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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Physiologie der Niere

Die Niere reguliert neben der Ausscheidung von Stoffwechselendprodukten tliber den Harn
auch den Elektrolythaushalt (Homoostase), das Sédure-Basen-Gleichgewicht sowie die
Einstellung des Blutdrucks. Dariiber hinaus weist die Niere endokrine Funktionen durch die
Produktion verschiedener Enzyme (z.B. Renin) und Hormone (z.B. Erythropoetin) auf [1].

Das Nierenparenchym gliedert sich in Rinde (Cortex renalis) und Mark (Medulla renalis).
Letzteres besteht aus sogennanten Nierenpyramiden und teilt sich in eine AufBen- und
Innenzone auf, wobei die Innenzone im Nierenbecken miindet. Die Rinde liegt dem Mark auf

und wird auBen durch die Nierenkapsel begrenzt (Abb. 1.1, A).

Rindenlabyrinth
Lobus Mark-
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. | 5 Nephron
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Abb. 1.1 Aufbau der Niere. (A) Léngsschnitt durch die Niere (Schema) [1]. (B) Schematische Darstellung der
GefaBarchitektur in der Niere zusammen mit dem kortikalem und juxtamedulldrem Nephron mit Sammelrohr [2].

Die funktionelle Grundeinheit der Niere bildet das Nephron (ca. 1 — 1,25 Mio pro
menschliche Niere), das sich aus einem Nierenkdrperchen, bestehend aus Glomerulus und
Bowman-Kapsel, und dem Tubulussystem zusammensetzt. Das Tubulussystem besteht aus
dem proximalen und distalen Tubulus, das durch den intermedidren Tubulus, einem
sogennanten Uberleitungsstiick auch Henlesche Schleife genannt, verbunden ist. Der distale

Tubulus miindet in den Tubulus reuniens (Verbindungsstiick), der sich an das Sammelrohr
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anschlieBt, welches wiederrum im Nierenbecken endet (Abb. 1.1, B). In den Glomeruli wird
durch eine sogennante Ultrafiltration des Blutplasmas der Primédrharn gebildet. Bei diesem
Vorgang werden hochmolekulare Proteine (> 70 kDa) und Blutzellen zuriickgehalten [1].
Durch Resorptions- und Sekretionsvorginge im Tubulussystem und den Sammelrohren wird
aus dem Primidrharn der Endharn gebildet, der schlieBlich iiber das Nierenbecken in den
Ureter ausgeschieden wird.

Der Raum zwischen den Nephronen und Sammelrohren heift renales Interstitium und ist ein
wichtiger Passageraum fiir Ionen und Wasser. AuBlerdem beherbergt das Interstitium
verschiedene Zellen (z.B. Fibroblasten) sowie die renalen Blutgefile. Verschiedene
Bedingungen kénnen zur Fibrosierung des Interstitiums und somit zur Dysfunktion oder gar

Nierenversagen fiihren.

1.2 Nierenfibrose

Die renale Fibrose stellt fiir die meisten renalen Erkrankungen ein gemeinsames Endstadium
dar. Fibrose ist ein pathologischer Prozess, der durch exzessive Akkumulation von
extrazelluldren Matrixproteinen, z.B. Kollagen und Fibronektin, in entziindeten Geweben
definiert ist. Dieser Prozess kann zur irreversiblen Narbenbildung, bis hin zum Organversagen
oder sogar Tod fiihren [3]. Die Pridvalenz der chronischen Nierenerkrankungen betrdgt bei
Erwachsenen weltweit zwischen 10 % und 15 % [4] und zeigt in Europa jdhrlich eine
steigende Inzidenz von 135 Patienten pro 1 Million Einwohner [5]. Mit 23 % sind
Glomerulonephritiden und Diabetes mellitus Typ I und II die am haufigsten diagnostizierten
Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz [6]. Laut QuaSi-Niere-Bericht von 2006/2007
weisen dabei 12 % der Dialysepatienten eine terminale Niereninsuffizienz aufgrund einer
interstitiellen Nephritis auf [6]. Als Behandlungsmdglichkeiten fiir den Funktionsverlust der
Nieren kommt dann nur noch eine Dialyse-Therapie oder die Nierentransplantation in Frage.
Eine Nierenersatztherapie bedeutet neben enormen Kosten, die sich weltweit auf ca. 1 Billion
Dollar belaufen, auch einen grofen Verlust von Lebensqualitit sowie eine geringere

Lebenserwartung fiir den betroffenen Patienten [7].

1.2.1 Interstitielle Entziindung der Niere

In der Niere konnen verschiedene Schiadigungsreize, wie Proteinurie [8], Wachstumsfaktoren,
Hypertonie oder Hyperglykdmie auf die Tubuluszellen einwirken und somit einen
Entziindungsprozess auslosen (Abb. 1.2), der eine Wundheilung wie auch unter

physiologischen Bedingungen initiiert. Unter physiologischen Bedingungen ist die
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Wundheilung eine akute Immunantwort auf eine Verletzung und die Ablagerung von
Kollagen stellt dabei einen notwendigen Prozess dar. Tritt jedoch eine gestérte Regulation der
Wundheilung auf, kénnen normale Gewebereparaturvorgéinge in einer progressiven und

irreversiblen Fibrosierung des Gewebes enden.
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung der einzelnen Phasen in der tubulointerstitiellen Fibrose (modifiziert nach [5]).
TBM = Tubuldre Basalmembran; EZM = Extrazelluldre Matrix.

Die physiologische Wundheilung besteht aus drei Phasen: Entziindung, Proliferation und
Remodellierung [9, 10]. Die Entziindungsphase startet unmittelbar nach der Verletzung des
Endothels mit der Koagulation, indem Thrombozyten aggregieren und somit zunichst die
Wunde verschlieBen [3]. Im Folgenden werden durch Hypoxie und Vasokonstriktion die
zirkulierenden Thrombozyten, das Epithelium und Endothelium aktiviert, sodass verschiedene

Mediatoren, wie VEGF (vascular endothelial growth factor), TGF-B (transforming growth
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factor-beta) sowie andere Zytokine und Chemokine, freigesetzt werden [11]. Diese
freigesetzten Faktoren locken inflammatorische Monozyten und neutrophile Granulozyten an,
sodass Fibroblasten aktiviert und die Synthese von extrazelluliren Matrixproteinen (EZM)
stimuliert werden [11]. In der Proliferationsphase wird das Gewebe durch Neoangiogenese
sowie Fibroblasten und anderen Zellen neu aufgebaut. In der letzten physiologischen Phase
der Wundheilung wird die Proliferation der eben genannten Zellen normalisiert, die
Produktion der entziindungsfordernden Faktoren reduziert, sodass die Remodellierung des
Gewebes abgeschlossen werden kann [11].

Wird die Niere geschidigt, kommt es zum Verlust von funktionsfahigen Nephronen. Um
diesen Verlust zu kompensieren, erfahren die restlichen Nephrone eine Hypertrophie und die
Glomeruldre Filtrationsrate (GFR) steigt an [8]. Durch diese hédmodynamischen
Verdnderungen werden die Poren in der glomeruldren Filtrationsbarriere vergrofert, sodass
nun auch groBmolekulare Proteine (z.B. Albumin) passieren kdnnen. Eine Proteinurie, die
eine lbermiBige Ausscheidung von Proteinen iiber den Urin beschreibt, entsteht. Die
Proteinurie kann dabei sowohl die Folge einer Nierenerkrankung sein als auch das
Fortschreiten einer tubulointerstitiellen Nierenentziindung begiinstigen [12]. Im Folgenden
werden diese Proteine in proximalen Tubuluszellen vermehrt resorbiert, was die Produktion
von inflammatorischen Mediatoren, wie MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1),
RANTES (regulated and normal T cell expressed and secreted) oder IL-8 (Interleukin-8)
stimuliert [12, 13]. Die freigesetzten Mediatoren wiederum locken inflammatorische Zellen
an, sodass Fibroblasten aktiviert, Proteine der EZM abgelagert und die Entziindungsphase
initilert werden (Abb. 1.2). Wihrend jedoch beim akuten Wundheilungsprozess die
Entziindungsphase nach Regeneration des Gewebes aufgelost wird, entsteht bei der
tubulointerstitiellen Nephritis aufgrund einer chronischen, nicht aufgeldsten Entziindung ein
Teufelskreis aus Entziindung, Gewebeschaden, Akkumulation von EZM und schlieBlich
Fibrose, die mit irreversibler Vernarbung des Nierenparenchyms und Funktionsverlust
einhergeht. Welche Faktoren jedoch die physiologische Wundheilung oder die pathologischen

Entziindungsprozesse begiinstigen, ist bis heute noch nicht umfassend verstanden.

1.2.2 Mechanismus der renalen Fibrose

Der molekulare Mechanismus der tubulointerstitiellen Fibrose und der damit einhergehende
Funktionsverlust der Niere ist aufgrund der hohen Komplexitit und der Beteiligung vieler
verschiedener Zelltypen an diesem Prozess noch nicht vollstindig gekldrt. Postuliert werden

hauptsédchlich fiinf Mechanismen, die zur verstirkten Akkumulation extrazellulirer Matrix
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beitragen: Aktivierung interstitieller ~Fibroblasten, Differenzierung von Perizyten,
phinotypische Transition von Tubulusepithel-/endothelzellen und die Rekrutierung

zirkulierender Fibrozyten (Abb. 1.3) [14].

Dauer der Verletzung |
Reversibilitit der Fibrose [T

Fibrozyt Tubuluszellen
Hlﬂl PL @ Endothelzellen ﬂ' R JT Fﬂﬂ
00 E5 OO ©=020/0/00

/-_O _-:> Perizyt

Interstitieller Rekrutierung
Fi |
ibroblast EndoMT
Differenzierung EMT
Aktivierung {_, M}

aSMA § %_:}}
Myofibroblasten {:;.ﬁ}

EZM

Abb. 1.3 Ursprung der Myofibroblasten in der renalen Fibrose. Myofibroblasten koénnen aus mindestens fiinf
verschiedenen Zelltypen und den damit zugrundeliegenden Mechanismen entstehen: phénotypische Aktivierung von
interstitiellen Fibroblasten; Differenzierung aus vaskuldren Perizyten; Rekrutierung von zirkulierenden Fibrozyten; kapillare
EndoMT (endotheliale-mesenchymale Transition); und tubuldre EMT (epitheliale-mesenchymale Transition). aSMA =
alpha-smooth muscle actin. Modifiziert nach [14].

Jeder dieser fiinf moglichen Mechanismen fiihrt zunéchst zur Entwicklung/Differenzierung in
Mpyofibroblasten, die schlieBlich zur vermehrten Akkumulation der EZM fiihren.
Myofibroblasten sind als aktivierte Kollagen-produzierende und aSMA" (alpha smooth
muscle actin) Fibroblasten definiert [15] und sind nur unter pathologischen Bedingungen zu
finden [16, 17]. Sie werden als Hauptproduzenten der EZM im Rahmen der
tubulointerstitiellen Fibrose vermutet [18]. Eine Studie von Lin et al. zeigte in
Reportermiusen, in denen die eGFP (enhanced green fluorescent protein)-Expression unter
der Kontrolle des Kollagen Ial Promotors steht, dass 7 Tage nach unilateraler
Ureterobstruktion (UUO) fast alle (98 %) Kollagen Ial™ Zellen im Interstitium oSMA
exprimierten. Jedoch zeigte sich umgekehrt keine vollkommene Korrelation. Denn in 25 %
der aSMA" Zellen wurde keine eGFP-Expression, d.h. keine Kollagen I-Expression, mittels

Immunfluoreszenz detektiert [19].
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Welchen Beitrag die einzelnen Mechanismen tatsidchlich zur vermehrten Akkumulation der
EZM im Fibrosierungsprozess leisten, ist noch nicht abschlieBend geklédrt. Im Folgenden

Kapitel werden die fiinf moglichen Ursprungszellen der Myofibroblasten kurz beschrieben.

1.2.3 EZM-produzierende Zellen in der renalen Fibrose

In der Nierenfibrose wurden verschiedenen Zellpopulationen beschrieben, die zur exzessiven
Ablagerung von Kollagen I filhren. Um den Beitrag der einzelnen Zelltypen fiir die
Fibrosierung des Organs zu erforschen, fehlen jedoch zellspezifische Marker, die nur das
Ausschalten der jeweiligen Zelle in dem komplexen Prozess ermdglichen. Allerdings gestattet
die Kombination von mehreren Oberflichenmolekiilen die Analyse der EZM-produzierenden

Zellen.

Fibroblasten

Fibroblasten sind mesenchymale sternformige Zellen, die sich im Interstitium der gesunden
Niere befinden und fiir die Aufrechterhaltung der Gewebestruktur zustindig sind [14, 17].
Fibroblasten exprimieren CD73 (Ekto-5‘-Nukleotidase), PDGFRp (Platelet-derived growth
factor receptor ) und FSP1 (fibroblast-specific protein 1) [20]. Diese und andere Marker
charakterisieren zwar den Phénotyp der Fibroblasten, jedoch werden sie auch auf anderen
Zellpopulationen innerhalb der Niere exprimiert (s. Tab. 1.1). Bis heute fehlen spezifische
Oberflichenmarker, um Fibroblasten eindeutig von anderen Zelltypen abzugrenzen.
Erschwert wird die Identifizierung der Fibroblasten unter anderem auch durch ihre
Heterogenitét innerhalb eines Gewebes, auch topographische Differenzierung genannt [21].
Fibroblasten werden durch verschiedene Mitogene, wie PDGF, TGF-B, FGF2 (fibroblast
growth factor 2), CTGF (connective tissue growth factor) oder t-PA (tissue-type plasminogen
activator) aktiviert und sind daraufhin durch zwei Eigenschaften charakterisiert: Proliferation
und einen aSMA " Myofibroblasten-Phénotyp [14]. Insbesondere bei der Wundheilung wird
den Fibroblasten eine wichtige Rolle zugeschrieben, aber sie werden auch mit verschiedenen
Krankheiten, wie Fibrose, assoziiert [21]. Zudem produzieren Fibroblasten das Glykoprotein-
Hormon Erythropoietin (EPO) [22] und sind damit maB3geblich an der Erythropoese beteiligt.
In der renalen Fibrose reduzieren Fibroblasten ihre EPO-Produktion drastisch, sodass

Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankung meistens eine renale Andmie entwickeln

[7].
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Perizyten

Perizyten sind Zellen mesenchymalen Ursprungs mit mehreren Zellfortsiatzen. Sie lagern sich
von aulen um die Endothelzellwinde der Blutgefde an und erhdhen somit deren Stabilitét. In
der Niere sind Perizyten um die peritubuldren Kapillaren lokalisiert und laut Lin ef al. der
primidre Ursprung flir Myofibroblasten, aber auch fiir die exzessive Ablagerung von
Kollagen I in der renalen Fibrose verantwortlich [19]. Es wird vermutet, dass Perizyten vor
allem durch Verletzungen der Blutgefa3e und der dabei freigesetzten vaskuldren Faktoren zur
Ablosung von der GefiBwand, Migration und Differenzierung in Myofibroblasten angeregt
werden. Es bleibt die Frage offen, ob die Entwicklung der Fibrose zur Ablosung der Perizyten
von den GefdBwanden, somit zur Destabilisierung und Rarefizierung der Gefa3e und folglich
zu chronisch-ischdmischen Prozessen in Nierenerkrankungen fiihren. Wie bei den
Fibroblasten fehlen auch hier zellspezifische Marker, die Perizyten eindeutig von anderen

Zellen abgrenzen.

EMT (Epitheliale-mesenchymale Transition)

EMT beschreibt eine Transdifferenzierung von Epithelzellen durch phénotypische und
morphologische Anderungen der epithelialen Eigenschaften in einen mesenchymalen Zelltyp
[20, 23, 24]. Dabei verlieren die Epithelzellen ihre Polaritit und Adhésion durch
Herunterregulation der Genexpression von Adhédsionsproteinen, z.B. E-Cadherin [25], und
exprimieren im Gegenzug charakteristische Myofibroblastenmarker, wie FSP1, Vimentin und
aSMA. In vitro konnte dieser Vorgang insbesondere durch die Zugabe von TGF- stimuliert
werden [25, 26]. In vivo konnte jedoch keine Bestitigung fiir EMT in der interstitiellen
Fibrose geliefert werden [26].

EndoMT (Endotheliale-mesenchymale Transition)

Ahnlich der EMT findet bei der EndMT eine Transdifferenzierung von tubuldren
Endothelzellen zu Myofibroblasten statt. Die Transition wird ebenfalls durch TGF-B
gefordert, BMP-7 (Bone morphogenetic protein-7) hingegen inhibiert die phinotypische
Differenzierung der Endothelzellen zu Myofibroblasten sowie die Progression der Fibrose

[27-29].

Fibrozyten
Fibrozyten sind ebenfalls als Ursprungszellen der Myofibroblasten bekannt [30] und werden

als aus dem Knochenmark stammende Zellen definiert, die Kollagen I und andere
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Bindegewebsproteine, wie Vimentin, Kollagen III und Fibronektin, produzieren [31, 32]. Sie
wurden zum ersten Mal 1994 von Bucala et al. als zirkulierende spindelformige
Leukozytenpopulation beschrieben, die nicht nur charakteristische mesenchymale Marker
exprimieren, sondern auch positiv fiir eine Reihe himatopoetischer Oberflichenmarker, wie
CD45, CDI11b und CD34, sind [31]. Das Vorhandensein dieser Marker ist vom
Differenzierungsstatus der Fibrozyten abhédngig, denn die Expression einiger
hdmatopoetischer Marker verliert sich im Laufe des Reifungsprozesses [33-35]. Den
Fibrozyten wird eine wichtige Rolle sowohl bei der physiologischen Wundheilung als auch
eine Beteiligung an pathologischen Prozessen zugeschrieben. Eine genauere Beschreibung
dieser Zellpopulation erfolgt im nichsten Kapitel.

Zur besseren Ubersicht sind in Tab. 1.1 die verschiedenen EZM-produzierenden

Zellpopulationen und die von ihnen exprimierten Marker zusammengefasst.

Tab. 1.1 Marker einiger EZM-produzierender Zellen in der renalen Fibrose (nach [7, 14, 33]).

Expression in anderen
Marker Myofibroblast | Fibroblast | Perizyt | Fibrozyt
Zellpopulationen
Glatte Muskelzellen, verletzte
aSMA v - v v .
Mesangialzellen
Glatte Muskelzellen,
Mesenchymale Stammzellen,
Vimentin v v v v Y
Mesangialzellen, Podozyten,
verletzte Tubuli
Glatte Muskelzellen,
Mesenchymale Stammzellen,
PDGFRp v v v - .
Mesangialzellen,
Makrophagen
Glatte Muskelzellen,
S100A4 v v - - Inflammatorische Zellen,
Tubuluszellen
T-Zellen, Tubuluszellen,
CD73 v v v -
Mesangialzellen
CD45 - - - v alle Leukozyten
hamatopoetische Zellen,
CD34 - - - v P
Endothelzellen, Stromazellen
Monozyten, NK-Zellen,
CD11b - - - v Y
Granulozyten
Kollagen I v 4 - v
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1.3 Fibrozyten

Wie in Kapitel 1.2.3 bereits erwéhnt, wurden zirkulierende Fibroblasten-dhnliche Blutzellen,
die spezifisch in entziindetes Gewebe einwandern, zum ersten Mal 1994 von Bucala et al.
charakterisiert [31]. Der Name ,,Fibrozyt“ fiir diese besonderen und mit ungefahr 0,5 % der
Gesamtleukozyten seltenen Zellen war etabliert. In dieser Studie konnte sowohl im humanen
als auch im murinen System gezeigt werden, dass Fibrozyten zahlreiche Fibroblasten-dhnliche
Komponenten exprimieren, wie Vimentin, Kollagen I und III, Fibronektin, aber auch den
Leukozytenmarker CD45 sowie den hdmatopoetischen Stammzellmarker CD34. Zudem
wurden auf humanen Fibrozyten die Marker CD11b, CD13, CD18, CD71 und auf murinen
Fibrozyten CD11b und CD18 beschrieben. Dariiber hinaus infiltrieren Fibrozyten zusammen
mit anderen Zellen (u.a. Monozyten) innerhalb der ersten zwei Tage in eine Wundkammer,
die Méusen implantiert wurde. Die Abgrenzung der Fibrozyten von adhédrierenden
monozytiren Zellen erfolgte dabei durch das Enzym Esterase, das unter anderem von
Monozyten exprimiert wird.

Fibrozyten zeigen viele Eigenschaften, die fiir die physiologische Wundheilung von
Bedeutung sind [36]. Nach Stimulation mit IL-1P, einem der ersten Mediatoren in der
Wundheilung, sekretieren Fibrozyten proinflammatorische Zytokine, wie TNF, IL-6, IL-8 und
IL-10 [32, 36]. Des Weiteren entwickeln sie einen proangiogenen Phidnotyp durch die
Sekretion von verschiedenen Faktoren, wie VEGF, FGF2, IL-8, PDGF und hdmatopoetische
Wachstumsfaktoren [37]. Durch die Freisetzung dieser Faktoren fordern Fibrozyten die
Migration, Proliferation und die Bildung von Kapillar-dhnlichen Strukturen durch
Endothelzellen. Diese Prozesse sind fiir die Neoangiogenese in der Proliferationsphase der
Wundheilung von enormer Bedeutung [11]. Chesney et al. konnten zudem zeigen, dass
Fibrozyten Oberflichenmarker exprimieren, die fiir eine Antigenprisentierung notwendig
sind, ndmlich Molekiile des MHC-Klasse-II-Komplexes (HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR)
und die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 [38]. Aulerdem konnten Fibrozyten
eine Antigen-spezifische T-Zell Proliferation induzieren. Diese Eigenschaften zeichnen die
Fibrozyten als wichtige Zellpopulation in der Progression der Wundheilung und der
Remodellierung des Gewebes aus [36]. Bucala et al. suggerierten jedoch, dass Fibrozyten
nicht nur in der frithen Phase der physiologischen Wundheilung von Bedeutung sind, sondern
auch in einer Reihe pathologischer Prozesse (z.B. Autoimmunerkrankungen, s. Abb. 1.4), wie
Fibrose, involviert sein konnten [31]. Darauthin beschiftigten sich zahlreiche Studien sowohl
mit dem Ursprung der Fibrozyten als auch mit ihrer Rolle bei inflammatorischen

Erkrankungen.
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INJURY REPAIR/REMODELLING

Cytokines:

IL-1f, IL-6, IL-8, IL-
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Abb. 1.4 Potentieller Einfluss von Fibrozyten in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen. In Abhéngigkeit vom
lokalen Milieu weisen Fibrozyten eine starke phdnotypische Plastizitit auf. Nach akuter Verletzung, IL-1B, IL-17,
Serumfaktoren, Stimuli der angeborenen Immunitdt mit Toll-like Rezeptoren (TLR) und viralen Infektionen, nehmen die
Fibrozyten einen proinflammatorischen Phénotyp an. Dies ist durch die Sekretion von IFNy, IL-6, IL-8, CCL3, CCL4 und
durch die gesteigerte Expression von MHC I, MHC II und der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 charakterisiert.
Nach Stimulation mit Ty2-Zytokinen, wie IL-4 und IL-13, ergibt sich ein eher reparativer Phinotyp der Fibrozyten, der durch
die Produktion von EZM-Komponenten, z.B. Kollagen oder Glykosaminoglykan (GAGs), gekennzeichnet ist. Die
Produktion von Kollagen wird durch hochmolekulare Hyaluronsdure (HMWHA) begiinstigt und durch niedermolekulare
Hyaluronsdure (LMWHA) inhibiert. Eine Reduktion von CD44 durch LMWHA hemmt dabei die Differenzierung der
Fibrozyten. Eine TLR2-Aktivierung und Serum Amyloid A (SAP) mindern ebenfalls das Auswachsen der Fibrozyten. Die
SAP-Effekte treten durch die Komponenten des Fcy Rezeptors auf. Die Kollagen-Produktion wird zudem auch durch TGF-f1
mittels Semaphorin 7a (Sema 7a) stimuliert. Dieser Effekt erfolgt durch die B1 Integrin Untereinheit und wird von Plexin C1
verhindert. Des Weiteren stimuliert TGF-B1 die Proliferation der Fibrozyten und die Wundkontraktion durch aSMA-
Produktion. Die Angiogenese wird durch Sekretion von PDGFa, IL-10, VEGF, HGF, b-FGF gefordert und die Migration der
Fibrozyten erfolgt durch die Chemokinrezeptoren CCR1, CCR2 und CXCR4 [39].

