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Zusammenfassung 
 

Die Rolle des GLP-1 Rezeptors in der experimentellen 

Glomerulonephritis 
 

Hintergrund: Die Therapie der rapid progressive Glomerulonephritis (GN) ist mit vielen 

Nebenwirkungen assoziiert. Glukagon-like-Peptide-1-Rezeptor (GLP-1R) Agonisten 

besitzen ein antiinflammatorisches und immunomodulatorisches Potential, und sind bereits 

für die Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 zugelassen. Wir stellten daher die Hypothese 

auf, dass GLP-1R Agonisten den Verlauf eines T-Zell-abhängigen Modells der 

experimentellen GN verbessern. Dies könnte neue Therapieoptionen in der GN eröffnen. 

Methoden: Die nephrotoxische Serumnephritis (NTS) wurde bei 8-12 Wochen alten, 

männlichen Glp-1r-/- oder Wildtyp C57BL/6 Mäusen induziert. Der Phänotyp der NTS 

wurde 7 und 14 Tage nach Krankheitsbeginn evaluiert.  

Ergebnisse: Trotz gleicher Wasseraufnahme in beiden Gruppen war die Harnausscheidung 

in Wildtyp-Gruppe größer am Tag 7 (p= 0.00001) und am Tag 14 (p= 0.000155). Die 

Harn-Albumin/Kreatinin-Ratio und der PAS-Score unterschieden sich nicht zwischen den 

zwei Gruppen. Eine vermehrte Infiltration von Neutrophilen war in den Nieren der Glp1r-/-

-Mäuse nachweisbar (p= 0.024). Hinsichtlich der renalen Infiltration von Makrophagen 

und T-Lymphozyten zeigte sich kein wesentlicher Unterschied. Die Genexpression von 

Il10 im Nierengewebe am Tag 14 war in der Wildtyp-Gruppe erhöht (p= 0.000269). Bei 

der Untersuchung der Milz am Tag 14 zeigten sich höhere Werte der mRNA-Expression 

von Ifn-γ (p=0.024), T-bet (p= 0.005), Gata3 (p= 0.007), FoxP3 (p= 0.01) und Rorγt (p= 

0.038) in der Glp1r-/--Gruppe. Die Untersuchung der Lymphknoten am Tag 14 ergab, dass 

die Genexpression von T-bet (p= 0.004), Il10 (p= 0.018) und FoxP3 (p= 0.028) höher in 

der Glp1r-/--Gruppe war.  

Fazit: Die Glp-1r-/--Mäuse zeigten keine höhere Anfälligkeit für die NTS, obwohl ihre 

systemische inflammatorische Reaktion verstärkt war. Eine Erklärung für den fehlenden 

Phänotyp in der Glp-1r-/--Maus könnte die Tatsache sein, dass die Immunantwort bereits in 

gesunden Glp-1r-/--Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren verändert ist. Dies könnte 

unsere Arbeitsgruppe bereits in Vorarbeiten nachweisen. Darüber hinaus wurde in dieser 

Studie eine diuretische Wirkung des GLP-1R-Agonismus gezeigt.  

Diese explorative Studie bietet neue Einblicke in den anti-inflammatorischen 

Wirkmechanismus von GLP-1R Agonisten. Damit eröffnen sich neue Möglichkeiten in der 

Therapie von T-Zell-mediierten entzündlichen Erkrankungen. 
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Abstract 
 

The role of the GLP-1 receptor in experimental 

glomerulonephritis 
 

Background:  The therapy of rapidly progressive glomerulonephritis (GN) is associated 

with many side effects. The glucagon-like-peptide-1 receptor (GLP-1R) have anti-

inflammatory and immunomodulatory properties and are already approved for the 

treatment of type-2 diabetes mellitus. We aimed to test the hypothesis that GLP-1R 

agonists may improve a T cell dependent experimental GN model thereby paving the way 

to find new treatment options in GN. 

Methods: Nephrotoxic serum nephritis (NTS) was induced in male Glp-1r-/- or wild-type 

C57BL/6 mice, eight to twelve weeks old. The phenotype of NTS was evaluated 7 and 14 

days after the disease onset. 

Results: Despite no difference in water intake, urine excretion was higher in the wild-type 

group on day 7 (p = 0.00001) and on day 14 (p = 0.000155). The values of the urinary 

albumin/creatinine ratio and the PAS score did not differ between the groups. An increased 

infiltration of neutrophils was seen in the kidneys of the Glp-1r-/- mice (p = 0.024). There 

was no significant difference in the renal infiltration of macrophages and T lymphocytes. 

The gene expression of Il10 in kidney tissue was higher in the wild-type group (p = 

0.000269). Examination of the spleen showed higher values of Ifn-γ (p = 0.024), T-bet (p = 

0.005), Gata3 (p = 0.007), FoxP3 (p = 0.01) and Rorγt (p = 0.038) mRNA expression in the 

Glp-1r-/- group. Examination of the lymph nodes showed the higher expression of T-bet (p 

= 0.004), Il10 (p = 0.018) and FoxP3 (p = 0.028) in the Glp-1r-/- group. 

Conclusion: The Glp-1r-/- mice did not show an increased phenotype of NTS, even though 

the systemic inflammation seems to be increased. This could probably be explained by an 

impaired immune response of healthy Glp-1r-/- mice, as already shown by our research 

group. In addition, a diuretic effect of GLP-1R agonism was shown in this study.  

This exploratory study offers new insights into the mechanism of anti-inflammatory effects 

of GLP-1R agonists and supports further investigation of their role in T-cell mediated 

diseases in order to find new therapeutic approaches.  
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1 Einleitung 

In großen randomisierten Studien wurde nachgewiesen, dass Glukagon-like-Peptid-1-

Rezeptor (GLP-1R) Agonisten einen positiven Einfluss auf den Verlauf der chronischen 

Nierenerkrankung zeigen, weil sie den Beginn der persistierenden Albuminurie verzögern 

oder gar verhindern können. Dieser Effekt könnte vor allem durch die 

antiinflammatorische Wirkung von GLP-1R Agonisten erklärt werden.  

GLP-1 ist ein Inkretinhormon, das hauptsächlich wegen seiner blutzuckersenkenden 

Wirkung in der letzten Zeit intensiv erforscht wurde.  Da GLP-1R Agonisten bereits für die 

Therapie von Diabetes mellitus Typ 2 zugelassen sind, deswegen wäre es von einer großen 

Bedeutung, inwieweit die antiinflammatorische Wirkung dieser Medikamenten für die 

Behandlung von Autoimmunerkrankungen sowie insbesondere deren Nierenbeteiligung 

eingesetzt werden könnte. Heutzutage ist die Therapie der rapid progressiven 

Glomerulonephritis (RPGN) mit vielen Nebenwirkungen assoziiert und neue 

Therapiemöglichkeiten werden daher dringend benötigt. 

Es gibt rezente Hinweise, dass GLP-1 sowohl Anzahl als auch Funktion der 

regulatorischen T-Zellen erhöht und den Phänotyp der Makrophagen beeinflusst. Diese 

Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Glomerulonephritis. Zum 

jetzigen Zeitpunkt ist noch ungeklärt, inwiefern diese Wirkung über GLP-1R vermittelt 

wird oder durch andere Mechanismen erklärt werden kann. Das Ziel dieser Studie war es, 

diesen Funktionsmechanismus anhand eines experimentellen Glomerulonephritismodell an 

Mäusen zu untersuchen. Tiermodell von der nephrotoxischen Serumnephritis entspricht 

einer Immunkomplexnephritis, der mit einer inflammatorisch bedingten Immunkomplex-

Glomerulonephritis vergleichbar ist. Für diese Arbeit wurde Glomerulonephritis bei Glp-

1r-/--Mäusen ausgelöst, um die Rolle dieses Rezeptors in der Pathogenese dieser Krankheit 

näher zu untersuchen.  

1.1 Chronische Nierenerkrankung 

Die Diagnose der chronischen Nierenerkrankung (CN) kann gestellt werden, wenn die 

Verminderung der Nierenfunktion oder die Läsionen der Nierenparenchym länger als 3 

Monate bestehen. Als Zeichen der Nierenschädigung gelten die Reduktion der eGFR < 60 

ml/min/1,73 m2 und/oder eine oder mehrere von den folgenden Merkmalen bestehen: 

Albuminurie (Albuminausscheidung Rate >30 mg/24 Stunden; Albumin-Kreatinin 

Quotient >30 mg/g [>3 mg/mmol]), Abnormalitäten im Harnsediment, Elektrolytstörungen 
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und andere Störungen anhand der tubulären Schädigung, histologisch oder mit den 

bildgebenden Verfahren bestätigte Nierenläsionen sowie Nierentransplantation in der 

Anamnese(1). 

CN verläuft über Jahre, ist jedoch nicht irreversibel. Eine früh gestellte Diagnose und die 

richtige Behandlung können der Verlauf der CN verzögern oder sogar die Entwicklung von 

Komplikationen verhindern(1,2). CN erhöht das Infektionsrisiko, Operationsrisiko sowie 

das Risiko der Nebenwirkungen von Arzneimitteln und intravaskulären Kontrastmitteln(1). 

Die CN ist ein unabhängiger Risikofaktor für kardiovaskulare Morbidität und Mortalität, 

hauptsächlich aufgrund der Entwicklung von Albuminurie bei diesen PatientInnen(1,3-7). 

Obwohl der Anstieg der Albuminausscheidung im Harn immer auf die Verschlechterung 

des Krankheitsverlaufs deutet(1,2,5,8) und die Albuminurie heutzutage einer der sichersten 

Marker für Nierenschädigung bleibt, kann die Progression der CN auch ohne Albuminurie 

einhergehen(1,2,5,8-11). Zudem gibt es aktuelle Hinweise, die das Auftreten von 

Albuminurie eher als dynamischen fluktuierenden Zustand und nicht als die lineare 

Progression darstellen(11). 

Abbildung 1: Anzahl (A) und Rate (B) von allen Disability-Adjusted Life Years 

(DALYs), zwischen 1990 und 2017 durch CN verursacht wurden, zugeordnet nach der 

jeweiligen Ursache für die CN. 

Aus GBD Chronic Kidney Disease Collaboration. Global, regional, and national burden 

of chronic kidney disease, 1990-2017: a systematic analysis for the Global Burden of 

Disease Study 2017. Lancet 2020 Feb 13. 
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Progression der CN führt schließlich zur Niereninsuffizienz, die nur mittels Dialyse und 

Transplantation behandelt werden könnte und reduziert signifikant die 

Lebenserwartung.(1,6,12) 

9-10% der Weltbevölkerung sind von dieser Krankheit betroffen und die Tendenz ist 

steigend(6,7,12). Die Hauptrisikofaktoren der CN sind Diabetes mellitus (DM), 

Hypertonie, Übergewicht und hoher Natriumgehalt im Essen, die wichtigste Rolle jedoch 

spielt aber der DM, welcher alleine 57,6% von alterstandartisierten Disability-Adjusted 

Life Years (DALY) bei PatientInnen mit CN verursacht(6,11,12).  

1.1.1 Diabetische Nephropatie 

Der klassische Verlauf der diabetischen CN hat folgende Stufen: glomeruläre 

Hyperfiltration, progressive Albuminurie, Abstieg der GFR und Entwicklung des 

Endstadiums der Nierenerkrankung(11). Veränderungen in der Nierenhämodynamik, 

oxydativer Stress, Entzündung, Hypoxie und hyperaktive Renin-Angiotensin-Aldosteron 

System sind wesentliche Teile der Pathogenese der diabetischen Nierenerkrankung und 

führen zu heterogenen pathologischen Veränderungen, wie glomeruläre Hypertrophie, 

Glomerulosklerose und tubulointerstitielle Entzündung mit nachfolgender Fibrose(2,3,11).  

Es gibt immer mehr experimentelle und klinische Studien, die nachweisen, dass die 

Entzündungsprozesse in dem Verlauf der Nierenschädigung eine kritische Rolle spielen 

und den weiteren Verlauf der Nierenfunktion maßgeblich bestimmen(13,14). Die 

Immunreaktion bei diabetischer Nephropathie unterscheidet sich aber deutlich von 

Immunreaktionen, die während autoimmunen oder der akuten Nierenerkrankungen zu 

beobachten sind(14). 

Große randomisierte Studien zur langfristigen Untersuchung von kardiovaskulären 

Endpunkte bei neuen antidiabetischen Arzneimitteln lieferten weitere Einblicke in die 

Pathogenese der diabetischen Nierenerkrankung sowie neue Therapieansätze. LEADER 

und SUSTAIN-6 Studien lieferten nicht nur über kardiovaskuläre, sondern auch über 

renale Endpunkte Daten(15). Es zeigte sich, dass GLP-1R Agonisten das Risiko von 

kardiovaskulären Endpunkte, wie Tod durch beliebige Ursachen, oder von 

mikrovaskulären Endpunkte reduzieren. Das Risiko von mikrovaskulären Endpunkten 

wurde durch renale Endpunkte gesenkt(16,17). Dieses Ergebnis wurde durch den positiven 

Einfluss der GLP-1R Agonisten auf die Albuminurie verursacht, welche weder durch 

Unterschiede in der Höhe der Blutglukosespiegel noch in der Blutdruckeinstellung 

zwischen den PatientInnengruppen erklärbar war(17,18). Der genaue Mechanismus 
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dahinter ist noch unklar. Genauere Einblicke in die Eigenschaften des GLP-1 und seine 

Wirkung auf die Niere werden im nächsten Kapitel erläutert.  

