelegentlich auch bei gesunden Personen zu finden (8). Das aktivierte Komple-
ment 10st an der glomeruldren Basalmembran eine inflammatorische Kaskade aus, die zu
einer Barrierestorung des glomeruldren Filterapparates fiithrt (20). Dadurch kann es bei
betroffenen Personen zu Proteinurie und/oder Himaturie kommen. An der Basalmembran
der Lunge entsteht in dhnlicher Weise eine diffuse alveoldre Hamorrhagie (DAH). In Folge
der ausgelosten Entziindungskaskade mit Beteiligung verschiedener Zytokine, kommt es
zu einer Einwanderung von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten (kurz:

Neutrophile) in die Bowman-Kapsel (20).
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Bei einer schweren Verlaufsform der Anti-GBM-Nephritis sind neben der Antikorper-
vermittelten Entziindungskaskade auch direkte Zell-Kontakte von besonderer Bedeutung.
Denn autoreaktive T-Zellen konnen an das gleiche Epitop andocken (9,21). Sie koénnen
dabei nicht nur die Reaktion verstirken, sondern auch der alleinige Ausloser der Inflam-
mation sein. So war in einem Rattenmodell von Wu et al. der Transfer von autoreaktiven T-

Zellen ausreichend, um eine Anti-GBM-Nephritis ohne das Vorhandensein von Autoanti-

korpern auszuldsen (20,22).

Diese autoreaktiven T-Zellen sollten| A Cireulatingimmune complex trapping
eigentlich durch negative Selektion im
Thymus aussortiert werden. Denn das
a3NCI-Antigen wird physiologisch im

Thymus prisentiert (9,23). Daher wird

diskutiert, ob autoreaktive T-Zellen durch
eine geringe Aviditdit zu den APCs im

Thymus in der Lage sind. der negativen B In situ immune deposit formation Exogenous antigens
2

. 40 © O
Selektion zu entkommen (24). }:} o w)fo %o &
Des Weiteren sind, im Gegensatz zu| 9o ° 9

r

vielen anderen Autoimmunerkrankungen, A "X~
Rezidive nach einer einmal iiberstandenen Y s '
Anti-GBM-Nephritis duflerst selten, so N

dass von einem monophasischen Verlauf
gesprochen werden kann. Denn die Auto-
antikdrper verschwinden auch bei unbe-
handelten Patientlnnen nach 3 Jahren und
auch die Haufigkeit von autoreaktiven T-
Zellen sinkt zunehmend im Verlauf

(2,24,25). Zudem ist bekannt, dass auto-

reaktive T-Zellen auch in gesunden

Abbildung 2: Mechanismen der glomeruliiren

Personen gefunden werden konnen (2).
Immunablagerung

Salama et al. vermuteten aus diesen Uber- ) ]
aus Couser WG. Basic and Translational

legungen heraus, dass es einen peripheren|Concepts of Immune-Mediated Glomerular
Diseases. Journal of the American Society of|
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die Toleranz gegeniiber dem Autoantigen
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(2). In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass der Transfer von in vitro ge-
ziichteten Tregs iiber immunsuppressive Effekte eine Verbesserung der GN herbeifiihren
kann (1).

In bis zu 20% der Félle von Anti-GBM-Nephritis sind perinukledre Anti-Neutrophile cyto-
plasmatische Antikdrper (p-ANCA) und Zeichen der Vaskulitis nachweisbar. Deshalb
spielen in der Pathogenese der verschiedenen RPGN Typen vermutlich dhnliche Faktoren
eine Rolle (7-9). Eventuell fiihrt die endotheliale Schidigung durch ANCA (vgl. Kap.
1.1.2.3) zu einer Freilegung der Basalmembran. Dadurch konnten autoreaktive Immun-
zellen an die darauf befindlichen Antigene gelangen und eine Autoimmunreaktion auslésen
(26).

Einen weiteren interessanten Aspekt der Pathogenese liefert der Vergleich mit dem Alport-
Syndrom. Das Alport-Syndrom ist eine seltene, meist X-chromosomal-dominant vererbte
Erkrankung, die vor allem Glomeruli, Retina, Augenlinse und Innenohr betrifft (6). Die
Ursache dieser Erkrankung ist eine Storung der Typ IV Kollagen-Synthese. In der Regel
liegt ein posttranslationaler Defekt im a345NC1 Hexamer vor, der entweder zu einer
inkorrekten Faltung oder zur Bildung von Monomeren fiihrt (14). Aufgrund der
mangelnden Exprimierung der Epitope, kann ein Anti-GBM-Antikorper nicht binden und
somit bei Personen mit Alport-Syndrom auch keine Anti-GBM-Nephritis entstehen.
Allerdings kann es nach der Transplantation einer Niere von einem gesunden Spender in
eine Person mit Alport-Syndrom zu einer Anti-GBM-Nephritis kommen (4,27). Ebenso
kann es bei einer Nierentransplantation wihrend der akuten Phase einer Anti-GBM-

Nephritis zu einem Rezidiv in der gespendeten Niere kommen (9).

1.1.2.2 Typ Il Immunkomplexnephritiden):
Die Immunkomplexnephritis ist mit 44% der zweithdufigste Typ einer RPGN und wird

definiert durch granuldre glomeruldre Immunablagerungen (vgl. S. 7 Abb. 3b). Diese
konnen sich sowohl mesangial als auch kapillar verteilen (3,4). Allerdings kommt es in
dieser dtiologisch sehr heterogenen Gruppe nur selten zu halbmondférmigen Pro-
liferationen. Diese treten in der Regel erst sekundir auf und werden dann als schwere
Verlaufsform der Erkrankung eingestuft (3,4). Der prozentuale Anteil an Glomeruli mit
Proliferationen korreliert direkt mit der Prognose. Zudem ist die Prognose stark von der
eigentlichen Ursache der Erkrankung abhingig (7).

Eine Vielzahl von Ursachen kommen hierbei in Frage. Haufig sind jedoch Erkrankungen
mit einer immunkomplexbedingten Pathogenese. Dazu gehdren vor allem der systemische

Lupus erythematodes (SLE) und die essenziellen Kryoglobulindmien (vgl. S. 5 Abb. 2A).

6



Medizinische Universitit Humanmedizin
Graz 2012/13

AuBerdem kann eine Immunkomplexnephritis infolge einer systemischen Infektion,
beispielsweise durch Streptokokken, auftreten (vgl. S. 5 Abb. 2B). Eine weitere Ursache
stellen chronische Glomerulonephritiden dar. Dazu zdhlen die IgA-Nephropathie, die
membranoproliferative GN und die membrandse GN (vgl. S. 5 Abb. 2B). Eher selten sind
Medikamente (z.B. Penicillin) die Ursache fiir eine Immunkomplexnephritis. Ebenfalls

selten spielen Malignome, wie beispielsweise Lymphome, als Ursache eine Rolle (3,4).

1.1.2.3 Typ lll (ANCA-assoziierte GN):
Dieser Typ tritt in 51% der Fille auf und ist damit die hdufigste Form der RPGN (3,4). Es

sind jedoch auch langsamere Krankheitsverldufe moglich. Charakteristisch fiir diese Form
ist das Fehlen von bzw. ein Mangel an Immunablagerungen (Immunglobuline, Komple-
ment) in der Immunhistologie und Elektronenmikroskopie (vgl. S. 7 Abb. 3c). Das dabei
entstehende Pauci-immun Muster wurde erstmals von Jennette et al. beschrieben (28). Die
Lichtmikroskopie zeigt eine fokal nekrotisierende und halbmondbildende GN, die zu
groflen Liicken in der Kapillarwand fiihrt (8). Unter dem Elektronenmikroskop finden sich
subendotheliale Odeme, Mikrothrombosen und degranulierte Neutrophile (29).

+

" Toal ] n,. e J
Abbildung 3: Ablagerungsmuster von C3-Komplement

a. Typ I: lineare Ablagerung entlang der GBM b. Typ II: granulire, diffuse Verteilung der
Immunkomplexe bei membrandser Lupusnephritis c¢. Typ IIl: Pauci-Immunitdt bei ANCA-
assoziierter GN (Immunfluoreszenz mit Anti-C3,;400:1)

aus Birck R, van der Woude FJ. Rasch progrediente Glomerulonephritiden. Der Internist.
2002 Sep 1;44(9):1107-19.

Uberwiegend sind zirkulierende Autoantikdrper gegen Zielantigene in Neutrophilen und
Monozyten nachweisbar (4). Diese werden als Anti-Neutrophile cytoplasmatische Anti-
korper (ANCA) bezeichnet und kommen bei systemischer Vaskulitis vor. Im Zusammen-
hang mit der ANCA-assoziierten GN spielt vor allem die systemische Vaskulitis der
kleinen Gefdfle eine Rolle. Dazu gehdren die mikroskopische Polyangiitis (MPA),
Wegener’s Granulomatose (WG) und das Churg—Strauss Syndrom (CSS) (8,30,31). Uber
80% der Patientlnnen mit WG und 70% der Patientlnnen mit MPA verfiigen im Genera-
lisationsstadium {iiber eine Nierenbeteiligung (6). Es gibt insgesamt drei verschiedene

7
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ANCA-Typen, wobei vor allem die perinukledren ANCA (p-ANCA) mit dem Haupt-
antigen Myeloperoxidase (MPO) und die cytoplasmatischen ANCA (c-ANCA) mit dem

Hauptantigen Proteinase 3 (PR3) zu erwihnen sind (4,30). Entsprechend dieser Zuordnung
wird teilweise auch einfach von MPO-ANCA und PR3-ANCA gesprochen (32). Zu der
dritten ANCA-Form, die sogenannten a-ANCA, gehoren alle Zielantigene mit atypischer
Anfarbung (33). Auffillig ist eine gewisse Abhdngigkeit der ANCA-Formen von den
unterschiedlichen Arten der ANCA-assoziierten Vaskulitis (AAV; vgl. S. 8 Tab. 1). Zudem
sind bis zu 20% der PatientInnen mit einer systemischen Vaskulitis der kleinen Gefdf3e

ANCA-negativ (33).

ANCA-assoziierte Vaskulitis PR3-ANCA (in %) | MPO-ANCA (in %)
Wegener's Granulomatose 70-80 10
Mikroskopische Polyangiitis 30 60
Idiopathische halbmondférmige GN 30 64
Churg-Strauss Syndrom <5 40

Tabelle 1: Hiiufigkeit des Nachweises von PR3- und MPO-ANCA bei systemischer
Vaskulitis der kleinen Gefiifie (33)

Noch immer herrscht Unklarheit iiber die genauen Ursachen und den Einfluss der ANCA

auf die Krankheitsentstehung. Eine Vielzahl von Umweltfaktoren kombiniert mit

genetischen Faktoren stehen unter Verdacht eine

AAV auszulosen oder geeignete Rahmen- o /_: . :L&;g, ~'=II I|"w|
bedingungen zu schaffen, um eine ANCA- o . 'f ; / '::_L,._;e II | II
Produktion zu stimulieren. Zu den Umwelt- "‘j"'j\} f;‘:-"i'f{"'r' canl | | |
faktoren gehoren vor allem bakterielle und :} A N : | | ,I
virale Infektionen, Quarzstaub und Medi- 1 ;:f_.‘:-J-.'-*"%_.:’F\‘E-‘f‘vﬁ;

kamente (vgl. S. 11 Abb. 5). Zudem gibt es epi- ( - n\ N | I. I
demiologische Studien, die eine geographische “\\‘( s A I{
Abhingigkeit und eine saisonale Haufung unter- \“'\_ e /{}‘

mauern (34). { /

Abbildung 4: Geographische Ver-
Die Inzidenz der Gesamtheit aller ANCA- teilung der ANCA-assoziierten Vasku-

assoziierten Vaskulitiden ist von Nordeuropa bis /#is in Europa und im Nahen Osten

aus de Lind van Wijngaarden RA,

others. ANCA-associated glomerulo-
liegt zwischen 10-20/Millionen Einwohner/Jahr nephritis:  insights  into  etiology,

in den Nahen Osten ungefidhr gleich verteilt und

\pathogenesis, and prognosis. 2009
[zitiert 2012 Nov 17]; Available on:
74. Lebensjahr (34,35). Fiir die Inzidenz der WG |https://openaccess.leidenuniv.nl/handle/
1887/13612

mit einer Altershdufung zwischen dem 65. und

lasst sich ein Nord-Sid-Gefille nachweisen.
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Umgekehrt verhilt es sich mit der MPA, deren Inzidenz Richtung Siiden ansteigt (vgl. S. 8
Abb. 4). Dies fiihrt zu der Vermutung, dass auch eine unterschiedliche Verteilung der
krankheitsverursachenden Umweltfaktoren vorliegen muss, wodurch diese eventuell
leichter zu identifizieren sind (34,36).

Die saisonale Héufung wird mit der Anwendung von Influenzaimpfungen in Zusam-
menhang gebracht. Moglicherweise sind aber auch die Influenzainfektionen selbst ein
Ausloser (34). AuBBerdem gibt es Studien aus Skandinavien, die einen 3- bis 5-Jahres-
rhythmus bei der Inzidenz von AAV beobachtet haben (37,38).

Der Erkrankung an einer WG geht héufig eine bakterielle Infektion voraus (39). Zu den
verddchtigten Erregern zdhlt in erster Linie Staphylokokkus aureus, aber auch
Pseudomonas aeruginosa und Haemophilus influenzae. Letztere werden eher mit der
Bildung von MPO-ANCA in Verbindung gebracht (34). Dagegen fiihrt eine chronische
Besiedlung der Nasenschleimhaut durch Staph. aureus, genau wie eine subaktue bakterielle
Endokarditis durch Staph. aureus, hiufiger zur Bildung von PR3-ANCA und gilt daher als
Risikofaktor fiir eine WG (34,40). Zudem kommt es durch die nasale Besiedlung haufiger
zu Rezidiven (41). Vermutlich fiihrt die Besiedlung durch die Bakterien zu einer generellen
Uberaktivierung des Immunsystem, was die Entwicklung einer Autoimmunitit begiinstigt.
Des Weiteren konnte es liber molekulares Mimikry zur Bildung von PR3-ANCA und damit
zum Ausbruch der Erkrankung kommen (34,42). Unter molekularem Mimikry wird das
Vorkommen von Antigenen auf Mikroorganismen verstanden, die in ihrer Struktur mensch-
lichen Oberflachenmolekiilen sehr dhnlichen sind. Da unsere Immunzellen darauf trainiert
werden keine Reaktion auf Selbstantigene auszuldsen, konnen sich die Mikroorganismen
einer Immunantwort, die iiber diese Antigene vermittelt wird, entziehen. Allerdings kann
eine Aktivierung von autoreaktiven T- und B-Zellen durch Kontakt mit Erregerantigenen
zu Produktion von kreuzreaktiven Antikdrpern fiihren, die sowohl gegen die Erregeranti-
gene als auch gegen strukturell dhnliche Selbstantigenen gerichtet sind (43).

Neben den bakteriellen Erregern, scheint vor allem eine langdauernde Exposition gegen-
iiber Quarzstduben ein wichtiger &dtiologischer Faktor zu sein. Dabei ist vor allem die
berufliche Exposition gegeniiber mineralischen Quarzen (Bergbau, Bohrarbeiten, Bau-
gewerbe) und auch gegeniiber biologischen Quarzformen in Gras, Holz und Baumwolle
(Landwirtschaft, Sagewerke, Textilindustrie) ein wichtiger Risikofaktor. Es treten vermehrt
MPO-ANCA auf (34,44,45). Dementsprechend ldsst sich vor allem eine Verbindung
zwischen Quarzstaub-Exposition und der MPA herstellen (vgl. S. 8 Tab. 1). Die erhohte In-
zidenz der MPA in Siideuropa und im Nahen Osten (vgl. S. 8 Abb. 4) lésst sich eventuell
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durch das trockene Klima in diesen Regionen erkldren. Es wire naheliegend, dass der
Quarzstaub in trockenem Klima leichter aufgewirbelt werden kann und dadurch hiufiger
iiber die Atemwege aufgenommen wird (34). Denn vermutlich wird iiber die Lunge ein
Kontakt zwischen Quarzkristallen und alveoldren Makrophagen hergestellt. Infolgedessen
kann es dann unter Anderem zu einer Freisetzung von PR3 und MPO kommen (46).

Virale Infektionen spielen nur eine untergeordnete Rolle. Hier ist vor allem das Parvovirus
B19 zu nennen, dessen akute Infektion in einigen Fillen mit einer WG einherging. In
diesen Fillen verschwanden die ANCA in der Regel zeitgleich mit der viralen Infektion.
Allerdings wurden auch serologische Studien durchgefiihrt, die keinen Zusammenhang
zwischen Parvovirus B19 und AAV herstellen konnten (34,47).

Auch Medikamente scheinen nur in seltenen Féllen als Trigger in Frage zu kommen. Bei-
spielsweise ist flir das Thyreostatikum Proplythiouracil bekannt, dass nach der Einnahme
ein Anstieg der ANCA auftreten kann. Die ANCA-Titer sinken wieder, sobald das Medika-
ment abgesetzt wird oder verschwinden komplett: Der genaue Mechanismus dahinter ist
unklar (34).

Es gibt verschiedene Genvarianten, die die Entwicklung einer ANCA-Produktion begiin-
stigen konnen und betroffene Personen somit fiir eine AAV pridisponieren. Beispielsweise
kann eine Mutation in der Promoter-Region des PR3- oder MPO-Gens zu einer Uber-
expression des jeweiligen Produktes fiihren (48,49). Oder es kann die Expression von PR3
an der Zelloberfldche unterschiedlich verteilt sein. So gibt es einige Genvarianten, durch
die auf der Zelloberfliche von Neutrophilen iiberhaupt kein PR3 exprimiert wird und
andere flihren zu einer hohen Expression (50). Aus der Vielzahl an moéglichen Gen-
varianten ergibt sich eine breite Palette an Phanotypen. Vermutlich verfiigen die meisten
Menschen {iiber eine stabile Auspragung mit einer ausgeglichenen Anzahl an Neutrophilen,
die an ihrer Zelloberfliche PR3 exprimieren und solche die PR3 nicht-exprimieren. Je
grofer jedoch der Anteil an Neutrophilen ist, die PR3 auf der Zelloberfliche exprimieren,
desto hoher ist eventuell auch das Risiko an einer AAV zu erkranken (33,50). Weitere
Genvarianten, die mit einem erhohten Risiko fiir eine AAV einhergehen, betreffen al-
Antitrypsin (AAT), den wichtigsten Inhibitor von PR3, das HLA-System und den Fc-
Rezeptor (34).

Wodurch es letztendlich zur Produktion von ANCA kommt und warum nicht jede
Vaskulitis zwingend mit einem Nachweis von ANCA einhergehen muss, bleibt noch immer
unvollstindig aufgekldrt. Dennoch gibt es bereits einige gute Hypothesen, die eine Idee

von den ablaufenden Pathomechanismen liefern. Unter den inflammatorischen Zellen
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basiert auf de Lind van Wijngaarden RA, others. ANCA-associated glomerulonephritis:
insights into etiology, pathogenesis, and prognosis. 2009 [zitiert 2012 Nov 17]; Available
on: https://openaccess.leidenuniv.nl/handle/1887/13612

und auf Kallenberg CG, Heeringa P, Stegeman CA. Mechanisms of Disease: pathogenesis
and treatment of ANCA-associated vasculitides. Nature Clinical Practice Rheumatology.
2006 Dez;2(12):661-70.

und auf Halbwachs L, Lesavre P. Endothelium-Neutrophil Interactions in ANCA-Asso-
ciated Diseases. Journal of the American Society of Nephrology. 2012 Aug 31;
23(9):1449-061.
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spielen dabei vor allem neutrophile Granulozyten eine grof3e Rolle. Diese sind allerdings in
der Lage weitere Immunzellen, vor allem T-Zellen und Makrophagen, zu rekrutieren, die
eine chronische Autoimmunitit aufrechterhalten konnen (26).

Wegweisend war eine Studie von Falk et al. aus dem Jahr 1990 (51). Durch diese Studie
wurde die Erkenntnis erlangt, dass der serologische Nachweis von ANCA nicht nur von
klinischer, sondern auch von pathogenetischer Relevanz ist. Denn sie konnten vorstimu-
lierte Neutrophile in vitro erfolgreich mithilfe von ANCA zur Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und zur Degranulation stimulieren. Zur Vorstimulation von
Neutrophilen, auch ,,Priming* genannt, wurden proinflammatorischen Zytokine (z.B. TNF-
o , IFN-y, IL-1B) verwendet.

Uber 10 Jahre spiter lieferten Xiao et al. den Beweis, dass ANCA auch in vivo eine patho-
gene Wirkung entfalten konnen (52). Dazu wurden MPO-knockout Mause mit MPO
immunisiert und anschliefend Zellen aus der Milz dieser Méuse auf Miuse mit einem
Mangel an Rekombinase-aktivierendes Gen-2 (Rag2; recombinase-activating gene-2) iiber-
tragen. Die Rag2”~ Miuse entwickelten Anti-MPO-Antikdper innerhalb von drei Tagen und
in weiterer Folge eine nekrotisierende GN mit Halbmondbildung.

Seit einiger Zeit wird vermutet, dass vor allem Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) zu einer
Fusion von MPO- und PR3-haltigen Vesikeln mit der Zellmembran fiihrt, so dass diese
Zielantigene an die Zelloberfliche gelangen und ANCA mit ihrer Fab-Region andocken
konnen (53). In vivo konnen Infektionen und andere Umwelteinfliisse einen Anstieg von
TNF-a bewirken. Daher lisst sich auf diesem Weg eine Verbindung zwischen Atiologie
und Pathogenese vermuten (4).

Die vorstimulierten Neutrophilen verfiigen iiber eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber
weiteren proinflammatorischen Signalen. Allerdings gibt es im Blutplasma auch Sub-
stanzen, die eine weitere Aktivierung der Neutrophilen hemmen. Dazu gehéren Albumin,
Antioxidantien und AAT (26). Wie bereits zuvor erwédhnt, handelt es sich bei AAT um den
wichtigsten Inhibitor von PR3. Uber diesen Mechanismus besteht bei einem Mangel an
AAT ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung einer AAV. Neben den Zytokinen kann auch
C5b-Komplement, das iiber den klassischen Aktivierungsweg von Neutrophilen erzeugt
wird, ein proinflammatorisches Signal liefern. So féordern TNF-a und C5b-Komplement die
Ausbildung von Zell-Zell-Interaktionen zwischen Neutrophilen mithilfe von oM[p2-
Integrin (MAC-1; macrophage antigen alpha polypeptide). Dieses transmembrandse Ad-
hisionsmolekiil wird durch eine Konformationsdnderung aktiviert und kann darauf einen

hochaffinen Kontakt iiber das interzellulire Adhédsionsmolekiil 3 (ICAM-3) herstellen
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(54,55). Auch der Kontakt mit IL-8, das durch Makrophagen sezerniert wird, kann diese

Konformationsdnderung bewirken (26). Gemeinsam mit der Stimulation durch TNF-a
konnten diese Zell-Zell-Interaktionen die inhibitorischen Effekte der Plasmaproteine
aufheben und in weiterer Folge eine Bindung zwischen den zirkulierenden ANCA und
ihren Zielantigenen ermdglichen (8,26).

Durch den Komplex aus ANCA und Zielantigen kann es zu einer zusétzlichen Stimulation
der Neutrophilen iiber den Fc gamma Rezeptor (FcyR) kommen (56,57). Dabei kann sich
der aktivierte FcyR entweder auf einem zweiten Neutrophilen befinden oder auch in
direkter Nachbarschaft des Zielantigens (53). Eine weitere Mdoglichkeit ist, dass die
ANCA-Zielantigene vermehrt auf apoptotischen Neutrophilen exprimiert werden, ANCA
dort binden und mit ihrer Fc-Region andere, vorstimulierte Neutophile aktivieren (53).
Neben Neutrophilen koénnen Endothelzellen, insbesondere auch glomeruldre Endothel-
zellen, PR3 und MPO auf ihrer Zelloberfldche exprimieren. Eine Stimulation dieser Endo-
thelzellen durch ANCA und proinflammatorische Zytokine kann zu einer Hochregulierung
von Adhidsionsmolekiilen, wie ICAM-1, L-Selektin und E-Selektin fiihren (8,58,59).
Normalerweise exprimieren Endothelzellen die Adhdsionsmolekiile als Antwort auf einen
lokalen Entziindungsreiz durch eingedrungene Erreger. Die Expression der Adhésions-
molekiile hat den Sinn einen Abrollmechanismus der im Blut zirkulierenden Neutrophilen
einzuleiten (Leukozytenrollen) und zu stabilisieren (43). Die Stabilisierung erfolgt in
aktivierten Neutrophilen durch eine Konformationsdnderung des LFA-1-Integrins (leuko-
zytenfunktionsassoziiertes Molekiil), wodurch eine hochaffine Bindung an das endotheliale
ICAM-1 erméglicht wird. Nachdem eine feste Bindung an das Epithel entstanden ist
(stabile Adhdsion; Leukozytensticking), flachen die Neutrophilen ab. So vermeiden sie,
durch die mechanischen Krifte des Blutstroms wieder mitgerissen zu werden. In weiterer
Folge durchwandern die Neutrophilen das Endothel (Diapedese, Transmigration) und
arbeiten sich, entlang eines Konzentrationsgradienten der lokalen Chemokine, in Richtung
einer mikrobiellen Infektion vor. Sobald sie das inflammatorische Zentrum erreicht haben,
entleeren sie ihre Sauerstoffradikale und proteolytische Enzyme in das umgebende Gewebe
(43). Um den Schaden des umgebenden Gewebes und des Endothels dabei moglichst
gering zu halten, aber trotzdem eingedrungene Erreger effektiv bekdmpfen zu kénnen, sind
komplexe Regulationsmechanismen notwendig.

In der Anwesenheit von ANCA kommt es zu einer stabilen Adhédsion der Neutrophilen am

Epithel ohne die Prisenz von Erregern im umliegenden Gewebe. Dieser Bindung wird iiber
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MAC-1 auf den Neutrophilen sowie ICAM-1 auf den Endothelzellen vermittelt und ist
Voraussetzung fiir den folgenden Pathomechanismus (33,60).