1.3.1 Fibrozyten in der Nierefibrose und anderen Erkrankungen

In den letzten Jahren wurden Fibrozyten mit der Pathogenese von vielen chronisch
entziindlichen Erkrankungen, wie Asthma, pulmonale Fibrose, kardiale Erkrankungen,
nephrogene systemische Fibrose (NSF) und Leberfibrose in Verbindung gebracht [40] und in
verschiedenen tierexperimentellen Modellen nachgewiesen [41-45]. Die Migration der
Fibrozyten in die betroffenen Organe erfolgt dabei in Abhéngigkeit der Chemokinrezeptoren
CCR1 [46], CCR2 [46-49], CCRS5 [50, 51] und CCR7 [52] sowie der Chemokine CCL3 [50],
CCL21 [52], CCL12 [53], CXCL16 [54] und CXCL12 [35].
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Broekema et al. analysierten im Modell der einseitigen renalen Ischimie-Reperfusion (IR) der
Ratte, inwiefern die aus dem Knochenmark-stammende Zellen (BMDC, bone marrow derived
cells) zu der Myofibroblasten-Population im Interstitium und zu der EZM-Produktion nach
Ischdmie Reperfusionsschaden (IRI) in der Niere beitragen [41]. Es wurden zundchst
Knochenmark-chimire Tiere generiert, indem Wildtyp-Ratten lethal bestrahlt wurden und mit
Knochenmarkszellen aus R26-hPAP (humane plazentare alkalische Phosphatase) transgenen
Ratten rekonstituiert wurden. Vier Wochen nach der Knochenmarkstransplantation wurde die
linke renale Arterie flir 45 Minuten abgeklemmt. Anschlieend folgte die Reperfusion. In
dieser Studie konnte gezeigt werden, dass nach Induktion des IRI BMD-Myofibroblasten
(hPAP" aSMA" Zellen) iiber 30 % der gesamten aSMA" Zellen im Interstitium der Niere
ausmachen. Die BMDC in diesem Modell produzierten zudem Proteine der EZM und
begiinstigten damit die Wundheilung nach IRI. Da sowohl die Zahl der BMDC und die
Expression der EZM Proteine postischdmisch wieder abnahmen, postulierte die Gruppe eine

vorteilhafte Rolle der BMDC in der Remodellierung des Gewebes nach IRI.

Bereits im Jahr 2003 wurden CD34" spindelfdrmige Zellen im Interstitium von Glomerulo-
nephritis-Patienten detektiert [55], jedoch erst 2006 von Sakai ef al. im murinen UUO-Modell
als Fibrozyten identifiziert. Dabei infiltrierten CD45" Kollagen I" Fibrozyten vermehrt in das
Interstitium der ligierten Niere und die Zahl der infiltrierten Fibrozyten stieg mit der
Progression der Nierenfibrose bis Tag 7 nach Ureterobstruktion kontinuierlich an [52].
Zusitzlich wurde mittels Immunfluoreszenz die Anwesenheit von CCR7" CCR2" CXCR4"
Kollagen I" Fibrozyten festgestellt. Aus diesem Grund wurde die UUO in CCR7-defizienten
Maiusen und anti-CCL21 Antikorper-behandelten Mausen durchgefiihrt. CCL21 ist der
Ligand fiir CCR7 und wurde unter anderem als chemotaktischer Stimulus fiir Fibrozyten
beschrieben [34]. Die Zahl der CD45" Kollagen I Fibrozyten sowie die Ausbildung der
renalen Fibrose war sowohl in anti-CCL21 Antikorper-behandelten als auch CCR7-
defizienten Méusen signifikant reduziert [52]. In einer weiteren Studie wurden die aus dem
Knochenmark stammenden Fibrozyten ebenfalls in der ligierten Niere und Milz von
Kollagen I-GFP Knochenmark-chimiren Miausen detektiert [19]. Die Autoren postulierten
jedoch, dass Fibrozyten nur einen kleinen Teil der Kollagen I-produzierenden Zellen in der

Nierenfibrose ausmachen und andere Zellen zur Progression der Erkrankung fiihren miissen.

Die Beteiligung der aus dem Knochenmark-stammenden Fibrozyten an der Pathogenese der

kardialen Fibrose wurde anhand der Uberexpression der proapoptotischen Proteinkinase Mst1
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(Mammalian sterile 20-like Kinase 1) in transgenen Méusen, einem Modell der dilatierten
Kardiomyopathie, eingehend untersucht [45]. Nach der Herstellung von GFP Knochenmark-
chiméren Mst1- und Wildtyp-Miusen wurde die Infiltration von GFP™ Kollagen I" Fibrozyten
im Myokardium analysiert. Es zeigte sich, dass in Mstl Knochenmark-chiméren Méusen im
Vergleich zu gesunden Herzen der Wildtyp-Maduse signifikant mehr Fibrozyten in die
betroffenen Herzen rekrutiert wurden. Dabei wurde in 17 % aller Kollagen I" Zellen ebenfalls
eine GFP Expression detektiert und damit demonstriert, dass ein betridchtlicher Anteil der
Fibroblasten aus Vorldufern, die aus dem Knochenmark rekrutiert werden, entsteht.
Gleichzeitig wurde in Mstl-Méausen eine hohere Expression des Chemokins SDF-1 (stromal
cell-derived factor-1) festgestellt. Da Fibrozyten den Chemokinrezeptor CXCR4 fiir den
Liganden SDF-1 exprimieren, wurde die erhohte Rekrutierung der Fibrozyten in Mstl-
Maiusen mit diesem Faktor in Verbindung gebracht. Dariiber hinaus wurde in Patienten mit
einem Herzfehler eine hohere Konzentration von SDF-1 im Vergleich zu gesunden Probanden
gemessen. Diese Resultate unterstiitzen die Hypothese der SDF-1 abhidngigen Fibrozyten-

Rekrutierung in der kardialen Fibrose.

Im Modell der Bleomycin-induzierten pulmonalen Fibrose bei GFP Knochenmark-chiméren
Méusen zeigten Hashimoto et al., dass mehr als 27 % der GFP™ Zellen im fibrotischen
Lungengewebe Kollagen I exprimieren [42]. Diese Zellen stellten 80 % der gesamten
Kollagen I-produzierenden Zellen in der fibrotischen Lunge dar. Damit lie8 sich suggerieren,
dass der grofite Teil der Kollagen-produzierenden Zellen in der Fibrose aus dem

Knochenmark stammt und in die Lunge rekrutiert wird.

Die Studie von Schmidt et al. demonstrierte das Vorhandensein CD34" Prokollagen I
Fibrozyten in der Bronchialschleimhaut von chronischen Asthma-Patienten [44]. Die Zahl der
doppelt-positiven Fibrozyten stieg nach Inhalation eines klinisch relevanten Allergens
merklich an. Die Expression von CD34 auf ungefihr 40 % der gesamten aSMA" Zellen
deutete darauf hin, dass Fibrozyten aus dem peripheren Blut in das betroffene Gewebe
eingewandert sind und dort zu Kollagen-produzierenden Myofibroblasten differenzierten.
Ahnliche Resultate wurden auch in einem Maus-Modell des allergischen Asthmas erzielt und
wiesen darauf hin, dass Fibrozyten die Vorldaufer der bronchialen Myofibroblasten darstellen

und zur Genese der subepithelialen Fibrose in Asthma-Patienten beitragen.
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Den Fibrozyten wurde auch eine Rolle bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen, wie
rheumatoide Arthritis (RA), Sklerodermie und Graves' Ophthalmopathie zugeschrieben [40].
Eine Beteiligung der Fibrozyten in der RA wurde in zwei Studien von Galligan et al.
demonstriert [43, 56]. Zum einen wurden Fibrozyten aus dem peripheren Blut von
RA-Patienten isoliert und zum anderen in einem Mausmodell der Kollagen-induzierten
Arthritis (CIA) untersucht. In RA-Patienten konnte eine signifikant hohere phospho-
spezifische Aktivierung der humanen Fibrozyten anhand der MAP (mitogen-activated
protein) Kinase und STAT (signal transducer and activator of transcription) Aktivierung im
Vergleich zu gesunden Probanden nachgewiesen werden. Diese aktivierten Fibrozyten
werden vermutlich zu den RA-Gelenken rekrutiert, tragen dort zur Pannusbildung bei und
differenzieren in Fibroblasten-dhnliche Synovialzellen (FLSZ). FLSZ sekretieren viele
proinflammatorische Mediatoren und sind deshalb kritische Effektorzellen in der
inflammatorischen Regulation der RA. Im Tierexperiment wurde in der frithen Phase der
Erkrankung, vor dem Auftreten von charakteristischen Symptomen, eine hohere Zahl von
aktivierten Fibrozyten im Blut der CIA-Maiuse im Vergleich zu Kontroll-Mausen festgestellt.
Des Weiteren wurden profunde inflammatorische Infiltrate von CD45" aSMA™ Fibrozyten in
den entziindeten Gelenken der CIA-Maiuse identifiziert. Dariiber hinaus zeigte der adoptive
Transfer von zirkulierenden CD34" VEGFR™ Fibrozyten eine schwerere Arthritis und
gesteigerte Inflammation der Gelenke. Die Signalkaskaden, die zu den spezifischen
Effektorfunktionen der zirkulierenden Fibrozyten beitragen, bediirfen jedoch weiterer

Aufklédrung.

1.3.2 Monozyten als Vorliuferzellen der Fibrozyten

Der genaue Ursprung der Fibrozyten ist bis heute nicht eindeutig gekldrt. Mehrere Studien
konnten jedoch in vitro zeigen, dass sich Fibrozyten aus einer Monozyten-Subpopulation
entwickeln [31, 34, 57, 58] und sich durch ecine Kombination verschiedener Marker von
Monozyten, Makrophagen und Fibroblasten abgrenzen lassen [33]. Zur Untersuchung der
Fibrozytenvorldaufer in vitro wurden im humanen System PBMC (peripheral blood
mononuclear cells) aus dem peripheren Blut isoliert und entweder Gesamt-PBMC, CD14
Zellen oder CD14" Zellen in Kultur genommen [34]. In murinen Splenozyten wurden die
Monozyten mithilfe der Oberflichenmarker CD11b, CD115, CD16/32 sowie Gr-1 depletiert
und ebenfalls in vitro untersucht [58]. Nach 7 bis 14 Tagen Kultur wurde die Zahl der
spindelfdrmigen CD45" Kollagen I Fibrozyten bestimmt. Unter geeigneten

Kulturbedingungen konnte jedoch nur ein kleiner Teil dieser CD14" oder Gr-1" Monozyten in
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Fibrozyten differenzieren. Insbesondere die Anwesenheit von nicht aktivierten CD4 " T-Zellen
steigerte die Differenzierung der Fibrozyten erheblich [34, 58]. Hingegen verhinderte die
Depletion von CD4" T-Lymphozyten aus murinen Splenozyten fast komplett das Auswachsen
der spindelférmigen Fibrozyten in Kultur [58]. Weitere Faktoren, die die Differenzierung der
Monozyten in Fibrozyten fordern, sind z.B. T2 Zytokine (insbesondere 1L-13), TGF-B1,
Semaphorin7A und Angiotensin II [30, 58-61]. Als blockierende Faktoren wurden Tyl
Zytokine, SAP und kreuzvernetzte IgG beschrieben [58, 60, 62-65].

Die in vitro Differenzierung der Monozyten zu Fibrozyten ldsst vermuten, dass Fibrozyten
auch in vivo aus den klassischen Monozyten, die in entziindetes Gewebe eingewandert sind,
entstehen. Fibrozyten sind jedoch auch im peripheren Blut von gesunden Patienten und in der
Milz von naiven unbehandelten Miusen zu finden [31, 66]. Dadurch ergibt sich die
Moglichkeit, dass Fibrozyten nicht aus lokal infiltrierten Monozyten entstehen, sondern als
bereits differenzierte oder teilweise differenzierte Kollagen-produzierende Zellen aus dem

peripheren Blut oder der Milz in entziindetes Gewebe einwandern.

1.3.2.1 Subpopulationen der Monozyten in der Maus

Monozyten sind als mononukledre nicht-proliferierende Zellen mit einem charakteristischen
bohnenformigen Nukleus und einer kurzen Halbwertszeit im Blut definiert [67]. In der Maus
reprasentieren Monozyten etwa 1,5 bis 4 % und beim Menschen ungefahr 10 % der gesamten
Leukozyten-Populationen im Blut [68, 69]. Die Monozyten entwickeln sich im Knochenmark
aus den hdmatopoetischen Stammzellen (HSC) [69]. Hierbei geht zunichst aus den HSC die
gemeinsame myeloide Progenitorzelle (CMP, common myeloid progenitor) hervor, aus der
wiederum der Granulozyten-Makrophagen Progenitor (GMP) entsteht und daraus schlieBlich
die Monozyten heranreifen (s. Abb. 1.5). In einer Studie von Swirski et al. konnte gezeigt
werden, dass nicht nur das periphere Blut, sondern auch die Milz einen betrdchtlichen
Speicher an Monozyten aufweist [70]. Diese Monozyten sind in der subkapsulldren roten
Pulpa der Milz lokalisiert und lassen sich durch fehlende Expression der Oberflichenmarker
F4/80 und CD11c eindeutig von dendritischen Zellen und Makrophagen in der Marginalzone
abgrenzen. Die Monozyten weisen zudem eine morphologische und phénotypische
Heterogenitit auf, die sich in der unterschiedlichen GrofBe, Granularitit, Expression von
Adhisionsmolekiilen und Chemokinrezeptoren sowie deren Funktion &ullert [67]. Die
Migration der Monozyten aus dem Knochenmark in die Blutbahn erfordert die Expression des
Chemokinrezeptors CCR2 und sowohl die Prisenz von MCP-3 als auch MCP-1 [71, 72]. Im
Gegensatz zum Knochenmark ist die Mobilisation aus der Milz CCR2-unabhingig [70].
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Abb. 1.5 Modell der himatopoetischen Hierarchie. Die HSC befinden sich an der Spitze der Hierarchie und sind als
selbsterneuernde Zellen definiert, aus denen alle hamatopoetischen Zellpopulationen entstehen. Wéhrend der Differenzierung
verlieren die HSC ihre Selbsterneurungskapazitit. CLP, gemeinsame lymphoide Progenitoren; CMP, gemeinsame myeloide
Progenitoren; DC, Dendritische Zellen; EP, Erythrozyten Progenitoren; GMP, Granulozyten-Makrophagen Progenitoren; GP,
Granulozyten Progenitoren; HSC, hidmatopoetische Stammzellen; MP, Monozyten/Makrophagen Progenitoren, MEP,
Megakaryozyten-Erythrozyten Progenitoren; MkP, Megakaryozyten Progenitoren; NK, Natiirliche Killer. Modifiziert nach
[73].

In der Maus wurden zwei funktional relevante Monozyten-Subpopulationen beschrieben: die
sogenannten ,inflammatorischen wund ,residenten Monozyten [67, 74]. Die
inflammatorischen Monozyten sind Ly-6C™¢" (Gr-1") CX3CR1"" CCR2"¢" CD62L", haben
eine kurze Halbwertszeit und werden zu entziindeten Geweben rekrutiert. Sie gelten als
phénotypisches Aquivalent der humanen CD14" Monozyten. Die Migration der Monozyten
vom peripheren Blut zum Entziindungsort wird von den Chemokinrezeptoren, wie CCRI1,
CCR2, CCRS5, CXCR1, CXCR2, CXCRA4, reguliert. Insbesondere Monozyten, die CCR2 und
CCRS5 exprimieren, sind bevorzugt in entziindeten Geweben anzutreffen [75, 76]. Dem
Chemokinrezeptor CCR2 wird auch eine wichtige Rolle bei der gezielten Einwanderung in
die entziindete Niere sowie der Etablierung eines renalen mononukledren Phagozytensystems

zugeschrieben [77, 78]. Die zweite Subpopulation wird durch eine kleinere Grof3e
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charakterisiert, ist Ly-6C'°" (Gr-1) CX3CRI™" CCR2" CD62L°, hat eine lingere
Halbwertszeit in vivo und ist vor allem auch in nicht entziindeten Geweben vorzufinden.
Mehrere Studien konnten zeigen, dass Gr-1- Monozyten aus der Subpopulation der Gr-1"
entstehen [74, 79-81].

Des Weiteren wird den Monozyten eine zentrale Rolle in der angeborenen Immunitét
zugeschrieben und sie werden als wichtige Verbindung zu Zellen des adaptiven
Immunsystems angesehen. Monozyten konnen demnach Antigene aufnehmen und an
T-Zellen prisentieren. Von T-Zellen wiederum kdnnen Monozyten ebenfalls eine Reihe von
Signalen erhalten und aufgrund ihrer hohen Plastizitit und in Abhéngigkeit von

entsprechenden Stimuli rasch ihren Phinotyp @ndern.

1.3.2.2 Die Rolle von Monozyten in der Nierenfibrose

Die renale Fibrose ist oft mit monozytir-inflammatorischen Infiltraten assoziiert [7]. Nach der
Rekrutierung der Monozyten zum Entziindungsort differenzieren diese in zwei
unterschiedliche Subpopulationen, die sich in M1 (= Ly-6C™") und M2 (= Ly-6C"")
Makrophagen kategorisieren lassen [14]. Wahrend M1 Makrophagen sich durch einen
proinflammatorischen Phinotyp und pathologische Funktionen auszeichnen, sekretieren M2
Makrophagen antiinflammatorische Zytokine und begiinstigen die Wundheilung sowie die
Remodellierung des Gewebes [82]. Durch die Depletion von Monozyten/Makrophagen in
transgenen CD11b-DTR Maéusen [83, 84] oder durch die Verabreichung von Clodronat-
haltigen Liposomen [85] im Modell der UUO konnte die Progression der renalen Fibrose
verringert werden. Des Weiteren induzierten Duffield ef al. mit der Gabe des
Nephrotoxischen Serums bei CD11b-DTR Maiusen eine Glomerulonephritis und depletierten
CD11b" Makrophagen [86]. Bei diesem Modell wurde durch die Depletion der Makrophagen
eine geringere Zahl aSMA" Myofibroblasten und eine verminderte Ablagerung von
Kollagen III und damit einhergehende interstitielle Fibrose festgestellt. Dariiber hinaus wurde
die Rekrutierung von CD4" T-Lymphozyten in CDI11b-depletierten Miusen verringert. In
einem weiteren Modell der Nierenerkrankung, der IR, demonstrierten Ko et al. in Ratten, dass
auch hier die Depletion der Makrophagen mittels Clodronat-haltigen Liposomen eine giinstige
Auswirkung auf die persistente Inflammation sowie renale Fibrose hat [87].

Ob nun die Monozyten durch die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen und der
damit erhohten Infiltration anderer Zellpopulationen, z. B. T-Zellen, in die entziindete Niere
die Pathogenese der Nierenfibrose beglinstigen oder sie durch ihre hohe Plastizitit und rasche

Anderung ihres Phénotyps direkt an der Fibrosierung eines Organs beteiligt sind, ist noch



Einleitung 25

unklar. Aufgrund der vielen Oberflichenmarkern, die Monozyten mit anderen
Zellpopulationen, wie Neutrophile Granulozyten, NK-Zellen [83] oder Dendritische Zellen
[85] gemeinsam haben, und der Heterogenitit der Monozyten, ist die Untersuchung der

Monozyten-Funktion in der Nierenfibrose eine gro3e Herausforderung.

1.4 Die Rolle von CD4" T-Zellen bei der Fibrozytendifferenzierung und Entstehung

einer Nierenfibrose

Fibrozyten sind bevorzugt bei Fibrosierungsprozessen vorzufinden und werden dabei oft
durch andere inflammatorische Zellen, wie Monozyten, T- und andere Lymphozyten,
begleitet [70, 88]. Lymphozyten werden dabei zum Entziindungsort rekrutiert und dort durch
den Kontakt mit diversen Antigenen zur Produktion von verschiedenen Faktoren stimuliert.
Die dadurch freigesetzten Faktoren aktivieren Makrophagen und andere inflammatorische
Zellen. Viele Erkrankungen, die durch eine chronische Inflammation ausgelost werden,
zeichnen sich durch eine signifikante Aktivierung der adaptiven Immunantwort aus [15].
Insbesondere CD4" T-Zellen wird eine wichtige Rolle in der Progression von vielen
fibrotischen Erkrankungen zugeschrieben. Tapmeier et al. zeigten im tierexperimentellen
Modell der renalen Fibrose, dass defiziente Méuse fiir das Protein RAG1 (recombination-
activating protein 1) einen geringeren fibrotischen Schaden ausbilden als entsprechende
Kontroll-Méuse [89]. RAG1” Miuse sind durch eine Mutation charakterisiert, die eine
Differenzierung reifer T- und B-Zellen verhindert. Nach Rekonstitution der RAG1™™ Miuse
mit CD4" und CD8" T-Zellen, konnten lediglich CD4" T-Lymphozyten den Schweregrad der
renalen Fibrose auf das Niveau der Wildtyp-Méause wiederherstellen. In der gleichen Studie
wurde gezeigt, dass die Infiltration von Makrophagen in die obstruierte Niere der RAG1™”
Mause durch die Abwesenheit der Lymphozyten nicht beeintrachtigt ist [89].