 

1.2 Glukagon-like-Peptid-1 

GLP-1 ist ein Inkretinhormon, das ein großes metabolisches Wirkungsspektrum zeigt, weil 

sich die jeweiligen Rezeptoren in vielen Organen und Geweben des menschliches Körpers 

befinden(19).  

 
Abbildung 2: Die metabolischen Effekte von GLP-1 

Aus Muller TD, Finan B, Bloom SR, D'Alessio D, Drucker DJ, Flatt PR, et al. Glucagon-

like peptide 1 (GLP-1). Mol Metab 2019 Dec;30:72-130. 

Seine Effekte sind vor allem die Verstärkung der glukoseinduzierten Sekretion des Insulins 

von den β-Zellen im Pankreas, die Erhöhung der Insulinexpression und der peripheren 

Glukoseablagerung, die Verhinderung der Apoptose und die Aktivierung der Neogenese 
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der β-Zellen, die Senkung der Sekretion von Glukagon, die Verlangsamung der 

Magenentleerung und die Stimulierung des Sättigungsgefühls. 

Die Produktion dieses Hormons wird durch die Nahrungsaufnahme von den intestinalen L-

Zellen sowie durch IL6 aus den intestinalen L-Zellen und aus den α-Zellen im Pankreas 

stimuliert(20,21). Die Synthese von GLP-1 wird unter anderem durch die 

Entzündungsprozesse moduliert(20). 

 GLP-1 hat eine sehr kurze Halbwertszeit, es wird in 1-2 Minuten von der Enzym 

Dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4) inaktiviert und über die Niere ausgeschieden(19). 

Im Rahmen der antidiabetischen Therapie kommen die DPP-4-resistente GLP-1 Analoga 

in Einsatz. Die wichtigsten Vertreter dieser Gruppe sind Liraglutid, Semaglutid und 

Exenatid. Liraglutid und Semaglutid sind synthetische Analoga von GLP-1 und 

entsprechen zu 97% bzw. 94% diesem Peptid(22,23). Exenatid ist eine syntetische Form 

von Exendin-4. Dieses Peptid wurde erstmalig aus dem Speichel der Echse Heloderma 

suspectum isoliert. Daher ist Exenatid nur zu 53% ident zum GLP-1(21).  

Besondere Aufmerksamkeit erregt die antiinflammatorische und zytoprotektive Wirkung 

von GLP-1, die in zahlreichen Studien bestätigt wurde(24-28). 

1.2.1 Die Untersuchung der Funktion von GLP-1 in Mausmodellen 

Die Glp-1r-mRNA-Transkripte wurden in den Immunzellen aus der Milz, den 

Lymphknoten und dem Knochenmark von Mäusen detektiert. Die Aktivierung von Glp-1r 

kann die Lymphozytenproliferation und Erhaltung von peripherischen regulatorischen T-

Zellen (TReg) modulieren(29). Es gibt Daten, dass die Therapie mit Exendin-4 TReg-Zellen 

stimulieren kann(30). GLP-1R Agonisten hemmen die CCL5-abhängige Migration der T-

Lymphozyten(31). 

Die Dextransulfat-Natrium-induzierte Kolitis hatte einen schwereren Verlauf bei Glp1r-/--

Mäusen als bei ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern. Dieser Befund besserte sich nach der 

Knochenmarktransplantation von Wildtyp-Mäusen zu Glp1r-/--Mäusen. Aber noch vor 

Induktion der Darmentzündung zeigten die Glp1r-/--Mäuse eine signifikant reduzierte 

Expression von Gene, die für den Schutz und die Wiederherstellung des Epithels dienen. 

Das waren unter anderem die Gene, die für Il6 und Il1b, die für die angeborene 

Immunantwort verantwortlichen Interleukine, sowie auch die für Il12b, den 

Entzündungsmodulator, kodieren(24). 

Der Verlust der Glp-1r bei Glp1r-/--Mäusen beeinträchtigte die proliferative Antwort der T-

Zellen. Der Anteil von peripherischen TReg-Zellen bei den Glp1r-/--Mäusen war signifikant 
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vermindert, obwohl kein Unterschied in der Anzahl von CD4+, CD8+ und B-Zellen zu 

beobachten war(29). Im Gegenzug dazu stellen die GLP-1R Agonisten die Anzahl der 

zirkulierenden T-Zellen bei db/db-Mäusen bis zur Anzahl dieser Zellen bei ihren Wildtyp-

Wurfgeschwister wieder her(31). 

Es gibt Beobachtungen, dass das GLP-1 sowie seine Spaltprodukte und Analoga eine 

rezeptorunabhängige metabolische und immunoregulatorische Wirkung 

aufweisen(24,25,29,31).  

Alle GLP-1R Agonisten vermitteln ihre Wirkung über den GLP-1R. Es können jedoch 

nicht alle Effekte, die von diesen Wirkstoffen verursacht werden, damit erklärt 

werden(25,31). Studien zeigen, dass die GLP-1R Agonisten Liraglutid und Semaglutid, die 

von ihrer Struktur möglichst nah dem nativen GLP-1 sind, einen positiven Einfluss auf 

kardiovaskuläre und renale Endpunkte haben sowie die kardiovaskuläre und gesamte 

Mortalität bei HochrisikopatientInnen mit DM senken, obwohl weder Exendin-basierte 

GLP-1R Agonisten (53% ähnlich zum GLP-1) noch DPP-4 Inhibitoren (hemmen die N-

terminale Spaltung von GLP-1) eine kardioprotektive Wirkung zeigten(31). 

1.2.2 Die Wirkung von GLP-1 auf die Niere 

Klinische und präklinische Studien zeigen, dass GLP-1-basierte Therapien positiv die 

Nierenfunktion beeinflussen, weil sie Nierendurchblutung, Diurese und GFR steigern, 

Tubulusnekrose reduzieren, sowie auch entzündungshemmende und zytoprotektive 

Wirkung aufweisen(25,28,31,32).  

In einer Studie von Rowlands et al. wird eine Meinung geäußert, dass die GLP-1R 

Agonisten ihre Wirkung über direkte Aktivierung der GLP-1R in der Niere, sowie über 

indirekte Effekte, wie die Interaktion mit dem Nervensystem, Renin-Angiotensin-System 

und die Regulation des Atrialen Natriuretischen Peptides vermitteln(28). 

Viele Studien mit Tieren und Menschen wurden durchgeführt, um die genaue Lokalisation 

des GLP-1R in der Niere zu finden(33). Die Mehrzahl der Tierstudien zeigen, dass sich 

diese Rezeptoren in der renalen Gefäßen befinden(26,33-35). Es gibt Daten, dass GLP-1R 

auch im Nierenkelch lokalisiert sind, die genaue Lokalisation im Nephron ist dennoch 

unklar(32). Diese Rezeptoren befinden sich höchstwahrscheinlich nicht in den distalen 

Tubuli, sie wurden in einigen Studien in den Glomerula gefunden(26,33). 

In der menschlichen Niere wurden GLP-1R nur in großen und mittelgroßen renalen 

Arterien und nicht in den Tubuli oder Glomeruli gefunden(36). 
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Direkte Stimulierung der renalen GLP-1R wird durch die renale Vasodilatation verursacht, 

welche die Nierendurchblutung und GFR erhöht, und die Rückresorption von Natrium, 

Bikarbonat und Wasser senkt(32). Natriurese und dementsprechend Diurese werden aber 

durch die indirekte Wirkung von GLP-1R, die sich in anderen Organen befinden, noch 

stärker ausgeprägt. Diese Potenzierung ist eindeutig zu beobachten, wenn die Innervation 

der Niere erhalten ist(32,37). Auch die Kardiomyozyten, die von GLP-1 stimuliert wurden, 

tragen zur Erhöhung der Natriurese durch die Produktion des Atrialen Natriuretischen 

Peptides bei(35).  

Präklinische Studien zeigen, dass die GLP-1 Therapie die Entzündung bei diabetischer 

Nephropathie (DN) und akuter Nierenerkrankung, sowie oxidativer Stress bei DN 

senkt(26,27,31,35,38). 

Oxidativer Stress spielt die zentrale Rolle in DN(26). GLP-1R Agonisten schützen die 

Niere gegen den oxidativen Stress, der durch chronischen Hyperglykämie verursacht wird, 

indem das GLP-1 die NAD(P)H-Oxidase hemmt und die cAMP-PKA aktiviert(26). 

DN bei Glp-1-/--Mäusen hatte einen schwereren Verlauf als bei ihren Wildtyp-

Wurfgeschwister trotz vergleichbarer Niveaus von Hyperglykämie. Das zeigte sich durch 

die höhere Albuminausscheidung durch den Urin, vermehrte mesangiale Expansion und 

Verdickung von der glomerulären Basalmembran, sowie auch erhöhten Niveaus von 

Markern des oxidativen Stresses(26).  

Exendin-4 und Liraglutid zeigten in sowohl präklinischen als auch klinischen Studien die 

Fähigkeit, Albuminurie bei DN zu senken(17,18,26,35). GLP-1 Fragmente (7-37 Mut8, 9-

37 und 28-37) zeigten jedoch keine Auswirkung auf die Albuminurie bei Mäusen mit 

DN(31).  

GLP-1R Agonisten senken auch signifikant die glomeruläre Hyperfiltration, Hypertrophie, 

Expansion der mesangialen Matrix und die tubulointersitielle Nierenschädigung(26,31,35). 

Außerdem vermindern sie die Expression der tubulären Nierenschädigungsmarker sowie 

die Proteinniveaus von ICAM-1 und Kollagen Typ IV und hemmen zudem die Aktivation 

von den nukleären Faktor κB(31,35,38). Ein weiterer Effekt ist die Reduktion von 

oxydativem Stress sowie der Ansammlung von Makrophagen und T-Zellen in der Niere 

bei DN(27,31,35,38). 

Im Vergleich zu GLP-1-basierten und Exendin-basierten GLP-1R Agonisten senkte nur 

Liraglutid signifikant die renale Infiltration von CD4+-Zellen im renalen 

Ischämie/Reperfusion-Mausmodell. Weder Liraglutid noch Exendin-4 beeinflussten die 

Niereninfiltration von den CD8+-Zellen und Makrophagen(31).  



 

8 

 

In vitro wirkte Exendin-4 direkt an GLP-1R und hemmte die Freisetzung der 

proinflammatorischen Zytokine durch Makrophagen und die ICAM-1-Synthese durch 

glomerulären endothelialen Zellen(35). 

Logischerweise wurden die renalen Effekte von GLP-1 in erster Linie bei DN untersucht. 

Es gibt immer noch kaum Studien inwiefern sich die renoprotektive Wirkung von GLP-1 

bei akuter Nierenerkrankung äußert. Von besonderer Bedeutung wäre die 

antiinflammatorische Wirkung von GLP-1 bei akuter Autoimmunerkrankung mit 

Nierenbeteiligung zu untersuchen. 

 

1.3 Rapid-progressive Glomerulonephritis 

Die Rapid-progressive Glomerulonephritis (RPGN) ist ein klinischer Begriff, der eine 

Gruppe von Erkrankungen zusammenfasst, die sich durch einen raschen Verlust der 

Nierenfunktion innerhalb von Wochen bis wenigen Monaten (manchmal auch Tage) 

aufgrund von Glomerulonephritis (GN) äußert(39). Histologisch zeigt sich eine 

extrakapilläre Proliferation mit Halbmondbildung, die mehr als 50% des Glomerulus 

einnimmt(40). Die Prodromalsymptome dieser Erkrankung sind unspezifisch und äußern 

sich in erster Linie als allgemeines Unwohlsein, Müdigkeit, Gewichtsabnahme und 

subfebrile Temperatur(41). Dennoch verspüren einige PatientInnen bis zum Verlust der 

Nierenfunktion keine Symptome(42). Diagnostische Anzeichen für RPGN können 

mikroskopische oder makroskopische Hämaturie, erythrozytäre Zylinder im Harn und 

unterschiedlich stark ausgeprägte Proteinurie sein(40).   

Heutzutage unterscheidet man nach dem vorwiegenden immunopathologischen Muster 3 

Typen von RPGN. Typ 1 - Anti-GBM-Nephritis, Typ 2 – Immunkomplexnephritis und 

Typ 3 – Pauci-Immun-Nephritis. Es können zudem Kombinationen von dieser 

immunopathologischen Phenotypen auftreten. Zum Beispiel, 20-38% der PatientInnen mit 

Anti-GBM-Glomerulonephritis weisen auch Anti-Neutrophile 

cytoplasmatische Antikörper (ANCA) auf, die für die Pauci-Immun-Glomerulonephritis 

typisch sind(43-45). Ungefähr 5% der PatientInnen mit ANCA-Vaskulitis haben Anti-

GBM-Antikörper(45). ANCA sind auch relativ oft bei PatientInnen mit 

Immunkomplexnephritis zu finden(46,47). Solche kombinierten Formen sind mit einer 

schlechteren Prognose assoziiert(45,47). 
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1.3.1 Anti-GBM-Nephritis 

Die Anti-GBM-GN ist eine Kleingefäßvaskulitis, die die Kapillaren in den Glomeruli der 

Niere, in der Lunge oder in beiden Organen betrifft(48). Ca. 40%-60% der PatientInnen 

mit dieser Erkrankung entwickeln zusätzlich zur GN ein pulmonale Hämorrhagie, was als 

Goodpasture-Syndrom bezeichnet wird(43). Die Anti-GBM-GN tritt mit einer geschätzten 

jährlichen Inzidenz von 0,5-1 pro Million Einwohner in der kaukasischen und asiatischen 

Populationen relativ selten auf, in der afrikanischen Population ist sie vermutlich noch 

seltener(48,49). Am häufigsten sind die PatientInnen der zwei Altersgruppen von dieser 

Erkrankung betroffen. Die jüngere Altersgruppe umfasst PatientInnen zwischen dem 20. 

und 30. Lebensjahr in welcher Männer öfter als Frauen betroffen sind und ein 

Goodpasture-Syndrom am häufigsten zu beobachten ist(42). Die zweite Altersgruppe 

betrifft PatientInnen zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr. Hier ist die Nierenbeteiligung 

vorherrschend(48). Die kombinierte Manifestation an Lunge und Niere kommt mit 60-80%  

am häufigsten vor. 20-40% der Fälle machen PatientInnen mit alleiniger 

Nierenmanifestation aus. Eine ausschließlich pulmonale Manifestation ist bei weniger als 

10% der PatientInnen zu beobachten.(44) In Einzelfällen gibt es eine Beteiligung der 

Retina(50). 