Letztendlich entsteht ein Ubergewicht zugunsten der proinflammatorischen Signale. Dies
geschieht hauptsdchlich durch das Zusammenspiel von TNF-a, von MAC-1-vermittelten
Zell-Zell-Interaktionen und von ANCA-besetzten FcyR (26). Die Neutrophilen durch-
wandern das Endothel nicht, sondern reagieren mit einem oxidativen Burst. Das bedeutet
sie schiitten explosionsartig ROS, Proteasen, MPO und PR3 aus, wihrend sie an dem
Endothel haften (8,51). Diese Substanzen sind hochtoxisch fiir das Endothel. So kommt es
zu einer Schiadigung des Endothels und letztendlich zu einer Vaskulitis (vgl. S. 11 Abb. 5).
Zudem werden sogenannte neutrophile extrazelluldre Fallen (NETs; neutrophil extra-
cellular traps) gebildet. Diese bestehen aus einem Chromatinnetz (DNA und Histione), das
mit MPO, PR3 und MPO-DNA bestiickt ist. Thre physiologische Aufgabe besteht darin,
Bakterien einzufangen (8,26). Dabei werden die NETs erst in Folge der Apoptose, nach
erfolgreicher Phagozytose opsonierter Errger, freigesetzt und unterbinden darauf die
Gewebsinvasivitit von Bakterien. Vermutlich kommt es aber auch im Zuge des ANCA-
stimulierten, oxidativen Burst zur Bildung von NETs. Die NETs sind in der Lage die
Immunantwort zu modulieren, indem sie den ANCA und Immunzellen kontinuierlich die
Antigen-bestiickten Chromatinnetze liefern (60). AufBlerdem wird eine Verbindung
zwischen den NETs und den Mikrothrombosen, die die Vaskulitis begleiten, beschrieben.
Demnach konnen NETs eine lokale Thrombozytenaggregation férdern und sind durch
Interaktion mit Fibrinfasern an der Organisation des Thrombus beteiligt (61). Erwéhnens-
wert ist in diesem Zusammenhang auch, dass Infektionen durch Staph. aureus die
Bildungsrate von NETs erhohen und iiber diesen Mechanismus eventuell zu einer erhéhten
Rezidivrate fiihren (62).

Wie bereits erwihnt, ist ein Teil der Patientinnen ANCA-negativ, obwohl sie ansonsten alle
Kriterien einer AAV erfiillen. Es gibt drei verschiedene Griinde, diesen Umstand zu
erkldren (31). Zum Einen wére es moglich, dass diese Patientinnen ANCA produzieren, die
mit modernen Methoden nicht nachgewiesen werden kdnne. Zum Anderen konnte es sich
in diesen Féllen um ANCA handeln, die gegen noch unbekannte Zielantigene gerichtet
sind. Die dritte Moglichkeit ist, dass es noch Krankheitsmechanismen gibt, die ohne eine
Beteiligung von ANCA auskommen. In diesen Féllen konnten autoreaktive T-Zellen fiir
einer Endothelschiddigung verantwortlich sein (8). Der Krankheitsmechanismus erklart

auch das zu Beginn beschriebene pauci-immune Ablagerungsmuster, denn Antikodrper sind
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im Prinzip nur indirekt an der glomeruldren Schadigung beteiligt, indem sie Neutrophile
aktivieren.

1.1.3 Kilinik:

Als Folge der eingeschrankten exkretorischen Nierenfunktion (vgl. Kap. 1.1.1) leiden die
PatientInnen hiiufig unter Leistungsminderung, Ubelkeit und verminderter oder fehlender
Harnausscheidung (Oligo-/Anurie). Infolge der Natriumretention konnen hiufig Odeme
und eine damit einhergehende Gewichtszunahme beobachtet werden. Ein GroBteil der
PatientInnen weist auch erhdhte Blutdruckwerte (art. Hypertonus) auf. Die Entwicklung
eine nephrotischen oder nephritischen Syndroms ist abhingig vom Typ der GN. Wenn
hauptsidchlich Podozyten geschddigt werden, entwickelt sich eher ein nephrotisches
Syndrom mit Proteinurie. Kommt es aber vorwiegend zu einer Schidigung des Endothels,
so entwickelt sich eher ein nephritisches Syndrom mit Hédmaturie. Zusétzlich kann es,
insbesondere im Rahmen einer AAV, zur Manifestation von extrarenalen Symptomen
kommen. Neben einer typischen B-Symptomatik mit Fieber, Nachtschweifls und Gewichts-
verlust, finden sich haufiger Gelenk- (Arthralgien), Muskel- (Myalgien), Haut-
(Exantheme, Purpura, orale Ulzerationen), Herz- (Pankarditis), Augen- (Iritis,
Konjunktivitis, Uveitis), Nerven- (Mononeuritis), HNO- (Rhinitis, Sinusitis, Otitis), Darm-
(Colitis) und Lungenbeteiligungen (Infiltrate, Granulome) (4,6,63).

In der Praxis tritt die RPGN héufig gemeinsam mit einer diffusen alveoldren Hamorrhagie
(DAH) auf. In diesen Fillen wird auch von einem pulmorenalen Syndrom gesprochen. Die
meist jungen PatientInnen klagen iiber zunehmende Luftnot (Dyspnoe) und Husten, der nur
selten mit blutigem Auswurf (H@moptysen) einhergeht. Es entwickelt sich eine
respiratorische Insuffizienz mit zunehmendem Sauerstoffmangel im Blut (Hypoxdmie).
Der folgende Sauerstoffmangel des Gewebes (Hypoxie) wird eventuell noch durch eine
begleitende Blutungsandmie verstirkt. Bei dem seltenen fulminanten Verlauf werden die
PatientInnen héufig innerhalb von Stunden oder wenigen Tagen intensiv- und beatmungs-
pflichtig. Ein Verlauf iiber Wochen bis Monate kommt aber verhéltnismédBig haufiger vor.
Hierbei berichten die PatientInnen lange vor dem Auftreten der renalen Manifestation von

pulmonalen Symptomen (12,63).

1.1.4 Diagnose und Differentialdiagnosen:
Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung und einer Vielzahl an Differentialdiagnosen ist die

korrekte Diagnose einer RPGN als eher schwierig einzustufen. Jedoch grenzt das gemein-

same Auftreten einer RPGN mit Lungenbeteiligung die Differentialdiagnosen stark ein.
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Prinzipiell miissen differentialdiagnostisch alle pré-, intra- und postrenalen Ursachen eines
akuten Nierenversagens (ANV) in Betracht gezogen werden (4). Dazu werden, neben der
Anamnese und der klinischen Untersuchung, verschiedene Laborparameter bendtigt.
Insbesondere ein Blutbild sowie Serum-Kreatinin und -Harnstoff liefern im Verlauf
wichtige Informationen iiber die Progredienz der Erkrankung. In Kombination mit
weiteren Laborparameter ist eine FEinschdtzung der Wahrscheinlichkeit fiir prirenale
(Infektion/Sepsis; Herzinsuffizienz/Schock; Fliissigkeitsverlust;, hepatorenales Syndrom)
und renale Ursachen (medikamentds/toxisch; Hamolyse; Rhabdomyolyse; Infektionen;
Gerinnungsstorungen) fiir ein ANV moglich (20,63). Zudem sollte eine Sonographie beider
Nieren erfolgen, um die Organgrofle zu bestimmen und postrenale Ursachen (Urolithiasis,
Stenosen der ableitenden Harnwege, Tumore, Prostatahyperplasie) auszuschlieBen. Der
Nachweis von verkleinerten Nieren (Schrumpfnieren) deutet eher auf einen chronischen
Prozess hin und lésst eine RPGN im akuten Stadium unwahrscheinlicher werden (20,63).
Das Urinsediment weist bei einer RPGN in der Regel eine Mikrohdmaturie (makro-
skopisch nicht sichtbar) und eine nicht-nephrotische Proteinurie (< 3,5 g/d) auf. Das
AusmalB der Proteinurie sollte im besten Fall aus einem 24-Stunden-Sammelurin bestimmt
werden, da hierdurch Variationen in der Proteinproduktion durch tageszeitliche Schwan-
kungen, korperliche Aktivitit und Lage weitgehend eliminiert werden. Allerdings muss bei
diesem Messverfahren streng darauf geachtet werden, dass keine Fehler beim Sammeln des
Urins auftreten. Alternativ kann auch eine einzelne Urinprobe gewonnen werden, um
darauf den Quotient aus Eiweill und Kreatinin bzw. aus Albumin und Kreatinin zu bilden.
Hierbei muss allerdings beachtet werden, dass verschiedene Faktoren wie Alter,
Geschlecht, Ethnie sowie Muskelmasse und -aktivitdt einen Einfluss auf die Kreatinin-
produktion des Korpers haben (64). AuBBerdem finden sich bei der Betrachtung unter dem
Mikroskop praktisch bei jeder GN Akanthozyten (stechapfelformige Erythrozyten) und
Erythrozytenzylinder im Urin (20,63).

Zur Beurteilung der exkretorischen Nierenfunktion wird die glomeruldre Filtrationsrate
(GFR) herangezogen. Ein Abfall der GFR spricht fiir eine Progression der Erkrankung.
Dagegen deutet ein erneuter Anstieg der GFR auf die Regeneration eines Teils der
Nephrone hin. Die GFR kann durch die Bestimmung der Kreatinin-Clearance aus einem
24-Stunden-Sammelurin mit Hilfe einer einfachen Formel errechnet werden:

Harn Kreatinin* Harnvolumen/24h

Kreatinin Clearance = —
Serum Kreatinin

Der berechnete Wert muss noch in Bezug auf die Korperoberflache des Patienten korrigiert

werden. Bei dieser Methode besteht allerdings die Gefahr, dass die tatsdchliche GFR
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iiberschitzt wird, da Kreatinin nicht nur glomeruldr filtriert, sondern auch tubulér
sezerniert wird und physiologisch ein Anteil von 10 — 20% des Harn-Kreatinins tubulér
sezerniert wird. Bei Anstieg des Serum-Kreatinins kann dieser Anteil deutlich ansteigen
(65).

Der Goldstandard in der Bestimmung der GFR ist noch immer die Ermittlung der Inulin-
Clearance. Dieses Molekiil hat den Vorteil, dass seine im Glomerulus filtierte Menge im
Tubulussystem nicht weiter beeinflusst wird. Aber dieses Verfahren ist sehr aufwendig und
in der Praxis schwer umsetzbar, da es kontinuierlich infundiert werden muss. Deshalb wird
Inulin heute in der Regel nur noch bei wissenschaftlichen Studien eingesetzt. Eine weitere
Moglichkeit zur Evaluation der GFR ist die Berechnung aus dem Serum-Kreatinin mit
Hilfe einer Formel. Fiir diese errechnete GFR (eGFR, engl.: estimated glomerular filtration
rate) stehen mehrere Formeln zur Verfligung. Dazu gehort die Cockcroft-Gault Formel, die
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) und die CKD-Epi. Die letzten beiden
Formeln verwenden im Prinzip die gleichen Parameter. Jedoch beachtet die CKD-Epi
verschiedene Kreatininbereiche, weshalb sie bei einer GFR iiber 60 ml/min genauere Werte
liefert. Diese eGFR-Werte sollten mit Vorsicht interpretiert werden, da sie nur eine
Anndherung an die tatsdchliche GFR darstellen und eine Anwendung in vielen Situationen
ungeeignet ist. Alternativ zum Serum-Kreatinin kann auch Cystatin C als Marker fiir die
GFR verwendet werden (64).

Die DAH weist im Thoraxrontgenbild meist fleckige Verschattungen auf. Eine ergéinzende
Computertomographie zeigt in der Regel bilaterale Verschattungen, die die gesamte Lunge
betreffen konnen mit relativer Ausnahme der weit peripher gelegenen, sub- und para-
pleuralen Lungenareale. Wihrend einer Bronchoskopie kann je nach Auspriagung blutiger
Schleim beobachtet werden (12). Bei Durchfiihrung einer bronchoalveoldren Lavage
zeigen sich in Abhéngigkeit vom Alter der Blutung zunichst gehéuft Erythrozyten, die im
zeitlichen Verlauf zunehmend durch Alveolarmakrophagen phagozytiert werden bis sich
lediglich die zytoplasmatisch gelegenen, eisenhaltigen Abbauprodukte mittels Berliner-
Blau-Féarbung nachweisen lassen. Die Alveolarmakrophagen werden zu diesem Zeitpunkt
auch als Siderophagen bezeichnet (63). Das bei der BAL gewonnene Material dient
differentialdiagnostisch zum Nachweis bzw. Ausschluss einer bakteriellen oder
mykotischen Infektionskrankheit der Lunge sowie zur Untersuchung auf zytologische
Muster im Rahmen von Autoimmunerkrankungen (12).

In der Diagnostik der RPGN spielen zudem serologische Untersuchungen der ANCA und
Anti-GBM-Antikorper eine entscheidende Rolle, obwohl nicht bei allen PatientInnen Auto-
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antikdrper nachweisbar sind (vgl. Kap. 1.1.2). Ein Nachweis von Anti-GBM-Antikorper

mittels Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) verfiigt {iber eine Spezifitidt von
mindestens 90,9% und einer Sensitivitdit von mindestens 94,7%. Genauere Ergebnisse
konnten mit einem Fluoreszenzimmunoassay erreicht werden (9,66). Zum Nachweis von
ANCA wird eine Kombination aus einem ELISA und einer indirekten Immunfluoreszenz

empfohlen, wodurch eine Spezifitidt von 98% erreicht werden kann (63,67).

CRESCENTIC GLOMERULONEPHRITIS

Y

y

Circulating anti-GBM
antibodies with linear
glomerular IF staining

Glomerular immune
complex localization with
granular IF staining

Y

Circulating ANCA with
paucity of glomerular IF
immunoglobulin staining

no vasculitis with granulomas eosinophilia,
with lung without lung systemic no asthma or and no asthma and
hemorrhage hemorrhage vasculitis granulomas asthma granulomas
Goodpasture's Ant-GBM ANCA Microscopic Wegener's Churg-Strauss
Syndrome GN GN Polyangiitis Granulomatosis Syndrome
IgA and lgA and SLE acule mesangio-  GBM sub- 20nm ather
no systemic strep/staph capillary dense epithelial fibrils features
vasculitis vasculitis infection changes  deposits deposits
IgA H-5 Lupus Acute Post- Typel Type Il Membranous Fibrillary Many
Nephropathy Purpura Mephritis Infectious GN MPGN MPGN GN GN Others

Abbildung 6: Algorithmus zur Differentialdiagnose einer nekrotisierenden GN

aus Jennette JC, Thomas DB. Crescentic glomerulonephritis. Nephrology Dialysis
Transplantation. 25. September 2001, 16(suppl 6):80-2.

Wihrend Patientlnnen mit AAV oder Anti-GBM-Nephritis in der Regel normale
Komplementspiegel im Blut aufweisen, kann eine Hypokomplementdmie ein Hinweis fiir

eine Immunkomplexnephritis sein (12,20). Insbesondere beim Vorliegen einer Hypo-
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komplementidmie sollte daher auch nach antinukledren Antikorpern (ANA) zum Nachweis
eines SLE gesucht werden (63).

Der Goldstandard in der Diagnostik des pulmorenalen Syndroms ist noch immer eine
Biopsie (64). Dabei wird bevorzugt eine Biopsie der Niere durchgefiihrt, die sowohl licht-
als auch immunfluoreszenzmikroskopisch und falls verfiigbar auch elektronenmikro-
skopisch untersucht wird. Aufgrund der verschiedenen Untersuchungsverfahren und weil
die Léasionen teilweise nur 5% eines Glomerulus betreffen, spielt die Menge des gewon-
nenen Materials hierbei eine grofle Rolle. Es wird empfohlen mehr als 20 Glomeruli zu
gewinnen, um eine ausreichende Genauigkeit der histologischen Untersuchung sicher zu
stellen (64). Wiahrend lichtmikroskopisch die nekrotisierende GN mit Halbmondbildung
nachweisbar ist, finden sich in der Immunfluoreszenz die unterschiedlichen Ablagerungs-
muster der einzelnen RPGN-Typen (vgl. Kap. 1.1.2). Ein weiterer wichtiger Punkt ist die
unterschiedliche Verteilung der glomeruldren Verdnderungen. Bei einer AAV treten sie nur
fokal und meist in unterschiedlichen Stadien (zellulér, fibrozelluldr, fibros) auf. Im Gegen-
satz dazu sind bei einer Anti-GBM-Nephritis fast alle Glomeruli betroffen und befinden
sich im gleichen Stadium (63). Die Evaluation des Anteils an aktiven Lésionen ist wichtig,
da diese, im Gegensatz zu chronischen Verdnderungen, noch auf die Therapie ansprechen
und somit hédufiger reversibel sind. Daher sind die Ergebnisse der Biopsie auch fiir die
Prognose von Bedeutung (vgl. Kap. 1.1.6). Sie sollten aber immer in Zusammenschau mit
dem klinischen Bild des Patientlnnen interpretiert werden (64).

Eine zusdtzliche Untersuchung mit dem Elektronenmikroskop erlaubt eine weitere
Differenzierung der verschiedenen Immunkomplexnephritiden (4). So konnen die unter-
schiedlichen Formen der RPGN in einem Algorithmus zusammengefasst werden (vgl. S.
18 Abb. 6). Aulerdem wurde auf Basis der Kriterien des American College of Rheuma-
tology und der Nomenklatur aus der Chapel Hill Consensus Conference ein spezifischer

Algorithmus zur Klassifikation der AAV entwickelt (31,68).

1.1.5 Therapie:
In diesem Kapitel werden lediglich die allgemeinen Therapieprinzipien der RPGN disku-

tiert. Fiir eine addquate Therapie des pulmorenalen Syndroms ist in der Regel eine interdis-
ziplindre Zusammenarbeit zwischen Intensivmedizinerlnnen, Nephrologlnnen, Pulmo-
loglnnen, Pathologlnnen und Pflegekréften notwendig. Neben einer eventuell notwendi-
gen, intensivmedizinischen Stabilisierung von Atmung und Kreislauf, stehen eine Hem-
mung der Antikdrperproduktion sowie die Elimination von zirkulierenden Antikdrpern im

Zentrum der Therapie. Die immunsuppressve Therapie wird in den meisten Féllen mit
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einem systemischen Glukokortikoid (z.B. Prednison) eingeleitet und durch das langfristig
wirksame Cyclophosphamid erginzt. Dabei muss ein Gleichgewicht zwischen der Mini-
mierung von Nebenwirkungen und einer ausreichenden Einddmmung der Krankheits-
progression angestrebt werden. Vor dem Beginn einer Therapie mit Cyclophosphamid
miissen die potentiellen Nebenwirkungen mit den Patientlnnen und ihren Angehdrigen
ausfiihrlich diskutiert werden. Insbesondere bei jungen Patientlnnen muss, aufgrund der
gonadalen Toxizitdt des Medikamentes, auf die Moglichkeit der Kryokonservierung von
Spermien oder Eizellen hingewiesen werden (64). In der akuten Phase kann ergéinzend eine
Plasmapherese durchgefiihrt werden, falls der Nachweis von zirkulierenden Antikdrpern
gelingt (6,9,69). Ein Beispiel fiir ein Therapieschema der Anti-GBM-Nephritis ist in Tabel-
le 2 aufgefiihrt.

Initial:

Plasmapherese Téaglich, 4L im Austausch gegen 5% Humanalbumin-Lésung tiber
14 Tage oder bis die Antikorpertiter komplett supprimiert sind; bei
Patientlnnen mit DAH oder geplantem invasiven Verfahren (z.B.
Biopsie) sollte tiber drei Tage 300 bis 600 mL fresh frozen plasma
verabreicht werden; Unterbrechung der Therapie bei einer Thromb-
ozytenzahl <70.000/uL oder Himoglobin <9 g/dL; regelmifBige
Kontrollen von Gerinnung, Calcium- und Kaliumspiegel empfohlen

Cyclophosphamid  |2-3 mg/kg KG/Tag p.o. (reduziere auf 2 mg/kg KG/Tag bei Patien-
tlnnen iiber 55 Jahren); Unterbrechung der Therapie bei einer
Leukozytenzahl <4.000/pL und Neustart in einer geringeren Dosie-
rung sobald die Leukozytenzahl >4.000/uL

Prednison 1 mg/kg KG/Tag p.o. (maximal 60 mg/Tag)

Prophylaxe Nystatin und Amphotericin (oder Fluconazol) p.o. gegen oro-
pharyngeale Infektionen; Ranitidin oder ein Protonenpumpen-
inhibitor gegen gastroduodenale Ulzera; niedrig dosiert Cotrimox-
azol gegen Pneumocystis-jirovecii-Pneumonie; evtl. Aciclovir
gegen das Cytomegalievirus; evtl. Bisphosphonate gegen Osteo-
porose

Aufrechterhaltung:

Cyclophosphamid | Therapieende nach 2 bis 3 Monaten

Prednison bis zur sechsten Woche sollte eine wochentliche Reduktion auf
20mg angestrebt werden und das Medikament anschlieBend
langsam ausgeschlichen werden; Therapieende nach 6 Monaten

Tabelle 2: Therapieschema der Anti-GBM-Nephritis (69)

Die Unterscheidung der einzelnen Formen einer AAV (vgl. Kap. 1.1.2.3) ist zur Zeit rein
akademisch und hat keinen Einfluss auf die Auswahl der Therapie (34). Es existieren
verschiedene Bewertungs-Systeme, die bei einer AAV zur Abschitzung der Krankheits-

aktivitdt herangezogen werden konnen. Dazu gehort der Birmingham Vasculitis Activity
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Score (BVAS) und der disease extent index (DEI) (70,71). Diese Werkzeuge sollen ein

Hilfsmittel sein, die geeignete Therapie in angemessener Dosierung zu finden.

Alternativ zum Cyclophosphamid kénnen auch andere Immunsuppressiva wie Azathioprin,
Calcineurin-Inhibitoren (z.B. Ciclosporin A, Tacrolimus) oder Mycophenolat zum Einsatz
kommen (64). Zudem steht zur Zeit die Verwendung vom monoklonalen CD-20-Anti-
korper Rituximab als Ergidnzung oder Ersatz fiir Cyclophosphamid in der klinischen Erpro-
bung. Aber aufgrund der hohen Kosten wird es bislang lediglich als Reserve-Medikament
eingesetzt (64,72).

Eine weitere Herausforderung kann die Handhabung von Komplikationen durch die GN
selbst darstellen. Durch eine addquate Therapie dieser Komplikationen ldsst sich hédufig ein
Teil der immunsuppressiven Therapie mit ihren teilweise schweren Nebenwirkungen
einsparen. Dazu gehdrt zum Beispiel die Kontrolle des Blutdrucks mit einem Zielbereich
um 130/85 mmHg. Um diesen zu erreichen, wird neben einer Modifikation des Lebensstils
(Salzrestriktion, Gewichtsnormalisierung, Bewegung/Sport, Rauchkarenz) der Einsatz von
ACE-Hemmern oder Angiotensin-Rezeptorblockern empfohlen. Das Erreichen des Ziel-
blutdrucks hat langfristig positive Auswirkungen auf die Nierenfunktion und verringert das
kardiovaskuldre Risiko. Zu den weiteren eventuell behandlungsbediirftigen Komplika-
tionen zihlen die Proteinurie, die Hyperlipidimie, ein nephrotisches Odem, eine Hyper-

koagulabilitdt und ein erhohtes Infektionsrisiko (64).

1.1.6 Prognose:
Seit der Einfiilhrung der immunsuppressiven Therapie, bestehend aus einem Glukokorti-

koid und Cyclophosphamid, in Kombination mit der Plasmapherese hat sich die Prognose
fiir Patientlnnen mit einer Anti-GBM-Nephritis deutlich gebessert. Vorher verlief die
Erkrankung aufgrund der DAH in der akuten Phase héufig todlich und wenn die akute
Phase iiberlebt wurde, dann endete die RPGN regelméfig mit einem chronischen Verlust
der Nierenfunktion. In einer retrospektiven Studie untersuchten Pusey et al. die langfristige
Wirkung dieser Therapie und ermittelten dabei einen Grenzwert des gemessenen Serum-
Kreatinins, um eine bessere Prognose zu ermoglichen (73). Die Patientlnnen, die bei der
Erstvorstellung lediglich eine moderate Beeintrdchtigung der Nierenfunktion, hier definiert
als Serum-Kreatinin <5,7 mg/dL, aufwiesen, hatten eine gute Prognose. Die Uberlebens-
rate in dieser Gruppe war bei 100% nach einem Jahr und bei 84% gemittelt nach 10 Jahren.
Nach einem Jahr verfligten 95% und gemittelt nach 10 Jahren noch 74% iiber eine

ausreichende Nierenfunktion und waren somit unabhédngig von der Dialyse.
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Die Gruppe mit schwerer Funktionseinschrinkung der Niere bei Erstvorstellung, hier
definiert als Serum-Kreatinin >5,7 mg/dL, wurde weiter unterteilt in Abhédngigkeit davon,
ob die Patientlnnen eine sofortige Dialyse benétigten oder nicht. Zwischen diesen beiden
Untergruppen wurde ein grofler Unterschied deutlich, sowohl was das kurzfristige als auch
was das langfristige Outcome betrifft. Das Outcome der PatientInnen mit schwerer Nieren-
insuffizienz, die aber initial keine Dialyse bendtigten, befand sich in der Studie relativ nah
an der Gruppe mit initial moderater Niereninsuffizienz. Dagegen iiberlebten in der Gruppe
mit end-stage renal disease (ESRD), die eine Nierenersatztherapie bendtigten, lediglich
65% der Patientlnnen nach einem Jahr und 36% der Patientlnnen nach der letzten
Kontrolle. Nur 8% der PatientInnen aus dieser Gruppe bendtigten nach einem Jahr keine
Dialyse. Zum Zeitpunkt der letzten Kontrolluntersuchung waren es nur noch 1%. Eine
Nierentransplantation ist moglich, sobald keine Anti-GBM-Antikorper mehr nachweisbar
sind (73).