Ahnliche Ergebnisse konnten nach Ureterligatur in T-Zell defizienten SCID (severe combined
immunodeficiency) Miusen beobachtet werden [58]. SCID Maiuse weisen eine spontane
Mutation im PRKDC (protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptide) Gen auf, und
produzieren, wie RAG1™”" Mause, keine reifen T- und B-Lymphozyten. Nach Ureterligatur
wurde nicht nur die geringere Ablagerung von Kollagen I als Marker der Fibrose in SCID
Maiusen festgestellt, es konnte zusétzlich gezeigt werden, dass die Abwesenheit der

Lymphozyten die Bildung von Fibrozyten in der fibrotischen Niere signifikant vermindert.
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1.5 Die Rolle Basophiler Granulozyten bei Nierenerkrankungen

Basophile Granulozyten wurden 1879 von Paul Ehrlich zum ersten Mal beschrieben und
repriasentieren weniger als 1 % der zirkulierenden Leukozyten im peripheren Blut. Basophile
Granulozyten begiinstigen die Pathogenese allergischer Entziindungen, regulieren die Ty2
T-Zelldifferenzierung sowie das immunologische Gedéchtnis und agieren auch als Antigen-
prasentierende Zellen [90].

Aktivierte Basophile Granulozyten konnen verschiedene Zytokine (z.B. IL-4, IL-6, IL-13,
TSLP), Histamine und Leukotriene sezernieren (s. Abb. 1.6) [91]. Die Freisetzung dieser
Mediatoren wird durch Kreuzvernetzung der hochaffinen Fc-Rezeptoren fiir IgG oder IgE,
unterschiedliche Zytokine (z.B. IL-3, IL-33) und Chemokine (z.B. CCL2, CCL5) sowie viele
andere stimulierende Faktoren ausgeldst [91]. In vivo konnte inbesondere das Zytokin IL-3 fiir
die spezifische Expansion von Basophilen Granulozyten verantwortlich gemacht werden [92].
Dieses hauptsichlich von CD4" T-Zellen freigesetzte Zytokin ist ein wichtiger
hédmatopoetischer Wachstumsfaktor und stimuliert nicht nur die Bildung von Basophilen
Granulozyten, sondern auch von anderen Granulozyten-, Erythrozyten-, Megakaryozyten-,

und Monozytenkolonien [93].

BG Vorlauferzelle
Knochenmark e o \
P A
® /76) Peripherie ) ©)
I'-'3000 @ 7 Histamine Aktivierung BG
o o.o @ 000 Basophiler Granulozyt

Lymphknoten

Chemokine

Entziindetes Gewebe

Q (9
& @@g

Abb. 1.6 Entwicklung, Aktivierung und Funktion Basophiler Granulozyten. Basophile Granulozyten (BG) entwickeln
sich aus den Vorlduferzellen im Knochenmark und expandieren nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren, wie IL-3 (1 und
2). Reife Basophile Granulozyten verlassen das Knochenmark und dringen in die Peripherie ein (3). Periphere Basophile
Granulozyten konnen durch verschiedene Zytokine (IL-3, IL-33, IL-18), Antikorper (IgG, IgD und IgE) und Antigene
aktiviert werden (4). Basophile Granulozyten produzieren zudem Histamine (5), Zytokine (6) und Chemokine (7). Basophile
Granulozyten kénnen auch in die drainierenden Lymphknoten migrieren (8) oder in entziindeten Geweben wihrend einer
inflammatorischen Immunantwort akkumulieren (9). Modifiziert nach [94].
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Basophile Granulozyten konnten in der Entstehung von Nierenerkrankungen eine wichtige
Funktion einnehmen, da sie insbesondere eine bedeutende Rolle bei der Ty2 Polarisierung
von CD4" T-Zellen, B-Zell Proliferation, Produktion von Immunglobulinen [95] und
Plasmazelliiberleben [96] spielen. Im systemischen Lupus erymathodes (SLE), einer
systemischen Autoimmunerkrankung, die alle Organe betrifft, insbesondere aber in der Niere
zur sogennanten Lupusnephritis fithren kann, wurde die Rolle Basophiler Granulozyten und
dem von ihnen erzeugten Ty2-Zytokinmilieu genauer untersucht [97]. Murine Basophile
Granulozyten beeinflussten dabei die Produktion der Autoantikérper, insbesondere die
Zirkulation von autoreaktivem IgE, und somit die Progression der Nephritis. Zudem
aktivierten die gebildeten IgE Immunkomplexe Basophile Granulozyten. Eine Elimination der
autoreaktiven IgE oder IL-4 Produktion unterdriickte die Ausbildung der renalen Erkrankung.
Inwiefern Basophile Granulozyten im Modell der tubulointerstitiellen Fibrose die Entstehung

von Fibrozyten oder eine Fibrosierung begiinstigen, wurde bisher noch nicht untersucht.

1.6 Unilaterale Ureterobstruktion als Modell der renalen Fibrose

Um Untersuchungen zum Mechanismus der tubulointerstitiellen Nierenfibrose im Tiermodell
durchzufiihren, gibt es verschiedene experimentelle Ansédtze [98]. Zum einen stehen
verschiedene Knockout-Miduse zur Verfligung, z.B. Colda3”™ [99] oder NEPH1”" [100]
Mause. Der renale Schaden, der aufgrund der genetischen Deletion dieser Proteine verursacht
wird, ist unterschiedlich ausgepréigt und fiihrt entweder schon in der friihen postnatalen Phase
oder nach wenigen Monaten zum Tode. Zum anderen stehen Modelle der chronischen
Niereninsuffizienz zur Verfligung, bei denen der Einsatz von Toxinen oder Antiseren
notwendig ist, wie z.B. bei der Adriamycin Nephropathie [101] oder Nephrotoxischen Serum-
Nephritis [102]. Zu beachten ist, dass die Wirkung der verabreichten Toxine und die
konsekutive Progression der Nephritis zwischen den Mausstdmmen und in Abhéngigkeit der
Herkunft des Toxins variieren.

In dieser Arbeit wurde das Modell der unilateralen Ureterobstruktion angewendet. Dieses
Modell der interstitiellen Fibrose findet mittlerweile eine breite Anwendung und hat mehrere
Vorteile [103, 104]. Die Durchfiihrung der Operation zur Ligation des Ureters ist relativ
unkompliziert. Der Schweregrad des renalen Schadens entwickelt sich iiber einen kurzen
Zeitraum, ist konstant und kann vom Experimentator iiber die Dauer der Obstruktion
kontrolliert werden. Die strukturellen Verdnderungen sind zwischen den verschiedenen
getesteten Versuchstieren gleichermallen ausgepriagt und finden auch in Méusen statt, sodass

sich die Mdglichkeit bietet gentechnisch verénderte Tiere im Modell der renalen Fibrose
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einzusetzen und zu untersuchen. Des Weiteren wird die Fibrose bei der einseitigen
Ureterligatur ohne den Einsatz von exogenen Toxinen induziert und ist nicht durch eine
Urdmie gekennzeichnet, da die kontralaterale nicht-ligierte Niere funktionsfahig bleibt.

Das Modell der UUO zeigt auBlerdem alle wichtige Merkmale eines typischen
Fibrosierungsprozesses [98]: (I) eine erhohte interstitielle Kapillarpermeabilitit und den
Influx von inflammatorischen mononukledren Zellen, insbesondere Makrophagen; (II) eine
erhohte Synthese von profibrotischen Molekiilen, wie z.B. TGF-B; (III) die Entstehung von
Matrix-produzierenden Myofibroblasten; (IV) eine erhohte Synthese von extrazelluldren
Matrixproteinen und deren Akkumulation; (V) ein progressiver Verlust von Tubuli durch
Apoptose; (VI) eine progressive interstitielle Kapillar-Rarefizierung, Hypoxie und oxidativer
Stress.

Bei der UUO zeigt sich zunichst ein Anstieg des Ureterdrucks im Verhéltnis zum renalen
Blutfluss. Unmittelbar nach der Durchfithrung der Ureterobstruktion veréndert sich die
renalen Himodynamik und der Ureterdruck sowie der renale Blutfluss in der ligierten Niere
steigen wihrend der ersten 1,5 Stunden an [105]. Nach 1,5- bis 5-stiindigen Dauer der
Ureterligatur sinkt der renale Blutfluss im Gegensatz zum Ureterdruck, der weiter zunimmt.
Nach 5-stiindiger Dauer der Okklusion und im weiteren Verlauf sinken nun sowohl der renale
Blutfluss als auch der Ureterdruck ab. Diese Beziehung zwischen dem renalen Blutfluss und
dem Ureterdruck wurde von Vaughan et al. ,,dreiphasige Antwort* genannt [105]. Neben dem
Abfall des renalen Blutflusses fiihrt die dauerhafte Okklusion des Ureters in den ersten 24
Stunden zum Absinken der GFR in der betroffenen Niere [105]. Die reduzierte GFR ldsst sich
auf den erhohten intratubuldren hydrostatischen Druck und somit die Umkehrung des
normalen Filtrationsdruckgradienten durch die glomerulidre Kapillarultrafiltrationsflache
zuriickfilhren [104]. Darauthin wird der glomeruldre Kapillardruck aufgrund der
voranschreitenden Vasokonstriktion reduziert und somit die Anzahl der funktionsfdhigen
Nephronen durch die Abnahme der zur Verfiigung stehenden Ultrafiltrationsfliche
vermindert.

Im weiteren Verlauf der UUO bildet sich durch die andauernde Stauung des Harns eine
sogennante Hydronephrose aus, es kommt zur vermehrten inflammatorischen Zellinfiltration
ins Interstitium, es findet tubuldrer Zelltod und ein irreversibler Verlust des
Nierenparenchyms statt sowie eine Akkumulation von extrazelluldren Matrixproteinen, wie
Kollagen I und III, und Fibronektin. Das Infiltrat der inflammatorischen Zellen ist vor allem
durch Monozyten/Makrophagen, aktivierte T-Zellen, B-Zellen, Plasmazellen oder
Neutrophile Granulozyten gekennzeichnet [106-108]. Im Modell der UUO bildet sich bereits
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nach 5 bis 7 Tagen eine interstitielle Fibrose aufgrund der erhohten Ablagerung
extrazelluldrer Matrixproteine aus [58, 59]. In diesem Zeitraum konnen auch rekrutierte

Fibrozyten in der ligierten Niere detektiert werden.

1.7 Zielsetzung

Die renale Fibrose stellt fiir die meisten Nierenerkrankungen ein gemeinsames Endstadium
dar. Der molekulare Mechanismus der tubulointerstitiellen Fibrose und der damit
einhergehende Funktionsverlust der Niere sind jedoch aufgrund der hohen Komplexitdt und
der Beteiligung von vielen verschiedenen Zelltypen an diesem Prozess noch nicht vollstindig
geklért. Die Rolle der aus dem Knochenmark-stammenden Fibrozyten wird zunehmend besser
verstanden. Zahlreiche in vitro Untersuchungen ergaben wichtige Hinweise auf die
Vorlduferzellen der Fibrozyten. Allerdings konnte dies bisher in vivo noch nicht bestétigt
werden. Aus diesem Grund soll in der vorliegenden Arbeit der Phénotyp von Fibrozyten
anhand der Expression von CD115, CCR2, Gr-1, Ly-6G und Ly-6C im murinen Modell der
renalen Fibrose charakterisiert werden. Dabei soll insbesondere untersucht werden, ob
Fibrozyten auch in vivo aus den klassischen infiltrierenden proinflammatorischen Monozyten
entstehen. Darauthin sollen Monozyten und Fibrozyten differentiell mit den monoklonalen
Antikorpern anti-CCR2, anti-Gr-1 und Diphtherie Toxin in Knochenmark-chiméren Miusen
depletiert und darauthin die Zahl der Fibrozyten und die Progression der Nierenfibrose im
Modell der Unilateralen Ureterobstruktion untersucht werden.

Die Bedeutung der CD4" T-Zellen fiir die Entwicklung der Fibrozyten in vitro konnte bereits
durch Vorarbeiten eindrucksvoll demonstriert werden. Weiterhin zeigten in vivo
Untersuchungen in T- und B-Zell defizienten Méusen die Wichtigkeit der Lymphozyten bei
der Fibrozytendifferenzierung. Im Rahmen dieser Arbeit soll deshalb die Rolle der CD4"
T-Zellen bei der Fibrozytendifferenzierung in vivo bestdtigt werden. Fiir diese Untersuchung
soll eine in vivo Depletion der CD4" T-Zellen mit dem Antikérper GK1.5 durchgefiihrt
werden. Anschlieend soll die renale Fibrose mittels einseitiger Ureterligatur induziert und
die Zahl der Fibrozyten sowie die Progression der Nierenfibrose bestimmt werden.

Dariiber hinaus soll die Rolle von Basophilen Granulozyten bei der Fibrozytenentstehung im
UUO-Modell analysiert werden. Basophile Granulozyten konnten in der Entstehung von
Nierenerkrankungen eine wichtige Funktion einnehmen, da sie insbesondere eine bedeutende
Rolle bei der T2 Polarisierung von CD4" T-Zellen spielen. In der vorliegenden Dissertation
sollen Basophile Granulozyten in ureterobstruierten Mausen zundchst mit dem monoklonalen

Antikorper anti-FceRla depletiert und schlieBlich mit dem Zytokin/Anti-Zytokin Antikorper
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Immunkomplex IL-3/anti-IL-3 aktiviert werden. Dabei soll auch die Funktion von IL-3 nicht
nur als Aktivator Basophiler Granulozyten, sondern als Effektorzytokin in der Entwicklung

der Nierenfibrose und der Zahl der Fibrozyten Gegenstand dieser Arbeit werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien
Bezeichnung Verwendung Firma
Aceton Immunfluoreszenz Merck, Darmstadt
BD Cytofix/Cytoperm Intrazelluldre FACS-Farbung BD Biosciences, Heidelberg
BD FACS Lysing Solution Extrazelluldre FACS-Farbung BD Biosciences, Heidelberg

Diphterie Toxin

Depletion von CD11b" Zellen

Sigma Aldrich, Taufkirchen

dNTP Mix, 100 mM

RT-PCR

Natutec, Frankfurt am Main

Ethanol, absolut,
min. 99,9 %

RNA-Isolation

Mallinckrodt Baker B.V.,

Deventer, Niederlande

Fluorescent Mounting Medium

Immunfluoreszenz

Dako Deutschland GmbH,
Hamburg

Glycerin

Unilaterale Ureterobstruktion

Sigma Aldrich, Taufkirchen

H,O, PCR grade

RNA-Isolation, PCR

Qiagen, Hilden

Hoechst 33342 Immunfluoreszenz Molecular Probes/Invirtogen,
Eugene, USA

Methanol Immunfluoreszenz Merck, Darmstadt

PBS in vivo Injektionen PAA Laboratories GmbH,

Pasching, Osterreich

RNasin (RNase Inhibitor) RT-PCR Promega Corporation,
40 U/ul Madison, WI, USA
RPMI 1640 Medium Zellpraparation Gibco/Invitrogen, Karlsruhe

Saponin

Intrazelluldre FACS-Farbung

Sigma aldrich, Taufkirchen

SuperBlock Blocking Buffer

Immunfluoreszenz

Thermo scientific, Rockford,

USA

Tissue Tek®,

OCT" Compound

Kryopréparatherstellung

Sakura Finetek Europe B.V.
Alphen aan den Rijn,
Niederlande
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Wasserstoffperoxid (H,0,), Immunfluoreszenz Merck, Darmstadt
30 %
B-Mercaptoethanol Zusatz im RLT-Puffer Sigma Aldrich, Taufkirchen

2.2 Narkose

Bezeichnung Ansatz Endkonzentration
Domitor/Medetomidinhydrochlorid | 1 ml 0,5 mg/kg
(1 mg/ml)
Fentanyl — Injektionslosung 2 ml 0,05 mg/kg
(0,1 mg)
Midazolam/Dormicum 10 ml 5,0 mg/kg
(5 mg/5 ml)
2.3 Antagonist
Bezeichnung Ansatz Endkonzentration
Antisedan/Atipamezolhydrochlorid | 0,5 ml 2,5 mg/kg
(5 mg/ml)
Flumazenil 5ml 0,5 mg/kg
(0,5 mg/5 ml)
Naloxon — Injektionslosung 3ml 1,2 mg/kg

(0,4 mg/ml)

2.4 Puffer

Bezeichnung

Verwendung

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS, 10x),

pH 7,4
1,8 mM KH,PO,
10,3 mM Na,HPO,
137 mM NaCl
2,7 mM KCl,
in Aqua dest

Waschpuffer bei diversen Methoden

Zellpraparationsmedium
RPMI 1640 Medium
10 % FCS (hitzeinaktiviert)

Herstellung von Einzelzellsuspensionen
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2.5 Sonstige Materialien

Bezeichnung Verwendung Firma
384-well Mikrotiterplatte, qPCR Applied Biosystems,
transparent Darmstadt

Basisplatte, 25 x 35 cm
(18200-04)

Unilaterale Ureterobstruktion

Fine Science Tools,

Heidelberg

Cell Strainer (70 pm)

Herstellung von

Einzelzellsuspensionen

BD Falcon, Le Pont de Claix,
Frankreich

Einmalskalpell (No. 10, No.11)

Priparation von Gewebe

Pfm, KoIn

Einmalspritzen (1 ml)

Injektionen

BD Biosciences, Heidelberg

Elastomer

Unilaterale Ureterobstruktion

Fine Science Tools,

Heidelberg

Fettstift, Liquid Blocker

Immunfluoreszenz

Science Services GmbH,

Miinchen

Fixator, 5 cm (18200-02)

Unilaterale Ureterobstruktion

Fine Science Tools,

Heidelberg

Kaniilen BD Microlance 3

(27Gx%,26G x '2”)

Injektionen

BD Biosciences, Heidelberg

Lysing Matrix D
Reaktionsgefilie, 2 ml

Homogenisierung von Gewebe

MP Biomedicals, Santa Ana,
CA, USA

Objekttriger, SuperFrost”
PLUS Beschichtung

Immunfluoreszenz

Thermo scientific, Rockford,

USA

Operationsbesteck:

= Dumont #7 Pinzette,
11,5 em (11273-20)

= Extra feine Graefe Pinzette,
gebogen, 10 cm (11151-10)

= Extra feine Schere, gerade,
8,5 cm (14084-08)

»  Graefe Pinzette, gerade,
10 cm (11050-10)

= Lexer-baby Schere,
gebogen, 10 cm (14079-10)

= Semken Pinzette, gebogen,
13 cm (11009-13)

Unilaterale Ureterobstruktion

Fine Science Tools,

Heidelberg
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= Semken Pinzette, gerade,
13 cm (11008-13)

PCR-Versiegelungsfolien,

selbstklebend, transparent

qPCR

Thermo scientific, Rockford,

USA

Préparationsbesteck Priparation von Gewebe Fine Science Tools,
Heidelberg
PreSeparation Filter (30 um) Herstellung von Miltenyi Biotech,

Einzelzellsuspensionen

Berg. Gladbach

Prolene Nahtmaterial, 4-0

(1.5 Ph. Eur.), EH7692

Unilaterale Ureterobstruktion

Ethicon/Johnson&Johnson,

Norderstedt

Reagenzrohre mit Schraub-
verschluss, Polypropylene,

konisch, 50 ml, 15 ml

Zellbiologische Methoden

Sarstedt, Nimbrecht

Reagenzrohre, Polystyrene,

Rundboden, 5 ml

FACS Farbungen

BD Falcon, Le Pont de Claix,
Frankreich

Retraktor, stumpf, 2,5 cm
(18200-10)

Unilaterale Ureterobstruktion

Fine Science Tools,

Heidelberg

Vicryl Nahtmaterial, 3-0
(2 Ph. Eur.), V393

Unilaterale Ureterobstruktion

Ethicon/Johnson&Johnson,

Norderstedt
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2.6 Gerite
Bezeichnung Verwendung Firma
ABI PRISM 7900 HT qPCR Applied Biosystems,
detection system Darmstadt
Durchflusszytometer, FACS Analyse BD Biosciences, Heidelberg
FACS Calibur
Durchflusszytometer, FACS Analyse BD Biosciences, Heidelberg
FACS Canto 11
Fluoreszenz-Mikroskop, Immunfluoreszenz Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Observer.Z1 mit AxioCam

ERc 5s

Jena

Homogenisator, FastPrep”*-24

RNA-Isolation

MP Biomedicals, Santa Ana,
CA, USA

Kryostat CM3050S Herstellung von Kryoschnitten | Leica, Wetzlar

NanoDrop® Konzentrationsbestimmung Peqlab, Erlangen
von RNA

Operationsmikroskop, Unilaterale Ureterobstruktion Carl Zeiss Meditec,

OPMI 1-FC Oberkochen

Zentrifuge, Centrifuge 5417 R

Molekularbiologische
Methoden

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge, Megafuge 16 R

Herstellung von Einzelzell-

suspensionen; FACS Farbungen

Thermo scientific, Rockford,

USA
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2.7 Kits
Bezeichnung Verwendung Firma
Avidin-Biotin-Blocking Kit Immunfluoreszenz Vector Laboratories Inc.,

Burlingame, CA, USA

Lightning-Link  R-Phyco-
erythrin Conjugation Kit

Konjugation von MC-21 und
MC-67

Innova Biosciences Ltd.,

Cambridge, Grof3britannien

M-MLYV Reverse Transkriptase, | RT-PCR Invitrogen' /Life

200 U/ul Technologies GmbH,
Darmstadt

QuantiTect” SYBR"™ Green qPCR Qiagen, Hilden

PCR Kit

Rnase-Free Dnase Set

RNA-Isolation

Qiagen, Hilden

Rneasy Midi Kit

RNA-Isolation

Qiagen, Hilden
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2.8 Antikorper und Zytokine