Der Anti-GBM-Typ macht lediglich ca. 10% der Fälle bei RPGN aus(40). Es ist jedoch die 

aggressivste Form der GN, die am häufigsten Halbmondbildung in der Glomeruli zum 

Zeitpunkt der Diagnose aufweist und daher am häufigsten mit Niereninsuffizienz 

einhergeht(43). Bei mehr als 95% der PatientInnen mit Anti-GBM-GN zeigt sich zum 

Zeitpunkt der Diagnosestellung die Halbmondbildung in der Biopsie und bei ca. 85% der 

PatientInnen ist zu diesem Zeitpunkt bereits mehr als die Hälfte der Glomeruli davon 

betroffen(43). Abhängig davon, wie viele Glomeruli betroffen sind, sind manche 

PatientInnen bei Erstmanifestation bereits dialysepflichtig. Sind am Anfang der 

Behandlung bei dialysepflichtigen PatientInnen 85-100% der Glomeruli von der 

Halbmondbildung betroffen, wird man trotz intensiver Immunosupression ihre 

Nierenfunktion nicht mehr wiederherstellen können. Für diesen PatientInnen wurde eine 

langfristige Nierenersatztherapie notwendig(49). Widersprüchlich der Schwere dieser 

Krankheit kommt es bei den Betroffenen nur in den seltenen Fällen zur terminalen 

Nierenerkrankung(51).  

Die Faktoren, die unmittelbar Anti-GBM-GN auslösen sind bis dato unbekannt. Es gibt 

Risikofaktoren, deren Zusammenhang mit dieser Krankheit sehr stark ist. So wird zum 
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Beispiel der humanisierte monoklonale IgG1κ-Antikörper Alemtuzumab, der zur 

Behandlung der Multiplen Sklerose und der chronischen lymphozytaren Leukämie 

eingesetzt wird, als Auslöser der Anti-GBM-GN beschrieben. Als eine mögliche Ursache 

dieses Effektes wird die anomale Repopulation der Immunzellen nach dem Einsatz von 

Alemtuzumab genannt. Die B-Lymphozyten erholen schneller als die T-Lymphozyten und 

werden autoreaktiv(52).  

Weiteres können Rauchen und Kohlenwasserstoffe die Lungenbeteiligung während der 

Anti-GBM-GN provozieren(40,43,48,53). 

Zusammen mit Umweltfaktoren spielt auch die genetische Prädesposition eine Rolle in der 

Entwicklung dieser Krankheit. Ein starker Zusammenhang besteht zwischen der Anti-

GBM-Erkrankung und HLA-Genen. Ca. 80% der PatientInnen mit Anti-GBM-GN weisen 

den HLA-DR2-Haplotyp auf(54). Somit ist dieser Haplotyp stark mit der Krankheit 

assoziiert, wohingegen der HLA-DR1-Haplotyp vor der Entstehung dieser Erkrankung 

schützt(55). Seine Wirkung ist sogar dominant protektiv bei Heterozygoten, bei denen die 

zweites Allel DR15 kodiert(56). DR15 ist ein Teil vom DR2-Antigen, wurde von 

DRB1*15-Allele kodiert und ist mit der Anti-GBM-Erkrankung stark assoziiert(55). 

DRB1*15 und DRB1*04-Allele sind mit Krankheitsneigung verbunden, DRB1*03 wird 

als ein neutrales und DRB1*07 wird als ein protektives Allel betrachtet(54). 

Das unterstützt die Hypothese, dass die Zusammenhänge mit HLA-Typen bei der Anti-

GBM-Erkrankung die Fähigkeit von einigen MHC-Klasse-II-Molekülen die 

Autoantigenproteine zu binden und zu den T-Helfer-Zellen (TH-Zellen) zu präsentieren 

widerspiegeln (54). Die Hemmung von HLA-DR15 verringert die Aktivierung der 

autoreaktiven T-Zellen und beschränkt die Progression der Erkrankung(57). Transgene 

Mäuse, die DRB1*1501-homozygot waren, entwickelten nach Immunisierung mit 

rekombinanten α3(IV)NC1 die Anti-GBM-Erkrankung(58). 

Die Ursache der Anti-GBM-GN sind Antikörper, die gegen die nicht-kollagene Domäne 

(α345NC1) des Typ IV Kollagens in der Basalmembran, das so genannte „Goodpasture-

Antigen“, gerichtet sind(59). Sie sind bei 84% der PatientInnen zu finden(43). Das 

Goodpasture-Autoantigen befindet sich außerdem in großer Menge in den alveolären 

Kapillaren, in kleineren Mengen in der Retina, dem Plexus choroideus und der Cochlea, ist 

aber in der nativen GBM, wenn seine Quarterstruktur erhalten ist, für die Immunsystem 

nicht zugänglich(60). Die Unterbrechung der Hexamer-Struktur der α345NC1-Domäne des 

Typ IV Kollagens ändert die Konformation der EA-Bereiche von α3NC1 und α5NC1, 

sowie auch der EB-Bereich von α3NC1, und transformiert sie somit in Neoepitope für das 
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Immunsystem. Die Erkrankung, die so ausgelöst wird, ist als “Konformopathie” zu 

betrachten(61). Diese Hypothese wird zusätzlich durch die Tatsache unterstützt, dass 

Menschen, die vom Alport-Syndrom betroffen sind, nie an Anti-GBM-GN erkranken, 

außer nach einer Nierentransplantation(62). Lerner et al. zeigte in den klassischen 

Experimenten, wie die Übertragung der Anti-GBM-Antikörper aus den Nieren eines 

Patienten mit Anti-GBM-Erkrankung die GN mit Halbmondbildung bei gesunden 

Primaten auslöste(63). 

Zahlreiche Studien bestätigen die Rolle der Anti-GBM-Antikörper in der Pathogenese der 

Anti-GBM-GN. Ihre Titer sowie Subklasse und Avidität korrelieren mit dem 

Krankheitsverlauf und können sogar die Entwicklung der Erkrankung vorhersagen, wenn 

klinische Symptome noch fehlen(42,48,64-66). Falls die Nierentransplantation noch in 

Anwesenheit der zirkulierenden Antikörper durchgeführt wird, besteht eine hohe 

Wahrscheinlichkeit, dass das Allograft recht rasch von dieser GN betroffen wird(67). 

Ein anderer wichtiger Teil der Pathogenese der Anti-GBM-Erkrankung sind die T-Zellen. 

Es gibt Studien, die zeigen, dass sich die GN auch ohne messbare Autoantikörper-Titer 

entwickeln kann(68-70). Die wichtige Rolle von T-Zellen in der Pathogenese der Anti-

GBM-GN bestätigt auch die Tatsache, dass nur ein Epitop der T-Zellen, das für α3NC1 

spezifisch ist, alleine die Erkrankung auszulösen kann(70,71). Außerdem im Biopsat aus 

Nieren von PatientInnen mit aktiver Erkrankung wurden immer T-Lymphozyten, 

hauptsächlich CD4+, gefunden(42,48).   

Ooi et al. zeigte in seiner Studie wie T-Lymphozyten unterschiedliche Reaktionen auf 

dasselben α3135-145-Peptid zeigten, abhängig davon, ob sie einen HLA-DR15 oder HLA-

DR1-Phenotyp aufweisen. Bei HLA-DR15-transgenen Mäuse induzierte das α3135-145-

Peptid die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen bei konventionellen T-Zellen 

und in weiterer Folge die Entstehung einer Anti-GBM-GN. Im Gegensatz dazu wurde bei 

HLA-DR1 und HLA-DR15/DR1-transgenen Mäusen durch dieses Peptid die Produktion 

von antiinflammatorischen Zytokinen bei TReg verursacht(56). 

Die regulatorische CD25+-Zellen sind anscheinend die Ursache der Wiederherstellung der 

Toleranz gegen den Autoantigen bei der Anti-GBM-GN. Es gibt Daten, dass die TReg-

Zellen die Autoimmunreaktionen sowohl in Tiermodellen als auch bei Menschen 

unterdrücken können. Das könnte die Phänomene erklären, warum die Rezidive der Anti-

GBM-Erkrankung äußerst selten auftreten und die Anti-GBM-Antikörper auch bei 

unbehandelten PatientInnen in 1-3 Jahren spontan verschwinden(72). 
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Abbildung 3: Pathogenese der Anti-GBM-GN 

Aus Segelmark M, Hellmark T. Anti-glomerular basement membrane disease: an update 

on subgroups, pathogenesis and therapies. Nephrol Dial Transplant 2019 Nov 

1;34(11):1826-1832. 
 

1.3.2 Immunkomplexnephritis 

Dieser Typ der GN kommt häufiger als die Anti-GBM-GN vor und verursacht ca. 15-20% 

der Fälle von RPGN(40). Im Kindesalter das ist die wahrscheinlichste Form der GN(43). 

Mit dem Begriff „Immunkomplexnephritis“ wird eine Art der Nierenschädigung 

bezeichnet, die durch die granuläre Ablagerungen von zirkulierenden Immunkomplexen 

auf der GBM oder durch die Bildung von Immunkomplexen in den glomerulären 

Kapillaren in situ verursacht wird. Das kann im Rahmen unterschiedlicher 

Immunkomplexerkrankungen auftreten(40,43). Die halbmondbildende GN tritt in ca. 16% 

der Fälle der postinfektiösen GN, in 11% der Fälle der kryoglobulinämischer Nephritis, in 

8% der Fälle der Lupus-Nephritis und in 2,7% der Fälle von der Schonlein-Henoch-

Purpura bei Erwachsenen auf. Auch die IgA-Nephritis, die immunkomplex-vermittelte 

membranoproliferative GN sowie die diabetische Glomerulosklerose und Amyloidose 

können zur Entwicklung einer Immunkomplexnephritis mit Halbmondbildung 

beitragen(40). Außerdem können einige Chemotherapeutika die Entstehung einer 

Immunkomplexnephritis auslösen, die auch als RPGN verlaufen kann(73-75).  
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Die Immunkomplex-GN wird im Allgemeinen als eine weniger aggressive Form der GN 

betrachtet, weil es bei diesen Nephritiden seltener zur Halbmondbildung als im Vergleich 

zu anderen Formen kommt. Der Anteil der von Proliferationen betroffenen Glomeruli 

korreliert direkt mit der Prognose. Allerdings hat derselbe prozentuale Anteil an Glomeruli 

mit Halbmondbildungen für jede Nephritis einen anderen prognostischen Wert(76). 

Die zirkulierende Immunkomplexen setzen sich oft wegen ihre Größe im Glomerulus fest 

und werden in verschiedenen Bereiche der glomerulären Filtrationsbarriere entsprechend 

ihrer Ladung festgehalten(77). Sie können sich aber auch in situ bilden. Dies geschieht im 

subepithelialen, subendothelialen oder mesangialen Bereich. Die Immunkomplexen 

aktivieren die Immunzellen, die setzen im weiteren Folge Zytokine, vasoaktive Substanzen 

und Gerinnungsaktivatoren frei. Das führt zur Aktivierung der Komplementsystem und 

Formation von C5b-9 Membranangriffskomplex, der die umgebenden Zellen 

beschädigt(78). 

1.3.3 Pauci-Immun-Glomerulonephritis  

Die Pauci-Immun-GN ist die häufigste Form der proliferativen GN und kommt in 60-80% 

der Fälle der RPGN vor(40,43). Charakteristisch für sie sind abwesende oder lediglich 

minimale Ablagerungen von Immunoglobulinen in den Glomeruli. Bei ca. 80% der 

PatientInnen sind ANCA nachzuweisen, weswegen sie auch ANCA-assoziierte GN 

genannt wird(43). Diese Form der GN ist die häufigste bei den 50-Jährigen und älteren 

PatientInnen. Dennoch kann sie in jedem Alter auftreten(79).  

Die Pauci-Immun-GN wird heutzutage als Nierenbeteiligung im Rahmen der 

Kleingefäßvaskulitis bezeichnet(40). Die ANCA-Vaskulitis ist mit 2 Arten von 

Antikörpern assoziiert: nämlich den MPO-ANCA, die gegen Myeloperoxidase gerichtet 

sind, und den PR3-ANCA, die gegen Proteinase 3 gerichtet sind(80). Normalerweise wird 

die Gewebeprobe zuerst mithilfe von Immunofluoreszenz auf ANCA untersucht und dann 

wird der Befund mittels Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) bestätigt. Es gibt 

2 fluoroskopische ANCA-Hauptmuster: das diffuse, granuläre zytoplasmatische Muster 

(C-ANCA) und das perinukleäre Muster (P-ANCA). Der positive Fluoreszenzbefund soll 

in weiterer Folge mittels eines ELISA, welcher für die Proteinase 3 und Myeloperoxidase 

spezifisch ist, bestätigt werden. Das granuläre Muster ist hauptsachlich durch PR3-ANCA 

verursacht und das perinukleäre Muster entsteht aufgrund mehrerer Antigene(81). 