Da die Hohe des Serum-Kreatininspiegels auch anndhernd als Mal} fiir die Anzahl
funktionsfahiger Nephrone gewertet werden kann, spricht ein niedriges Serum-Kreatinin
bei der Présentation fiir ein frithes Stadium der Erkrankung, in dem noch relativ wenige
Glomeruli betroffen sind. Oder die Glomeruli haben noch keine chronischen, sondern
iiberwiegend akute Lasionen und konnen durch Autoregulation die verminderte Permea-
bilitit der GBM kompensieren. Daher zeigen diese Ergebnisse, wie wichtig eine friih-
zeitige Einleitung der Therapie ist. Allerdings wird diese Aussage dadurch eingeschrénkt,
dass der Serum-Kreatininspiegel die Nierenfunktion nur verzogert wiedergibt, da sich das
vom Organismus produzierte Kreatinin erst einmal ansammeln muss (65). Zudem lédsst sich
aufgrund dieser Hypothese vermuten, dass Patientlnnen mit einer schweren
Niereninsuffizienz (Serum-Kreatinin >5,7 mg/dL) iiberwiegend chronische Lisionen
aufweisen. Die immunsuppressive Therapie wiére in diesem Fall zwecklos, da die
glomeruldren Schédden bereits irreversibel sind. Neuere Studien zur AAV zeigen aber, dass
der grofite Teil der AAV-Patientinnen mit schwerer Niereninsuffizienz eine betrdchtliche
Zahl akuter Lisionen haben. Diese PatientInnen profitieren stark von einer Therapie und
insbesondere von einer erginzenden Plasmapherese. Es ist theoretisch moglich, dass es
innerhalb der akuten Lisionen solche gibt, die eher auf dem Weg der Heilung sind, und
andere, die die Tendenz haben, in ein irreversibles Stadium iiberzugehen (34). Eventuell
lasst sich dieser Zusammenhang auch auf die Anti-GBM-Nephritis iibertragen und erklért
den Unterschied zwischen den beiden Untergruppen der schweren Niereninsuffizienz in

der Studie von Pusey et al.. Der Verdacht liegt nahe, dass jede/r Patientln bei Therapie-

22



Medizinische Universitit Humanmedizin
Graz 2012/13

beginn eine unterschiedliche Zusammensetzung von normalen Glomeruli, chronischen
Lasionen, akuten Lidsionen mit Heilungstendenz und akuten Lésionen mit Tendenz zum
irreversiblen Stadium aufweist. Wie genau diese Zusammensetzung aussieht entscheidet
dariiber, ob initial oder langfristig ein Nierenersatzverfahren notwendig ist und wie grof3
der Effekt einer immunsuppressiven Therapie sein kann.
Die Patientlnnen, die zusitzlich zur Anti-GBM-Nephritis eine DAH bei der Erstvorstellung
aufwiesen, hatten zwar im akuten Stadium aufgrund der DAH eine schlechtere Prognose,
aber langfristig eine bessere. Dies liegt vermutlich daran, dass diese Patientlnnen mit
Dyspnoe und weiteren Symptomen relativ friih ein Krankenhaus aufsuchen. Dieser Zusam-
menhang zeigt erneut, wie wichtig der frithe Diagnosezeitpunkt und Therapiebeginn flir
das langfristige Outcome der PatientInnen ist (73).
Fiir die AAV gibt es in Form des Five-Factor Score (FFS), auch Baltimore-Score genannt,
ebenfalls ein geeignetes Werkzeug zur Abschiatzung der Prognose. Dieser wurde 1996 zum
ersten Mal von Guillevin et al. prasentiert und 13 Jahre spéter mit Hilfe von neuen Daten
erweitert und modifiziert (74,75). Der urspriingliche FFS, der fiir die Polyarteriitis nodosa
(PAN), die MPA und die CSS Giiltigkeit hatte, wurde 2009 um die WG erweitert. Zudem
wurden die fiinf Risikofaktoren abgeindert und bestehen nun aus folgenden Parametern:

e Alter >65 Jahren

* Herzinsuffizienz

* Niereninsuffizienz (Serum-Kreatinin stabil >1,7 mg/dL)

* Beteiligung des gastrointestinal Trakts

* Fehlende Manifestation im HNO-Bereich (nur bei WG oder CSS)
Fiir die Erflillung eines Parameters wird jeweils ein Punkt vergeben und die einzelnen
Punkte addiert. Die mittlere 5-Jahres-Uberlebensraten in den Patientengruppen mit einem
FFS von 0, 1 und >2 waren 9%, 21% und 40%.
Fiir die hohe Letalitdt sind zum Teil auch die potentiell tédlichen Nebeneffekte der immun-
suppressiven Therapie verantwortlich. Daher muss der behandelnde Arzt versuchen, das
Chancen-Risiko-Verhiltnis zwischen der immunsuppressiven Therapie und ihren Neben-
wirkungen abzuwédgen, um zu einer Entscheidung zu kommen. Auch eine eventuelle
Manifestation der Erkrankung an weiteren Organen spielt hierbei eine Rolle (34).
Neben den verschiedenen klinischen Bewertungs-Systemen liefert auch die Histologie
einen wichtigen Beitrag zur Abschidtzung der Prognose. Genau wie bei der Immun-
komplexnephritis (vgl. Kap. 1.1.2.2) ist der prozentuale Anteil an betroffenen Glomeruli

auch bei der ANCA-assoziierten GN ein guter Prognosemarker (34). Auch deshalb gilt eine
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Nierenbiopsie immer noch als Goldstandard in der Diagnostik. Weitere histologische
Prognosemarker sind sklerotische Verdnderungen an den Glomeruli, tubulointerstitielle
Lasionen und atherosklerotische Nierenarterien (29,34). Eine internationale Arbeitsgruppe
von Nierenpathologlnnen verdftentlichte im Jahr 2010, auf der Grundlage von 100 Nieren-
biopsien mit ANCA-assoziierter GN, eine Klassifikation, um Langzeitprognosen zu

ermdglichen (vgl. S. 24 Tab. 3).

Klasse Einschlusskriterium

Fokal >50% normale Glomeruli

Halbmondf6rmig >50% Glomeruli mit Halbmondbildung

Gemischt <50% normal <50% sklerotisch <50% halbmondférmig
Sklerotisch >50% global sklerotische Glomeruli

Tabelle 3: Klassifikation der ANCA-assoziierten GN (29)

Das néchste Kapitel beginnt mit einer kurzen Einfithrung zum Aufbau des Immunsystems.
AnschlieBend werden die einzelnen T-Zellpopulationen, die Bedeutung von inflamma-
torischen Zellen in der Genese der GN und die Entstehung der glomeruldren Halbmonde

nédher erliutert.

1.2 Glomerulonephritis und immunologische Reaktionen

1.2.1 Grundlagen des Immunsystems
Die Aufgabe des Immunsystems besteht darin, gefdhrliche Substanzen sowie schidliche

Mikro- und Makroorganismen (Viren, Bakterien, Pilze, Protozoen, Helminthen) richtig zu
erkennen und den Korper vor diesen zu Schiitzen. Prinzipiell wird zwischen dem
angeborenen (unspezifischen, engl.: innate) und dem erworbenen (spezifischen, engl.:
adaptive) Immunsystem unterschieden. Beide Systeme verfligen sowohl iiber zelluldre als
auch humorale (l6sliche) Komponenten, die miteinander kooperieren. Zu den humoralen
Komponenten gehoren auf der Seite des angeborenen Immunsystems Akut-Phase-Proteine
sowie das Komplementsystem und auf der Seite des erworbenen Immunsystems die Anti-
korper. Zudem haben beide Seiten die Fahigkeit 16sliche Zytokine zu produzieren. Die
verschiedenen Zellpopulationen konnen entweder indirekt, iiber 16sliche Zytokine, oder
direkt, iber Zell-Zell-Interaktionen, mit- und untereinander kommunizieren (43,76,77).

Die zelluldiren Komponenten des Immunsystems entstehen alle aus einer sich selbst
erneuernden, pluripotenten Stammzelle des Knochenmarks und werden auch Leukozyten
genannt (weille Blutkorperchen; von altgriechisch leukos = weil). Zur sogenannten
Héamatopoese teilt sich die pluripotente Stammzelle und differenziert sich anschlieBend

entweder zu einer myeloischen Stammzelle oder zu einer lymphatischen Stammzelle.
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Diese vollziehen einige weitere Zellteilungen und differenzieren sich, unter Einwirkung
von Wachstumsfaktoren (z.B. CSF[=koloniestimulierender Faktor], Epo[=Erythropoetin]),
Zytokinen (z.B. Interleukine) und Zell-Zell-Interaktionen, zu den bendtigten Zelltypen.
Uber diese interzelluliren Kommunikationswege lésst sich die Produktion der einzelnen
Zellreihen, je nach aktuellem Bedarf des Organismus, steuern (43,76,77).

Immunzellen, die sich aus der lymphatischen Stammzelle entwickeln werden auch als
Lymphozyten bezeichnet. Dazu gehoren T-Zellen (T = Thymus), B-Zellen (B = ,,.Bursa
Fabricii“, bone marrow) und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen). Wihrend sich die B-
Zellen im Knochenmark weiter differenzieren, wandern die T-Zellen zur weiteren
Differenzierung in den Thymus. Dort erfolgt normalerweise eine negative Selektion der T-
Zellen, die entweder Selbstantigene oder keines der prisentierten Antigene (,,death by
neglect”) erkennen. Wenn die T-Zellen den Thymus als funktionell reife, aber noch naive
T-Zell-Rezeptor-tragende Lymphozyten verlassen, exprimieren sie entweder einen CD4-
oder CD8-Corezeptor. Dieser ermdglicht eine funktionelle Unterscheidung zwischen CDS8”
T-Zellen, die iiber zytotoxische Mechanismen agieren, und CD4" T-Zellen, die entweder
als T-Helferzellen (TH-Zellen) oder als Tregs die Immunantwort modulieren. Die mye-
loische Stammzelle differenziert sich zu Monozyten, Granulozyten (neutrophile,
eosinophile, basophile), Thrombozyten (Blutpldttchen) und Erythrozyten (rote Blut-
korperchen). Fiir die dendritischen Zellen (DZ) und Makrophagen wird vermutet, dass sie
sich aus Monozyten entwickeln (43,76,77). Die Mastzellen stammen von CD34" Vorldufer-
zellen aus dem Knochenmark ab. Sie zirkulieren eine gewisse Zeit im Blut, bevor sie sich
als sessile Zellen in verschiedenen Geweben absetzen und dort ausreifen (78).

Zu den zelluldaren Komponenten des erworbenen Immunsystem werden lediglich die B-
und T-Lymphozyten gerechnet. Thre Aufgabe besteht darin, eine zwar zeitaufwéndige aber
dafiir hoch spezifische Immunantwort auf ein Antigen einzuleiten. Zudem sind sie in der
Lage, ein immunologisches Gedéchtnis aufzubauen, um bei einem Zweitkontakt mit einem
bestimmten Antigen schneller reagieren zu konnen. Diese Funktion des erworbenen
Immunsystems macht sich der Mensch bei Impfungen zu nutze. Voraussetzung fiir diese
Art der Immunabwehr ist eine hohe Antigenrezeptorvielfalt, eine Toleranz gegeniiber
Selbstantigenen und die Fédhigkeit, eine laufende Immunantwort zum richtigen Zeitpunkt
zu begrenzen (43,76,77).

Das angeborenen Immunsystem besteht auf der zelluldren Ebene aus Monozyten, Makro-
phagen, DZ, Granulozyten und NK-Zellen. Thre Aufgabe ist es, eingedrungene Erreger und

von Pathogenen befallene Korperzellen (Viren, intrazelluldre Bakterien, Tumorzellen)
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innerhalb kiirzester Zeit zu erkennen, weitere Immunzellen zu rekrutieren und die Gefahr
zu eliminieren. Dabei machen sie sich Oberflichenmolekiile von Erregern zu nutze, die
essentiell fiir die Funktionsfahigkeit des Erregers sind und deshalb nur sehr schwer ersetzt
werden konnen. Dazu gehdren Peptidoglykane, Lipopolysaccharide (LPS) und Nuklein-
sduren, die zusammengefasst auch als ,,pathogen-associated molecular patterns® (PAMPs)
bezeichnet werden. Neben den exogenen PAMPs wurden auch endogene ,,danger-
associated molekular patterns (DAMPs) identifiziert, die infolge eines Zell- oder Gewebe-
schadens freigesetzt werden. Die PAMPs und DAMPs werden iiber sogenannte Muster-
erkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptor, PRR) auf den Immunzellen erkannt.
Die meisten dieser PRR gehoren zur Gruppe der Toll-dhnlichen Rezeptoren (Toll-like
receptors, TLR) und kénnen sowohl in der Zellmembran als auch in der Membran von
Endosomen gefunden werden. Eine Aktivierung fiihrt {iber den Transkriptionsfaktor NF-
kB zu einer Genexpression von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Adhasionsmolekiilen und
weiteren Produkten, die in die Regulation einer Immunantwort involviert sind. Weitere
extrazelluldre PRR sind Scavenger- und Lektin-Rezeptoren. Ein bedeutender intrazellularer
PRR ist der Nod-dhnliche Rezeptor (Nod-like receptor, NLR), da NLR nicht nur auf
Immunzellen, sondern auch in verschiedenen anderen Gewebetypen exprimiert wird
(8,43,79).

Auflerdem spielen antigenprasentierende Zellen (antigen presenting cell, APC) zur Aus-
bildung einer spezifischen Immunabwehr eine entscheidende Rolle. Dieser Gruppe sind
verschiedene Zellpopulationen angehorig, wie DZ, Makrophagen/Monozyten und B-
Zellen. Sie prozessieren im peripheren Gewebe aufgenommene Pathogene in Phagolyso-
somen, wandern in sekundire lymphatische Organe und priasentieren Teile der Pathogene
als Antigen auf einem membrangebundenen MHC-Klasse II Molekiil an der Zellober-
fliche. Dieser Komplex kann {iiber einen T-Zell-Rezeptor (TZR) mit einem CD4-Ko-
rezeptor erkannt werden und somit eine naive CD4" T-Zelle aktivieren. Der Prozess wird
durch eine Reihe von koregulatorischen Rezeptoren unterstiitzt, die entweder stimulierend
oder hemmend wirken konnen. Dariiber hinaus koénnen aktivierte CD4" T-Zellen den
funktionell reifen, naiven B-Zellen, nach Erstkontakt mit einem Antigen, ein zweites
Signal liefern und somit eine weitere Differenzierung zu B-Gedéchtniszellen oder anti-
korperproduzierenden Plasmazellen einleiten. Dabei wirken die B-Zellen als APC mit
einem Antigen-besetzten MHC-Klasse II Molekiil, das mit dem TZR auf der aktivierten

CD4" T-Zelle kommuniziert. Zusitzlich ist fiir dieses zweite Signal eine Interaktion
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zwischen einem CD40-Ligand (CD40L) auf der CD4" T-Helferzelle und einem CDA40-
Rezeptor auf der B-Zelle erforderlich (43).
Daneben gibt es auch MHC-Klasse I und Klasse III Molekiile. Die ebenfalls membran-

gebundenen MHC-Klasse I Molekiile kommen auf der Oberfldche aller kernhaltigen Zellen
vor und prisentieren von der Zelle selbst produzierte Antigene. Wird diese Zelle zum
Beispiel durch einen Virus infiziert, werden hadufig auch Bestandteile des Virus iiber die
MHC-Klasse I Molekiile priasentiert. Dieser Komplex wird im Idealfall von zytotoxischen
CD8" T-Zellen erkannt und in der befallenen Zelle die Apoptose eingeleitet. Dies erreichen
die zytotoxischen CD8" T-Zellen durch ihren Fas-Liganden (CD95L), der in der virus-
infizierten Zelle iiber eine Caspasen-Kaskade den apoptotischen Zelltod einleitet. Zudem
schiitten die aktivierten zytotoxischen CD8" T-Zellen Granzym- und Perforin-haltige
Granula aus. Die Granzyme fiihren {iber einen DNA-Abbau ebenfalls zur Einleitung des
apoptotischen Zelltod. Sie gelangen mithilfe des porenbildenden Perforin in die betroffene
Zelle (43).

Die MHC-Klasse III Molekiile sind, im Gegensatz zu den anderen beiden Klassen, an
keine Zellmembran gebunden. Es handelt sich vielmehr um 16sliche Bestandteile des
Komplementsystems, Stressproteine und Tumornekrosefaktoren (43).

Das MHC-System ist beim Menschen auch unter dem Begriff humanes Leukozytenanti-
gen-System (HLA-System) bekannt. Fiir einige Genvarianten des zugehorigen Clusters auf
Chromosom 6 wird vermutet, dass sie ein priadisponierender Faktor fiir bestimmte Auto-
immunkrankheiten sind. Zudem spielt das HLA-System in der Transplantationsimmuno-

logie eine grof3e Rolle (43).

1.2.2 Periphere Differenzierung von Lymphozyten

1.2.2.1 Zirkulation von Lymphozyten:

Die funktionell reifen, naiven T-Zellen wechseln ununterbrochen zwischen Blutbahn und
sekundidren lymphatischen Organen, um die Wahrscheinlichkeit zu erhdhen, auf ein
passendes Antigen zu treffen. Dazu wandern die im Blut zirkulierenden T-Zellen, iiber
Venolen mit hochkubischem Endothel (,,high endothelial venules®), in Milz, Lymphknoten
und Peyer-Plaques aus. AnschlieBend konnen sie sich, nach antigenspezifischer
Aktivierung mithilfe von APCs, zu Effektor- oder Gedéchtnis-T-Zellen ausdifferenzieren
(T-Cell-Priming) oder iiber efferente Lymphgefifle erneut in den Blutkreislauf eintreten
(Rezirkulation). Nach einer Phase der proliferativen Expansion, wandern die aus-
differenzierten T-Zellen iiber die Blutbahn und gelangen entweder zu den peripheren
Organen, wo sie ihren Beitrag zur spezifischen Immunantwort leisten, oder wandern
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zuriick in den Lymphknoten, um dort die Bildung weiterer Effektorzellen zu stimulieren.
Die GroBe der Lymphknoten bleibt beim Gesunden in der Regel konstant, was fiir eine
ausgeglichene Ein- und Auswanderungsrate der zirkulierenden Immunzellen spricht
(43,80).

Auch die naiven B-Zellen zirkulieren in dhnlicher Art und Weise. In der parafollikuldren
Zone von sekunddren lymphatischen Organen kommt es zum Kontakt mit follikuldren
dendritischen Zellen (FDZ) und TH-Zellen. Diese fungieren als APCs (vgl. Kap. 1.2.1) und
stimulieren die B-Zellen zur klonalen Expansion und zur weiteren Differenzierung in anti-
korperproduzierende Plasmazellen oder B-Gedéchtniszellen. Dabei unterliegen die B-
Zellen einer sogenannten Affinitatsreifung, bei der durch Hypermutation an der variablen
Region eines Antikorpers eine maximal hohe Affinitit zum spezifischen Antigen angestrebt
wird. Auflerdem kann es unter dem Einfluss von Zytokinen zum Isotypenwechsel kommen.
Dabei wird der konstante Abschnitt des produzierten Antikdrpers ausgetauscht (z.B. IgM

zu I1gG), wodurch sich seine biologische Eigenschaften verdndern (43).

1.2.2.2 Einfluss durch Chemokine:

Fiir die Leukozytenwanderung sind, neben

. Disulphidbriicken: Cys-Cys
dem Mechanismus aus Leukozytenrollen, \..___

ey c 30s Schleife

stabile Adhdsion und Transmigration (vgl.
Antiparallele

Kap. 1.1.2.3), auch die unterschiedliche R-Schichten

Expression von Chemokinen und ihren Re- ¢ Alpha-Helix

zeptoren von Bedeutung. Der Begriff
N Schleife
Chemokine wird abgeleitet von ,,chemotak-

/

tische Zytokine*. Dabei handelt es sich um 40s Schieife

© Kohidai, L. 2008
Abbildung 7: Dreidimensionale Struktur der
vierten Struktur (vgl. S. 28 Abb. 7), die fiir|Chemokine

Signalproteine mit einer streng konser-

Wanderungsbewegungen von Zellen ver-|aus Chemokin [Internet]. Wikipedia. 2012
[zitiert 2012 Okt 30]. Available on:
http://de. wikipedia.org/w/index.php?
iiben sie in der Embryogenese und der |title=Chemokin&oldid=101940175

antwortlich sind (Chemotaxis). Zudem

Angiogenese eine Wirkung aus (81). Die funktionelle Einteilung der Chemokine erfolgt in
zwei Gruppen. Zum einen gibt es inflammatorische (induzierbare) Chemokine, die
wihrend einer Entzlindung vermehrt gebildet werden und weitere Immunzellen
rekrutieren. Zum anderen existieren homoostatische (konstitutive) Chemokine, die konti-
nuierlich gebildet werden und an der Steuerung der Leukozytenwanderung beteiligt sind.

Innerhalb der B-Zell und T-Zellpopulationen werden unterschiedliche Chemokin-
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Rezeptoren exprimiert, wodurch die Wanderungsrichtung ebenfalls beeinflusst wird. Dieser
komplexe Mechanismus hat den Zweck, die zum jeweiligen Zeitpunkt bendtigten Zellen an
den richtigen Ort zu bringen (80,82).

Die Nomenklatur der humanen Chemokine orientiert sich an der Anzahl und Anordnung
der ersten beiden, Disulfidbriicken-bildenden Aminoséuren Cystein am N-terminalen Ende
des Proteins (vgl. S. 28 Abb. 7). Danach sind insgesamt vier Chemokinfamilien bekannt,
die als CC-, CXC-, CX3C- und XC-Chemokine bezeichnet werden (81). Bei den CC-
Chemokinen befindet sich keine andere Aminosdure zwischen den beiden Cysteinen, bei
den CXC-Chemokinen eine andere Aminosédure und bei den CX3C-Chemokinen (Fractal-
kine) drei andere Aminosduren. Innerhalb der Familie der XC-Chemokine (Lymphotactine)
fehlt das erste und das dritte Cystein der typischen Chemokinstruktur, so dass auch nur
eine Disulfidbriicke ausgebildet wird. Die systematische Bezeichnung der einzelnen
Chemokine setzt sich in der Regel aus der Chemokinfamilie und einem ,,L* fiir Ligand
oder einem ,,R* fiir Rezeptor zusammen. Dariiber hinaus besitzen die meisten Chemokine
und ihre Rezeptoren aus ihrer wissenschaftlichen Vergangenheit heraus noch weitere
Namen und werden, ausgehend vom Zeitpunkt ihrer Entdeckung, fortlaufend nummeriert.
Allerdings ist anhand der Nummerierung in der Regel keine iibereinstimmende Zuordnung
zwischen Rezeptor und Ligand moglich (81,83).

Die einzelnen Chemokinfamilien finden sich bevorzugt in bestimmten Immunzell-
populationen wieder. So werden Makrophagen vor allem liber CCL Chemokine, die an
ihrer Zelloberfliche an CCR1, CCR2 und CCRS5 binden, rekrutiert. Dagegen werden
Neutrophile hauptséchlich iiber eine Aktivierung von CXCR1 und CXCR2 angelockt (83).
Die meisten Rezeptoren konnen durch eine Vielzahl verschiedener Liganden stimuliert
werden (vgl. S. 29 Tab. 4). Das Spektrum der T-Zellen und weiterer Immunzellen ist

komplexer als bislang beschrieben und wird daher in den folgenden Kapiteln weiter

ausgefiihrt.

Chemokin-Rezeptor | Chemokine

CCR2 MCP-1/CCL2, MCP-2/CCL8, MCP-3/CCL7, MCP-4/CCL13
CCRS5 MIP-10/CCL3, MIP-1B/CCL4, RANTES/CCLS

Tabelle 4: Chemokin-Rezeptoren CCR2 und CCRS5 mit ihren Liganden (83)

1.2.2.3 TH1/TH2-Modell:

Die aus dem Thymus stammenden, naiven CD4"T-Zellen differenzieren sich unter dem

Einfluss von Zytokinen hauptsidchlich zu T-Helferzellen aus. Analog zu den unter-
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schiedlichen Immunglobulin-Klassen wird innerhalb dieser Zellpopulation zwischen THO-,
THI1-, TH2- und den erst kiirzlich entdeckten THI17-Zellen unterschieden. Das
urspriingliche TH1/TH2-Modell wurde 1986 von Tim Mosmann und Robert L. Coffman
entwickelt (84—86). Danach besteht innerhalb der Zellpopulationen von TH1- und TH2-
Zellen regelhaft eine sogenannte Polarisierung zugunsten einer der beiden Zell-
populationen. Und es liegt ein typisches Zytokinmuster vor, je nachdem welche der beiden
Zellpopulation dominiert (43). Die Entscheidung dariiber, in welche Richtung sich eine
naive CD4" T-Zelle weiter differenziert, fallt wihrend dem Kontakt mit einer DZ in den
sekundir lymphatischen Organen (T-Cell-Priming). MaB3geblichen Einfluss auf diese Ent-
scheidung haben sowohl direkte Zell-Zell-Interaktionen zwischen der DZ und der naiven
CD4" T-Zelle, als auch in der Umgebung prisente Zytokine.

Die Differenzierung zu TH1-Zellen erfolgt unter dem Einfluss von IL-12, das von DZ und
Makrophagen sezerniert wird. Das IL-12 dockt an eine Januskinase (JAK) der naiven
CD4" T-Zellen und aktiviert dadurch das Signalmolekiil STAT4 (Signal Transducers and
Activators of Transcription). STAT4 fiihrt widerum zu einer Aktivierung des Transkrip-
tionsfaktor t-bet. Die TH2-Zellen entstehen analog nach Kontakt mit IL-4, das tiber STAT6
zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors GATA3 fiihrt (43,87). Eine weitere
Moglichkeit der Differenzierung von naiven CD4" T-Zelle ist der Signalweg tiber direkte
Zell-Zell-Interaktionen mit verschiedenen Subtypen der DZ (88).

