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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Pathomechanismus der renale Fibrose

Gemeinsame Endstrecke verschiedener progredienter Nierenerkrankungen ist die
Entwicklung einer Nierenfibrose, die schliellich zum terminalen Nierenversagen flhrt.
Dabei korreliert die Zunahme des Narbengewebes eng mit der renalen

Funktionseinschrankung (1).

Bei der Entwicklung einer Fibrose kommt es allgemein zu einer Vermehrung des
Bindegewebes innerhalb eines betroffenen Organs, was zu einer zunehmenden
Verhartung und Vernarbung mit konsekutiver Verdrangung der fur die Organfunktion
spezifischen Zellen fuhrt und schlieRlich den Funktionsverlust des Gesamtorgans bedingt.
In dem so entstehenden Bindegewebe machen die extrazelluldaren Bestandteile einen
grol3en Anteil aus, wobei man die Matrixkomponenten des extrazellularen Raumes als
extrazellulare Matrix (EZM) bezeichnet. Die fortschreitende Expansion extrazellularer
Matrix in der Niere findet sich als uniforme Gewebsantwort auf verschiedenartige
Schadigungsreize wie Hypertension, Hyperglykdmie oder inflammatorische Reaktionen.
Der Grad der Schadigung hangt hierbei von der Haufigkeit, der Dauer und der Schwere
des Schadigungsreizes ab, wobei sich ahnliche Gewebsantworten bei einer Vielzahl
chronisch-progressiver Erkrankungen wie z.B. der Lungenfibrose, der Leberzirrhose und
der Myokardfibrose finden. Auch bei diesen Erkrankungen geht die zunehmende
Fibrosierung des Organs mit einem Funktionsverlust einher. Unter physiologischen
Bedingungen handelt es sich bei der Matrixakkumulation um einen Reparaturversuch des
Gewebes im Rahmen der regenerativen Wundheilung, mit dem Ziel der Normalisierung
der Organfunktion. Der Reparaturprozess ist dabei auf den Ort der Schadigung begrenzt
und es herrscht ein Gleichgewicht zwischen Matrixakkumulation und Matrixdegradation.
Unter pathologischen Bedingungen chronisch-progressiver Nierenerkrankungen ist dieses
Gleichgewicht gestoért und es kommt zu einer Defektheilung. Dabei fihrt ein standiger
Schadigungsreiz zu anhaltenden Versuchen der Gewebsreparatur und die normale
Regeneration mit einem adaquaten Heilungsprozess ist gestort, zu viel entstandene
Matrix wird nicht abgebaut und es resultiert eine Matrixakkumulation. Die Folge ist die
Organfibrosierung. Eine tubulo-interstitielle Fibrose ist dabei neben der vermehrten
Einlagerung von Matrixkomponenten im Interstitum u. a. durch Tubulusatrophie und

-dilatation charakterisiert (2).
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1.2 Kollagen-produzierende Zellen in der Niere

1.2.1 Fibroblasten und Myofibroblasten

Die Produktion von extrazellularen Matrixkomponenten wie Kollagen wird in der Niere
bislang vor allem den Fibroblasten und Myofibroblasten zugeschrieben. Dabei kénnen
lokal freigesetzte Mediatoren wie TGF-B, PDGF oder FGF-2 eine Aktivierung
ortsstandiger Fibroblasten sowie deren Proliferation und Entwicklung zu a-SMA-
exprimierenden Myofibroblasten anregen (2-4). Eine autokrine Proliferation der renalen
Fibroblasten unterscheidet dabei die regulare Wundheilung von progessiver Fibrose (5).
Weiterhin fiihrten in den 1990er Jahren in vitro-Beobachtungen zu der Annahme, dass
sich tubulare Epithelzellen in interstitielle Myofibroblasten umwandeln kénnen, um dann
unverhaltnismaRig viel Matrixmaterial zu produzieren. Diese Reaktion nennt man
epithelial-mesenchymale Transformation, EMT (6). Diese Annahme wurde durch darauf
folgende in vitro- und in vivo-Versuche bestatigt. So konnte u. a. im Modell der einseitigen
Ureterligatur gezeigt werden, dass FSP1* Fibroblasten aus epithelialen Tubuluszellen
entstehen (7). Die epithelial-mesenchymale Transdifferenzierung wird durch Zytokine,
insbesondere TGF-3 und BMP-7, und durch Interaktion mit der Basalmembran reguliert
(8;9). Kirzlich konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich renale Endothelzellen ebenfalls
zu Fibroblasten und Myofibroblasten entwickeln kdénnen. Dieser Prozess nennt sich
endothelial-mesenchymale Transition, EndMT (10). Sowohl die ortsstandigen Fibroblasten
in der Niere wie auch die Tubulusepithelzellen mit Ausnahme der Sammelrohrzellen
stammen vom metanephrogenen Mesenchym ab, so dass es sich in beiden Fallen um

Zelltypen handelt, die als intrinsische Zellen der Niere angesehen werden kdnnen (11;12).

1.2.2 Fibrozyten

In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass eine weitere Zellpopulation an der
Kollagensynthese beteiligt ist. Zellen des peripheren Blutes kdnnen sich unter bestimmten
Umstanden zu kollagen-produzierenden Zellen differenzieren. Diese 1994 erstmals von
Bucala et al. beschriebenen Zellen des peripheren Blutes werden Fibrozyten genannt
(13). Dabei handelt es sich um Zellen, die in Abhangigkeit der lokal exprimierten
Chemokine und Adhasionsmolekile aus dem Knochenmark in erkranktes Gewebe
einwandern, sich dort zu Fibrozyten differenzieren und in bestimmten

Erkrankungsmodellen wesentlich zur Entstehung einer Fibrose beitragen (14;15).
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1.2.21 Hamatopoietischer Ursprung und mesenchymale Eigenschaften von
Fibrozyten

Phanotyp

Diese aus dem Knochenmark stammenden Fibroblasten-ahnlichen Zellen exprimieren auf
ihrer Oberflache Marker, die hamatopoietische Stammzellen und Monozyten
kennzeichnen, und sind gleichzeitig in der Lage, extrazellulare Matrixproteine zu
produzieren. Dies konnte in verschiedenen in vitro- und in vivo-Studien belegt werden (16-
19). Bereits Bucala et al. zeigten 1994, dass Fibrozyten den hamatopoietischen
Stammzellmarker CD34 und den Pan-Leukozyten-Marker CD45 sowie mehrere Antigene,
die charakteristisch fir Monozyten sind, auf ihrer Oberflache exprimieren. Dazu gehoéren
u. a. die Adhasionsmolekule CD11b und CD18 (13). Morphologisch haben Fibrozyten
ahnlich den Fibroblasten ein spindelférmiges Aussehen und produzieren u. a. die
Zytoskelettkomponente Vimentin, die fibroblasten-typischen Kollagene | und lll sowie
Fibronektin (13). Anfanglich war man der Meinung, dass Fibrozyten ca. 0,1 - 0,5 % der
zirkulierenden Population der nicht-erythrozytaren Zellen ausmachen. Doch erganzende
Experimente machten deutlich, dass Fibrozyten als solche nicht im peripheren Blut
vorhanden sind, sondern von zirkulierenden Vorlauferzellen abstammen (16;17;20). Dabei
ist der genaue Ursprung noch ungeklart. Mittels verschiedener in vitro-Depletionsversuche
wurde gezeigt, dass humane Fibrozyten aus einer Subpopulation von CD14" peripheren
Blut-mononuklearen-Zellen (PBMC) hervorgehen (16-18;20;21). Erganzend wurde die
Expression der IgG-Rezeptoren FcyRI (CD64) und FcyRIl (CD32), nicht aber des niedrig-
affinen IlgG-Rezeptors FcyRIll (CD16) fir diese Vorlauferzellen nachgewiesen (17;18;22).
Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass es sich bei den Vorlauferzellen von
humanen Fibrozyten um eine kleine Gruppe CD14" CD16™ Monozyten handeln kdnnte, die
den CC Chemokinrezeptor (CCR) 2 auf ihrer Oberfliche tragen und haufig in
Zusammenhang mit Entziindungsreaktionen auftreten. Analog dazu finden sich in der
Maus Ly-6C"" CCR2" Monozyten, denen ahnliche Eigenschaften zugeschrieben werden
(23-25).

Fibrozytendifferenzierung

Die Zugabe von aufgereinigten T- oder B-Zellen zu kultivierten humanen CD14" PBMCs
zeigte, dass eine gemeinsame Kultivierung von CD14" Zellen und T-Zellen die vermehrte
Bildung von Fibrozyten zur Folge hat (16). Dagegen bilden sich in einer reinen T-Zellkultur
oder nach Zugabe von T-Zell-konditioniertem Medium oder B-Zellen zu CD14" PBMCs

7
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keine Fibrozyten aus. Da Fibrozyten keine typischen T-Zell-Marker (CD2, CD3, CD4 oder
CD8) auf ihrer Oberflache aufweisen, wurde festgestellt, dass T-Zellen die Differenzierung
von humanen Fibrozyten positiv beeinflussen, nicht aber ihre Vorlauferzellen sind (16).
Darlberhinaus férdert ein von nicht-monozytaren Zellen konditioniertes Medium die

Entwicklung von humanen Fibrozyten stark (20).

Die Entwicklung reifer Fibrozyten aus ihren Vorlauferzellen wird durch eine ganze Reihe
von verschiedenen Faktoren beeinflusst und gesteuert. So steigert TGF-, das u. a. fir
die Proliferation von Fibroblasten wichtig ist, in Kultur sowohl die Ausbeute an Fibrozyten
als auch die Expression von Kollagen | (16;20). Weiterhin induzieren TGF-B und
Endothelin- (ET-) 1 die Expression von a-smooth-muscle-Aktin (a-SMA), einem
spezifischen Marker fur Myofibroblasten, in Fibrozyten (16;19). Die Interleukine (IL-) 4 und
13 beglnstigen zudem die Entwicklung reifer humanen Fibrozyten aus ihren
Vorlauferzellen. Dabei nehmen diese direkt auf die Monozytenvorlaufer Einfluss, steigern
so deren Differenzierung in reife Fibrozyten, induzieren aber keine Proliferation bereits

entwickelter Fibrozyten (26).

Eine Hemmung der Fibrozytendifferenzierung wurde mit humanem Serum oder Plasma
beobachtet. Als verantwortlicher Faktor wurde Serum Amyloid P (SAP) identifiziert (17).
SAP bindet dabei an die Fc-Rezeptoren fir Immunglobulin G (IgG; FcyRs), die auf den
Vorlauferzellen exprimiert werden (17;18). Die Aktivierung der IgG-Rezeptoren stellt wohl
ein inhibierendes Signal fir die Fibrozytenentwicklung dar. So kénnen auch komplexierte
IgGs durch die Aktivierung der Rezeptoren die Differenzierung von Fibrozyten
unterdriicken (18). All-trans-Retinsaure und die pro-inflammatorischen Zytokine IL-12 und
Interferon- (IFN-) y zeigen ebenfalls einen hemmenden Effekt auf die Differenzierung von
humanen Monozyten in Kollagen-produzierende Zellen (26;27). IFN-y wirkt hierbei wohl
direkt auf die monozytaren Fibrozytenvorlaufer und unterdriickt deren Differenzierung in
Fibrozyten. Die Anwesenheit von IFN-y wie auch IL-12 flihrt in Kulturen mit PBMCs
vielmehr zu einer gesteigerten Anzahl von Makrophagen. Die Hemmung der
Fibrozytenentwicklung durch IL-12 verlauft wohl indirekt Uber die Stimulation von
Natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen), die daraufhin IFN-y freisetzen und Uber diesen Weg
die Differenzierung der Fibrozyten unterdriicken (26). IL-1B wirkt sich zwar nicht auf die
Reifung von Fibrozyten aus monozytaren Vorlauferzellen aus (26), steigert aber die
Proliferation bereits ausgereifter Fibrozyten und verringert die Freisetzung von Kollagen
(28). Zusammenfassend kann man sagen, dass die Differenzierung von Fibrozyten von
einem komplexen Zusammenspiel aus Zytokinen, Chemokinen und Plasmaproteinen im

Bereich von entziindetem Gewebe beeinflusst wird.
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Abb. 1: Modell der Fibrozytendifferenzierung. Entziindungen oder Gewebeschaden flihren zur
Rekrutierung von Fibrozyten aus dem peripheren Blut. Die zirkulierenden Fibrozyten stammen dabei von
CD14" Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ab. Diese Fibrozyten sind CD34", verlieren diese Eigenschaft
aber, wenn sie sich im Gewebe niederlassen und sich dort weiter differenzieren (29). Col = Kollagen; IL =
Interleukin; MIP = macrophage inflammatory protein; PDGF = platelet-derived growth factor; SMA = smooth-
muscle actin, TGF = transforming growth factor

Fibrozytenwanderung

Die Migration von Fibrozyten in entziindetes oder fibrosierendes Gewebe wird dem
Krankheitsprozess und den betroffenen Organe entsprechend von verschiedenen
Chemokinen gesteuert. Humane Fibrozyten exprimieren dafur eine Reihe von CC und
CXC Chemokinrezeptoren (CCR; CXCR) auf ihrer Oberflache, wie z.B. CCR3, CCRS5,
CCR7 und CXCR4 (15;16;30). Fibrozyten wandern als Antwort auf SLC (secondary
lymphoid chemokine), dem Liganden von CCR7 in die Haut (16), wahrend die
Fibrozytenmigration in die Lunge zum Teil durch CXCR4 und seinen Liganden CXCL12
gesteuert wird (15). Fir murine Fibrozyten wurde die Expression der Chemokinrezeptoren
CCR2, CCR5, CCR7 und CXCR4 bestatigt (15;16;31;32). CCR2 scheint dabei eine Rolle
fur die Rekrutierung von Fibrozyten in die Lunge zu spielen, was Uber die CCR2-Liganden
CCL2 und CCL12 vermittelt wird (32;33). CCR7 scheint weiterhin entscheidend fir die
Wanderung von Fibrozyten als Antwort auf SLC/CCL21 in die Niere zu sein (30).
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Abb.2: Eigenschaften humaner Fibrozyten. Humane Fibrozyten exprimieren EZM-Komponenten (Kollagen
I und Ill, Vimentin) sowie verschiedene Oberflachenmolekiile (CD45, CD34, CD11b, CD18, CD13) und
Chemokinrezeptoren (CCR3, CCR5, CCR7, CXCR4) (34).

Eigenschaften und Funktion

Fibrozyten setzen eine Reihe unterschiedlicher Faktoren frei, die u. a. fur die
Wundheilung und Gewebereparatur eine Rolle spielen. So beglnstigen sie z. B. die
Angiogenese, die Ausbildung neuer Blutgefalstrukturen. Diese findet u. a. wahrend
Wundheilungsprozessen statt, pathologisch ist sie Teil von chronischen Entzindungen
und fibrosierenden Erkrankungen. Reife Fibrozyten exprimieren namlich EZM-
degradierende Enzyme wie die Matrix Metalloproteinase- (MMP-) 9, die zur Einwanderung
von endothelialen Zellen fihrt, und sezernieren verschiedene pro-angiogene Faktoren wie
VEGF, bFGF, IL-8 und PDGF sowie den hamatopoietischen Wachstumsfaktor. Diese
beglnstigen ebenfalls die Einwanderung und Proliferation von endothelialen Zellen
beglnstigen und tragen zur GefaRbildung bei (35). Neben den pro-angiogenen Faktoren
sezernieren Fibrozyten noch weitere Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren, die
bei der Wundheilung von Bedeutung sind. Auf mRNA-Ebene konnte eine Expression von
IL-1B8, IL-8, IL-10, MIP-1a, MIP-1B, MIP-2, MCP-1, TGFB1 und M-CSF nachgewiesen
werden. Eine Zugabe von IL-1B oder TNF-a zur Fibrozytenkultur verstarkte die Sekretion
dieser Mediatoren (28). MIP-1a, MIP-13 und MCP-1 gelten als starke chemische
Lockstoffe flr T-Zellen, so dass diese Fibrozyten-Produkte moglicherweise an der
Rekrutierung von CD4" T-Zellen wahrend Reparaturprozessen im Gewebe beteiligt sind.
Fibrozyten, die aus PBMCs von Verbrennungspatienten isoliert wurden, produzieren
erhdohte TGF-B und CTGF-Spiegel. Diese beiden Wachstumsfaktoren spielen u. a. eine

entscheidende Rolle bei der Aktivierung von dermalen Fibroblasten und bei der
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Wundheilung (36). Daruberhinaus scheinen Fibrozyten auch antigenprasentierende
Eigenschaften zu besitzen. Sie exprimieren den MHC-Klasse-lI-Komplex (major
histocompatibility complex) sowie die ko-stimulatorischen Molekile CD80 und CD86 auf
ihrer Oberflache und scheinen damit in das Abfangen von Antigenen involviert zu sein, um

sie CD4" und CD8" T-Zellen zu prasentieren und diese zu aktivieren (37;38).

1.2.2.2 Fibrozyten im Tiermodell

Die Charakterisierung von Fibrozyten wurde grofitenteils mit Hilfe von in vitro-
Experimenten durchgefiihrt. Ein Nachweis von Fibrozyten und ihre Beteiligung an der
Entstehung einer Organfibrose konnte zudem in zahlreichen tierexperimentellen Studien

erbracht werden.

Abstammung der Fibrozyten aus dem Knochenmark

Mit unterschiedlichen knochenmarks-chimaren Ma&usen konnte der Ursprung von
Fibrozyten aus dem Knochenmark bestéatigt werden (14;22;39;40). Nach Transplantation
von mannlichem Knochenmark in weibliche Mause wurden in einem Wundheilungsmodell
die eingewanderten Fibrozyten untersucht und es wurde festgestellt, dass ca. 94 % der
nachgewiesenen Fibrozyten ein Y-Chromosom aufweisen und somit ihren Ursprung aus
dem Knochenmark haben (39). Ahnliche Untersuchungen wurden mit Hilfe von GFP-
transgenen knochenmarks-chimaren Mausen im Modell der bleomycin-induzierten
Lungenfibrose durchgefiihrt (14). Auf diese Weise konnte eindrucksvoll der Nachweis
erbracht werden, dass Fibrozyten hamatopoietischen Ursprungs sind und in entzlindetes

oder fibrotisches Gewebe einwandern.

Differenzierung von Fibrozyten aus Vorlauferzellen

In einem Wundheilungsmodell sowie im Modell des chronischen, allergischen Asthmas
konnte gezeigt werden, dass sich adoptiv transferierte reife Fibrozyten im erkrankten
Gewebe anreichern und dort zur Entstehung der Fibrose beitragen (16;19). Allerdings
entspricht die Einwanderung von ausgereiften Fibrozyten wohl nicht dem natirlichen
Mechanismus, dem die Fibrozytenentwicklung und —migration unterliegt. Die in vivo-

Differenzierung der Fibrozyten aus ihren zirkulierenden Vorlauferzellen scheint namlich
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hauptsachlich im Gewebe und nicht im peripheren Blut stattzufinden (21;22;41). Im Modell
der fibrotischen Kardiomyopathie kam es infolge einer erhdhten Sekretion von CCR2-
Liganden zu einem verstarkten Einwandern von Monozyten aus dem peripheren Blut und
einer daraus resultierenden Anreicherung von CD45" CD34" Fibrozyten. Eine Behandlung
mit SAP, das als Differenzierungsinhibitor gilt, reduzierte den Gehalt an Fibrozyten und
Myofibroblasten im Gewebe, ohne jedoch die Starke der Entzindungsreaktion oder die
Chemokinproduktion zu beeinflussen. Hohe SAP-Spiegel unterdriicken hierbei womaoglich
die Entwicklung der Fibrozyten aus ihren monozytaren Vorlauferzellen (22). Im Modell der
Intimahyperplasie bei Schafen infiltrierte eine Subpopulation CFSE-markierter Leukozyten
in die Intima und entwickelte dabei den Phanotyp von Fibrozyten (CD45" CD34"
Vimentin®). Diese CFSE" spindelférmigen Fibrozyten bildeten zudem auch a-SMA (21).
Daraus ist zu schlieRen, dass sich die Fibrozyten aus zirkulierenden Leukozyten
entwickelt haben, ins fibrosierende Gewebe eingewandert sind und dort eine weitere

Differenzierung folgte.

Die Entwicklung von Fibrozyten in reife mesenchymale Zellen ist u. a. mit phanotypischen
Veranderungen wie dem Verlust der CD34-Expression verbunden (19;39). Eine Isolation
von CD45" CD13" Kollagen I" Fibrozyten zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend eines
Wundheilungsmodelles zeigte eine steigende a-SMA-Expression im Verlauf des
Heilungsprozesses. Die Differenzierung von Fibrozyten in myofibroblasten-ahnliche Zellen
ging dabei mit einer gesteigerten TGF-B-Produktion im Wundgewebe und einer
progressiven Herabregulation der CD34- und CD45-Expression einher (39). Eine weitere
Studie mit GFP-transgenen  knochenmarks-chimaren  Mausen konnte den
hamatopoietischen Ursprung von CD45" Kollagen I" a-SMA" Zellen bestéatigten (42).
Fibrozyten konnen sich also in reife Myofibroblasten im Rahmen normaler Wundheilung
wie auch infolge von wiederholten Entzindungsreaktionen, die zu fibrotischen
Defektheilungen fuhren, weiterentwickeln (19;39;42). Wahrend dieses
Differenzierungsprozesses verlieren die Myofibroblasten fibrozytaren Ursprungs allerdings
ihre charakteristischen Oberflachenmarker, die sie von sich aus Fibroblasten entwickelten

Myofibroblasten oder ortsstdndigen Mesenchymzellen abgrenzen warden.

Migration

Fibrozyten fanden sich in den Kulturen von explantiertem Lungengewebe oder
Bronchoalveolarlavagen von Mausen mit Lungenentziindung oder FITC-induzierter

Lungenfibrose. Ob die Differenzierung der Fibrozyten dabei bereits im Gewebe oder erst
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in der Kultur stattfand, ist nicht zu beantworten. Auffallig dagegen waren die Kulturen von
CCR2-defizienten Mausen. Diese enthielten eine geringere Zahl an Fibrozyten. Zudem
wiesen sie geringere fibrotische Veranderungen als Antwort auf die FITC-Exposition auf.
Eine Transplantation von CCR2*/* Knochenmarkszellen auf CCR27/ Mause flhrte wieder
zu einer gesteigerten Zahl von Fibrozyten in der Lungenkultur dieser Mause. Die
Fibrozyten dieser Kulturen exprimierten ebenfalls CCR2, allerdings konnte dieser
Rezeptor nach sieben Tagen Kultur nicht mehr nachgewiesen werden (32). Diese Daten
bestatigen eine entscheidende Rolle von CCR2 fiir die Rekrutierung von Fibrozyten
wahrend fibrosierender Prozesse infolge von toxid-induzierten Entziindungsreaktionen in
die Lunge. Weiterhin sind der Chemokinligand CXCL12, der Ligand von CXCR4, und
CCL21, der an CCR7 bindet, an der Einwanderung von Fibrozyten in fibrosierende
Gewebe beteiligt, was in Modellen der Lungenentziindung (15) und der renalen Fibrose
(30) gezeigt werden konnte. Diese in Erkrankungsmodellen der Maus erworbenen
Kenntnisse Uber die Rekrutierung von Fibrozytenvorldufern mittels CCR2, CCR7 und
CXCR4 konnten auch fur die Einwanderung humaner Fibrozytenvorlaufer in entzindetes
und fibrosierendes Gewebe von Bedeutung sein. Schliellich konnte sowohl fir humane
Fibrozyten (16;17) als auch fiir eine Subpopulation von CD14" CD16™ humaner Monozyten
(23-25) die Expression von CCR2, CCR7 und CXCR4 nachgewiesen werden.

Zusammenhang von Fibrozytenanreicherung und Gewebsfibrose

Eine Reihe verschiedener Modelle von Lungen- (15;19;43), Nieren- (30;44), oder
GefaRerkrankungen (21;41) sowie das Modell der ischamischen Kardiomyopathie (22)
oder der Kolitis (45) bestatigen einen Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von
Fibrozyten im entzindeten Gewebe und der Entwicklung einer Fibrose und damit
verbundener Gefallneubildung. Hierbei scheinen die Fibrozyten eine neue Population
kollagen I-produzierender und/oder a-SMA® Zellen darzustellen, die wahrend der
reaktiven und reparativen fibrotischen Prozesse im entziindeten Gewebe auftreten. Eine
reduzierte Anreicherung von Fibrozyten im Gewebe infolge verschiedener Mechanismen
wie z. B. der Verabreichung von SAP, einem Inhibitor der Fibrozytendifferenzierung (22),
oder der Einsatz neutralisierender Antikbrper gegen fibrozyten-rekrutierende
Chemokinliganden (15) resultiert dabei in einer geringeren Kollagen |-Ablagerung und
einer verminderten Myofibroblasten-Anreicherung (15;21;22;41). Dies stutzt zum Einen
die Hypothese, dass sich Fibrozyten zu reifen Myofibroblasten weiterdifferenzieren

kénnen. Zum Anderen zeigt die Expression einer Reihe von verschiedenen Zytokinen und
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Wachstumsfaktoren, die u. a. die Angiogenese (46) oder Fibroblastenhyperplasie (36)
induzieren und die Freisetzung von EZM-Komponenten ortsstandiger Fibroblasten, die
pro-fibrotischen Eigenschaft von Fibrozyten und ihre Beteiligung am fibrotischen

Gewebsumbau, fordern (36).

1.2.23 Fibrozyten und ihre Beteiligung an humanen Erkrankungen

Die Biologie der Fibrozyten und ihrer Vorlauferzellen ist sehr komplex und noch nicht
vollkommen aufgeklart. Trotz zahlreicher in vitro- und in vivo-Studien ist nicht vollstandig
klar, ob Fibrozyten eine nachteilige oder vorteilhafte Rolle im Krankheitsverlauf spielen.
Einerseits scheinen sie durch die Produktion von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und
EZM-Komponenten sowie die Unterstitzung der Angiogenese (47) entscheidend fur die
Wundheilung zu sein (39;48). Mesenchymale Stammzellen im Modell der bleomycin-
induzierten Lungenfibrose kénnen durch eine Hemmung inflammatorischer Zytokine vor
Lungenentzindungen schitzen (49). Andererseits sprechen einige Indizien dafur, dass
Fibrozyten an anormaler Wundheilung und Narbenbildung und verschiedenen weiteren

humanen Erkrankungen beteiligt sind. Dies soll im Folgenenden naher dargestellt werden.