Anhand der pathologischen und klinischen Charakteristika wurde die ANCA-assoziierte 

Vaskulitis (AAV) in 4 Kategorien geteilt: die mikroskopische Polyangiitis (MPA), die 



 

14 

 

Granulomatose mit Polyangiitis (Wegener) (GPA), die eosinophile Granulomatose mit 

Polyangiitis (Churg-Strauss) (EGPA) und die renal limitierte Vaskulitis (RLV), die sich als 

eine pauci-immun nekrotisierende GN ohne jeglichen Nachweis von systemischer 

Vaskulitis präsentiert(80).  

Alle diese Formen haben das gleiche Muster von Nierenläsionen, die sich durch diffuse 

extrakapilläre Proliferation und nekrotisierende Entzündung von Kapillaren, Venolen, 

Arteriolen und kleinen Arterien charakterisieren lassen(40,82). Jede akute vaskulare 

Läsion wandelt sich in 1-2 Wochen zu einer chronischen Veränderung, die zahlreichen 

neuen Läsionen entstehen jedoch bis zum Zeitpunkt der Remission. Also haben 

PatientInnen mit aktiver Erkrankung gleichzeitig sowohl akute als auch chronische 

Läsionen. Die ANCA-GN zeigt sich in den meisten Biopsaten als akute Nekrose (oft mit 

Halbmondbildung), Sklerose oder beidem, die jeweils eine unterschiedliche Anzahl an 

Glomeruli betreffen(82). 

Die Formen der ANCA-Vaskulitis unterscheiden sich durch die begleitenden Symptome. 

Im Fall von GPA gehen die Nierenläsionen oft einher mit der granulomatösen Entzündung 

der Atemwegen. Die EGPA ist sowohl mit einer extravaskulären granulomatösen 

Entzündung als auch mit Eosinophile und Asthma assoziiert. Im Fall von MPA tritt 

grundsätzlich keine extravaskuläre granulomatöse Entzündung auf(40,79). 

Beide Klassifikationen der AAV, die serologische und die klinisch-pathologische, sind 

notwendig, um die Art der Erkrankung bei den PatientInnen konkret zu charakterisieren 

und um ihre Prognose zu bestimmen(79). So korreliert zum Beispiel der Anstieg der 

ANCA-Antikörper stark mit der Wahrscheinlichkeit eines Krankheitsrezidivs bei 

PatientInnen mit Nierenbeteiligung. Bei PatientInnen, bei welchen andere 

Organbeteiligungen im Vordergrund stehen, ist dieser Parameter jedoch weniger 

aussagekräftig(83).  

Tabelle 1: Antikörperbezogene Besonderheiten den ANCA-Vaskulitiden (79) 

Charakteristika PR3-ANCA MPO-ANCA 

Geografische Prävalenz Nordeuropa, Norden von 

Nordamerika, Australien 

Südeuropa, Süden von 

USA, Asien, Indien. 

HLA-Assoziation HLA-DP HLA-DQ 

Organbeteiligungsmuster Überwiegend die oberen 

Atemwege betroffen 

Überwiegend die Niere 

betroffen 
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Granulomatöse Entzündung Mehr ausgeprägt Weniger ausgeprägt 

GN-Biopsiebefund Überwiegend Nekrose Überwiegend Sklerose 

Die PR3-ANCA und GPA kommen häufiger bei Kaukasiern vor, im Vergleich dazu sind 

MPO-ANCA und MPA in der asiatischen Population häufiger(84). 

Die ethnischen Unterschiede Vorkommen von MHC-II-Allelen wiederspiegeln die 

epidemiologischen Unterschiede der AAV(85). Das spricht dafür, dass die genetische 

Prädisposition eine große Rolle in der Entwicklung dieser Erkrankungen spielt, was auch 

in Studien bestätigt werden konnte(86). Die epigenetisch dysregulierte Expression von 

MPO und PRTN3-Genen, die die Produktion von MPO und PR3 bei Neutrophilen und 

Makrophagen regulieren, wird auch mit der Entstehung von ANCA-Vaskulitis in 

Verbindung gesetzt(79,85). Einige Umweltfaktoren scheinen das Auftreten von AAV 

sowie deren Rezidiv triggern zu können(40,85). Dazu zählen die Quarzstaubexposition, 

Infektionen und Arzneimittel, wie Hydralazin, Minocyclin, Propylthiouracil und Kokain in 

Kombination mit Levamisol(87-89). 

Besondere Aufmerksamkeit verdient der Zusammenhang zwischen ANCA-Antikörpern 

und der Produktion von Neutrophil Extracellular Traps (NET) durch Neutrophile. NETs 

sind Netze, die aus DNA und zahlreichen adhärenten zytoplasmatischen Proteinen der 

Neutrophilen (vor allem MPO und PR3) bestehen. Sie entstehen nach der Aktivierung und 

programmiertem Tod von dieser Zellen (NETose) und haben unter anderem eine 

antimikrobielle Wirkung(79). Die sterbenden Neutrophilen, die die Wände der kleinen 

Gefäßen umgeben, sind ein histologisches Kennzeichen für AAV. Die NETs wurden 

außerdem in vaskulitischen Läsionen visualisiert, was bedeutet, dass sie ein möglicher 

Auslöser für die Formation von ANCA-Antikörper sind, weil sie dem Immunsystem die 

MPO und PR3-Proteine zur präsentieren(90,91). Diese Hypothese unterstützen auch die 

Beobachtungen, dass die Neutrophilen von an AAV erkrankten PatientInnen mehr zur 

spontanen Freisetzung von NETs als die Neutrophilen von gesunden Blutspendern neigen. 

Außerdem weisen AAV-PatientInnen eine niedrigere Aktivität von DNase1 auf, was zur 

langsameren Degradierung von NETs und der verlängerten Expression von MPO und PR3 

führt(90). Sangaletti et al. zeigten, dass die Injektion von dendritischen Zellen, die mittels 

NETs aktiviert wurden, bei gesunden Mäusen die ANCA-Produktion und die Entstehung 

von atoimmunen Erkrankungen induzieren(92). 
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1.3.3.1 Pathogenese 

Die Ergebnisse zahlreicher Studien sprechen dafür, dass ANCA-Antikörper eine primäre 

pathogenetische Rolle in der Entwicklung von Kleingefäßvaskulitis spielen(93). Sie sind 

aber auch bei gesunden Menschen zu finden(94,95). Im Gegensatz dazu sind bei ca. 10% 

der PatientInnen mit dem klinischen Bild einer ANCA-Vaskulitis diese Antikörper nicht 

nachzuweisen(79,96,97). Noch dazu gibt es keine eindeutige Korrelation zwischen den 

Antikörpertitern und der Erkrankungsaktivität. Das gilt vor allem für die MPO-ANCA-

mediierte Erkrankung(98).  

Die Arbeit von Roth et al. bietet eine experimentell bestätigte Erklärung dieser Phänomene 

an. Diese Studie zeigt, dass nicht alle MPO-ANCA pathogen sind, sondern nur diese, die 

spezifische Epitope besitzen. Das erklärt auch die fehlende Korrelation von MPO-ANCA-

Antikörpertiter mit der Krankheitsaktivität, weil die bis dato bekannten laborchemischen 

Tests keine Unterschiede zwischen den einzelnen Typen von MPO-ANCA bestimmen 

können(99). Eine duale Rolle der PR3-ANCA wurde von Söderberg et al. bemerkt. Ihre 

negative Korrelation mit dem Vorhandensein von NET-Resten bei PatientInnen in 

Remission lässt die rein pathogenetische Wirkung dieser Antikörper bezweifeln(90).  

Die Studie von Roth et al. zeigt auch, dass es ein Protein in Serum geben muss, das die 

Bestimmung von monoklonalen MPO-ANCA verhindert. Deswegen sind „ANCA-negativ“ 

PatientInnen eher als „falschnegative“ zu betrachten(99). 

Sowohl MPO-, als auch PR3-ANCA-IgG können sensibilisierte „normale“ humane 

Neutrophilen in vitro aktivieren und somit einen respiratorischen Burst mit Freisetzung 

von toxischen Sauerstoffradikalen, Degranulation mit Freisetzung von lytischen und 

proinflammatorischen Enzymen, sowie auch die Bildung von NETs auslösen, was zur 

Gewebeschädigung führt(40,79,85,93). Die Sensibilisierung von Neutrophilen durch 

proinflammatorische Stimuli wie Tumornekrosefaktor (TNF), bakterielle 

Lipopolysaccharide oder das Komplement-Anaphylotoxin C5a führt zur Expression von 

ANCA-spezifischer Antigene auf der Zelloberfläche. Die ANCA-Antikörper binden sich 

mit diesen Antigenen und gleichzeitig mit den Fcγ-Rezeptoren von 

Neutrophilen(85,90,93). So wird in den meisten Studien der Mechanismus der Aktivierung 

von Neutrophilen erklärt. Die Studie von Kraaij et al. bietet eine neue Einsicht in diesen 

Prozess und liefert mithilfe einer neuen unvoreingenommenen automatisierten Methode 

zur NET-Quantifizierung die Evidenz, dass die NET-Bildung ANCA-unabhängig ist. Sie 
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kann von isolierten IgG weder in MPO- noch PR3-positiven PatientInnen ausgelöst werden 

und wird nicht von C5a beeinflusst(91).  

Der alternative Weg der Komplementaktivierung trägt auch zur Pathogenese der AAV bei. 

Wie bereits erwähnt, ist die Sensibilisierung von Neutrophilen durch C5 notwendig, damit 

ANCA-Antikörper die Entstehung einer AAV auslösen können. Aktivierte Neutrophile 

können wiederum den alternativen Weg der Komplementaktivierung auslösen. Xiao et al. 

zeigten, dass MPO-ANCA keine AAV bei C5-/-- und B-/--Mäusen auslösen konnten(100). 

Bei PatientInnen mit AAV wurden die erhöhten Marker des alternativen Weg der 

Komplementaktivierung, wie C3a, C5a, lösliches C5b-9 und Bb, während der aktiven 

Phase der Erkrankung, beobachtet. Diese waren in der Remissionsphase nicht nachweisbar. 

Zusätzlich korrelierte der Blutspiegel von Bb mit der Schwere der glomerulären 

Schädigung(101). 

Die AAV mit proliferativer GN konnte im Mausmodell ohne funktionierender T-Zellen 

ausgelöst werden(102). Was darauf hinweist, dass akute nekrotisierende vaskuläre 

Läsionen direkt von ANCA-Antikörpern verursacht werden und die T-Lymphozyten in 

diesem Prozess keine Rolle spielen. Sie sind aber essenziell für die Erhaltung der 

Toleranzmechanismen und für die Verhinderung von autoimmunen Reaktionen. 

Veränderungen in Anzahl und Funktion der TReg-Zellen, die die Proliferation der 

autoreaktiven T-Zellen hemmen, sind mit AAV assoziiert. Ein Teil der TReg-Zellen wandelt 

sich zur TH17-Zellen bei AAV-PatientInnen, was zum Beginn der Produktion des 

proinflammatorischen Zytokins IL-17A führt. Zusätzlich wird die niedrige Expression von 

CD122 (ein Teil des IL2-Rezeptors) auf den CD4+CD25+T-Zellen und TReg-Zellen mit der 

Auslösung sowie mit dem Rezidiv der AAV in Verbindung gestellt(85). 

1.3.4 Therapie der RPGN 

Die Aufteilung auf die verschiedenen immunopathologischen Typen der RPGN ist eher 

nach der Behandlung der Akutphase relevant für die Entscheidung, ob die weitere 

Immunosuppression als Erhaltungstherapie notwendig wird.  

Die Behandlung der RPGN beinhaltet neben den allgemeinen Maßnahmen der Therapie 

der akuten Nierenerkrankung auch die immunosuppressive Therapie mittels hochdosierten 

Glukokortikosteroiden und Cyclophosphamid (48,49,79). Für PatientInnen, die 

dialysepflichtig sind und jene, die einen schnellen Anstieg des Serumkreatinins oder eine 

pulmonale Hämorrhagie haben, sollte die Behandlung mit der Plasmapherese ergänzt 

werden(49). Die Plasmapherese wurde auch für alle PatientInnen, die Anti-GBM-
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Antikörper haben, empfohlen und sollte ohne Verzögerung zusammen mit den 

Kortikosteroiden, schon wenn nur ein starker Verdacht auf eine Anti-GBM-Erkrankung 

besteht, eingesetzt werden(48,49). Alternativ zur Plasmapherese könnte die 

Immunadsorbtion verwendet werden(48). 

Falls Cyclophosphamid kontraindiziert ist, dann sollte stattdessen Rituximab eingesetzt 

werden(49). Rituximab ist insbesondere bei der ANCA Vaskulitis mittlerweile auch als 

Erstlinientherapie zugelassen und empfohlen. Im Fall des Rezidivs ist Rituximab in der 

ANCA-Vaskulitis die erste Wahl und der Therapie mit Cyclophosphamid überlegen(103). 

In der anti-GBM GN ist Rituximab auch möglich, allerdings beschränkt sich die Evidenz 

auf Fallserien. Randomisierte kontrollierte Studien liegen nicht vor(48). 