In weiterer Folge produzieren die CD4" T-Zelle, nach erfolgreicher Differenzierung zu
einer TH1- oder TH2-Zelle, die spezifischen Zytokine selbst, was zu dem typischen Zyto-
kinmuster fiihrt (43,87,89). Die TH1-Zellen werden, gemeinsam mit NK-Zellen, durch
Chemokine angelockt, die an ihre Rezeptoren CXCR3, CXCR6, CCRS5 (vgl. S. 29 Tab 4)
und CX3CR1 andocken. Danach produzieren sie ein Zytokinmuster, das vor allem IFN-y
und IL-2 beinhaltet. Dagegen erfolgt die Rekrutierung von TH2-Zellen und Eosinophilen
iiber eine Ligandenbindung mithilfe von CCR3, CCR4 und CCRS8. Das TH2-Zytokin-
muster umfasst in erster Linie IL-4, IL-5 und IL-13 (83). AuBBerdem konnen sich die beiden
Zellpopulationen durch diese Zytokine gegenseitig supprimieren (vgl. S. 31 Abb. 8).
Wihrend die von TH1-Zellen produzierten Zytokine fiir die Stimulation von NK-Zellen,
zytotoxischen CD8+ T-Zellen und Makrophagen verantwortlich sind, wirken TH2-Zellen
stimulierend auf eosinophile Granulozyten und Mastzellen. Zudem beeinflussen beide
Populationen die Entwicklung und Differenzierung der B-Zellen, wodurch sie einen Iso-
typenwechsel zu verschiedenen Ig-Subklassen bewirken konnen. So kommt es unter

Einwirkung von TH2-Zellen zur Produktion von IgE und IgG1, wahrend TH1-Zellen einen
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Isotypenwechsel zu opsonisierenden Immunglobulinen fordern (43,87). Allerdings haben
die TH2-Zellen eine deutlich stirkere Wirkung auf B-Zellen und damit auch auf den
humoralen Teil des Immunsystems. Dagegen werden durch THI1-Zellen vornehmlich

zelluldre Komponenten des Immunsysten gefordert.

Pathogans
Memory T4
MIT. 1 . zﬁf-#
Mast cals ]
Eosinophis
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IL-1ax
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Anti-hairminth Kill intracellulars
Alery pathogans
Atopic Organ-gpeacific
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Abbildung 8: Die funktionelle Dichotomie in der Ausdifferenzierung von naiven CD4+
T-Zellen

Sowohl, durch Stimulation des CD40-Rezeptors auf DZ (dendritic cell, DC) gebildetes, IL-
12, als auch IFN-y fiihren zu einer Dominanz von THI-Zellen. Eine Polarisierung zu-
gunsten von TH2-Zellen bildet sich unter dem Einfluss von IL-4 aus. Dieses wird entweder
durch benachbarte Zellen (NK-Zellen oder Mastzellen) oder, nach IL-6 Stimulation aus
DZ, durch die naiven T-Zellen selbst produziert.

aus Liew FY. THI and TH?2 cells: a historical perspective. Nature Reviews Immunology. 1.
Januar 2002;2(1):55-60

Diese Zuordnungen, im Rahmen des THI1-/TH2-Modells, erkldren auch, warum THI-

Zellen mit der Ausbildung einer Typ-IV-Uberempfindlichkeitsreaktion vom verzdgerten
Typ (delayed-type hypersensitiviy, DTH) und TH2-Zellen mit der Ausbildung einer Typ-I-
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Uberempfindlichkeitsreaktion (IgE-vermittelte/allergische Sofortreaktion) in Verbindung
gebracht werden (43,82).

Uber diese Mechanismen ist es dem Organismus moglich, die Art der Immunantwort, in
Abhingigkeit von der spezifischen Bedrohung, friihzeitig in eine bestimmte Richtung zu
lenken. Denn bei intrazelluldren Infektionen (z.B. Viren, Mykobakterien) werden vor allem
zelluldire Komponenten des Immunsystems benétigt, sodass ein Polarisierung zugunsten
von TH1-Zellen stattfindet. Dagegen werden die humoralen Komponenten vermehrt bei
extrazelluldren parasitiren und bakteriellen Infektionen gebraucht. Durch labortechnische
Quantifizierung der mRNA-Expression von GATA-3 und t-bet kann eine Einschitzung
beziiglich der Polarisierung der Immunantwort erfolgen (vgl. Kap. 2.8.2 + 3.5).

Mit der Ausdifferenzierung und Polarisierung der CD4+ T-Zellen geht auch ein Wechsel in
der Expression von homdostatischen zu inflammatorischen Chemokin-Rezeptoren einher
(82). Dadurch wandern TH1- und TH2-Zellen bei erneutem Eintritt in den Blutkreislauf
nicht mehr in die Lymphknoten zuriick, sondern zu regionalen Entziindungsprozessen.
Denn von dort aus werden sie durch lokal sezernierte Chemokine angelockt und kénnen so

an ihren Bestimmungsort gelangen.

1.2.2.4 Funktion der TH17-Zellen:
In den Jahren nach der Entwicklung des TH1-/TH2-Modells wurde klar, dass diese Hypo-

these die Mechanismen des T-Zell-vermittelten Gewebeschadens nicht vollstdndig erkldren
kann. So lieferten Experimente mit IFN-y immer wieder gegensinnige Ergebnisse zur
bestehenden Hypothese. Denn bei Tieren mit Mangel an IFN-y konnten die Autoimmun-
krankheiten im Modell weiterhin ausgelost werden. Deshalb wurde diese Hypothese um
die TH17-Zellen erweitert, die Gegenstand aktueller Forschung sind und auch in der
Pathogenese von entziindlichen Nierenerkrankungen eine gro3e Rolle spielen (vgl. Kap.
1.2.3). Letztendlich konnten Ergebnisse aus Studien mit experimenteller autoimmuner En-
zephalomyelitis (EAE), einem Tiermodell fiir Multiple Sklerose bzw. Enzephalomyelitis
disseminata, die Existenz dieser weiteren Subpopulation von T-Helferzellen nachweisen.
Nach Stimulation mit IL-23, wurde ein Zytokinmuster aus IL-17, IL-6 und TNF-a erzeugt,
worauf sie TH17-Zellen benannt wurden. Interessanterweise lieBen sich bei IL-23 KO
(Knock-out) Mausen im EAE-Modell keine Krankheitszeichen mehr auslésen (85,90).
Analog zu den THI1- und TH2-Zellen konnte ein Transkriptionsfaktor in den TH17-Zellen
identifiziert werden, der eine Voraussetzung fiir die Expression von IL-17 ist (91). Dieser
tragt den Namen RORyt und seine Expressionsrate kann ebenfalls mithilfe der Real-Time

PCR (engl.: polymerase chain reaction) im Labor bestimmt werden (vgl. Kap. 2.8.2 + 3.5).
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Zudem spielen die Transkriptionsfaktoren RORa und STAT3 eine Rolle in der
Differenzierung zu TH17-Zellen (92).

Die Rekrutierung von TH17-Zellen in entziindliches Gewebe erfolgt {iber eine Expression
von CCR6 und CXCR3 (83). Dort konnen die TH17-Zellen, neben IL-17, weitere
Mediatoren wie IL-9, IL-21, IL-22 und TNF-a produzieren. Diese Zytokine flihren in
lokalen Geweben zu einer erhdhten Expression von proinflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen. Dadurch werden Leukozyten, vor allem Neutrophile und Makrophagen,
rekrutiert, die eine autoimmune Gewebeschddigung verursachen konnen. Die eigentliche
Aufgabe der TH17-Zellen besteht allerdings darin, extrazelluldre Bakterien und Pilze zu
bekdmpfen (8,92,93).

Auch im Menschen konnten TH17-Zellen bei chronisch-entziindlichen Erkrankungen wie
Morbus Crohn, Multiple Sklerose und rheumatoide Arthritis festgestellt werden. Allerdings
finden sich in den entziindeten Geweben haufig nur kleine TH17-Zellpopulationen

gemeinsam mit einer groBen TH1-Zellpopulation (92).
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Abbildung 9: Der Einfluss der T-Zell-Komponente bei Glomerulonephritiden

aus Couser WG. Basic and Translational Concepts of Immune-Mediated Glomerular
Diseases. Journal of the American Society of Nephrology. 2012 Jan 26,23(3):381-99

Zudem existiert ein Zusammenhang zwischen TH17-Zellen und einer weiteren Sub-
population von CD4" T-Zellen, den sogenannten Tregs (vgl. Kap. 1.2.2.5). So konnte
gezeigt werden, dass sich die antiinflammatorischen Tregs unter der Einwirkung von TGF-

B (engl.: transforming growth factor) ausbilden (vgl. S. 33 Abb. 9). Kommt es jedoch
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neben TGF-B zusétzlich zu einer Stimulation durch IL-6, entstehen die potentiell gewebe-
schidigenden TH17-Zellen (85). Fiir die Stabilisierung und Expansion der THI17-
Zellpopulation ist anschlieBend IL-23 verantwortlich (92,93).

1.2.2.5 Funktion der regulatorischen T-Zellen:
In der Pédiatrie ist unter dem Begriff IPEX-Syndrom ein sehr seltenes Krankheitsbild

bekannt, das mit einem Verlust der Immuntoleranz einhergeht. Dabei kommt es durch
einen Defekt des FoxP3-Gens (Fox = Forkhead-Box-Protein) zu einem funktionellen
Mangel des entsprechenden Transkriptionsfaktors und in weiterer Folge zur Ausbildung
von multiplen Autoimmunkrankheiten. Die betroffenen Kinder entwickeln in den ersten
Lebensmonaten Typ-1 Diabetes mellitus (T1D), schwere Enteropathien, Ekzeme, himo-
lytische Andmien, Thrombozytopenische Purpura, Hepatitis sowie Hypothyreoidismus und
versterben meist in der frithen Kindheit. Die Abkiirzung IPEX steht fiir Immundys-
regulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie und X-Chromosom-gekoppelt. Dement-
sprechend sind in der Regel nur Jungen von dieser Erkrankung betroffen und die Konduk-
torinnen weisen einen normalen Phinotyp auf (43,94,95).

Sakaguchi et al. beobachteten phinotypische Ahnlichkeiten in der Ausbildung von auto-
immunen Entziindungsreaktionen bei Méusen, die entweder iiber einen FoxP3-Gendefekt
oder iiber einen Mangel an CD4'CD25regulatorischen T-Zellen verfiigten. Auf Basis
dieser Beobachtungen konnten sie im Jahr 2003 nachweisen, dass der Transkriptionsfaktor
FoxP3 vorwiegend in CD4'CD25 regulatorische T-Zellen exprimiert wird (96). Dabei
entdeckten sie mit dem FoxP3 einen hochspezifischen Marker fiir diese T-Zellpopulation,
der fiir die Expression einer Vielzahl von Treg-typischen Oberflichenmolekiilen und
Mediatoren verantwortlich ist. Das FoxP3-Gen wird daher auch als ,,master control gene*
der Tregs bezeichnet (97). Knapp zehn Jahre vor dieser Entdeckung hatten Sakaguchi et al.
die Existenz der CD4'CD25 regulatorische T-Zellen bewiesen und den Ausdruck Tregs
gepragt (98). Ein weiterer Marker fiir die Tregs ist das Glukokortikoid-induzierte TNF-
Rezeptor Protein (GITR, engl.: glucocorticoid-induced TNF-receptor family-related
protein), das zur Superfamilie der TNF-Rezeptoren gehort (95). In der Entwicklung und fiir
die Stabilitdt der Treg-Population spielt zudem IL-2 eine wichtige Rolle, da es iiber das
Signalmolekiil STATS zur Expression von FoxP3 fiihrt. Der dazu passende IL-2 Rezeptor,
bestehend aus CD25, CD122 und CD135, wird kontinuierlich auf der Zelloberfliche von
Tregs exprimiert (97).

Prinzipiell wird innerhalb der CD4'CD25FoxP3" regulatorische T-Zellen (Tregs) noch

zwischen adaptiven bzw. induzierten Tregs (a/iTregs) und natiirlichen Tregs (nTregs)
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unterschieden. Die iTregs entwickeln sich auBlerhalb des Thymus aus naiven CD4" T-
Zellen (99) und spielen in der Aufrechterhaltung der Immuntoleranz in Haut und Schleim-
hiuten sowie in der Entwicklung von Allergien eine Rolle. Dagegen stammen die nTregs
direkt aus dem Thymus, wo sie durch Interaktionen mit hoher Aviditdt selektioniert wurden
(100,101). Zur Unterscheidung zwischen nTregs und iTregs wird derzeit der Transkrip-
tionsfaktor Helios angewendet (vgl. Kap. 2.7.3), der zur Ikeros-Familie gehort und hoch-
spezifisch fiir die aus dem Thymus stammenden Tregs zu sein scheint (102).

Die Selektion der nTregs im Thymus fiihrt zu einem TZR mit besonders hoher Affinitit zu
MHC-Klasse II Molekiilen, die auf APCs exprimiert werden, und zu einer erhéhten
Reaktivitidt auf korpereigene Antigene. Doch die bislang beobachteten Reaktionen von
aktivierten nTregs sind keinesfalls proinflammatorisch und gewebeschéddigend. Vielmehr
ist es thre Aufgabe autoimmune Effektorzellen, die der negativen Selektion im Thymus
entkommen sind, zu unterdriicken. Thr Ziel ist es, die periphere Toleranz wieder herzu-
stellen und die Gewebeschiddigung durch korpereigene Effektorzellen einzuddmmen.
Neben einer hemmenden Wirkung auf die Aktivitdt, Proliferation und Funktion von
anderen CD4" und CD8" T-Zellen, verfligen sie vermutlich auch iber die Fahigkeit, die
Aktivitdt der NK-Zellen, B-Zellen und DZ zu unterdriicken (95,98). AuBlerdem verfiigen
Tregs iiber eine Vielzahl an unterschiedlichen Chemokinrezeptoren. Dazu gehoren CCR4-
8, CXCR3 und CXCR6 (82,102). Nun bleibt noch die Frage offen, iiber welche
Mechanismen die Tregs ihre immunsuppressive Wirkung entfalten.

Bislang wurden eine Vielzahl von moglichen Mechanismen vorgeschlagen, die sowohl
humorale Faktoren als auch direkte Zell-Zell-Interaktionen beinhalten. In weiterer Folge
entstanden prinzipiell vier verschiedene Formen der immunsuppressiven Aktivitit (vgl. S.
36 Abb. 10). Dazu gehoren inhibitorische Zytokine, die Zelllyse mit Induktion der Apop-
tose, die Auslosung einer metabolischen Stérung in den Zielzellen und die Manipulation
von DZ (103,104).

Lange Zeit gehorte den Zytokinen IL-10 und TGF-f die volle Aufmerksamkeit bei der Er-
forschung immunsuppressiver Mechanismen. Doch verschiedene Studien fiihrten zu der
Annahme, dass diese beiden Mediatoren, alleine oder in Kombination, den Wirkmechanis-
mus nur unvollstindig aufkldren konnen. Stattdessen sind vermutlich multiple Mechanis-
men flir den angestrebten Effekt verantwortlich. Zudem wird beim TGF-B zwischen einer
freien, 16slichen Form und einer membrangebundenen Form unterschieden. Die zuletzt ge-
nannte Variante ist dem entsprechend von direkten Zell-Zell-Kontakten abhingig und spielt

eine besonders wichtige Rolle in der Immunmodulation durch Tregs. Ein weiterer
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wichtiger humoraler Faktor ist das IL-35, das insbesondere zur Ausiibung der maximal in-
hibitorischen Wirkung von Bedeutung zu sein scheint (vgl. S. 36 Abb. 10a). Das IL-35
gehort, ebenso wie das 1L-23, zur IL-12 Familie. Noch ist unklar, in welchen Situationen
und in welchem Ausmalf die einzelnen Zytokine zur Immunmodulation verwendet werden
(97,103,104).

Neben der Produktion von Zytokinen scheinen die Tregs auch Perforin und Granzyme zu
produzieren, um T-Effektorzellen zu eliminieren (vgl. S. 36 Abb. 10b). Dazu bildet Per-
forin eine Pore in der Zellmembran {iber die Granzyme in die Zelle eindringen kénnen und
darauf die Apoptose auslosen (97,103,104). Bemerkenswert ist hierbei, dass dieser Mecha-
nismus bislang den zytotoxischen CD8" T-Zellen und den NK-Zellen vorbehalten war (vgl.
Kap. 1.2.1).

Ein weiterer Mechanismus zur Inhibierung der T-Zellaktivitat ist der Abbau von extra-
zelluldrem Adenosintriphosphat (ATP). Dies bewerkstelligen die Tregs mithilfe der Ekto-
enzyme CD39 und CD73, die auf der Zelloberfliche exprimiert werden (vgl. S. 36 Abb.
10c). AuBerdem scheinen Tregs in der Lage zu sein, weitere Zytokine wie IL-2,
aufzunehmen und, durch einen damit herbeigefiihrten lokalen Mangel an Zytokinen die

Apoptose in Effektorzellen auszuldsen (97,103,104).
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Abbildung 10: Mechanismen der immunsuppressiven Wirkung von regulatorischen T-
Zellen

aus Vignali DAA, Collison LW, Workman CJ. How regulatory T cells work. Nature
Reviews Immunology. Juli 2008;8(7):523-32
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Bei der Wanderung von naiven CD4" T-Zellen kann es zum Kontakt mit einem spezi-
fischen Antigen kommen, das im Lymphknoten von einer DZ présentiert wird (vgl. Kap.
1.2.2.1). Dies fuihrt in der Regel zu einem mehrstiindigen Kontakt zwischen diesen beiden
Zellen. AnschlieBend sind die CD4" T-Zellen aktiviert und fithren ihre Wanderung als T-
Effektozellen oder T-Gedéchtniszellen fort. Allerdings ist es auch moglich, dass sie mit
Tregs um das auf den DZ préisentierte Antigen konkurrieren. Diesen Kampf gewinnen in
der Regel die Tregs, da sie durch die Expression von Adhédsionsmolekiilen wie LFA-1,
ICAM-1 und Neuropillin-1 einen Vorteil haben (97). Wesentlich bedeutsamer scheint
allerdings die Interaktion zwischen dem zytotoxischen T-Lymphozyten Antigen 4 (CTLA4,
engl.: cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) auf Tregs und CD80/CD86 auf DZ zu sein (vgl.
S. 36 Abb. 10d). Das CTLA4 wird kontinuierlich auf der Zelloberflache von Tregs expri-
miert und regt DZ moglicherweise zur Produktion des Enzyms Indolamin-2,3-Dioxygenase
an (IDO). Das IDO katalysiert den Abbau von Tryptophan, wodurch die Proteinsynthese in
den lokalen Zellen zum Stillstand kommt. Dies kann die Aktivierung von weiteren T-
Zellen verhindern und eventuell sogar deren Apoptose einleiten (97,103,104). Zuletzt
wurde auch noch eine hemmende Wirkung auf unreife DZ iiber den Liganden Lympho-
zytenaktivierungsgen 3 (LAG3, engl.: lymphocyte activation gene 3) vorgeschlagen (103).
Auf die Frage nach den ablaufenden Mechanismen folgt notgedrungen eine weitere Frage.
Denn nun gilt es festzustellen, ob und wie die verschiedenen Mechanismen miteinander
arbeiten. Dazu gibt es insgesamt drei verschiedene Moglichkeiten (97). Zum Einen kénnte
einer der beschriebenen Mechanismen eine zentrale Rolle spielen und durch die anderen
Mechanismen ergidnzt werden. Zum Anderen konnten alle Mechanismen synergistisch
wirken. Und die dritte Moglichkeit ist, dass es fiir jeden Mechanismus eine bestimmte
Situation gibt, in der er bevorzugt zum Einsatz kommt (,,division of labor*). Sakaguchi et
al. treiben dazu eine Hypothese voran, welche die erste und dritte Moglichkeit kombiniert
(97). Darin stellt die Interaktion iiber CTLA4 den Kernmechanismus dar, der unter inflam-
matorischen Bedingungen durch weitere Mechanismen ergidnzt wird. Dies erlaubt den
Tregs die periphere Immuntoleranz unter normalen Bedingungen aufrecht zu erhalten und
die Gewebeschddigung in Phasen der Entziindung so weit wie moglich einzugrenzen.
Aufgrund dieser Zusammenhinge sind die Tregs fiir die Pathogenese der GN und fiir
weitere Autoimmunkrankheiten sowie bei Abstoungsreaktionen nach Transplantationen
besonders interessant. Mittlerweile konnte der positive Effekt von Tregs auf Autoimmun-
krankheiten in einer Reihe von Tiermodellen bewiesen werden (98,105). Darunter auch in

einem Tiermodell zur Anti-GBM-Nephritis (1). Danach sieht es so aus, als ob transferierte
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Tregs in der Lage sind, die Immuntoleranz wieder herzustellen. Zudem scheinen Tregs eine
wichtige Rolle in der Entwicklung von Allergien und fiir die fetomaternale Toleranz zu
spielen (95).

Auf der anderen Seite kdnnen die antiinflammatorischen Effekte der Tregs auch zu einem
erhohten Risiko fiir Infektionen und neoplastische Erkrankungen fiihren, da eine gewisse
Anzahl aktiver Effektorzellen zur Abwehr dieser Pathogene benotigt wird. Insbesondere
chronische Infektionen mit Persistenz des Erregers (z.B. HCV, Helicobacter pylori)
scheinen ein Kompromiss des Immunsystems zu sein, die Bedrohung mit mdglichst
geringen Kollateralschiden am Gewebe auszuschalten (101). Dementsprechend konnte
eine Minderung der Aktivitit von Tregs ein therapeutischer Ansatz bei diesen Erkran-
kungen sein (vgl. S. 38 Abb. 11).

Zudem gibt es Hinweise, die fiir eine gewisse Instabilitdt in der FoxP3+ T-Zellpopulation
sprechen. So konnten Zhou et al. Zeigen, dass die Expression von FoxP3 gestoppt werden
kann und dadurch T-Zellen mit einem autoreaktiven Effektor-Gedichtnis-Phénotyp aus den
ehemaligen Tregs entstehen konnen. Die Forschungsgruppe vermutete dahinter einen epi-
genetischen Mechanismus, der die FoxP3-Expression unterbindet. Dieser Zusammenhang

stellt eventuell eine alternative Mdglichkeit zum Verlust der peripheren Toleranz dar (106).

Persistent infection Pathogen elimination

Immunopathology

1) Removal of natural T ., 1) Natural T . transfer
2) Blockade of natural T, effector molecules {IL-10, 2) Polyclonal stimulation

LLE RS 3) Enhancement of natural T, function
3) Enhancement of effector T cells functions (GITR) {TGF-j. IL-2)

Abbildung 11: Therapeutische Ansatzmoglichkeiten zur Manipulation von Tregs

aus Belkaid Y, Rouse BT. Natural regulatory T cells in infectious disease. Nature
Immunology. April 2005,6(4):353—60.

Insgesamt scheint das Interesse an Tregs in der medizinischen Forschung stark gestiegen
zu sein. Zum Beispiel in der Entwicklung der Insulinresistenz beim Typ-II Diabetes
mellitus. Bei diesem Krankheitsbild liegt vermutlich eine subklinische Inflammation des
viszeralen Fettgewebes durch Makrophagen und T-Zellen vor. Eller et al. konnten zeigen,

dass der Transfer von Tregs in db/db Miuse, welchen der Leptin-Rezeptor fehlt, nicht nur
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eine Verbesserung der Insulinresistenz bewirkt, sondern auch die Schiden an weiteren
Organen reduzieren kann (107). Auch bei Tumorerkrankungen konnen Tregs eine Rolle
spielen und nach Manipulation durch Tumorzellen zum Immun-Escape beitragen (108).
Zudem scheinen Tregs in Remodeling-Mechanismen nach Infarkten involviert zu sein.
Jedoch ist die Studienlage dazu nicht eindeutig, da kiirlich auch von einer verstarkten
Gewebeschadigung nach einem Infarkt in Anwesenheit von Tregs berichtet wurde
(109,110).

Dennoch gibt einem die Gesamtheit dieser kiirzlich gewonnenen Erkenntnisse die Hoff-
nung, dass es moglich ist eine Gruppe von verschiedenen Erkrankungen, insbesondere
Autoimmunkrankheiten, durch die Manipulation von Tregs zu behandeln und die Therapie
dadurch vertrdglicher zu gestalten. Allerdings beinhaltet solch eine Therapie immer die
Gefahr, dass innerhalb der Balance des Immunsystems zu stark in eine Richtung gelenkt
wird und entsprechende Nebenwirkungen auftreten. Somit konnte es auch zu erheblichen
Nachteilen fiir behandelte Patientlnnen kommen. Zudem besteht nahezu vollkommene Un-
klarheit iiber den richtigen Zeitpunkt einer moglichen Therapie.

Andererseits existieren bereits Anwendungsbeispiele bei denen die Forderung der Treg-
Population eine zentrale Rolle spielt. Dazu gehort die extrakorporale Photopherese, die
unter anderem eine Therapieoption bei AbstoBungsreaktionen nach Organtransplanta-
tionen, bei Graft-versus-Host-Disease (GvHD) und beim Sézary-Syndrom darstellt (111).
Bei diesem Verfahren wird eine Leukopherese durchgefiihrt, das gewonnene Leukozyten-
konzentrat mit Psoralen plus UV-A Bestrahlung (PUVA) behandelt und anschlieBend der

Person reappliziert.

1.2.3 Mechanismen der glomerularen Gewebeschadigung
In diesem Kapitel sollen die zelluldiren Mechanismen aufgeklart werden, die zu der unver-

héltnisméBig schweren Gewebeschddigung bei einer RPGN fiihren. Dabei spielt eine fehl-
gerichtete Aktivierung von T-Zellen eine entscheidende Rolle. Die Fehlsteuerung fiihrt zu
einer sogenannten Hypersensitivitdtsreaktion, wobei alle vier bekannten Typen nach Gell
und Coombs die Niere schidigen konnen (112). Diese vier Reaktionstypen werden wie
folgt definiert (43,112,113):
Typ-I-Uberempfindlichkeitsreaktion (IgE-vermittelte/allergische Immunreaktion):
Hierbei handelt es sich um die klassische, allergische oder atopische Sofortreaktion,
die tiber IgE zu einer Aktivierung von Mastzellen fiihrt. Der Isotypenwechsel zu

IgE wird durch TH2-Zellen induziert. Dieser Typ einer Immunreaktion tritt vermut-
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lich bei einer Minimal-Change-Glomerulonephritis (MCGN) auf, die fiir 90% der

nephrotischen Syndrome beim Kind verantwortlich ist.

Typ-1I-Uberempfindlichkeitsreaktion (antikdrpervermittelte Immunreaktion):

© [IIa: Durch Autoantikorper die gegen Zelloberflachenantigene gerichtet sind
kommt es zu einer Komplementaktivierung oder zu einer zelluldren Zyto-
toxizitdt durch NK-Zellen. Dieser Mechanismus liegt zum Beispiel beim Good-
pasture-Syndrom vor (vgl. Kap. 1.1.2.1).

o [IIb: Selten tritt eine Aktivierung oder Blockade von Rezeptoren auf der Zell-
oberflache durch Antikorperbindung auf. Zu den typischen Beispielen zéhlen
die chronische Urtikaria der Haut und der Morbus Basedow der Schilddriise.