Fibrozyten und ihre Rolle bei hypertropher Narbenbildung und Keloiden

Hypertrophe Narbenbildung und Keloide reprasentieren zwei unterschiedliche Formen der
anormalen Wundheilung und entwickeln sich haufig infolge umfassender Verbrennungen.
Charakteristisch sind Bindegewebswucherungen infolge tbermaliger EZM-Ablagerungen
in der Dermis, die sich zu Wilsten formen und sich Uber das Hautniveau erheben konnen.
Das Keloid verlasst hierbei im Gegensatz zur hypertrophen Narbe die urspriinglichen
Wundgrenzen und infiltriert auch gesundes Gewebe. Diese Wulstnarben zeigen eine
erhdhte TGF-B3-Expression, eine grofle Zahl an kollagen | und lll-produzierenden Zellen
und zahlreiche a-SMA™ Myofibroblasten. Aiba und Tagami (50) konnten spindelférmige
Zellen in der Haut detektieren, die CD34 und Prolin-4-Hydroxylase, das u. a. an der
Kollagen-Synthese beteiligt ist, exprimieren. Zu verschiedenen Zeitpunkten der Narben-
bzw. Keloidbildung wurde dabei beobachtet, dass die CD34-Expression zuriickging und
im Gegensatz dazu die Prolin-4-Hydroxylase-Expression anstieg. Die spindelférmigen
Zellen in den hypertrophen Narben exprimieren zudem LSP-1 und Pro-Kollagen | (51). In
geringerer Dichte sind diese Zellen auch in ausgereiften Narben nachweisbar. Die LSP-1-

Expression ist charakteristisch flr Fibrozyten und stellt einen stabileren Marker als
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beispielsweise CD34 dar. Fibrozyten sind also in verschiedenen Formen von humanen
Narben, vor allem aber in hypertrophen Narben nach Verbrennungsverletzungen,
nachweisbar und sind hier wohl an der Matrixbildung beteiligt. Wie schon in diversen
Tiermodellen zu beobachten war, bestéatigt sich die Herunterregulation des Antigens

CD34 im Laufe der Zeit und eine damit verbundene héhere Kollagen I-Synthese (19;39).

Fibrozyten und ihre Rolle bei asthmatischen Erkrankungen

Asthma bronchiale ist eine weitverbreitete und heterogene entzindliche Erkrankung der
Atemwege, die gewodhnlich einen chronisch-rezidivierenden Verlauf nimmt. Es ist
gekennzeichnet durch ein anfallsweises Auftreten von Kurzatmigkeit und Atemnot infolge
von Bronchialverengung durch Entziindungen oder Hyperreaktivitat der Atemwege. Diese
Atemwegsverengung wird durch vermehrte Schleimsekretion, Bronchospasmen und
Schleimhautdédeme verursacht. In den meisten Formen des Asthmas kommt es zu einer
verstarkten Ansammlung entziindlicher Infiltrate aus aktivierten T-Zellen, CD14"
Monozyten, Eosinophilen und Mastzellen im Bronchialgewebe. Zudem finden
Umbauprozesse im Gewebe statt, die von Angiogenese sowie einer Ansammlung von
Fibroblasten und Myofibroblasten, einer Verdickung der Lamina reticularis infolge der
UbermaRigen EZM-Ablagerung und einer Hyperplasie bronchialer glatter Muskelzellen
begleitet werden. Letztendlich haben diese Umbauprozesse eine Verdickung der
Bronchialwand zur Folge und verursachen so eine irreversible Verminderung der
Lungenfunktion wie sie bei Langzeitpatienten beobachtet wird. In der allergischen Form
des Asthmas bronchiale flhrt Allergenexposition zu einer gesteigerten Produktion von
Chemokinen und Wachstumsfaktoren, u. a. werden dabei der CCR2-Ligand MCP-1
(CCL2), ET-1 und TGF-B ausgeschlittet. Dies resultiert in einer verstarkten Migration von
CD14" Monozyten, Ty2 Helfer-T-Zellen und Eosinophilen in die Bronchialmucosa. Das
Infiltrat halt sich hartnackig tUber mehrere Tage und ist mit dem Aufkommen neuer
Myofibroblasten innerhalb von 24 Stunden nach der Allergenaussetzung verbunden. In
diesem Zeitraum konnten auch CD34" und Pro-Kollagen |-produzierende Fibrozyten in
den Atemwegen von Patienten mit allergischem Asthma nachgewiesen werden. Ein
Grolteil davon exprimierte a-SMA und war vor allem in Bereichen von EZM-Neubildung
lokalisiert (19). Die gleichzeitige Anwesenheit von aktivierten T-Lymphozyten sowie die
hohen TGF-B-Spiegel im Gewebe nach Allergenexposition fordern dabei die Entwicklung
von Fibrozyten aus CD14" monozytaren Vorlaufern, die aufgrund der gesteigerten MCP-

1-Sekretion eingewandert sind, und beglnstigen wohl eine weitere Differenzierung zu
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Myofibroblasten (19). In den Bronchialbiopsien von Patienten mit allergischem Asthma
konnten CD34" CD45" o-SMA®™ Fibrozyten in Clustern nahe der epithelialen
Basalmembran gezeigt werden, wobei deren Dichte mit der Verdickung der Lamina
reticularis korrelierte (52). Zudem differenzierten sich in Kulturen bronchialer
mononukledrer Zellen dieser Asthmapatienten Fibrozyten aus, die sich vermutlich aus
Vorlauferzellen im Infiltrat entwickelten. Dabei untermauert die Korrelation der Anzahl der
a-SMA" Fibrozyten und der Starke der Lamina reticularis die Hypothese, dass sich
Myofibroblasten aus Fibrozyten an Orten neuer EZM-Ablagerungen bilden koénnen.
Myofibroblasten und andere mesenchymalen Zellen der Bronchialschleimhaut von
Asthmapatienten, die den Chemokinrezeptor CCR7 exprimieren, stammen
maoglicherweise von Fibrozyten und deren zirkulierenden Vorlduferzellen ab. Zugleich
sprechen erhohte CCL19-Spiegel sowie eine erhohte Expression des Rezeptors CCR7 fir
eine mogliche Rekrutierung von Fibrozyten tber diesen Weg (53). CD34" CD45" Kollagen
I Fibrozyten sind zudem im Blut von Patienten mit chronisch-obstruktivem Asthma in
héherer Zahl nachweisbar als im Blut von Asthma-Patienten mit normaler Lungenfunktion
(54) und finden sich in ASM (airway smooth muscle)-Biindeln von Asthma-Patienten aller
Schweregrade, im peripheren Blut und in der Lamina propria. Dabei steuern ASM-Zellen
wohl die Migration von Fibrozyten Uber die Freisetzung von PDGF. In diesem Fall ist
allerdings noch nicht geklart, welche Rolle Fibrozyten mdglicherweise bei der Entwicklung

einer ASM-Hyperplasie spielen (55).

Fibrozyten und ihre Rolle bei interstitieller pulmonaler Fibrose

Idiopathische interstitielle Pneumonien bilden eine heterogene Gruppe seltener
chronischer Lungenerkrankungen unbekannter Atiologie, die von verschiedenen Graden
der Entzindung und der interstitiellen pulmonalen Fibrose gekennzeichnet sind. Die
idiopathische Lungenfibrose (IPF, idiopathic pulmonary fibrosis) oder auch interstitielle
Pneumonie ist die am weitesten verbreitete Form. Die Behandlungsmdglichkeiten sind
haufig stark eingeschrankt und daher endet der Krankheitsverlauf meist tddlich. Der
chronische fibro-proliferative Verlauf ist charakterisiert durch die Bildung von Fibroblasten-
und Myofibroblasten-Anhdufungen, die sich von umgebenden Zellen abgrenzen
(fibroblastic foci). Myofibroblasten, die sich dauerhaft im fibrosierenden Gewebe einnisten,
gelten als Hauptquelle interstitiellen Kollagens und flihren damit zu einem progressiven
Gewebsumbau mit dem allmahlichen Verlust der Lungenfunktion. Biopsiegewebe von
IPF-Patienten enthalt Zellen, die CCR7 und CD45 ko-exprimieren (56). Diese Zellen
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exprimierten allerdings kein CD34 oder a-SMA. Weiterhin scheint, wie bereits im Modell
der bleomycin-induzierten Lungenfibrose gezeigt (15), die CXCR4-CXCL12-Achse eine
wichtige Rolle fur die Wanderung von Fibrozyten im Rahmen einer Lungenfibrose zu
spielen. So ist die CXCR4-Expression sowie die seines Liganden CXCL12 im
Lungengewebe von IPF-Patienten erhdht (56;57). Zugleich zeigte sich eine erhéhte Zahl
an CXCR4" CD45" Kollagen I" Fibrozyten im Blut der IPF-Patienten (57). Diese CXCR4"
Kollagen I* Zellen konnten auch im Lungengewebe von IPF-Patienten nachgewiesen
werden, wahrend sie im Gewebe gesunder Probanden nicht detektierbar waren. Die
Fibrozyten waren hierbei haufig in der Nahe der fibroblastic foci lokalisiert (58).
Darlberhinaus war der SDF1/CXCL12-Spiegel im Plasma und teilweise auch in der
Bronchoalveolarlavage dieser IPF-Patienten erhéht. Der Chemokin-Spiegel korreliert hier
direkt mit der Schwere der Krankheit (58). Aufgrund neuerer Daten wurden Fibrozyten
nun als klinischer Marker fir den Krankheitsverlauf der IPF vorgeschlagen (59;60).
Fibrozyten wurden als CD45" Kollagen I Zellen in erhdhter Zahl im Blut stabiler IPF-
Patienten gezeigt. Wahrend Phasen akuter Verschlimmerung steigt die Zahl der
zirkulierenden Fibrozyten nochmals deutlich an, fallt aber nach der Genesung auf das
Ausgangsniveau zuruck. Im Vergleich dazu zeigen Patienten mit ARDS (acute respiratory
distress syndrome) keine erhodhte Zahl an zirkulierenden Fibrozyten. Damit scheint die
Prasenz von Fibrozyten ein Anzeichen fur fibrotische Gewebsentzindungen zu sein und
nicht aber fir eine akute Lungenerkrankung per se. Die Zahl der Fibrozyten steht dabei
zwar in keinem direkten Zusammenhang mit weiteren klinischen Parametern, ist aber
pradiktiv fur eine frhere Mortalitat bei IPF (59).

Fibrozyten und ihre Rolle bei der nephrogenen systemischen Fibrose

Die nephrogene sytemische Fibrose (NSF), friiher auch als nephrogene fibrosierende
Dermopathie bezeichnet, ist eine Erkrankung, die bei Patienten mit stark eingeschrankter
Nierenfunktion und bei Dialysepatienten auftritt. Der klinische Verlauf dieser fibrotischen
Erkrankung ist durch eine symmetrische und progressive Verhartung der Haut, die vor
allem die Extremitaten betrifft sowie eine krankhafte Vermehrung von Bindegewebe von
Leber, Herz, Lungen, Skelettmuskeln und Zwerchfell gekennzeichnet. Die Pathogenese
ist noch nicht vollstandig geklart, doch scheint der Einsatz von gadolinium-haltigen MR-
Kontrastmitteln eine erhebliche Rolle zu spielen (61). Dabei wird davon ausgegangen,
dass die Freisetzung von hochtoxischen freien Gadolinium-lonen die Entstehung von NSF

verursacht. Bei Patienten mit stark eingeschrankter Nierenfunktion ist die Halbwertszeit
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von Gd-haltigen Kontrastmitteln erheblich verlangert. Eine spontane Dissoziation der
Kontrastmittel fiihrt zu einer Freisetzung von freien Gd**-Kationen. Diese freien Gd*'-
Kationen werden von endogenen Anionen, besonders Phosphaten angezogen und bilden
unlésliche Salze, die sich im Gewebe festsetzen. Diese unldslichen Moleklle werden
wiederum von Makrophagen umlagert, die daraufhin eine Vielzahl von Zytokinen, u. a.
TGF-( freisetzen, die ihrerseits Fibrozyten anlocken sollen (62;63). In den geschadigten
Hautpartien und beteiligten Organen von NSF-Patienten zeigen sich ein fibro-proliferativer
Prozess und eine starke Infiltration von CD68" Monozyten und spindelférmigen Zellen, die
sich im Geflecht aus elastischen Fasern und Kollagen einnisten. CD34" und/oder CD45"
spindelférmige Zellen, die Kollagen | produzieren, konnten dabei in verschiedenen
Studien nachgewiesen werden (64-66). Diese Zellen erscheinen bereits in friihen Stadien
der fibrotischen Prozesse und sind an Stellen aktiver Fibrogenese zu finden (64;66). In
geschadigten Hautgeweben und Muskelpartien kommt es zu einer erhéhten Freisetzung
von TGF-B (67), so dass die Vermutung nahe liegt, dass dieser Wachstumsfaktor eine
Rolle fur die Entwicklung von Fibrozyten aus ihren monozytéaren Vorlaufern spielen

konnte.

1.2.3 Fibrozyten in der Niere

Fibrozyten werden im Rahmen der nephrogenen systemischen Fibrose (NSF) haufig
nachgewiesen und gelten als Mitverantwortliche fiir die Kollagenbildung im fibrotischen
Gewebe dieser Krankheit. Obwohl die tubulo-interstitielle Fibrose die Endstrecke vieler
Nierenerkrankungen darstellt, ist der Ursprung der EZM-produzierenden Zellen im
Interstitium noch nicht aufgeklart und die Rolle von Fibrozyten dabei weitgehend unklar.
Wahrend einer progressiven Nierenfibrose bei Mausen, ausgeldst durch eine einseitige
Ureterligatur, infiltrieren CD45", Kollagen I" Fibrozyten das Interstitium, dabei vor allem die
kortikomedullaren Bereiche (30). In diesem Modell steigt die Zahl der Fibrozyten mit dem
Verlauf der Fibrose und erreicht wohl einen Hohepunkt nach sieben Tagen. Die
Fibrozyten zeigen dabei auch eine Positivitat fiir CD34 (30). Ahnliche Ergebnisse konnten
in einer weiteren Studie mit AT2R-defizienten Mausen erzielt werden (44). Die Zahl der
Fibrozyten war in den AT2R/ Mausen hoher als in den Wildtypen, was mit einer
Verschlechterung der Nierenfibrose in den knock-out Tieren einherging. Im Gegensatz
dazu verringerte sich durch eine Hemmung des AT1R-Signalwegs die Zahl der Fibrozyten
und das Ausmall der Fibrose, so dass daraus geschlossen werden kann, dass

Angiotensin Il und die beiden Angiotensin [I-Rezeptoren an der Regulation der
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Fibrozytenaktivierung oder Rekrutierung in die Niere beteiligt sind (44). In beiden Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass die Fibrozyten in der Niere die Chemokinrezeptoren CCR7
und CXCR4 exprimieren (30;44). Wobei der CCL21-Spiegel, ein Ligand fir CCR7, mit
dem Verlauf der Fibrose anstieg (44). Die Blockade des CCL21/CCR7-Signalweges durch
neutralisierende CCL21-Antikoérper flihrte zu einer um die Halfte reduzierten Anzahl an
Fibrozyten und verminderten interstitiellen Fibrose mit geringerem Hydroxyprolingehalt
(30).

Im Modell der einseitigen Ureterligatur wurde weiterhin mit transgenen Mausen, die ein
Reportergen unter der Kontrolle des Kollagen I-Promotors exprimieren, die Rolle von
Fibrozyten und deren Beteiligung an der EZM-Bildung in der renalen Fibrose untersucht.
In einer Studie handelte es sich um transgene Mause, die die Reportergene Luciferase
und B-Galaktosidase unter dem pro-Col1A2-Promotor ~ exprimieren. In
geschlechtsgemischten knochenmarks-chimaren Mausen wurden nach der einseitigen
Ureterligatur die Nieren auf die Expression der Reportergene hin untersucht. Dabei zeigte
sich, dass intrinsische Nierenzellen fiir die Matrixbildung wahrend der Nierenfibrose
verantwortlich sind (68). In einer ahnlichen Studie konnten zwei ,Quellen” kollagen-
produzierender Zellen nachgewiesen werden. Allerdings wurde den aus dem
Knochenmark stammenden Zellen dabei nur eine kleinere Rolle bei der EZM-Produktion
zugesprochen. Der Hauptteil wird von intrinsischen Nierenzellen, namlich den aus
Perizyten abstammenden Myofibroblasten Gbernommen (69). Hierbei ist allerdings zu
bedenken, dass die Expression der Reportermolekile z.B. aufgrund von fehlender oder
unzureichender  Stimulation nicht  immer  vollstdndig  sein muss. Die
Promotorgenexpression, in diesem Falle die Kollagen I|-Produktion, steht damit nicht
immer in vollstdndigem Zusammenhang mit der Expression der Reportergene. Wahrend
in den transgenen Mausen die Expression des Reportergens moglicherweise nur in einem
gewissen Teil der kollagen-produzierenden Zellen stattfindet und damit die moégliche Zahl
und Vielfaltigkeit der kollagen-produzierenden Zellen unterschatzt wird, kénnen
immunfluoreszente Methoden wie Durchflusszytometrie und Immunhistologie die Prasenz
von Fibrozyten aufgrund von Hintergrundfarbungen oder begrenzter raumlicher Auflésung
Uberschatzen. Zusammenfassend bleiben die Produktion der EZM-Komponenten in der

Niere und die Beteiligung der Fibrozyten daran weiterhin noch nicht vollstandig geklart.
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1.3 Die Rolle von CD4" T-Zellen an der Fibrose

Chronische Entzindungsreaktionen sind typischerweise durch ein starke Infiltration von
mononukledren Zellen, dazu zahlen Makrophagen, Lymphozyten, Eosinophile und
Plasmazellen, gekennzeichnet. Lymphozyten werden dabei in das entzindete Gewebe
gelockt, durch Antigenkontakt aktiviert und zur Lymphokinausschittung angeregt. Diese
wiederum aktivieren ihrerseits Makrophagen und andere ortsstandige Entziindungszellen.
Folglich findet bei einer Reihe chronischer Entzindungskrankheiten eine deutliche
Aktivierung der adaptiven Immunantwort statt. Obwohl der Fibrose meist eine Entziindung
vorausgeht, ist sie nicht automatischerweise die Folge einer Entzindung. Die
Mechanismen, denen die Fibrose unterliegt, stehen somit nicht in unmittelbaren
Zusammenhang mit denen einer Entziindungsreaktion. CD4" T-Zellen spielen eine
entscheidende Rolle wahrend des Verlaufes einer fibrotischen Erkrankung. In einer Reihe
von Studien mit verschiedenen zytokin-defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass
Leberfibrose eng mit der Entwicklung einer CD4" T,2 T-Zellantwort und der daraus
resultierenden Freisetzung von IL-4, IL-5, IL-13 und IL-21 verknlpft ist (70-75). Dabei
zeigen die einzelnen Zytokine eine klare Rollenverteilung, was den Gewebsumbau und
die Fibrose betrifft. So konnten IL-4 Rezeptoren auf vielen murinen oder humanen
Fibroblasten gezeigt werden (76;77). IL-13 teilt einige funktionale Eigenschaften mit IL-4,
da sie beide denselben Signalweg nutzen. U. a. werden beiden Zytokinen pro-fibrotische
Eigenschaften nachgesagt. Auch konnte eine aktivierende Rolle der beiden auf die
Differenzierung von humanen Fibrozyten aus ihren monozytéaren Vorlduferzellen
nachgewiesen werden (26). Im Gegensatz dazu zeigen Ty1-assoziierte Zytokine wie INF-
y oder IL-12 anti-fibrotische Eigenschaften und hemmen die Entwicklung von Fibrozyten

aus ihren zirkulierenden Vorlaufern (26).

1.3.1 Signaltransduktion von CD4" T-Zellen

Die Signaltransduktion von CD4" T-Zellen, die fiir die Produktion von Zytokinen notwendig
ist, lauft Gber die Aktivierung der Phospholipase C. Diese katalysiert die Hydrolyse des
Plasmamembran-Phospholipids PIP, (Phosphatidylinositol 4,5 bisphosphat) in Inositol-3-
Phosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerin (DAG). IP; und DAG aktivieren dann zwei
unterschiedliche Signaltransduktionswege in T-Zellen. IP; fihrt dabei durch Bindung an
Kalziumkanale zu einer schnellen Freisetzung von Ca*" ins Cytosol, was eine Offnung
weiterer Kalziumkanale in der Plasmamembran und einen Influx von extrazelluldrem Ca?*

zur Folge hat. Die Ca®*-lonen binden nun an Calmodulin. Dieser Komplex aktiviert u. a.
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die Serin/Threoninkinase Calcineurin. Dadurch wird eine Signalkaskade in Gang gesetzt,
die in der Transkription verschiedener Zytokine endet. An dieser Stelle setzt eine Reihe

von Immunssuppressiva in die Regulation der Zytokinproduktion von T-Zellen ein.

1.3.2 Calcineurin-Inhibitoren und ihre Wirkung auf CD4" T-Zellen

Cyclosporin A ist ein weit verbreitetes Immunsuppressivum, das zur Verhinderung von
Abstollungsreaktionen in der Behandlung von transplantierten Patienten eingesetzt wird.
Seine Einfiihrung in die klinische Praxis Ende der 1970er Jahre hat die Uberlebensrate
der Patienten und ihrer Nieren-, Herz- oder Knochenmarkstransplantate erheblich
verbessert. Auch in der Behandlung von Autoimmunerkrankungen konnten durch
Cyclosporin A malgebliche Erfolge erzielt werden. Allerdings wurden diese
therapeutischen Erfolge der immunsuppressiven Behandlung mit Cyclosporin A haufig
von dem Auftreten von toxischen Effekten auf die Nieren begleitet. Diese nach
Langzeitgabe von Cyclosporin A auftretende chronische Nephropathie, die sowohl die
transplantierte wie auch zuvor gesunde Eigennieren betrifft, endet haufig in einer
irreversiblen Schadigung der Nieren. Sie ist charakterisiert durch Tubulusatrophie und
—dilatation, Hyalinose der afferenten Arteriolen sowie einer vermehrten Ablagerung von
extrazelluldrer Matrix, die sich in einer tubulo-interstitiellen Fibrose widerspiegelt. Dabei
sind die Mechanismen, die zur renalen Fibrose infolge der chronischen Cyclosporin-
Nephropathie fiihren, noch weitgehend unklar. Dies stellt durchaus starke
Einschrankungen fir die klinische Anwendung von Cyclosporin A und die

Transplantationstherapie dar (78-81).

Cyclosporin A ist ein aus den norwegischen Schlauchpilzen Tolypocladium inflatum und
Cylindrocarpon lucidum isoliertes zyklisches Peptid, das als Calcineurin-Inhibitor fungiert.
Es bindet mit hoher Spezifitdt an Cyclophilin, ein ubiquitar exprimiertes Protein. Dieser
Komplex bindet an Calcineurin und hemmt somit die Enzymaktivitat der Ca®*/Calmodulin-
aktivierten Proteinphosphatase (82). In aktivierten T-Zellen ist Calcineurin fir die
Dephosphorylierung des Transkriptionsfaktors NF-AT verantwortlich. Daraufthin kann NF-
AT in den Zellkern transloziert werden und dort die Transkription von zahlreichen
Zytokinen und Zelloberflachenrezeptoren, u. a. von IL-2 aktivieren. Durch die Blockade
der Aktivierung von NF-AT und einer daraus resultierenden Hemmung der Transkription
von IL-2 bewirkt Cyclosporin A eine Hemmung der Aktvierung und Vermehrung von T-

Lymphozyten und wirkt auf diese Weise als Immunsuppressivum.

21



Einleitung

Ein weiterer Pilzmetabolit im klinischen Gebrauch ist FK506. Es gehort ebenfalls zur
Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren. FK506 und sein Bindeprotein FKBP teilen mit dem
Cyclosporin-Cyclophilin-Komplex die Eigenschaft, an Calcineurin zu binden und somit
dessen Aktivitat zu unterbinden. Somit kommt es auch hier zur Transkriptionsblockade

von |L-2 und damit einer gehemmten T-Zellaktvierung.

Ein weiteres in der Transplantarionsmedizin eingesetztes Immunsuppressivum mit einer
anderen Wirkweise ist das Antibiotikum Rapamycin, dessen Haupteffekt die Hemmung
der T-Zellproliferation ist. Ahnlich FK506 bindet Rapamycin an FKBP, dieser Komplex
inhibiert allerdings nicht Calcineurin, sondern bindet an mTOR (mammlian target of
rapamycin), eine Phosphoinositid-3-Kinase. Somit bleibt die nachfolgende Aktivierung und
anschlielende Proteinsynthese der S6 Kinase aus. Eine Aktivierung des ribosomalen
Proteins S6 findet also nicht statt. Die Hemmung von mTOR verhindert die Aktivierung der
p34cdc2 Kinase und somit die Komplexbildung mit Cyclin E, so dass das Voranschreiten

der T-Zellen im Zellzyklus unterbunden wird.