Im Fall der Lupus-Nephritis waren bisher Studien zu Rituximab negativ. Rituximab 

zusätzlich zu Mycophenolatmofetil brachte keinen weiteren Vorteil (104). Aktuell laufen 

allerdings vielversprechende Studien mit potenteren CD20-Antikörpern (z.B. 

Obinutuzumab) sowie Studien mit einer gemeinsamen Gabe von Belimumab und 

Rituximab(105). Im Falle der IgA Nephritis ist Rituximab laut bisherigen Analysen 

wirkungslos und wird derzeit nicht eingesetzt(106).   

Cyclophosphamid ist eines der ältesten Arzneimittel, das für die Behandlung der GN 

eingesetzt wurden. Es wirkt gut, ist relativ günstig, kann aber schwere Nebenwirkungen 

verursachen. Die häufigste Begleiterscheinung der Cyclophosphamid-Therapie ist die 

Myelosuppression. Diese zeigt sich oft als Leukopenie und kann zu einer opportunistischen 

Infektion oder Sepsis führen(107). Auch die gonadotoxische Wirkung von 

Cyclophosphamid ist nicht zu unterschätzen. Männer sind davon stärker betroffen als 

Frauen (49,103). Die Cyclophosphamid-Metabolite sind toxisch für das Urothel und 

können eine hämorrhagische Zystitis oder, nach langfristiger Anwendung, ein 

Blasenkarzinom verursachen(103). Eine langfristige Anwendung von Cyclophosphamid 

wurde auch mit Leukämie assoziiert(107). 

Eine Therapie mit hochdosierten Kortikosteroiden erhöht signifikant das 

Infektionsrisiko(108).  

Wie schon erwähnt, ist die immunosuppressive Therapie mit schweren Nebenwirkungen 

assoziiert, sie ist aber heutzutage das einzige wirksame Mittel gegen RPGN. Neue 

Einblicke in der Pathogenese dieser Erkrankung und damit die Entwicklung neuer 

Therapieoptionen wird dringend benötigt. 
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1.4 Modell der nephrotoxischen Serumnephritis und seine 

immunologischen Mechanismen 

Das Mausmodell der nephrotoxischen Serumnephritis (NTS) ist ein Modell der 

Immunkomplex-GN, die mit der RPGN bei Menschen vergleichbar ist(109). Die 

Erkrankung wird durch eine Injektion mit dem Kaninchen-anti-Maus-GBM-Antikörper 

ausgelöst. Die Mäuse wurden aber davor gegen Kaninchen-IgG immunisiert, um zu einer 

Immunkomplex-Ablagerung zu führen und damit die Erkrankung zu verstärken(110). Die 

Tiere mit der NTS entwickeln eine Albuminurie innerhalb von 7 Tagen nach 

Krankheitsinduktion. Bis zum Tag 14 werden die typische Veränderungen der 

proliferativen GN in den Nieren der erkrankten Mäuse beobachtet: Halbmondbildung und 

Infiltration mit Immunzellen(110,111). Die wichtigste Rolle in der Pathogenese der NTS 

spielen die TH1 und TH17. Sie rekrutieren die Neutrophile bzw. Makrophagen und sind für 

die Auslösung sowie die Erhaltung der entzündlichen Nierenschädigung 

verantwortlich(109,112,113). Im Gegensatz dazu wirken die TReg und Mastzellen 

immunosuppressiv und anti-inflammatorisch(110,111,114).  

Die TH1 und TH17 sind 

die Effektorzellen, die 

infolge einer 

Differenzierung der 

naiven peripherischen 

CD4+-T-Zellen 

entstehen. Unter dem 

Einfluss von Interferon-γ 

(IFN-γ) und IL-12 

differenzieren sich die 

naive CD4+-T-Zellen zu 

TH1-Zellen, die zum 

Schutz gegen 

intrazellulären 

Pathogenen dienen. IL-4 

führt zur Differenzierung 

zu TH2-Zellen, die sind 

für den Schutz gegen 

extrazellulären Parasiten wichtig. IL-6 und TNF-β bewirken die Differenzierung zu TH17-

Abbildung 4: Die Differenzierung von CD4+-Zellen 

Aus Turner J, Paust H, Steinmetz OM, Panzer U. The Th17 

immune response in renal inflammation. Kidney International 

2010 2 June 2010;77(12):1070-1075. 
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Zellen, die wichtig für die Eradikation von bakteriellen Infektionen und Pilzinfektionen 

sind. Die oben genannte Zytokine führen zur Expression der Transkriptionsfaktoren bei 

den differenzierenden T-Lymphozyten: T-bet bei den TH1, GATA3 und IRF4 bei den TH2 

sowie RORγt bei den TH17(113,115,116).  

Interessanterweise können sich auch die TReg unter dem Einfluss von 

Transkriptionsfaktoren: T-bet, IRF4 und STAT3, die früher nur mit CD4+-Zellen assoziiert 

wurden, zu den Effektor-TReg differenzieren. Allerdings haben alle Typen der Effektor-TReg 

die gemeinsame Merkmale: sie sind FoxP3+ und produzieren das anti-inflammatorische 

Zytokin – IL-10(115). 

Differenzierung und Proliferation der TH1 und TH17 erfolgt bei der NTS in den 

drainierenden Lymphknoten, wo die dendritischen Zellen Antigene präsentieren und 

proinflammatorische Zytokinen: TNFα, IL-6 und CCL produzieren(109,117). Dann finden 

zuerst TH17 und später TH1 ihren Weg in den Nieren(109). Die TH17 rekrutieren die 

Neutrophile mittels Chemokine: CXCL-5 und CXCL-1(109,112,117).  Die TH1, die in 

späterer Folge die Nieren infiltrieren, produzieren IFN-γ und rekrutieren die 

Makrophagen(109,117). 

Die TReg hemmen die Differenzierung und die Expansion der Effektor-TH während der 

frühen Phase der NTS in den drainierenden Lymphknoten. Dieser Prozess wird zum Teil 

durch die TReg-abhängige Sekretion von IL-9 und CXCL-1 reguliert, die auch Mastzellen 

in Lymphknoten anlockt. In weiterer Folge migrieren die TReg auch in die Nieren, um dort 

die Entzündung lokal zu hemmen(109). 
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2 Material und Methoden 

2.1 Ethik-Erklärung 

Alle Tierversuche wurden vom Ausschuss für Ethik der Tierversuche des österreichischen 

Ministeriums genehmigt (BMWFW-66.010/0057-WF/II/3b/2014). Es wurde alles 

gemacht, um das Leiden der Tiere zu minimieren. 

 

2.2 Experimentelles Tiermodell und Studiendesign 

Die Studie erstreckte sich über 2 unabhängigen Versuchsreihen mit acht bis zwölf Wochen 

alten männlichen C57BL/6J-Mäusen (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) 

und Glp1r-/--Mäusen (Daniel Drucker, Toronto, Kanada). Für die jeweiligen Experimente 

wurden Glp1r-/--Mäuse und deren Wurfgeschwister-WT-Kontrollen eingesetzt. Die Mäuse 

wurden in einer pathogenfreien Tierhaltung im Zentrum für medizinische 

Grundlagenforschung der Medizinischen Universität Graz untergebracht und auf einem 

Hell-Dunkel-Zyklus von 12 Stunden gehalten, mit freiem Zugang zu standardmäßigem 

Nagetierfutter und Wasser. Das Gewicht der Mäuse lag zwischen 19-24g ohne 

signifikanten Unterschiede zwischen der Experimentgruppe und der Kontrollgruppe. Die 

Mäuse waren gesund. Sie wurden vierteljährig auf mögliche bakterielle oder virale 

Infektionen untersucht. 

 

2.3 Induktion von NTS 

In beiden Gruppen der Mäuse wurde die NTS ausgelöst. Zuerst wurden die Tiere gegen die 

FcRegion mittels Kaninchen IgG immunisiert. Dafür erhielten die Mäuse in den linken, 

hinteren Fuß subkutan eine Lösung, die aus 100 µL von 2 mg/mL Kaninchen IgG (Jackson 

ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, USA), 1 mL inkomplettes 

Freundsches Adjuvans (Sigma, St. Louis, MI, USA) und 10 mg hitzeinaktiviertes, 

getrocknetes Mycobacterium tuberculosis H37a (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) 

bestand. Nach 3 Tagen wurde den Mäusen 1,25 mg/20 g(KG) hitzeinaktiviertes 

Kaninchen-Anti-Maus-GBM-Antiserum über die Kaudalvene injiziert. Mit dieser Injektion 

wurde die Glomerulonephritis induziert. Deswegen gilt der Tag der Injektion als Tag 0 des 

Experimentes. 
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Die Urinproben wurden am Tag 7 und Tag 14 gewonnen. Die Probegewinnung fand am 

Tag 14 statt. 

 

2.4 Genotypisierung 

2.4.1 Isolierung der DNA 

Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte mittels DNeasy Blood and Tissue Kit 

(QIAGEN, Hilden, Deutschland). 

 

Abbildung 5: DNA-Isolierung 

basiert auf DNeasy Blood & Tissue Handbook 07/2006 

Im ersten Schritt wurde jeder Maus 0,5 cm des Schwanzes abgeschnitten und in einem 

1,5mL Eppendorf-Röhrchen platziert. Dazu wurden 180 µL ATL-Puffer (Lösung für die 

Zelllyse) und 20 µL von Proteinase K gegeben, das Ganze wurde mit dem Vortex gut 

gemischt und über Nacht bei 56°C im Thermocycler inkubiert.  Dann wurde das Gemisch 

nochmals gevortext und mit 200 µL von AL-Puffer und 200 µL von 96% Ethanol 

vermischt. Weiteres wurde der Inhalt des Eppendorf-Röhrchens ins Mini Spin Column 

übertragen, das in einem 2 mL Sammelröhrchen platziert wurde, und auf 6000xg (8000 

rpm) für 1 Minute zentrifugiert wurde. Somit wurde die DNA an der DNeasy-Membran 

selektiv gebunden und die Kontaminanten durchgegangen. Danach wurde das Mini Spin 

Column ins neue 2 mL Sammelröhrchen platziert, mit 500 µL von AW1-Puffer befüllt und 

auf 6000xg (8000 rpm) für 1 Minute zentrifugiert. Dasselbe wurde auch mit dem AW2-

Puffer wiederholt, das Zentrifugieren wurde jedoch auf 20000xg (14000rpm) umgestellt 

und dauerte 3 Minuten, um gewährleisten zu können, dass die DNeasy-Membran trocken 

wird. AW1- und AW2-Puffer wurden für die Eliminierung der Restkontaminanten und der 

Enzyminhibitoren verwendet.  

Für die Elution der DNA aus der DNeasy-Membran wurde das Mini Spin Column in das 

neue 1,5mL Eppendorf-Röhrchen platziert, darauf wurde 200 µL von AE-Puffer (10 mM 
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Tris-Cl, 0.5 mM Ethylendiamintetraacetat, pH 9.0) pipetiert. Das Ganze wurde für 1 

Minute bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend auf 6000xg (8000 rpm) für 1 

Minute zentrifugiert. Das Eluat enthielt reine DNA, die für die Durchführung der 

Polymerase chain reaction (PCR) bereit war. 

2.4.2  PCR  

Für die Bestimmung der Sequenzen, die zeigen, ob die Maus zur Wilddtyp-Gruppe oder 

zur Glp-/--Gruppe gehörte, war die Menge der isolierten DNA zu gering. Die PCR bietet 

eine Möglichkeit an, ganz bestimmte Anteile der DNA zu amplifizieren, welche in unserer 

Studie für die Kodierung des GLP-1R verantwortlichen Anteile waren. Die Unternehmen, 

die genetischmodifizierte Mäuse züchten, bieten auch die entsprechende Primer für die 

Genotypisierung an. 

Für die PCR wurde der Mastermix vorbereitet, dessen Inhalt in der Tabelle 2 angeführt ist. 

Tabelle 2: PCR-Mastermix für die Genotypisierung 

Zutaten 
 

Volumen [µL] 

dNTP [10 mM] 0.24 

10X PCR-Puffer 1.2 

Primer GLP1R-5' [20µM] 0.2 

Primer GLP1R-3' [20µM] 0.2 

Primer Neo-A [20µM] 0.2 

Primer Neo-B [20µM] 0.2 

MgCl2 [50mM] 0.3 

Destilliertes Wasser 7.16 

REDTaq 0.3 

 

Die Primer hatten folgende Sequenzen: Primer A Glp1r 5’ (TAC ACA ATG GGG AGC 

CCC TA), Primer B Glp1r 3’ (AAG TCA TGG GAT GTG TCT GGA), Primer C Neo1 

(CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC) und Primer D Neo2 (AGG TGA GAT GAC AGG 

AGA TC).  

Für jede Probe wurde ein 0,2 mL PCR-Reaktionsröhrchen (Greiner Bio-One) mit 10 µL 

Mastermix und 2 µL DNA befüllt. Die Proben wurden unter den in Tabelle 3 

beschriebenen Bedingungen im Thermocycler inkubiert. 
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Tabelle 3: Thermocycler-Einstellungen für die Genotypisierung 

Temperatur 

(oC) 

Zeit 

(Minuten) 

Wiederholungen 

(Zyklen) 

94 2 0 

94 1 

35 
 

61 1 

72 1 

72 10 0 

4 Aufbewahrungstemperatur 

 

2.4.3 Datenanalyse 

Um die amplifizierten DNA-Fragmente gut voneinander trennen und analysieren zu 

können, wurde die Methode der Gelelektrophorese verwendet. Diese Methode erlaubt die 

Trennung der Nukleinsäure-Stränge nach ihrer Größe, um dann ihre Größe und Masse im 

Vergleich zu DNA-Strängen bekannter Größe zu bestimmen.  