Bezeichnung Spezifitit | Konjugat | Klon Wirt/Isotyp | Hersteller
CCR2 Maus PE MC-21 Ratte IgG2b eigene Herstellung
CCR2 Maus - MC-21 Ratte IgG2b eigene Herstellung
CDl11b Maus FITC M1/70 Ratte IgG2b,x | BD Biosciences
CDI11b Maus PE M1/70 Ratte IgG2b,x | BD Biosciences
CD16/32, Maus Purified, 2.4G2 Ratte IgG2b,k | BD Biosciences
(Fe-Block) NA/LE
CD4 Maus Purified, GK1.5 Ratte [gG2b,x | eBioscience
NA/LE
CD45 Maus FITC 30-F11 Ratte IgG2b,x | BD Biosciences
CD45 Maus BD V500 30-F11 Ratte I[gG2b,x | BD Biosciences
CD49b Maus PE Hmalpha2 | Hamster IgG1, | BD Biosciences
K
CD49b Maus APC Dx5 Ratte IgM, « BD Biosciences
CD5 Maus FITC 53-7.3 Ratte IgG2a, « | BD Biosciences
CD8 Maus APC 53-6.7 Ratte IgG2a, k | BD Biosciences
F (ab’), fragment | Kaninchen Alexa - Ziege 1gG Molecular Probes”/
of goat anti- Fluor 594 Life Technologies
rabbit [gG GmbH
FceRla Maus Purified, MARI1 Ar. Hamster eBioscience
NA/LE 1gG
Gr-1 Maus PE RB6-8C5 | Ratte I[gG2b,x | BD Biosciences
Gr-1 Maus APC RB6-8C5 | Ratte [gG2b,x | BD Biosciences
Gr-1 Maus Purified, RB6-8C5 Ratte I[gG2b,x | eBioscience
NA/LE
IgG (Isotyp- ) Purified, | eBi0o299Arm | Armenian eBioscience
Kontrolle) NA/LE Hamster
IgG (Isotyp- ) Biotin Whole Kaninchen Rockland
Kontrolle) molecule Immunochemicals
IgG (Isotyp- ) ) Whole Kaninchen Rockland
Kontrolle) molecule Immunochemicals
IgG2b Ratte Biotin RG7/11.1 | Ms IgG2b BD Biosciences
I1gG2b - PE MC-67 Ratte IgG2b Eigene Herstellung
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IgG2b (Isotyp- ) ) MC-67 Ratte Eigene Herstellung

Kontrolle

IL-3 Maus Purified, MP2-8F8 Ratte 1gG1,x Southern Biotech
NA/LE

IL-3, murin i Purity rekombinant E coli PeproTech Inc.
~98% . coli

Kollagen Typ I Maus Biotin polyklonal | Kaninchen Rockland

Immunochemicals

Kollagen Typ I Maus - polyklonal | Kaninchen Abcam

Ly-6C Maus PE HK1.4 Ratte IgG2c, k | Abcam

Ly-6G Maus PE 1A8 Ratte IgG2a,x | BD Biosciences

Streptavidin - APC - - BD Biosciences

2.9 Primer
Bezeichnung Firma

Maus Kollagen I Sense-Primer:

5¢ ~TgT TCA gCT TTg Tgg ACC TC- 3

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Maus Kollagen I Antisense-Primer:

5 -TCA AgC ATA CCT Cgg gTT TC- 3¢

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Referenz Gen beta-Aktin Sense-Primer:

5’ ~ACC CgC gAg CAC AgC TTC TTT g- 3’

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Referenz Gen beta-Aktin Antisense-Primer:

5" —ACA TgC Cgg AgC CgT TgT CgA C-3°

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Oligo-(dT)20-Primer

Darmstadt

Invitrogen' /Life Technologies GmbH,
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2.10 Versuchstiere und Tierhaltung

Die Unterbringung der mindestens 8-10 Wochen alten Versuchstiere erfolgte im Tierstall H1
des Universititsklinikums Regensburg in sogennanten IVC-(individually ventilated cage)
Systemen und einem 12 Stunden Hell-Dunkel Rhythmus. In den Riumen wurde eine
konstante Temperatur von 21°C £ 2°C und eine relative Luftfeuchtigkeit von 60 % gehalten,
und die Tiere wurden mit Standardfutter und Leitungswasser ad libidum versorgt. Alle
tierexperimentellen Arbeiten wurden unter Beriicksichtigung der geltenden Tierschutz-

bestimmungen durchgefiihrt.

Bezeichnung Firma

C57BL/6J Charles River Laboratories, Sulzfeld

C57BL/6N Elevage Janviere, Le Genest Saint Isle,
Frankreich

CCR2™" Miuse (B6.12984-Ccr2™!"/J) The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA

CD11b-DTR Maiuse (B6.FVB-Tg(ITGAM- The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA

DTR/EGFP)34Lan/J

2.11 Software

Bezeichnung Firma

CellQuest Pro 3.1 BD Biosciences, Heidelberg

Flow Jo, Vers. 8.7 Tree Star Inc., Ashland, OR, USA

GraphPad Prism, Vers. 5.03 GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

Image J, 1.44p National Institutes of Health, USA

MetaMorph Software, Vers. 4.6r1 Universal Imaging (Visitron System),
Puchheim

SDS 2.2.3 Applied Biosystems, Darmstadt
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3 Methoden

3.1 Tierexperimente
3.1.1 Unilaterale Ureterobstruktion (UUO)

Die UUO bei den Versuchstieren wurde nach Einleitung der Narkose durch intraperitoneale
Gabe von Fentanyl (0,05 mg/kg), Midazolam (5 mg/kg) und Dormitor (0,5 mg/kg) an Tag 0
durchgefiihrt. Nach Uberpriifung der Narkosewirkung anhand fehlender Reaktion auf
Schmerzreize (Zwischenzehenreflex), wurde die Maus in Riickenlage auf den Operationstisch
gelegt und eine Mischung aus 70 % Ethanol und 30 % Glycerin auf die Bauchdecke
aufgebracht. Damit wurde zum einen die Operationsstelle desinfiziert und zum anderen das
Fell des Tieres verklebt, sodass eine Rasur des Operationsfeldes nicht notwendig war. Die
Offnung der Bauchdecke und des Peritoneums folgte mit einem ca. 1 — 1,5 cm langen
medianen Abdominalschnitt. Nach Anbringen der Wundhaken wurde der linke Harnleiter
unter einem Operationsmikroskop vorsichtig vom umgebenden Gewebe freigelegt und an
zwel Stellen mit einem nicht resorbierbaren Faden ligiert. SchlieBlich wurde das Peritoneum
mit einem nicht resorbierbaren 4-0 Faden und die Bauchdecke mit einem resorbierbaren 3-0
Faden und unter Anwendung von Einzelknopfnihten verschlossen. Es folgte eine subkutane
Injektion des Antagonisten bestehend aus Naloxon (1,2 mg/kg), Flumazenil (0,5 mg/kg) und
Antisedan (2,5 mg/kg), um die Wirkung der Narkose aufzuheben. Die Méuse standen bis zum
vollstindigen Erwachen unter Beobachtung. An Tag 7 nach der UUO erfolgte die
Organentnahme. Dabei wurden Blut, Milz und Nieren entnommen und analysiert. Die

kontralaterale nicht abgebundene Niere diente als Kontroll-Niere.

3.1.2 In vivo Depletion von Monozyten
3.1.2.1 Depletion der CCR2" Monozyten mit dem Antikérper MC-21

Um die in vivo Differenzierung der Monozyten in Fibrozyten zu untersuchen, wurden die
Monozyten in drei verschiedenen Ansitzen depletiert. Zur Depletion der CCR2" Gr-1"
Monozyten erhielten die Mause von Tag -1 bis 2 (s. Abb. 3.1, A), von Tag -1 bis 6 (s. Abb.
3.1, B) oder von Tag 4 bis 6 (s. Abb. 3.1, C) eine intraperitoneale Injektion des anti-CCR2
Antikdrpers MC-21 oder des Isotyp-Kontrollantikdrpers MC-67 (Ratte 1gG2b) jeweils mit
50 pg in 200 pl sterilem PBS.
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uvuo Organentnahme Organentnahme
l |
0 1
-1 0 1 2 3 4 5 6 7
* * s
I MC-21/MC-67 |
(A) | |
I MC-21/MC-67 |
(B) | |

MC-21/MC-67

(C) —A

Abb. 3.1 Versuchsaufbau zur Depletion der CCR2* Monozyten mit MC-21 im UUO-Modell. Die Applikation von anti-
CCR2 Antikdrper (MC-21) oder Isotyp-Kontrollantikdrper (MC-67) erfolgte (A) an Tag -1 bis 2, (B) an Tag -1 bis 6 oder (C)
an Tag 4 bis 6. * = Blutentnahme.

3.1.2.2 Herstellung der CD11b-DTR Knochenmark-chimérer Miuse

Die transgenen CD11b-DTR Maduse exprimieren den hochaffinen Diphtherie Toxin (DT)
Rezeptor unter der Kontrolle des CD11b Promotors. DT ist ein Polypeptid aus dem
Corynebacterium diphtheriae und besteht aus zwei Untereinheiten, A und B. Die Untereinheit
B bindet an den DT-Rezeptor (DTR) und ermdglicht so der Untereinheit A das Eindringen in
die Zelle. Aufgrund eines Unterschiedes von drei Aminosduren in der extrazelluldren Region
des DTR, die fiir die Bindung der Untereinheit B vom DT von Bedeutung sind, sind Nager
10° bis 10° mal resistenter gegen DT als Menschen oder Affen. Die transgene Expression des
hochaffinen simianen DTR in den gewiinschten Mauszellsubpopulationen ermdglicht somit
deren selektive Depletion [109] (Abb. 3.2). Um unspezifische toxische Effekte zu vermeiden
und die Depletion ausschlieflich auf hdmatopoetische Zellen zu beschrianken, wurden
sogenannte Knochenmark-chimére Méuse generiert. Dazu wurden C57BL/6J Wildtyp-Mé&use
lethal mit 9,5 Gy bestrahlt und durch intravendsen Transfer von 4 x 10° Knochenmarkzellen
aus transgenen CD11b-DTR MaAiusen rekonstituiert. Nach 8 Wochen konnten die

Knochenmark-chimiren Mause fiir die Experimente eingesetzt werden.
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(A) WT-Maus

00

DT
[50 ng/g]

(B) CD11b-spezifische DTR Maus

00

DT
[2-16 ng/g]

DTR

P

Apoptose;\())%

00

() DT-B Untereinheit

O DT-A Untereinheit

| Hoch-affiner DTR

8 Niedrig-affiner DTR

Abb. 3.2 Depletion der CD11b"* Zellen in transgenen Miusen mit dem hochaffinen DTR. (A) WT-Maus ist 1000-mal
resistenter gegen DT als z.B. Menschen. (B) Die Expression des hochaffinen simianen DTR in CD11b" Zellen ermdglicht die
gezielte Depletion dieser Zellen mit der Injektion von DT (modifiziert nach [109]).

3.1.2.3 Depletion von CD11b" Zellen in CD11b-DTR Knochenmark-chiméren Miusen

Die Ablation der CD11b" Zellen in CD11b-DTR Knochenmark-chiméiren Méusen erfolgte
durch intraperitoneale Injektion von 500 ng DT (20 ng DT/g Korpergewicht der Maus) in
200 pl sterilem PBS an Tag -1 und an Tag 1 bis Tag 6. Als Kontrolle dienten PBS-behandelte
Knochenmark-chimire Méuse (Abb. 3.3).

Uuvuo Organentnahme
l Tag
I N N N
-1 0 1 2 3 4 5 6 7
* * *
DT /PBS | DT /PBS |
I |

Abb. 3.3 Versuchsaufbau zur Depletion von CD11b" Monozyten im Modell der renalen Fibrose. CD11b-DTR
Knochenmark-chimare Mause wurden mit DT oder PBS an Tag -1 und von Tag 1 bis 6 behandelt. * = Blutentnahme.

3.1.2.4 Depletion von Gr-1" Zellen mit dem anti-Gr-1 Antikorper

Die Depletion der Gr-1" Zellen wurde durch tigliche intraperitoneale Injektion von 50 pg
Ratte anti-Maus Gr-1 oder Isotyp-Kontrollantikdrper MC-67 (Ratte IgG2b) in 200 pl sterilem
PBS von Tag -1 bis 2 (Abb. 3.4, A), von Tag -1 bis 6 (Abb. 3.4, B) oder von Tag 3 bis 6
(Abb. 3.4, C) durchgefiihrt.
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uvuo Organentnahme Organentnahme
l l
0 1 |
-1 0 1 2 3 4 5 6 7

*
*
*

anti-Gr-1 / MC-67 |

A) | .
, anti-Gr-1/ MC-67 |
B) | |
anti-Gr-1 / MC-67
(©) | I

Abb. 3.4 Versuchsaufbau zur Depletion der Gr-1" Zellen mit anti-Gr-1 Antikérper im UUO-Modell. Die Depletion der
Gr-1" Zellen erfolgte (A) an Tag -1 bis 2, (B) an Tag -1 bis 6 oder (C) an Tag 3 bis 6. * = Blutentnahme.

3.1.3 In vivo Depletion von CD4" T-Zellen

Der Einfluss von T-Zellen auf die Entstehung der Fibrozyten in der fibrotischen Niere wurde
durch eine in vivo Depletion der CD4" T-Zellen mit dem Antikdrper GK1.5 (anti-CD4)
untersucht. Zur vollstindigen Entfernung der T-Zellen in vivo wurde GKI1.5 an drei
aufeinander folgenden Tagen (Tag -3 bis -1) vor der UUO intraperitoneal in einer
Konzentration von 300 pg verabreicht. Kontroll-Mduse erhielten einen Isotyp-
Kontrollantikoérper (Abb. 3.5). An Tag 0 und Tag 7 wurde die Depletion der T-Zellen

durchflusszytometrisch iiberpriift.

Uuo Organentnahme
l Tag
| | | | | | | |
3 2 -1 0 1 2 6 7
* *

| GK1.5/ MC-67 |

Abb. 3.5 Versuchsaufbau zur Untersuchung von CD4" T-Zellen bei der Fibrozytenentstehung in der fibrotischen
Niere. Die Méuse wurden mit einem anti-CD4 Antikorper (GK1.5) oder einem Isotyp-Kontrollantikorper (MC-67) von Tag
-3 bis Tag -1 behandelt. * = Blutentnahme.

3.1.4 Invivo Depletion von Basophilen Granulozyten

Die Rolle Basophiler Granulozyten bei der Akkumulation der Fibrozyten in der Nierenfibrose
wurde zunédchst durch die in vivo Depletion der Basophilen Granulozyten analysiert. Zu

diesem Zweck erfolgte die intraperitoneale Applikation des anti-FceRIa Antikorpers (MAR1)
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von Tag -4 bis -2 vor der UUO zweimal téglich in einer Konzentration von 10 pg in 200 pl
sterilem PBS. Die Kontroll-Gruppe wurde mit einem Isotyp-Kontrollantikdrper (Arm.
Hamster IgG) behandelt (Abb. 3.6). Die durchflusszytometrische Uberpriifung der Depletion
wurde an Tag 0 und Tag 7 durchgefiihrt.

uuo Organentnahme
l Tag
b I e
-4 -3 -2 -1 0 1 2 6 7
* *
MARI1/ Isotyp

Abb. 3.6 Versuchsaufbau zur Untersuchung Basophiler Granulozyten bei der Fibrozytenakkumulation in der
fibrotischen Niere. Die Depletion Basophiler Granulozyten wurde von Tag -4 bis -2 mit der Gabe von anti-FceRla (MART1)
durchgefiihrt. Kontroll-Méuse erhielten den entsprechenden Isotyp-Kontrollantikérper. * = Blutentnahme.

3.1.5 Invivo Aktivierung von Basophilen Granulozyten

In einem weiteren Ansatz wurde die Rolle aktivierter Basophiler Granulozyten bei der
Entstehung von Fibrozyten im UUO-Modell der renalen Fibrose untersucht. Mit der
intraperitonealen Gabe des Zytokins IL-3 oder des IL-3/anti-IL-3 Immunkomplexes kdnnen
Basophile Granulozyten aktiviert und angereichert werden [92, 110]. IL-3 wurde den
operierten Méusen in einer Konzentration von 0,5 ng / pl sterilem PBS zweimal téglich von
Tag 0 bis 6 verabreicht (Abb. 3.7, A).

Die Gabe des Zytokin/anti-Zytokin Antikdrper Komplexes erhoht und verldngert die
biologische in vivo Aktivitit eines Zytokins [111, 112]. Fiir die Herstellung des Komplexes
wurden zunéchst 200 ng des rekombinanten murinen IL-3 und 1 pg des Ratten anti-Maus 1L-3
gemischt und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde das
IL-3/anti-IL-3 Gemisch mit PBS/0,1 % BSA auf 150 pl Endvolumen eingestellt und von
Tag 0 bis 6 zweimal tdglich appliziert (Abb. 3.7, B).
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uuo Organentnahme
— 1T T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 7
% %
I IL-3 oder PBS |
(A) | |
| IL-3 / IL-3 oder PBS / 0,1% BSA |
B) | |

Abb. 3.7 Versuchsautbau zur Untersuchung aktivierter Basophiler Granulozyten bei der Fibrozytenakkumulation
nach Ureterobstruktion. Die Aktivierung Basophiler Granulozyten wurde durch die Applikation mit (A) IL-3 oder (B)
IL-3/anti-IL-3 Immunkomplex induziert. * = Blutentnahme.

3.2 Zellbiologische Methoden
3.2.1 Entnahme von peripherem Blut

Das Blut wurde nach Einleitung der Narkose retroorbital mithilfe einer Heparin-beschichteten
Kapillare entnommen. Das entnommene Blut wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl mit
vorgelegtem 0,1 M EDTA gesammelt und konnte direkt fiir die nachfolgende FACS Farbung

eingesetzt werden.

3.2.2 Priparation von Milz und Nieren

Die Organentnahme der Milz oder der Nieren erfolgte nach dem Toten der Méuse durch
zervikale Dislokation mit anschlieBender Desinfektion des Fells durch 70 %iges Ethanol.
Darauthin wurde die Bauchhohle des Tieres gedftnet und die Organe unter Freilegung des
umliegenden Gewebes herauspripariert. Die Nieren wurden vorsichtig von der Nierenkapsel
befreit und mithilfe eines Skalpells lings in zwei Hélften geteilt. Aus einer Nierenhélfte
wurde eine Einzelzellsuspension fiir die FACS Analyse hergestellt und die andere Hailfte
wurde nochmals halbiert. Beide Viertel wurden in Reaktionsgefdfie tiberfiihrt und sofort in
fliissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Herstellung von Kryostatpraparaten oder RNA-
Isolation wurden die Organteile bei -80°C gelagert.

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension fiir die durchflusszytometrische Analyse wurde
die von der Kapsel befreite Nierenhilfte oder die Milz in einer Petrischale mit vorgelegtem
Priparationsmedium (4°C) zerkleinert und anschlieBend mit Hilfe des Stempels einer 2 ml
Spritze durch einen 70 um Filter gepresst. Nach der Uberfiihrung der Zellsuspension in eine
15 ml Réhre wurden die Zellen bei 350 x g, fiir 7 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet

wurde mit frischem Medium resuspendiert und iiber einen 30 um Filter gegeben. Die dadurch
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entstandene Einzelzellsuspension wurde ein weiteres Mal zentrifugiert und die pelletierten
Zellen mit entsprechendem Medium in Lésung genommen. Bis zur weiteren Verwendung

wurde die Zellsuspension auf Eis gelagert.

3.3 Durchflusszytometrie (FACS, fluorescence activated cell sorting)
3.3.1 Allgemeines Prinzip

Mithilfe der Durchflusszytometrie und Fluorochrom-markierten Antikdrpern wurden in der
vorliegenden Arbeit intrazelluldre und extrazelluldre Farbungen durchgefiihrt. Die FACS
Analyse ermdglicht die Untersuchung von Zellen nach ihren Eigenschaften, wie z.B. Grofe,
Struktur, Oberfldcheneigenschaften, intrazelluldre Zusammensetzung uvm. Die Messung im
FACS (fluorescence activated cell sorter) erfolgt durch die Markierung der Zellen mit
Antikorpern, die an einen Fluoreszenzfarbstoff gebunden sind. Dabei handelt es sich um eine
direkte Markierung. Bei der indirekten Markierung werden die gebundenen Antikorper der
Zelle mit einem fluoreszenzkonjugierten Sekundérantikorper nachgewiesen. Die
Zellsuspension mit den markierten Zellen wird darauthin durch eine Kapillare in die
Durchflusszelle gesaugt, in der die Zellen einzeln, mithilfe der sogennanten
hydrodynamischen Fokussierung, an einem Laserstrahl (Laser: light amplification by
stimulated emission of radiation) vorbeigeleitet werden. Die gebundenen Fluoreszenz-
farbstoffe werden dabei angeregt. Die Anregung durch den luftgekiihlten Argon-Laser
(488 nm) bewirkt eine Emission von Licht einer bestimmten Wellenldinge. Das emittierte
Licht ist von mehreren Parametern abhingig: ZellgroBe, Zellgranularitit sowie spezifische
Fluoreszenzen. Im Durchflusszytometer werden diese Eigenschaften durch das
Vorwirtsstreulicht (FSC, forward scatter) und Seitwirtsstreulicht (SSC, side scatter) erfasst.
Die Lichtbeugung des Vorwirtsstreulichtes ermdglicht die Messung der Zellgrofe, welche
entlang der Achse des einfallenden Lichtes ermittelt wird. Die Zellgranularitét lasst sich durch
die Lichtbrechung und Reflexion des Seitwértsstreulichtes, das in einem 90° Winkel zum
einfallenden Licht gemessen wird, feststellen. Die Fluoreszenz des gebundenen Fluorochroms
wird ebenfalls durch das Seitwértsstreulicht detektiert. Dabei ist die Fluoreszenzintensitéit von
der Anzahl der pro Zelle gebundenen Fluoreszenzfarbstoff-Molekiile abhéngig.

Fiir die FACS Analysen in dieser Arbeit standen zwei verschiedene Durchflusszytometer zur
Verfiigung: das FACSCalibur und das FACSCanto  II. Wihrend im FACSCalibur™
gleichzeitig bis zu vier verschiedene Fluorochrome gemessen werden konnten, ermoglichte
das FACSCanto™ II die simultane Analyse von bis zu acht verschiedenen Fluoreszenz-

farbstoffen.



Methoden 47

3.3.2 Extrazellulire Firbung

Mit der extrazelluliren Féarbung ist es moglich Oberflichenantigene der Zellen mit
entsprechenden Fluorochrom-markierten Antikérpern zu detektieren. In dieser Arbeit wurde
die Oberflachenfdrbung fiir die Identifizierung und Quantifizierung der Monozyten, T-Zellen
und Basophilen Granulozyten angewendet. Des Weiteren wurde die Expression verschiedener
Oberflichenmarker auf Fibrozyten untersucht.

Fiir die Oberfldchenfarbung wurden die Zellen zundchst mit dem Fc-Block fiir 15 Minuten auf
Eis pridinkubiert und anschlieBend mit den entsprechenden Fluorochrom-konjugierten
Antikorpern fiir 20 Minuten bei 4°C im Dunkeln geférbt. Nach zwei Waschschritten mit PBS
folgte die Lyse der roten Blutkdrperchen mit dem BD Lyse Puffer (10 Minuten, bei
Raumtemperatur, im Dunkeln). Fiir die Ermittlung der absoluten Zellzahl wurden nach dem
letzten Waschschritt zur Zellsuspension 20 pl Counting beads hinzugegeben und im FACS

analysiert. Die Zellzahl wurde nach folgender Formel bestimmt:

gemessene Zellzahl - Gesamtzahl eingesetzte Counting beads  Absolute Zellza}y
gemessene Counting beads - Verdiinnung uL

3.3.3 Intrazellulire Farbung

Die intrazelluldire FACS Farbung wurde in dieser Arbeit zur Identifizierung der Fibrozyten
angewendet.