Typ-I1I-Uberempfindlichkeitsreaktion (immunkomplexbedingte Immunreaktion):

Infolge einer Antikorperbildung gegen 16sliche Antigene, kommt es zur Ausbildung

von zirkulierenden Immunkomplexen, die sich in der Niere ablagern und dort eine

Komplementaktivierung auslosen. Durch die Bildung der Anaphylatoxine C3a und

C5a werden weitere Leukozyten rekrutiert und Mastzellen degranuliert. Die frei-

gesetzten Entziindungsmediatoren fiihren zu lokalen Mikrozirkulationsstérungen

mit Hypoxie, zu erhohter GefiBpermeabilitidt mit nachfolgendem Odem und zu

gesteigerter Gerinnungsaktivierung mit Gefahr der Thrombenbildung (43).

Typische Erkrankungen, denen diese Art der Immunreaktion zugrunde liegt, sind

ein systemische Lupus erythematodes und eine postinfektiose GN (vgl. Kap.

1.1.2.2).

Typ-IV-Uberempfindlichkeitsreaktion (zellvermittelte Immunreaktion; DTH):

© IVa: Dieser Reaktionstyp tritt mit einer zeitlichen Verzégerung auf, da die von
TH1-Zellen angelockten und stimulierten Makrophagen mehr Zeit benétigen,
um ihre schddigenden ROS und Enzyme freizusetzen. Dieser Mechanismus
spielt vor allem fiir experimentelle Modelle der GN eine Rolle. Allerdings
scheint er auch fiir die GN des Menschen von Bedeutung zu sein (113).

© IVb: Nach einer TH1-Zell-vermittelten Stimulation von autoreaktiven CD8" T-
Zellen iiber DZ kommt es zur zytotoxischen Schidigung in der Niere durch
bereits beschriebene Mechanismen (vgl. 1.2.1). Dieser Reaktionstyp scheint
aber bei Autoimmunerkrankungen der Niere, zumindest im Vergleich zu
anderen Organen wie Leber und Pankreas, keine so groBen Einfluss auf den

Krankheitsverlauf zu besitzen (112).
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Drei der vier Reaktionstypen werden durch Antikorper vermittelt. Zur Antikorper-
produktion ist allerdings immer eine Stimulation von B-Zellen durch TH-Zellen erforder-
lich. Nach diesem bestehenden Dogma ist die TH-Zellpopulation in alle Uberempfindlich-
keitsreaktionen involviert. Dariiber hinaus sind die verschiedenen TH-Zellen, sowohl in
den experimentellen Modellen als auch beim Menschen, an der Gewebeschiddigung selbst
beteiligt oder iibernehmen eine Schutzfunktion (114). So kénnen THI- und TH17-Zellen
durch Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen die Rekrutierung
und Aktivierung von Effektorzellen wie Neutrophile, Makrophagen und CD8" T-Zellen
fordern (vgl. Kap. 1.2.2.3 + 1.2.2.4). Dagegen leisten Tregs und die Polarisierung zu TH2-
Zellen einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung oder Wiederherstellung der
peripheren Toleranz bei der GN (vgl. Kap. 1.2.2.3 + 1.2.2.5).

Neben den vier klassischen Uberempfindlichkeitsreaktionen nach Gell und Coombs,
wurden im Jahr 2007 von Kurts et al. noch zwei weitere Mechanismen vorgeschlagen
(112). Zum Einen koénnte es durch eine verminderte Aktivitit von Tregs zu einer Uber-
empfindlichkeitsreaktion kommen (vgl. Kap. 1.2.2.5). Zum Anderen stellen die neu ent-
deckten TH17-Zellen eventuell einen weiteren Typ in der Reihe vorhandener Immun-
reaktionen dar (vgl. Kap. 1.2.2.4). Daneben wird zur Zeit die Existenz und Funktion von
weiteren Subpopulationen wie TH9-, TH22- und follikuldren T-Zellen untersucht (115).

Im NTS-Modell wird die GN durch die Injektion von heterologen Antikoérpern ausgeldst,
die gegen die glomeruldre Basalmembran gerichtet sind. In der initialen Phase der NTS,
der sogenannten heterologen Phase, lagern sich innerhalb von 24 Stunden heterologe Anti-
korper an der GBM ab. Begleitend dazu entwickelt sich eine rapide Infiltration durch
Neutrophile und eine Ablagerung von autologem Komplement. Infolgedessen entwickelt
sich eine transiente Proteinurie (116—118). Wenige Tage nach der heterologen Phase folgt
eine autologe Phase, die durch die Bildung von autologen Antikdrpern gegen die hetero-
logen Antikorper ausgeldst wird. Die autologe Phase wird durch die Infiltration von T-
Zellen dominiert, die zu Gewebeschadigung, Proteinurie, Verlust der Nierenfunktion und
letztendlich zur Glomerulosklerose fiihrt (117,118). In dem von uns verwendeten Tier-
modell einer beschleunigten NTS (112) werden die Mause bereits 3 Tage vor der Injektion
des heterologen Serums gegen die IgGs der entsprechenden Spezies immunisiert (vgl. Kap.
2.1), so dass die autologe Phase friiher eintritt.

Ahnlich zu der Polarisierung im TH1/TH2-Modell (vgl. Kap. 1.2.2.3) und dem Zusammen-
hang zwischen TH17-Zellen und Tregs (vgl. Kap. 1.2.2.4) wurde auch schon seit lingerem

ein gegensinniges Zusammenspiel zwischen TH1-Zellen und TH17-Zellen vermutet. Seit
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ein paar Jahren ist bekannt, dass TH17-Zellen an der Entstehung einer GN (vgl. S. 42 Abb.
12) beteiligt sind (92,119). Im Jahr 2012 entdeckten Paust et al. im NTS-Modell, dass
TH17-Zellen die friithe autologe Phase (Tag 5-10) und TH1-Zellen die spéte autologe Phase
der GN bestimmen (115). Thre Daten ergeben, dass die frithe autologe Phase der TH17-

Zellen von einer erneuten Infiltration durch Neutrophile begleitet wird, wihrend Mono-

zyten und Makrophagen die spite Phase der TH1-Zellen dominieren.

Wie zu Beginn der Einleitung bereits
erwahnt, wird durch das NTS-Modell
und durch die verschiedenen RPGN-
Typen eine nekrotisierende GN mit
Halbmondbildung verursacht.

Als Halbmonde werden die narbigen
Verdnderungen der Glomeruli (Glome-
rulosklerose) bezeichnet, welche die
Form einer Mondsichel aufweisen,
wenn sie unter dem Lichtmikroskop
betrachtet werden. Sie entstehen infolge
der entziindlichen Schadigung der
GBM. Dies ermoglicht das Austreten
von Plasmaproteinen, Monozyten und
Makrophagen in den Raum der
Bowman'schen Kapsel. Vor allem durch
Fibrin kommt es zur Proliferations-
anregung der Epithelzellen und einge-
wanderten Leukozyten. Das Proliferat
komprimiert das glomerulire Gefal3-
knduel und stort so zusitzlich seine
Funktion (117,120).

Zunehmend  gewinnt auch  das
Verstindnis {iber die Migration der
verschiedenen Immunzellen, insbe-
sondere der Tregs und der verschie-
denen Effektorzellen, zwischen sekun-

diar lymphatischen Organen und dem

Kidney

. parenchyma
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mation. Kidney international. 2010; 77(12):
10705
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jeweiligen Zielorgan an Bedeutung. Denn es besteht die Hoffnung, dass Autoimmunkrank-
heiten tliber eine medikamentdse Manipulation von Chemokinen, Adhésionsmolekiilen und
ihren zugehorigen Rezeptoren positiv beeinflusst werden konnen (121).

Beispielsweise konnten Paust et al. (115) zeigen, dass die durch CCL20 iiber Interaktion
mit CCR6 angelockten TH17-Zellen durch ihre Sekretion von IL-17 die Expression von
CXCLD9 in der Niere steigern konnen. Das sezernierte CXCL9 fiihrte zur Rekrutierung von
TH1-Zellen, die iiber ihre Produktion von INF-y eine weitere Expression von CCL20 inhi-
bierten. Dadurch wurde die Rekrutierung von weiteren TH17-Zellen verhindert. Auch
wenn eventuell noch weitere Chemokine und Zytokine in diesem Zusammenhang eine
Rolle spielen, so konnte dies dennoch die Entdeckung eines Riickkopplungsmechanismus
sein, der eine libermifige Gewebeschdadigung durch TH17-Zellen verhindern soll (115).
Die Rolle der TH17-Zellen in der GN beim Menschen ist zur Zeit noch unklar (92).

Im Fall der Tregs konnte gezeigt werden, dass sie ihre Wirkung in erster Linie iiber eine
Suppression der TH1-Zell-vermittelten Immunantwort entfalten. Ohne Tregs kommt es zu
einer verstirkten Expression von INF-y und dadurch zu einer verstirkten Gewebe-
schiadigung der Niere (122). Mithilfe von CCR6 erfolgt die Migration der Tregs in die
erkrankte Niere. Allerdings verfiigen auch TH17-Zellen {iber CCR6, so dass dieser Chemo-
kinrezeptor die Migration beider Immunzelltypen in die Niere kontrolliert (123). Die
Mehrzahl der Tregs wandert mithilfe von CCR7 in die regionalen Lymphknoten. Dort iiben
sie ihre immunsuppressive Wirkung aus, wozu sie von Mastzellen, die iiber IL-9 rekrutiert
wurden, unterstiitzt werden. In CCR7 KO Mausen wandern die Tregs in die erkrankte
Niere, wo sie keine effiziente Immunsuppression erzeugen konnen (1,124,125).

Eine Gefahr, die durch die Blockade eines einzelnen Chemokinrezeptors entstehen kann,
konnte in einer NTS-Studie von Turner et al. mit CCR5 KO Méiusen gut dargestellt werden
(126). Die Gruppe erhoffte sich durch das Fehlen von CCRS, einem wichtigen Chemokin-
rezepor fir TH1-Zellen und Makrophagen, eine Verbesserung der GN zu erzielen. Das
Gegenteil war allerdings der Fall, da es kompensatorisch zu einer vermehrten Expression
der CCR5-Liganden CCL3 und CCLS5 kam. Diese fiihrten wiederum zu einer verstirkten
Infiltration durch Makrophagen und TH1-Zellen iiber CCRI.

Bislang wurde ein GroBteil der wissenschaftlichen Aufmerksamkeit den verschiedenen T-
Zellpopulationen, insbesondere den CD4" T-Zellen, geschenkt. Doch daneben leisten auch
noch andere Immunzellen einen Beitrag zur Krankheitsentstehung, zu Reparaturvorgéngen
und zur Heilung der GN. So konnte zu den bereits erwéhnten Mastzellen auch in einem

experimentellen Modell zur AAV eine Schutzfunktion entdeckt werden (127). Zudem gibt
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es Hinweise dafiir, dass invariante natiirliche Killer T (iNKT)-Zellen mithilfe von DZ
ebenfalls protektiv bei einer GN wirken kdnnen. Dabei handelt es sich um T-Lymphozyten,
die einen TZR exprimieren, der typisch fiir NK-Zellen ist. Diese Zellen scheinen durch ihr
hohes Portfolio an pro- und antiinflammatorischen Zytokinen die verschiedenen Re-
aktionstypen der Immunantwort, inklusive die der Tregs, regulieren zu kénnen (128-130).
Dies deutet darauf hin, dass die Aufrechterhaltung und Wiederherstellung der peripheren
Toleranz komplexeren Mechanismen unterworfen ist als bislang angenommen.

Das letzte Kapitel dieser Einleitung fokussiert sich auf die Bedeutung von GLP-1-Analoga
in der heutigen Medizin und auf erste Hinweise fiir eine stimulierende Wirkung auf Tregs

durch diese Wirkstoffgruppe.

1.3 Liraglutid
1.3.1 Geschichte der GLP-1 Analoga

Die Entwicklung der GLP-1-Analoga, auch Inkretinmimetika genannt, erfolgte im An-
schluss an die Entdeckung des Inkretineffektes. Unter Inkretineffekt wird das Phdnomen
verstanden, dass bei der oralen Aufnahme von Glukose mehr Insulin freigesetzt wird und
infolgedessen der Blutzuckerspiegel stirker sinkt als bei der intravendsen Applikation von
Glukose (131,132). Nach dieser Beobachtung begann die Suche nach Hormonen aus dem
Gastrointestinaltrakt (GIT), sogenannten Inkretinen, um den zugrunde liegenden Mecha-
nismus aufzudecken.

Zu erst wurde das Glukose abhingige insulinotrope Peptid (GIP) entdeckt, das aus 42
Aminosduren besteht und in den K-Zellen von Duodenum und Jejunum produziert wird..
Als Zweites erfolgte die Entdeckung von Glukagon-like-Peptide-1 (GLP-1), dessen
Synthese in den L-Zellen von Ileum und Colon stattfindet (133,134). Die Plasmaspiegel
beider Hormone steigen, trotz der relativ distalen Position der L-Zellen im Darm, innerhalb
weniger Minuten nach Nahrungsaufnahme an. Vermutlich kommt es vor der direkten
Stimulation der L-Zellen durch die Nahrungspassage zu einer kombinierten endokrinen
und neuralen Aktivierung, die diesen Zusammenhang erklart. Ebenso schnell sinken die
Plasmaspiegel der beiden Hormone wieder, da sie mithilfe der Dipeptidylpeptidase 4
(DPP-4) enzymatisch gespalten und iiber die Niere eliminiert werden (133,134).

Beide Hormone entfalten ihre Wirkung iiber membranstindige, G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, die in den B-Zellen des Pankreas einen Anstieg von cyclischem Adenosin-
monophopshat (¢cAMP) und des intrazellulidren Calciums bewirken. Uber diesen Signalweg
wird die Insulinausschiittung gefordert, die in Abhingigkeit vom Blutzuckerspiegel erfolgt.
Bei gesunden Personen ist diese Inkretin-vermittelte Stimulation fiir bis zu 70% der

44




Medizinische Universitit Humanmedizin
Graz 2012/13

Insulinausschiittung nach einer Nahrungsaufnahme verantwortlich. Zudem stimuliert eine
andauernde Aktivierung der Rezeptoren die Insulinproduktion und die Proliferation der -
Zellen (132,133,135).

Neben den B-Zellen des Pankreas verfiigen auch noch andere Zellen iiber Rezeptoren fiir
GIP und GLP-1. Der Rezeptor fiir GIP wird auch noch im Fettgewebe und im zentralen
Nervensystem (ZNS) exprimiert. Dagegen befindet sich der GLP-1 Rezeptor (GLP-1R)
zusdtzlich in Herz, in Niere, in Lunge, im GIT, an a-Zellen des Pankreas sowie im
zentralen und peripheren Nervensystem (PNS). Auf diesem Weg verfiigen die beiden
Inkretine iiber weitere Effekte, wie eine verzogerte Magenentleerung und eine Stimulation
des Séttigungsgefiihls. AuBBerdem kann GLP-1 die Sekretion von Glukagon, einem Gegen-
spieler von Insulin, hemmen (133,134,136). Somit leistet sowohl GIP als auch GLP-1
einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung der Glukose-Homdostase im Korper,
wodurch sie vor allem fiir den therapeutischer Einsatz bei Typ-2 Diabetikern von Interesse
sind. Zudem sind fiir GLP-1 eine Vielzahl von positiven Effekten auf das Herz-Kreislauf-
System beschrieben worden. Unter anderem fiihrt es am Herz zu einer Verbesserung der
Myokardfunktion und der Endothelfunktion in den KoronargefaBen. In der Niere steigert
GLP-1 die Natriumausscheidung und reduziert die glomeruldre Hyperfiltration. Dadurch
erleichtert GLP-1 eventuell die Kontrolle des systolischen Blutdrucks (132).
Ungliicklicherweise ist GLP-1 selbst, aufgrund der zuvor beschrieben raschen Spaltung
durch DPP-4, ungeeignet fiir einen therapeutischen Einsatz. Die Losung dieses Problems
wurde im Gift der Gila-Krustenechse entdeckt. Dieses enthdlt neben Enzymen und ver-
schiedenen anderen, teilweise toxischen Glykoproteinen auch Exendin-4, welches ungefahr
50% seiner Aminosdurensequenz mit GLP-1 teilt. Exendin-4 aktiviert ebenfalls den GLP-
IR, kann aber nicht durch DPP-4 gespalten werden. Zu therapeutischen Zwecken wird
dieser Stoff mit einer zusitzlichen, stabilisierenden C-terminalen Amidgruppe synthetisch
hergestellt und als Exenatid vertrieben. Die Applikation von Exenatid erfolgt entweder
zwei Mal tiglich subkutan oder ein Mal wochentlich gespeichert in Mikrokugeln mit Poly-
lactid-co-Glykolid (PLGA) subkutan. Als zweites GLP-1-Analogon wurde Liraglutid von
den Arzneimittelbehdrden zugelassen. Auch Liraglutid weist eine gewisse Resistenz gegen-
iiber DPP-4 auf und zeichnet sich durch eine deutlich langere Halbwertszeit aus, so dass es
nur ein Mal téglich subkutan injiziert werden muss. Zudem werden 98-99% des zirku-
lierenden Liraglutid nicht-kovalent an Albumin gebunden. Aufgrund der invasiven Appli-
kationsform und zur Erhéhung der Therapieadhirenz werden verschiedene, langwirk-

samere Wirkstoffe erprobt (132—-134,136).
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Die Therapie des Typ-2 Diabetes mit Insulin oder anderen insulinotropen Substanzen wie
Sulfonylharnstoffe birgt haufig das Risiko eine Hypoglykdmie zu entwickeln und fiihrt
langfristig zur Gewichtszunahme. Im Gegensatz dazu ist das Risiko der Hypoglykdmie
beim Einsatz von GLP-1 Analoga sehr gering. Aullerdem ist bei der Verwendung von GLP-
1 Analoga ein moderater Gewichtsverlust und eine Verbesserung des HbA . zu beobachten
(133,134). Zur Zeit ist das orale Antidiabetikum Metformin die Therapie der ersten Wahl
bei Typ-2 Diabetikern ohne Kontraindikationen. Die GLP-1 Analoga kommen als Third-
Line-Therapie in Kombination mit Metformin und Sulfonylharnstoffen oder Glitazonen in
Frage, falls zuvor keine ausreichende Blutzuckerkontrolle erreicht wurde (132—-134,136).
Die héufigsten Nebenwirkungen von GLP-1 Analoga sind gastrointestinaler Natur. Daher
kommt es nach Einnahme entsprechender Priparate vor allem zu Ubelkeit, Erbrechen und
Durchfall. Eventuell haben diese Nebenwirkungen ebenfalls einen Einfluss auf den
Gewichtsverlust durch GLP-1 Analoga, indem sie die Nahrungsaufnahme reduzieren und
die Darmpassage beschleunigen (133,134). Zu den Nachteilen der GLP-Analoga zdhlen
neben fehlenden Langzeitstudien, erklarbar durch die kurze Verfligbarkeit der Wirkstoft-
klasse, auch die hohen Kosten der Priparate. Allerdings erhoht sich durch die zusétzlichen
kardio- und neuroprotektiven Wirkmechanismen (vgl. Kap. 1.3.2) eventuell die Kosten-
effizienz (136). AuBlerdem besteht ein erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung einer akuten
Pankreatitis bei Einnahme von GLP-1 Analoga, insbesondere bei Patientlnnen mit Typ-2
Diabetes (132,137). Erwdhnenswert ist auch die hdufig (40-50%) beobachtete Bildung von
Antikérpern mit niedriger Affinitdt und niedrigem Titer gegen Exenatid. Denn in
PatientInnen mit einer starkeren Immunantwort konnte dieses Medikament seine Wirkung
verlieren (133).

Neben den GLP-1 Analoga kommen auch Hemmstoffe der DPP-4 therapeutisch in Frage.
Dazu gehoren in erster Linie Vildagliptin, Sitagliptin, Saxagliptin und Linagliptin. Im
Gegensatz zu den GLP-1 Analoga und anderen Antidiabetika konnte bei dieser Wirkstoft-
klasse weder eine Gewichtszunahme noch eine Gewichtsabnahme beobachtet werden.

AuBerdem iiben sie eine schwidchere Wirkung auf den Laborparameter HbA,. aus

(132,133,136).

1.3.2 Potentiell antiinflammatorische Effekte von Liraglutid
Nachdem der GLP-1R in verschiedenen Organen und Zelltypen des angeborenen und

erworbenen Immunsystems entdeckt worden war (vgl. Kap. 1.3.1), erfolgte die genauere

Untersuchung von weiteren Wirkmechanismen der GLP-1 Analoga. Vor allem die bereits
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erwdhnten kardio- und neuroprotektiven Wirkmechanismen waren fiir die medizinische
Forschung besonders interessant.

Im murinen Tiermodell zum Apoplex, zur Alzheimer-Krankheit und zu Morbus Parkinson
zeigte sich bereits das neuroprotektive Potential von GLP-1 Analoga wie Liraglutid. Die
Wirkstoffe besitzen die Fihigkeit die BHS zu passieren. Im ZNS angelangt fiihren sie zu
einer gesteigerten Gedachtnisleistung durch eine verstirkte Neurogenese und eine Verbes-
serung der synaptischen Plastizitit. AuBerdem vermindern GLP-1 Analoga die Bildung von
neurotoxischem Amyloid und die Anzahl an Amyloid-Plaques im ZNS (138,139). Daher
konnen GLP-1 Analoga eine neue Therapieoption fiir neurodegenerative Erkrankungen,
wie die Alzheimer-Krankheit, darstellen. Neben diesen neuroprotektiven Wirkmecha-
nismen sind auch antiinflammatorische Effekte iiber Mikroglia und Astrozyten beschrieben
worden. Zudem scheinen GLP-1 Analoga den oxidativen Stress im ZNS zu vermindern
(138).

Im Blutkreislauf zirkulieren zwei aktive Isoformen des endogenen GLP-1. Zum Einen
GLP-1 (7-36), dass liber einen Anteil von ungefdahr 80% verfiigt, und zum Anderen GLP-1
(7-37). Das zirkulierende GLP-1 (7-36) wird durch DPP-4 zu GLP-1 (9-36) gespalten.
Dieses Produkt interagiert allerdings nicht mit dem GLP-1R. Dennoch vermittelt GLP-1
(9-36) einen Teil der kardioprotektiven Wirkung {iiber einen Wirkmechanismus, der
unabhingig vom GLP-1R ist (140). Die Gruppe der GLP-1 Analoga weist einige positive
Effekte auf, die kardio- und atheroprotektiven Effekte bei Langzeitanwendung vermuten
lassen. Zu diesen positiven Effekten zdhlen eine Verminderung des systolischen Blutdrucks
und des CRP, sowie ein verbessertes Lipidprofil (140,141). Zudem besteht eine direkte
Wirkung auf Kardiomyozyten. Denn der GLP-1R vermittelt, dhnlich wie im ZNS, iiber
mehrere liberlebensverlangernde Kinasen eine Reduktion der Apoptose und des oxidativen
Stress. So konnte eine signifikante Reduktion der InfarktgroBe erreicht werden, wenn eine
Behandlung mit GLP-1 Analoga vor dem Eintritt der Ischdmie stattgefunden hatte (140).
Eine weitere interessante Entdeckung ist, dass eine Inhibition von DPP-4 zu einem Schutz
vor Reperfusionsschidden nach Ischdmie fithren kann. Dieser Schutz besteht neben dem
Herz auch in Lunge und Nieren (142).

Uber eine antiinflammatorische Wirkung auf Makrophagen besteht eventuell ein zusitz-
licher Schutz vor Atherosklerose. Denn eine Aktivierung des GLP-1R auf Makrophagen
der Maus fiihrt iber den cAMP/Proteinkinase A-Signalweg zu einer Hemmung proinflam-
matorischer Signalwege und Molekiile. Unter Anderem wird verhindert, dass der pro-

inflammatorische Transkriptionsfaktor NF-xB (vgl. Kap. 1.2.1) in den Zellkern gelangt und
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dort die Expression der fiir ihn spezifischen DNA-Abschnitte einleitet. Aulerdem kommt
es zu einer Hemmung der LPS-induzierten Expression von TNF-a sowie zur Suppression
des TLR-2, des TLR-4 und von IL-1B. Diese Effekte ergeben sich zusétzlich zu der von
Insulin selbst vermittelten, antiinflammatorischen Wirkung (140,141,143).

Die dargestellte Studienlage zeigt, dass eine Immunmodulation durch GLP-1 Analoga zum
Teil fiir die kardio- und neuroprotektiven Effekte verantwortlich ist. Ein weiterer Hinweis
fiir das antiinflammatorische Potential der GLP-1 Analoga lieferten Xue et al. (144) im
Jahr 2008. In dem murinen Tiermodell zum T1D fiihrte die Behandlung mit Exendin-4 zu
einer vergroferten Treg-Population mit starker, suppressiver Aktivitit in Bezug auf T-
Effektorzellen. Zudem war die Produktion des antiinflammatorischen IL-10 unter Therapie
mit Exendin-4 signifikant erhoht. Dieses Zytokin wird neben Monozyten und TH2-Zellen
auch von Tregs produziert. Zuvor beschrieben Hadjiyanni et al. (145) in einer &hnlichen
Studie einen verzdgerten Ausbruch des T1D unter Behandlung mit Exendin-4. Neben den
positiven Effekte auf B-Zellproliferation und auf die Glukose-Homdostase (vgl. Kap. 1.3.1)
stellten sie auch eine verminderte Infiltration von Immunzellen in die Langerhans-Inseln
des Pankreas fest. Allerdings konnten sie den zugrunde liegenden Mechanismus fiir die ab-
geschwichte Insulitis nicht aufdecken. Spiter untersuchte die Gruppe um Hadjiyanni die
Bedeutung des GLP-1R fiir das Immunsystem in GLP-1R KO Maéusen. Dabei entdeckten
sie einen signifikant niedrigeren Anteil an Tregs in Lymphknoten und Milz von GLP-1R
KO Miusen, wihrend die Gesamtmenge an CD4" und CD8" Zellen nahezu unveréindert
blieb. Daher sprachen sie dem GLP-1R eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung und
Funktion der Treg-Population zu (146).