Für die Analyse wurde 1% TAE Agarose Gel angefertigt. Die gesuchten DNA-Stränge 

hatten folgende Größen: 280 bp – Glp1r-/-, 280 bp und 437 bp - Glp1r-/+, 437 bp - Glp1r+/+.  

 

2.5 Der Nachweis von Harnalbumin und Kreatinin 

2.5.1 Albumin-ELISA 

Die Ausscheidung des Albumins mit dem Harn zeigt indirekt an, ob der glomeruläre Filter 

durchlässig ist. Der Albumingehalt im Urin wurde durch einen Sandwich-ELISA (Abcam, 

Cambridge, MA, USA) bestimmt.  

Dafür wurde zuerst die 96-Well-Mikrotiterplatte (Nunc Edge, Thermo Scientific, 

Langenselbold, Deutschland) mit AntiMaus-Albumin Antikörpern aus der Ziege (Bethyl 

A90-134A-5, Bethyl Lab Inc., Montgomery, TX, USA) beschichtet. Diese Antikörper 

wurden in einer Konzentration von 1µg/mL mit Natriumcarbonat und 

Natriumhydrogencarbonat (1,59 g Na2CO3, 2,93 g NaHCO3 in 1 L destilliertem Wasser; 

pH 9,5) gemischt und je 100 µL dieser Lösung wurde pro Well verwendet. Dann wurde die 

Mikrotiterplatte über Nacht bei 4°C inkubiert. 
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Als zweiter Schritt wurde die Mikrotiterplatte drei Mal mit einem 0,05% Tween/PBS-

Puffer [16 g NaCl, 0,4 g KCl, 2,88 g Na2HPO4x2H2O, 0,4 g KH2PO4, 1 mL Tween 

20/Polysorbat 20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) in 2 L destilliertem Wasser; pH 7,4] je 

125 µL pro Well gewaschen, mit 125 µL einer Blocklösung [0,25 g Rinder-Serum-

Albumin (SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) in 50 mL 0,05% 

Tween/PBS-Puffer] pro Well befüllt, über 30 Minuten lang bei der Raumtemperatur 

gelagert und dreimalig mit dem 0,05% Tween/PBS-Puffer gewaschen. 

Die Proben und die Standards wurden mit der Blocklösung verdünnt. Die Maus-Urin-

Proben wurden mit den Konzentrationen von 1:100, 1:1.000, 1:10.000, 1:100.000 und die 

Maus-Albumin-Standards wurden mit den Konzentrationen von 1 µg/mL, 0,1 µg/mL, 0,03 

µg/mL, 0,01 µg/mL, 0,001 µg/mL, 0,0 µg/mL vorbereitet.  

Für jede Verdünnungsstufe der Proben und der Standards wurden je 3 Wells der 

Mikrotiterplatte verwendet (100 µL pro Well). Die befüllte Mikrotiterplatte wurde für 2 

Stunden zugedeckt in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert und wieder 

gleich wie beim letzten Mal gewaschen.  

Als nächsten Schritt wurden 100 µL pro Well von dem zweiten Anti-Maus-Antikörper aus 

der Ziege (Bethyl A90-134P-7, Bethyl Lab Inc.) mit einer Konzentration von 0,02µg/mL 

(verdünnt mit dem Tween/PBS-Puffer) auf die Mikrotiterplatte aufgetragen. Diese zweiten 

Antikörper wurden mit einer Meerrettichperoxidase konjugiert und dienen als Detektions-

Antikörper. Die Mikrotiterplatte wurde für 2 weitere Stunden zugedeckt in der feuchten 

Kammer bei Raumtemperatur inkubiert und wie oben beschrieben gewaschen. 

Das Substrat für die Meerrettichperoxidase in Form einer Lösung bestand aus einer 

Tablette 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin [1 mg, SIGMA T 5525, Sigma-Aldrich Chemie 

GmbH], die für 2 Stunden in 100 µL Dimethylsulfoxid [Sigma-Aldrich Chemie GmbH] 

gelöst wurde und dann mit 9,9 mL TMB-Puffer (0,82 g C2H3NaO2, 100mL destilliertes 

Wasser, 50 mL 2,1% Citronensäure, pH 4,9) und 13 µL 1% Wasserstoffperoxid-Lösung 

(H2O2) gemischt wurde.  

Die Mikrotiterplatte wurde mit dieser farbstoffhaltigen Lösung befüllt (100 µL pro Well) 

und für 15 Minuten lichtgeschützt bei Raumtemperatur inkubiert. 

Die Reaktion wurde mittels 50 µL 2 M Schwefelsäure (H2SO4) pro Well gestoppt und 

anschließend wurde die optische Dichte der Lösung mit einem Spektralphotometer 

(FLUOstar Omega, BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Deutschland) ausgemessen, die 

Wellenlänge wurde auf 450 nm aufgestellt. 
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Für die Berechnung der Albuminkonzentrationen der Proben wurde eine 

Regressionsanalyse verwendet. Dafür wurde die Standardkurve in Form eines semi-

logarithmischen Diagramms mithilfe der bekannten Standardskonzentrationen erstellt. Die 

X-Achse zeigte den Logarithmus der Konzentrationen und die Y-Achse die optische 

Dichte. Die Auswertung der Daten erfolgte mithilfe eines Computers. 

2.5.2 Kreatinin-Assay 

Die Menge des Urinkreatinins dient als ein Korrekturfaktor für die Messung der 

Albuminausscheidung mit dem Harn, weil sie sehr von der Flüssigkeitszufuhr in den 

Organismus abhängig ist. Die Kreatininkonzentration wurde mit einer Pikrinsäure-

basierten Methode (Sigma-Aldrich) quantifiziert.  

Zuerst wurde die Natriumhydroxid-Pikrat-Lösung hergestellt, damit wurden 5 Volumen 

des alkalischen Farbreagenzes mit 6 Volumen der Natriumhydroxid-Lösung vermengt.  

Die Proben wurden mit destilliertem Wasser im Verhältnis von 1:10 verdünnt. 

Danach wurden in je drei Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One 

International AG, Kremsmünster, Österreich) jeweils 18 µL von sterilem Wasser, der 

Standardlösung und der verdünnten Proben pipettiert. Als nächstes wurde in alle Wells je 

176 µl von der Natriumhydroxid-Pikrat-Lösung dazugegeben. Die Mikrotiterplatte wurde 

dann für 12 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschützt inkubiert und mit dem 

Spektralphotometer bei der Wellenlänge von 490 nm gelesen. Anschließend wurde in alle 

Wells je 6 µl des sauren Reagenzes hinzugefügt, für 5 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert und wieder mit dem Spektralphotometer bei der Wellenlänge von 490 nm 

gelesen.  

Für die Berechnung der Kreatininkonzentration wurde folgende Formel verwendet: 

Kreatinin (mg/dL) =  * 0,3. 

OD steht für die optische Dichte. 

 

2.6 Die Histomorphologische Bewertung der Nierenpathologie 

2.6.1 PAS-Färbung 

Die PAS-Färbung erlaubt das Ausmaß der Nierensklerose darzustellen und die 

Nierenschädigung morphologisch zu bewerten. 
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Formalin-fixiertes Nierengewebe wurde in Paraffin eingebettet und in 4µm-Abschnitte 

geschnitten. Die Abschnitte wurden mit Periodsäure und Schiff-Reagenz (PAS) gefärbt. 

Vor der Färbung wurden die Nierenabschnitte mithilfe von Xylol (2 Mal für 5 Minuten) 

und einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96% und 70% EtOH für je 3 Minuten) 

entparaffiniert und rehydriert, dann wurden sie mit destilliertem Wasser gespült und für 5 

Minuten mit Periodsäure (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) gefärbt. Danach erfolgte 

die Spülung der Schnitte für 3 Minuten unter fließendem Leitungswasser sowie auch mit 

destilliertem Wasser und die Färbung mit dem Schiff-Reagenz (Merck KGaA) für 15 

Minuten. Der Waschvorgang wurde wiederholt und die Nierenabschnitte wurden noch mit 

der Hämatoxylin Gill III (Sigma-Aldrich-Chemie GmbH) gefärbt. Dann wurden sie wieder 

unter fließendem Leitungswasser gespült und dehydriert. Die Dehydrierung erfolgte genau 

wie die Rehydrierung, aber in umgekehrter Reihenfolge der Reagenzien. Anschließend 

wurden die Nierenschnitte luftgetrocknet und eingedeckt. 

Pro Probe wurden mindestens 50 glomeruläre Querschnitte ausgewertet. Die Proben 

wurden vor der Auswertung geblendet. PAS positives Material wurde innerhalb der 

Glomeruli nach einem semiquantitativen Scoring-System mit einer Skala von 0 bis 3 

ausgewertet: 

▪ 0 Punkte (G0) - normaler Glomerulus, keine PAS positiven Ablagerungen; 

▪ 1 Punkt (G1) - leichte Sklerose, PAS positiven Ablagerungen nehmen bis zu einem 

Drittel des Glomerulus ein; 

▪ 2 Punkte (G2) - mittelschwere, segmentale Sklerose, die PAS positive 

Ablagerungen erreichen bis zu zwei Dritteln des Glomerulus; 

▪ 3 Punkte (G3) - schwere segmentale oder globale Sklerose, der Glomerulus ist 

mehr als in zwei Dritteln von PAS positiven Ablagerungen betroffen. 

Der PAS-Score wurde nach der folgenden Formel berechnet: 

 

PAS-Score = , 

 G0-G3 bedeuten die Anzahl der Glomeruli, die mit den entsprechenden Punktezahlen 

bewertet wurden. 
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2.6.2 Immunohistochemische Färbungen 

Für den Nachweis von Makrophagen, T-Zell- und Neutrophilensubpopulationen in der 

Niere wurde die dreischichtige Immunoperoxidase-Färbung von gefrorenen 4 µm-

Nierenabschnitten eingesetzt. Makrophagen wurden mit Ratten Anti-Maus Anti-Cd68-

Antikörpern (Klon FA-11, Biorad) gefärbt.  

Zuerst wurden die 4 µm dünne Querschnitte aus gefrorenem Nierengewebe mithilfe eines 

Kryostat-Mikrotoms angefertigt (2 Querschnitte pro Probe und 1 Schnitt für die negative 

Kontrolle) und auf einen Objektträger übertragen.  

Die Nierenschnitte wurden für eine halbe Stunde bei Raumtemperatur getrocknet, dann für 

8 Minuten in 4°C kaltes Aceton (Merck KGaA) für die Fixierung bei Raumtemperatur 

eingetaucht, für 1 Minute luftgetrocknet und mit einem Fettstift (Dako Pen, Dako 

Österreich GmbH) umrandet.  

Als nächstes wurde auf die Nierenschnitte eine Blocklösung aufgetragen (200 µL pro 

Schnitt) und danach wurden die Schnitte für 20 Minuten bei Raumtemperatur in einer 

feuchten Kammer lichtgeschützt gelagert. Die Blocklösung bestand aus 20% fetalem 

Kälberserum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH), 10% hitzeinaktiviertem Ziegenserum 

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH), 70% PBS und 4 Tropfen von Avidin (Vector 

Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) pro mL des Gesamtvolumens.  

Im weiterer Folge wurden die Nierenschnitte zweimal für eine Minute in PBS gewaschen 

und für 2 Minuten in Gelatine Waschlösung (0,8 g Gelatine, 100 mL destilliertes Wasser, 

300 mL PBS) eingetaucht. 

Als nächsten Schritt wurde auf die Schnitte je 200 µL der Lösung von Primärantikörpern 

(Ratten Anti-Maus-CD68 Antikörper, AbD Serotec, Düsseldorf, Deutschland) aufgetragen 

und für eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Primärantikörper waren 

davor mit PBS in der Konzentration von 2 µL/mL verdünnt und mit 4 Tropfen von Biotin 

(Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA) pro mL vermengt worden. Auf die 

negative Kontrolle wurde während dieses Schrittes Ratten IgG2a-Isotyp Antikörper (AbD 

Serotec), die im Verhältnis von 5µl zu 250µl mit PBS verdünnt wurden, aufgetragen. 

Nach dreimaligen Waschen der Nierenschnitte in PBS für 4 Minuten, wurden auf sie 200 

µL der Sekundärantikörper (ziegen Anti-Ratten-Antikörper konjugiert mit Biotin, Dianova 

GmbH, Hamburg, Deutschland) in einer Konzentration von 5 µg/mL (verdünnt mit PBS) 

pro Schnitt aufgetragen und die Schnitte für 45 Minuten in einer feuchten Kammer mit 

einem Deckel inkubiert.  
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In der Zwischenzeit wurde aus einem Vectastain® ABC Kit (Elite® PK-6100 Standard, 

Vector Laboratories Inc.) der Avidin-Biotin-Komplex (ABC) vorbereitet und für 30 

Minuten lichtgeschützt bei Raumtemperatur gelagert. 

Die Schnitte wurden wieder für 4 Minuten in PBS gewaschen, mit 200 µL pro Schnitt von 

der ABC-Lösung beschichtet und für 45 Minuten in einer feuchten Kammer lichtgeschützt 

inkubiert.  