Zunichst wurde die Zellsuspension mit den Oberflichenmarkern CD45 und CD11b oder
zusidtzlich mit anderen zu untersuchenden Oberflichenantigenen markiert (s. 3.3.2). Nach der
20-miniitigen Inkubation und den darauffolgenden Waschschritten wurden die Zellen mit dem
Permeabilisierungspuffer (Cytofix/Cytoperm, BD) nach Angaben des Herstellers
permeabilisiert und gleichzeitig die bereits gefarbten Oberflachenmolekiile fixiert. Es folgten
zwel Waschschritte mit dem Permeabilisierungswaschpuffer (0,1 % Saponin-Ldsung in PBS)
und die Inkubation (30 Minuten, 4°C) mit dem biotinylierten Kollagen I-Antikorper oder der
Isotyp-Kontrolle. Nach zwei weiteren Waschschritten wurde das APC-konjugierte
Streptavidin zur Detektion des Kollagen I-Antikorpers fiir 30 Minuten dazugegeben. Nach
den letzten Waschschritten wurden zur Quantifizierung der Fibrozyten 20 ul Counting beads
zur Zellsuspension dazupipettiert. AnschlieBend folgte die Analyse der Zellsuspension im

FACS.
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3.4 Molekularbiologische Methoden
3.4.1 Isolation von Gesamt-RNA aus murinem Gewebe

Die Isolation von Gesamt-RNA aus der UUO und kontralateraler Niere erfolgte mit dem
RNeasy Midi Kit von der Firma Qiagen. Das in Stickstoff schockgefrorene Gewebe wurde
zundchst in 1 ml RLT-Puffer mithilfe des Homogenisators MP FastPrep”-24 und der
sogenannten Lysing Matrix Reaktionsgefdle (2 ml, griner Deckel) homogenisiert.
Intrazellulire RNasen werden durch die Lyse der Zellen freigesetzt und miissen sofort
deaktiviert werden. Der RLT-Puffer enthidlt B-Mercaptoethanol und stark denaturierendes
Guanidinisothiocyanat (GITC). Das im Puffer enthaltene GITC inaktiviert die RNasen, sodass
eine Isolation von intakter RNA gewahrleistet wird. B-Mercaptoethanol unterstiitzt dabei die
Inaktivierung der storenden RNasen durch die Reduktion von Disulfidbriicken und die damit
verbundene irreversible Denaturierung und Zerstérung der urspriinglichen Konformation der
RNA-abbauenden Enzyme. Das Lysat wurde darauthin in ein steriles 15 ml Rdhrchen
iiberfiihrt, mit 1 ml RLT-Puffer aufgefiillt und fiir 10 Minuten bei 5.000 x g zentrifugiert, um
Zelltriimmer zu pelletieren. Der Uberstand wurde in ein steriles 15 ml Réhrchen iiberfiihrt,
mit 2 ml 70 % Ethanol versetzt, sofort griindlich gemischt und auf die RNeasy Midi Séule
pipettiert. Das Ethanol bietet dabei optimale Bedingungen fiir die Bindung der RNA an die
Silica-Gel Membran der Saule. Die Silica-Gel Membran bindet alle RNA-Molekiile, die
grofer sind als 200 Basenpaare, und ermoglicht damit die gezielte Anreicherung von mRNA.
Nach der Zentrifugation der beladenen Saule bei 5.000 x g fiir 5 Minuten und dem Verwerfen
des Durchflusses wurde ein DNase-Verdau nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt,
um noch eventuell vorhandene DNA zu eliminieren. Nach den abschliefenden
Waschschritten wurde die gebundene RNA mit 150 ul Nuklease-freiem H,O von der Séule
eluiert und die Konzentration am NanoDrop Spektrophotometer bestimmt. Bis zur weiteren

Verwendung wurde die RNA-Ldsung bei -80°C gelagert.

3.4.2 Reverse Transkription — PCR (RT-PCR)

Um die Auspriagung der Fibrose in den UUO-Nieren festzustellen und zu analysieren, wurde
die exprimierte Kollagen I mRNA mithilfe der PCR quantifiziert. Zundchst musste die
isolierte mRNA (s. 3.4.1) durch die RNA-abhingige Moloney-Murine Leukemia Virus
Reverse Transkriptase (M-MLV RT) in DNA umgeschrieben werden. Die daraus entstandene
cDNA (c = complementary) wurde als Ausgangsprodukt fiir die qPCR in 3.4.3 eingesetzt.
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Fiir die Reverse Transkription wurden zunédchst 4 pg isolierter Gesamt-RNA mit RNase-
freiem H,O auf 9 pl eingestellt, mit 1 pg Oligo-(dT)yy Primern bei 70°C fiir 3 Minuten
inkubiert und dann sofort auf Eis gestellt. First strand buffer, dNTP-Mix, RNAsin und
M-MLV RT wurden zum 10 pl RNA/Primer Ansatz dazupipettiert und die Erst-Strang
cDNA-Synthese erfolgte bei 37°C fiir 1 Stunde. SchlieBlich wurde die Aktivitdt der M-MLV
RT bei 94°C fiir 2 Minuten deaktiviert und die cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert.

3.4.3 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) wurde 1983 von Kary
Banks Mullis entwickelt und beschreibt die enzymatische Amplifikation eines bestimmten
DNA-Abschnittes in vitro. Die Methode der Real-Time PCR beruht auf dem Prinzip der PCR,
erlaubt jedoch die direkte Erfassung der gebildeten PCR-Produkte. Mithilfe von DNA-
bindenden Fluoreszenzfarbstoffen, z.B. SYBR®Green, lisst sich die Kinetik der PCR-
Reaktion beobachten. SYBR"Green, ein asymmetrischer Cyanin-Farbstoff, interkaliert in die
doppelstringige DNA, wodurch seine Fluoreszenz stark ansteigt. Je mehr PCR-Produkte
gebildet werden, desto hoher ist die Intensitét der gemessenen Fluoreszenz. Die quantitative
Real-Time PCR wurde in dieser Arbeit mit dem QuantiTect SYBR Green PCR Kit und dem
ABI PRISM 7900 HAT Detektionssystem der Firma Applied Biosystems durchgefiihrt. Die
Auswertung der relativen Genexpressionslevel erfolgte mit der SDS 2.3 Software und der
2'AACT Methode [113]. AACt entspricht dabei der Subtraktion von ACr wuo-Nierey und ACr
(kontralaterale Nierey UNd wurde fiir jede Maus einzeln berechnet. Bei der Berechnung von ACr
wurde die Genexpression von Kollagen I mithilfe der Expression eines Referenzgens beta-
Aktin folgendermaBen normalisiert: Cr-Wert (Kollagen I) — Cr-Wert (beta-Aktin). Cr, das fiir
Cycle Threshold = Schwellenwert-Zyklus steht, beschreibt den Zyklus, in dem erstmals ein
bestimmter Schwellenwert des exponentiellen Wachstums des DNA-Abschnittes
iiberschritten wurde. Je kleiner der Cr-Wert ist, desto hoher ist die Expression des
untersuchten Gens. Die relative Genexpression von Kollagen I wurde in den kontralateralen
Nieren als 1,0 angenommen und demensprechend die relative x-fache Anderung der

Genexpression in den UUO-Nieren berechnet.
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Reaktionsansatz der PCR:

Reagenz Volumen in pl
Master Mix (Qiagen) 10
Primer sense (10 uM) 1
Primer antisense (10 pM) 1
H,O 3
Summe 15
+ 5 ul cDNA
Temperaturprofil der PCR:
Schritt Temperatur in °C Zeit
Initiale Denaturierung 95 600 sec
Denaturierung 95 15 sec
Annealing/Elongation 60 60 sec
Schmelzkurvenanalyse 60 - 92 mit 1,6°C/sec

Denaturierung, Annealing und Elongation wurden 40 x wiederholt.

3.5 Histologische Methoden
3.5.1 Herstellung von Kryostatpriparaten

Das gefrorene Nierengewebe wurde zunichst in Tissue Tek™ O.C.T" Compound eingebettet
und es folgte die Anfertigung von 5 pum diinnen Schnitten. Die hergestellten Kryoschnitte

wurden bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert.

3.5.2 Immunfluoreszenz-Fiarbung von Kollagen I

Fiir die Immunfluoreszenz-Farbung wurden die Objekttrager mit den geschnitten Nieren bei
Raumtemperatur fiir 10 Minuten angetaut und anschlieend fiir 7 Minuten in eiskaltem
Aceton fixiert. Darauthin wurden die Schnitte in 3 % H,0,/Methanol fiir 20 Minuten

inkubiert. Dabei wurden endogene Peroxidasen und Héamoproteine, die eine
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Peroxidaseaktivitit aufweisen (z. B. Himoglobin) blockiert. Weiter erfolgte die Behandlung
der Schnitte fiir jeweils 15 Minuten mit einer Avidin- und Biotin-Lésung, um endogene
Biotinartefakte, wie Nieren-Tubuli, zu blockieren. Die anschlieBende Blockade unspezifischer
Bindungsstellen mit dem SuperBlock®™ Puffer erfolgte fiir weitere 30 Minuten. Die Inkubation
mit dem primdren Antikorper Kaninchen anti-Maus Kollagen I (1:1.000) oder einem Isotyp-
Kontrollantikorper (1:10.000) erfolgte daraufhin iiber Nacht bei 4°C in der feuchten Kammer.
Der nichtgebundene primdre Antikoérper wurde in drei Waschschritten in PBS von den
Schnitten entfernt und es folgte eine 30-miniitige Inkubation mit dem sekunddren Antikorper
Alexa Fluor 594 F(ab®)2 Ziege anti-Kaninchen IgG (1:500). Die Zellkerne wurden mit dem
Farbstoff Hoechst 33342 (1:50.000) angefarbt. Falls nicht anders angegeben erfolgten alle
Inkubationsschritte bei Raumtemperatur und wurden mit jeweils zwei Waschschritten in PBS
fiir 5 Minuten abgeschlossen.

Die rot geférbte Kollagen I-positive Fliche wurde mithilfe eines Mikroskops, der 200-fachen
VergroBerung und fiinf zuféillig ausgewihlten Regionen je Objekttriger mit der MetaMorph

Software quantifiziert.

3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm Microsoft Excel durchgefiihrt. Die
ermittelten Werte der einzelnen Gruppen wurden als arithmetische Mittelwerte =+
Standardfehler (SEM) dargestellt. Die statistische Signifikanz zwischen den Gruppen wurde
mit dem einseitigen Student’schen T-Test bestimmt und Unterschiede mit p < 0,05 als

statistisch signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Ursprung und Depletion der Fibrozyten im Modell der renalen Fibrose

Die in vitro Differenzierung von Fibrozyten aus Monozyten [31, 32, 57, 58] deutet darauf hin,
dass Fibrozyten auch in vivo aus den klassischen Monozyten, die in entziindetes Gewebe
eingewandern, entstehen. Fibrozyten wurden jedoch auch im peripheren Blut und in der Milz
von gesunden Patienten und Mausen detektiert [31, 66]. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit,
dass Fibrozyten nicht lokal aus Monozyten differenzieren, sondern dass Fibrozyten bereits als
differenzierte oder teilweise differenzierte Kollagen-produzierende Zellen aus dem Blut oder
der Milz in entziindetes Gewebe einwandern. Um dieser Fragestellung nachzugehen und die
Bedeutung der Fibrozyten in der Nierenfibrose genauer zu untersuchen, wurden Monozyten
und Fibrozyten differentiell mit monoklonalen Antikdrpern und Diphtherie Toxin in
Knochenmark-chimidren Maiusen depletiert und darauthin die Zahl der Fibrozyten, die
Entwicklung der Fibrozyten iiber die Zeit und die Progression der Nierenfibrose untersucht. In
diesem Zusammenhang wurde das Modell der UUO in Méusen angewendet, das in der
obstruierten Niere eine schnelle Infiltration von Monozyten, T-Zellen und Neutrophilen
Granulozyten und die Ausbildung einer interstitiellen Fibrose zur Folge hat [106, 107].
Differenzierte Fibrozyten und die Entwicklung einer renalen Fibrose konnen in der ligierten
Niere bereits innerhalb der ersten 5 bis 7 Tage nach Ureterobstruktion beobachtet werden [52,

58].

4.1.1 Expression charakteristischer Marker auf der Zelloberfliche von murinen

Fibrozyten in Niere und Milz

In Vorversuchen konnte in vitro gezeigt werden, dass Fibrozyten unter bestimmten
Kulturbedingungen aus monozytdren Splenozyten, die die Marker CD11b, CD115 und Gr-1
exprimieren, entstehen [58]. In vitro differenzierte Fibrozyten weisen immer noch eine hohe
Expression von CDI1b und CD45, aber nur ein geringes Expressionsniveau des
Oberflichenmarkers CD115 auf. Um Fibrozyten in vivo phinotypisch zu charakterisieren,
wurde die Expression der klassischen Monozytenmarker CD115, CCR2, Gr-1 und Ly-6C im
Verlauf der UUO analysiert. Die Induktion der renalen Fibrose mithilfe der einseitigen
Ureterobstruktion fiihrt zur schnellen und ausgepréigten Infiltration von Fibrozyten in die

ligierte Niere [52, 58]. Der Antikorper gegen Gr-1 erkennt ein Epitop sowohl fiir das
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Oberflichenantigen Ly-6G als auch Ly-6C. Aus diesem Grund wurde auch die Expression

von Ly-6G mit einem spezifischen Antikdrper auf Kollagen I'" Fibrozyten untersucht.
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Abb. 4.1 Gating Strategie zur Identifizierung der Fibrozyten mittels FACS am Beispiel der Milz. Gate A: Eliminierung
der Zell-Dubletten, Gate B: Identifizierung der PBMC, Gate C: Gating auf CD45" Zellen und Identifizierung der Fibrozyten
(Gate D) im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle (Isotyp IgG).

Die aus den Nieren und der Milz isolierten Zellen wurden mit Antikérpern gegen die
extrazelluldiren Molekiile CD45 und CDI11b gefirbt, nach Permeabilisierung mit einem
Antikorper gegen Kollagen I inkubiert und anschlieBend mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Die Gating Strategie, um die CD45" CDI11b" Kollagen I" Fibrozyten zu
identifizieren, ist in Abb. 4.1 am Beispiel der Milz gezeigt. Zundchst wurden die Zell-
Dubletten mittels der Streulichteigenschaften entfernt, indem die Flache (A = Area) gegen die
Weite (W = Width) des Vorwiértsstreulichtes (FSC) aufgetragen wurde (Gate A). Dadurch
werden fiir die Auswertung nur Einzelzellen beriicksichtigt und falsch positive Signale
ausgeschlossen. Die PBMC wurden darauthin mithilfe des Vorwérts- (FSC) und
Seitwirtsstreulichtes (SSC) identifiziert (Gate B) und somit auch Neutrophile Granulozyten
ausgeschlossen. Nach dem Gating auf die gesamten CD45" Zellen (Gate C) wurde die
Expression von CD11b und Kollagen I dargestellt und die Fibrozyten identifiziert (Gate D).
Um eine unspezifische Farbung auszuschlieen, wurde die Einzelzellsuspension mit einem

Isotyp-Kontrollantikdrper (Isotyp IgG) an Stelle des Kollagen I-Antikorpers inkubiert.
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Abb. 4.2 Zahl der Fibrozyten im Verlauf der UUQ. (A) Zahl der Fibrozyten in der ligierten Niere und (B) in der Milz an
den Tagen 0, 3, 5 und 7 nach der UUO quantifiziert mittels FACS und Counting beads (MW + SEM, n = 3).

Vor der Ureterligatur (Tag 0) wurden kaum Fibrozyten in der Niere detektiert, hingegen
zeigte die Zahl der Fibrozyten in der ligierten Niere bereits an Tag 3 nach der UUO einen
10-fachen Anstieg und erhohte sich bis Tag 7 auf das 12-fache (Abb. 4.2, A). In der Milz
konnten die Fibrozyten bereits an Tag 0 deutlich detektiert werden und zeigten an den Tagen
3 bis 7 ebenfalls einen erheblichen Anstieg (Abb. 4.2, B).

Das Expressionsmuster der Oberflichenmarker auf Fibrozyten in der Milz und in der ligierten
Niere war sehr dhnlich und die Kombination dieser Marker zeigte einen myeloiden Charakter
dieser Zellen (Abb. 4.3). Abgesehen von CD11b und CD45, exprimierten durchschnittlich
40 % der Kollagen I" Zellen den Chemokinrezeptor CCR2. Hingegen zeigten nahezu alle
CD45" CD11b" Kollagen I" Fibrozyten die Expression der Marker Gr-1, Ly-6G und Ly-6C.
Der Marker CD115 wurde auf den Fibrozyten nicht detektiert. Diese Oberfldchenantigene
unterscheiden Fibrozyten eindeutig von Monozyten, die typischerweise CD115 exprimieren
und aus zwei Hauptpopulationen bestehen. Die ,klassischen* Monozyten sind stark positiv
fir CCR2, Gr-1 und Ly-6C, und die zweite Monozytenpopulation, sogennante residente
Monozyten, zeigen eine schwache Expression von CCR2 und Gr-1 und sind negativ fiir
Ly-6C [67, 68, 74]. Diese Ergebnisse zeigen, dass Fibrozyten entweder ihr Repertoire an
Oberflachenmolekiilen nach der Entwicklung aus Monozyten geéndert haben, oder dass sie
eine unabhidngige Zellpopulation in der Milz darstellen. Um die Beteiligung der
verschiedenen Zellpopulationen fiir die Differenzierung der Fibrozyten zu untersuchen,
wurden diese Zellpopulationen mit monoklonalen Antikérpern oder Diphtherie Toxin

depletiert.
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Abb. 4.3 Phiinotypische Charakterisierung der Fibrozyten in der UUO-Niere und in der Milz anhand der Expression
verschiedener Oberflichenmarker. (A) Reprisentative FACS DotPlots zeigen die Expression von Kollagen I in
Kombination mit CD115, CCR2, Gr-1, Ly-6G und Ly-6C. Die Quadranten in den DotPlots sind in Bezug auf die Isotyp-
Kontrolle dargestellt. (B) Prozentuale Verteilung der Expression von CD115, CCR2, Gr-1, Ly-6G und Ly-6C in Kollagen I"
Fibrozyten an verschiedenen Tagen nach der UUO (MW + SEM, n = 3).

4.1.2 Depletion der CCR2" Gr-1" Monozyten mit MC-21

Der monoklonale Antikdrper MC-21 depletiert effizient CCR2" Monozyten und verhindert
somit gezielt ihre Einwanderung in entziindetes Gewebe [114]. Durch die tégliche
Applikation des CCR2 Antikorpers MC-21 (50 pg i.p.) von Tag -1 bis Tag 6 wurden die
CCR2" Zellen in den behandelten Mausen depletiert. Kontroll-Mause erhielten statt MC-21
den entsprechenden Isotyp-Kontrollantikdrper 1gG2b (Kontrolle). Die UUO wurde an Tag 0
durchgefiihrt und Blut, Milz sowie Nieren an Tag 7 analysiert. Die Identifizierung der
Monozyten im FACS erfolgte durch das Gating auf PBMC im Vorwirts- und
Seitwirtsstreulicht und durch die Farbung der Oberflaichenmolekiile CD11b und Gr-1. Die
durchflusszytometrische Messung im Blut zeigte, dass bereits nach der ersten Injektion von
MC-21 die Gr-1" Monozyten fast komplett depletiert wurden (Abb. 4.4, A und B). Weitere
tagliche Injektionen des MC-21 Antikorpers hielten die Depletion der Gr-1" Monozyten bis
Tag 3 aufrecht und resultierten zusidtzlich in einer erheblichen Reduktion der Gr-1
Monozyten, die bekannterweise aus Gr-1" Monozyten entstehen [79, 115]. Allerdings traten

die Gr-1" Monozyten im Blut an Tag 7 wieder auf, da die Aktivitit von MC-21 durch eine
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humorale Immunantwort gegen MC-21 neutralisiert wurde [116], sodass kein signifikanter
Unterschied mehr zwischen den Gruppen vorhanden war. In der Milz und der ligierten Niere

wurde die Zahl der Monozyten an Tag 7 ebenfalls nicht signifikant verdndert (Abb. 4.4, C).
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Abb. 4.4 Depletion der Monozyten nach der Behandlung mit MC-21 von Tag -1 bis Tag 6. (A) Zahl der Gr-1" und Gr-1"
Monozyten pro pl Blut in MC-21 (schwarze Balken) und Isotyp-behandelten (weifle Balken) Mausen an Tag 0, 3 und 7 nach
der UUO (MW =+ SEM, n = 6 pro Gruppe). Die Zahl der Monozyten wurde mittels Durchflusszytometrie und durch die
Zugabe von Counting beads quantifiziert. (B) Représentative FACS DotPlots nach Depletion der Monozyten im peripheren
Blut an den Tagen 0, 3 und 7. (C) Zahl der Gr-1" und Gr-1" Monozyten in der Milz und obstruierten Niere der MC-21 oder
Isotyp-behandelten Méuse (Kontrolle) an Tag 7 nach der Ureterobstuktion (MW + SEM, n = 6 pro Gruppe). #: p < 0,005.
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Fibrozyten, die durchflusszytometrisch anhand der Koexpression von CD45, CD11b und
intrazelluldrem Kollagen I identifiziert wurden, zeigten in Milz oder der ligierten Niere an
Tag 7 durch die Behandlung mit MC-21 keine Verdnderung (Abb. 4.5, A und B). Die
Progression der renalen Fibrose nach UUO, die mittels quantitativer Real-Time PCR fiir
Kollagen I ermittelt wurde, zeigte in der obstruierten Niere keinen signifikanten Unterschied

zwischen den Gruppen (Abb. 4.5, C).
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Abb. 4.5 Zahl der Fibrozyten und mRNA Expression von Kollagen I nach MC-21 Behandlung von Tag -1 bis 6. Die
UUO in C57BL/6N Maiusen wurde an Tag 0 durchgefiihrt und MC-21 (schwarze Balken) oder ein Isotyp-Kontrollantikdrper
(Kontrolle, weiBe Balken) wurden von Tag -1 bis 6 verabreicht (n = 6 pro Gruppe). CD45" CD11b" Kollagen I" Fibrozyten
wurden mittels Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW + SEM). Zahl der Fibrozyten (A) in der ligierten
Niere, der kontralateralen Niere und (B) in der Milz. Zu (A) und (B) sind jeweils reprisentative FACS DotPlots gezeigt. (C)
Relative Anderung der mRNA Expression von Kollagen I in der UUO und kontralateraler Niere in Bezug zum Referenz-Gen
beta-Aktin (MW + SEM, n = 6 pro Gruppe). Die Expression in der kontralateralen Niere wurde als 1,0 angenommen.
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Um auszuschlieBen, dass die Neutralisation der MC-21-Aktivitdt durch die Ausbildung einer
humoralen Immunantwort fiir die fehlende Depletion der Fibrozyten in der Niere an Tag 7
verantwortlich ist, wurden die M&use in einem weiteren Versuchsansatz fiir einen kurzen
Zeitraum mit MC-21 behandelt. Dafiir erfolgte die Injektion des MC-21 (50 pg i.p.) an den
Tagen -1 bis 2 und die durchflusszytometrische Analyse von Blut, Milz und Nieren an Tag 3.
Der gegen CCR2 gerichtete Antikorper MC-21 depletierte zwar die Gr-1" Monozyten und die
Entwicklung der Gr-1° Monozyten in den untersuchten Organen war ebenfalls bereits
unterbrochen (Abb. 4.6, A), jedoch wurden die Fibrozyten weder aus der Milz noch aus der
Niere depletiert (Abb. 4.6, B). Der Grund hierfiir konnte die geringe Expression von CCR2

auf der Zelloberfliche der Fibrozyten sein.
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Abb. 4.6 Depletion der Monozyten mit dem monoklonalen Antikérper MC-21 von Tag -1 bis Tag 2. Die UUO in
C57BL/6N Maéusen wurde an Tag O durchgefiihrt und MC-21 (schwarze Balken) oder ein Isotyp-Kontrollantikdrper
(Kontrolle, weiBe Balken) wurden von Tag -1 bis 2 verabreicht (n = 6 pro Gruppe). Gr-1", Gr-1" Monozyten und Fibrozyten
wurden mittels Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW + SEM). (A) Zahl der Gr-1" und Gr-1°
Monozyten an Tag 0 und 3 im peripheren Blut, in der Milz und obstruierten Niere an Tag 3 nach der UUO. (B) Zahl der
CD45" CD11b" Kollagen 1" Fibrozyten in der Milz, ligierten und kontralateralen Niere an Tag 3 nach der UUO.
Reprisentative FACS DotPlots renaler Fibrozyten sind dargestellt. #: p < 0,005; *: p < 0,05.