1.4 Zielsetzung

Eine Vielzahl von progredient verlaufenden Nierenerkrankungen hat ein terminales
Nierenversagen, das durch fortschreitenden Funktionsverlust bis zum vollstédndigen
Organversagen gekennzeichnet ist, zur Folge. Vor allem bei chronischen Schadigungen
fuhren Uberschieflende Reparaturmechanismen zu einer Defektheilung mit zusatzlicher
Schadigung des Organs. Der Funktionsuntergang korreliert eng mit vermehrter
Expression von extrazellularen Matrixproteinen im Nierengewebe und ein fibrotischer
Gewebsumbau fiihrt zu einem meist irreversiblen Funktionsverlust. Aufgrund neuerer
Daten muss man davon ausgehen, dass auch kollagen-produzierende Zellen des
peripheren Blutes, sogenannte Fibrozyten, an der Matrixbildung und Fibroseentstehung
beteiligt sind. Diese Fibrozyten sind Zellen, die sich aus hamatopoietischen
Vorlauferzellen differenzieren. Sie exprimieren Antigene hamatopoietischer Stammzellen
auf ihrer Oberflaiche und koénnen ahnlich den Fibroblasten extrazellulare
Matrixkomponenten wie Kollagen Typ | produzieren und sich in Myofibroblasten
entwickeln. Die genaue zellulare Herkunft der Vorlauferzellen ist jedoch noch nicht
geklart. Hierfur sollten in dieser Arbeit in einem in vitro-Modell mit murinen Splenozyten
die Abstammung der Fibrozyten in der Maus mit Hilfe von Zelldepletion und Zellisolation
ermittelt werden. Neben der Frage, aus welchen Vorlauferzellen sich die reifen Fibrozyten

entwickeln, waren auch Faktoren und Bedingungen, die die Differenzierung von
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Fibrozytenvorlaufern zu reifen Fibrozyten steigern oder hemmen, Gegenstand der
Untersuchungen. Dariberhinaus sollte untersucht werden, ob und welche ,Helferzellen®
fur die Entwicklung der Fibrozyten eine Rolle spielen. Des Weiteren sollte Uberprift
werden, ob Faktoren, die die Differenzierung von Fibrozyten in vitro beeinflussen, auch in
vivo fur die Entwicklung von Fibrozyten von Bedeutung sind. Hierflir wurde im Modell der
einseitigen Ureterligatur an Mausen die Zahl der Fibrozyten in der fibrotischen Niere
untersucht. Ein Hauptaugenmerk lag dabei auf der Hemmung bzw. Steigerung der
Fibrozytendifferenzierung sowie dem  Ausmal® der Fibrose infolge von
Zytokinapplikationen in den fibrotischen Nieren von ureterligierten Mausen. In diesem
Kontext war es ebenfalls ein Ziel dieser Arbeit, durch Einflussnahme auf die Helferzellen,

die Entwicklung der Fibrozyten und ihre Beteiligung an der renalen Fibrose zu ermitteln.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien und Gerate
2.1.1 Gerate
Gerat Hersteller

ABI PRISM 7900 HT detection system

Applied Biosystems, Darmstadt

Analysenwaage

Satorius, Gottingen

Autoklav

Technomara, Fernwald

Brutschranke Hera Cell

Heraeus, Hanau

Chirurgische Instrumente

Fine Science Tools, Heidelberg

Durchflusszytometer FACSCalibur

BD Biosciences, Heidelberg

Durchflusszytometer FACSAria

BD Biosciences, Heidelberg

Durchlichtmikroskop Axiovert 25

Zeiss, Jena

Electrophoresis Power Supply EPS 310

Amersham Pharmacia Biotech, Miinchen

Elektrophoresekammern flr Western Blot

BioRad, Miinchen

EMax® precision microplate reader

MWG Biotech, Ebersberg

Entwicklerapparatur

Agfa, Koln

Fluoreszenzmikroskop

Leica, Wetzlar

Fotokamera D70s

Nikon, Disseldorf

Gelgie3stand Mini Protean 3 System

BioRad, Minchen

Kreisschittler AS250 3

IKA Labortechnik, Staufen

Kryostat CM3050S

Leica, Wetzlar

LightCycler System 2.0

Roche, Mannheim

Magnet OctoMACS Seperator

Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach

Magnet QuadroMACS Seperator

Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach

NanoDrop®

Peqglab, Erlangen
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Neubauer Zahlkammer

Brand, Wertheim

Pipetten (Gilson P10, P20, P100, P1000)

Gilson, Bad Camberg

Pipettierhilfe Pipetboy acu

ISB Integra Biosciences, Chur, Schweiz

pH-Meter CG840

Schott Instruments, Mainz

Sterilbank

Heraeus, Nirnberg

Stereomikroskop

Leitz, Wetzlar

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg

Ultraschallbad Sonorex RK255s

Bandelin, Schalltec, Morfelden-Walldorf

Wasserbad

GFL, Burgwedel

Wasseraufbereitungsanlage

Millipore, Eschborn

Zentrifugen

Heraeus, Nirnberg

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Plastikartikel

Material

Hersteller

Einmalspitzen (100, 1000 ul)

Sarstedt, Nirnbrecht

Einmalspritzen (2 ml)

BD Biosciences, Heidelberg

Filterspitzen (1000 pl)

Biozym, Hessisch Oldendorf

Gel-Blotting-Papier (Whatman)

Schleicher & Schuell, Dassel

Glasware

Schott, Mainz

Handschuhe Peha soft

Hartmann, Heidenheim

Hyperfilm

Amersham, Braunschweig

Kanulen BD Microlance 3 (27Gx3/4",
26Gx1/2%)

BD Biosciences, Heidelberg

LightCycler Kapillaren

Roche, Mannheim

Maxisorp S96

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold
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Nahtmaterial (verschiedenes)

Ethicon / Johnson&Johnson, Norderstedt

Nitrozellulosemembran Optitran

Schleicher & Schuell, Dassel

Nylonsiebe (Cell Strainer 40, 70 um)

BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich

Petrischalen

Greiner, Frickenhausen

Polystyrolrohrchen fur Durchflusszytometer

BD Falcon, Le Pont de Claix, Frankreich

PreSeparationfilter

Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach

Reaktionsgefalte (0,5/1,5/2,0 ml)

Eppendorf, Hamburg

Separationssaulen (MS, LS Columns)

Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml)

Sarstedt, NUrnbrecht

Skalpell (No. 10)

Pfm, Koln

Sterilfilter

Corning, New York, USA

SuperFrost® Plus Objekttrager

Thermo Fisher Scientific, Langenselbold

Tuberkulinspritzen (Plastipack, 1 ml)

BD Biosciences, Heidelberg

Zellkulturplatten (96-well)

Greiner, Frickenhausen

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt, NiUrnbrecht

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Sigma Aldrich, Taufkirchen

ABTS Peroxidase Substrat

Roche, Mannheim

Acrylamid-Lésung (30% Acrylamid, 0,8%
Bisacrylamid)

Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Bicinchoninsaure (BCA)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

BSA (Albumin from bovine serum)

Sigma Aldrich, Taufkirchen
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CytoFix/Cytoperm

BD Biosciences, Heidelberg

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

dNTP-Mix

NatuTec, Frankfurt am Main

ECL-Reagenz

Amersham, Freiburg

Elektrophoresepuffer

BioRad, Minchen

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Roche Diagnostics, Mannheim

Ficoll-Paque Plus (< 0,012 ng/ml)

Amersham, Uppsala, Schweden

Gadolinium (l11) chloridhydrat

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Glycerol 100%

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Hoechst 33342

MolecularProbes/Invitrogen, Eugene, USA

Kupfersulfatlésung 4%

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Laemmli Puffer 2x

BioRad, Miinchen

Milchpulver

Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS) 20%

BioRad, Munchen

Oligo-(dT)42.1¢ Primer

Invitrogen, Karlsruhe

PeqGold Prestainded Protein-Marker IV

Peqlab, Erlangen

PeqGold Trifast

Peqlab, Erlangen

Proteinstandard fiir BCA

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Saponin from quillaja bark

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Transferpuffer BioRad, Miinchen

Tween 20 Merck, Darmstadt

Tris USB, Cleveland, USA
Trypanblaulésung Fluka/Sigma Aldrich, Taufkirchen

Alle weiteren nicht aufgefliihrten Chemikalien und Lésungsmittel wurden von Sigma
Aldrich (Taufkirchen), Roth (Karlsruhe) und Merck (Darmstadt) bezogen.
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2.1.4 Puffer, Zellkulturmedien und Zusiatze

Puffer Hersteller

FACSClean BD Biosciences, Heidelberg
FACSflow BD Biosciences, Heidelberg
FACSrinse BD Biosciences, Heidelberg
Fotales Kalberserum (FKS) PAA, Colbe

Hank’s buffered salt solution (HBSS) PAA, Cdlbe

RPMI 1640

Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin

Gibcol/Invitrogen, Karlsruhe

SuperBlock Blocking Buffer

Thermo scientific, Rockford, USA

Trypanblaulésung

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Bezeichnung Inhaltsstoff Menge

Elektrophoresepuffer Tris/HCI, pH8,3 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0,1 %
in Aqua dest.

ELISA-Waschpuffer PBS 1x
Tween 20 0,05 %

MACS-Puffer EDTA 2 mM
BSA 0,5 %
in PBS
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PBS (Phosphat buffered | KH,PO4 1,8 mM

saline, 10x), pH 7,4 Na,HPO, 10,3 mM
NaCl 137 mM
KCl, 2,7 mM
in Aqua dest.

Stripping-Puffer 2-Mercaptoethanol 100 mM
SDS 2%
Tris/HCI, pH 6,7 62,5 mM
in Aqua dest.

TBS (Tris buffered saline, | Tris/HCI pH 7,6 0,2M

10%) NaCl 1,37 M
in Aqua dest.

TBST TBS 1x
Tween 20 0,1 %
in Aqua dest.

Transferpuffer Tris/HCI, pH 8,3 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 %
in Aqua dest.
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2.1.5 Peptide und Stimulanzien

Peptid / Stimulans

Hersteller

FK506

Alexis Biochemicals, Redfern, Australien

IL-2, rekombinant murin

PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

IL-4, rekombinant murin

PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

IL-13, rekombinant murin

PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

Magnevist® Bayer Schering, Berlin
Rapamune Wyatt, Berkshire, UK
Sandimmun Novartis, NlUrnberg

TNF-a, rekombinant murin

PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

IFN-y, rekombinant murin

PeproTech Inc., Rocky Hill, USA

2.1.6 Antikorper

Priméare Antikorper fiir FACS, ELISA, Western-Blot, Immunhistologie und Zellkultur

Spezifitat | Klon Herkunft | Konjugat Hersteller

CD3 145-2C11 | Ratte NA/LE BD Biosciences, San Jose, USA
CD4 RM4-5 Ratte APC BD Biosciences, San Jose, USA
CD11b M1/70 Ratte FITC BD Biosciences, San Jose, USA
CD11b M1/70 Ratte PE BD Biosciences, San Jose, USA
CD11c HL3 Ratte PE BD Biosciences, San Jose, USA
CD16/32 2.4G2 Ratte PE BD Biosciences, San Jose, USA
CD19 1D3 Ratte PE BD Biosciences, San Jose, USA
CD45 30-F11 Ratte FITC BD Biosciences, San Jose, USA
CD45 OX-1 Maus PE BD Biosciences, San Jose, USA
CD115 AFS98 Ratte PE eBioscience, San Diego, USA
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GAP-DH Kaninchen Cell Signaling, Danvers, USA
Gr-1 RB6-8C5 Ratte APC BD Biosciences, San Jose, USA
IL-2 JESG6- Ratte R&D Systems, Minneapolis, USA
1A12
IL-4 30340.11 Ratte R&D Systems, Minneapolis, USA
IL-21 Ziege R&D Systems, Minneapolis, USA
INF-y H22 Ratte R&D Systems, Minneapolis, USA
Kollagen | Kaninchen | Biotin Rockland, Gilbertsville, USA
Kollagen | Kaninchen abcam, Cambridge, UK
Kollagen | Maus Santa Cruz Biotechnologies, USA
TGF-B 1D11 Maus R&D Systems, Minneapolis, USA
TNF-a Ziege R&D Systems, Minneapolis, USA

Sekundare Antikdrper und Isotypkontrollen

Spezifitat Herkunft | Konjugat Hersteller

Maus Ziege HRP Cell Signaling, Danvers, USA

Kaninchen | Ziege Alexa Flour 594 | Molecular Probes / Invitrogen, Eugene,
USA

Kaninchen Ziege HRP Cell Signaling, Danvers, USA

Streptavidin APC BD Biosciences, San Jose, USA

Streptavidin HRP DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Kaninchen Biotin Rockland, Gilbertsville, USA

IgG
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2.1.7 Microbeads

Name

Hersteller

CD4 Microbeads (Maus)

Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach

CD19 Microbeads (Maus)

Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach

CD45 Micorbeads (Ratte)

Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach

PE Microbeads

Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach

APC Microbeads

Miltenyi Biotech, Berg. Gladbach

21.8 Enzyme

Enzym

Hersteller

Kollagenase Typ |

Sigma Aldrich, Taufkirchen

M-MLV Reverse Transkriptase

Invitrogen, Karlsruhe

RNase-freie DNase Qiagen, Hilden
219 Kits
Kit Hersteller

Avidin-Biotin-Blocking Kit

vector laboratories, Burlingame, USA

QuantiTect SYBR green PCR Kit

Qiagen, Hilden

RNeasy Micro/Mini Kit

Qiagen, Hilden

2.1.10 Primersequenzen

Die Auswahl der Nukleotidsequenzen der verwendeten Primer erfolgte durch das

Programm Primer3 (http://primer3.sourceforge.net) anhand der publizierten genomischen
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DNA- bzw. cDNA-Sequenzen in der Gendatenbank auf dem Server des National Centers

for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, Maryland, USA, www.ncbi.nim.nih.gov).

Die vorgeschlagenen Sequenzen wurden anhand des Programms BLAST des NCBI auf
Spezifitat, potentielle Kreuzreaktivitdt und Identitdt gepruft. Soweit moglich wurden

introniberspannende Primer gewahilt.

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen TipMolBiol (Berlin) und Operon

Biotechnologies (KdIn) synthetisiert.

Primer Sense 5° — 3¢ Antisense 5° — 3¢

Kollagen | Maus | tgt tca gct ttg tgg acc tc tca agc ata cct cgg gtt tc

Kollagen | Ratte | gtg gac ctc cgg ctc ctg ctc ctc ctt ctg ggc aga aag gac agc act cgc

GAP-DH gtc gtg gat ctg acg tgc ¢ gat gcc tgc ttc acc acc tt

2.1.11 Software

Software Hersteller

CellQuest Pro BD Bioscience, Heidelberg

LightCycler Software version 3.5 | Roche, Mannheim

MetaMorph 4.6.9r Universal Imaging (Visitron System, Puchheim)
Meta Vue 6.3r3 Molecular Devices, Downingtown, USA

MS Office 2007 Microsoft

SDS 2.2.3 software Applied Biosystems, Darmstadt
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2.2 Methoden

221 Zellbiologische Methoden

2211 Praparation von Zellsuspensionen

Um das Absterben von Zellen zu vermeiden, wurde fir die Praparation von
Zellsuspensionen immer eisgekihltes RPMI 1640 Medium mit 10 % (vol/vol) FKS (fétales

Kalberserum) oder eisgekuhlte Puffer verwendet.

Vor der Zellpraparation wurden die Tiere durch zervikale Dislokation (Genickbruch)
getdtet. Nach der Totung wurden die Tiere mit 70 % Ethanol bespriht und die Organe

steril enthommen.

221.2 Praparation von murinen Splenozyten

Nach der chirurgischen Entnahme der Milz wurde diese von umgebendem Gewebe und
Fett befreit, zerkleinert und mit dem Stempel einer 2 ml Spritze durch ein Nylonsieb mit
einer Maschenweite von 70 pm in eine Petrischale, in die 5 ml RPMI/10 % FKS vorgelegt
wurde, zerrieben. AnschlieBend wurde mit 5 ml eisgekihltem RPMI/10 % FKS
nachgesplilt. Die Zellsuspension wurde dann bei 1400 rpm/4°C flir 6 min zentrifugiert.
Darauf folgte ein weiterer Filterschritt mit RPMI/10% FKS uber 40 ym Nylonsieb, um
groBere Partikel und Gewebeteile zu entfernen. Nach einer weiteren Zentrifugation fur 6
min bei 1400 rpm/4°C wurde das Sediment entweder in Medium fir die Zellkultur oder in
MACS-Puffer fur weitere Zellisolationsschritte aufgenommen. Alle Praparationsschritte

erfolgten auf Eis.

2213 Praparation von murinen Nierenzellen fiir die FACS-Analyse

Nach der chirurgischen Entnahme der Niere wurde diese von umgebendem Gewebe
befreit und mit einer Schere zerkleinert. Die Gewebeteile wurden in 5 ml Hank’s Puffer
(HBSS) mit 1 mg/ml Kollagenase | aufgenommen und fiir 30 min bei 37°C inkubiert.
Wahrend dieser Zeit wurde das Roéhrchen mit den Gewebefragmenten mehrmals
gevortext. AnschlieRend wurden die mit Kollagenase | anverdauten Nierestliickchen mit
Hilfe eines Spritzenstempels durch ein Nylonsieb (70 um) gedrickt, das anschlieRend mit
5 ml eisgekihltem HBSS gespllt wurde. Die Zellsuspensionen wurden nach einem

Zentrifugationsschritt (1400 rpm, 6min, 4°C) erneut Uber ein 40 um Nylonsieb gefiltert, um

34



Material und Methoden

groBere Partikel zu entfernen. Anschlielend folgte eine weitere Zentrifugation. Das

Sediment wurde in PBS aufgenommen und fur die FACS-Analyse verwendet.

2214 Praparation von murinem Nieren- und Milzgewebe fiir RNA- und
Proteinisolation und Kryoschnitten

Die Organe bzw. einzelne Organteile wurden direkt nach der chirurgischen Entnahme
sorgfaltig von umgebendem Gewebe und Fett befreit und in einem 2 ml Reagiergefal} in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Anfertigung von Gefrierschnitten oder der

Isolation von RNA und Gesamtprotein wurden die Praparate bei -80°C aufbewahrt.

2215 Magnetische Zellseparation

Bei dieser Trennmethode werden die Zellen von Interesse mit Mikropartikeln (,Beads®) mit
einem Durchmesser von 70 nm markiert. Das Prinzip beruht auf zwei Schritten: Im ersten
Schritt werden die Eisenpartikel an die Zellen gebunden. Im zweiten Schritt wird die
Zellsuspension an einem Magneten vorbeigefuhrt und separiert. Der wichtigste
Bestandteil ist dabei ein starkes Permanentmagnet-System, in dessen Magnetfeld eine
Trennsaule eingebracht wird. Diese Trennsdule besitzt eine Matrix aus
eisenmagnetischen Kugeln. Das Permanentmagnet-System erzeugt in der direkten
Umgebung der Drahte oder Kugeln bzw. in der Saule einen Feldgradienten, der um ein
Tausendfaches groRer ist als die von einem vergleichbaren einfachen Magneten
erzeugten magnetischen Krafte. Das MACS-System (magnetic cell sorting) kann
entweder zur Anreicherung oder zum Ausschluss einer Zellpopulation (Depletion) aus
einer  Gesamtzellpopulation  eingesetzt werden. Dabei gibt es positive
Anreicherungsmethoden, in welchen die Beads an die gewlinschte Subpopulation
gebunden werden, und negative Anreicherungsmethoden, in denen die

auszuschlieRenden Zellpopulationen mit Beads markiert werden.

2.21.6  Aufreinigung und Ausschluss von T- und B-Zellen

Mit Hilfe des MACS-Systems (magnetic cell sorting) wurden CD4" T- und CD19" B-Zellen
aus Zellsuspensionen frisch praparierter Mausmilzen durch positive Selektion aufgereinigt
oder depletiert. Dazu wurden die Milzzellen mit 90 pl /10" Zellen MACS-Puffer versetzt
und 15 min bei 4°C mit anti-CD4- oder anti-CD19-Microbeads (10 ul / 107 Zellen;
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Antikérper mit paramagnetischen Partikeln) inkubiert. Nach einem anschliefenden
Waschschritt mit MACS-Puffer wurde die Zellsuspension {ber magnetisierbares
Saulenmaterial (MS-Saulen) in ein starkes Magnetfeld geleitet. Dabei wurden die
markierten Lymphozyten in der Saule zurickgehalten, nicht markierte Zellen verliel3en die
Saule im Eluat. Das Eluat war nun frei von mit Beads beladenen CD4" T- oder CD19" B-
Zellen. AnschlieRend wurden die Zellen auf die Vollstandigkeit der Depletion mit einer
FACS-Farbung Uberprtift.

Nach dem Entfernen der Saule aus dem Magnetfeld wurden die markierten Zellen mit
MACS-Puffer aus der Saule gewaschen und nochmals auf eine neue Saule aufgetragen,
um durch eine wiederholte Anreicherung die Reinheit zu erhdhen. Im Anschluss an die
Aufreinigung wurden die T- und B-Lymphozyten mit einer FACS-Farbung auf ihre Reinheit
hin untersucht. Die Reinheit der T- und B-Zellen betrug im Durchschnitt 90-95 %.

2217 Aufreinigung und Ausschluss von Monozyten

Fur den Ausschluss von Monozyten-Subpopulationen wurden frisch praparierte Milzzellen
entweder fur 20 min mit anti-CD16/32-PE, anti-CD11b-PE, anti-CD115-PE oder anti-Gr1-
APC in MACS-Puffer bei 4°C gefarbt. Nach einem Waschschritt mit MACS-Puffer wurden
die gefarbten Zellen mit 80 pl bzw. 90 pl /10" Zellen MACS-Puffer versetzt und fiir 15 min
bei 4°C entweder mit anti-PE- (20 pl / 10" Zellen) oder anti-APC-Microbeads (10 pl / 10’
Zellen) beladen. Nach dem Waschen mit MACS-Puffer wurden die Zellen Uber LS-Saulen
ins Magnetfeld geleitet. Die mit Beads markierten Zellen verblieben im Saulenmaterial,
nicht markierte Zellen verlieRen die Saule im Eluat. Dieses Eluat wurde als Monozyten-
freie Zellsuspension gewertet. Die Vollstandigkeit der Depletion wurde mit einer FACS-

Farbung untersucht.

Fur die Aufreinigung der Monozyten-Subpopulationen wurden die mit Beads beladenen
Zellen nach Entfernen der Saulen aus dem Magneten mit MACS-Puffer aus der Saule
gewaschen und nochmals auf eine neue Saule aufgetragen, um die Anreicherung der
Monozyten zu erhéhen. AnschlieBend wurde die Reinheit der Monozyten-
Subpopulationen mit einer FACS-Farbung tberprift. Die Reinheit der Monozyten betrug
durchschnittlich 70-80 %.
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2.2.1.8  Aufreinigung von CD45" Zellen aus Nieren- und Milzgewebe

Fur die Isolation von CD45" Zellen aus dem Nieren- und Milzgewebe von Ratten wurden,
analog zum Verfahren in Mausen, wie unter 2.2.1.2 und 2.2.1.3 beschrieben,
Einzelzellsuspensionen hergestellt. Die frisch praparierten Zellen wurden in 90 pl / 10’
Zellen MACS-Puffer aufgenommen und fiir 15 min bei 4°C mit 10 pl / 10" Zellen anti-
CD45 Microbeads versetzt. Nach einem Waschschritt mit MACS-Puffer wurden die Zellen
Uber LS-Saulen im magnetischen Feld aufgereinigt. Die im Saulenmaterial verbleibenden
CD45" Zellen wurden nach Elution aus der S&ule fiir 20 min bei 4°C unter Lichtausschluss
mit einem Antikorper gegen CD45 markiert. Anschliellend wurden mit Hilfe eines
FACSAria Zellsortierers im Lymphozyten-Gate liegende Zellen, die auf ihrer Oberflache
stark CD45 exprimieren, sauber isoliert. Von den aufgereinigten CD45" Zellen der Nieren
und Milz wurde anschlieBend die mRNA isoliert. Die Reinheit der isolierten Zellen wurde

mit einer FACS-Farbung kontrolliert.

2219  Zellkultur

Die Kultivierung von ex vivo isolierten murinen Milzzellen erfolgte in 96-well-
Flachbodenplatten in RPMI 1640 Medium mit 10 % (vol/vol) Hitze-inaktiviertem fotalem
Kélberserum (FKS) und 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C in einer humiden
Atmosphare und 5 % CO,. Zellkulturansatze wurden mindestens als Duplikate, in der

Regel aber als Triplikate angesetzt.

2.2.1.10 Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat

Die Zellzahl und die Vitalitdt der Zellen wurden mikroskopisch durch Trypanblaufarbung
bestimmt. Wahrend vitale Zellen den Farbstoff nicht aufnehmen und im mikroskopischen

Bild hell erscheinen, nehmen tote Zellen Trypanblau auf und sind tiefblau gefarbt.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde aus den Zellsuspension ein Aliquot entnommen und
mit gleichem Volumen Trypanblauldsung versetzt. Anschlielend wurden in einer
Neubauer-Zahlkammer die lebenden Zellen innerhalb eines GroRRquadrates (= 16
Kleinquadrate) unter dem Phasenkontrast-Mikroskop ausgezahlt. Es wurden immer
mindestens zwei GroRquadrate ausgezahlt und die Zellzahl aus dem Mittelwert

berechnet.
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Berechnung der Zellzahl:

z [Zellen/ml]=Z x V x 10*

Z = Zahl der ungefarbten Zellen in einem GroRquadrat ( 1Tmm3)

V = Verdunnungsfaktor

2.2.1.11 Kultivierung von Fibrozyten

Fir die Kultur von Fibrozyten wurden 5x 10° Gesamtsplenozyten, depletierte Splenozyten
oder isolierte Monozyten in 250 pl Medium pro Zellkulturloch eingesetzt. Die Zellen
wurden fir 14 Tage inkubiert und anschlieRend fir die Untersuchung mittels

Durchflusszytometer oder zur Gewinnung von Gesamtzelllysat oder mRNA geerntet.

2.2.1.12 Herstellung von Uberstinden aktivierter CD4* T-Zellen

Die polyklonale Aktivierung von CD4" T-Zellen erfolgte (iber die Zugabe von anti-CD3-
Antikérpern zur Kultur in Anwesenheit von CD19" B-Zellen, die zur Antigen-Prasentation
dienten. Es wurden 5x 10° CD4" T-Zellen und 5x 10° CD19" B-Zellen in 250 pl
Zellkulturmedium ausgesat und mit 0,5 pg/ml anti-CD3 versetzt. Nach 72 Stunden wurden
ca. 200 pl des Zellkulturiiberstandes pro Kulturloch mit einer Pipette vorsichtig
abgenommen und bis zur weiteren Verwendung in der Fibrozytenkultur bei -20°C
gelagert. Fur ,SN CyA* wurde zusatzlich das Immunsuppressivum Cyclosporin A in einer
Konzentration von 2 pg/ml zugegeben. FK506 fur ,SN FK506“ wurde in einer
Konzentration von 250 ng/ml eingesetzt und Rapamycin fir ,SN Rapamycin® in einer
Konzentration von 40 ng/ml. In der Kultur mit isolierten Monozyten wurden 80 % (vol/vol)

der verschiedenen T-Zelliberstande mit frischem Medium verwendet.

Blockierende Antikérper (siehe unter 2.1.6 Antikérper), die die Wirkung verschiedener
Zytokine in den generierten Uberstdnden oder in der Zellkultur direkt neutralisieren
sollten, wurden in einer Konzentration von 20 pg/ml eingesetzt. Hierfir wurden die
Uberstande der aktivierten T-Zellen 1 h mit dem Antikdrper bei Raumtemperatur

vorinkubiert und anschlief3end flir die Fibrozytenkultur verwendet.

Rekombinante Zytokine (siehe unter 2.1.5 Peptide und Stimulanzien) wurden in der

Zellkultur soweit nicht anders beschrieben in einer Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt.
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Das chemische Element Gadolinium wurde als Gadolinium (lIl) chloridhydrat in einer
Stammlésung von 1 mM in RPMI 1640 angesetzt und anschlieRend in einer
Verdinnungsreihe von 3 bis 30 yM in der Fibrozytenkultur benutzt. Das Gadolinium-
haltige MR-Kontrastmittel Magnevist® wurde in der Fibrozytenkultur in einer Verdinnung
von 1:1000-1:2000 mit Zellkulturmedium genutzt.

2.2.2 Bestimmung der Fibrozytenzahl

Zur Ermittlung der Anzahl der ausdifferenzierten Fibrozyten in der Zellkultur wurden nach
14 Tagen Kultur die spindelformigen Zellen pro Hauptgesichtsfeld (HPF) in der
Zellkulturplatte ausgezahlt. Hierfir wurden pro well drei Fotos mit einer Nikon D70s
Digitalkamera bei einer 200fachen VergroRerung am Durchlichtmikroskop (Axiovert25,
Zeiss) angefertigt. Pro Zellkulturansatz wurden, wenn mdglich, jeweils drei wells
untersucht, so dass neun Gesichtsfelder pro Bedingung ausgezahlt werden konnten. Als
Kontrolle wurden immer unstimulierte Monozyten mitgefuhrt. AnschlieRend wurden die

adharenten Fibrozyten fur weitere Untersuchungen geerntet.