Bemerkenswert ist auch, dass die Behandlung mit GLP-1 Analoga zu einer Verbesserung
des Psoriasis Schweregrads beim Menschen fiihrt. Diese Verbesserung zeigte sich sowohl
in einem verminderten Juckreiz, den die Patienten empfanden, als auch beim PASI-Score
(vgl. S. 49 Abb. 13), der klinisch den Schweregrad und die Verteilung der Psoriasis-
Lasionen beurteilt. Hogan, Ahern et al. (129,147) vermuteten hier eine Verbindung
zwischen dem endokrinen System und dem Immunsystem als Wirkungsmechanismus.
Diese Verbindung konnte sich auf der Ebene der iNKT-Zellen abspielen (vgl. Kap. 1.2.3),
die ebenfalls einen GLP-1R besitzen. Nach Aussage der Autoren war der Effekt
unabhdngig von der Blutzuckerkontrolle. Allerdings konnte auch der Gewichtsverlust
durch GLP-1 Analoga (vgl. Kap. 1.3.1) dafiir verantwortlich sein, da in Patientlnnen mit
Magenbypass ein vergleichbares Ergebnis erzielt werden konnte (148,149).
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Abbildung 13: Entwicklung des PASI-Score vor und nach Behandlung mit einem GLP-
1-Rezeptor-Agonisten

basiert auf Hogan AE, Tobin AM, Ahern T, Corrigan MA, Gaoatswe G, Jackson R, u. a.
Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and the regulation of human invariant natural killer T
cells: lessons from obesity, diabetes and psoriasis. Diabetologia. 9. Juli

2011;54(11):2745-54.

und auf Ahern T, Tobin A-M, Corrigan M, Hogan A, Sweeney C, Kirby B, u. a. Glucagon-
like peptide-1 analogue therapy for psoriasis patients with obesity and type 2 diabetes: a
prospective cohort study. Journal of the European Academy of Dermatology and
Venereology. Juni 2012;no—no.

Unser Ziel war, die Auswirkung einer Behandlung mit Liraglutid auf den Verlauf der ex-
perimentellen GN zu untersuchen mit der Hoffnung, eine Verbesserung der Krankheits-
zeichen zu erreichen. Im Zentrum stand eine genaue Analyse der Wirkung auf die verschie-
denen Immunzellpopulationen und Zytokine, um Hinweise fiir den zugrunde liegenden
Wirkmechanismus zu sammeln. Dabei wurde ein besonderes Augenmerk auf Tregs
gerichtet. Denn es bestand die Hypothese, dass Liraglutid die Expansion der Treg-

Population fordert und so sein antiinflammatorisches Potential entfaltet.
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2 Material und Methoden

2.1 Experimentelles Tiermodell und Studiendesign

Geplant war eine Studie, die sich {iber vier unabhéngige Versuchsreihen mit jeweils 10 acht
bis zwolf Wochen alten, mannlichen C57BL/6 Mausen (Charles River, Siilzfeld, Deutsch-
land) erstreckte. Eine Genehmigung der Tierversuche gemill dem Osterreichischen Tier-
versuchgesetz (TVG, BGBI. Nr. 501/1989, zuletzt gedandert durch BGBI. I Nr. 114/2012)
liegt fiir alle durchgefiihrten Experimente vor. Die Mause wurden in einer pathogen-freien
Tierhaltung im Zentrum fiir medizinische Grundlagenforschung (ZMF) der Medizinischen
Universitidt Graz aufbewahrt. Sie erhielten eine normale Futterdidt (Ssniff R/M-H, Ssniff
Spezialdidten GmbH, Soest, Germany) und Wasser ad libitum.

Die Méuse der einzelnen Versuchsreihen wurden in die beiden Gruppen Vehikel (Kontroll-
gruppe) und Liraglutid nach dem Zufallsprinzip eingeteilt. Auf die beiden Gruppen wurde
das Modell der nephrotoxischen Serumnephritis (NTS) angewendet (150,151).

s.c. rabbit IgG

r 3

Immunkomplex GN
Proliferation
Albuminurie
Zellinfiltration

GBM
Abbildung 14: Modell der nephrotoxischen Serumnephritis (NTS)

erstellt von Ass.-Prof.™ Priv.-Doz." Dr." med.univ. Kathrin Eller, Klinische Abteilung fiir
Nephrologie, Medizinische Universitdt Graz, Osterreich

Zunichst mussten die Versuchstiere der Vehikel- und Liraglutid-Gruppe gegen die Fc-
Region von Kaninchen IgG immunisiert werden. Dazu wurde eine Losung aus 178,5 pL
Kaninchen-IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA),
821,5 ul phosphatgepufferte Salzlosung (PBS; 16 g NaCl, 0,4 g KH2PO4, 2,88 g Na2-
HPO4x2 H20, 0,4 g KCI in 2 L destilliertem Wasser bei pH 7,4), 1 mL inkomplettes
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Freundsches Adjuvans (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) und 10 mg

hitzeinaktiviertes, getrocknetes Mycobacterium tuberculosis H37a (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA) angefertigt. Jeder Maus wurde 100 puL der Kaninchen-IgG-Lésung in
den linken, hinteren Ful}3 subkutan injiziert.

Am gleichen Tag wurde mit der tdglichen intraperitoneale Injektion von Liraglutid
(Victoza®, Novo Nordisk Pharma GmbH, Wien, Osterreich) begonnen. Diese erfolgten in
einer Dosierung von 200 pg/kg Korpergewicht auf einer Sicherheitswerkbank. Dabei
wurde stets der untere linke Quadrant des Abdomen punktiert und die Maus in Kopftief-
lage gehalten, um eine Verletzung innerer Organe zu vermeiden. Den Méusen der Vehikel-
Gruppe wurde dabei lediglich der Tragerstoff injiziert.

Drei Tage spiater wurde den Mausen aus Kaninchen gewonnenes, hitzeinaktiviertes Anti-
Maus-GBM-Serum in die Kaudalvenen injiziert. Jede Maus erhielt eine Dosis von 1,25
mg/20 g KG. Diese Injektion, am festgelegten Tag Null des Experiments, hatte das Ziel die
Glomerulonephritis zu induzieren (vgl. S. 50 Abb. 14).

Die Urinproben wurden an Tag Null und Sieben sowie, je nach Dauer der Versuchsreihe,
auch an Tag 14, gewonnen. Am letzten Tag (Tag 7 oder Tag 14) fand zudem die Proben-
gewinnung statt. Bei der vierten Versuchsreihe wurde zusdtzlich, mit einer Verzogerung
von 3 Stunden nach der ersten Liraglutidinjektion, der niichtern Blutzucker mit einem
handelsiiblichen Blutzucker-Messgerdt (OneTouch Ultra 2, LifeScan Inc., Milpitas, CA,
USA) bestimmt, um die Wirkung des GLP-1 Analogon Liraglutid zu kontrollieren.

2.2 Probengewinnung

Zu Beginn wurde jede Maus mit 0,5 mL, intraperitoneal injiziertem Tribromethanol bzw.
Avertin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) narkotisiert. Darauf erfolgte die Punktion des
retrobulbdren Plexus zur Gewinnung von Blutproben, die in Serum-Réhrchen und EDTA-
Rohrchen gelagert wurden. Vor der Durchfiihrung der Laparotomie erfolgte jeweils eine
zervikale Dislokation. Aus den eréffneten Bauchhohlen wurden jeweils beide Nieren, die
Milz sowie die inguinalen und paraaortalen Lymphknoten heraus pripariert. Bei der vierten
Versuchsreihe wurde die Nieren und Milzen einzeln abgewogen und das gemessene
Gewicht dokumentiert, um spéter eine quantitative Analyse mittels Durchflusszytometrie
(vgl. Kap. 2.7.4) durchfiihren zu konnen.

Bei jedem Nierenpaar wurden stets beide Nieren halbiert. Eine Hélfte einer Niere wurde in
Formalin fixiert, eine Hilfte der anderen Niere wurde fiir die Immunhistochemie in Tissue-
Tek® OCT™ Compound (Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn, Netherlands)

schockgefroren. Die Milzen wurden jeweils in zwei kleine Stiicke zur RNA-Isolation und
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fiir die durchflusszytometrische Analyse sowie ein verbleibendes groBes Stiick zur
Kontrolle aufgeteilt. Auch die inguinalen Lymphknoten wurden in zwei Hélften zur RNA-
Isolation und fiir die Durchflusszytometrie getrennt. Die Gewebeproben fiir die Durch-
flusszytometrie wurden einzeln in vorgekiihlte (4°C), mit je 20 mL PBS befiillte 50 mL
Falcon-Rohrchen (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) gegeben. Die librigen beiden
Halften der Nieren, je eine Halfte der inguinalen Lymphknoten, ein Stiick der Milz und die
paraaortalen Lymphknoten wurden zur spdteren RNA-Isolation mithilfe von fliissigem

Stickstoff schockgefroren.

2.3 Albumin-ELISA

Um das AusmaR der Proteinurie und damit indirekt die Durchldssigkeit des glomeruldren
Filters zu bestimmen, wurde die renale Ausscheidung von Albumin mittels Enzyme-
Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) in Sandwich-Technik aus den gewonnenen Urin-
proben ermittelt. Allgemein betrachtet wird bei diesem Verfahren die Oberfldache einer
Mikrotiterplatte mit einem Capture-Antikorper beschichtet, der gegen ein spezifisches
Antigen gerichtet ist. Darauf werden die Proben auf die einzelnen Wells der Mikrotiter-
platte aufgetragen. Die immobilisierten Capture-Antikdrper binden den Grofteil des
spezifischen Antigens. Durch wiederholtes Auswaschen werden die iibrigen, unge-
bundenen Anteile des spezifischen Antigens, sowie unerwiinschte Substanzen entfernt. Ein
zweiter Antikorper, der an einer anderen Stelle des gleichen Antigens andockt, wird als De-
tektions-Antikorper hinzugegeben. An diesen Detektions-Antikorper ist ein Enzym gekop-
pelt. Diese Enzym hat die Aufgabe, ein zugefiihrtes, chromogenes Substrat umzuwandeln
und somit zu aktivieren (vgl. S. 53 Abb. 15). Die Enzymaktivitit kann darauthin photo-
metrisch erfasst und aus den Ergebnissen die Menge des spezifischen Antigens bestimmt
werden.

Zur exakten Quantifizierung des murinen Albumins im Urin, wurde zunichst der Anti-
Maus-Albumin Antikérper aus der Ziege (Bethyl A90-134A-5, Bethyl Lab Inc., Mont-
gomery, TX, USA) in einer Konzentration von 1pg/mL in einer Mischung aus Natrium-
carbonat und Natriumhydrogencarbonat (1,59 g Na2CO3, 2,93 g NaHCO3 in 1 L
destilliertem Wasser; pH 9,5) gelost. Darauf wurde mit jeweils 100 uL dieser Losung pro
Well die 96-Well-Mikrotiterplatten (Nunc Edge, Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland) beschichtet und tiber Nacht bei 4°C gelagert.

Am néchsten Tag wurden die Mikrotiterplatten drei Mal mit einem 0,05% Tween/PBS-
Puffer [16 g NaCl, 0,4 g KH2PO4, 2,88 g Na2HPO4x2 H20, 0,4 g KCI, 1 mL Tween 20/
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Polysorbat 20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) in 2 L destilliertem Wasser bei pH 7,4]
gewaschen. Zum anschlieBenden Block wurden die Mikrotiterplatten pro Well mit 125 puL
einer Losung bestehend aus 0,5% Rinder-Serum-Albumin (BSA, engl.: bovine serum
albumin, SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) in 0,05% Tween/PBS-
Puffer iiber 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Eine aufsteigende Verdiin-
nungsreihe der Proben (Maus-Urin, 1:100, 1:1.000; 1:10.000, 1:100.000), sowie eines
Standards zu Referenzzwecken (Maus-Albumin, 1 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,03 ug/mL, 0,01
pg/mL, 0,001 pg/mL, 0,0 pg/mL) wurden mit einer 0,05% Tween/PBS/BSA 0,5% Losung

vorbereitet.
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Abbildung 15: Prinzip des Sandwich-ELISA zur Quantifizierung eines Antigens

basiert auf Kirsch, Alexander: The pathogenesis of rapamycin-induced proteinuria, Med.
Univ. Innsbruck, Dipl.-Arb., 2011

Nach erneutem dreimaligen Waschen der Mikrotiterplatten mit 0,05% Tween/PBS-Puffer,
wurden diese mit jeweils 100 uL./Well der angefertigten Verdiinnungsreihen befiillt, wobei
fiir jede Verdiinnungsstufe der einzelnen Proben bzw. des Standards drei Wells verwendet
wurden. Vor dem ndchsten Schritt wurden die Mikrotiterplatten iiber zwei Stunden bei
Raumtemperatur zugedeckt inkubiert und erneut drei Mal mit 0,05% Tween/PBS-Puffer
gewaschen.

Im Anschluss wurden pro Well jeweils 100 uL des zweiten Anti-Maus-Antikorpers aus der
Ziege (Bethyl A90-134P-7, Bethyl Lab Inc.) bei einer Konzentration von 0,02 pg/mL in
0,05% Tween/PBS-Puffer aufgetragen. Dieser Detektions-Antikorper ist mit einer Meer-

rettichperoxidase (HRP, engl.: horseradish peroxidase) besetzt. Fiir weitere 2 Stunden
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wurden die Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur zugedeckt inkubiert und anschlieend
drei Mal mit Tween/PBS-Puffer gewaschen.

Um das notwendige Substrat fiir die Meerrettichperoxidase bereit zu stellen, wurde eine
Tablette 3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidin [(TMB), 1 mg, SIGMA T 5525, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH] geldst in 100 pL Dimethylsulfoxid [(DMSO), Sigma-Aldrich Chemie
GmbH] und 9,9 mL TMB-Puffer (0,82 g C2H3NaO2 in 100mL destilliertem Wasser, 1,05 g
Citronensdure in 50 mL, pH 4,9) zusammen mit 13 pL 3%iger Wasserstoffperoxid-Losung
(H202). Auf jeden Well wurden 100 pL dieser Losung verteilt und die Mikrotiterplatten fiir
15 Minuten lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert. Die Reaktion wurde mithilfe von
50 uL. 2 M Schwefelsdure (H2SO4) pro Well gestoppt und die optische Dichte (OD) mit
einem Spektralphotometer (FLUOstar Omega, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg,
Deutschland) bei einer Wellenldnge von 450 nm ausgemessen.

Die Berechnung der einzelnen Albuminkonzentrationen erfolgte durch eine Regressions-
analyse. Dazu wurde mithilfe der bekannten Konzentrationen aus dem Standard eine
Standardkurve erstellt und auf ein semi-logarithmisches Diagramm iibertragen. Auf der X-
Achse befand sich der Logarithmus der Konzentrationen und auf die Y-Achse wurde die
OD linear aufgetragen. In der dabei entstehenden sigmoiden Kurve kénnen die Albumin-
konzentrationen im linearen Bereich ausgelesen oder iiber eine Formel fiir den linearen
Bereich berechnet werden. Die Extrapolation der Ergebnisse erfolgte elektronisch mithilfe

eines Computers.

2.4 Kreatinin-Assay

Die zusétzliche Anfertigung eines Kreatinin-Assay ist notwendig, da die Albuminkonzen-
tration im Harn stark von der zuvor aufgenommen Fliissigkeitsmenge abhingig ist. Die
Kreatininkonzentration ist dagegen ein relativ stabiler Parameter fiir die Harnkonzentration
und kann daher als Korrekturfaktor eingesetzt werden. Die Bestimmung der Albumin-
Kreatinin-Ratio (AKR) aus dem Harn ermdglicht letztendlich die Verwendung von
Spontanurin statt Sammelurin, um eine Proteinurie nachzuweisen.

Die Bestimmung der Kreatininkonzentration wurde mit einem Alkalinpikrattest nach der
Jaffé-Methode (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH) durchgefiihrt. Die Reaktion von Kreatinin
mit Pikrinsdure in alkalischer Losung fiihrt zur Umwandlung in einen gelb-orangen
Kreatinin-Pikrinsdure-Komplex. Die Berechnung der Kreatininkonzentration erfolgt liber
die photometrische Messung der OD vor und nach der Zerstdrung des Komplexes bei

niedrigem pH. Durch die parallele Anfertigung einer Standardldsung mit bekannter Kon-
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zentration kann die jeweilige Kreatininkonzentration der Probe iiber eine Kalibrations-
gerade zugeordnet werden.

Zunichst wurde die Natriumhydroxid-Pikrat-Losung im Verhéltnis von 1 zu 6 hergestellt.
Danach wurden jeweils 18 pL von der Standardlésung (0,03 mg/dL) oder den verdiinnten
Proben (1:10 mit destilliertem Wasser) in je drei Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte
(Greiner Bio-One International AG, Kremsmiinster, Osterreich) pipettiert. Bevor die
Mikrotiterplatte fiir 12 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert wurde,
erfolgte die Hinzugabe der Natriumhydroxid-Pikrat-Losung. Die Ausmessungen der
optischen Dichte erfolgten an einem Spektralphotometer (FLUOstar Omega, BMG LAB-
TECH GmbH, Ortenberg, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 490 nm vor und nach
der Hinzugabe von 6 uL/Well des sauren Reagenz. Die Berechnung der Kreatininkonzen-

tration erfolgte mit der folgenden Formel:

_ OD(PFObeinitial>_OD(PVObeﬁnal)
0D ( Standard m,-,m])— oD ( Standard ﬁna,)

Kreatinin(mg/mlL) *0,3

2.5 Bestimmung von Maus Anti-Kaninchen IgG im Serum
Zum relativen Vergleich der zirkulierenden, autologen Antikérpern aus dem Blut der Maus

wurde eine Methode eingesetzt, die mit dem Albumin-ELISA (vgl. Kap. 2.3) vergleichbar
ist. Zu diesem Zweck mussten die 96-Well-Mikrotiterplatten (Nunc Edge) zundchst mit
Kaninchen IgG beschichtet (,,gecoatet”) werden. Dazu wurde eine Losung aus Natrium-
carbonat und Natriumhydrogencarbonat (1,59 g Na2CO3, 2,93 g NaHCO3 in 1 L
destilliertem Wasser; pH 9,5) mit 100 ug/mL Kaninchen IgG (Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc.) bereitgestellt. Die Beschichtung (,,Coating*) erfolgte mit 100 pL dieser
Losung pro Well der Mikrotiterplatten. Anschlieend wurden die Mikrotiterplatten bei 4°C
iiber Nacht gelagert.

Am darauffolgenden Morgen wurde die Blockierung von unspezifischen Interaktionen
mittels einer Losung aus 1% Rinder-Serum-Albumin (BSA, engl.: bovine serum albumin,
SERVA Elektrophoresis GmbH) in 0,05% Tween/PBS-Puffer durchgefiihrt. Dazu wurden
die Mikrotiterplatten fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 125 pL dieser Losung pro
Well inkubiert. Vor und nach der Blockierung wurden die Mikrotiterplatten drei Mal mit
0,05% Tween/PBS-Puffer gewaschen.

Zur Gewinnung des Serums wurden die Blutproben zentrifugiert und anschlieBend der
Uberstand isoliert. Danach wurde eine aufsteigende Verdiinnungsreihe der Proben (Maus-
Serum, 1:1600, 1:3200, 1:6400, 1:12800) mithilfe eines 0,05% Tween/PBS-Puffer vor-

bereitet. Fiir jede Probe wurden zwei Wells pro Verdiinnungsstufe mit jeweils 100 pL
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befiillt und tiber zwei Stunden bei Raumtemperatur zugedeckt inkubiert. Darauf wurden
die Mikrotiterplatten drei Mal mit 0,1% Tween/PBS-Puffer gewaschen.

Die Auftragung des zweiten, mit HRP konjugierten Anti-Maus-Antikorpers aus der Ziege
(polyclonal goat anti-mouse, P0447, Dako Osterreich GmbH, Wien, Osterreich) erfolgte in
einer Verdiinnung von 1:5000 in 0,05% Tween/PBS-Puffer. Erneut wurde die Mikrotiter-
platte fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur zugedeckt inkubiert und anschlieBend drei Mal
mit 0,05% Tween/PBS-Puffer gewaschen.

Als Substrat fiir die HRP wurde erneut eine Tablette TMB (Sigma-Aldrich Chemie GmbH)
in 100 uL DMSO (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und 9,9 mL TMB-Puffer mit 13 pL
3%iger Wasserstoffperoxid-Losung eingesetzt. Nachdem jeweils 100 pL dieser Losung pro
Well zur Reaktion gebracht wurden, wurden die Mikrotiterplatten fiir 10 Minuten licht-
geschiitzt bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch 50 pL
2.5 M Schwefelsdure pro Well gestoppt und die OD fiir die einzelnen Verdiinnungsstufen
mit einem Spektralphotometer (FLUOstar Omega) bei einer Wellenldnge von 450 nm

bestimmt.

2.6 Histochemische Farbungen

2.6.1 PAS-Farbung

Die in Formalin fixierten Nierenhilften (vgl. Kap. 2.2) wurden durch eine aufsteigende
Alkoholreihe und Xylol entwéssert und dann in Paraffin eingebettet. AnschlieBend wurden
fir die PAS-Farbung 4 pm diinne Querschnitte mit Hilfe eines Rotationsmikrotom
angefertigt und auf einem Objekttrdger platziert. Die Abkiirzung PAS steht fiir periodic
acid-Schiff und dient zur Darstellung von Polysacchariden, Glykoproteinen, Muzinen und
Glykolipiden. Diese Methode wurde zur Darstellung der Ablagerung von PAS-positivem
Material an der glomerulidren Basalmembran eingesetzt, um anschlieBend das Ausmal3 der
Glomerulosklerose bestimmen zu konnen. Fiir die Férbung erfolgte zunichst eine Ent-
paraffinierung und Rehydrierung mittels Xylol und absteigender Alkoholreihe. Im An-
schluss an eine Spiilung mit destilliertem Wasser begann die eigentliche Farbung mit Per-
iodsdure (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland), einem starken Oxidationsmittel, fiir fiinf
Minuten. Dadurch werden freie Hydroxylgruppen von Kohlenhydraten zu Aldehydgruppen
oxidiert. Die nachfolgende Bindung der fuchsinschwefeligen Sdure im Schiff-Reagenz an
die Aldehydgruppen fiihrt zur Bildung von rot-violetten Komplexen. Bevor die Schnitte im
zweiten Schritt in Schiff-Reagenz (Merck KGaA) eingetaucht wurden, mussten sie zuerst
drei Minuten unter flieBendem Leitungswasser und dann mit destilliertem Wasser gespiilt
werden. Der identische Waschvorgang erfolgte auch vor der Gegenfirbung mit Héma-
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toxylinlosung modifiziert nach Gill III (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH). Unter der nach-

folgenden Spililung mit Leitungswasser steigt der pH-Wert an und es kommt zum Um-
schlag des Farbtons von Hdmatoxylin in ein typisches blauviolett (Blduen). Nach abge-
schlossener Fiarbung wurden die Querschnitte erneut mittels aufsteigender Alkoholreihe
und Xylol dehydriert, an der Luft getrocknet und eingedeckt.
Fiir die lichtmikroskopische Auswertung wurden jeweils mindestens 50 verschiedene
Glomeruli bewertet. Dabei kam ein Olympus BX51 Mikroskop mit einer Olympus DP71
Kamera (Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) zum Einsatz. Der
jeweilige Untersucher wurde verblindet und hatte keine Kenntnis {iber die Zugehdrigkeit
der einzelnen Préparate zu den Versuchsgruppen. Die Beurteilung des Grades an
Glomerulosklerose (PAS-Score) wurde wie folgt durchgefiihrt:
*  GO0: normaler Glomerulus ohne Ablagerungen von PAS-positivem Material
* @G1: leichte Sklerose mit Ablagerungen von PAS-positivem Material, die maximal
ein Drittel des Glomerulus betreffen
* G2: mittelschwere, segmentale Sklerose mit Ablagerungen von PAS-positivem
Material, die bis zu zwei Drittel des Glomerulus betreffen
* (3: schwere segmentale oder globale Sklerose mit Ablagerungen von PAS-posi-
tivem Material, die mehr als zwei Drittel des Glomerulus betreffen

Der Glomerulosklerose-Score wurde auf folgende Weise berechnet:

0% Anzahl an GO+1x Anzahl an G1+2* Anzahl an G2+3%* Anzahl an G3
Summeaus GO+ GI1+G2+G3

2.6.2 CD68-Farbung

Das Glykoprotein CD68 ist ein Oberflichenmarker, der spezifisch ist fiir eine Reihe von
Zellen aus der Familie der Monozyten und Makrophagen. Zu dieser Familie zéhlen unter
Anderem auch die Osteoklasten des Knochens, die Histiozyten des Bindegewebes und die
Kupfter-Zellen der Leber. Die immunohistochemische Farbung von CD68 ist gut geeignet,
um die Infiltration von Makrophagen in die Nieren zu quantifizieren.

Mithilfe eines Kryostat-Mikrotoms wurden aus dem gefrorenen Nierengewebe (vgl. 2.2)
pro Probe jeweils zwei 4 pm diinne Querschnitte angefertigt und auf einem Objekttriger
platziert. Die anschlieBende Farbung erfolgte mit einer immunoperoxidase Technik. Dazu
wurden die Schnitte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet, anschlieBend mit 4°C
kaltem Aceton (Merck KGaA) fiir 8 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und dann mit
einem Fettstift (Dako Pen, Dako Osterreich GmbH) eingekreist. Um unspezifische Bin-

dungsstellen zu besetzen, wurden eine Losung aus 20% fetalem Kélberserum (FCS, engl.:
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fetal calf serum, Sigma-Aldrich Chemie GmbH), 10% hitzeinaktiviertes Ziegenserum
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und 70% PBS bereitgestellt. Dieser Losung wurde
zusétzlich Avidin aus einem handelsiiblichen Avidin/Biotin Blocking Kit (Vector
Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) hinzugefiigt. Dabei handelt es sich um ein
Glykoprotein aus dem Hiihnerei, welches mehrere, hochaffine Bindungsstellen fiir Biotin
(Vitamin H) besitzt. Der Einsatz des Blocking Kits hat das Ziel, die endogene Biotin-
Aktivitdt zu beseitigen und unspezifische Bindungen in den folgenden Schritten zu ver-
hindern. Anschliefend wurden 200uL der fertigen Losung auf die einzelnen Schnitte pipet-
tiert und das Ganze fiir 20 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert.