Die Behandlung der Méuse mit MC-21 an den Tagen 4 bis 6 nach der UUO und die
darauffolgende Analyse an Tag 7 zeigte, dass auch die Kurzzeit-Behandlung im spiteren

Verlauf der UUO die peripheren Blut-Monozyten sehr effizient depletiert (Abb. 4.7, A). Die
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Zahl der Fibrozyten in der abgebundenen Niere wurde aber auch bei diesem Experiment nicht
reduziert (Abb. 4.7, B). In Ubereinstimmung dazu wurde auch keine signifikante Verinderung
in der mRNA Expression von Kollagen I zwischen den behandelten Gruppen in der
fibrotischen Niere festgestellt (Abb. 4.7, C). Die Persistenz der Fibrozyten in der Milz und die
Akkumulation der Fibrozyten in der ligierten Niere trotz ausgeprdgter Depletion der
Monozyten durch MC-21 weisen darauf hin, dass Fibrozyten nicht aus den Monozyten
innerhalb der Niere entstehen. Fibrozyten konnten entweder aus anderen Zellpopulationen
innerhalb der Niere entstehen oder wahrscheinlicher aus der Peripherie (z.B. Milz) via

Blutbahn in die Niere migrieren.
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Abb. 4.7 Depletion der Monozyten mit dem monoklonalen Antikérper MC-21 von Tag 4 bis 6. Die Ureterobstruktion
wurde an Tag 0 durchgefiihrt und die Behandlung der Miuse mit MC-21 (schwarze Balken) oder einem Isotyp-
Kontrollantikorper (weiBe Balken) folgte an Tag 4 bis Tag 6 (n = 6 pro Gruppe). Gr-17, Gr-1" Monozyten und Fibrozyten
wurden durchflusszytometrisch analysiert (MW + SEM). (A) Zahl der Gr-1" und Gr-1" Monozyten im Blut an Tag 7 als
Prozent der Gesamt-PBMC. (B) Zahl der Fibrozyten in der obstruierten und kontralateralen Niere an Tag 7 nach der UUO.
Absolute Werte wurden durch Zugabe von Counting beads bestimmt. (C) Relative Anderung der mRNA Expression von
Kollagen I in der UUO und kontralateraler Niere in Bezug zum Referenz-Gen beta-Aktin (MW + SEM, n = 6 pro Gruppe).
Die Expression in der kontralateralen Niere wurde als 1,0 angenommen. #: p < 0,005; *: p < 0,05.

4.1.3 Entstehung und Migration der Fibrozyten in CCR2 defizienten Miusen

Wie in dem vorherigen Abschnitt beschrieben, verinderte die Depletion der CCR2"
Monozyten mit MC-21 weder die Zahl der Fibrozyten in der Milz noch die Einwanderung der
Fibrozyten in die ligierte Niere. Im folgenden Teil der Dissertation wurde untersucht,
inwiefern Monozyten fiir die Entwicklung der Fibrozyten in der Milz eine Rolle spielen, und
ob der Chemokinrezeptor CCR2 fiir die Migration der Fibrozyten in die Niere von Bedeutung
ist. Um dies zu analysieren, wurden CCR2 defiziente (CCR27") Miuse mit Wildtyp-Mausen
verglichen. Da der Chemokinrezeptor CCR2 fiir die Migration der Monozyten aus dem
Knochenmark in die Peripherie erforderlich ist, weisen CCR2”" Méuse nur eine geringe Zahl
von Monozyten im Blut und Milz auf. Diese Méuse sind jedoch durch eine erhohte

Akkumulation der Monozyten im Knochenmark gekennzeichnet [71, 72].
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Abb. 4.8 Monozyten in CCR2” und Wildtyp-Miusen. Die Ureterligatur in Wildtyp (WT, weiBe Balken) und CCR2
defizienten Miusen (CCR2™", schwarze Balken) wurde an Tag 0 durchgefiihrt. Gr-1" und Gr-1" Monozyten wurden mittels
Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW = SEM, n = 5 pro Gruppe). (A) Zahl der Gr-1" und Gr-1"
Monozyten im peripheren Blut an Tag 0 und Tag 7 mit (B) reprisentativen FACS DotPlots. (C) Zahl der Gr-1" und Gr-1"
Monozyten in der Milz und ligierten Niere an Tag 7 nach der UUO. #: p <0,005; *: p < 0,05.

Zunichst wurde die Zahl der Monozyten vor der UUO (Tag 0) und an Tag 7 nach der UUO
durchflusszytometrisch analysiert. ErwartungsgeméB waren in CCR2”" Méusen an Tag 0 und
Tag 7 betrachtlich weniger Monozyten im Blut sowie signifikant reduzierte Monozyten-
Zahlen in der Milz und in den Nieren an Tag 7 vorhanden (Abb. 4.8). Auffillig war jedoch,
dass die Zahl der Fibrozyten in der Milz und im Blut der CCR2” Miuse im Vergleich zu
Wildtyp-Méausen nicht verdndert war (Abb. 4.9, A und B). Dies verdeutlicht, dass ein
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vermindertes Auftreten der Gr-1" und Gr-1~ Monozyten nicht mit einer reduzierten Zahl der
Fibrozyten in der Milz oder peripherem Blut einhergeht. Hingegen war die Zahl der
Fibrozyten in der UUO Niere der CCR2”" Miuse signifikant reduziert (Abb. 4.9, C). Diese
Resultate legen nahe, dass die Migration der Fibrozyten aus der Milz in die Niere CCR2
abhingig ist.
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Abb. 4.9 Fibrozyten in CCR2” und Wildtyp-Miusen. Die Ureterligatur in Wildtyp (WT, weiBe Balken) und CCR2
defizienten Miusen (CCR2", schwarze Balken) wurde an Tag 0 durchgefithrt. CD45" CD11b" Kollagen I" Fibrozyten
wurden mittels Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW £ SEM, n = 5 pro Gruppe). Zahl der Fibrozyten
(A) in der Milz, (B) im Blut, (C) in der obstruierten und kontralateralen Niere an Tag 7 nach der UUO. Représentative FACS
DotPlots sind dargestellt. *: p <0,05.
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Die Ausprigung der renalen Fibrose in der UUO-Niere wurde zum einen mittels
Immunfluoreszenz anhand der Akkumulation von Kollagen I und zum anderen mittels
quantitativer Real-Time PCR anhand der mRNA Expression von Kollagen I bestimmt (Abb.
4.10). Die reduzierte Zahl der Fibrozyten korrelierte hierbei mit einer signifikant geringer

ausgepragten renalen Fibrose in CCR2”" Méusen.
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Abb. 4.10 Auspriigung der renalen Fibrose in CCR2” und Wildtyp-Miusen. Die Ureterligatur in Wildtyp (WT, weibe
Balken) und CCR2 defizienten Miusen (CCR2", schwarze Balken) wurde an Tag 0 durchgefiihrt (n = 5 pro Gruppe). (A)
Relative Anderung der mRNA Expression von Kollagen I in der UUO und kontralateraler Niere in Bezug zum Referenz-Gen
beta-Aktin (MW + SEM). Die Expression in der kontralateralen Niere wurde als 1,0 angenommen. (B) Quantifizierung der
Kollagen I-positiven Fldche (rot) in der ligierten Niere mittels Immunfluoreszenz-Farbung. Die Kollagen I-positive Flache ist
in Prozent von der gesamten Flache pro Gesichtsfeld dargestellt (MW + SEM). (C) Représentative Immunfluoreszenz-Bilder
sind gezeigt (200-fache VergroBerung; Messbalken entspricht 100 um). *: p < 0,05.

4.1.4 Depletion der Fibrozyten in CD11b-DTR Miiusen

Die Depletion der Fibrozyten mit MC-21 war aufgrund der geringen Expression von CCR2
auf Fibrozyten (s. Abschnitt 4.1.1) nicht moglich. Zusétzlich resultierte die langerfristige
Behandlung mit MC-21 in der Entwicklung einer neutralisierenden Immunantwort gegen
MC-21 [116]. Um beide Limitationen zu umgehen und Fibrozyten eine hohe Expression von
CDI11b aufweisen, wurden transgene Méuse, die den hochaffinen simianen Diphtherie Toxin
Rezeptor unter der Kontrolle des CD11b Promotors (CD11b-DTR Maiuse) exprimieren, flir
die nachfolgenden Untersuchungen herangezogen. Die Depletion der CD11b" Zellen wird

hierbei mit der Verabreichung von Diphtherie Toxin (DT) ermdglicht.
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Zunichst wurden Knochenmark-chimire Méuse generiert, indem das Knochenmark aus den
transgenen CD11b-DTR Maiusen in lethal bestrahlte Wildtyp-Mause transferiert wurde.
Dadurch wurden toxische Effekte des DT auf Zellen, die nicht aus dem Knochenmark
stammen, ausgeschlossen. Die Depletion wurde damit ausschlieBlich auf die aus dem
Knochenmark stammenden CD11b" Zellen beschrinkt. Aufgrund der hohen Expression von
CD11b auf Fibrozyten in der Milz und in der Niere sollten Fibrozyten durch das DT in
CDI11b-DTR Maiusen exzellent depletiert werden. DT wurde von Tag -1 bis Tag 6 verabreicht
und die UUO wurde an Tag 0 durchgefiihrt.
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Abb. 4.11 Depletion der Monozyten in CD11b-DTR Knochenmark-chimiren Miusen. Die Miuse wurden mit PBS
(Kontrolle) oder Diphtherie Toxin (DT) an Tag -1 und Tag 1 bis 6 behandelt (n = 5 pro Gruppe). Die UUO wurde an Tag 0
durchgefiihrt. Gr-1" und Gr-1" Monozyten wurden mittels Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW +
SEM). (A) Zahl der Gr-1" und Gr-1" Monozyten im peripheren Blut an Tag 0, Tag 3 und Tag 7 nach der UUO. (B) Zahl der
Gr-1" und Gr-1" Monozyten in der obstruierten Niere an Tag 7 nach der UUO. #: p < 0,005.

Nach der ersten Injektion des DT zeigte sich eine Reduktion der Monozyten im Blut um 50 %
und weitere tigliche Injektionen resultierten in einer fast kompletten Depletion der CD11b"
Monozyten an Tag 3 und Tag 7 (Abb. 4.11, A). Auch in der ligierten Niere wurde die Zahl
der Gr-1" sowie Gr-1" Monozyten mit der Behandlung von DT betrichtlich reduziert (Abb.
4.11, B). Zusitzlich reduzierte die Behandlung mit DT die Zahl der Fibrozyten sowohl in der
Milz als auch in der ligierten Niere erheblich (Abb. 4.12, A und B). Die reduzierte Zahl der
Fibrozyten korrelierte mit einer signifikant verminderten Anhaufung von Kollagen I und einer
reduzierten Expression von Kollagen I auf mRNA Ebene in der ligierten Niere (Abb. 4.12, C -
E). Diese Daten zeigen, dass die Depletion von aus dem Knochenmark stammenden CD11b"
Zellen die Zahl der Fibrozyten in der Milz und der Niere reduziert und auch die Entwicklung

der renalen Fibrose beeintriachtigt.
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Abb. 4.12 Depletion der Fibrozyten in CD11b-DTR Knochenmark-chiméren Miusen. Die Mduse wurden mit PBS
(Kontrolle) oder Diphtherie Toxin (DT) an Tag -1 und Tag 1 bis 6 behandelt (n = 5 pro Gruppe). Die UUO wurde an Tag 0
durchgefiihrt. CD45" CD11b" Kollagen I" Fibrozyten wurden mittels Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert
(MW £ SEM). Zahl der Fibrozyten (A) in der Milz, (B) in der ligierten und kontralateralen Niere an Tag 7 nach der
Ureterobstruktion. Reprisentative FACS DotPlots zu (A) und (B) sind dargestellt. (C) Relative Anderung der mRNA
Expression von Kollagen I in der ligierten und kontralateralen Niere in Bezug zum Referenz-Gen beta-Aktin (MW + SEM).
Die Expression in der kontralateralen Niere wurde als 1,0 angenommen. (D) Quantifizierung der Kollagen I-positiven Fliache
(rot) in der obstruierten Niere mittels Immunfluoreszenz-Farbung. Die Kollagen I-positive Flache ist in Prozent von der
Gesamtflache pro Gesichtsfeld dargestellt (MW + SEM). (E) Repréasentative Immunfluoreszenz-Bilder zu (D) sind gezeigt
(200-fache VergroBerung; Messbalken entspricht 100 um). #: p < 0,005; *: p < 0,05.
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4.1.5 Depletion der Fibrozyten mit dem anti-Gr-1 Antikorper

Die hohe Expression von Gr-1 auf der Zell-Oberfldche der Fibrozyten in der Milz und Niere
ermoglicht eine Depletion dieser Zellen mit dem gegen Gr-1 gerichteten Antikorper (Klon
RB6-8C5). Dieser Antikorper depletiert sowohl Gr-1" Monozyten als auch Gr-1" Neutrophile
Granulozyten in Méusen [117]. Um eine Depletion von Fibrozyten mithilfe des anti-Gr-1
Antikorpers im Rahmen der renalen Fibrose zu induzieren, wurde die UUO an Tag 0
durchgefiihrt und der anti-Gr-1 Antikorper oder ein Isotyp-Kontrollantikdrper (IgG2b) téglich
von Tag -1 bis Tag 6 verabreicht. Die durchflusszytometrische Analyse ergab, dass der anti-
Gr-1 Antikdrper im Blut fast komplett die Gr-1" Monozyten und die Neutrophilen
Granulozyten bis Tag 3 depletierte (Abb. 4.13, A und B). Die Wirksamkeit des anti-Gr-1
Antikorpers wurde jedoch nicht bis Tag 7 aufrecht gehalten, dhnlich der Behandlung mit
MC-21, sodass sich keine Unterschiede mehr zwischen den behandelten Gruppen an Tag 7
zeigten. In der ligierten Niere gab es ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der Zahl

der Monozyten an Tag 7 (Abb. 4.13, C).
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Abb. 4.13 Depletion von Monozyten und Neutrophilen Granulozyten nach Behandlung mit anti-Gr-1 von Tag -1 bis
Tag 6. C57BL/6N Miuse wurden mit anti-Gr-1 (schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikdrper (Kontrolle, weille Balken)
von Tag -1 bis 6 behandelt (n = 5 pro Gruppe) und die UUO wurde an Tag 0 durchgefiihrt. Gr-1", Gr-1- Monozyten und
Neutrophile Granulozyten wurden mittels Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW + SEM). (A) Zahl der
Gr-1" und Gr-1" Monozyten im peripheren Blut an Tag 0, Tag 3 und Tag 7 nach der UUO. (B) Zahl der Neutrophilen
Granulozyten im peripheren Blut an Tag 0, Tag 3 und Tag 7 nach der UUO. (C) Zahl der Gr-1" und Gr-1" Monozyten in der
ligierten Niere an Tag 7 nach der UUO. #: p < 0,005.
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Abb. 4.14 Depletion der Fibrozyten nach der Behandlung mit anti-Gr-1 von Tag -1 bis Tag 6. C57BL/6N Maéuse
wurden mit anti-Gr-1 (schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikdrper (Kontrolle, weile Balken) von Tag -1 bis 6
behandelt (n = 5 pro Gruppe) und die UUO wurde an Tag 0 durchgefiihrt. CD45" CD11b" Kollagen I" Fibrozyten wurden
mittels Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW + SEM). Zahl der Fibrozyten (A) in der Milz, (B) in der
obstruierten und kontralateralen Niere an Tag 7 nach der UUO. Représentative FACS DotPlots sind dargestellt. (C)
Quantifizierung der Kollagen I-positiven Flache (rot) in der ligierten Niere mittels Immunfluoreszenz-Féarbung. Die
Kollagen I-positive Flache ist in Prozent von der Gesamtfliche pro Gesichtsfeld dargestellt (MW + SEM). Représentative
Immunfluoreszenz-Bilder sind gezeigt (200-fache VergroBerung; Messbalken entspricht 100 um). #: p < 0,005; *: p < 0,05.

Im Gegensatz zu den Experimenten mit dem anti-CCR2 Antikorper MC-21 resultierte die
Injektion des Antikorpers gegen Gr-1 in einer erheblichen Depletion der Fibrozyten in der
Milz und in der Niere (Abb. 4.14, A und B). Die Auspriagung der renalen Fibrose, die mittels
Immunfluoreszenz anhand der Kollagen I-Deposition bestimmt wurde, zeigte ebenfalls eine

signifikante Reduktion in den anti-Gr-1 behandelten Maiusen (Abb. 4.14,C). Um zu
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analysieren, ob der anti-Gr-1 Antikdrper auch Fibrozyten depletieren kann, die bereits in die
Niere eingewandert sind, wurde die Injektion des Antikérpers an den Tagen 3 bis 6
durchgefiihrt. Somit wurde die Migration der Fibrozyten in die obstruierte Niere bis Tag 3

nach der Ureterligatur ermoglicht.
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Abb. 4.15 Depletion der Monozyten und Neutrophilen Granulozyten nach der Behandlung mit anti-Gr-1 von Tag 3
bis 6. C57BL/6N Miuse wurden mit anti-Gr-1 (schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikdrper (Kontrolle, weifle Balken)
von Tag 3 bis 6 behandelt (n = 5 pro Gruppe) und die UUO wurde an Tag 0 durchgefiihrt. Gr-17, Gr-1" Monozyten und
Neutrophile Granulozyten wurden mittels Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW + SEM). Zahl der
Gr-1" und Gr-1" Monozyten (A) im peripheren Blut, (B) in der UUO-Niere und (C) Milz an Tag 7 nach der UUO. (D) Zahl
der Neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut an Tag 7 nach der UUO. #: p < 0,005; *: p < 0,05.

Die spdte Kurzzeit-Behandlung mit dem anti-Gr-1 Antikorper depletierte zu einem grof3en
Umfang nicht nur Gr-1" Monozyten und Neutrophile Granulozyten in Blut, Milz und
fibrotischer Niere (Abb. 4.15), sondern eliminierte ebenfalls fast komplett die Fibrozyten aus
der Milz und der ligierten Niere (Abb. 4.16, A und B). Dieses Ergebnis zeigt, dass der
Antikorper auch auf die Fibrozyten, die bereits wihrend der ersten 3 Tage nach der
Obstruktion des Ureters in die Niere eingewandert sind, wirkt. Die Depletion der Fibrozyten
mit dem anti-Gr-1 Antikorper von Tag 3 bis Tag 6 reduzierte auch die Akkumulation von

Kollagen I und somit auch den Grad der renalen Fibrose (Abb. 4.15 C).
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Abb. 4.16 Depletion der Fibrozyten nach der Behandlung mit aGr-1 von Tag 3 bis 6. C57BL/6N Miuse wurden mit
anti-Gr-1 (schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikorper (Kontrolle, weille Balken) von Tag 3 bis 6 behandelt (n = 5 pro
Gruppe) und die UUO wurde an Tag 0 durchgefiihrt. CD45" CDI11b" Kollagen I' Fibrozyten wurden mittels
Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW + SEM). Zahl der Fibrozyten (A) in der Milz, (B) in der
ligierten und kontralateralen Niere an Tag 7 nach der UUO. Reprisentative FACS DotPlots sind dargestellt. (C)
Quantifizierung der Kollagen I-positiven Flache (rot) in der ligierten Niere mittels Immunfluoreszenz-Féarbung (200-fache
VergroBerung; Messbalken entspricht 100 pm). Die Kollagen I-positive Flache ist in Prozent von der Gesamtfliche pro
Gesichtsfeld dargestellt (MW + SEM). #: p < 0,005; *: p < 0,05.