2.2.3 Antikorperfarbung

2.2.31 Oberflachenfarbung

Im Verlauf der Arbeit wurden mit Hilfe von Antikorpern Oberflachen-Farbungen von
Lymphozyten durchgefiihrt, um sie anschliefend durchflusszytometrisch (FACS,
fluorescence activated cell sorting) zu charakterisieren. Die aufgereinigten Lymphozyten
wurden mit der entsprechenden Antikorperlosung (siehe unter 2.1.6 Antikorper) in einem
Volumen von 100 pl fir 20 min bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert. AnschlielRend
wurden die gefarbten Zellen mit 2 ml PBS gewaschen und fur 6 min bei 1400 rpm/4°C
zentrifugiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 200 uyl PBS resuspendiert und zur
FACS-Analyse eingesetzt. Bei der Verwendung von biotinylierten Antikdrpern erfolgte
nach der ersten Antikoérperfarbung eine sekundare Farbung mit Fluorochrom-gekoppeltem
Streptavidin. AnschlieRend wurden die sekundar gefarbten Zellen wiederum mit PBS
gewaschen und fur weitere 6 min bei 1400 rpm/4°C zentrifugiert. Das Sediment wurde in

200 ul PBS aufgenommen und zur FACS Analyse eingesetzt.
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2232 Intrazelluldare Farbung

Zur Analyse von nicht an der Zelloberfliche ausgepragten Proteinen wurden im Verlauf
der Arbeit auch intrazellulare Antikérperfarbungen durchgefihrt. In diesem Falle wurden
die Zellen nach der Oberflachenfarbung mit 150 pl CytoFix/CytoPerm-Losung (BD
Biosciences) fur 20 min bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert. Das in der Ldsung
enthaltene Paraformaldehyd fihrt zu einer Denaturierung und Prazipitation von Proteinen
und deren Seitenketten. Es stabilisiert die Oberflachenantikdérper und erhalt ihre
Fluoreszenz. Weiterhin wird durch enthaltene Detergenzien gleichzeitig eine Porenbildung
an der Zelloberflache vermittelt, die eine Bindung von Antikérpern an intrazellulare
Molekule ermdglicht. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit 0,1 % Saponinlésung
gewaschen, um die Permeabilisierung der Zellen aufrechtzuerhalten und dann mit den
intrazellularen Antikérpern in 0,1 % Saponinlésung fur 20-45 min bei 4°C unter
Lichtausschluss gefarbt. Nach zwei weiteren Waschschritten mit 0,1 % Saponin wurden

die Zellen in 200 ul PBS resuspendiert und zur FACS-Analyse herangezogen.

2233 Farbung von kultivierten Fibrozyten

Am Tag 14 der Kultur wurden die Fibrozyten nach dem Fotografieren der Zellen geerntet.
Hierbei wurde das Medium abgenommen und die adharenten Fibrozyten mit 150 ul 1,5
mM EDTA-L6sung fur 15 min bei 37°C von der Kulturplatte geldst. Es wurden die Zellen
aller Locher einer Bedingung vereinigt, um ausreichend Zellen fur die FACS-Analyse zu
erlangen. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und fur 6 min bei
1400 rpm/4°C zentrifugiert. Die Zellen wurden in 100 ul PBS aufgenommen und mit anti-
CDA45-FITC fir 20 min bei 4°C unter Lichtausschluss gefarbt. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Zellen zur Fixierung und Permeabilisierung fir die intrazellulare
Kollagen I-Farbung in 150 ul CytoFix/CytoPerm aufgenommen und fir 20 min bei 4°C
unter Lichtausschluss inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit einer
0,1 %igen Saponinldsung gewaschen. An dieser Stelle wurden die Zellen auf zwei
Rohrchen aufgeteilt. Die eine Halfte der Fibrozyten wurde mit dem Biotin-gekoppelten
Kollagen [-Antikérper markiert, die andere Halfte mit dem biotinylierten Isotypen
Kaninchen 1gG, um nicht-spezifische Bindungen des Kollagen I|-Antikérpers zu
bestimmen, und fur 20 min bei 4°C im Dunkeln gehalten. Nach zweimaligem Waschen mit
0,1 % Saponin wurden die Proben mit Streptavidin-APC fur 20 min bei 4°C unter

Lichtausschluss inkubiert. Danach wurden die Fibrozyten nochmals zweimal mit 0,1 %
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Saponinlésung gewaschen und das Zellpellet hinterher in 200 ul PBS aufgenommen und

durchflusszytometrisch vermessen.

2234 Farbung von Fibrozyten aus frischem Gewebe

Die Einzelzellsuspensionen von Nieren- oder Milzgeweben wurden in FACS-Roéhrchen
aufgeteilt. Dabei wurden die Zellen einer halben UUO-Niere, ein 1/5 einer gesunden Niere
oder ein 1/5 der Milz in 100 yl PBS aufgenommen und mit anti-CD45-FITC und anti-
CD11b-PE fiir 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Darauf folgten zwei Waschschritte mit
PBS und die Behandlung der Zellen mit 150 pl CytoFix/CytoPerm bei 4°C unter
Lichtausschluss flr 20 min zur Vorbereitung auf die intrazellulare Kollagen I-Farbung.
Anschlieend wurden die Zellen zweimal mit 0,1 % Saponinlésung gewaschen und in
einem Volumen von jeweils 150 yl auf zwei Roéhrchen aufgeteilt. Somit konnte die eine
Halfte der Zellen mit einem biotinylierten anti-Kollagen I-Antikdrper und die andere Halfte
zur Kontrolle mit der Biotin-gekoppelten Isotyp-Kontrolle Kaninchen IgG fir 45 min bei 4°C
im Dunkeln gefarbt werden. Die Antikérper bzw. die Isotyp-Kontrolle wurden hierbei in 0,1
% Saponin verdinnt. Es folgten zwei weitere Waschschritte mit 0,1 % Saponin und die
Behandlung der Zellen mit Streptavidin-APC (verdinnt in 0,1 % Saponin) fir 30 min bei
4°C unter Lichtausschluss. Nach weiterem zweimaligem Waschen mit 0,1 % Saponin

wurden die Zellen in 200 pyl PBS aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert.

2.2.4 Fluoreszenz-aktivierte-Zellsortierung/Durchflusszytometrie
Allgemeines Prinzip

Die FACS-Messungen erfolgten an einem FACSCalibur der Firma Becton Dickinson. In
FACS (fluorescence activated cell sorting)-Geraten kommt die Technik der
Durchflusszytometrie zur Anwendung. Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur
Analyse von Einzelzellen in Suspension auf der Grundlage der Fluoreszenz- und
Streulichteigenschaften. Dafir werden die Zellen in die partikelfreie schnell flieRende
Tragerflissikeit des Durchflusszytometers gebracht. Dabei werden sie einzeln
hintereinander aufgereiht und flieBen durch einen scharf gebundelten Laserstrahl. Jede
Zelle erzeugt Signale durch Streuung des Lichts und die Emission von Fluoreszenz. Uber
Linsen, Spiegel und Filtersysteme wird die Strahlung auf Photodetektoren geleitet und

verstarkt (Abb. 3). Im forward scatter (FSC) wird das Vorwartsstreulicht erfasst, das im
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180°-Winkel durchgelassen wird. Es gibt Informationen Uber die GrélRe der Zellen,
wahrend das im 90°-Winkel gemessene Seitwartsstreulicht, erfasst im side scatter (SSC),
Aussagen uUber die Granularitat der Zellen erlaubt. Im Punktwolken-Diagramm (dot blot)
stellen die Zellen distinkte Populationen dar, die dann fiir die Analyse Uber ein Gate
eingrenzt werden kdnnen. Haben Fluoreszenzmolekule an die Zelloberflache gebunden,
so werden diese von den Lasern (Argon-lonen-Laser, A=488 nm; roter Diodenlaser, A=635
nm) angeregt und geben die absorbierte Energie in Form von Licht héherer Wellenlange
wieder ab. Dieses wird in den Detektoren in ein elektronisches Signal umgewandelt. Die
emittierte Lichtmenge ist proportional zur Zahl der markierten Epitope. Dies bedeutet,
dass die Lichtemission umso hdéher wird, je dichter die entsprechenden Antigene
exprimiert werden. Da die Farbstoffe Uber unterschiedliche Absorptions- und
Emissionsspektren verfiigen, bietet sich die Mdglichkeit, verschiedene Epitope einer Zelle
gleichzeitig zu markieren. Die Emission der Farbstoffe wird von einem FACSCalibur in
vier Kandlen gemessen. Zusammengenommen konnen damit flr jede Zelle sechs

Parameter ermittelt werden.

Laser Detektor
483_ nm FL-3

Detektor

Detektor
FL-4

¢l . ) Detektar

SSC
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Optik eines FACSCalibur. In der Messkammer (1) werden
markierte Zellen durch die zwei Laser mit unterschiedlicher Wellenlange beleuchtet. Die Fluoreszenzfarbstoffe
werden angeregt, Licht charakteristischer Wellenldngen zu emittieren und das eingestrahlte Licht wird,
abhangig von der ZellgroRe und Granularitdt gestreut. Das reflektierte und emittierte Licht wird Uber
verschiedene halbdurchlassige Spiegel (2) und verschiedene Filter (3) in separate Wellenlangenbereiche
aufgeteilt und von Photoelektronenvervielfachern (Detektoren FL-1 bis FL-4) detektiert (Darstellung nach
Katalog Becton Dickinson, 2004).

Die erfassten Daten wurden in Form einer korrelierten Zweiparameterdarstellung als
Punktehistogramm (dot plot) abgebildet. Dieses zeigt die Relation von zwei
verschiedenen Eigenschaften einer Zelle zueinander. Jeder Punkt steht dabei fir eine
bestimmte Zelle mit ihren beiden Eigenschaften. Eine Zweifarbenanalyse beispielsweise
erfolgte dabei durch logarithmisches Auftragen der beiden Fluoreszenzintensitaten
gegeneinander (Abb. 4). Auf diese Weise lassen sich Subpopulationen charakterisieren
und identifizieren. Zur quantitativen Auswertung verschiedener Zellpopulationen und

Subpopulationen wurden Grenzen anhand der Kontrollmessungen (lsotyp-Kontrolle)

gesetzt.
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[ N ._.'.;.,. LL: Autofluoreszenz; LR: nur FITC-
". .l,-.,.-.r gefarbte Zellen; UL: nur PE-gefarbte

LR Zellen; UR: doppelt positive Zellen.
Fluorgszenz 1 (FITC)

2.2.5 ELISA (Enzymimmunoassay)

Die ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)-Technik basiert auf dem Antikérper-
Sandwich-Prinzip. Man erfasst damit quantitativ Antigen- oder Antikérperkonzentrationen.
Dabei werden 96-well-Mikrotiterplatten mit einem gegen die zu bestimmende Substanz
gerichteten mono- bzw. polyklonalen Antikérper (immunosorbent) beschichtet (vgl. Abb. 5
(1)). AnschlieBend werden diesen Platten die Proben, Standards und Kontrollen
zugegeben, wobei die zu bestimmende Substanz von den Antikérpern gebunden wird (2).

Nach Inkubation und Waschschritten wird ein zweiter polyklonaler enzymgekoppelter
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Antikérper, der sogenannte Detektionsantikérper, zugegeben (3/4). Durch die
wiederholten Waschvorgange werden die nicht hochaffin gebundenen Proteine entfernt.
Es folgt eine zweite Inkubation und weitere Waschvorgange, nach welchen die
Mikrotiterplatten mit einer Chromogenlésung beschichtet werden, die wiederum mit dem
Enzym reagiert. Durch die Zugabe einer Saurelésung wird die Farbreaktion gestoppt und
die Extinktion bei einer bestimmten Wellenlange gemessen, wobei die Absorption der

Konzentration der zu bestimmenden Substanz direkt proportional ist (5).
t 4

A
Y

(1) (2) (2) 4) (3}

>
A A
Y Y

Abb. 5: Allgemeines Prinzip der ELISA-Technik. (1) Die Mikrotiterplatte wird mit dem ,Fangantikérper*
beschichtet; (2) die Proben werden zugegeben und das jeweilige Antigen bindet an den Fangantikorper; (3)
der biotinylierte Detektionsantikérper wird zugegeben und bindet an das Antigen, das durch den
Fangantikbrper immobilisiert wurde; (4) Streptavidin-HRP bindet an den Biotin-konjugierten
Detektionsantikdrper; (5) in einer Farbreaktion kann der Gehalt an Antigen in der Probe gemessen werden.

2251 Nachweis von intrazellularem Kollagen | im Zelllysat von Fibrozyten per
ELISA

Herstellung der Fibrozyten-Zelllysate

Am Tag 14 der Fibrozytenkultur wurden alle Zellen, adharente und nicht adharente, mit
1,5 mM EDTA fir 15 min bei 37°C aus der Zellkulturplatte geldst und die Zellen einer
Bedingung zu einer Probe vereint. Die Zellen wurde mit PBS gewaschen und
anschlief3end fir 6 min bei 1400 rpm/4°C zentrifugiert. Das Sediment wurde in Na-Acetat-
Puffer aufgenommen und die Zellen wurden zweimal fur 10 min im Ultraschallbad
aufgeschlossen. Bis zur weiteren Vermessung wurden die Zelllysate bei -80°C gelagert.
Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes erfolgte nach der Methode von Pierce (siehe

unter 2.2.6.5 Proteingehaltsbestimmung). Mit Na-Acetat-Puffer wurden die Zelllysate im
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Vergleich zur Kontrolle auf gleiche Proteinkonzentrationen verdinnt und im Kollagen I-

spezifischen ELISA vermessen.

Mikrotiterplatten wurden zur Immobilisierung der Kollagen I-Molekile mit einem Kollagen
I-spezifischen ,Fangantikorper” (abcam, Cambridge) in einer Konzentration von 10 pg/ml
Uber Nacht bei 4°C beschichtet. Alle Schritte des Sandwich-ELISAs wurden daraufhin bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Die Mikrotiterplatte wurde nach jeder Inkubationsphase
funfmal mit PBS gewaschen. Nachdem die unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der
Plastikoberflache fur zwei Stunden mit 2 % (wt/vol) BSA in PBS blockiert worden waren,
wurden 50 pl der verschiedenen Zelllysate flir zwei Stunden hinzugegeben. Durch 4-
stiindige Inkubation mit einem biotinylietem Kollagen I-Antikérper und einer
anschliellenden 60-mindtigen Inkubation mit einem 1:1000 verdinnten Streptavidin-HRP-
Konjugat wurde das enthaltene Kollagen | detektiert. Der Antikdrper sowie das
Streptavidin wurden in Blockierungspuffer verdiinnt. Der Nachweis erfolgte durch die
Oxidation des  chromogenen  Peroxidase-Substrats ABTS  (2,2-Azino-di-[3-
ethylbenzothiazolin-sulfonat]) zu einem grinen Reaktionsprodukt. Durch die
darauffolgende Messung der optischen Dichte am ELISA-Reader bei einer Wellenlange
von 405 nm und einer Referenzwellenlange von 490 nm wurde der Versuch ausgewertet.
Als Leerwert wurde die Extinktion von Na-Acetat-Puffer gemessen. Alle anderen
Messwerte wurden entsprechend um diesen Leerwert Korrigiert und sind als

Absorptionswerte (A4s0) dargestellt.

2.2.5.2 Nachweis von sezerniertem Kollagen | in der Kulturplatte per ELISA

Kollagen | ist Teil der extrazelluldren Matrix und wird somit nach seiner Synthese aus der
Zelle in den extrazellularen Raum entlassen. Dieses von Fibrozyten ausgeschiedene
Kollagen | haftet sich an die Zellkulturplatte an und kann in einem ELISA-Verfahren mit

Kollagen I-spezifischen Antikdrpern nachgewiesen werden.

Hierfar wurden die adharenten Fibrozyten mit 1,5 mM EDTA fur 15 min bei 37°C von der
Kulturplatte geldst und die einzelnen wells einmal mit PBS gewaschen. Anschliel3end
folgte eine Blockierung der freien Bindungsstellen auf der Platte mit 4 % (wt/vol) BSA in
PBS bei 4°C Uber Nacht. Nach drei Waschschritten mit ELISA-Waschpuffer folgte eine
Inkubation mit einem biotinylierten Kollagen I-Antikérper fur 5 h. Anschlielend wurde die
Platte dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Fir die Detektion des sezernierten Kollagens

| wurde ein HRP-gekoppeltes Streptavidin in der Verdinnung 1:1000 eingesetzt, das die
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Oxidation des chromogenen Substrats ABTS zu einem grinen Reaktionsprodukt
katalysiert. Die optische Dichte wurde an einem ELISA-Reader nach 10 und 60 min bei
einer Wellenlange von 405 nm und einer Referenzwellenlange von 490 nm vermessen.
Als Leerwert wurde die Extinktion eines nur mit PBS gewaschenen leeren Zellkulturlochs

gewahlt und alle anderen Messwerte um diesen Wert korrigiert.

2.2.6 Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1 RNA-Isolation

Gesamt-RNA aus murinen Geweben wurde nach einer Modifikation der Methode von
Chomcynski und Sacchi mittels Phenol-Choloform-Extraktion unter Verwendung von
peqGOLD TriFast laut der Empfehlung des Herstellers isoliert. Hierfir wurden die
gefrorenen Organteile (bis zu 100 mg Gewebe) mit 1 ml TriFast Gberschichtet, mit einem
Stabhomogenisator ~ zerkleinert  und zur  vollstandigen Dissoziation der
Nucleoproteinkomplexe flir weitere 5 min bei RT inkubiert. Trifast enthalt Phenol und
Guanidinisothiocyanat in einphasiger Lésung. Nach der Zugabe von 200 pl Chloroform
und anschlieRender Zentrifugation trennt sich das Homogenat in drei Phasen auf. Dabei
ist die RNA in der wassrigen Phase enthalten, DNA in der Interphase und organischen
Phase und Proteine in der organischen Phase. Die obere, wassrige RNA-enthaltende
Phase wurde vorsichtig abgenommen und in neues steriles Reaktionsgefall Gberfiihrt. Die
untere phenolische Phase sowie die Zwischenphase wurden bis zur Aufreinigung der
Proteine bei -20°C aufbewahrt. Aus der wassrigen Phase konnte nun durch Zugabe von
Isopropylalkohol die RNA gefallt werden. Um kontaminierende Salze herauszuldsen,
wurde das RNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Anschlielend wurde das Pellet fir

10 min an der Luft getrocknet und in Nuklease-freiem Wasser resuspendiert.

Bei geringeren Zellzahlen und kultivierten Fibrozyten wurde das RNeasy System von
Qiagen zur Isolierung der RNA gewahlt. Entsprechend der Zellzahlen wurde das RNeasy
Mini oder MicroKit gewahlt und nach Anleitung des Herstellers die mRNA isoliert. Diese
Methode der RNA-Isolation beruht auf einer spezifischen Aufreinigung der RNA Uber
hydrophile Silizium-Gelsaulchen unter Verwendung geeigneter Puffersysteme. Die Zellen
wurden in einem Guanidiniumisothiscyanat enthaltenen Puffer durch auf- und
abpipettieren lysiert. Das chaotrope Salz denaturiert samtliche Proteine inklusive RNasen
und gewahrt somit die Isolation von intakter, nicht degradierter RNA. Anschliel3end wurde
das Zelllysat mit Ethanol versetzt und durch eine auf Kieselgel basierende Saule

zentrifugiert, wobei die RNA an das Sdulenmaterial adsorbiert. Nach Waschschritten und
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Verdau von begleitenden DNA-Verunreinigungen mit Hilfe von DNAse | wurde die RNA in

Nuklease-freiem Wasser eluiert.

AnschlieBend wurden alle RNA-Proben im NanoDrop® (ND-1000 UV/VIS
Spektralphotometer) photometrisch quantifiziert. Der Quotient der Absorption bei 260 nm
(Nukleinsauren) zur Absorption bei 280 nm (Proteine) diente als Mal} fur die Reinheit der
Praparation. Im Idealfall (reine RNA) ist das Verhaltnis (260:280) gleich 2.

Bei samtlichen Vorgangen wurden zur Vermeidung von Kontaminationen mit RNAsen
Latexhandschuhe getragen und RNAse-freie Einmalartikel und Gerate verwendet. Bis zur
weiteren Verwendung fur die Reverse Transkription wurden die RNA-Proben bei -20°C

gelagert.

2.2.6.2 Reverse Transkription

Bei der reversen Transkription wird eine RNA-abhangige DNA-Polymerase (reverse
Transkriptase) verwendet. Sie synthetisiert cDNA als DNA-Kopien eines RNA-Moleklils.
Die erhaltene cDNA diente als Template fiir die spatere quantitative PCR. Ausgegangen
wurde von 2 ug Gesamt-RNA, welche in nuklease-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 9 pl verdiinnt wurde. Nach Zusatz von 1 pl oligo (dT)s2.1¢ Primern (0,5 pg) wurde der
Ansatz fir 3 min auf 70°C erhitzt und anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Zu dem
Reaktionsgemisch wurden zusatzlich 4 pl first strand Transkriptionspuffer (5x), 4 pul ANTP-
Mix (2,5 mM je dNTP), 1 yl M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/ul) und 1 yl RNAse
freies Wasser zugegeben. Die cDNA-Synthese erfolgte 60 min bei 37°C. Um das Enzym
zu inaktivieren wurde der Reaktionsansatz anschlieRend fir 2 min auf 95°C erhitzt. Die
erhaltene cDNA wurde mit RNAse-freiem Wasser auf 100 pyl Endvolumen aufgefullt und

bis zur Verwendung fir die quantitative PCR bei -20°C gelagert.

2.2.6.3 Quantitative Polymerasekettenreaktion (real-time PCR)

Bei der quantitativen Polymerasekettenreaktion wird die entstandene DNA-Menge nach
jedem PCR-Zyklus photometrisch vermessen. Dies ermdglicht es, den exponentiellen
Verlauf der Reaktion in Echtzeit (real-time) zu verfolgen. Die quantitative Bestimmung des
amplifizierten DNA-Produkts erfolgt indirekt Gber die Messung des Fluoreszenzfarbstoffs

SYBR® Green. Dieser bindet mit hoher Affinitdt an doppelstrangige DNA, wobei
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gebundenes SYBR® Green 1000-fach starker fluoresziert als freies und eine

Signalintensitat aufweist, die proportional zur entstehenden DNA-Menge ist.

Die PCR wurde mit dem QuantiTect™ SYBR Green PCR Kit von Qiagen, das aus SYBR
Green | dye, ROX passive reference dye, HotStarTaqg DNA Polymerase und dNTP Mix
besteht, an einem Light-Cycler System 2.0 oder einem ABI PRISM 7900HT detection
system durchgefuhrt. Der 20 pl-Reaktionsansatz setzte sich zusammen aus 10 pl
QuantiTect™ SYBR Green PCR Mastermix, je 10 pmol sense und antisense Primer, 6 Ll
RNase-freiem Wasser und 2 ul cDNA. Die Sequenz der verwendeten Primer ist im
Materialteil unter 2.1.10 gelistet. Bei der Auswahl der Primer wurde darauf geachtet, dass
sie nach Mdglichkeit genau auf einer Intron-Exon-Grenze liegen, was eine Amplifikation
von kontaminierender genomischer DNA verhinderte. Folgendes Amplifikationsprotokoll
wurde verwendet: Nach anfanglicher Aktivierung der HotStarTag™ DNA-Polymerase fir
15 min bei 95°C folgten anschlieRend 40 Zyklen mit 15 s Denaturierungsphase bei 95°C,
30 s Annealingphase bei 57°C und 15 s Elongationsphase bei 72°C.

Nach Ablauf des Amplifikationsprotokolls wurde das Schmelzverhalten der synthetisierten
DNA analysiert. Dazu wurde die DNA langsam (0,1°C/s) von 60°C auf 95°C erhitzt und
dabei die Fluoreszenz kontinuierlich gemessen. Anhand der Schmelzkurven wurde die

Spezifitdt der Amplifikation untersucht.

Die Effizienz E jedes PCR-Laufs wurde fir jedes Primerpaar aus der Steigung einer aus
vier Verdiinnungen ermittelten Standardkurve errechnet (E = 1075°"®). Diese ergibt sich
durch halblogarithmische Darstellung der Konzentration einer Verdinnung gegen die
zugehdrige Zyklenzahl, bei der die gemessene Fluoreszenz des PCR-Produkts eine
definierte GréRe hat. Abhangig von den verwendeten Primern lag die Effizienz zwischen
1,8 und 2,0.

Die Berechnung der relativen Mengen an cDNA erfolgte Uber die Standardkurve. Die
erhaltenen Daten der Zielgene wurden auf die Expression von GAP-DH normalisiert. Bei
diesem sog. Housekeeping-Gen wird davon ausgegangen, dass es in gleichen Organen
verschiedener Tiere in konstanter Menge exprimiert wird. Durch diese Normalisierung
sollen somit Schwankungen in der Konzentration der eingesetzten cDNA-Menge
ausgeglichen werden, die durch unterschiedliche Effizienzen der cDNA-Synthese

entstehen konnen.

48



Material und Methoden

2.2.6.4 Protein-lsolation

Die Isolierung des zellularen Gesamtproteins wurde aus der nach der RNA-Isolation
zurlckbehaltenen phenolischen Phase nach TriFast-Behandlung vorgenommen. Die
Aufreinigung erfolgte entsprechend den Empfehlungen des Herstellers. Durch Zugabe
von Isopropanol zur organischen Phase konnten die Proteine ausgefallt werden. Zur
Reinigung wurde das Proteinpellet dreimal mit 0,3 M Guanidinhydrochloridldsung (in 95 %
Ethanol) und anschlielend einmal mit 100 % Ethanol gewaschen. Nach der vollstandigen
Trocknung des Pellets wurde das Pellet in 1 % SDS geldst und Uber Nacht bei 50°C
geschittelt. Durch einen abschlieenden Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm fir 10 min
wurden die Proben von unléslichen Bestandteilen gereinigt und der Uberstand in ein
frisches Reagiergefald Uberflhrt. Bis zur Vermessung und der weiteren Verwendung im

Western-Blot wurden die Proteinproben bei -20°C gelagert.

226.5 Proteingehaltsbestimmung

Die Proteinkonzentrationen wurden mittels BCA-Methode nach Pierce bestimmt. Bei der
sog. Biuret Reaktion wird unter alkalischen Bedingungen Cu?* durch Proteine zu Cu*
reduziert. Bei Zusatz von Bicinchromsaure (BCA) wird Cu® komplexiert. Peptidbindungen
sowie Amniosaure-Reste wie Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan sind in der Lage,
Cu?" zu Cu* zu reduzieren und ermédglichen somit die Farbreaktion mit BCA. Es bildet sich
ein lila Farbkomplex. Dieser kann durch eine photometrische Messung bei 562 nm

quantifiziert werden.

Zu 10 pl Gesamtproteinlysat wurden 200 pl alkalische BCA-Kupfer(ll) Lésung (Verhaltnis
BCA : Cu* =50 : 1) in eine 96-Well Platte gegeben und 1 h bei 37°C inkubiert. Die
Absorptionsmessung erfolgte in einem En.«c Microplate Reader gegen das
Reaktionsgemisch als Leerwert. Durch parallele Quantifizierung eines Protein-Standards

konnte die Absorption in Proteinkonzentrationen umgerechnet werden.