Als nächstes wurde eine chromogene Lösung vorbereitet. Sie bestand aus 3 mL AEC-

Stocklösung (6 Tabletten 3-Amino-9-Ethylcarbazol (Sigma) in 30 mL N,N-

Dimethylformamid), 60 mL 0.1M Acetat-Puffer (300 mL 0.2 M Natriumacetat, 100 mL 

Essigsäure, 400 ml destilliertes Wasser) und 30 µL 30% Wasserstoffperoxid (H2O2), das 

erst kurz vor Gebrauch zur gesamten Lösung hinzugefügt wurde. 

Der Waschvorgang mit PBS wurde wiederholt und dann wurden die Schnitte noch für 3 

Minuten in den 0.1M Acetat-Puffer eingetaucht.  

Im Anschluss darauf erfolgte die Färbung der Nierenschnitte mit der chromogenen Lösung 

für 8 Minuten, die unter dem Mikroskop geprüft wurde, bevor die Reaktion abgestoppt 

wurde. Danach wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser 3 Mal für je 1 Minute 

gewaschen, für 10 Sekunden mit der Hämatoxylin Gill III Lösung gegengefärbt, dreimalig 

mit Leitungswasser gespült, dann noch 2 Mal mit destilliertem Wasser gespült und mittels 

eines Aquatex-Einbettmediums (Merck KGaA) eingedeckt.  

Für die Bestimmung des Ausmaßes der Niereninfiltration durch Makrophagen wurden die 

Nierenschnitte mit einem Mikroskop untersucht. Pro Schnitt wurden sechs low-power 

fields (200x Vergrößerung) untersucht und die Makrophagen ausgezählt. Die Proben 

wurden vor der Auswertung geblendet. Die Ergebnisse wurden mittels eines 

semiquantitativen Score präsentiert, wo:  

▪ 0 = 0–4 Zellen, die positiv gefärbt sind;  

▪ 1 = 5–10 Zellen;  

▪ 2 = 10–50 Zellen;  

▪ 3 = 50–200 Zellen und  

▪ 4 = >200 Zellen positiv gefärbt pro low-power field (LPF).  

Zum Nachweis von T-Helferzellen, zytotoxischen T-Zellen und Neutrophilen wurde das 

gleiche Färbungsverfahren angewendet, nur die Primärantikörper  wurden entsprechend 

des spezifischen Zelltyps geändert: Es wurden Ratten Anti-Maus Anti-CD4 Antikörper 

(Klon YTS191.1, Biorad) für die T-Helferzellen, Ratten Anti-Maus Anti-CD8 Antikörper 

(Klon KT15, Biorad) für die zytotoxischen T-Zellen und Ratten Anti-Maus Anti-
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Neutrophil Antikörper (Klon NIMP-R14; Abcam) für die Neutrophilen eingesetzt. Die T-

Zellen und Neutrophilen wurden verblindet als positive Zellen in je sechs benachbarten 

high-power fields (HPF) (400x Vergrößerung) in der Nierenrinde und im Nierenmark 

gezählt.  

 

2.7 RNA-Isolation und Real-Time PCR 

2.7.1 RNA-Isolation 

Die gesamte RNA wurde mit dem Trizol (TRI Reagent®, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) 

aus Nieren, Milz und Leistenlymphknoten isoliert.  

Zuerst wurde die ganze Arbeitsfläche von RNAsen mittels der RNaseAway® Lösung 

(Molecular BioProducts Inc., San Diego, CA, USA) dekontaminiert. Die Gewebeproben 

wurden mit einer Skalpellklinge zerkleinert und in 1,5 mL Eppendorf-Röhrchen 

übertragen, die davor mit je 700 μL Trizol unter einem Abzug befüllt worden waren. Die 

Proben wurden unter einem Abzug mit der Nadel weiter homogenisiert, dann wurde in 

jedes Röhrchen noch 300 μL Trizol und 200 μL Chloroform dazugegeben und die 

entstandene Suspension wurde für 15 Sekunden mit der Hand geschüttelt (bis das Sediment 

nicht mehr zu erkennen war), für 8 Minuten bei der Raumtemperatur inkubiert und 15 

Minuten lang mit 12000G  bei  4°C zentrifugiert. Die wässrige Phase, die nach diesen 

Manipulationen entstand, beinhaltete die RNA und wurde deswegen in ein neues 1,5 mL 

Eppendorf-Röhrchen übertragen, mit 0,5 mL Isopropanol zusammengemischt, für 8 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und für 8 Minuten mit 12000G bei 4°C 

zentrifugiert. Die dabei entstandene wässrige Phase wurde entsorgt und zum gebliebenen 

RNA-Pellet wurde 1mL kaltes 70% Ethanol gegeben. Dann wurde jede Probe 5 Minuten 

lang mit 7000G bei 4°C zentrifugiert und die hier entstandene flüssige Phase wieder 

entfernt. Das RNA-Pellet wurde für ca. 20 Minuten bei Raumluft trocknen gelassen, bis 

das gesamte Ethanol verdampft war. Anschließend wurde das RNA-Pellet in 20 µL 

destilliertem Wasser aufgelöst, auf 56°C für 3 Minuten erhitzt und sofort auf Eis gelegt. 

Die optische Dichte der Proben wurde bei 260 nm und 280 nm gemessen, um die RNA-

Konzentration zu bestimmen. 
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2.7.2 Reverse Transkription (RT)  

Die Real-Time PCR arbeitet mithilfe einer DNA-abhängigen DNA-Polymerase, deswegen 

muss die isolierte RNA in cDNA (komplementäre DNA) umgewandelt werden. Das wurde 

mittels einem SuperScript III™ reverse Transkriptase Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

durchgeführt.  

Zuerst wurden in einem 0,2 mL PCR-Reaktionsröhrchen 0,5 µL Random Primern 

(Invitrogen), 1 µL Desoxyribonukleosidtriphosphat, 2 µg der RNA und 11,5 μL steriles 

Wasser vermischt und 5 Minuten lang bei 65°C in einem Thermocycler inkubiert. Danach 

wurden die Proben zumindest für 1 Minute im Eis gelassen.  

Als weiteren Schritt wurde eine andere Mischung aus 4 µL eines 5X First-Strand Puffers 

[250 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2, 375 mM KCl], 1 µL 0,1 M Dithiothreitol, 1 µL einer 

Lösung des RNase Inhibitors RNaseOUT™ (1:4 mit destilliertem Wasser verdünnt) und 1 

µL reverser Transkriptase (SuperScript III™) angefertigt. Zu jeder Probe wurden je 7 µL 

dieser Mischung hinzugefügt und anschließend wurde das Ganze 5 Minuten lang bei 25°C, 

45 Minuten lang bei 50°C und15 Minuten lang bei 70°C im Thermocycler inkubiert.  

2.7.3 Realtime-Polymerase-Kettenreaktion (Realtime-PCR) 

Die Realtime-PCR wurde gepaart auf einem CFX96™ Real-Time PCR-System (BioRad, 

Wien, Österreich) mithilfe den folgenden TaqMan-Genexpression-Assays (Applied 

Biosystems, Foster City, DA, USA) durchgeführt: 

Tabelle 4: Angewendete Genexpression-Assays 

Gene Genexpression-Assays 

Il10 Mm00439616_m1 

Il 6 Mm00446190_m1 

Ifn-γ Mm00801778_m1 

Tnf-α Mm00443258_m1 

Tbet Mm00450960_m1 

Rorγt Mm012611022_m1 

Gata3 Mm00484683_m1 

Foxp3 Mm00475162_m1 
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Als Referenzgen für das Nieren- und Milzgewebe wurde Hprt verwendet (Vorwärtsprimer: 

5'-GCT TCC TCC TCA GAC CGC TTT TTG C-3', Rückwärtsprimer: 5'-ATC GCT AAT 

CAC GAC GCT GGG ACT G-3'). Als Referenzgen für Lymphknotengewebe wurde Rpl0 

verwendet (Vorwärtsprimer: 5'-TTG GCC AAT AAG GTG CCA GC-3', 

Rückwärtsprimer: 5'-CTC GGG TCC TAG ACC AGT GT-3'). Für die Detektion und 

Auswertung der Referenzgene wurde SYBR Green Mastermix (Invitrogen) eingesetzt. Die 

Daten wurden nach der ΔΔCT Methode ausgewertet.  

 

2.8 Statistische Analysen 

Die Ergebnisse werden als Mittelwerte mit Standardfehler präsentiert. Die Daten wurden 

mithilfe des Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-Wilk Tests auf Normalverteilung 

überprüft. Für den Vergleich der normalverteilten Daten wurde der zweiseitige t-Test und 

für die nichtnormalverteilten Daten wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Als 

statistisch signifikant wurde p<0.05 betrachtet. Für die Korrektur der p-Werte wurde das 

Benjamini-Hochberg-Verfahren (Simes-Prozedur) eingesetzt, für jeden p-Wert wurde 

zusätzlich die Bonferroni-Schranke bestimmt und neben den p-Werten, die kleiner als 0.05 

waren, gezeigt. Diagramme, in welchen ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen 

den beiden Vergleichsgruppen zu sehen war, wurden zusätzlich mit einem schwarzen 

Sternchen versehen (* = p < 0,05, ** = p < 0,01, *** = p < 0,001). Diagramme, in welchen 

ein großer Unterschied zwischen den beiden Vergleichsgruppen zu sehen war, der aber 

nach der p-Wert-Korrektur von einem falsch positiven Ergebnis nicht zu unterscheiden 

war, wurden mit rotem Sternchen versehen. Die graphische Darstellung von Daten erfolgte 

als Boxplots. Alle statistischen Analysen wurden mithilfe von Microsoft© Excel® 2016 

(Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) und IBM SPSS Statistiks 25 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) für Windows® durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Stoffwechselkäfige und Wasseraufnahme 

Die Harnausscheidung in Wildtyp-Gruppe war signifikant größer sowohl am Tag 7 

[Wildtyp (n=8): 1454.4 ± 136.6 µl/16 Stunden; Glp1r-/- (n=8): 445.6 ± 63.1 µl/16 Stunden; 

p= 0.00001, Bonferroni-Schranke = 0.003], als auch am Tag 14 [Wildtyp (n=8): 1194.4 ± 

80.1 µl/16 Stunden; Glp1r-/- (n=8): 391.9 ± 60.6 µl/16 Stunden; p= 0.000155, Bonferroni-

Schranke = 0.005].  

    
 

Abbildung 6: Harnausscheidung (Tag 7 und 14) 

Obwohl die Auswertung der Wasseraufnahme keine signifikanten Unterschiede in beiden 

Gruppen am Tag 7 [Wildtyp (n=4): 6.5 ± 1.2 ml/16 Stunden; Glp1r-/-- (n=4): 5.5 ± 0.5 

ml/16 Stunden; p= 0.686] und am Tag 14 [Wildtyp (n=4): 3.5 ± 0.6 ml/16 Stunden; Glp1r-

/- (n=4): 3.7 ± 1.0 ml/16 Stunden; p= 0.842] ergab. 

 

    
Abbildung 7: Wasseraufnahme (Tag 7 und 14) 

*** 
*** 
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3.2 Albuminurie 

Es zeigte sich kein Unterschied in der Harn-Albumin/Kreatinin-Ratio zwischen den zwei 

Gruppen [Wildtyp (n=9): 0.47 ± 0.18 g/mg; Glp1r-/- (n=10): 1.47 ± 0.54 g/mg; p= 0.065]. 

 

Abbildung 8: Albumin-Kreatinin-Quotient am Tag 14 

 

3.3 Glomerulosklerose 

Es zeigte sich kein Unterschied im PAS-Score zwischen beiden Versuchsgruppen [Wildtyp 

(n=8): 1.58 ± 0.06; Glp1r-/- (n=9): 1.7 ± 0.05; p= 0.114] am Tag 14 nach NTS Induktion.  

 

Abbildung 9: Mittelwert PAS-Score (Tag 14) 
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a)   b)  

Abbildung 10: Beispiele der PAS-Färbung am Tag 14 aus der Wildtyp-Gruppe (a) und aus 

der Glp1r-/--Gruppe(b) 

 

3.4 Zellinfiltration 

Um Infiltration von Entzündungszellen in der Niere darzustellen, wurden die 

Nierenschnitte mittels Antikörpern gerichtet gegen den Neutrophilen-Marker Ly6G, den 

Makrophagen-Marker CD68 sowie den T-Zell-Markern CD4 und CD8 angefärbt. Dabei 

zeigte sich eine vermehrte Infiltration von Neutrophilen in der Gruppe von der Glp1r-/--

Mäusen [Wildtyp (n=9): 41.56 ± 4.44; Glp1r-/- (n=10): 71.6 ± 10.8; p= 0.024, Bonferroni-

Schranke = 0.011].  Hinsichtlich der renalen Infiltration von Makrophagen [Wildtyp 

(n=15): 3.01 ± 0.17; Glp1r-/- (n=14): 2.94 ± 0.12; p= 0.734] und T-Lymphozyten: CD4+ 

Zellen [Wildtyp (n=9): 58.89 ± 6.94; Glp1r-/- (n=10): 65.1 ± 14.92; p= 0.905] und  CD8+ 

Zellen [Wildtyp (n=9): 43.0 ± 9.01; Glp1r-/- (n=10): 51.4 ± 7.31; p= 0.475] zeigte sich kein 

wesentlicher Unterschied. 