Vor dem néchsten Schritt wurden die Schnitte zweimal fiir eine Minuten in PBS
gewaschen und fiir zwei Minuten in 2% Gelatine-Losung (0.8 g gelatine, 100 mL distilled
water, 300 mL PBS) eingetaucht. Danach wurde jeweils 200 pL einer Losung bestehend
aus dem Primirantikorper, einem Ratten Anti-Maus-CD68 Antikorper (AbD Serotec,
Diisseldorf, Deutschland), in einer Konzentration von 2 pg/mL und Biotin aus dem zuvor
erwahnten Avidin/Biotin Blocking Kit fiir eine Stunde in einer feuchten Kammer
inkubiert. Parallel wurde eine negativ Kontrolle mithilfe eines Ratten IgG2a-Isotyp Anti-
korpers (AbD Serotec) gestartet.

Nachdem die Schnitte drei Mal fiir vier Minuten in
PBS gewaschen wurden, erfolgte die Auftragung * Aidin ‘ Biotin
von 200 pL/Schnitt des Sekundirantikorpers, einem

biotinylierten Ziegen Anti-Ratten-Antikdrper Anti- * *
korper (Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland), in !~+‘ e!
einer Konzentration von 5 pg/mL. Die Schnitte * + *
wurden mit dem zweiten Antikorper fiir 45 Minuten
in einer feuchten Kammer inkubiert und in der Sekundiirantikérper
Zwischenzeit die AB-Komplexe (ABC, engl.:
Avidin-Biotin-Complex) aus einem Vectastain® Primiirantikérper
ABC Kit (Elite® PK-6100 Standard, Vector

Laboratories Inc.) vorbereitet. Erneut wurden die
: I
in PBS

Abbildung 16: ABC-Methode

Schnitte drei Mal fir vier Minuten

gewaschen, 200 pL/Schnitt der vorbereiteten
Losung mit ABC aufgetragen und fiir 45 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert.
Der ABC besteht aus Avidin und aus Biotin, an das eine Peroxidase gekoppelt ist. Da

Avidin vier Bindungsstellen fiir Biotin besitzt, kann auch der biotinylierte Sekundéranti-
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korper und weiteres, an Peroxidase gekoppeltes Biotin an den Komplex binden. Auf
diesem Weg wird das Signal der nachfolgenden Farbung verstirkt und der Nachweis somit
empfindlicher (vgl. S. 58 Abb 16).
Fiir den eigentlichen Firbevorgang wurde eine chromogene Losung vorbereitet. Dazu
wurden 15pL AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) aus einer vorrdtigen Losung [6 Tabletten
AEC (Sigma) in 30 mL N,N-Dimethylformamid (DMF)] mit 300 mL 0,1 M Essigsaure-
/Acetat-Puffer (300 mL 0.2 M Natriumacetat, 100 mL Essigsdure, 400 ml destilliertes
Wasser) und 150 pL 30% Wasserstoffperoxid (H,O,) vermischt. Nach einem weiteren
Waschvorgang wurden die Schnitte zusétzlich fiir drei Minuten in einen O,1 M Essig-
sdure-/Acetat-Puffer eingetaucht. Im Anschluss an die ungefahr achtminiitige Farbung mit
der chromogenen LoOsung erfolgte eine Kontrolle der erfolgreichen Féarbung unter dem
Mikroskop, bevor die Reaktion gestoppt wurde. Die Gegenfirbung wurde mit Héma-
toxylinlosung modifiziert nach Gill III (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH) iiber 10 Sekunden
hinweg durchgefiihrt und die Schnitte nachfolgend mit Leitungswasser gespiilt (vgl. Kap.
2.6.1). AbschlieBend wurden die Schnitte zwei Mal mit destilliertem Wasser gewaschen
und mithilfe eines Aquatex-Einbettmediums (Merck KGaA) eingedeckt.
Die histologische Auswertung erfolgte an einem Olympus BX51 Mikroskop (Olympus
Deutschland GmbH). Dabei wurde das Prinzip der Verblindung angewendet, indem fiir den
Untersucher unklar war, aus welcher Versuchsgruppe die Préparate stammen. Es wurden
die Makrophagen in insgesamt sechs low-power fields (200x VergroBerung) ausgezdhlt
und zur Beurteilung in einen semiquantitativer Score wie folgt eingeteilt:

* 0 =0-4 positiv gefarbte Zellen

* 1+=5-10 positiv gefirbte Zellen

e 2+ =11-50 positiv gefirbte Zellen

e 3+ =50-200 positiv gefarbte Zellen

* 4+ =>200 positiv gefarbte Zellen

2.6.3 CD8-Farbung
Bei CDS8 handelt es sich um ein Oberflachenmolekiil von zytotoxischen T-Zellen (vgl. Kap.

1.2.1), das im Organismus als Co-Rezeptor des TZR dient. Da es spezifisch fiir diese
Immunzellpopulation ist, wird es in der Forschung hiufig als Marker verwendet. Die
immunhistochemische CD8-Farbung erfolgte mit dem gleichen Verfahren wie die CD68-

Farbung (vgl. Kap. 2.6.2). Allerdings wurde als erster Antikdrper ein Ratten Anti-Maus
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CD8 Antikorper (AbD Serotec) eingesetzt. Zur Auswertung wurden die gefarbten CD8" T-

Zellen in sechs high-power fields (HPF, 400x Vergroferung) verblindet ausgezéhlt.

2.6.4 CD4-Farbung
Das Oberflachenmolekiil CD4 ist ein Glykoprotein, das vor allem auf TH-Zellen und regu-

latorischen T-Zellen (vgl. Kap. 1.2.1), aber in geringerem Mafle auch auf Monozyten,
Makrophagen, B-Zellen und Granulozyten zu finden ist. Auch CD4 ist ein Co-Rezeptor des
TZR zur Erkennung von MHC-Klasse II Molekiilen mit Antigenen auf anderen Zellen des
Organismus. Auch die immunhistochemische CD4-Féarbung wurde prinzipiell mit der
gleichen Technik wie die CD68-Farbung durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.6.2). Hierbei wurde als
Primédrantikdrper ein Ratten Anti-Maus CD4 Antikorper (AbD Serotec) verwendet. Die
Auswertung erfolgte identisch zur Auszidhlung bei der CD8-Farbung (vgl. Kap. 2.6.3).

2.6.5 Ly6-Farbung
Der Antikérpermarker Ly6 (Gr-1) ist spezifisch fiir die neutrophilen Granulozyten der

Maus. Der eingesetzte Primdrantikdrper war ein Ratten Anti-Ly6 Antikdrper (Abcam ple,
Cambridge, United Kingdom). Ansonsten erfolgte die Férbung identisch zur CD68-
Farbung (vgl. Kap. 2.6.2). Zusitzlich zur Auszdhlung positiver Zellen in sechs high-power
fields (HPF, 400x Vergroferung) wurden in Querschnitten von 25 Glomeruli pro Maus die
positiven, intraglomeruldren Zellen ausgezéhlt, da die Neutrophilen die Tendenz aufweisen
in den Glomeruli zu akkumulieren (vgl. S. 72 Abb. 25c+d). Aullerdem kann auf diese
Weise ein eventuell vorhandener Unterschied zwischen interstitieller und glomerulérer

Infiltration detektiert werden.

2.7 Durchflusszytometrie
Die Durchflusszytometrie ist ein Laborverfahren zur Quantifizierung von spezifischen

Zelltypen innerhalb eines Mediums. Wéhrend die zu untersuchenden Zellen nacheinander
durch eine diinne Messkammer, die sogenannte Flusskammer (,,flow cell®), flieBen,
werden mehrere Parameter bestimmt. Dies geschieht mit Hilfe eines Lasers, dessen Licht
fiir jeden Zelltyp eine charakteristische Streuung aufweist. Das Ausmal} der Streuung ist in
erster Linie von Volumen und Zusammensetzung einer Zelle abhidngig. Die Zusammen-
setzung wiederum unterscheidet sich durch verschieden differenzierte Strukturen innerhalb
der Zelle (z.B. Zellkern, Zellorganellen, Vesikel, Granula). Ein Durchflusszytometer kann
die Zellen mit einer Geschwindigkeit von 500 bis 5.000 Zellen pro Sekunde auszéhlen und

differenzieren.
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Eine weitere Differenzierung der Zellen wihrend der Ausmessung ist moglich. Dies
geschieht mithilfe des Prinzips der Antigen-Antikorper-Reaktion. Dabei konnen Fluo-
reszenzfarbstoff-markierte spezifische Antikérper an Oberflichenmolekiile (z.B. Proteine
der CD-Klassifizierung; CD = cluster of differentiation) und intrazellulire Molekiile
andocken. Das emittierte Fluoreszenzlicht wird dann ebenfalls in der Flusskammer
gemessen. Eine Mehrfachfarbung durch verschiedene Antikorper ist moglich, solange sich
die Wellenldngen des emittierten Fluoreszenzlicht der eingesetzten Farbstoffe
unterscheiden. Dazu ist allerdings der Einsatz von Filtern und verschiedenfarbigen Lasern
notwendig. Die gesammelten Informationen werden dann auf ein Dotplot (vgl. S. 74 Abb.

28) oder Histogramm aufgetragen und konnen somit evaluiert und veranschaulicht werden.

2.7.1 Zellisolation:
Die auf Eis gelagerten Gewebeproben in den PBS-gefiillten 50 mL Falcon-Réhrchen

wurden iiber einen BD Cell Strainer (BD Biosciences) mit 70um Porengréf3e in ein zweites
50mL Falcon-Rohrchen homogenisiert. Darauf wurden die Falcon-Roéhrchen (BD Bio-
sciences) fiir 5 Minuten bei 4°C und 3000 RPM zentrifugiert. Zur Erndhrung der Zellen
wurde ein FACS-Puffer (,,Fluorescence Activated Cell Sorting®) aus 5% FCS (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) in PBS vorbereitet. Im ndchsten Schritt wurden dann die
einzelnen Falcon-Rohrchen zundchst dekantiert und der verbliebene Niederschlag in
jeweils 300 pL FACS-Puffer homogenisiert. SchlieBlich erfolgte die Aufteilung zur
getrennten intra- und extrazellulire Farbung. Deshalb wurden fiir die intrazelluldre
Féarbung jeweils 200 pL der Losung in ein 1,5 mL Eppendorf-Réhrchen (Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) pipettiert. Die verbleibenden 100 pL wurden fiir die extrazellulédre
Féarbung in FACS-Ro6hrchen (BD Biosciences) pipettiert.

2.7.2 Extrazellulare Farbung:
Zur extrazelluldren Farbung wurden insgesamt drei monoklonale Anti-Maus-Antikdrper

eingesetzt. Ein CD4-Antikorper gepaart mit Allophycocyanin (APC, Clone RM4-5, BD
Biosciences), ein CD8-Antikorper gepaart mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC, Clone 53-
6.7, BioLegend, San Diego, CA, USA) und ein CD69-Antikorper der mit Phycoerythrin
(PE, Clone H1-2F3, BioLegend) konjugiert war. Das Oberflichenmolekiil CD69 ist ein
Marker, der nach Aktivierung von Lymphozyten friithzeitig exprimiert wird (152).

Fiir jede Probe wurden 2 pL vom jeweiligen Antikorper in das vorbereitete FACS-
Rohrchen pipettiert und das Ganze mit dem Vortexer gemischt. Darauf wurden die Proben

15 Minuten lang bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Nach Ablauf der 15
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Minuten wurden die Proben mit je 3 mL PBS gewaschen. Das Gemisch wurde erneut

dekantiert, dann mit je 500 pLL FACS-Pufter resuspendiert und bei 4°C auf Eis gelagert.

2.7.3 Intrazellulare Farbung:
Auch fiir die intrazelluldre Farbung wurden insgesamt drei monoklonale Anti-Maus-Anti-

korper eingesetzt. Allerdings war einer davon ein CD-4-Antikorper, der also an ein Ober-
flichenmolekiil andockt. Dieser war mit FITC (Clone S2841, ImmunoTools GmbH,
Friesoythe, Deutschland) konjugiert. Die beiden intrazelluldren Antikorper sollten FoxP3
und Helios markieren. Der FoxP3-Antikdrper war mit Alexa Fluor® 647 (Clone 150D,
BioLegend) und der Helios-Antikorper mit PE (Clone 22F6, BioLegend) gepaart.

Zundchst wurden 2 upuL des CD4-Antikérpers in die 1,5 mL Eppendorf-Réhrchen
(Eppendorf AG) mit je 200 puL Zellsuspension pipettiert und das Ganze mit dem Vortexer
gemischt. Nachdem die Proben fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt
inkubiert wurden, erfolgte ein Waschvorgang (Waschen und Dekantieren) mit 500uL PBS.
Um einen Antikorper in den intrazelluldren Raum zu bringen, miissen die Zellen zunichst
fixiert und permeabilisiert werden damit der extrazelluldre Antikorper nicht ausgewaschen
wird und die intrazelluldren Antikorper in die Zelle gelangen konnen. Dazu wurde eine
Fix/Perm Pufferlosung aus einem FoxP3 Fix/Perm Buffer Set (BioLegend) mit PBS im
Verhéltnis 3 zu 1 verdiinnt und je 200 pL dieser Losung in jede Probe gegeben. Darauf
wurden die Proben fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt gelagert und an-
schlieBend die Losung erneut dekantiert. Im néchsten Schritt erfolgten zwei weitere
Waschvorginge. Der erste mit FACS-Puffer und der zweite mit Perm-Puffer (BioLegend).
In weiterer Folge wurden die Zellen in 200 pL Perm-Puffer (BioLegend) resuspendiert und
15 Minuten lang bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert.

Nach erneutem Dekantieren wurden 2 pL. von dem FoxP3-Antikorper und 10 pL von dem
Helios-Antikorper zu den Proben pipettiert. Darauf wurden die Proben erneut mithilfe
eines Vortexmischers durchmengt, 30 Minuten lang bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt
gelagert und anschlieBend zwei Mal mit FACS-Puffer gewaschen. Zum Abschluss wurden
die Proben in 500 uL FACS-Puffer resuspendiert, in ein FACS-R6hrchen umgefiillt und bei
4°C auf Eis zwischengelagert.

2.7.4 Auswertung

Die Zellsuspension wurde mithilfe eines FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA) ausgezihlt. Die Analyse der Daten erfolgte unter Verwendung der CellQuest

Software (Becton Dickinson). Zusitzlich wurde in der vierten Versuchsreihe bei jeder
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Maus ein Korrekturfaktor aus dem Gewicht des jeweiligen Ursprungsorgans errechnet, um
die Verwendung von absoluten Zellzahlen (quantitative Durchflusszytometrie) statt Zell-

anteilen (relative Durchflusszytometrie) zu ermoglichen.

2.8 RNA-Isolation und Real-Time PCR
2.8.1 RNA-Isolation

Zur Quantifizierung der mRNA aus den zuvor eingefrorenen Gewebestlicken von Niere,
Milz und inguinalen sowie paraaortalen Lymphknoten ist zundchst die Durchfiithrung einer
RNA-Isolation erforderlich. Die RNA-Isolation erfolgte nach der Trizol Methode, die erst-
mals im Jahr 1987 von Piotr Chomczynski und Nicoletta Sacchi beschrieben wurde (153).
Dabei handelt es sich um ein Trennverfahren fiir Proteine, DNA und RNA, bei dem saures
Phenol und Chloroform (CHCIs) eingesetzt werden. Wahrend die RNA in der wéssrigen
Phase zuriickbleibt und anschlieBend isoliert werden kann, sammeln sich die Proteine,
Lipide und DNA in der organischen Phase und Interphase. Zudem basiert die Methode auf
Guanidiniumthiocyanat, einem zusétzlichen Denaturierungsmittel fiir Proteine, um die
Zelllyse zu beschleunigen und Enzyme, insbesondere RNA-spaltende Enzyme (RNasen),
zu entfernen.

Die Dekontamination der Arbeitsoberflachen und verwendeten Pipetten von ubiquitér vor-
kommenden RNasen ist eine obligate Maflnahme vor dem Start der RNA-Isolation und
wurde mithilfe einer RNaseAway® Losung (Molecular BioProducts Inc., San Diego, CA,
USA) durchgefiihrt. Dann wurden die Gewebestiicke mit einer Skalpellklinge zerhackt und
in 1,5 mL Eppendorf-Réhrchen (Eppendorf AG) transferiert, die zuvor mit 800uL TRI
Reagent® (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) befiillt wurden. Nachdem das Gewebe aus-
reichend homogenisiert und mit einer Nadel resuspendiert wurde, erfolgte die Zugabe von
weiteren 200uL. TRI Reagent® (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) und 200 uL Chloroform
(AppliChem, Darmstadt, Deutschland). AnschlieBend wurde die Suspension fiir 15
Sekunden geschiittelt, acht Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und 15 Minuten bei
4°C mit 12000G zentrifugiert.

Aus dem so beschleunigt erzeugten Zwei-Phasen-System wurde die RNA-enthaltende,
wissrige Phase in ein neues 1,5 mL Eppendorf-Réhrchen (Eppendorf AG) transferiert. Die
transferierte RNA wurde anschlieBend mithilfe von 500uL Isopropanol prizipitiert, das
Eppendorf-Réhrchen mehrfach invertiert, acht Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert
und 15 Minuten lang bei 4°C mit 12000G zentrifugiert. Nach Entfernung der wéssrigen
Phase verbleibt am Grund des Eppendorf-Réhrchens ein RNA-Pellet, das erst mit 1 mL
und dann mit 500 pL 70% Ethanol gewaschen und jeweils fiir fiinf Minuten mit 7000G
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zentrifugiert wurde. Darauf wurde der fliissige Anteil erneut entfernt und das zuriick-
bleibende RNA-Pellet luftgetrocknet bis das Ethanol vollstindig verdampft ist. Zuletzt
wurde das RNA-Pellet in 20 puL destilliertem Wasser gelost, fiir drei Minuten auf 56°C
erhitzt und dann sofort auf Eis gelegt. Um die RNA-Konzentration zu Quantifizieren

erfolgte eine Messung der OD bei 260 nm und 280 nm.

2.8.2 Real-Time PCR
Die Real-Time PCR basiert auf der urspriinglichen Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR;

engl.: polymerase chain reaction) zur exponentiellen Vervielfdltigung von DNA, die 1983
von Kary B. Mullis entwickelt wurde (154,155). Zusétzlich erlaubt diese Methode die
Quantifizierung der Expression von verschiedenen Genen. Die Bezeichnungen ,,Echtzeit-
oder ,,Real-Time* PCR beruhen darauf, dass die Messung der PCR-Produkte wéhrend der
exponentiellen Phase der PCR-Zyklen stattfindet. Im Gegensatz dazu erfolgt die Aus-
wertung bei der urspriinglichen PCR erst nach Abschluss aller PCR-Zyklen. Allerdings
arbeitet die Real-Time PCR, genau wie die herkommliche PCR, mithilfe einer hitzestabilen
DNA-abhingigen DNA-Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus (Taq). Daher muss
die zuvor isolierte RNA durch eine reverse Transkriptase in komplementidre DNA (cDNA;
engl.: complimentary DNA) umgeschrieben werden, bevor mit der eigentlichen Prozedur
begonnen werden kann.

Zu diesem Zweck wurde ein SuperScript III"™ reverse Transkriptase Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) verwendet, welches eine relativ hitzestabile RNA-abhidngige DNA-
Polymerase beinhaltet. Im ersten Schritt wurde fiir jede Probe in einem 0,2 mL PCR-
Reaktionsrohrchen (Greiner Bio-One) eine Mischung aus 0,5 pL. Random Primern (Roche,
Basel, Schweiz), 1 uL von 10 mM Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTPs) und 2 pg der
entsprechenden RNA angefertigt. Das Gemisch wurde mit sterilem Wasser auf ein Gesamt-
volumen von 13 pL angehoben und fiir fiinf Minuten bei 65°C in einem Thermocycler
(Primus 96 plus, MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland) inkubiert. AnschlieBend
wurden die Proben sofort fiir mindestens eine Minute auf Eis gegeben.

Im néchsten Schritt wurde eine Mischung aus 4 pL eines 5X First-Strand Puffers [250 mM
Tris-HCI (pH 8.3 bei Raumtemperatur); 375 mM KCI; 15 mM MgCl], 1 pL Dithiothreitol
(DTT), 1 pL einer 1:4 verdiinnten Losung des RNase Inhibitors RNaseOUT™ und 1 pL

ITM

der SuperScript III"" reversen Transkriptase (Invitrogen) bei einer Konzentration von 200
U/uL vorbereitet. Dann wurden je 7 uL der Mischung in jede Probe pipettiert und das

Ganze zu Beginn fiir fiinf Minuten bei 25°C, dann fiir 45 Minuten bei 50°C und zuletzt fiir
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15 Minuten bei 70°C im Thermocycler inkubiert. Im letzten Schritt wurden die Proben mit
150 pL destilliertem Wasser verdiinnt und zur Zwischenlagerung bei -25°C eingefroren.
Fiir die Quantifizierung der PCR-Produkte existieren zwei unterschiedliche Methoden.
Zum einen gibt es die Mdglichkeit interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe (z.B. SYBR®
Farbstoffe) zu verwenden, die spezifisch an doppelstringige DNA-Molekiile binden und so
eine Messung der Gesamtmenge ermdglichen. Allerdings ist der Nachteil dieser Methode
ihre relativ geringe Spezifitit, da es zur Interferenz durch unspezifische PCR-Produkte
kommen kann. Bei der zweiten Methode werden Sonden (z.B. TagMan®-Sonden) einge-
setzt, die an einem Ende mit einem Quencher und am anderen Ende mit einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden. Solange die Sonde intakt ist, verhindert der
Quencher durch strahlungsfreie Energietibertragung die Fluoreszenz des Reporters. Im
Verlauf eines PCR-Zyklus verkniipft sich die Sonde mit ithrem komplementiren DNA-
Abschnitt. AnschlieBend kommt es durch die Aktivitit der Tag-Polymerase, die zusétzlich
iiber eine 5'-3'-Exonuklease verfiigt, zur Degradierung der Sonde. Darauf entfernen sich
Quencher und Reporter voneinander, so dass ein messbares Fluoreszenzsignal entsteht.

Zur Durchfilhrung der Real-Time PCR wurden  96-Well PCR-Platten (Bio-Rad
Laboratories GmbH, Wien, Osterreich) und ein CFX96™ Real-Time PCR-System (Bio-
Rad Laboratories GmbH) eingesetzt. Zur linearen Vervielfdltigung von Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) wurden je 12,5 pL Platinum® SYBR® Green qPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen) benutzt und mit jeweils 0,5 pL des 20 mM Vorwirtsprimers
(5'-GCT TCC TCC TCA GAC CGC TTT TTG C-3"), 0,5 uL des 20 mM Riickwértsprimers
(5'-ATC GCT AAT CAC GAC GCT GGG ACT G-3') und 11,5 pL der cDNA-Proben
zusammen gegeben. Zur Quantifizierung von IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, t-bet, GATA3,
FoxP3 und RORyt wurden jeweils 8 pL des TagMan® 2x Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems®, LifeTech, Wien, Osterreich), 0,8 pL der in Tabelle 5 (vgl. S. 66
Tab. 5) aufgefiihrten Sonden und 6,2 uLL der cDNA-Proben verwendet.

Die Proben wurden gepaart auf die PCR-Platten aufgetragen und anschlieBend im
Thermocycler inkubiert [2 Minuten bei 60°C; 10 Minuten bei 95°C; (15 Sekunden bei
95°C und 1 Minute bei 60°C) x 45].

Die Auswertung der Real-time PCR erfolgte nach der AACr-Methode, welche die
Genexpression in der Liraglutid-Gruppe mit der in der Vehikel-Gruppe vergleicht. Zudem
wird die Genexpression beider Vergleichsgruppen mit der Genexpression eines Referenz-
gens (in diesem Fall HPRT) verglichen. Das HPRT-Gen durfte als Referenzgen eingesetzt

werden, da keine Beeinflussung seiner Expression durch den eingesetzten Wirkstoff (Lira-
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glutid) bekannt ist und weil dieses Gen kontinuierlich in hohem Ausmal in unseren Ziel-

geweben exprimiert wird.

Gene Sonden (Applied Biosystems®)
[FN-y MmO01168134 ml
TNF-a Mm00443260 gl
IL-6 MmO00446190 ml
IL-10 Mm00439614 m1l
t-bet Mm00450960 m1
GATA3 MmO00484683 ml
FoxP3 Mm00475162 ml
RORyt Mm01261022 m1
CCLS5/RANTES | Mm01302427 ml
CCL4/MIP-1pB Mm00443111 _ml
CCR2 MmO00438270 ml
CCRS5 Mm01963251 sl

Tabelle 5: Angewendete Sonden zur Priifung der Genexpression

2.9 Statistische Analysen
Die Ergebnisse werden als Mittelwerte mit Standardfehler (SEM, engl.: standard error of

the mean) prisentiert. Eine Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung erfolgte mithilfe
des Kolmogorov-Smirnov Test. Beim Vergleich der beiden Versuchsgruppen wurde
entweder ein nicht-parametrischer Mann-Whitney-U Test (keine Normalverteilung) oder
ein zweiseitiger Student-t-Test fiir zwei unabhingige Stichproben (Normalverteilung)
durchgefithrt und ein p < 0,05 als statistisch signifikant beurteilt. Die graphische
Darstellung der Albuminurie erfolgt jeweils als Boxplot mit 0,25-Quantil, 0,5-Quantil
(=Median) und 0,75-Quantil. Zudem wurden bei den Boxplots die Ausreif3er als Kreise und
extreme Ausreifler als Sternchen abgebildet. In den weiteren Diagrammen wird der Mittel-
wert als Sdule mit einem positiven (und negativen) Standardfehler dargestellt. Im Falle
eines statistisch signifikanten Unterschiedes zwischen den beiden Vergleichsgruppen
wurde das Diagramm zusétzlich mit Sternchen versehen (* = p < 0,05, ** = p < 0,01, ***
=p <0,001). Alle statistischen Analysen wurden mit Microsoft© Excel® 2010 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA) und SPSS 19.0.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) fiir
Windows® durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse — Resultate

Von den vier durchgefiihrten Versuchsreihen wurde eine bis zum Tag 7 und drei bis zum
Tag 14 verfolgt. Wihrend dem Beobachtungszeitraum haben zwei Miuse aus der Lira-
glutid-Gruppe eine Peritonitis entwickelt und wurden daher bei der weiteren Auswertung
nicht beachtet. Zudem gab es zwei Vehikel-Gruppen die von Beginn an mit vier anstatt
finf Maédusen gestartet wurden. Aufgrund dieser Tatsachen kommt es in den hier
dargestellten Ergebnissen zu Abweichungen von der geplanten Anzahl an Tieren (vgl. Kap.