2.2.6.6 Auftrennung von Proteinen mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Bei der SDS-PAGE werden Proteine in Gegenwart eines hohen SDS-Uberschusses
elektrophoretisch nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Dabei lagert sich das negativ

geladene SDS in konstanten Gewichtsverhaltnissen an die Proteine an und kompensiert
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deren positive Ladungen in einer Weise, dass alle Proteine ihrer Grof3e entsprechend zur
Anode wandern. Nach LAEMMLI werden die Probenproteine unter Verwendung eines
diskontinuierlichen Puffersystems zunachst in einem niederprozentigen Sammelgel

konzentriert und wandern von dort gemeinsam in das eigentliche Trenngel ein.

Je nach Molekulargewicht der zu trennenden Proteine werden Trenngele mit
unterschiedlichen Acrylamidkonzentrationen verwendet. Fur den Nachweis von Kollagen |
erwies sich ein 10 % Trenngel am geeignetsten. Die angegebenen Volumina beziehen

sich jeweils auf zwei Minigele (8 x 7,3cm):

Trenngel (10%) Sammelgel
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 2,5 ml
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 100 pl 50 pl
H,O bidest 4 ml 2,8 ml
TEMED 5 pl 10 pl
30 % Acrylamid 3,3 ml 850 ul
10 % APS 100 pl 100 pl

Nach Zugabe von APS und TEMED wurde das Trenngel zwischen die mit Ethanol
gereinigten Glasplatten gegossen und ein etwa 1,5 cm breiter Streifen fur das Sammelgel
frei gelassen. Die folgende Uberschichtung mit Butanol garantierte eine exakte obere
Kante bis das Gel nach 30 min polymerisiert war. Der Butanol wurde abgegossen und das
Sammelgel nach Zugabe von APS und TEMED auf das Trenngel gegossen. Das Gel
wurde nach Polymerisation des Sammelgels in die Elektrophoresekammer eingesetzt und

diese mit Tris-Glycin-Elektrophoresepuffer (Laufpuffer) aufgefullt.

Die Proteinproben wurden vor dem Aufbringen auf das Gel mit mindestens dem gleichen
Volumen eines 2-fach konzentrierten SDS-Probenpuffers versetzt und fur 5 min im
Heizblock bei 95°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgt im Sammelgel bei einer
konstanten Stromstarke von 20 mA, damit die Proben langsam in das Sammelgel
einwandern konnten und konzentriert wurden. Die Auftrennung im Trenngel erfolgte bei
60 mA und wurde direkt nach dem Auslaufen der Bromphenolblau-Bande gestoppt. Zur

Uberwachung der Proteinauftrennung und ungefahren GréRenbestimmung der Proteine
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wurde ein Proteinmarker verwendet, bei dem rekombinante Proteine kovalent mit

verschiedenen Farbstoffen gekoppelt sind (prestained).

2.2.6.7 Detektion von Kollagen | mit Hilfe monoklonaler Antikorper im Western-
Blot

Der Transfer von aufgetrennten Proteinen aus einem Polyacrylamidgel auf Nitrocellulose
erfolgte im ,semidry“-Verfahren. Das kurz in Transferpuffer aqulibrierte SDS-Gel und die
Nitrozellulosemembran wurden hierfir zwischen einigen Lagen puffergetranktem
Filterpapier direkt aufeinandergelegt und fur 90 min zwischen den Elektrodenplatten
platziert. Bei einer Stromstarke von 5 mA/cm? wandern die denaturierten Proteine,
entsprechend ihres Molekulargewichts in Richtung Anode und werden auf der
Nitrocellulose immobilisiert. Die Effizienz konnte anhand des aufgetragenen gefarbten

Markers beurteilt werden.

Der Nachweis von Proteinen beruht auf der spezifischen Bindung eines primaren
monoklonalen Antikérpers und dessen Erkennung durch einen sekundaren, Enzym-
konjugierten Antikoérper. Die chemische Reaktion durch das an den sekundaren
Antikorper gekoppelte Enzym Meerrettich-Peroxidase flhrt schlief3lich zu einer Anfarbung
in der Umgebung des Proteins. Die Absattigung freier und unspezifischer Bindungsstellen
auf der Nitrocellulosemembran nach dem Proteintransfer erfolgte Gber Nacht bei 4°C mit
einer 5 %igen Magermilch-TBST-L6sung. Danach wurde die Nitrocellulosemembran fiir 6
h bei RT mit einer 1:1000-Verdiinnung des Kollagen I-Antikérpers (Santa Cruz) inkubiert.
AnschlielRend wurde die Nitrocellulosemembran viermal 10 min mit TBST gewaschen und
eine Stunde mit einer 1:1000 Verdinnung des HRP-gekoppelten Sekundarantikorpers
geschittelt. Nach erneutem Waschen folgte eine Inkubation mit dem Detektionssystem
ECL Plus fur 1 min. Durch dieses System kdnnen Proteine durch Chemilumineszenz
detektiert werden. Es besteht aus einem PS-3 Acridan Substrat, das durch die HRP in
einen Acridiniumester umgewandelt wird. Der Ester reagiert unter alkalischen
Bedingungen mit Peroxid und emittiert Licht. Dieses wurde mit einem Hyperfilm
autoradiographisch dokumentiert. Der Film wurde in einem Automaten (Curix 60, Agfa,
Kdln) entwickelt. Alle Inkubationsschritte wurden unter Schwenken auf einem
Kreisschittler durchgeflihrt. Die Quantifizierung der Signale wurde mit der MetaMorph
4.6.9r software von Universal Imaging (Visitron Systems, Puchheim, Germany)
durchgefihrt.
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Fir die anschlieRende Detektion des Housekeeping-Proteins GAP-DH auf der gleichen
Membran war ein Entfernen der gebundenen primaren und sekundaren Antikérper der
ersten Immunoreaktion durch ,Strippen® erforderlich. Dazu wurde die Membran flir 30 min
bei 60°C in Stripping-Puffer inkubiert und anschliefend viermal 10 min in TBST
gewaschen. Die Membran konnte nun erneut geblockt und wie oben beschrieben mit

Antikdrpern gegen GAP-DH inkubiert werden.

2.2.7 Versuchstiere

Stamm Alter/Gewicht Herkunft

C57BL/6 N@RJ 8-12 Wochen Elevage Janvier, Le Genest Saint Isle,
Frankreich

Balb/c AnN Crl 8-12 Wochen Charles River, Sulzfeld

CB17/lcr-Prkdc scid 8-12 Wochen Charles River, Sulzfeld

Lewis Ratten LEW/Cirl 200 g Charles River, Sulzfeld

Es wurden ausschlieldlich weibliche Tiere fiir die Experimente verwendet, die unter
konventionellen Bedingungen bei konstanter Raumtemperatur von 21°Cx2°C, einer
konstanten relativen Luftfeuchtigkeit von 60 % und bei einem kontrollierten Hell-Dunkel-
Zyklus von 12 Stunden in den Tierstallen des Universitatsklinikums Regensburg gehalten
wurden. Die Tiere erhielten Wasser und Futter ad libitum. Alle Tierexperimente wurden in

Ubereinstimmung mit den deutschen Tierschutzrichtlinien durchgefihrt.

2.2.8 Einseitige Ureterligatur (unilateral ureteral obstruction, UUO)

Durch intraperitoneale Injektion von Fentanyl, Midazolam und Medetomidin wurde die
Narkose (siehe Tab. 1) eingeleitet. Nachdem keine Schmerzreaktionen der Mause mehr
zu beobachten waren, wurden die Tiere auf den Ricken gelegt und die Bauchdecke mit
einer Mischung aus 100 % Ethanol mit 30 % Glycerin bestrichen. Es folgte ein kleiner
medianer Abdominalschnitt, der die Blase und den Harnleiter aufdeckte. Der linke
Harnleiter wurde vorsichtig unter mikroskopischer Kontrolle vom umgebenden Gewebe
freigelegt und an zwei Stellen mit einem nicht resorbierbaren Baumwollfaden

abgebunden. Der Verschluss der abdominellen Wand erfolgte in zwei Schritten mit
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separaten Nahten. Dabei kamen Einzelknopfnahte fiir die tiefere Muskelnaht mit einem 4-
0 nicht-resorbierbaren Prolene Nahtmaterial, fur die oberflachliche Hautnaht mit einem 3-0
resorbierbarem Vicryl Nahtmaterial zur Anwendung. AnschlieRend wurde die Wirkung der
Narkose mit der subkutanen Gabe von Naloxon, Flumazenil und Atipamezol (siehe Tab.
1) vollstdndig antagonisiert. Der gesamte Eingriff dauerte durchschnittlich 15 min. Die
Organentnahme fand bei Mausen gewohnlich am Tag 7 und bei Ratten am Tag 10 nach

dem Eingriff statt.

Andsthesie Maus Ratte
Fentanyl 0,05 0,005
Midazolam 5,0 2,0
Medetomidin 0,5 0,15

Anatagonisierung

Naloxon 1,2 0,12
Flumazenil 0,5 0,2
Atipamezol 2,5 0,75

Tab. 1: Ubersicht der Dosierungen (mg/kg KGW) der Anasthetika und deren Antagonisten bei Maus und
Ratte.

2.2.8.1 Behandlung von UUO-Mausen mit Interleukin-2 und Tumor Necrosis
Faktor-a

Am Tag 0 wurde an 10 C57BL/6 Weibchen wie oben beschrieben eine einseitige

Ureterligatur durchgeflhrt.

Gruppe 1 Gruppe 2

PBS 200 pl

IL-2 + TNF-a je 1ug/Tag
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Vor Anatagonisierung der Narkose wurde der Gruppe 2 (n=5) 1 ug IL-2 und 1 ug TNF-a in
200 pl sterilem PBS subkutan unter das Nackenfell verabreicht. 5 weitere UUO-Mause
erhielten eine Injektion mit PBS und wurden in Gruppe 1 als Vehikelkontrollen behandelt.
An den Tagen 1-6 nach der UUO wurde den Tieren der Gruppe 2 zweimal taglich jeweils
500 ng IL-2 und 500 ng TNF-a in 200 pl PBS s.c. unter das Nackenfell appliziert. Am Tag
7 wurden nach zervikaler Dislokation die abgebundene Niere (UUO Niere) und die
gegenseitige Niere (Kontrollniere) als interne Kontrolle sowie die Milz enthommen. Die
Organe wurden fiir die einzelnen Analyseschritte geteilt. Von der Halfte jedes Organes
wurde eine Einzelzellsuspension wie unter 2.2.1.3 beschrieben fiir die Untersuchung mit
dem Durchflusszytometer erstellt. Jeweils 1/4 der Organe wurden in flissigem Stickstoff
fur die Isolation von RNA und Protein sowie die Herstellung von Kryoschnitten

schockgefroren und anschlieRend bei -80°C gelagert (siehe 2.2.1.4).

2.2.8.2 Behandlung von UUO-Mausen mit Cyclosporin A und anti-CD3

Am Tag 0 wurde an 15 C57BL/6 Weibchen wie oben beschrieben eine einseitige

Ureterligatur durchgeflihrt. Die Tiere wurden wie folgt in 3 Gruppen eingeteilt.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Cyclosporin A 10 mg/kg/Tag
Rapamycin 1,5 mg/kg/Tag
anti-CD3 1 pg/Tag 1 yg/Tag 1 pg/Tag

Die Gruppe 1 (n=5) diente als Kontrolle. Den UUO-Mausen der Gruppe 2 (n=5) wurde
Uber eine intraperitoneale Injektion 10 mg/kg Cyclosporin A (in Olivendl geldst)
verabreicht. Gruppe 3 (n=5) wurde mit 1,5 mg/kg Rapamycin in Olivendl behandelt.
Gruppe 1 wurde zu diesem Zeitpunkt Olivendl als Vehikelkontrolle verabreicht. 3 h spater
folgte eine Injektion mit 10 pyg anti-CD3 Antikorper in sterilem PBS i.p. zur polyklonalen T-
Zellaktivierung. Die Behandlung fand von Tag 0-6 statt. Am Tag 7 wurden den Tieren
nach der Tétung durch Genickbruch die beiden Nieren entnommen und das Gewebe flr
eine Untersuchung mittels Durchflusszytometrie und die RNA- und Proteinanalyse

prapariert.
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2.2.9 Herstellung histologischer Schnitte aus kryokonserviertem Gewebe

Fur die immunhistologischen Untersuchungen wurde ein Teil des Nierengewebes in
flissigem N, schockgefroren und bis zur Anfertigung der Gewebeschnitte bei -80°C
aufbewahrt. Dieses wurde mit TissueTek Einbettmedium luftblasenfrei Uberschichtet und
in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Gewebepraparate wurden an einem Kryostat bei
einer Kammertemperatur von -25°C mit einer Dicke von 5 pym geschnitten und auf
SuperFrost® Plus Objekttragern platziert. Daraufhin wurden die Gewebeschnitte in einem

immunhistochemischen Verfahren gefarbt.

2.2.10 Immunhistochemische Farbung von Kollagen |

Die Immunhistochemie ermdglicht den Nachweis und die Lokalisation bestimmter intra-
und extrazellularer Proteine in Zellen und Gewebeschnitten durch spezifische Antikorper,
die mit Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen, Goldpartikeln oder Isotopen gekoppelt sind. Bei
der indirekten Immunfluoreszenzmarkierung bindet zunachst der primare, unkonjugierte
Antikorper (Primarantikorper) an das Antigen im Gewebeschnitt. AnschlieRend werden die
Schnitte mit einem zweiten, fluoreszierenden Antikorper (Sekundarantikorper), der gegen
den Fc-Teil des primaren Antikdrpers gerichtet ist, inkubiert. Dadurch wird der Antigen-
Antikérper-Komplex detektierbar, wenn eine Anregung des Fluorophors mit Licht

entsprechender Wellenlange erfolgt.

Die kryokonservierten Gewebeschnitte wurden in -20°C kaltem Aceton 7 min fixiert. Nach
dem Trocknen bei RT wurden die Schnitte auf dem Objekttrager mit einer hydrophoben
Emulsion umrandet. Anschlielend wurden die Schnitte mit PBS fiir 5 min gewaschen und
fur 20 min in 3 % H,O, in Methanol geblockt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
wurden die Schnitte mit einem Avidin-Biotin-Blocking-Kit behandelt, nochmals zweimal mit
PBS gewaschen und mit Superblock fir 30 min blockiert. Daraufhin konnten die Schnitte
nach einem Waschschritt mit PBS mit einem anti-Kollagen | Antikérper aus dem
Kaninchen oder dem Isotyp-Antikdrper (1:1000 verdiinnt) Gber Nacht bei 4°C inkubiert
werden. Die Objekttrager wurden dabei in einer feuchten, geschlossenen Kammer
gelagert. Nachdem die Schnitte 3 x 3 min in PBS gewaschen wurden, erfolgte die
Inkubation des Gewebes mit dem Sekundarantikérper, einem AlexaFluor 594 konjugierten
anti-Kaninchen IgG Antikorper in einer Verdinnung von 1:500 fir 30 h bei RT in der
feuchten Kammer. Erneut wurde dreimal flir 3 min mit PBS gewaschen. Die Anfarbung

der Zellkerne erfolgte durch eine anschlieRende Inkubation der Schnitte mit Hoechst
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33342 (Trihydrochlorid-trihydrat) in einer Verdiinnung von 1:50000 fir 1 min. Nach dem
Waschen mit PBS wurden die Schnitte mit Fluorescent Mounting Medium, einem

Fluoreszenz-freien Glycergel, eingedeckelt.
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3. Ergebnisse

Die genaue zellulare Herkunft von Fibrozyten und ihrer Vorlauferzellen ist bislang noch
nicht vollstandig geklart und nur wenige Faktoren, die zu einer gesteigerten oder
verminderten Differenzierung der Fibrozyten fihren, konnten bereits identifiziert werden.
Um in diesem Zusammenhang neue Erkenntnisse zu erlangen, wurde ein in vitro-Modell
mit murinen Splenozyten etabliert, um den Ursprung der Vorlauferzellen von Fibrozyten
naher einzugrenzen und Signale, die deren Differenzierung in reife Fibrozyten

beeinflussen, zu identifizieren.

3.1  Zellularer Ursprung von murinen Fibrozyten

Um die Herkunft von Fibrozyten und ihrer Vorlauferzellen in Mausen naher zu
untersuchen, wurde die Entwicklung von Fibrozyten aus Gesamtsplenozyten und nach
dem Ausschluss verschiedener Leukozyten-Subpopulationen aus der Gesamtheit der
Splenozyten quantifiziert. Hierfir wurden Milzzellen der Maus fir 14 Tage in RPMI-
Medium mit 10 % hitze-inaktiviertem FKS kultiviert. Unter diesen Kulturbedingungen kam
es zum Auswachsen spindelférmiger Zellen, die morphologisch dem Bild von Fibrozyten
entsprechen (16) (Abb. 6).

Abb. 6: Fibrozyten aus
Gesamtsplenozyten. Gesamtsplenozyten

otk :". “‘\:..L.‘ nach 14 Tagen Kultur in RPMI + 10 % FKS

o \ G A im  Durchlichtmikroskop bei  200-facher

Q) g My VergréRerung. Die Zellen wurden in einer

= 3 I e S Dichte von 5x 10° Zellen pro Kulturloch

eyt =i i eingesét. Spindelférmige Zellen/
Sl ; M Gesichtsfeld wurden ausgezahit.

In der durchflusszytometrischen Untersuchung bildeten diese Zellen eine weitgehend
homogene Zellpopulation im Vorwarts- und Seitwartsstreulicht (FSC-SSC) (Abb. 8 A). Ein

charakteristisches Merkmal fir Fibrozyten ist die Expression extrazellularer
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Matrixproteine, im Besonderen die Expression von Kollagen Typ | (13). Die Expression
von Kollagen | wurde u. a. durch eine intrazellulare FACS-Farbung bestimmt (Abb. 8 B).
Zur Bestimmung und Korrektur von nicht-spezifischen Bindungen wurde als Isotyp-
Kontrolle fur den Kollagen I-Antikdrper Kaninchen IgG mitgefuhrt. So konnten eindeutig
Kollagen I" Zellen nachgewiesen werden. Die durchflusszytometrische Messung ergab
weiterhin, dass diese kollagen I|-positiven Zellen den Pan-Leukozytenmarker CD45, ein
klassisches Merkmal flr Fibrozyten, stark auf ihrer Oberflache exprimieren (13) (Abb. 8
B). Mit Hilfe der Durchlichtmikroskopie fand u. a. eine Quantifizierung der Zahl
spindelférmiger Zellen pro Gesichtsfeld statt, indem die spindelférmigen Zellen von drei
Gesichtsfeldern pro Zellkulturansatz ausgezahlt wurden. Auf diese Weise zeigte sich,
dass eine in vitro-Depletion von Zellen, die CD16/32, CD11b, CD115 oder Gr-1 auf ihrer
Oberflache tragen, zu einer deutlichen Verminderung der spindelférmigen Zellen flihrte
(Abb. 7).
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Abb. 7: Depletion verschiedener Leukozyten-Subpopulationen zur Identifizierung von
Fibrozytenvorldaufern. Gesamtsplenozyten und Splenozyten nach der Depletion von CD4", CD16/32",
CD11b*, CD11c", CD115" oder Gr-1* Leukozyten wurden in einer Dichte von 5x 10° Zellen/Kulturloch in RPMI
+ 10 % FKS kultiviert. Als Kontrolle wurden Gesamtsplenozyten (Milz gesamt) und schein-depletierte
Splenozyten (Scheindepletion) mitgefiihrt. Am Tag 14 wurden die Zellkulturlécher fotografiert und die
spindelformigen Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3
Gesichtsfeldern von 3 Wells/Bedingung. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Scheindepletion
bestimmt. p<0,01 (**)
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Der Ausschluss der einzelnen Lymphozyten-Subpopulationen aus der Gesamtheit der
Splenozyten erfolgte dabei mit Hilfe magnetischer Microbeads, die an Antikdrper gegen
verschiedene Antigene gekoppelt sind. Als Kontrollen wurden zum Einen
Gesamtsplenozyten und zum Anderen schein-depletierte Zellen mitkultiviert. Bei einer
Scheindepletion durchlaufen die Zellen die Prozedur des Zellausschlusses ohne den
Einsatz von magnetischen Microbeads, so dass keine Zellen ausgeschlossen werden. Die
Depletion von CD11¢c" dentritischen Zellen oder CD19* B-Zellen (Daten nicht gezeigt)
hatten keinerlei Einfluss auf das Auswachsen von Fibrozyten. Die Marker CD16/32,
CD11b und CD115 werden von Monozyten exprimiert, wobei das Adhasionsmolekil
CD11b und der M-CSF-Rezeptor CD115 als sehr spezifische Marker fir Monozyten bei
Mausen gelten. Gr-1 wird auf einer Subpopulation von Monozyten exprimiert, die sich vor
allem in entzindlichem Gewebe ansammelt (23-25). Durchflusszytometrische
Untersuchungen bestatigten, dass nach der Depletion von CD11b* oder CD115", nicht
aber von CD11c” Zellen die typischerweise im Vorwarts-Seitwartsstreulicht (FSC-SSC)
erscheinende Population von Fibrozyten, die doppeltpositiv fir Kollagen | und CD45 ist,
nicht auftritt (Abb. 8 A, B).
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Isotyp

o Kollagen |
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Abb. 8: FACS-Analyse nach Depletion verschiedener Leukozyten-Subpopulationen zur Identifizierung
von Fibrozyten. Gesamtsplenozyten und Splenozyten nach der Depletion von CD11b", CD11¢” und CD115"
Zellen wurden in einer Dichte von 5x 10° Zellen/Kulturloch in RPMI + 10 % FKS kultiviert. Am Tag 14 wurden
die Zellen geerntet und durchflusszytometrisch auf ihre Eigenschaften im Vorwarts-Seitwartsstreulicht (FSC-
SSC) analysiert (A). Die Zellen wurden extrazellular auf inre Expression von CD45 hin und intrazellular auf die
Expression von Kollagen | im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle untersucht (B).

Weiterhin wurde die Expression von Kollagen | im Gesamtzelllysat von Fibrozyten mit

Hilfe der ELISA-Technik nachgewiesen. Dabei bekraftigte die Quantifizierung von

Kollagen | im Gesamtzelllysat die Aussage, dass der Gesamtgehalt an Kollagen | nach
der Depletion von CD11b" Zellen signifikant vermindert war (Abb. 9 B).
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Abb. 9: Zelluldarer Ursprung von Fibrozyten in Mausen. Milzzellen nach Scheindepletion und dem
Zellausschluss von CD11b" Monozyten wurden in eine Dichte von 5x 10° Zellen/Kulturloch in RPMI + 10 %
FKS kultiviert. Am Tag 14 wurden die Zellen fotografiert und spindelférmigen Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt
(A). AnschlieRend wurden die Zellen geerntet und im Zelllysat mit Hilfe der ELISA-Technik der Gehalt an
intrazellularem Kollagen | quantifiziert (B). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3
Gesichtsfeldern von 3 Wells/Bedingung bzw. als Mittelwerte + SEM aus 3 Zelllysaten unabhangiger
Zellkulturexperimente. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zum Wert der Scheindepletion bestimmt.
p<0,01 (**)

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass sich murine Fibrozyten aus einer CD16/32",
CD11b*, CD115%, Gr-1" monozytaren Subpopulation entwickeln. Weiterhin konnte auf
diese Weise gezeigt werden, dass nach der Depletion von CD4" T-Zellen aus der
Gesamtmenge der Milzzellen (nicht aber von CD8" T-Zellen, Daten nicht gezeigt) die Zahl
der ausgewachsenen, spindelférmigen Fibrozyten im Vergleich zur gesamten Milz stark
vermindert war (Abb. 7).

3.2 Bedingungen, die die Fibrozytendifferenzierung unterstiitzen

Neben der Abstammung von Fibrozyten und ihren Vorlaufern gehéren Faktoren, die die
Differenzierung der monozytaren Vorlduferzellen in reife Fibrozyten in positiver wie
negativer Weise beeinflussen, zum Hauptfeld unseres Interesses. Um nun die
Bedingungen genauer zu untersuchen, unter denen Fibrozyten sich aus ihren
monozytaren Vorlaufern entwickeln, wurden in den folgenden Versuchen aufgereinigte
CD11b" oder CD16/32" Zellen verwendet. Die Isolation dieser monozytaren Zellen wurde
mit magnetischen Microbeads durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurde anschlieBend eine
Bestimmung des Reinheitsgrades mit dem Durchflusszytometer durchgefuhrt. Die

Anreicherung der Monozyten lag durchschnittlich bei 80 %.

Aufgrund unserer Erkenntnisse aus den Depletionsversuchen war bekannt, dass ein
Fehlen von CD4" T-Zellen die Ausdifferenzierung von Fibrozyten nahezu vollkommen
verhindert (Abb. 7). Umgekehrt steigerte die Zugabe von nicht-stimulierten CD4" T-Zellen
zu isolierten Monozyten die Entwicklung von spindelférmigen Fibrozyten merklich und
bestatigte so die Relevanz von CD4" T-Zellen als ,Helferzellen® fir die
Fibrozytenentwicklung (Abb. 10). Um diesen Einfluss der CD4" T-Zellen und von diesen
produzierten Faktoren auf die Differenzierung von Fibrozyten naher zu untersuchen,
wurden Monozyten mit den Uberstadnden von CD4" T-Zellen kultiviert. Hierfiir wurden T-
Zellen 72 h lang polyklonal mit einem Antikérper gegen den CD3-Rezeptor, den alle T-
Lymphozyten auf ihrer Oberflache exprimieren, aktiviert. Fand die Aktivierung der CD4" T-
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Zellen in Gegenwart des Calcineurin-Inhibitors Cyclosporin A statt, steigerte dieser
Zellkulturiberstand (SN CyA) im Vergleich zu frischem Medium und zur Ko-Kultur mit
CD4" T-Zellen deutlich die Fahigkeit von Monozyten, sich in einer 14-Tages-Kultur zu
reifen Fibrozyten zu entwickeln. Diese vermehrte Entwicklung von Fibrozyten wurde
einerseits in der Durchlichtmikroskopie sichtbar, die sich in einer erhdhten Zahl

spindelférmiger Zellen pro Gesichtsfeld widerspiegelte (Abb. 10).
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Abb. 10: CD4" T-Zellen unterstiitzen die Entwicklung von Fibrozyten. Isolierte CD11b" oder CD16/32"
Monozyten wurden in einer Dichte von 5x 10° Zellen/Kulturloch mit Medium (Kontrolle), aufgereinigten CD4"
T-Zellen (5x 10°) oder SN CyA (80 %) fiir 14 Tage kultiviert. AnschlieRend wurde die Zahl der spindelformigen
Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3
Wells/Bedingung. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zum Wert der jeweiligen Kontrolle oder zur
Kultur mit CD4" T-Zellen bestimmt. p<0,01 (**)

Andererseits enthielt das Zelllysat der Fibrozyten, die sich in Kulturen mit SN CyA
entwickelten, einen deutlich héheren Gehalt an Kollagen | als in frischem Medium
kultivierte Monozyten. Die Menge an intrazellularem Kollagen | stieg dabei um das
Doppelte an (Abb. 11 A). Das von den Fibrozyten produzierte Kollagen | wird von diesen
als extrazellulares Matrixprotein sezerniert und lagert sich dabei an der Kulturplatte an.