Neben der spiaten Kurzzeit-Behandlung (Tag 3 bis 6), wurde der anti-Gr-1 Antikorper auch
vor und die ersten beiden Tage nach der dauerhaften Okklusion des Harnleiters injiziert. Bei
diesem Ansatz sollte iiberpriift werden, ob Fibrozyten auch in der frithen Phase der UUO

depletiert werden konnen und somit die Einwanderung dieser Kollagen I" Zellen verhindert
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werden kann. Die Organentnahme von Blut, Milz und Nieren wurde an Tag 3 durchgefiihrt
und darauthin einer durchflusszytometrischen Analyse unterzogen. Die Gabe von anti-Gr-1
reduzierte dabei merklich die Zahl der Gr-1" Monozyten, Neutrophilen Granulozyten (Abb.
4.17, A - D) und Fibrozyten in Blut, Milz und abgebundener Niere (Abb. 4.17, E und F).
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Abb. 4.17 Depletion der Monozyten, Neutrophilen Granulozyten und Fibrozyten nach der Behandlung mit anti-Gr-1
von Tag -1 bis 2. C57BL/6N Méiuse wurden mit anti-Gr-1 (schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikérper (Kontrolle,
weiBe Balken) von Tag -1 bis 2 behandelt (n = 5 pro Gruppe) und die UUO wurde an Tag 0 durchgefiihrt. Gr-17, Gr-1"
Monozyten, Neutrophile Granulozyten, CD45" CD11b" Kollagen I" Fibrozyten wurden mittels Durchflusszytometrie und
Counting beads quantifiziert (MW = SEM). Zahl der Gr-1" und Gr-1" Monozyten (A) im peripheren Blut, (B) in der ligierten
Niere und (C) Milz an Tag 3 nach der UUO. (D) Zahl der Neutrophilen Granulozyten im peripheren Blut an Tag 3 nach der
UUO. (E) Zahl der Fibrozyten in der obstruierten und kontralateralen Niere und (F) in der Milz an Tag 3 nach der UUO.
#:p <0,005; *: p <0,05.

Zusammenfassend demonstrieren diese Daten eindrucksvoll, dass Fibrozyten effizient mit
dem anti-Gr-1 Antikorper aus der Milz und Niere depletiert werden konnen. Aus diesen Daten
ist ebenfalls zu entnehmen, dass Fibrozyten einen signifikanten Beitrag zur Entwicklung der

renalen Fibrose im Modell der einseitigen Ureterobstruktion leisten. Die Resultate deuten aber



Ergebnisse 70

auch darauf hin, dass Fibrozyten in der fibrotischen Niere nicht lokal aus Monozyten
entstehen, sondern dass sie als Kollagen-produzierende Zellen in der Milz von gesunden
Maiusen existieren, und dass sie CCR2-abhingig in die ligierte Niere einwandern, wo sie zur

Ablagerung von Kollagen I beitragen.

4.2 Rolle von CD4" T-Zellen bei der Fibrozytenentstehung in vivo

Durch Vorarbeiten von Marianne Niedermeier [58] konnte bereits in vitro gezeigt werden,
dass die Differenzierung der Fibrozyten aus Monozyten durch die Anwesenheit von naiven
CD4" T-Zellen deutlich gesteigert wird. Des Weiteren wurde dieses Ergebnis durch einen
zweiten in vitro Ansatz bestitigt, indem CD4" T-Lymphozyten durch magnetische Beads aus
Gesamtsplenozyten depletiert und anschlieend die Fibrozytenzahl bestimmt wurde. Dabei
verminderte das Fehlen der CD4" T-Zellen die Entwicklung der Fibrozyten deutlich im
Vergleich zu nicht depletierten Kontroll-Bedingungen in diesem Ansatz. Um den Einfluss der
T-Zellen in vivo im Rahmen einer renalen Fibrose zu untersuchen, wurde die UUO zunéchst
in immundefizienten SCID Maéusen durchgefiihrt. Aufgrund einer spontanen Mutation
besitzen diese Miuse keine reifen B- und T-Zellen [118]. Die Zahl der Fibrozyten und die
Auspriagung der Fibrose in UUO-Nieren der SCID Méuse waren im Vergleich zu Balb/c
Kontroll-Méusen signifikant vermindert.

Da in SCID Miusen sowohl T- als auch B-Zellen fehlen, sollte im Rahmen dieser Arbeit die
Rolle der CD4" T-Lymphozyten bei der Fibrozytenentstehung in vivo durch die spezifische
Depletion mit dem Antikdrper GK1.5 in UUO-Méusen untermauert werden.

4.2.1 Depletion von CD4" T-Zellen im peripheren Blut der C57BL/6N Miuse

Der Einfluss der CD4" T-Zellen in vivo wurde durch Depletion mit dem Antikdrper anti-CD4
(GK1.5) untersucht. Die depletierende Wirkung des Antikorpers wurde bereits 1984 von
Cobbold et al. beschrieben [119]. GK1.5 bindet an das auf T-Zellen exprimierte Oberfldchen-
molekiil L3T4 [120] und depletiert damit spezifisch CD4 ™ T-Zellen. In der vorliegenden
Arbeit wurden CD4" T-Lymphozyten durch die tigliche Injektion des GK1.5 Antikdrpers
(300 pg i.p.) von Tag -3 bis Tag -1 vor der UUO (Tag 0) depletiert. Kontroll-Méause erhielten
statt GK1.5 den entsprechenden Isotyp-Kontrollantikorper (IgG2b). Die erfolgreiche
Depletion der CD4" T-Zellen wurde durchflusszytometrisch durch die indirekte Firbung der
Oberflachenmolekiile CD5 und CD8 an Tag 0 und Tag 7 im peripheren Blut der behandelten
Maiuse kontrolliert. Da alle T-Zellen das Oberflachenmolekiil CD5 exprimieren und sie sich in

CD4" und CDS8" T-Zellen aufteilen, wurden die CD4" T-Lymphozyten als CD5" CD8 Zellen



Ergebnisse 71

identifiziert. Die CD4" T-Zellen wurden dabei bis Tag 7 in der mit GK1.5 behandelten
Gruppe fast komplett eliminiert (Abb. 4.18).
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Abb. 4.18 Depletion der CD4" T-Zellen nach Behandlung mit GK1.5. C57BL/6N Miuse wurden mit anti-CD4 (GK1.5,
schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikdrper (Kontrolle, weile Balken) von Tag -3 bis Tag -1 behandelt (n = 5 pro
Gruppe). Dargestellt ist die Zahl der CD4" T-Zellen im peripheren Blut an Tag 7 nach der UUO, die mittels
Durchflusszytometrie in Bezug zu Gesamt-PBMC quantifiziert wurde (MW = SEM). CD4" T-Zellen wurden als CD5" CD§"
Zellpopulation im linken oberen Quadranten identifiziert (s. reprisentative FACS DotPlots). #: p < 0,005.

4.2.2 Reduzierte Fibrozytenzahl und Fibrose in UUO-Nieren nach CD4" T-Zell
Depletion

Am Tag der Organentnahme (Tag 7) wurden die obstruierte und kontralaterale Nieren sowie
die Milz entnommen und durchflusszytometrisch analysiert. Die Fibrozyten wurden als
CD45" Kollagen I" Zellen identifiziert und in Bezug auf Gesamt CD45" Zellen quantifiziert
(Abb. 4.19, A). Durch Abwesenheit der CD4" T-Zellen im Verlauf der UUO wurde die
Fibrozytenakkumulation in der ligierten Niere signifikant reduziert. Hingegen zeigte sich in
der kontralateralen Niere und in der Milz keine Verdnderung in der Zahl der Fibrozyten (Abb.
4.19). Die Untersuchung der Kollagenproduktion in der fibrotischen Niere zeigte anhand einer
immunfluoreszenztechnischen Auswertung, dass die GK1.5 behandelte Gruppe signifikant
weniger Kollagen I-positive Fliche aufwies als die Kontroll-Gruppe (Abb. 4.19, B und C).
Dieses Ergebnis korrelierte mit der vorher bestimmten und verminderten Zahl der Fibrozyten.
Diese Resultate und die vorhandenen Vorarbeiten zeigen eindeutig den Zusammenhang
zwischen CD4" T-Zellen und der Fibrozytenakkumulation im Modell der renalen Fibrose. Bei
Abwesenheit der CD4" T-Lymphozyten in vivo ist die Zahl der Fibrozyten und die renale

Fibrose deutlich reduziert.
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Abb. 4.19 Zahl der Fibrozyten und Grad der renalen Fibrose nach Behandlung mit GK1.5. C57BL/6N Miuse wurden
mit anti-CD4 (GK1.5, schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikérper (Kontrolle, weile Balken) von Tag -3 bis Tag -1
behandelt (n = 5 pro Gruppe) und die UUO wurde an Tag 0 durchgefiihrt. CD45" Kollagen I" Fibrozyten wurden mittels
Durchflusszytometrie in Bezug auf Gesamt-CD45" Zellen quantifiziert (MW + SEM). (A) Zahl der Fibrozyten in der UUO-
Niere, kontralateralen Niere und Milz an Tag 7 nach der UUO. (B) Quantifizierung der Kollagen I-positiven Fliche (rot) in
der ligierten Niere mittels Immunfluoreszenz-Féarbung. Die Kollagen I-positive Fldche ist in Prozent von der Gesamtfliche
pro Gesichtsfeld dargestellt (MW = SEM). (C) Représentative Immunfluoreszenz-Bilder zu (B) sind gezeigt (200-fache
VergroBerung; Messbalken entspricht 100 pm). *: p < 0,05.

4.3 Rolle von Basophilen Granulozyten bei der Fibrozytenakkumulation in der

fibrotischen Niere

Basophile Granulozyten haben sowohl in vitro als auch in vivo einen Einfluss auf den
Phinotyp von CD4" T-Zellen [95]. Die Aktivierung von CD4" T-Zellen in Gegenwart von
Basophilen Granulozyten fiihrt dabei zu einer deutlich reduzierten Freisetzung von IL-2, TNF
und IFNy und einer Steigerung der Expression von IL-13 und IL-10. Die Zytokine IL-2, TNF
und IFNy wiederum supprimieren die Entwicklung der Fibrozyten in vitro [58]. Im Gegensatz
dazu steigern die Zytokine IL-13 und IL-10 die Fibrozytendifferenzierung [49, 58], sodass
auch Basophile Granulozyten zu einer erhohten Entwicklung der Fibrozyten beitragen und
somit auch die renale Fibrose begiinstigen konnten.

Im folgenden Versuchsteil wurde der Einfluss Basophiler Granulozyten auf die Rekrutierung
der Fibrozyten in vivo zum einen durch Depletion mit dem Antikorper anti-FceRla (MAR1)

und zum anderen durch Aktivierung mit dem Zytokin IL-3 analysiert.
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4.3.1 Depletion Basophiler Granulozyten im Modell der UUO

Durch die vorhergehenden Versuche in dieser Arbeit zur phanotypischen Charakterisierung
der Fibrozyten in vivo (s. Kapitel 4.1), ergab sich die Hypothese, dass Fibrozyten nicht lokal
aus Monozyten differenzieren, sondern dass Fibrozyten bereits als differenzierte oder
teilweise differenzierte Kollagen-produzierende Zellen aus dem Blut oder aus der Milz in
entziindetes Gewebe einwandern. Um der Fragestellung nachzugehen, ob Basophile
Granulozyten an der gesteigerten Einwanderung der Fibrozyten im Modell der renalen
Fibrose beteiligt sind, wurden Basophile Granulozyten zundchst mit dem Antikérper MARI
depletiert. Die Wirkung des depletierenden Antikorpers MAR1 wurde bereits in anderen
Arbeiten demonstriert [95, 96]. Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Depletion der
Basophilen Granulozyten durch die tégliche intraperitoneale Gabe des MARI1 Antikorpers
von Tag -4 bis -2 durchgefiihrt. Kontrolltiere erhielten einen aus dem gleichen Wirt
stammenden unspezifischen Kontrollantikérper mit demselben Isotyp. Die einseitige

Ureterligatur folgte an Tag 0, die Organentnahme und die Analyse an Tag 7.

4.3.1.1 Behandlung der Miiuse mit MARI1 depletiert Basophile Granulozyten in Blut und
Milz

Durchflusszytometrisch wurde zunichst eine Depletionskontrolle fiir Basophile Granulozyten
im peripheren Blut und in der Milz der behandelten Tiere durchgefiihrt. Die
Oberflachenmarker IgE und CD49b dienten dabei zur Identifizierung der doppelt positiven
Basophilen Granulozyten. Die reprdsentativen FACS DotPlots und die Quantifizierung der
Zellen in Bezug auf die Gesamtlymphozyten an Tag 7 demonstrieren, dass Basophile
Granulozyten durch die Behandlung mit MAR1 sowohl im Blut als auch in der Milz fast
komplett depletiert wurden (Abb. 4.20). Die Depletion der Basophilen Granulozyten wurde

bis zur Organentnahme an Tag 7 aufrechterhalten.
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Abb. 4.20 Depletion Basophiler Granulozyten nach Behandlung mit MAR1. C57BL/6N Méuse wurden mit anti-FceRlIa
(MARI, schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikorper (Kontrolle, weille Balken) von Tag -4 bis Tag -2 behandelt (n = 5
pro Gruppe). IgE" CD49b" Basophile Granulozyten (Basos) wurden mittels Durchflusszytometrie in Bezug auf Gesamt-
PBMC quantifiziert (MW + SEM) und représentativ fiir Tag 7 dargestellt. (A) Zahl der Basophilen Granulozyten in Blut und
Milz nach der Ureterobstruktion. (B) Représentative FACS DotPlots zu (A) sind dargestellt. #: p < 0,005.

4.3.1.2 Einfluss Basophiler Granulozyten auf die Zahl der Monozyten

An Tag 7 wurden neben Milz und Blut auch die fibrotische sowie die kontralaterale Niere
entnommen und die Zahl der Monozyten durchflusszytometrisch analysiert. Diese
Untersuchung galt der Fragestellung, ob Basophile Granulozyten durch die Produktion der
proinflamatorischen Zytokine IL-4 und IL-6 [91] nach einer Entziindung die Rekrutierung der
inflammatorischen Monozyten in die Niere beeinflussen. Die Zahl der CD45" CD11b"
Monozyten wurde in Relation zu Gesamt-CD45" Zellen dargestellt und unterschied sich dabei
nicht zwischen den MARI1- und Kontroll-behandelten Tieren weder in Blut oder Milz noch in

den untersuchten Nieren (Abb. 4.21).
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Abb. 4.21 Zahl der Monozyten nach Behandlung mit MAR1. C57BL/6N Maiuse wurden mit anti-FceRla (MARI,
schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikorper (Kontrolle, weille Balken) von Tag -4 bis Tag -2 behandelt (n = 5 pro
Gruppe) und die UUO wurde an Tag 0 durchgefiihrt. CD45" CD11b" Monozyten wurden an Tag 7 mittels Durchfluss-
zytometrie und Counting beads quantifiziert (MW + SEM). (A) Zahl der Gesamt-Monozyten in der ligierten Niere und (B) in
der Milz.

4.3.1.3 Basophile Granulozyten sind an der Akkumulation der Fibrozyten in der Niere

im Modell der renalen Fibrose nicht beteiligt

Die Zahl der Monozyten blieb durch die Abwesenheit der Basophilen Granulozyten
unveridndert. Ob Basophile Granulozyten jedoch auf die Rekrutierung der Fibrozyten in die
UUO-Niere Einfluss ausiiben und sie die Zahl der Fibrozyten in der Milz verdndern, wurde in
dem folgenden Versuchsteil untersucht. An Tag 7 nach der Ureterligation wurde kein
Unterschied in der eingewanderten Zahl der CD45" CD11b" Kollagen I" Fibrozyten weder in
den Nieren noch in der Milz zwischen den behandelten Gruppen festgestellt (Abb. 4.22, A).
Aufgrund der vorhandenen Vorarbeiten zu Basophilen Granulozyten [95, 96] hitte
erwartungsgeméll die Zahl der Fibrozyten in der ligierten Niere nach der Depletion
Basophiler Granulozyten mit dem Antikorper MARI1 verringert sein miissen. Die
abschlieBende Untersuchung der exprimierten Kollagen I mRNA fiir den Grad der Fibrose
bestitigte die durchflusszytometrisch gewonnenen Ergebnisse und zeigte ebenfalls keinen
Unterschied nach MAR1 Behandlung (Abb. 4.22, B).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nicht das Zytokinmilieu fiir die gesteigerte
Kollagen I-Sekretion der Fibrozyten verantwortlich ist, sondern womoglich der Zell-Zell-

Kontakt zu bestimmten Effektorzellen, wie CD4" T-Zellen.
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Abb. 4.22 Zahl der Fibrozyten und Ausprigung der renalen Fibrose nach der Behandlung mit MAR1. C57BL/6N
Méuse wurden mit anti-FceRIo (MAR1, schwarze Balken) oder Isotyp-Kontrollantikérper (Kontrolle, weile Balken) von
Tag -4 bis Tag -2 behandelt (n = 5 pro Gruppe) und die UUO wurde an Tag 0 durchgefiihrt. CD45" CD11b" Kollagen I"
Fibrozyten wurden mittels Durchflusszytometrie in Bezug auf Gesamt-CD45" Zellen quantifiziert (MW £+ SEM). (A) Zahl
der Fibrozyten in der UUO-Niere, kontralateralen Niere und Milz an Tag 7 nach Ureterobstruktion. Reprisentative DotPlots
sind gezeigt. (B) Relative Anderung der mRNA Expression von Kollagen I in der ligierten und kontralateralen Niere in
Bezug zum Referenz-Gen beta-Aktin (MW = SEM). Die Expression in der kontralateralen Niere wurde als 1,0 angenommen.
#:p <0,005; *: p <0,05.

4.3.2 Aktivierung Basophiler Granulozyten im Modell der UUO

Wie im vorangehenden Kapitel beschrieben, bewirkte die in vivo Depletion der Basophilen
Granulozyten keinen Unterschied in der Zahl der Fibrozyten in der ligierten Niere. In diesem
Abschnitt der Dissertation wurde iiberpriift, inwiefern sich die Gabe von IL-3 und die
darauffolgende Aktivierung der Basophilen Granulozyten auf die Entwicklung der Fibrozyten
in der fibrotischen Niere auswirken. Das Zytokin IL-3 nimmt in der Regulation der
Himatopoese eine wichtige Rolle ein und wird hauptséichlich von CD4" T-Zellen produziert
[93]. In vitro und in vivo konnte bereits gezeigt werden, dass IL-3 eine Aktivierung von
Basophilen Granulozyten induziert [95, 96]. Limitierend bei der Verabreichung von IL-3,
aber auch anderen Zytokinen, ist die relativ kurze in vivo Halbwertszeit [111]. Die Bindung
von IL-3 an einen anti-IL-3 Antikorper unter Bildung eines sogennanten IL-3
Immunkomplexes erhoht nicht nur die Halbwertszeit des Zytokins, sondern auch seine
biologische Aktivitét [112]. In dieser Arbeit wurden Basophile Granulozyten sowohl mit IL-3

als auch mit dem IL-3 Immunkomplex aktiviert und anschlieBend deren Zahl bestimmt.

4.3.2.1 Behandlung mit IL-3 steigert die Zahl der Basophilen Granulozyten in Blut und
Milz

Die Ureterligatur zur Induktion der renalen Fibrose wurde an Tag 0 und die Aktivierung der
Basophilen Granulozyten durch die tigliche Injektion von IL-3 oder des IL-3
Immunkomplexes (200 ng i.p.) von Tag 0 bis Tag 6 durchgefiihrt. Die Kontroll-Gruppe wurde
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mit dem entsprechenden Triager-Puffer behandelt. An Tag 7 wurden Blut und Milz durchfluss-
zytometrisch auf die Zahl der Basophilen Granulozyten analysiert. Abb. 4.23 stellt die

Quantifizierung der Zellen in Prozent und die reprisentativen FACS DotPlots dar.
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Abb. 4.23 Expansion der Basophilen Granulozyten nach Behandlung mit IL-3 und IL-3 Immunkomplex. C57BL/6N
Miuse wurden mit PBS, IL-3 oder IL-3 Immunkomplex von Tag 0 bis Tag 6 behandelt (n = 5 pro Gruppe). IgE" CD49b"
Basophile Granulozyten (Basos) wurden mittels Durchflusszytometrie in Bezug auf PBMC quantifiziert (MW = SEM). (A)
Zahl der Basophilen Granulozyten im peripheren Blut und in der Milz an Tag 7 nach der UUO. (B) Reprisentative FACS
DotPlots der PBMC im peripheren Blut an Tag 7 nach der UUO sind dargestellt. (C) Reprisentative FACS DotPlots der

PBMC in der ligierten Niere der PBS und IL-3 Immunkomplex behandelten Gruppe an Tag 7 nach der UUO sind gezeigt.
#:p <0,005; *: p <0,05.
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Die Behandlung der Méuse mit IL-3 steigerte die Zahl der IgE und CD49b doppelt positiven
Basophilen Granulozyten auf das 8-fache im Blut und das 4-fache in der Milz. Hingegen
zeigte die Behandlung mit IL-3 Immunkomplex einen enormeren Anstieg der Basophilen
Granulozyten auf ein 49-faches im peripheren Blut und ein 23-faches in der Milz. Im
Gegensatz dazu wurden weder in der kontralateralen noch in der fibrotischen Niere beider
Behandlungen IgE" CD49b" Basophile Granulozyten identifiziert (Abb. 4.23, C). Dieses
Ergebnis verdeutlicht, dass Basophile Granulozyten weder unter physiologischen noch unter
pathologischen Bedingungen in der Niere vorzufinden sind.

Um jedoch eine maximale Aktivierung der Basophilen Granulozyten zu erhalten und die
damit einhergehende vermehrte Sekretion von Zytokinen im peripheren Blut und Milz zu
erzielen [95, 96], wurden die weiteren Analysen mit den IL-3 Immunkomplex behandelten

Maiusen durchgefiihrt.

4.3.2.2 Einfluss von IL-3 auf die Zahl der Monozyten und andere Zellen in Blut, Milz

und Niere

Wie bereits erwidhnt, induziert das hédmatopoetische Zytokin IL-3 nicht nur die
Differenzierung Basophiler Granulozyten, sondern auch die Entstehung anderer Zellen [93].
Welchen Einfluss genau die Gabe von IL-3 auf die Zahl der Monozyten, Neutrophilen
Granulozyten und B-Zellen hat, wurde nachfolgend tiberpriift.