2.1).

3.1 Albuminurie und niichtern Blutzucker
Als indirektes Zeichen fiir das Ausmal} der glomeruldren Schidigung wurde die Albumin-

Kreatinin-Ratio (AKR) bestimmt. Dabei zeigte sich in den mit Liraglutid behandelten
Tieren eine signifikant verminderte Albuminurie am Tag 7 [Vehikel (n=18): 3557,0 +
1417,2 pg/mg; Liraglutid (n=17): 494,2 + 150,4 pg/mg; p = 0,0033] und am Tag 14
[Vehikel (n=14): 90415,9 + 24320,4 ng/mg; Liraglutid (n=13): 15638,6 + 4168,1 pg/mg;
p = 0,0001]. Leider konnte bei einer Maus aus der Liraglutid-Gruppe der zweiten Ver-

suchsreihe kein Urin am Tag 7 gewonnen werden.
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Abbildung 17: Albuminurie (Tag 7 und 14)

Mduse, die mit Liraglutid behandelt wurden, zeigten sowohl (a) am Tag 7 als auch (b) am
Tag 14 eine signifikant verminderte AKR im Vergleich zur Kontroll-Gruppe.

In der letzten Versuchsreihe wurde zusitzlich eine Messung des Blutzuckerspiegels nach
der ersten Liraglutidinjektion durchgefiihrt (vgl. Kap. 2.1). Dabei zeigte sich, wie eigent-

lich zu erwarten, ein signifikant niedrigerer Blutzuckerspiegel in den mit Liraglutid
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behandelten Méusen [Vehikel (n=5): 98,6 + 5,5 mg/dL; Liraglutid (n=5): 77,0 = 3,8
mg/dL; p = 0,012].

* Abbildung 18: Blutzuckerspiegel
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3.2 Glomerulosklerose und Zellinfiltration des Nierengewebes
Um das AusmalB der glomeruldren Schiadigung mit nachfolgender Vernarbung zu bewerten,

erfolgte eine PAS-Farbung mit anschlieBender Bestimmung des PAS-Score (vgl. Kap.
2.6.1). Zur Erfassung der Infiltration von Entziindungszellen in die Niere wurden Nieren-
schnitte iiber die T-Zell-Marker CD4 und CDS, iiber den Makrophagen-Marker CD68
sowie iiber den Marker Ly6 fiir Neutrophile mithilfe von Antikérpern angeféarbt (vgl. Kap.
2.6.2-2.6.5).
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Abbildung 19: PAS-Score und Infiltration durch CD8" Zellen am Tag 7

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Urinuntersuchung zeigte sich bei der zweiten
Versuchsreihe, die nur bis zum siebten Tag fortgefiihrt wurde, ein signifikant verminderter
PAS-Score in der Liraglutid-Gruppe [Vehikel (n=4): 1,26 + 0,06; Liraglutid (n=5): 1,06 £
0,05; p = 0,042]. AuBlerdem lag am Tag 7 eine signifikant verminderte Infiltration durch

68



Medizinische Universitit Humanmedizin
Graz 2012/13

CD8" Zellen in den Nieren der Liraglutid-Gruppe vor [Vehikel (n=4): 22,75 + 3,54; Lira-
glutid (n=5): 9,40 + 1,36; p = 0,026].

Bei der CD68- [Vehikel (n=4): 2,46 + 0,04; Liraglutid (n=5): 2,33 £ 0,19; p = 0,553],
CD4- [Vehikel (n=4): 15,75 £ 2,56; Liraglutid (n=5): 11,20 £ 2,58; p = 0,257] und Ly6-

Féarbung zeigte sich lediglich ein Trend zu einer verminderten Infiltration durch Ent-
zlindungszellen in der Liraglutid-Gruppe. Fiir die Auszdhlung Ly6™ Zellen galt dies sowohl
in den HPFs [Vehikel (n=4): 18,00 £ 7,36; Liraglutid (n=5): 8,60 = 4,00; p = 0,273], als
auch fiir die intraglomeruléren Zellen [Vehikel (n=4): 38,50 £ §8,85; Liraglutid (n=5): 20,00
+ 8,08; p =0,167].
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Abbildung 20: CD68-Score und Infiltration durch CD4" und Ly6" Zellen am Tag 7

Werden die histologischen Daten des vierzehnten Tages zusammengefasst, so zeigte sich
beim PAS-Score erneut ein signifikant niedrigeres Ergebnis in der Liraglutid-Gruppe
[Vehikel (n=14): 1,80 £ 0,09; Liraglutid (n=13): 1,47 + 0,06; p = 0,006]. Und in Bezug auf
den CD68-Score zeigte sich nun eine hoch signifikant reduzierte Infiltration durch Makro-
phagen in den Nieren der mit Liraglutid behandelten Tiere [Vehikel (n=14): 2,57 + 0,10;
Liraglutid (n=13): 1,83 £0,11; p = 0,00003].
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a%,o_ ** Abbildung 21: (a) PAS-Score am Tag 14
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Abbildung 23: (a) Infiltration durch CD8"

Die unteren Abbildungen sind ein Beispiel fiir
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Abbildung 24: (a) Infiltration durch CD4"
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Bei der Untersuchung der Infiltration durch T-Lymphozyten lies sich sowohl bei den CD8"
Zellen [Vehikel (n=14): 43,29 + 8,63; Liraglutid (n=13): 17,69 £ 2,73; p = 0,002] als auch
bei den CD4" Zellen [Vehikel (n=14): 58,57 + 10,57; Liraglutid (n=13): 25,31 £ 3,25; p =
0,011] ein signifikanter Unterschied am Tag 14 nachweisen. Auch die Auswertung der Ly6-
Féarbung ergab sowohl bei der Auszidhlung der HPFs [Vehikel (n=14): 33,29 + 6,25; Lira-
glutid (n=13): 17,77 + 4,33; p = 0,030], als auch bei der Auszahlung der intraglomerulédren
Zellen [Vehikel (n=14): 53,14 + 6,26; Liraglutid (n=13): 40,69 + 6,26; p = 0,173] einen

Trend zu einer verminderten Infiltration in der Liraglutid-Gruppe.
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Abbildung 25: (a + b) Infiltration durch Ly6" Zellen am Tag 14

Die beiden unteren Abbildungen zeigen exemplarisch die Infiltration durch Ly6™ Zellen (c)
in der Vehikel- und (d) in der Liraglutid-Gruppe.

3.3 Bestimmung von Maus Anti-Kaninchen IgG im Serum
Diese Bestimmung hilft bei der Unterscheidung zwischen einem generell immunsuppres-

siven Effekt und einem antiinflammatorischen Effekt von Wirkstoffen. Dabei zeigte sich
bei keiner der vier Versuchsreihen ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Ver-
gleichsgruppen. Im folgenden Abschnitt werden exemplarisch die Ergebnisse bei einer Ver-

diinnung von 1:3200 fiir die vier Versuchsreihen dargestellt.
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Hierbei zeigte sich sowohl bei der zweiten Versuchsreihe [Vehikel (n=4): 0,728 + 0,122;
Liraglutid (n=5): 0,562 £+ 0,129; p = 0,445], die bis zum Tag 7 verlief, als auch bei der
ersten [Vehikel (n=5): 0,455 £ 0,086; Liraglutid (n=5): 0,642 + 0,091; p = 0,220], dritten
[Vehikel (n=4): 0,554 + 0,156; Liraglutid (n=3): 1,072 £ 0,438; p = 0,345] und vierten
[Vehikel (n=5): 1,070 £ 0,039; Liraglutid (n=5): 0,879 + 0,084; p = 0,100] Versuchsreihe,
die jeweils bis zum Tag 14 durchgefiihrt wurden, kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 26: Bestimmung von Maus Anti-Kaninchen IgG im Serum

(Verdiinnung 1:3200)

3.4 Durchflusszytometrie aus Milz und inguinalen Lymphknoten
Um die verschiedenen Immunzelltypen in den sekundir lymphatischen Organen zu quanti-

fizieren, kam eine durchflusszytometrische Untersuchung (vgl. Kap. 2.7) zum Einsatz.
Angegeben wird der Mittelwert der korrigierten Anzahl an Zellen mit den jeweils genan-
nten Markern im Zielorgan. Die Berechnung eines Korrekturfaktors aus dem Gewicht des
Ursprungsorganes zum Vergleich von absoluten Zellzahlen (vgl. Kap. 2.7.4) wurde nur bei
der vierten Versuchsreihe durchgefiihrt. Daher werden im folgenden Abschnitt nur die
Ergebnisse aus dieser letzten Versuchsreihe prasentiert.

Bei der Untersuchung der Milz wurde ein Trend zu einer verminderten Anzahl und
Aktivitdt der T-Lymphozyten in der Liraglutid-Gruppe deutlich. Denn hier war die Anzahl
der CD4" Zellen [Vehikel (n=5): 614892 + 76904; Liraglutid (n=5): 365706 + 59884; p =
0,052], CD4°CD69" Zellen [Vehikel (n=5): 264529 + 32809; Liraglutid (n=5): 152898 +

73



Medizinische Universitit Humanmedizin
Graz 2012/13

28747; p = 0,051], CD8" Zellen [Vehikel (n=5): 652796 + 75074; Liraglutid (n=5): 472232
+ 77142; p = 0,172] und CD8'CD69" Zellen [Vehikel (n=5): 231324 + 25853; Liraglutid
(n=5): 152492 £ 20632; p = 0,066] pro Milz vermindert.
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Abbildung 28: Beispielhafter Dotplot fiir CD4°CD69" Zellen in den Lymphknoten

Die Population der doppelt positiven Zellen (oberer rechter Quadrant) ist in der Vehikel-
Gruppe (a) deutlich grofser als in der Liraglutid-Gruppe (b).
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Noch ausgeprigter war der Unterschied in den inguinalen Lymphknoten der beiden Ver-
gleichsgruppen (vgl. S 74 Abb. 28). Nach vierzehn Tagen gab es eine signifikant
verminderte Anzahl an CD4" Zellen [Vehikel (n=5): 7824464 + 1280830; Liraglutid (n=5):
2055180 + 978067; p = 0,013], CD4°CD69" Zellen [Vehikel (n=5): 1152886 + 161664;
Liraglutid (n=5): 340417 + 89682; p = 0,004], CD8" Zellen [Vehikel (n=5): 6497572 +
877668; Liraglutid (n=5): 1972169 £ 951862; p = 0,014] und CD8'CD69" Zellen [ Vehikel
(n=5): 741961 + 99455; Liraglutid (n=5): 258138 + 68657; p = 0,007] in den inguinalen
Lymphknoten der Liraglutid-Gruppe.
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Abbildung 30: Anzahl an regulatorischen T-Zellen in Milz und inguinalen Lymph-
knoten am Tag 14
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Bei der Untersuchung der sekundir lymphatischen Organe auf regulatorische T-Zellen
zeigte sich sowohl in der Milz [Vehikel (n=5): 61300 £+ 8308; Liraglutid (n=5): 41000 =+
4523; p = 0,091], als auch in den Lymphknoten [Vehikel (n=5): 80873 + 14471; Liraglutid
(n=5): 53948 + 18842; p = 0,340] ein Trend zu einer verminderten Anzahl an CD4'CD25"
FoxP3" Zellen in der Liraglutid-Gruppe am Tag 14 (vgl. S. 75 Abb. 30).

3.5 Real-Time PCR aus Niere, Milz und Lymphknoten

Die Real-Time PCR wurde verwendet, um in den Zielorganen die Genexpression von
Zytokinen, Transkriptionsfaktoren, Chemokinen und Chemokin-Rezeptoren (vgl. Kap.
1.2.2) zu untersuchen. Bei der Interpretation ist zu beachten, dass der Nachweis von
mRNA nur indirekt Information dariiber gibt, ob und in welchem Ausmall das dazu-
gehorige Protein anwesend ist.

Unterschiede in der Genexpression waren vor allem in der Niere selbst detektierbar. So
fiihrte die Behandlung mit Liraglutid nach vierzehn Tagen zu einer signifikanten Reduktion
der Expression von IL-6 [Vehikel (n=14): 1,25 £+ 0,20; Liraglutid (n=13): 0,16 = 0,04; p =
0,00004], TNF-a [Vehikel (n=14): 1,10 + 0,14; Liraglutid (n=13): 0,44 = 0,07; p = 0,0006],
IFN-y [Vehikel (n=14): 1,13 £ 0,18; Liraglutid (n=13): 0,56 = 0,11; p = 0,0152], IL10
[Vehikel (n=14): 1,12 + 0,18; Liraglutid (n=13): 0,47 = 0,08; p = 0,0043], t-bet [Vehikel
(n=14): 1,05 £ 0,09; Liraglutid (n=13): 0,64 = 0,13; p = 0,0208] und FoxP3 [Vehikel
(n=14): 1,05 + 0,09; Liraglutid (n=13): 0,43 + 0,04; p = 0,000003] in der Niere. Dagegen
zeigte sich am Tag 7 lediglich eine signifikant reduzierte Expression von IL-6 in der Niere

[Vehikel (n=4): 1,06 + 0,19; Liraglutid (n=5): 0,21 + 0,02; p = 0,0033].
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Abbildung 31: Genexpression von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren in der Niere
(Tag 14)
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AuBerdem lag in der Niere eine signifikant verminderte Genexpression von CCL4/MIP-1f3
[Vehikel (n=14): 1,03 £+ 0,07; Liraglutid (n=13): 0,62 + 0,10; p = 0,0029], CCL5/RANTES
[Vehikel (n=14): 1,12 + 0,14; Liraglutid (n=13): 0,26 + 0,06; p = 0,00002], CCR2 [Vehikel
(n=14): 1,07 £ 0,09; Liraglutid (n=13): 0,37 + 0,07; p = 0,000006] und CCR5 [Vehikel
(n=14): 1,06 + 0,10; Liraglutid (n=13): 0,45+ 0,11; p =0,0004] am Tag 14 vor.
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Abbildung 32: Genexpression von Chemokinen und Chemokin-Rezeptoren in der Niere
(Tag 14)

Bei der Untersuchung von Milz und Lymphknoten war lediglich eine signifikant reduzierte
Expression von IL-6 in der Milz am Tag 7 [Vehikel (n=4): 1,02 + 0,10; Liraglutid (n=5):
0,64 £ 0,09; p =0,0379] und am Tag 14 [Vehikel (n=9): 1,04 = 0,09; Liraglutid (n=8): 0,56
+ 0,15; p = 0,0224] festzustellen. Ansonsten zeigten sich keine Unterschiede bei der Gen-
expression in Milz und Lymphknoten.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit Liraglutid in der nephrotoxischen Serum-
nephritis (NTS) zu einer signifikanten Reduktion der Krankheitszeichen gefiihrt hat. Dafiir
sprechen sowohl die signifikant verminderte Albumin-Kreatinin-Ratio (vgl. Kap. 3.1), als
auch das signifikant geringere Ausmall an Glomerulosklerose (vgl. Kap. 3.2) in der Lira-
glutid-Gruppe. Dabei war kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der zirkulieren-
den, autologen Antikdrper nachweisbar (vgl. Kap. 3.3). Stattdessen zeigte sich eine ver-
minderte Infiltration der Niere durch Makrophagen, T-Lymphozyten und neutrophile
Granulozyten (vgl. Kap. 3.2). Aullerdem lag eine verminderte Anzahl und Aktivitit der T-
Lymphozyten in den sekundér lymphatischen Organen der mit Liraglutid behandelten Tiere
vor (vgl. Kap. 3.4).

Bei der Untersuchung der Genexpression in der Niere zeigte sich eine verminderte Expres-
sion von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen in der Liraglutid-Gruppe (vgl. Kap.
3.5). Besonders ausgepriagt war der Effekt auf die Expression vom proinflammatorischen
IL-6, so dass seine Expression im Verhéltnis zum antiinflammatorischen IL-10 nur ein
Drittel betrug. Dagegen liberwiegt das Verhéltnis von IL-10 zu IL-6 in der Kontroll-Gruppe
leicht zu Gunsten von IL-6 (vgl. S. 76 Abb. 31). Innerhalb der Transkriptionsfaktoren lag
eine verminderte Expression vom THI1-Zell assoziierten Transkriptionsfaktor t-bet (vgl
Kap. 1.2.2.3) und vom Treg assoziierten Transkriptionsfaktor FoxP3 (vgl Kap. 1.2.2.5) vor.
Im Gegensatz dazu zeigte sich kein Unterschied in der Expression vom TH2-Zell
assoziierten Transkriptionsfaktor GATA3 (vgl Kap. 1.2.2.3) und TH17-Zell assoziierten
Transkriptionsfaktor RORyt (vgl Kap. 1.2.2.4) zwischen den beiden Vergleichsgruppen. In
Lymphknoten und Milz wurden keine Verdnderung der Expression von den untersuchten
Genen festgestellt. Als einzige Ausnahme zeigte sich in der Milz eine signifikant reduzierte
Expression von IL-6 (vgl. Kap. 3.5).

Zudem wurden die Chemokine CCL4/MIP-1 und CCL5/RANTES sowie die Chemokin-
Rezeptoren CCR2 und CCRS in der Niere analysiert (vgl. S. 29 Tab. 4), um zu unter-
suchen, ob die verminderte Infiltration durch Makrophagen und TH1-Zellen mit einer
reduzierten chemotaktischen Migration zusammen héngt (vgl. Kap. 1.2.2.2 + 1.2.2.3).
Dabei bestitigte sich der Verdacht, dass auch hier eine verminderte Genexpression vorliegt
(vgl. S. 77 Abb. 32).

Aufgrund der gezeigten Ergebnisse kann zusammenfassend gesagt werden, dass, neben

den Studien zu Atherosklerose und Psoriasis (vgl. Kap. 1.3.2), auch in der nephrotoxischen
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Serumnephritis ein antiinflammatorischer Effekt des GLP-1-Rezeptor-Agonisten Liraglutid
gezeigt werden konnte. Dies flihrt zu der Vermutung, dass GLP-1-Rezeptor-Agonisten
auch beim Menschen eine nephroprotektive Wirkung haben konnten. Das néchste Ziel

sollte es sein, den zugrunde liegenden Mechanismus aufzudecken.

Da der Rezeptor fiir GLP-1 in einer Vielzahl verschiedener Zelltypen und Geweben expri-
miert wird (vgl. Kap. 1.3), ergibt sich zwangsldufig auch eine Vielzahl an Moglichkeiten
und Hypothesen, um den Mechanismus zu erkldren. Zum Einen gibt es Hinweise dafiir,
dass eine Stimulation von GLP-1-Rezeptoren im ZNS zu einer Aktivierung der Hypothala-
mus-Hypophysen-Achse fiihrt (156). Dies wiirde die Sekretion von endogenen Glukokorti-
koiden aus der Nebennierenrinde anregen, die bekanntermallen iiber einen eigenen anti-
inflammatorischen und immunsuppressiven Effekt verfligen. Zum Anderem konnten die
gezeigten Effekte eine Folge der Wirkung auf metabolischer Ebene sein. Denn genau wie
der Mensch (vgl. Kap. 1.3.1) nehmen auch die mit Liraglutid behandelten Méuse deutlich
an Gewicht ab. Und auch wenn die zuvor beschriebenen Verbesserungen der Psoriasis-
Symptome nach Behandlung mit GLP-1-Rezeptor-Agonisten unabhéngig von Gewichts-
verdnderungen auftraten (vgl. Kap. 1.3.2), so ist bekannt, dass eine einfache Diit {liber 4
Wochen &dhnliche Effekte bewirken kann (148,149,157). AuBlerdem ist in der Literatur
beschrieben, dass ein vergleichbares Ergebnis bei Psoriasis-Patientinnen nach bariatrischen
Operationen (Magenbypass) erreicht werden kann (148,149,158).

Andererseits sind Magenbypass-Operationen mit einer erhohten Sekretion von endogenen
Inkretinen assoziiert (129,159,160), wodurch der Effekt im Falle der Psoriasis eventuell
trotzdem dem GLP-1 zugeschrieben werden kann. Zudem ist der GLP-1-Rezeptor auf
Immunzellen und im lymphatischen Gewebe nachweisbar (146). Daher kann angenommen
werden, dass der Rezeptor auch eine Funktion in diesen Zelltypen iibernimmt. Dabei
konnten aktuelle Studien zu Atherosklerose zeigen, dass die Stimulation des GLP-1-
Rezeptors einen direkten Effekt auf die Funktion der Immunzellen ausiibt und vor allem
antiinflammatorische Effekte bewirkt (141,143). Nun bleibt die Frage offen, iiber welchen
immunologischen Mechanismus GLP-1 und die GLP-1 Analoga ihre antiinflammato-

rischen Effekte umsetzen.

Aufgrund einiger Tierstudien zum T1D (144,145) wurde bereits in der Einleitung die
Hypothese aufgestellt, dass Liraglutid auch in der NTS zu einer Expansion von

regulatorischen T-Zellen flihren konnte, die ihrerseits antiinflammatorische Effekte
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bewirken (vgl. Kap. 1). Doch die présentierten Daten sprechen eher gegen diese Hypo-
these. Denn der Trend aus der durchflusszyometrischen Analyse zeigt sogar eher weniger
CD4'CD25FoxP3" Zellen in den sekundér lymphatischen Organen (vgl. Kap. 3.4). Andere
Studien zu GLP-1 erdftnen die Moglichkeit, eine Reihe von weiteren Hypothesen aufzu-
stellen. Zum Einen wurde in einer Tierstudie zum Myokardinfarkt gezeigt, dass eine
Behandlung mit GLP-1 unmittelbar vor der Reperfusion zu einer verminderten Akku-
mulation von Neutrophilen und zu einer reduzierten Infarktgrofle fithren kann (161). Zum
Anderen wurde davon berichtet, dass GLP-1 (1-37) die zielgerichtete Migration von CD4"
Lymphozyten hemmen kann (162). AuBBerdem kdnnte GLP-1 die Population der iNKT-
Zellen stimulieren. Denn fiir diese Zellpopulation ist bekannt, dass sie bei der NTS
protektiv wirken kann (129,130). Eine weitere, naheliegende Moglichkeit scheint derzeit
ein Wechsel des Makrophagen-Phinotyps zum protektiven M2-Phénotyp zu sein, da dieser
Mechanismus bereits durch eine in vitro Studie mit menschlichen Monozyten aus dem Blut
gezeigt werden konnte. Die Autoren dieser Studie kamen zu der Erkenntnis, dass eine
Stimulation des GLP-1-Rezeptors iiber eine Aktivierung von STAT3 zur Ausbildung des
M2-Phinotyps fiihrt (163).

Makrophagen besitzen die Fahigkeit, in Abhéngigkeit von der jeweiligen Stimulation,
zwischen zwei verschiedenen Phidnotypen zu wechseln (164,165). Dabei spiegeln diese
beiden Phinotypen das TH1/TH2-Modell der T-Helferzellen (vgl. Kap. 1.2.2.3) wieder. So
fithren Liganden des TLR4, wie LPS, und INF-y zu einer Aktivierung des klassischen M1-
Phinotyps, der iiberwiegend proinflammatorische Zytokine produziert und eine Immun-
antwort durch THI1-Zellen verstirkt. Daher ist der M1-Phianotyp oft zu Beginn einer
Entziindung zu finden und an ihrer Aufrechterhaltung beteiligt. Dagegen wird die
Ausbildung des alternativen M2-Phénotyps durch IL-4 und IL-13 stimuliert, der bei der
Abwehr von Parasiten und bei der Wundheilung eine grofle Rolle spielt. AuBerdem kann
der M2-Phénotyp immunregulatorische Funktionen iibernehmen. Deshalb wird der M2-
Phénotyp hdufig entweder mit der Regenerations- und Reparations-Phase oder mit
chronischen Entziindungen assoziiert. Abgesehen davon konnen sich auch Tumorzellen
den M2-Phénotyp zu nutze machen, um das Immunsystem zu tduschen (,,Immunescape®).
Eine Besonderheit der Makrophagen ist ithre Dynamik, da sie laufend zwischen diesen
beiden Phidnotypen wechseln konnen. Daher konnen auch Zwischenstadien gefunden
werden, die Oberflichenmolekiile exprimieren und Zytokine produzieren, welche fiir beide

Phénotypen charakteristisch sind (164,165).
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In weiterer Folge sind in vitro Proliferation- und Treg Suppression-Assays vorgesehen, um
eine weitere Aufklidrung des Wirkmechanismus zu erreichen. Auflerdem sind weitere in
vivo Studien mit GLP-1-Rezeptor KO Mausen geplant. Dabei wird erwartet, dass die
reinen KO Maéuse eine erhohte Anfilligkeit fiir die NTS zeigen. Anschliefend sollen noch
Knochenmark-Transplantationen vorgenommen werden - entweder von Wildtyp Méusen in
KO Miuse oder umgekehrt — und dann wird in diesen murinen Chiméren erneut eine NTS
induziert, um zu erkennen, ob die gezeigten Effekte von GLP-1-Rezeptor-Agonisten durch
transiente Zellen (Entziindungszellen) oder durch residente Zellen (z.B. Tubulusepithel-
zellen) verursacht werden. Bei Erfolg dieses Projektes liee sich die Anzahl der zuvor
genannten, potentiellen Wirkmechanismen eingrenzen.

Zum Abschluss ist noch erwéhnenswert, dass das zuvor erwédhnte Risiko zur Entwicklung
einer Pankreatitis und zur Entstehung von Pankreas-Karzinomen durch GLP-1-Rezeptor-
Agonisten (vgl. Kap. 1.3.1) mittlerweile revidiert wurde. Demnach ist das Risiko fiir
Nebenwirkungen am Pankreas vermutlich deutlich geringer als zwischenzeitlich befiirch-

tet. Allerdings steht eine abschlieBende Beurteilung immer noch aus (166,167).
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