Dieses an der Zellkulturplatte haftende Kollagen | kann Uber einen Kollagen I-ELISA
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nachgewiesen und quantifiziert werden. Auch hier schlug sich die gesteigerte Zahl an

spindelférmigen Fibrozyten nach Kultur mit SN CyA in einer doppelt so hohen Menge an
Kollagen | nieder (Abb. 11 B).
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Abb. 11: Quantifizierung von intrazellularem und sezerniertem Kollagen | mittels ELISA. Die Messung
der Menge an intrazellularem (A) bzw. sezerniertem Kollagen | (B) unter Kontrollbedingungen (frisches
Medium) und nach Stimulation mit SN CyA (80%) nach 14 Tagen Kultur von CD11b* Monozyten erfolgte im
Zelllysat bzw. in der Zellkulturplatte mittels ELISA. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3
Zelllysaten unabhéngiger Experiment bzw. als Mittelwerte + SEM aus Triplikaten eines Zellkulturansatzes.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden jeweils zur Kontrolle ermittelt. p<0,05 (*), p<0,01 (**)

Die Expression von Kollagen | wurde zudem mit quantitativer real-time RT-PCR
untersucht. Hierfir wurde die Gesamt-RNA von in frischem Medium und in SN CyA
kultivierten Fibrozyten isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die PCR erfolgte mit
spezifischen Primern gegen Kollagen I. Auch hier bestatigte sich die erhéhte Expression

von Kollagen |, die sich in einem héheren Gehalt an Kollagen I-mRNA darstellte (Abb. 12).
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Abb. 12: Anstieg der mRNA-Expression von Kollagen | nach Stimulation mit SN CyA. CD11b"
Monozyten wurden unter Kontrollbedingungen (frisches Medium) oder mit SN CyA (80%) fir 14 Tage
kultiviert. AnschlieRend wurde RNA isoliert und die Kollagen I-Expression mittels real-time RT-PCR analysiert.
mRNA-Levels wurden auf GAP-DH normalisiert. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus drei
unabhangigen Experimenten. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrolle ermittelt. p<0,05 (*)

Wurden Monozyten also SN CyA ausgesetzt, kam es zu einer gesteigerten Entwicklung
von Fibrozyten, die sich auch in der durchflusszytometrischen Messung durch eine
groBere Zahl an Fibrozyten im Vorwarts-Seitwartsstreulicht (FSC-SSC) bestatigte (Abb.
13 A). Diese Zellen waren positiv fir die fibrozyten-typischen Marker CD45 und Kollagen |
(Abb. 13 B).
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Abb. 13: FACS-Analyse von Fibrozyten nach Stimulation mit SN CyA. CD11b" Monozyten wurden in
einer Dichte von 5x 10° Zellen/Kulturloch fiir 14 Tage mit Medium (Kontrolle) oder SN CyA (80%) kultiviert.
Anschlielend wurden die Zellen geerntet und durchflusszytometrisch auf ihre Eigenschaften im Vorwarts-
Seitwartsstreulicht (FSC-SSC) untersucht (A). Die Zellen wurden extrazellular auf die Expression von CD45
und intrazellular auf die Expression von Kollagen | im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle analysiert (B).

Es stellte sich nun die Frage, ob Cyclosporin A die Bildung von Fibrozyten dadurch
beeinflusst, dass es auf die T-Zellen wirkt und somit deren Produktion l0slicher Faktoren
verandert oder ob das in den Uberstanden enthaltene Cyclosporin A direkt auf die
Monozyten wirkt. Um dies zu beantworten, wurden aufgereinigte Monozyten entweder mit
den Uberstanden von in Gegenwart von Cyclosporin A aktivierten T-Zellen oder mit
frischem Medium kultiviert, das dieselbe Konzentration an Cyclosporin A enthielt wie der
SN CyA. Der Uberstand SN CyA steigerte die Entwicklung von Fibrozyten erheblich
wahrend Cyclosporin A selbst keine signifikante Wirkung zeigte. Darlberhinaus wurden
ein zweiter Calcineurin-Inhibitor (FK506) und der mTor-Inhibitor Rapamycin in die
Versuchsreihe mitaufgenommen und auf die gleiche Weise untersucht. Die T-
Zelluberstande, die in Anwesenheit von FK506 generiert wurden, steigerten ebenfalls die
Entwicklung der spindelférmigen Fibrozyten aus ihren Monozytenvorldufern und fuhrten
somit zu einer vermehrten Ablagerung von Kollagen | in der Kulturplatte, wahrend
Uberstande von T-Zellen, die Rapamycin ausgesetzt wurden, oder Rapamycin selbst die
Differenzierung der Fibrozyten nicht beglnstigten, sondern vielmehr sogar deren
Entstehung verminderten (Abb. 14 A,B). Dies lasst den Schluss zu, dass Calcineurin-

Inhibitoren die Freisetzung von I6slichen Faktoren durch T-Zellen dahingehend
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beeinflussen, dass sich in dieser Zusammensetzung vermehrt reife Fibrozyten aus ihren

Vorlaufern entwickeln kbnnen.
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Abb. 14: Einfluss von Immunsuppressiva auf die Differenzierung von Fibrozyten. CD11b" Monozyten
wurden fur 14 Tage mit Medium (Kontrolle), SN CyA (80%), SN FK506 (80%), SN Rapamycin (SN Rapa;
80%) oder direkt mit Cyclosporin A (CyA; 2 pg/ml), FK506 (250 ng/ml) oder Rapamycin (Rapa; 40 ng/ml)
kultiviert. Anschliefend wurde die Zahl der spindelférmigen Zellen/Gesichtsfeld ausgezahit (A) und die Menge
an sezerniertem Kollagen | in der Zellkulturplatte mittels ELISA gemessen (B). Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte + SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3 Wells/Bedingung bzw. Mittelwerte £+ SEM von Triplikaten eines
Zellkulturansatzes. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrolle ermittelt. p<0,05 (*), p<0,01 (**)

Die entwicklungssteigernde Wirkung des SN CyA auf die Differenzierung von Fibrozyten

aus Monozyten konnte durch eine Erhitzung des Uberstandes auf 95°C fir 10 min

verhindert werden. Die Zahl der spindelformigen Zellen, die im Durchlichtmikroskop pro
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Gesichtsfeld ausgezahlt wurden, zeigte mit 5,3 Zellen unter Kontrollbedingungen und 4,2
Zellen in der Kultur mit erhitztem SN CyA das gleiche Niveau. Mit unbehandeltem SN CyA
konnte dagegen die Zahl der spindelférmigen Zellen auf annahernd das Doppelte mit 9,5
Zellen/Gesichtsfeld gesteigert werden. Dies spricht dafiir, dass hitzeinstabile Faktoren im
SN CyA, die sich vermutlich aus Iéslichen Proteinen zusammensetzen, die Entwicklung

von Fibrozyten beeinflussen (Abb. 15).
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Abb. 15: Hitzeinstabile Faktoren im SN CyA beeinflussen die Differenzierung von Fibrozyten. CD11b"
Monozyten wurden fiir 14 Tage mit Medium (Kontrolle), SN CyA (80%) oder erhitztem SN CyA (10 min, 95°C;
80%) kultiviert. AnschlieRend wurde die Zahl der spindelférmigen Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt. Die Werte
sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3 Wells/Bedingung. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden zu den Werten der Kontrolle bzw. von SN CyA bestimmt. p<0,05 (*)

TGF-f schien als moéglicher Kandidat zu diesen Faktoren zu z&hlen, da Cyclosporin A die
Expression von TGF-B in T-Zellen induzieren kann (83;84) und TGF- bekanntermalien
die Entwicklung von Fibrozyten fordern kann (16;19). Um diese Vermutung naher zu
untersuchen, wurde die Wirkung von TGF-B im Uberstand durch einen blockierenden
Antikérper neutralisiert. Hierfir wurde der SN CyA flr eine Stunde mit 20 pg/ml des
neutralisierenden Antikérpers gegen TGF-B bei Raumtemperatur vorinkubiert und
anschlielRend fiir die Kultur mit CD11b" Monozyten eingesetzt. Die Blockade von TGF-8
im SN CyA fuhrte zu einer verringerten Entwicklung von Monozyten in Fibrozyten im
Vergleich zu unbehandeltem SN CyA. Die im Durchlichtmikroskop gezahlte Zahl der
spindelférmigen Zellen verminderte sich um ein Drittel von 17,2 Zellen/Gesichtsfeld auf 11

Zellen/Gesichtsfeld unter der Blockade von TGF-B im SN CyA. Der Antikérper gegen
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TGF-B nahm dagegen keinen deutlichen Einfluss auf die Differenzierung der Fibrozyten
ohne SN CyA (Abb. 16). Dies lasst den Schluss zu, dass TGF-B an der steigernden
Wirkung des SN CyA beteiligt ist.
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Abb. 16: Einfluss von TGF-g im SN CyA auf die Differenzierung von Fibrozyten. CD11b" Monozyten
wurden fir 14 Tage mit Medium (Kontrolle), einem neutralisierenden Antikérper gegen TGF- (aTGF-3; 20
pug/ml), SN CyA (80%) oder SN CyA, der fir 1 h mit 20 yg/ml aTGF-$ vorinkubiert wurde (SN CyA aTGF-@;
80%) kultiviert. AnschlieRend wurde die Zahl der spindelférmigen Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt. Die Werte
sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3 Wells/Bedingung. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden zu den Werten der Kontrolle bzw. von SN CyA bestimmt. p<0,05 (*), p<0,01 (**)

3.3 Gesteigerte Entwicklung von Fibrozyten durch Gadolinium

Fibrozyten werden in letzter Zeit haufig im Zusammenhang mit dem Krankheitsbild der
nephrogenen systemischen Fibrose (NSF) erwahnt. Die NSF tritt vor allem in Patienten
mit stark eingeschrankter Nierenfunktion auf und ist charakterisiert durch das Auftreten
von Hautveranderungen, die u. a. mit Verhartungen und Knétchenbildung einhergehen,
sowie fibrotischen Veranderungen in zahlreichen Organen. In Hautbiopsien von NSF-
Patienten wurden in histologischen Untersuchungen zahlreiche spindelférmige CD34"
Fibrozyten nachgewiesen. Eine mdgliche Ursache fiir die NSF scheint der Einsatz von
gadolinium-haltigen Kontrastmitteln zu sein (85;86). Aus diesem Grund wurde die ,seltene
Erde* Gadolinium Gd*" auf ihren Einfluss auf die Entwicklung von Fibrozyten aus ihren
monozytaren Vorlauferzellen hin untersucht. Freies Gadolinium kann namlich von
Monozyten und Makrophagen aufgenommen werden. Aufgereinigte Monozyten wurden

hierzu mit verschiedenen Konzentrationen von Gd*" inkubiert. Zur Kontrolle wurden
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CD11b* Monozyten in reinem Medium mitgefiihrt. Dabei konnte beobachtet werden, dass
eine Konzentration von 10 uM Gd** zu einer deutlichen Erhéhung der Zahl an
spindelférmigen Fibrozyten im Vergleich zur mit Medium kultivierten Kontrolle flhrte. Die
Zahl der spindelférmigen Zellen stieg um das beinahe 2,5-fache von 10
Zellen/Gesichtsfeld unter Kontrollbedingungen auf 23,4 Zellen/Gesichtsfeld nach Zugabe
von 10 uM Gd** an (Abb. 17 A). Dies bestétigte sich auch in der vermehrten Ablagerung
von Kollagen | in der Kulturplatte nach Kultivierung mit Gadolinium. Die Quantifizierung im
ELISA zeigte dabei eine Erhéhung der Absorptionswerte um ein Drittel unter Zugabe von
10 uM Gadolinium im Vergleich zur Mediumkontrolle (Abb. 17 B).
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Abb. 17: Verstarkte Entwicklung von Monozyten in Fibrozyten nach Stimulation mit Gadolinium.
Isolierte CD11b* Monozyten wurden fiir 14 Tage mit Medium (Kontrolle) oder Gadolinium (Gd3+) in den
Konzentrationen 3, 10 und 30 uM kultiviert. AnschlieBend wurde die Zahl der spindelférmigen
Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt (A) und die Menge an sezerniertem Kollagen | in der Kulturplatte mittels ELISA
gemessen (B). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3
Wells/Bedingung bzw. als Mittelwerte £+ SEM von Triplikaten eines Zellkulturansatzes. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden zur Kontrolle bestimmt. p<0,05 (*), p<0,01 (**)
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Des Weiteren wurde das gadolinium-haltige MR-Kontrastmittel Magnevist® auf seinen
Einfluss auf die Entwicklung von Fibrozyten hin in einer Kultur von CD11b" Zellen
untersucht. In einer Verdinnung von 1:1000 mit frischem Medium steigerte es ebenfalls
deutlich das Auftreten von Fibrozyten und die Ablagerung von Kollagen | in der
Kulturplatte. Die Zahl der spindelférmigen Zellen konnte ahnlich reinem Gadolinium um
das 2,5-fache von 4 Zellen/Gesichtsfeld in der Kultur ohne Magnevist® auf 10,4
Zellen/Gesichtsfeld in der Kultur mit Magnevist® in einer Verdinnung von 1:1000 mit
Medium gesteigert werden (Abb. 18 A). Die Quantifizierung im ELISA zeigte eine
Erhéhung der Absorptionswerte um das Doppelte unter der Zugabe von Magnevist®
(1:1000 mit Medium) im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (Abb. 18 B).
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Abb. 18: Verstirkte Entwicklung von Monozyten in Fibrozyten nach Stimulation mit dem Gd**-haltigen
Kontrastmittel Magnevist®. Isoliete CD11b* Monozyten wurden fiir 14 Tage mit Medium (Kontrolle) oder
dem Kontrastmittel Magnevist® in den Verdiinnungen 1:1000 oder 1:2000 mit Medium kultiviert. Anschlieend
wurde die Zahl der spindelférmigen Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt (A) und die Menge an sezerniertem
Kollagen | in der Kulturplatte mittels ELISA gemessen (B). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM
aus 3 Gesichtsfeldern von 3 Wells/Bedingung bzw. als Mittelwerte + SEM von Triplikaten eines
Zellkulturansatzes. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrolle bestimmt. p<0,05 (*), p<0,01 (**)

3.4 Der Einfluss von T-Zell-Zytokinen auf die Entwicklung von
Fibrozyten

Um die Einflussnahme von T-Zell-produzierten Faktoren auf die Differenzierung von

monozytaren Vorlauferzellen in reife Fibrozyten naher zu bestimmen, wurden weitere
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Versuche mit den Uberstanden von polyklonal aktivierten CD4" T-Zellen unternommen.
Wie bereits vorher beschrieben, flhrte die polyklonale Aktivierung von CD4" T-Zellen in
der Anwesenheit von Calcineurin-Inhibitoren zu einer Freisetzung I6slicher Faktoren, die
die Differenzierung von Fibrozyten erhdhten. Im Gegensatz dazu konnte beobachtet
werden, dass der Uberstand von CD4" T-Zellen (SN), die in Abwesenheit von
Immunsuppressiva polyklonal aktiviert wurden, die Entwicklung von spindelférmigen
Fibrozyten aus ihren monozytaren Vorlaufern vollstandig verhinderte. Sichtbar wurde dies
im Durchlichtmikroskop in der Auszahlung der spindelférmigen Zellen pro Gesichtsfeld.
Unter Kontrollbedingungen, das heiRt in der Kultur von CD11b* Monozyten mit reinem
Medium, konnten nach 14 Tagen 16,1 spindelformige Zellen/Gesichtsfeld ausgezahit
werden, wohingegen in der Kultur mit SN keine spindelformigen Zellen ausgewachsen
waren. Im Gegensatz dazu wurden in der Kultur mit SN CyA als Positivkontrolle 38,7
Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt (Abb. 19).
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Abb. 19: Einfluss von Uberstinden von in An- und Abwesenheit von Cyclosporin A aktivierter CD4" T-
Zellen auf die Differenzierung von Fibrozyten. Isolierte CD11b" Monozyten wurden fiir 14 Tage mit Medium
(Kontrolle), dem Uberstand von CD4" T-Zellen, die in Abwesenheit (SN; 80%) oder in Anwesenheit von
Cyclosporin A (SN CyA; 80%) aktiviert wurden, kultiviert. AnschlieBend wurde die Zahl der spindelférmigen
Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3
Wells/Bedingung. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrolle ermittelt. p<0,01 (**)

Dieses Ergebnis bestatigte sich in der durchflusszytometrischen Messung der geernteten
Zellen. Die fur Fibrozyten typische Zellpopulation im Vorwarts-Seitwartsstreulicht (FSC-
SSC) fehlte in der Kultur mit SN und es waren keine Kollagen I* Zellen nachweisbar (Abb.
20 A, B).
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Abb. 20: FACS-Analyse von Fibrozyten nach Stimulation mit SN oder SN CyA. Isoliete CD11b"
Monozyten wurden in einer Dichte von 5x 10° Zellen/Kulturloch fiir 14 Tage mit Medium (Kontrolle), dem
Uberstand von CD4" T-Zellen, die in Abwesenheit (SN; 80%) oder in Anwesenheit von Cyclosporin A (SN
CyA; 80%) aktiviert wurden, kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet und durchflusszytometrisch
auf ihre Eigenschaften im Vorwarts-Seitwartsstreulicht (FSC-SSC) untersucht (A). Die Zellen wurden
extrazellular auf die Expression von CD45 und intrazellular auf die Expression von Kollagen | im Vergleich zur
Isotyp-Kontrolle analysiert (B).

Um die auf die Fibrozytenentwicklung suppressiv wirkenden Faktoren in diesem
Uberstand naher zu untersuchen, wurden blockierende Antikérper gegen verschiedene T-
Zell-sekretierte Zytokine eingesetzt. Diese sollten die Wirkung der Zytokine im Uberstand
neutralisieren. Hierfir wurden die Uberstdnde eine Stunde bei RT mit 20 pg/ml der
blockierenden Antikdrpern inkubiert, bevor sie in die Zellkultur mit isolierten CD11b*
Monozyten eingesetzt wurden. Dabei zeigte sich, dass die kombinierte Blockade von vier
Zytokinen, namlich IL-2, IL-4, TNF-a und IFN-y erforderlich war, um die Entwicklung der
spindelférmigen Fibrozyten wiederherzustellen. Wurden die Antikdrper dagegen einzeln
im Uberstand der aktivierten T-Zellen eingesetzt, konnte dessen suppressive Wirkung
nicht aufgehoben werden und es differenzierten sich keine Fibrozyten aus (Abb. 21 A).

Die Blockade von zwei oder drei dieser Faktoren hatte keinen oder nur maRigen Effekt.
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Auch die zusatzliche Zugabe von einem Antikdrper gegen IL-21 zeigte keinerlei weitere
Wirkung auf die Differenzierung der Fibrozyten (Abb. 21 B). Dies zeigte auch die
durchflusszytometrische Messung. Es konnten keine Kollagen I* Zellen nachgewiesen

werden.
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Abb. 21: Der Einfluss verschiedener T-Zell-produzierter Zytokine im SN auf die Differenzierung von
Fibrozyten. CD11b" Monozyten wurden fiir 14 Tage mit Medium, dem Uberstand polyklonal aktivierter CD4"
T-Zellen (SN; 80%) oder SN, der fir 1 h mit neutralisierenden Antikérpern gegen IL-2 (alL-2; 20 pg/ml), IL-4
(alL-4; 20 pg/ml), TNF-a (aTNF-a; 20 pg/ml), INF-y (alFN-y; 20 pg/ml) und IL-21 (alL-21; 20 pg/ml)
vorinkubiert wurde, kultiviert. Die Antikérper wurden dabei einzeln (A) oder in verschiedenen Kombinationen
(A, B) eingesetzt. AnschlieBend wurden die spindelférmigen Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt. Die Werte sind
angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3 Wells/Bedingung.

Zur genaueren Aufklarung der suppressiven Effekte dieser Zytokine wurden weitere
Versuche mit einer Reihe von rekombinanten Zytokinen unternommen. Diese wurden
direkt in einer Konzentration von 10 ng/ml in der Kultur mit aufgereinigten CD11b"
Monozyten eingesetzt und nach 14 Tagen die Zahl der sich daraus entwickelten,
spindelférmigen Fibrozyten im Durchlichtmikroskop bestimmt. Die Anwendung von
einzelnen Zytokinen zeigte, dass IFN-y, IL-2 und TNF-a suppressive Wirkung auf die
Entstehung spindelférmiger Fibrozyten haben (Abb. 22 A). Die Zugabe von IL-2 zur Kultur
der CD11b" Monozyten senkte die Zahl der spindelférmigen Zellen/Gesichtsfeld von 15,2
in der Mediumkontrolle auf 5,9 Zellen unter stimulierten Bedingungen. TNF-a bewirkte
eine Verminderung auf 9,6 Zellen/Gesichtsfeld und INF-y auf 3,8 Zellen/Gesichtsfeld. Der
gleichzeitige Einsatz von IL-2 und TNF-a, IL-2 und IL-4 oder IL-2 und IFN-y zeigte eine
noch starkere Hemmung der Fibrozytendifferenzierung, die auch deutlich die Ablagerung

von Kollagen | in der Kulturplatte verringerte (Abb. 22 A, B). So konnten nach der Zugabe
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von IL-2 und TNF-a nur noch 0,2 Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt werden. Die gleichzeitige
Gabe von IL-2 und IL-4 bewirkte einen Ruckgang der Fibrozytenzahl auf 1,3
Zellen/Gesichtsfeld und von IL-2 und IFN-y auf 2,6 Zellen/Gesichtsfeld. Die
Quantifizierung von sezerniertem Kollagen | in der Kulturplatte zeigte eine um die Halfte
verminderte Produktion von Kollagen | nach der gleichzeitigen Zugabe von IL-2 und IL-4
und IL-2 und IFN-y. IL-2 und TNF-a verringerten die Kollagen I-Produktion sogar um das
2,5-fache (Abb. 22 B). IL-13 férdert bekannterweise beim Menschen die Entwicklung von
Fibrozyten (26), dies konnte in einer vermehrten Kollagen I-Produktion fir die Maus
bestatigt werden. Die Absorptionswerte im Kollagen I-ELISA stiegen nach der Zugabe von
IL-13 um ein Drittel an (Abb. 22 B).
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Abb. 22: Der Einfluss verschiedener rekombinanter Zytokine auf die Differenzierung von Fibrozyten.
CD11b" Monozyten wurden fiir 14 Tage mit Medium (Kontrolle) oder IL-2, IL-4, TNF-a, IFN-y und IL-13
(jeweils in einer Konzentration von 10 ng/ml) kultiviert. AnschlieRend wurden die spindelférmigen
Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt (A) und die Menge an sezerniertem Kollagen | in der Zellkulturplatte mittels
ELISA gemessen (B). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3
Wells/Bedingung bzw. als Mittelwerte £+ SEM von Triplikaten eines Zellkulturansatzes. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden zur Kontrolle bestimmt. p<0,05 (*), p<0,01 (**)

Des Weiteren verhinderten alle getesteten Kombinationsmdglichkeiten aus drei dieser
Zytokine beinahe vollkommen die Entwicklung von spindelférmigen Fibrozyten (Abb. 23
A). Eine Quantifizierung von Kollagen | in der Kulturplatte mit Hilfe eines Kollagen I-ELISA

bestatigte dieses Ergebnis, da kein Kollagen | gemessen werden konnte (Abb. 23 B).
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Abb. 23: Der Einfluss verschiedener rekombinanter Zytokine in Kombination auf die Differenzierung
von Fibrozyten. CD11b" Monozyten wurden fiir 14 Tage mit Medium (Kontrolle), SN (80%) oder mit
Kombinationen aus IL-2, IL-4, TNF-a und IFN-y (jeweils in einer Konzentration von 10 ng/ml) kultiviert.
Anschlieffend wurden die spindelférmigen Zellen/Gesichtsfeld ausgezahlt (A) und die Menge an sezerniertem
Kollagen | in der Zellkulturplatte mittels ELISA gemessen (B). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte +
SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3 Wells/Bedingung bzw. als Mittelwerte + SEM von Triplikaten eines
Zellkulturansatzes. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrolle bestimmt. p<0,05 (*), p<0,01 (**)

Um das Potential der suppressiven Wirkung von T-Zell-produzierten Zytokinen naher zu
analysieren, wurde die Kombination von IL-2 und TNF-a gleichzeitig mit SN CyA oder
Gadolinium in die Kultur von isolierten CD11b" Monozyten eingesetzt. Wie bereits gezeigt
werden konnte, zeigten der Uberstand von in Gegenwart von Cyclosporin A aktivierten
CD4" T-Zellen und Gadolinium in einer Konzentration von 10 uM eine starke
stimulatorische Wirkung auf die Differenzierung von Fibrozyten aus ihren monozytaren
Vorlaufern. Es zeigte sich, dass eine gleichzeitige Gabe von IL-2 und TNF-a die
Ausbildung von Fibrozyten auch in Anwesenheit von wirkungsvollen Aktivatoren der
Fibrozytenentwicklung wie SN CyA oder Gadolinium nahezu vollstédndig verhinderte und

sich keine spindelférmigen Zellen ausbildeten (Abb. 24).
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Abb. 24: Die suppressive Wirkung von IL-2 und TNF-a auf die Differenzierung von Fibrozyten. CD11b
Monozyten wurden fir 14 Tage mit Medium (Kontrolle), 10 yM Gadolinium und SN CyA (80%) alleine oder in
Kombination mit IL-2 und TNF-a kultiviert. Anschlieend wurden die spindelférmigen Zellen/Gesichtsfeld
ausgezahlt. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte £+ SEM aus 3 Gesichtsfeldern von 3 Wells/Bedingung.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrolle bestimmt. p<0,01 (**)
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Fasst man diese Erkenntnisse zusammen, supprimiert die Kombination von IL-2 und TNF-
a aulerst wirksam die Entwicklung von Fibrozyten aus deren monozytaren

Vorlauferzellen.