   

  

* 
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Abbildung 11: Renale Zellinfiltration von Makrophagen (CD68+-Zellen), Neutrophilen 

(Ly6G+-Zellen), TH-Lymphozyten (CD4+- Zellen) und zytotoxischen T-Lymphozyten 

(CD8+-Zellen) am Tag 14 

 

 

3.5 Real-Time PCR aus Niere, Milz und Lymphknoten (Tag 14) 

Die Expression von Il10 im Nierengewebe am Tag 14 zeigte sich signifikant höher in der 

Wildtyp-Gruppe [Wildtyp (n=9): 1.04 ± 0.1; Glp1r-/- (n=10): 0.47 ± 0.07; p= 0.000269, 

Bonferroni-Schranke = 0.0083]. Der Vergleich von Il6 [Wildtyp (n=9): 0.88 ± 0.25; Glp1r-

/- (n=10): 0.52 ± 0.1; p= 0.315], Ifn-γ [Wildtyp (n=9): 1.36 ± 0.38; Glp1r-/- (n=10): 0.83 ± 

0.09; p= 0.72], Tnf-α [Wildtyp (n=9): 1.19 ± 0.23; Glp1r-/- (n=10): 0.8 ± 0.07; p= 0.138], 

T-bet [Wildtyp (n=9): 1.11 ± 0.19; Glp1r-/- (n=10): 0.91 ± 0.1; p= 0.343], Rorγt [Wildtyp 

(n=9): 1.07 ± 0.14; Glp1r-/- (n=10): 0.99 ± 0.1; p= 0.639], Gata3 [Wildtyp (n=9): 1.0 ± 

0.05; Glp1r-/- (n=10): 0.91 ± 0.07; p= 0.28], FoxP3 [Wildtyp (n=9): 1.16 ± 0.23; Glp1r-/- 

(n=10): 0.98 ± 0.16; p= 0.508], Cxcl1 [Wildtyp (n=9): 1.1 ± 0.15; Glp1r-/- (n=10): 0.83 ± 

0.11; p= 0.211] und Cxcl5 [Wildtyp (n=9): 1.26 ± 0.33; Glp1r-/- (n=10): 0.83 ± 0.19; p= 

0.315] hat keine eindeutigen Unterschiede zwischen den beiden Gruppen gezeigt. 
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Abbildung 12: Genexpression von Zytokinen, Chemokinen und Transkriptionsfaktoren in 

der Niere am Tag 14 

Bei der Untersuchung der Milz am Tag 14 haben sich signifikant höhere Werte der 

Expression von Ifn-γ [Wildtyp (n=3): 1.0 ± 0.1; Glp1r-/- (n=4): 1.54 ± 0.12; p= 0.024, 

Bonferroni-Schranke = 0.025], T-bet [Wildtyp (n=3): 1.03 ± 0.18; Glp1r-/- (n=4): 2.01 ± 

0.12; p= 0.005, Bonferroni-Schranke = 0.00625], Gata3 [Wildtyp (n=3): 1.0 ± 0.05; Glp1r-

/- (n=4): 2.0 ± 0.18; p= 0.007, Bonferroni-Schranke = 0.0125] und FoxP3 [Wildtyp (n=3): 

1.016 ± 0.16; Glp1r-/- (n=4): 2.5 ± 0.3; p= 0.01, Bonferroni-Schranke = 0.019] in der 

Glp1r-/--Gruppe gezeigt. Bei der Expression von Rorγt [Wildtyp (n=3): 1.0 ± 0.005; Glp1r-

/- (n=4): 1.93 ± 0.26; p= 0.038, Bonferroni-Schranke = 0.031] war ein starker Unterschied 

zugunsten der Glp1r-/--Gruppe zu vermerken. Ansonsten zeigten sich keine Unterschiede in 

der Genexpression in der Milz. 

 

Abbildung 13: Genexpression von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren in der Milz am 

Tag 14 

*** 

* 

** ** 
** 

* 
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Die Untersuchung der Lymphknoten am Tag 14 ergab, dass die Genexpression von T-bet 

[Wildtyp (n=4): 1.0 ± 0.15; Glp1r-/- (n=5): 1.64 ± 0.06; p= 0.004, Bonferroni-Schranke = 

0.005] signifikant höher in der Glp1r-/--Gruppe war. Il10 [Wildtyp (n=4): 1.14 ± 0.07; 

Glp1r-/- (n=5): 1.96 ± 0.23; p= 0.018, Bonferroni-Schranke = 0.01] und FoxP3 [Wildtyp 

(n=4): 0.15 ± 0.005; Glp1r-/- (n=5): 0.27 ± 0.04; p= 0.028, Bonferroni-Schranke = 0.015] 

wurden in der Glp1r-/--Gruppe zwar stärker exprimiert, die statistische Signifikanz könnte 

aber nicht erreicht werden.  

 

 

Abbildung 14: Genexpression von Zytokinen und Transkriptionsfaktoren in den 

Lympfknoten am Tag 14 

** 

* 

* 
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4 Diskussion 

Die Hypothese dieser Arbeit war, dass GLP-1R Agonisten einen protektiven Effekt auf ein 

T-Zell-abhängiges, normoglykämisches Modell einer Nierenerkrankung, der NTS, hat. 

Dafür wurden in der vorgelegten Diplomarbeit Glp1r-/- Mäuse der NTS unterzogen. Diese 

und weitere dazugehörige Experimente wurden in Moschovaki-Filippidou et al. 

publiziert(118). 

Die Daten, die in dieser Arbeit präsentiert werden, haben eine hohe klinische Relevanz, 

weil die großen randomisierte Studien LEADER und SUSTAIN-6, renoprotektive Effekte 

von GLP-1R Agonisten festgestellt haben(15-18). Die verminderte Rate der 

neuaufgetretenen Albuminurie, die in diesen Studien beobachtet wurde, wurde mit den 

antiinflammatorischen Eigenschaften von GLP-1R Agonisten in Verbindung gestellt(18). 

Das Glp1-r-/--NTS-Mausmodell zeigt die rasche Entwicklung der Albuminurie bei der 

Normoglykämie, ist von den proinflammatorischen Immunreaktionen abhängig und erlaubt 

somit die Rolle von GLP-1R in der Verhinderung von der Albuminurie mit dem 

Schwerpunkt auf die entzündlichen Reaktionen zu erforschen(109). 

Ein schwererer Krankheitsverlauf zeigte sich bei den GLP-1r-/--Mäusen in den DN-, 

Kolitis- und renalen Ischämie/Reperfusion-Mausmodellen im Vergleich zu ihren 

Wurfgeschwistern. In der Pathogenese von allen diesen Erkrankungen spielen die 

Entzündungsprozesse eine wichtige Rolle(24,26,31). Deswegen wurde auch ein schwerere 

Verlauf der NTS ohne antiinflammatorische und immunoregulatorische Wirkung von 

GLP-1 erwartet. Jedoch hatten die GLP-1r-/--Mäuse keine wesentlich erhöhte Anfälligkeit 

für diese Erkrankung. Weder das Ausmaß der Albuminausscheidung noch der 

Glomerulosklerose unterschied sich zwischen den beiden Gruppen. Nur beim Vergleich 

der Niereninfiltration durch T-Lymphozyten, neutrophile Granulozyten und Makrophagen 

zeigte sich eine höhere Anzahl der Neutrophilen bei den GLP-1r-/--Mäusen. Die statistische 

Signifikanz konnte aber nicht erreicht werden, um dieses Ergebnis von einem 

möglicherweise falschpositiven Resultat zu unterscheiden. Interessanterweise ergab auch 

der Vergleich der Genexpression der mit Rekrutierung der Neutrophilen assoziierten 

Chemokine, Cxcl1 und Cxcl5, keinen Unterschied zwischen den zwei Gruppen. Dieser 

mangelnde Einfluss auf den NTS-Phänotyp könnte wahrscheinlich dadurch erklärt werden, 

dass die Proliferation der Lymphozyten und dementsprechend die Immunantwort durch 

den Verlust der GLP-1-Signalisierung beeinträchtigt wurde(29). Wir konnten hier in 

zusätzlichen Experimenten in gesunden Glp1r-/- Mäusen zeigen, dass die inflammatorische 
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Reaktion bereits in gesunden Tieren deutlich verändert ist(118). Das könnte die 

Entwicklung der NTS verzögern. Anhand des Diagramms ist eine Tendenz zu erkennen, 

dass alle untersuchten Interleukine, Chemokine und Transkriptionsfaktoren in der Niere 

von GLP-1r-/--Mäusen etwas weniger exprimiert werden, was die oben aufgestellte 

Hypothese unterstützen könnte. Eine Verlängerung der Dauer des Experiments könnte 

wahrscheinlich mehr Klarheit geben. 

Die Untersuchung der Genexpression in der Niere zeigte eine verminderte Expression des 

antiinflammatorischen Zytokins – Il-10 bei GLP-1r-/--Mäusen, obwohl kein Unterschied in 

der Expression des TReg-assoziierten Transkriptionsfaktors FoxP3 zwischen der 

Experimentgruppe und der Kontrollgruppe zu beobachten war. Dieses Phänomen könnte 

dafür sprechen, dass GLP-1 die Aktivität der TReg-Zellen beeinflusst oder dass der Großteil 

von Il-10 in diesen Experimentbedingungen nicht von TReg produziert wurde. 

In den inguinalen Lymphknoten von GLP-1r-/--Mäusen lag eine signifikant höhere 

Expression des TH1-assoziierten Transkriptionsfaktors T-bet vor. Es war jedoch keine 

vermehrte Expression der proinflammatorischen Zytokine zu beobachten. Die Expression 

von FoxP3 und Il-10 war zwar erhöht, aber nicht ausreichend, um als statistisch signifikant 

zu gelten. Vielleicht könnte eine größere Anzahl an Versuchstieren genauere Ergebnisse 

bringen. 

Bei der Untersuchung der Genexpression in der Milz wurde ein auffällig hoher Wert der 

Expression von FoxP3 bei den GLP-1r-/--Mäusen festgestellt. Dieser war nicht nur 

signifikant höher als in der Kontrollgruppe, sondern auch am meisten ausgeprägt im 

Vergleich zu allen anderen untersuchten Genen in beiden Gruppen. Die Expression von Il-

10 war gleich groß, wie bei den Wildtypmäusen, und entsprach somit auch in diesem 

Organ nicht dem Ausmaß der FoxP3-Expression. Die TH1- und TH2-assoziierten 

Transkriptionsfaktoren, nämlich T-bet bzw. Gata3, sowie ein TH1-assoziiertes 

proinflammatorisches Zytokin – Ifn-γ, wurden bei den GLP-1r-/--Mäusen signifikant höher 

exprimiert. Darüber hinaus wurde der TH17-assoziierte Transkriptionsfaktor Rorγt in dieser 

Gruppe deutlich stärker, jedoch nicht statistisch signifikant, exprimiert.  

Die oben gezeigten Daten sprechen dafür, dass die GLP-1-Signalisierung eine hemmende 

Wirkung auf den TH1-Lymphozyten hat, indem sie ihre Proliferation und Aktivität 

beeinträchtigt. Allerdings scheint diese Wirkung nicht durch TReg vermittelt zu sein, weil in 

der Niere sowie in den Lymphknoten ihre Anzahl durch das Fehlen des Glp1r-Signalwegs 

nicht beeinflusst, und in der Milz sie sogar erhöht wurde. Hier sind noch genauere 

Analysen der T-Zell-Proliferation und der unterschiedlichen T-Zell-Subtypen mittels 
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Durchflusszytometrie nötig, um ein besseres Verständnis der Auswirkung des Fehlens des 

Glp1r-Signalwegs zu erhalten. 

Die GLP-1r-/--Mäuse hatten eine signifikant niedrigere Harnausscheidung trotz keines 

wesentlichen Unterschieds in der Wasseraufnahme. Dies kann aber nicht durch den 

Proteinverlust und die Entwicklung des nephrotischen Syndroms erklärt werden, weil die 

Albuminausscheidung zwischen den zwei Gruppen nicht signifikant unterschiedlich war. 

Deshalb könnte man vermuten, dass GLP-1 eine diuretische Wirkung hat, die durch GLP-

1R vermittelt wurde. Diese Hypothese wird auch von anderen Studien bestätigt(28).  

Aufgrund der gezeigten Ergebnisse kann zusammenfassend gesagt werden, dass die Glp1r-

/--Mäuse keinen veränderten Phänotyp der NTS aufwiesen, es allerdings systemische 

Hinweise einer verstärkten proinflammatorischen Antwort gab. Der fehlende Phänotyp ist 

in erster Linie auf die bereits veränderte Immunzellaktivierung in gesunden Glp1r-/--

Mäusen zurückzuführen. Weitere Experimente sind nötig, um den genauen 

Wirkmechanismus des Glp-1r-Signalwegs auf die T-Zellen weiter zu untersuchen.  

Es konnte zusätzlich eine diuretische Wirkung des GLP-1R-Agonismus gezeigt werden. 

Hier sollten noch genauere Analysen des Renin-Angiotensin-Aldosteron Mechanismus 

erfolgen, um den Pathomechanismus weiter zu klären. 

Diese explorative Studie bietet neue Einblicke in den Mechanismus der 

antiinflammatorischen Wirkung der GLP-1R Agonisten und unterstützt die weitere 

Untersuchung ihrer Rolle in den T-Zellen-mediierten entzündlichen Erkrankungen, um 

neue Therapieansätze zu finden. Darüber hinaus hilft sie den Pathomechanismus der 

renalen Protektion durch GLP-1R Agonisten näher zu klären und hier dürfte der 

immunmodulatorischen Aktivität dieser Medikamente eine wichtige Bedeutung zu 

kommen. 
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