3.5 IL-2 und TNF-a vermindern die Zahl der Fibrozyten und den
Umfang einer Nierenfibrose in vivo

Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse, die in vitro zur Entwicklung von Fibrozyten aus
ihren monozytaren Vorlauferzellen erlangt wurden, stellte sich die Frage, welchen Einfluss
T-Zellen und von ihnen produzierte Faktoren auf die Differenzierung von Fibrozyten in
vivo und deren Rolle bei Organfibrosen nehmen. Zu diesem Zweck wurde das Modell der
einseitigen Ureterligatur (unilateral ureteral obstruction, UUQO) in Mausen etabliert. Hierbei
wird durch das Abbinden eines Harnleiters in C57BL/6 Mausen eine renale Fibrose
induziert. Es entwickelt sich in der Niere infolge des Harnstaus eine Hydronephrose mit
progressiver Dilatation des Nierenbeckens und Schwund des Nierenparenchyms.
Weiterhin kommt es zu einer Einlagerung von extrazellularen Matrixkomponenten im
Nierenkortex und einer vermehrten Ansammlung kollagen |-produzierender Zellen in der
Niere (87-89). Am Tag 7 nach der Krankheitsinduktion wurden die fibrotische Niere (UUO
Niere), die gegenseitige Niere als interne Kontrolle (Kontrollniere) und die Milz
entnommen und auf infiltrierende Fibrozyten hin untersucht. Hierfur wurde durch einen
Verdau mit Kollagenase Typ | eine Einzelzellsuspension hergestellt, die im
Durchflusszytometer untersucht wurde. Fur die Identifizierung der Fibrozyten wurden die
gesamten Nierenzellen mit Antikdrpern gegen CD45, CD11b und Kollagen | gefarbt. Die
Farbung mit einem Isotyp-Kontrollantikdrper bestatigte die Spezifitdt der intrazellularen
Farbung fur Kollagen | (Abb. 25 A). Auf diese Weise konnten in den UUO Nieren deutlich
mehr CD45", Kollagen I* Zellen als in der gegenseitigen Niere oder der Milz
nachgewiesen werden. Die CD11b*, CD45", Kollagen I Zellen wurden hierbei als Prozent
der gesamten CD45" infiltrierenden Zellen dargestellt (Abb. 25 B).
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Abb. 25: Nachweis von Fibrozyten in der fibrotischen Niere im Modell der einseitigen Ureterligatur
mittels FACS-Analyse. Am Tag 7 nach Induktion einer einseitigen Ureterligatur in C57BL/6 Mausen wurden
Einzelzellsuspensionen der ligierten Niere (UUO Niere), der gegenseitigen Kontrollniere und der Milz durch
Antikérperfarbung auf die Expression von CD45 und CD11b auf der Oberflaiche und intrazellular auf die
Expression von Kollagen | im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle im Durchflusszytometer untersucht. Dargestellt
sind reprasentative FACS-Plots von CD45" und Kollagen I* Fibrozyten in der UUO- und Kontrollniere (A) und
die Zahl der CD45", CD11b", Kollagen I* Fibrozyten als Prozent aller infiltrierenden CD45" Zellen in der UUO
Niere, der Kontrollniere und der Milz (B). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 5 Tieren.
Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrollniere bestimmt. p<0,05 (*)

In der fibrotischen UUO Niere bildeten die Fibrozyten 6,72 % aller infiltrierender CD45"

Zellen, wohingegen die Fibrozyten nur 2,95 % in der gegenseitigen Kontrollniere und 0,41
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% in der Milz der gesamten CD45" Zellen ausmachten. Die Population der Fibrozyten
stellte in der UUO Niere 0,5 % der gesamten Zellen und in der Kontrollniere 0,05 % der

gesamten Zellen, die in der Durchflusszytometrie detektiert wurden.

Infolge der weitlaufigen Verteilung von Kollagen | in der UUO Niere war es nicht moglich,
deutlich doppeltpositive CD45", Kollagen I" Zellen mittels Immunhistologie nachzuweisen.
Um jedoch die Expression von Kollagen | in CD45" Zellen der Niere nachzuweisen,
wurden CD45" Zellen aus UUO-, Kontrollnieren und Milzen isoliert. Hierfiir wurden eine
einseitige Ureterligatur an Ratten durchgefiihrt und diesen am Tag 10 nach der Operation
die beiden Nieren und die Milz enthommen. AnschlieRend wurden mit magnetischen
Microbeads gegen CD45 die Zellen angereichert und daraufhin mit Hilfe des FACS-
sortings CD45" Zellen sauber isoliert (Abb. 26).
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Abb. 26: Kontrolle der Aufreinigung von CD45" Zellen aus einer UUO Niere von Ratten. Am Tag 10 nach
Induktion einer UUO bei Lewis-Ratten (n=4) wurden aus Einzelzellsuspensionen von ligierten Nieren (UUO
Nieren), gegenseitigen Kontrollnieren und Milzen CD45" Zellen isoliert. Die Aufreinigung wurde durch Farbung
von CD45 auf der Oberflache vor der Aufreinigung (vorher), nach Anreicherung durch magnetische
Microbeads (nach Beads) und nach der anschlieRenden Zellsortierung am FACS-sort (nach FACS-sort)
durchflusszytometrisch kontrolliert. Dargestellt sind reprasentative FACS-Plots einer UUO-Niere.

Der Gehalt an Kollagen I-mRNA dieser so isolierten CD45" Zellen der fibrotischen UUO-
Niere, der Kontrollniere und der Milz wurde mittels real-time RT-PCR quantifiziert. CD45"
Zellen, die aus der abgebundenen Niere isoliert wurden, exprimierten viermal mehr
Kollagen I-mRNA als CD45" Zellen der gegenseitigen Niere oder der Milz (Abb. 27).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Fibrozyten in der UUO Niere vorhanden sind

und eindeutig in der Durchflusszytometrie nachweisbar sind.
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Abb. 27: Expression von Kollagen | mRNA in CD45" Zellen aus Rattennieren. Nach Aufreinigung von
CD45" Zellen aus ligierten Nieren (UUO Nieren), gegenseitigen Kontrollnieren und Milzen von Lewis-Ratten
am Tag 10 nach UUO-Induktion wurde die mRNA isoliert und die Expression von Kollagen I-mRNA mittels
quantitativer real-time RT-PCR gemessen. mRNA-Level wurden zu GAP-DH normalisiert. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte £+ SEM von 4 Tieren. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrollniere
ermittelt. p<0,01 (**)

Nach dem eindeutigen Nachweis von Fibrozyten in einer fibrotischen Niere infolge einer
UUO wurde in 8-10 Wochen alten weiblichen C57BL/6 Mausen eine Nierenfibrose durch
eine einseitige Ureterligatur induziert. Vom Tag 0 bis zum Tag 6 nach der UUO erhielten
diese Tiere zweimal taglich mit einer subkutanen Injektion je 500 ng IL-2 und TNF-a (n=5)
oder PBS als Kontrolle (n=5). Am Tag 7 wurden wiederum die beiden Nieren und die Milz
entnommen und eine Einzelzellsuspension dieser Organe mit dem Durchflusszytometer
auf infiltrierende Fibrozyten hin untersucht (Abb. 28 A). Dabei wurden in den
abgebundenen Nieren von IL-2 und TNF-a behandelten Mausen weniger CD45", CD11b",
Kollagen |" Fibrozyten detektiert als in den UUO Nieren von PBS behandelten
Kontrolimausen (Abb. 28 B). Der prozentuale Anteil an Fibrozyten an den infiltrierenden
CD45" Zellen reduzierte sich durch die Gabe von IL-2 und TNF-a von 7,25 % in den
fibrotischen Nieren der Kontrolltiere auf 4,89 % in denen der behandelten Tiere. Die
Fibrozyten stellen damit nach der Behandlung mit IL-2 und TNF-a nur noch 0,25 %

gesamten Nierenzellen.
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Abb. 28: Reduktion der Fibrozytenzahl in der ligierten Niere von Mausen nach Behandlung mit IL-2
und TNF-a. C57BL/6 Mause wurden von Tag 0-6 nach Induktion einer Fibrose durch eine einseitige
Ureterligatur mit IL-2 und TNF-a oder PBS als Kontrolle behandelt (n = 5 pro Gruppe). Am Tag 7 wurden die
ligierten Nieren (UUO Nieren), die gegenseitigen Kontrollnieren und die Milzen entnommen und im
Durchflusszytometer auf die Expression von CD45 und CD11b auf der Oberflache und von Kollagen |
intrazellular untersucht. Eine intrazellulare Farbung mit Kaninchen IgG diente als Isotyp-Kontrolle. Dargestellt
sind reprasentative FACS-Plots von CD45" Kollagen I" Fibrozyten in UUO Nieren der beiden Gruppen (A) und
die Zahl der CD45", CD11b", Kollagen I" Fibrozyten als Prozent aller infiltrierenden CD45" Zellen in der UUO
Niere, der Kontrollniere und der Milz von IL-2 + TNF-a behandelten UUO-Mausen (weil’e Balken) und PBS-
Kontrolltieren (schwarze Balken; B). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 5 Tieren und
reprasentativ flir 3 unabhangige Experimente. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrollgruppe
bestimmt. p<0,05 (*)
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Weiterhin wurde die Expression von Kollagen I-mRNA mit real-time RT-PCR quantifiziert.
Hierfir wurde Gesamt-RNA aus den beiden Nieren und der Milz beider Gruppen isoliert
und in cDNA umgeschrieben. In den UUO Nieren der IL-2 und TNF-a behandelten Mause
wurde deutlich weniger Kollagen I-mRNA exprimiert als in denen der Kontrollgruppe (Abb.
29). Der mRNA-Spiegel an Kollagen | reduzierte sich in den UUO-Nieren der behandelten
Mause um ein Drittel im Vergleich zu den UUO-Nieren der Kontrolltieren. Dagegen wurde
die Zahl der Fibrozyten oder der Kollagen I-mRNA Spiegel durch die Behandlung mit IL-2
und TNF-a in der gegenseitigen Niere und der Milz kaum beeinflusst (Abb. 28, 29).
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Abb. 29: Reduktion der Kollagen | mMRNA-Expression in ligierten Nieren von Mausen nach Behandlung
mit IL-2 und TNF-a. C57BL/6 Mause wurden von Tag 0-6 nach Induktion einer Fibrose durch eine einseitige
Ureterligatur mit IL-2 und TNF-a oder PBS als Kontrolle behandelt (n = 5 pro Gruppe). Am Tag 7 wurden die
ligierten Nieren (UUO Nieren), die gegenseitigen Kontrollnieren und die Milzen entnommen und RNA isoliert.
Die Untersuchung der Kollagen | mRNA-Expression erfolgte mittels real-time RT-PCR. mRNA-Level wurden
auf GAP-DH normalisiert. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 15 Tieren von drei
unabhangigen Experimenten. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrollgruppe bestimmt.
p<0,05 (*)

Des Weiteren wurden Kryoschnitte der UUO-Nieren der beiden Gruppen angefertigt und
immunhistochemisch auf Kollagen | hin untersucht. Durch die Farbung mit einem
spezifischen Antikdrper gegen Kollagen | konnte die Ablagerung der extrazellularen
Matrixkomponente in der fibrotischen Niere sichtbar gemacht werden (Abb. 30 A, B) und
die gefarbte Flache pro Gesichtsfeld mit Hilfe einer speziellen Software am Computer
quantifiziert werden (Abb. 30 C). Die angefarbte Flache von Kollagen | war dabei in den

mit IL-2 und TNF-a behandelten Tieren deutlich verringert.
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Abb. 30: Reduktion der Kollagen I-Ablagerung in ligierten Nieren von Mausen nach Behandlung mit IL-
2 und TNF-a. C57BL/6 Mause wurden von Tag 0-6 nach Induktion einer Fibrose durch eine einseitige
Ureterligatur mit IL-2 und TNF-a oder PBS als Kontrolle behandelt (n = 5 pro Gruppe). Am Tag 7 wurden die
ligierten Nieren (UUO Nieren) entnommen. AnschlieRend wurden Kryoschnitte der fibrotischen Nieren
angefertigt und Kollagen | immunhistochemisch angefarbt. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte aus
Kollagen I-gefarbten (rot) UUO Nieren von PBS-behandelten Kontrolltieren (A) und IL-2 + TNF-a behandelten
Tieren (B) in einer 200-fachen VergrofRerung. Die rot gefarbte Flache wurde quantifiziert (C). Die Werte sind
angegeben als Mittelwerte + SEM aus 5 Gesichtsfeldern/Schnitt von 5 Tieren und sind reprasentativ fir 3
unabhangige Experimente. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur Kontrollgruppe bestimmt. p<0,05

(")

Zudem wurde die Expression von Kollagen | in den UUO Nieren auf Proteinebene mittels
Western-Blot Uberpriift. Hierfir wurden Gesamtzelllysate der fibrotischen Nieren von
behandelten und Kontrolltieren verwendet. Der Nachweis wurde mit verschiedenen
spezifischen Antikdrpern flr Kollagen | durchgefiihrt, wobei ein monoklonaler Antikérper
von Santa Cruz am besten geeignet war. Damit konnte eine deutliche Bande fiir Kollagen
| bei der erwarteten MolekilgréRe von 70 kDa detektiert werden (Abb. 31 A). Die
Quantifizierung der Kollagen I-Expression, die zur Expression des Haushaltsgens GAP-

DH relativiert wurde, zeigte eine verminderte Menge an Kollagen | in den UUO Nieren der
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mit IL-2 und TNF-a behandelten Tieren verglichen mit den Nieren der PBS-Gruppe (Abb.
31 B).
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Abb. 31: Reduktion der Kollagen | Proteinexpression in ligierten Nieren von Mausen nach Behandlung
mit IL-2 und TNF-a. C57BL/6 M&use wurden von Tag 0-6 nach Induktion einer Fibrose durch eine einseitige
Ureterligatur mit IL-2 und TNF-a oder PBS als Kontrolle behandelt (n = 5 pro Gruppe). Am Tag 7 wurden die
ligierten Nieren (UUO Nieren) entnommen. Der Proteinnachweis erfolgte aus Lysaten von UUO Nieren von
PBS-behandelten Kontrolltieren und IL-2 + TNF-a behandelten Tieren mittels Western-Blot. Als Kontrolle von
Proteinmenge und Proteintransfer beim Blotten vom Gel auf die Membran wurde diese mit GAP-DH
reinkubiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis aus 2 Versuchen (A). Die Proteinexpression von
Kollagen | wurde aus der Intensitdt der Banden im Vergleich zu den GAP-DH-Banden gemessen (B). Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM aus 5 Tieren. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur
Kontrollgruppe ermittelt. p<0,05 (*)

Die Behandlung von Mausen mit IL-2 und TNF-a fuhrte zu einer deutlichen Verminderung
der Fibrozytenzahl, der Kollagen I-mRNA und der Ablagerung von Kollagen | in der
abgebundenen Niere. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass IL-2 und TNF-a auch
in vivo die Entwicklung von Fibrozyten unterdriicken und die Ablagerung von Kollagen |
und damit die Nierenfibrose im Modell der einseitigen Ureterligatur zum Teil vermindern

kbnnen.
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3.6 Einfluss von CD4" T-Zellen auf Fibrozyten in vivo

Aufgrund unserer in den Zellkulturversuchen gewonnenen Erkenntnisse konnten wir
feststellen, dass nicht-aktivierte CD4" T-Zellen, nicht aber CD19" B-Zellen fir die
Entwicklung von reifen Fibrozyten aus ihren Vorlauferzellen eine Rolle spielen. Die in
vitro-Depletion von CD4" T-Zellen fiihrte zu einem stark verminderten Auswachsen von
spindelférmigen Fibrozyten aus murinen Splenozyten. Weiterhin konnte die
Differenzierung von Fibrozyten durch die Zugabe von aufgereinigten unstimulierten CD4"
T-Zellen zu isolierten Monozyten deutlich verstarkt werden. Um diesen Einfluss von nicht-
aktivierten CD4" T-Zellen auf die Entwicklung von Fibrozyten in vivo naher zu
untersuchen, wurde in CB-17 SCID-Mausen (n=6, Kontrolle n=6) eine renale Fibrose
durch eine einseitige Ureterligatur induziert. Diesen Tieren fehlen infolge eines
hereditaren DNA-Rekombinasedefektes reife T- und B-Zellen. Als Wildtypkontrolle dienten
Balb/c-Mause. Sieben Tage nach der Fibroseinduktion wurden beiden Gruppen die
beiden Nieren enthommen und Einzelzellsuspensionen hergestellt, um diese
durchflusszytometrisch auf infiltrierende CD45", Kollagen I" Fibrozyten zu untersuchen
(Abb. 32 A). Dabei konnte festgestellt werden, dass die Zahl der eingewanderten
Fibrozyten in den fibrotischen Nieren der CD4" defizienten SCID-Mause deutlich niedriger
lag als in den Wildtypkontrollen (Abb. 32 B).
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Abb. 32: Einfluss von CD4" T-Zellen auf Fibrozyten in vivo. Am Tag 7 nach Induktion einer renalen
Fibrose durch eine einseitige Ureterligatur in Balb/c Wildtypmé&usen und T-Zell-defizienten CB-17 SCID-
Mausen wurden die fibrotische Niere (UUO Niere) und die gegenseitige Kontrollniere entnommen und
Einzelzellsuspensionen im Durchflusszytometer auf die Expression von CD45 und CD11b auf der Oberflache
und von Kollagen | intrazellular analysiert. Intrazellular wurde Kaninchen IgG als Isotyp-Kontrolle mitgefarbt.
Dargestellt sind reprasentative FACS-Plots von CD45" Kollagen I* Fibrozyten in den UUO-Nieren von Wildtyp-
und SCID-M&usen (A) und die Zahl der CD45", CD11b", Kollagen I" Fibrozyten als Prozent aller infiltrierenden
CD45" Zellen in der UUO Niere und der Kontrollniere von Wildtyp-Tieren (schwarze Balken) und SCID-Tieren
(weille Balken; B). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 6 Tieren. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden zur Wildtypgruppe bestimmt. p<0,05 (*)

Der prozentuale Anteil der Fibrozyten an den einwandernden CD45" Leukozyten in den
fibrotischen Nieren der SCID-Mause machte dabei 2,03 % im Vergleich zu 2,98 % in den
Wildtyp-Nieren aus. Die Fibrozyten stellten dabei 0,08 % der gesamten Nierenzellen im
Gegensatz zu 0,14 % in den Wildtypkontrollen. Die immunhistochemische Untersuchung
der Kryoschnitte von UUO-Nieren der SCID-Tiere zeigte zudem eine geringere Kollagen |-
Anfarbung als die UUO-Schnitte von Wildtyp-Tieren (Abb. 33 A, B). Die Quantifizierung
der gefarbten Flachte auf den Schnitten ergab eine um 2/3 verminderte Kollagen I-
Ablagerung in den CD4" defizienten SCID-Tieren im Vergleich zu den Wildtypen (Abb. 33
C). Aufgrund dieser Daten kann den CD4" T-Zellen eine Schlisselrolle bei der

Differenzierung der Fibrozyten in vitro und in vivo zugesprochen werden.

87



Ergebnisse

— —
[ n
=) =]
1 1

[=1] w
=1 =1
L L

[ 42 ]
=
1

=
1

% Kollagen | Fliche/Gesichtsfeld

Wildtyp SCID

Abb. 33. Einfluss von CD4+ T-Zellen auf die Kollagen I-Ablagerung. Am Tag 7 nach Induktion einer
renalen Fibrose durch eine einseitige Ureterligatur in Balb/c Wildtypmausen und T-Zell-defizienten CB-17
SCID-Mausen wurden die fibrotischen Nieren (UUO Niere) entnommen. AnschlieBend wurden Kryoschnitte
dieser fibrotischen Nieren angefertigt und Kollagen | immunhistochemisch angefarbt. Dargestellt sind
reprasentative Ausschnitte aus Kollagen I-gefarbten (rot) UUO Nieren von Wildtyp- (A) und SCID-Tieren (B) in
einer 200-fachen VergréRRerung. Die rot gefarbte Flache wurde quantifiziert (C). Die Werte sind angegeben als
Mittelwerte + SEM aus 5 Gesichtsfeldern/Schnitt von 6 Tieren. Statistisch signifikante Unterschiede wurden
zur Kontrollgruppe bestimmt. p<0,05 (*)

3.7 Einfluss von Cyclosporin A und Rapamycin auf Fibrozyten und
Nierenfibrose in vivo

Im Zellkulturmodell konnte deutlich gezeigt werden, dass der Calcineurin-Inhibitor
Cyclosporin A aktivierte T-Zellen zur Freisetzung von Faktoren anregt, die die
Differenzierung von Fibrozyten aus ihren Vorlauferzellen stimulieren. Um das
Einflussvermogen von Cyclosporin A auf die Entwicklung von Fibrozyten in vivo und deren
Rolle bei der renalen Fibrose zu untersuchen, wurde wie bereits beschrieben an
weilblichen C57BL/6 Mausen eine einseitige Ureterligatur durchgefiihrt, um eine

Nierenfibrose mit infiltrierenden Fibrozyten zu induzieren. Den Mausen wurde vom Tag 0
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bis zum Tag 6 nach der UUO té&glich intraperitoneal 10 mg/kg Cyclosporin A (gel6st in
Olivendl) verabreicht. Zum Vergleich wurden weitere UUO-Mause mit 1,5 mg/kg
Rapamycin in Olivendl behandelt. Der mTOR-Inhibitor zeigte in der Zellkultur keine
stimulatorische, sondern vielmehr eine inhibitorische Wirkung auf Monozyten und deren
Differenzierung in reife Fibrozyten. Einer dritten Gruppe von UUO-M&usen wurde reines
Olivendl als Vehikelkontrolle verabreicht. Drei Stunden spater wurde allen Tiere 10 ug
eines anti-CD3 Antikorpers appliziert, um eine polyklonale T-Zellaktivierung wie unter in
vitro-Bedingungen zu erreichen. Die durchflusszytometrische Messung von
Einzelzellsuspensionen der fibrotischen Nieren zeigte eine deutlich vermehrte Zahl an
CD45" Kollagen I" Fibrozyten in den UUO Nieren von Cyclosporin A-behandelten Tieren
im Vergleich zur Vehikelkontrolle (Abb. 34 A). Der Anteil an CD11b", CD45", Kollagen I*
Fibrozyten an den infiltrierenden CD45" Zellen betrug in der Gruppe mit Cyclosporin A-
Applikation 7,87 % im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 4,78 % der infiltrierenden Zellen
(Abb. 34 B).
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Abb. 34: Einfluss von Cyclosporin A und Rapamycin auf die Zahl der Fibrozyten in der ligierten Niere.
C57BL/6 Mause wurden von Tag 0-6 nach Induktion einer einseitigen Ureterligatur mit 10 pg eines
Antikorpers gegen CD3 zur polyklonalen Aktivierung von T-Zellen und Cyclosporin A (10 mg/kg), Rapamycin
(1,5 mg/kg) oder Olivendl als Vehikelkontrolle behandelt (n=5 pro Gruppe). Am Tag 7 wurden
Einzelzellsuspensionen der ligierten Nieren (UUO Nieren) durchflusszytometrisch auf die Expression von
CD45 und CD11b auf der Oberflache und von Kollagen | intrazellular im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle
untersucht. Dargestellt sind reprasentative FACS-Plots von CD45" Kollagen I Fibrozyten in den UUO-Nieren
der drei Behandlungsgruppen (A) und die Zahl der CD45" CD11b" Kollagen I* Fibrozyten als Prozent aller
infiltrierenden CD45" Zellen in den UUO-Nieren (B). Die Werte sind angegeben als Mittelwerte + SEM aus 5
Tieren. Statistisch signifkante Unterschiede wurden zur Kontrollgruppe und zur Cyclosporin A-Gruppe
bestimmt. p<0,05 (*)

Die Behandlung mit Cyclosporin A resultierte auch in einer erhéhten Expression von
Kollagen | auf mMRNA-Ebene in der abgebundenen Niere. Die Quantifizierung der Kollagen
I-mRNA Spiegel mittels real-time RT-PCR zeigte eine Verdreifachung des Kollagen I-
mRNA in den UUO Nieren der Cyclosporin A behandelten Mause (Abb. 35).
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Abb. 35: Steigerung der Kollagen | mRNA-Expression in der ligierten Niere nach polyklonaler T-
Zellaktivierung und Behandlung mit Cyclosporin A. C57BL/6 Mause wurden von Tag 0-6 nach Induktion
einer einseitigen Ureterligatur mit 10 pg eines Antikdrpers gegen CD3 zur polyklonalen Aktivierung von T-
Zellen und Cyclosporin A (10 mg/kg), Rapamycin (1,5 mg/kg) oder Olivendl als Vehikelkontrolle behandelt
(n=5 pro Gruppe). Die Untersuchung der Kollagen | mRNA-Expression erfolgte nach der Organentnahme am
Tag 7 in den UUO Nieren mittels real-time RT-PCR. mRNA-Levels wurden auf GAP-DH normalisiert. Die
angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM aus 5 Tieren. Statistisch signifikante Unterschiede wurden zur
Kontrollgruppe und zur Cyclosporin A-Gruppe ermittelt. p<0,01 (**)

Die Applikation von Cyclosporin A flihrte zudem zu einer deutlichen Verstarkung der
Fibrose, die sich in einer erhéhten Bildung von Kollagen | zeigte. Dieses wurde
immunhistochemisch in Schnitten der fibrotischen Nieren angefarbt (Abb. 36 A, B, C) und
anschlielRend quantifiziert (Abb. 36 D). Hierbei konnte eine Verdoppelung der Kollagen |-
Bildung in den Cyclosporin A behandelten Mausen im Vergleich zu den Vehikelkontrollen
nachgewiesen werden. Die Verabreichung von Rapamycin dagegen zeigte keine
eindeutigen Veranderungen der Zahl der Fibrozyten oder des Kollagen I-mRNA Spiegels
im Vergleich zur Kontrolle. Auch der Grad der Fibrose der Rapamycin behandelten Mause

glich nahezu dem der Kontrolltiere.
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Abb. 36: Steigerung der Kollagen | Ablagerungen in der ligierten Niere nach polyklonaler T-
Zellaktivierung und Behandlung mit Cyclosporin A. C57BL/6 Mause wurden von Tag 0-6 nach Induktion
einer einseitigen Ureterligatur mit 10 pg eines Antikdrpers gegen CD3 zur polyklonalen Aktivierung von T-
Zellen und Cyclosporin A (10 mg/kg), Rapamycin (1,5 mg/kg) oder Olivendl als Vehikelkontrolle behandelt
(n=5 pro Gruppe). Immunhistochemisch wurde Kollagen | in Kryoschnitten von UUO Nieren nach der
Organentnahme am Tag 7 angefarbt. Dargestellt sind reprasentative Ausschnitte aus Kollagen I-geféarbten
(rot) UUO Nieren von Kontrolltieren (A) und Cyclosporin A- (B) bzw. Rapamycin-behandelten Tieren (C) in
einer 200-fachen VergréRerung. Die rot gefarbte Flache wurde quantifiziert (D). Die angegebenen Werte sind
Mittelwerte + SEM aus 5 Gesichtsfeldern/Schnitt von 5 Tieren. Statistisch signifikante Unterschied wurden zur
Kontrollgruppe und zur Cyclosporin A-Gruppe ermittelt. p<0,05 (*), p<0,01 (**)
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Diese Ergebnisse belegen, dass die Aktivierung von CD4" T-Zellen in Gegenwart von
Cyclosporin A die Entwicklung von Fibrozyten und die Expression von Kollagen | in der

Niere begunstigt.
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4. Diskussion

Die zellulare Herkunft von Fibrozyten und Bedingungen, die eine Entwicklung von
Fibrozyten in Kultur unterstitzen oder vermindern, wurden bisher hauptsachlich in
Zellkultursystemen mit humanen Zellen untersucht. Zudem existieren bisher nur wenige
Daten zur Differenzierung von Fibrozyten in vivo. Aus diesem Grund haben wir im
Mausmodell untersucht, welche Zellen die Fahigkeit besitzen, sich in reife Fibrozyten zu
entwickeln und welche Faktoren oder Signale diese Differenzierung in vitro und in vivo

beeinflussen und regulieren kénnen.

Wie aus bereits bekannten Studien hervorgeht, ist die Identifizierung von Fibrozyten in
fibrotischem Gewebe und Organen schwierig und es gibt keine einheitliche Strategie
dafiir. In dieser Arbeit wurde mit einer Reihe sich erganzender Methoden wie der
Durchlichtmikroskopie, der Durchflusszytometrie, RT-PCR und der Detektion von
intrazelluldarem und sezerniertem Kollagen | mit Hilfe der ELISA Technik versucht,
Fibrozyten zu identifizieren und ihre Expression von Kollagen | zu bestatigen. Die
Durchflusszytometrie mit der extrazelluldaren Anfarbung von CD45 und einer
intrazellulédren Farbung von Kollagen | zeigte sich dabei als eine sehr zuverlassige und
reproduzierbare Methode, um Fibrozyten in Einzelzellsuspensionen nachzuweisen. So
konnten wir in verschiedenen Depletionsversuchen und mit Hilfe isolierter Zellen zeigen,
dass auch in der Maus monozytare Zellen die Vorlaufer fur reife Fibrozyten darstellen.
Eine in vitro-Depletion von CD11b, CD16/32 oder CD115 exprimierenden Zellen aus der
Gesamtheit der Splenozyten verhinderte das Auswachsen von CD45", Kollagen I*
Fibrozyten aus murinen Milzzellen nahezu vollstandig. Dabei handelt es sich bei CD11b,
CD16/32 und CD115 um fiur Monozyten charakteristische Oberflachen-Antigene. Der M-
CSF-Rezeptor CD115 ist dabei wohl der spezifischste Marker fir Monozyten in der Maus.
Das verringerte Auswachsen von Fibrozyten nach einer Depletion von Gr-1" Zellen zeigt,
dass auch Gr-1" Monozyten, fur die bekannt ist, dass sie sich u. a. in Entziindungsherden
ansammeln (23-25), die Fahigkeit besitzen, sich in Fibrozyten zu differenzieren. Im Modell
einer renalen Fibrose infolge einer einseitigen Ureterligatur konnte im fibrotischen
Nierengewebe eine deutliche Anhaufung von Monozyten und Makrophagen in einer
Studie mit T-Zell-defizienten SCID-Mausen gezeigt werden (90). Diese starke Infiltration
von Monozyten und Makrophagen wird haufig in der sog. ,Induzierungsphase“ einer

tubulo-interstitiellen Nierenfibrose beschrieben (2;91-93).
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Den CD4" T-Zellen wurde bereits beim Menschen eine unterstiitzende Rolle bei der
Differenzierung von Fibrozyten zugeschrieben (16). Diesen Effekt konnten wir auch fur die
Maus bestatigen. Eine Depletion von CD4" T-Zellen flihrte zu einem nahezu vollstandigen
Ausbleiben der Entwicklung von Fibrozyten in der Kultur von murinen Milzzellen.
Weiterhin resultierte die Kultur von aufgereinigten Monozyten in einem variablen
Auswachsen einer geringen Zahl von Fibrozyten. Die Zugabe von CD4" T-Zellen, die
vorher keiner spezifischen Stimulation unterlagen, unterstiitzte die Entwicklung von
Fibrozyten aus ihren Vorlufern deutlich. Durch den Uberstand von unstimulierten CD4*
T-Zellen konnte dagegen die Entwicklung von Fibrozyten in keiner Weise gesteigert
werden. Dies deutet darauf hin, dass ein direkter Zellkontakt zwischen CD4" T-Zellen und
den Vorlauferzellen von Fibrozyten notwendig ist. Die Anwesenheit von CD4" T-Zellen
unterstitzt nicht nur die Differenzierung von Fibrozyten in vitro, sondern steigert auch die
Zahl der Fibrozyten im Modell der einseitigen Ureterligatur, wie wir mit Hilfe T-Zell-

defizienter SCID-Mause zeigen konnten.

Der Uberstand aktivierter CD4" T-Zellen hat einen ausgesprochen deutlichen Einfluss auf
die Fibrozyten. Die polyklonale Aktivierung von CD4" T-Zellen in Abwesenheit von
Calcineurin-Inhibitoren flihrte zu einer Freisetzung l6slicher Faktoren, die die
Differenzierung von Monozyten in reife Fibrozyten nahezu vollstandig verhinderten,
wahrend die Aktivierung von T-Zellen in Gegenwart von Calcineurin-Inhibitoren den
gegenteiligen Effekt aufzeigte und zu einer verstarkten Entwicklung von Fibrozyten flihrte.
Wir konnten die inhibitorischen Faktoren mit Hilfe einer grol3en Palette an monoklonalen
Antikorpern gegen T-Zell-sekretierte Zytokine identifizieren. Dabei konnte nur bei der
gleichzeitigen Blockade von vier Zytokinen in den inhibitorischen Uberstéanden, namlich
IL-2, IL-4, TNF-a und IFN-y ein Auswachsen von Fibrozyten wieder beobachtet werden.
Die Blockade von drei dieser Zytokine im T-Zelluberstand fihrte nur zu einem marginalen
Wieder-Auswachsen der Fibrozyten. Umgekehrt konnte die gleichzeitige Zugabe
rekombinanter Zytokine, namlich IL-2, IL-4, TNF-a und IFN-y das Auswachsen der
Fibrozyten ebenso wie der Uberstand aktivierter T-Zellen verhindern. Wahrend die
Applikation einzelner Zytokine nur mafige inhibitorische Wirkung zeigte, konnte durch
verschiedene Kombinationen, dabei im Speziellen die Kombinationen aus IL-2 mit TNF-q,
IL-4 oder IFN-y das Auswachsen von Fibrozyten nahezu vollstandig verhindert werden.
Dies deutet an, dass die funktionale Blockade von Zytokinen mit Antikbrpern, die in einer
Konzentration von 20 pg/ml verwendet wurden, entweder nicht vollstandig war oder, was
wahrscheinlicher ist, der Uberstand aktivierter CD4* T-Zellen weitere inhibitorische

Zytokine enthalt, die ihre Wirkung nur in Zusammenhang mit aktivem IL-2, IL-4, TNF-a
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oder IFN-y zeigen. Was die Wirkungsweise von einzelnen Zytokinen auf die Entwicklung
von reifen Fibrozyten betrifft, haben sich aber auch Unterschiede zwischen Mensch und
Maus aufgezeigt. So wird IL-4 beim Menschen als ein Zytokin beschrieben, das die
Entwicklung von reifen Fibrozyten positiv beeinflusst und die Differenzierung aus
monozytaren Vorldufern deutlich verstarkt (26), wohingegen es in der Maus keinen
Einfluss auf die Fibrozytendifferenzierung zu haben scheint. In Kombination mit weiteren
Zytokinen kann es sogar ein Auswachsen von Fibrozyten stark vermindern. In Kulturen
mit humanen Fibrozyten scheint TNF-a die Freisetzung von verschiedenen Chemokinen
und Wachstumsfaktoren zu stimulieren (28). Es zeigt dabei allerdings keinerlei Einfluss
auf die Proliferation der Fibrozyten (28). Im Gegensatz dazu zeigt TNF-a in Kombination
mit anderen Zytokinen eine stark suppressive Wirkung auf die Entwicklung von murinen
Fibrozyten aus ihren Vorlaufern. IL-13 steigert dagegen sowohl im Mensch wie in der
Maus die Kollagen I-Produktion (26). Dariberhinaus zeigte IFN-y sowohl beim Menschen
als auch in der Maus inhibitorische Eigenschaften, was die Differenzierung von Fibrozyten

aus ihren Vorlaufern betrifft (26).

Die Kombination aus den beiden Zytokinen IL-2 und TNF-a verhinderte das Auswachsen
von Fibrozyten sogar, wenn die Differenzierung der Fibrozyten mit Gadolinium oder dem
Uberstand aktivierter CD4" T-Zellen, der in Gegenwart von Cyclosporin A generiert wurde,
stimuliert worden ist. Dies deutet darauf hin, das IL-2 und TNF-a dominante Inhibitoren
der Fibrozytendifferenzierung sind. Die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen
wahrend einer akuten Immunantwort und im Rahmen normaler Wundheilung mag wohl
eine ,restitutio ad integrum®, also das vollstandige Ausheilen der Krankheit ohne die

Bildung einer Fibrose bewirken und somit die normale Organfunktion wiederherstellen.

Eine anhaltende subakute Aktivierung von T-Zellen oder die Aktivierung von T-Zellen in
Anwesenheit von Calcineurin-Inhibitoren wird bekannterweise mit dem Auftreten einer
Fibrose assoziiert. Speziell eine Langzeittherapie mit Calcineurin-Inhibitoren und eine
wiederkehrende Folge von Abstol3ungsreaktionen in Transplantaten unter Calcineurin-
Inhibitorbehandlung steigert das Risiko einer chronischen Transplantatdysfunktion und
Fibrose wie sie haufig bei Patienten im Verlauf nach einer Nierentransplantation auftritt
(78;94;95). Die Immunsuppressiva Cyclosporin A und Tacrolimus (FK506), nicht aber der
mTOR-Inhibitor Rapamycin verstarken die Freisetzung fibrozyten-férdernder Faktoren
durch aktivierte CD4" T-Zellen. Diese Beobachtung steht in Einklang mit einigen
Berichten, die ein vermindertes Auftreten einer chronischen Transplantatnephropathie
nach einer Behandlung mit mTOR-Inhibitoren beschreiben (96-98). Wir nehmen an, dass

eine Aktivierung von T-Zellen in Gegenwart von Cyclosporin A die Freisetzung pro-
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fibrotischer Faktoren beglinstigt und die Freisetzung anti-fibrotischer Faktoren vermindert.
Diese pro-fibrotischen Faktoren zeichnen sich durch Hitzelabilitat aus und TGF-B ist Teil
dieses Zusammenspiels verschiedener pro-fibrotischer Signale. Dabei stellen Fibrozyten
moglicherweise einen neuen Angriffspunkt dar, um die Effekte dieser in Folge von

Calcineurin-Inhibitorgabe freigesetzten pro-fibrotischen Faktoren zu verringern.

Fibrozyten wurden beim Menschen u. a. in starkem Male im Krankheitsbild der
nephrogenen systemischen Fibrose (NSF) nachgewiesen. Es sind hierbei vor allem
Patienten mit starker Niereninsuffizienz betroffen. Seit einiger Zeit wird haufig Uber einen
moglichen Zusammenhang mit der Gabe von gadolinium-haltigen Kontrastmitteln
diskutiert. Aus diesem Grund haben wir die Wirkung von Gadolinium und Gd-haltigen
Kontrastmitteln auf die Fibrozytendifferenzierung untersucht. Gadolinium, eingesetzt in
einer Konzentration von 10 yM und das Kontrastmittel Magnevist®, in einer Verdiinnung
von 1:1000, scheinen dabei die optimalen Konzentration zu sein, um das Wachstum von
Fibrozyten zu beglinstigen. Gewohnlich wird Magnevist® fir NMR-Untersuchungen mit
10-20 ml verabreicht. Dies flhrt zu einer 1:1000 Verdinnung in einem extrazellularen
Flissigkeitsvolumen von 10-20 I. Obwohl die Halbwertszeit von gadolinium-haltigen
Kontrastmitteln in gesunden Patienten relativ kurz ist (ca. 90 min), verlangert sie sich in
Dialysepatienten deutlich auf mehrere Tage. Dies entspricht auch annahernd dem
Zeitraum von 14 Tagen, dem Zellen in vitro Gadolinium ausgesetzt wurden. Das
vermehrte Auswachsen von spindelférmigen Fibrozyten nach Inkubation mit Gadolinium
bestatigt so die Vermutung eines Zusammenhangs zwischen Kontrastmittel-Applikation

und NSF bei Patienten mit verminderter Nierenfunktion.

Die Identifikation von Fibrozyten in fibrotischen Organen und Geweben stellt eine gewisse
Herausforderung dar. In einer kirzlich veroéffentlichten Studie wurden transgene Mause,
die green fluorescence protein (GFP) unter der Kontrolle des Kollagen 1A1-Promotors
und eines dazugehoérigen Enhancers exprimieren, verwendet. Diese dienten als Donoren
fur Knochenmarkstransplantationen in gesunde Wildtypmause. In den knochenmarks-
chimaren Mausen wurden anschlieRend in sehr geringer Zahl GFP* Zellen in den
perivaskularen Bereichen fibrotischer Nieren 2-14 Tage nach einer einseitigen
Ureterligatur nachgewiesen. In der gegenseitigen Niere konnten keine dieser Zellen
detektiert werden (69). Die GFP* Zellen exprimierten ebenso den Pan-Leukozytenmarker
CD45 auf ihrer Oberflache und konnten so als Fibrozyten identifiziert werden. In Studien
mit Knochenmarkstransplantationen von transgenen Tieren scheint die Zahl der
Fibrozyten in der Niere unterschatzt zu werden. Mdglicherweise werden nach einer

Transplantation nicht alle Leukozyten-Subpopulationen in  gleicher Weise
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wiederhergestellt oder das Transgen wird nicht in allen Zellpopulationen vollstandig
exprimiert. In einer weiteren Arbeit konnten Fibrozyten immunhistochemisch durch eine
Doppelfarbung von CD45 und Kollagen | oder CC7 und Kollagen | in Nieren nach einer
einseitigen Ureterligatur nachgewiesen werden. Hierbei wurde die Einwanderung der
Fibrozyten in die Niere unter Abhangigkeit von CCR7 gezeigt. In der vorliegenden Arbeit
haben wir durchflusszytometrisch mit einer extrazellularen Farbung von CD45 und
intrazellularem Farben von Kollagen | Fibrozyten in Einzelzellsuspensionen, die nach
Kollagenaseverdau von fibrotischen Nieren nach einseitiger Ureterligatur hergestellt
wurden, nachgewiesen. Dabei konnten eindeutig Kollagen I Zellen in einer Subpopulation
infiltrierender CD45" Zellen in die ligierte Niere und in einem viel geringeren Mafke auch in
der gegenseitigen Niere und der Milz nachgewiesen werden. Die Expression von Kollagen
| wurde auf mMRNA-Ebene bestatigt. Dafiir wurden CD45" Zellen der fibrotischen und der
gegenseitigen Niere sowie der Milz zuerst durch magnetische Microbeads angereichert
und anschlieRend sauber mit Hilfe des FACS-sorts aufgereinigt. CD45" Zellen der
fibrotischen Niere exprimieren dabei deutlich hdhere Kollagen I-mRNA Spiegel als CD45"
Zellen der Milz oder der gegenseitigen Niere. Im Modell der einseitigen Ureterligatur
wurde daraufhin nach der Applikation von IL-2 und TNF-a untersucht, welche
Einflussmoglichkeiten diese Zytokine auf die Fibrozyten in vivo haben und ob sie ihre Zahl
und damit vielleicht den Gesamtgehalt der Fibrose in der ligierten Niere reduzieren
kénnen. Eine gemeinsame Gabe von IL-2 und TNF-a verringerte die Zahl der Fibrozyten
in der ligierten Niere beinahe um 30 %. Dies deutet darauf hin, dass die Zytokine IL-2 und
TNF-a also auch in vivo die Entwicklung der Fibrozyten beeinflussen. Parallel dazu konnte
auch ein signifikanter Rickgang der Kollagen I-Expression auf mRNA-Ebene und der
Kollagen I-Ablagerung auf Protein-Ebene in den ligierten Nieren der IL-2 und TNF-a
behandelten Tiere nachgewiesen werden. Die Korrelation der Zahl der infiltrierenden
Fibrozyten und des Grades der Fibrose scheint auf eine Beteiligung der Fibrozyten an der
Nierenfibrose in diesem Model hinzudeuten. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden,
dass IL-2 und TNF-a auch auf die Kollagen I-Produktion von Fibroblasten,

Myofibroblasten und Pericyten Einfluss nehmen.

Weiterhin haben wir in vivo untersucht, ob Cyclosporin A in Gegenwart aktivierter T-Zellen
die Entwicklung der Fibrozyten steigert. Dazu wurden Mause, die einer einseitigen
Ureterligatur unterzogen wurden, zum Einen mit Antikérpern gegen CD3 behandelt, um
eine polyklonale T-Zellaktivierung zu induzieren, und zum Anderen erhielten die Tiere
Cyclosporin A, Rapamycin oder Olivendl als Vehikelkontrolle. Ahnlich unseren in vitro-

Ergebnissen beobachteten wir eine deutlich angestiegene Zahl an CD45", Kollagen I"
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Fibrozyten und eine vermehrte Expression von Kollagen | auf mRNA-Ebene in den
fibrotischen Nieren der mit Cyclosporin A behandelten Tieren. Die Rapamycin
behandelten Tiere zeigten diese Effekte nicht. Somit kann eine Aktivierung von T-Zellen in
Anwesenheit von Cyclosporin A auch in vivo die Entwicklung von Fibrozyten positiv

beeinflussen und es kommt zu einer Verschlimmerung der Fibrose in der ligierten Niere.

Zusammenfassend konnen wir daher feststellen, dass die Differenzierung von Fibrozyten
von CD4" T-Zellen und von diesen produzierten Faktoren abhéngig ist. In der géangigen
immunsuppressiven Therapie verabreichte Medikamente verandern dabei deutlich die
Fahigkeit von CD4" T-Zellen, die Fibrozyten in ihrer Entwicklung zu unterstiitzen. Unsere
Daten erkldaren moglicherweise den Mechanismus, warum infolge von akuten im
Gegensatz zu chronischen Immunantworten, die unter Behandlung von Calcineurin-

Inhibitoren ablaufen, in unterschiedlicher Weise Organfibrosen auftreten.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Fibrozyten im Modell der einseitigen
Ureterligatur Anteil an der Kollagen I-Bildung in der renalen Fibrose haben. Die relative
Beteiligung der verschiedenen Zelltypen, die Kollagen | in der Niere produzieren kbénnen,

bleibt dabei aber weiterhin als offene Frage bestehen.
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5. Zusammenfassung

Bei einer Vielzahl von Nierenerkrankungen kommt es infolge einer chronischen
Schadigung haufig zu einer Defektheilung mit fibrotischem Gewebsumbau und
progredientem, meist irreversiblem Funktionsverlust. Die tubulo-interstitielle Nierenfibrose
ist dabei neben Tubulusatrophie und Tubulusdilatation von einer vermehrten Einlagerung
extrazellularer Matrixproteine gekennzeichnet. Diese fuhren zu einer Verdrangung der fir
die Organfunktion notwendigen, spezifischen Zellen und bedingen somit den
Funktionsverlust des gesamten Organs. Aufgrund neuerer Daten muss man davon
ausgehen, dass auch Zellen hdmatopoietischen Ursprungs, sogenannte Fibrozyten an der
Bildung dieser extrazelluldaren Matrixproteine und an der Fibroseentstehung beteiligt sind.
Diese Fibrozyten sind Kollagen Typ | produzierende Zellen, die sich unter bestimmten
Bedingungen aus Vorlauferzellen des peripheren Blutes entwickeln. Sie vereinen die
Eigenschaften von Zellen mit hamatopoietischer Herkunft durch die Expression von
Oberflachenmolekilen wie CD34 und CD45 mit denen von Zellen mesenchymalen
Ursprungs. Sie bilden ahnlich den Fibroblasten extrazellulare Matrixkomponenten wie
Kollagen | und kénnen sich zu Myofibroblasten weiterdifferenzieren. Der genaue zellulare
Ursprung der Fibrozyten ist dabei jedoch noch nicht vollstandig geklart. In einem in vitro-
Modell mit murinen Splenozyten konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sich murine
Fibrozyten aus einer Subpopulation von CD11b*, CD115%, Gr-1" Monozyten
differenzieren. Fur die Entwicklung der reifen Fibrozyten aus diesen monozytaren
Vorlauferzellen spielt die Anwesenheit von CD4" T-Zellen und von diesen produzierte
Faktoren eine entscheidende Rolle. Eine polyklonale Aktivierung der CD4" T-Zellen
induziert namlich die Freisetzung von l6slichen Faktoren, die die Differenzierung von
Fibrozyten vollstdndig hemmen. Diese Faktoren konnten als IL-2, TNF-a, IFN-y und IL-4
identifiziert werden. Die Kombination von IL-2 und TNF-a blockiert die
Fibrozytenentwicklung in vitro und vermindert zudem auch die Zahl der Fibrozyten in vivo.
Im Modell der einseitigen Ureterligatur (UUO) wurde zunachst der Nachweis von
Fibrozyten und deren Beteiligung an der renalen Fibrose erbracht. Eine Applikation von
IL-2 und TNF-a nach Induktion einer UUO bei Mausen fuhrte zu einer stark verminderten
Zahl an Fibrozyten in der fibrotischen Niere im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe. Darlberhinaus war der Gesamtfibrosegrad nach der Behandlung mit IL-2
und TNF-a deutlich reduziert.
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Im Gegensatz dazu fiihrt eine polyklonale Aktivierung von CD4" T-Zellen in Gegenwart
von Calcineurin-Inhibitoren, nicht aber von mTOR-Inhibitoren zu einem deutlich
vermehrten Auswachsen von Fibrozyten in vitro. In einem kombinierten Modell der
einseitigen Ureterligatur mit polyklonaler T-Zellaktivierung bei Mausen konnte zudem
gezeigt werden, dass eine Behandlung mit dem Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A im
Gegensatz zur Behandlung mit dem mTOR-Inhibitor Rapamycin die Zahl der Fibrozyten in
der fibrotischen Niere erhdht sowie einen Anstieg des Grades der Gesamtfibrose in der

Niere bedingt.

Unsere Daten zeigen, dass CD4" T-Zellen und von diesen sekretierte Faktoren die
Differenzierung von Fibrozyten in vitro und in vivo mafigeblich beeinflussen. Medikamente
der allgemeinen Immuntherapie nach Transplantation verandern dabei die Fahigkeit der
CD4" T-Zellen, auf die Entwicklung der Fibrozyten Einfluss zu nehmen. Dies konnte
erklaren, warum sich infolge akuter Immunreaktionen selten Fibrosen entwickeln,
wohingegen infolge von AbstoRungsreaktionen unter der Gabe von Calcineurin-
Inhibitoren haufig interstitielle Nierenfibrosen und chronische Transplantatnephropathien
auftreten. Fibrozyten stellen moglicherweise einen neuen Angriffspunkt dar, um pro-

fibrotische Effekte von Calcineurin-Inhibitoren zu verringern.
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6. Abkirzungen

a anti

Abb. Abbildung

APC Allophycocyanin

APS Ammoniumpersulfat

ARDS Acute Respiratory Distress Syndrome
ASM airway smooth muscle

a-SMA alpha-smooth muscle actin

AT2R Angiotensin Typ 2 Rezeptor

BCA Bicinchoninsaure

bFGF basic Fibroblast Growth Factor

bp Basenpaare

BLAST Basic local alignment search tool
BMP-7 Bone Morphogenetic Protein-7

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

CCL CC-Motiv-Chemokin

CCR CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor

CD cluster of differentiation; Oberflachenmerkmale von Zellen
cDNA komplementare Desoxyribonukleinsaure
CFSE Carboxyfluoresceinsuccinimidylester
CTGF Connective Tissue Growth Factor
CXCL CXC-Motiv-Chemokin

CXCR CXC-Motiv-Chemokin-Rezeptor

CyA Cyclosporin A

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP 2'-Desoxy-Nukleosid-5‘-Triphosphat
ECL Enhanced chemoluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA Enzyme-linked-immnosorbent-assay
EMT Epithelial-mesenchymale Transdifferenzierung
EndMT Endothelial-mesenchymale Transition
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IPF
kDa
KGW
LSP-1
MACS
MCP-1
M-CSF
MHC
MIP
M-MLV
MMP-9
MR
mRNA
mTOR
NA/LE

Endothelin-1

et alii (Iat. und andere)

Extrazellulare Matrix

Fluorescence Activated Cell Sorting

Fc receptor y-chain

Fibroblast Growth Factor-2

FK506 Bindeprotein

Fotales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat

Vorwartsstreulicht (forward scatter) im Durchflusszytometer
Fibroblast-specific Protein-1
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
green fluorescence protein

Stunde

Hank’s buffered salt solution
Meerrettich-Peroxidase (Horse radish peroidase)
Hauptgesichtsfeld

Interferon

Immunglobulin G

Interleukin

intraperitoneal

Idiopathische Lungenfibrose

Kilodalton

Korpergewicht

Leukocyte-specific Protein 1

Magnetic Cell Sorting

Monocyte Chemoattractant Protein-1 (CCL2)
Macrophage Colony-Stimulating Factor
Haupthistokompatibilitatsantigene
Macrophage Inflammatory Protein

Moloney murine leukemia virus
Matrixmetallopeptidase 9

Magnetresonanz
Boten-(messenger-)Ribonukleinsadure
mammalian Target of Rapamycin

no azid/low endotoxin
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NF-AT
NSF

p
PBMC
PBS
PCR
PDGF
PE
Rapa
RNA
RNase
rem
RT
RT-PCR
SAP
s.C.
SDF-1
SDS
SEM
SLC
SN

SN CyA

SN FK506

SN Rapa

SSC
Tab.
TBST
TEMED
TGF
TNF
Tris

u

u.a.

Nuclear Factor of Activated T-cells

Nephrogene systemische Fibrose
Irrtumswahrscheinlichkeit

Peripheral Blood Mononuclear Cell

Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase-Kettenreaktion

Platelet-Derived Growth Factor

R-Phycoerythrin

Rapamycin

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur

Reverse-Transkriptase PCR

Serumamyloid P

subkutan

Stromal cell-derived Factor-1 (CXCL12)

Sodium dodecl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Standardabweichung des Mittelwertes

Secondary Lymphoid-tissue Chemokine (CCL21)
Uberstand polyklonal aktivierter CD4" T-Zellen
Uberstand von in Anwesenheit von Cyclosporin A polyklonal
aktivierter CD4" T-Zellen

Uberstand von in Anwesenheit von FK506 polyklonal aktivierter
CD4" T-Zellen

Uberstand von in Anwesenheit von Rapamycin polyklonal
aktivierter CD4" T-Zellen

Seitwartsstreulicht (side scatter) im Durchflusszytometer
Tabelle

Tris-Buffered Saline Tween-20
Tetramethylethylendiamin

Transforming growth factor

Tumor Nekrose Faktor
a,a,a-Tris(Hydroxymethyl)-Methylamin

Unit

unter anderem
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uuo
VEGF
vol/vol
wt/vol
z.B.

einseitige Ureterligatur

Vascular Endothelial Growth Factor
Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen

zum Beispiel
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