Zur Identifizierung der Monozytensubpopulationen wurden die Einzelzellsuspensionen der
Milz, der obstruierten Niere und das periphere Blut mit Antikdrpern gegen CD11b und Gr-1
gefdrbt und anschlieend durchflusszytometrisch analysiert. Die absolute Quantifizierung der
Zellzahlen mithilfe von Counting beads zeigt, dass sowohl die Zahl der Gr-1" als auch Gr-1-
Monozyten im Blut und in der Milz durch die IL-3 Immunkomplex-Behandlung deutlich
gesteigert wurde (Abb. 4.24, A). Die Gabe von IL-3 Immunkomplex beeinflusste zudem auch
die Neutrophilen Granulozyten, deren Zahl sich fast auf das 4-fache bzw. 8-fache erhohte
(Abb. 4.24, B). Die durch IL-3 erheblich verdnderten Zahlen der Monozyten und
Neutrophilen Granulozyten in der Peripherie scheinen jedoch keinen Einfluss auf die
infiltrierenden Zellen in der Niere auszuiiben. Denn wie Abb. 4.24, C veranschaulicht, bleibt
die Zahl der inflammatorischen Gr-1" Monozyten in der ligierten Niere zwischen der
Kontroll- und IL-3 Immunkomplex behandelten Mausgruppe unverdndert. Das Infiltrat der
inflammatorischen Zellen nach Induktion der renalen Fibrose im Modell der UUO ist jedoch
nicht nur durch Monozyten, sondern auch durch Neutrophile Granulozyten gekennzeichnet

[108]. Auch diese Zellpopulation zeigt keine signifikante Verdanderung in der ligierten Niere
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zwischen der Kontroll- und IL-3 Immunkomplex-Gruppe (Abb. 4.24, C). Das Zytokin IL-3
steigert die Hamatopoese der myeloiden Vorlduferzellen von Monozyten und Neutrophilen
Granulozyten im Knochenmark [93], sodass diese vermehrt in das periphere Blut und in die

Milz einwandern konnen. IL-3 scheint jedoch keinen Einfluss auf B-Zellen im peripheren

Blut zu haben (Abb. 4.24, D).
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Abb. 4.24 Expansion der Monozyten und Neutrophilen Granulozyten nach Behandlung mit IL-3 Immunkomplex.
CS57BL/6N Miuse wurden mit PBS (weile Balken) oder IL-3 Immunkomplex (schwarze Balken) von Tag 0 bis Tag 6
behandelt (n= 5 pro Gruppe). Die Ureterligatur wurde an Tag 0 durchgefiihrt. Gr-1", Gr-1" Monozyten, Neutrophile
Granulozyten und B-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie und Counting beads quantifiziert (MW + SEM). (A) Zahl
der Gr-1" und Gr-1" Monozyten im peripheren Blut und in der Milz an Tag 7 nach der UUO. (B) Zahl Neutrophiler
Granulozyten im peripheren Blut und in der Milz an Tag 7 nach der UUO. (C) Zahl der inflammatorischen Gr-1" Monozyten
und Neutrophilen Granulozyten in der UUO-Niere an Tag 7 nach der Ureterligatur. (D) Zahl der CD19" B-Zellen im
peripheren Blut an Tag 7 nach der UUO. #: p < 0,005; *: p < 0,05.
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4.3.2.3 Einfluss von 1L-3 auf die Entwicklung der Fibrozyten und der renalen Fibrose

Um die Rolle von IL-3 und die daraus resultierte Expansion von Basophilen Granulozyten
und Monozyten in der Peripherie fiir die Rekrutierung der Fibrozyten sowie Entstehung einer
Nierenfibrose zu analysieren, wurden die UUO-Niere, kontralaterale Niere und Milz
durchflusszytometrisch auf die Zahl der Fibrozyten hin untersucht. Die Behandlung mit IL-3
Immunkomplex zeigte eine massive Expansion von Basophilen Granulozyten, Monozyten
und Neutrophilen Granulozyten. Hingegen wurden die CD45° CDI11b" Kollagen I
Fibrozyten sowohl in der obstruierten Niere als auch in der Milz signifikant reduziert (Abb.

4.25, A). Die Zahl der Fibrozyten in der kontralateralen Niere blieb zwischen den Gruppen

unverandert.
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Abb. 4.25 Zahl der Fibrozyten und die mRNA Expression von Kollagen I nach Behandlung mit IL-3 Immunkomplex.
C57BL/6N Maiuse wurden mit PBS (weifle Balken) oder IL-3 Immunkomplex (schwarze Balken) von Tag 0 bis Tag 6
behandelt (n = 5 pro Gruppe). Die Ureterligatur wurde an Tag 0 durchgefiihrt. (A) Zahl der CD45" CD11b" Kollagen I
Fibrozyten in der UUO-Niere, kontralateralen Niere und Milz an Tag 7 nach der Ureterligatur. Die Quantifizierung der Zellen
wurde mittels Durchflusszytometrie in Bezug auf Gesamt-CD45" Zellen durchgefiihrt (MW =+ SEM). Reprisentative
DotPlots sind gezeigt. (B) Relative Anderung der mRNA Expression von Kollagen I in der UUO und kontralateraler Niere in

Bezug zum Referenz-Gen beta-Aktin (MW + SEM). Die Expression in der kontralateralen Niere wurde als 1,0 angenommen.
#: p <0,005; *: p <0,05.

Um den Einfluss von IL-3 auf die Progression der renalen Fibrose zu iiberpriifen, wurde in
der UUO-Niere und kontralateralen Niere die mRNA Expression von Kollagen I bestimmt.
Die relative mRNA Expression von Kollagen I nach Normalisierung mit dem Housekeeping-
Gen beta-Aktin zeigte in der ligierten Niere der IL-3 Immunkomplex behandelten Méuse eine
Reduktion um 45 % im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (Abb. 4.25, B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Basophile Granulozyten keine Rolle bei der
Fibrozytenakkumulation in der fibrotischen Niere spielen. Dies konnte anhand der Depletion
Basophiler Granulozyten aus der Peripherie als auch durch die enorme Anreicherung
Basophiler Granulozyten mithilfe des Zytokins IL-3 demonstriert werden. Der Grund hierfiir

konnte das ortstindige Fehlen der Basophilen Granulozyten in der Niere darstellen.
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Hochstwahrscheinlich beeinflusst die Behandlung mit IL-3 die Ausbildung der Fibrozyten-
Vorlduferzellen im Knochenmark dahingehend, dass die Hidmatopoese in Richtung der
Granulozyten-Makrophagen Progenitoren verstdrkt und somit die Generierung der Fibrozyten
vermindert wird. Des Weiteren verdeutlichen diese Resultate zusammen mit den Ergebnissen
aus Abschnitt 4.1, dass Fibrozyten in vivo nicht lokal aus Monozyten entstehen, die nach

Induktion einer Entziindung durch Ureterligatur in die Niere einwandern.
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5 Diskussion

Die renale Fibrose stellt fiir die meisten Nierenerkrankungen ein gemeinsames Endstadium
dar. Der molekulare Mechanismus der tubulointerstitiellen Fibrose und der damit
einhergehende Funktionsverlust der Niere ist jedoch aufgrund der hohen Komplexitédt und der
Beteiligung von vielen verschiedenen Zelltypen an diesem Prozess noch nicht vollstdndig
geklart. Die aus dem Knochenmark-stammenden Kollagen-produzierenden Zellen, auch
Fibrozyten genannt, wurden bereits mit verschiedenen Fibrose- oder Autoimmun-
erkrankungen assoziiert. Der zelluldre Ursprung von Fibrozyten wurde dabei in zahlreichen
in vitro Untersuchungen sowohl im humanen als auch im murinen System analysiert. Dabei
wurde stets suggeriert, dass Fibrozyten aus Monozyten mit der Hilfe von akzessorischen
Zellen und 16slichen profibrotischen Faktoren entstehen. In einem murinen Modell der
renalen Fibrose, der unilateralen Ureterobstruktion (UUO), wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, ob Fibrozyten lokal aus infiltrierenden Monozyten entstehen und wie Monozyten
zu dem vorhandenen Fibrozyten-Pool in der Milz und im peripheren Blut beitragen. Des
Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit die Rolle von CD4" T-Lymphozyten und
Basophilen Granulozyten als sogennante ,,Helferzellen sowie die Bedeutung des hdmato-
poetischen Wachstumsfaktors IL-3 bei der Fibrozytenakkumulation in der fibrotischen Niere

untersucht.

Aufgrund bisheriger Daten bestanden zwei Moglichkeiten, wie Fibrozyten in entziindetem
Gewebe akkumulieren und zur Entwicklung der Fibrose beitragen konnen. Erstens: eine
Entziindung im Gewebe flihrt zur Infiltration von Leukozyten, inklusive Monozyten und
T-Zellen, in Folge dessen Fibrozyten dann lokal aus infiltrierten Monozyten mithilfe von
akzessorischen Zellen oder l6slichen Faktoren differenzieren. Reduzierte oder erhohte
Migration von Monozyten und Faktoren, die die Differenzierung von Monozyten zu
Fibrozyten regulieren, wiirden die Zahl der Fibrozyten im Gewebe bestimmen. Verminderte
Zahlen der Fibrozyten im Gewebe wurden bereits in verschiedenen transgenen Méusen
defizient fiir Chemokinrezeptoren wie CCR1, CCR2, CCRS5 und CCR7 [46-53] detektiert. Da
die meisten dieser Chemokinrezeptoren auch auf Monozyten exprimiert werden, kdnnte die
Abwesenheit dieser Rezeptoren die Migration der Monozyten und die damit verbundene
Entwicklung zu Fibrozyten storen. Die zweite Hypothese fiir die Akkumulation von
Fibrozyten am Entziindungsort konnte die Migration von vor-differenzierten Fibrozyten, die

bereits Kollagen I exprimieren, sein. In der Milz und im peripheren Blut von naiven Miusen
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wurde im Rahmen dieser Arbeit eine erhebliche Zahl an Kollagen I-exprimierender CD11b"
CD45" Fibrozyten nachgewiesen. Im murinen Modell der UUO (7 Tage) wurde darauthin die
Bedeutung der Fibrozyten in der renalen Fibrose untersucht. Das Modell der einseitigen
Harnleiterligatur bietet mehrere Vorteile [103, 104]. Zum einen entwickelt sich die
Progression der renalen Schadigung iiber einen kurzen Zeitraum und kann tiber die Dauer der
Obstruktion kontrolliert werden. Zum anderen weist das Modell der Ureterobstruktion alle
wichtigen Merkmale eines Fibrosierungsprozesses auf. Eines der Merkmale ist der Influx von
inflammatorischen Zellen, wie Monozyten, aktivierten T-Zellen und vermutlich auch
Fibrozyten. Im Modell der obstruktiven Nephropathie bildet sich nach 5 bis 7 Tagen eine
interstitielle Fibrose aus, die unter anderem aufgrund erhohter Akkumulation extrazellulédrer
Matrixproteine (EZM) feststellbar ist [58, 59]. Nach der Okklusion des Ureters stieg die Zahl
der rekrutierten Fibrozyten in der ligierten Niere bereits an Tag 3 rapide an und zeigte sowohl
in der Milz als auch im peripheren Blut einen hohen Anstieg. Bis Tag 7 konnte in der
obstruierten Niere ein 12-facher Anstieg der Fibrozyten verzeichnet werden. Die Fibrozyten
in der Niere exprimieren dieselben Oberflichenmarker wie in der Milz (CD45", CD11b",
CCR2™, Gr-17, Ly-6GM¢", Ly-6C™, CD115"). Die Abwesenheit des klassischen Monozyten-
Markers CD115, die hohe Expression von Ly-6G und die intermedidre Expression von CCR2
unterscheidet Fibrozyten eindeutig von den zwei bekannten CDI115° Monozyten-
subpopulationen in der Maus. Wihrend die inflammatorischen Monozyten stark positiv fiir
CCR2, Gr-1 und Ly-6C sind, weisen die sogennanten residenten Monozyten eine schwache
Expression der Oberflichenmarker CCR2 und Gr-1 auf und sind negativ fiir Ly-6C. Dabei
stellen die CCR2" Monozyten das Aquivalent zu den CD14" humanen Monozyten dar und die
CCR2” Monozytenpopulation entspricht dem CD16" humanen Monozyten-Subtyp.

Die Resultate der phinotypischen Charakterisierung der Fibrozyten im Modell der renalen
Fibrose lassen vermuten, dass Fibrozyten entweder ihr Repertoire an Oberflaichenmolekiilen
nach der Entstehung aus Monozyten gedndert haben, oder dass sie eine unabhingige
Zellpopulation darstellen. Die in der Literatur beschriebene in vitro Differenzierung der
Monozyten zu Fibrozyten ist ebenfalls mit einem Verlust von CDI115 assoziiert [58].
Wihrend jedoch die Differenzierung in Kultur ungefédhr 10 Tage dauert, erscheinen CD115
Fibrozyten in der ligierten Niere bereits an Tag 3. Dieser Zeitraum ist wahrscheinlich zu kurz,
damit Fibrozyten lokal aus infiltrierten Monozyten differenzieren. In einer Studie von
Kisseleva et al. konnten in der Milz ebenfalls CD45" Kollagen I" Fibrozyten nachgewiesen
werden. Nach Induktion einer hepatischen Entziindung expandierten Kollagen I" Fibrozyten

im Knochenmark und wurden rapide in die Milz rekrutiert. Die Zahl der Fibrozyten in der
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Milz wurde dabei auf das 4-fache erhoht. Des Weiteren untersuchten die Autoren den
Phénotyp der Fibrozyten und stellten ebenfalls fest, dass Fibrozyten in der Milz einen
myeloiden Charakter durch die Expression der Oberflaichenmarker CD11b, Gr-1, Ly-6G und
Ly-6C aufweisen. Das ebengenannte Expressionsmuster entsprach auch den Kollagen I

Fibrozyten im Knochenmark [66].

Monozyten bzw. Makrophagen werden neben T-Zellen fiir die wichtigsten Effektorzellen in
der renalen Fibrose gehalten. Zirkulierende kurzlebige Monozyten werden zum
Entziindungsort rekrutiert und differenzieren dort zu zwei phénotypisch unterschiedlichen
Subpopulationen [14]. Eine Blockierung von CCR2" Monozyten mithilfe von verschiedenen
Antagonisten gegen den Chemokinrezeptor CCR2 fiihrte in einer Studie von Kitagawa et al.
zur verminderten Progression der Nierenfibrose im Modell der UUO [77]. In der vorliegenden
Dissertation konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen der Abwesenheit der CCR2"
Monozyten und renaler Fibrose gefunden werden. Die inflammatorischen CCR2" Monozyten
wurden hierbei mit dem monoklonalen Antikérper anti-CCR2 (MC-21) depletiert. Die
Depletion der Monozyten wurde allerdings nur fiir wenige Tage gewéhrleistet, denn nach
kiirzester Zeit entwickelte die Maus eine humorale Immunantwort gegen den verabreichten
MC-21 Antikorper [116]. Aus diesem Grund konnte die Depletion der CCR2" Monozyten
nicht fiir die ganze Dauer der Ureterokklusion von 7 Tagen aufrechterhalten werden. Die
Monozyten wurden jedoch durch eine Kurzzeit-Behandlung im spéteren Verlauf der UUO im
peripheren Blut, in der Milz sowie in den Nieren fast komplett eliminiert. Allerdings wurde
weder die Zahl der Fibrozyten in der Milz oder der fibrotischen Niere noch die Auspriagung
der renalen Fibrose reduziert. Beide Ergebnisse suggerieren stark, dass die in der ligierten
Niere vorhandenen Fibrozyten nicht aus infiltrierten Monozyten entstehen, sondern als bereits
vor-differenzierte Kollagen-produzierende Zellen in die Niere rekrutiert werden. Es ist auch
unwahrscheinlich, dass sich Fibrozyten aus Monozyten in der Milz entwickeln, da die
Depletion der zirkulierenden Monozyten mit MC-21 und auch die geringe Zahl der
zirkulierenden Monozyten in CCR2” Miusen nicht in einer verringerten Zahl der Milz-
Fibrozyten resultierten. Es ist eher anzunehmen, dass Fibrozyten als weitgehend
ausdifferenzierte Zellen im Knochenmark generiert werden und hochstwahrscheinlich von
den myeloiden Vorlduferzellen abstammen. Das Ansteigen der Fibrozytenzahl in der Milz
nach unilateraler Ureterobstruktion ldsst vermuten, dass die operative Intervention und / oder
die renale Entzlindung die Generierung der Fibrozyten reguliert, um die Wundheilung und

Geweberegeneration anzutreiben. Die Regulation der Fibrozytenentstehung findet vermutlich
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im Knochenmark statt. Die klare Unterscheidung zwischen den zwei Zellpopulationen,
Monozyten und Fibrozyten, in der Milz und in den Nieren spricht auch gegen die Hypothese,
dass Fibrozyten lediglich Monozyten reprisentieren konnten, die Kollagen I aufgenommen
haben. Denn weder in der Milz noch in der fibrotischen Niere konnten klassische Kollagen I

Monozyten nachgewiesen werden.

Um die Rolle von CCR2 fiir die Migration der Fibrozyten zu untersuchen wurden CCR2”
Maiuse analysiert. Wie bereits bekannt, bendtigen Monozyten den Chemokinrezeptor CCR2,
um aus dem Knochenmark in die Peripherie zu migrieren [71]. Aus diesem Grund weisen
CCR2”" Miuse eine deutlich reduzierte Zahl der Gr-1" und Gr-1 Monozyten im peripheren
Blut und den lymphatischen Organen auf, besitzen aber eine erhohte Anzahl der Monozyten
im Knochenmark [72]. Hingegen blieb die Zahl der Fibrozyten in der Milz und auch im
peripheren Blut zwischen den CCR2”" und Wildtyp-Méusen unverindert. Dies deutet darauf
hin, dass Fibrozyten kein CCR2 benétigen, um das Knochenmark zu verlassen. Trotz der
identischen Zahl zirkulierender Fibrozyten, zeigten CCR2”" Miuse jedoch eine deutlich
reduzierte Anzahl der Fibrozyten in der ligierten Niere sowie eine signifikante Reduktion der
renalen Fibrose. Dies deutet daraufhin, dass die Migration der Fibrozyten in die Niere von
dem Chemokinrezeptor CCR2 abhéngt. Dieses Ergebnis stimmt mit vorherigen Arbeiten im
Modell der Lungen-, Leber- und Herzfibrose iiberein [46-48]. Die Migration der Fibrozyten in
die Niere der CCR2”" Miuse ist jedoch nicht komplett aufgehoben. Dieses weist darauf hin,
dass noch andere Chemokinrezeptoren oder chemotaktische Faktoren, wie CXCL16 [54], zur
Migration der Fibrozyten beitragen. Eine reduzierte Fibrose in CCR2”" Méusen wurde in einer
friiheren Arbeit auf die geringere Infiltration von Makrophagen zurlickgefiihrt [77].
Allerdings scheinen Monozyten nicht direkt an der Entwicklung der Fibrose involviert zu
sein, da die Depletion der renalen Monozyten mit dem anti-CCR2 Antikorper MC-21 die
renale Fibrose nicht reduzierte. Sehr wahrscheinlich ist dies auf die nicht verdnderte
Fibrozytenzahl nach der MC-21 Behandlung zuriickzufiihren. Selbst die enorme Expansion
der zirkulierenden Monozyten in Blut und Milz nach der Verabreichung vom
himatopoetischen Wachstumsfaktor IL-3 steigerte die Zahl der inflammatorischen Gr-1"
Monozyten in der UUO-Niere nicht. Hingegen konnte durch die IL-3 Behandlung ein
Riickgang der CD45" CD11b" Kollagen I" Fibrozyten um fast 50 % verzeichnet werden. Die
Progression der renalen Fibrose, die anhand der mRNA Expression von Kollagen I beurteilt
wurde, war nach der Verabreichung von IL-3 signifikant niedriger als in Kontroll-behandelten

Maiusen. Die bisherige Ansicht einer profibrotischen Rolle infiltrierender Monozyten in der
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tubulointerstitiellen Nephritis, wird mit diesen Resultaten in Frage gestellt. Das geringere
Fortschreiten der renalen Fibrose in der IL-3 behandelten Gruppe ist vermutlich auf die
Abwesenheit der aus dem Knochenmark-stammenden Fibrozyten zuriickzufithren. Diese
Ergebnisse sprechen ebenfalls fiir die zweite Hypothese, die beinhaltet, dass Fibrozyten nicht
aus Monozyten differenzieren, sondern vielmehr eine gemeinsame Vorlduferzelle teilen und
als bereits differenzierte Kollagen I" Zellen nach einem Schidigungsreiz aus dem
Knochenmark rekrutiert werden. Dafiir wiirde auch sprechen, dass in vitro durch Zugabe des
Zytokins IL-3 kein Einfluss auf die Fibrozytendifferenzierung erzielt wurde [60]. Weiterhin
zeigten Ohmori et al. mit der Injektion von IL-3 in Madusen, dass insbesondere die
gemeinsame Vorlduferzelle der Monozyten und Granulozyten, GMP, gesteigert wird.
Hingegen konnte die Hdmatopoese der Vorlduferzelle der GMP, CMP, mit IL-3 nicht
induziert werden [92]. Der Grund hierfiir liegt vermutlich an der fehlenden Expression des
IL-3 Rezeptors auf CMP, der jedoch auf GMP und auf den daraus stammenden Zellen
exprimiert wird. Nach IL-3 Behandlung wurde der IL-3 Rezeptor auf GMP sogar
hochreguliert, zeigte jedoch auf CMP keinerlei Effekt. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass
die Fibrozytenvorldaufer und GMP aus der Vorlduferzelle CMP im Knochenmark hervorgehen
und die Gabe von IL-3 einerseits die Himatopoese in Richtung GMP verschiebt, andererseits

die Bildung der Fibrozytenprogenitoren unterdriickt.

Da die direkte Depletion der Fibrozyten mit dem anti-CCR2 Antikérper MC-21 aufgrund der
geringen Expression von CCR2 auf Fibrozyten nicht moglich war, wurden CD11b-DTR
Knochenmark-chimére Miuse generiert. Das Charakteristikum dieser transgenen Méuse ist
die Expression des simianen DT Rezeptors unter der Kontrolle des CD11b Promotors, sodass
eine Depletion von CD11b" Zellen durch Applikation von Diphtherie Toxin ermdglicht wird.
Die Herstellung der Knochenmark-chimidren Maiuse erfolgte durch Transfer von
Knochenmark aus transgenen CD11b-DTR Maiusen in lethal bestrahlte Wildtyp-Mause. Mit
dem Einsatz der Knochenmark-chimédren Méuse wurden zum einen unspezifische toxische
Effekte nach langerfristiger Gabe des DT vermieden und zum anderen sichergestellt, dass nur
hidmatopoetische Zellen im Verlauf der UUO depletiert werden. Durch Behandlung der
Miuse mit Diphtherie Toxin konnten die CD11b" Kollagen I" Fibrozyten sehr effizient in der
Milz sowie fibrotischen Niere depletiert werden. Die Zahl der Fibrozyten wurde dabei auf das
Nivau der kontralateralen Niere gesenkt. Neben dem Oberflichenantigen CD11b zeigte die
phénotypische Charakterisierung der Fibrozyten in vivo auch eine hohe Expression des

Oberflachenmarkers Gr-1 auf. Aus diesem Grund konnten Fibrozyten ebenfalls mit dem
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gegen Gr-1 gerichteten Antikdrper in der UUO-Niere und Milz fast komplett eliminiert
werden. Zusitzlich resultierte die Depletion der Fibrozyten sowohl mit DT als auch mit anti-
Gr-1 Antikorper in einer betrdchtlichen und statistisch signifikanten Reduktion der renalen
Fibrose, die anhand der mRNA Expression und immunfluoreszenztechnischem Anfarben von
Kollagen I bestimmt wurde. Der Einsatz von Knochenmark-chiméren Miusen demonstriert,
dass Fibrozyten aus dem Knochenmark stammen und schlieBt die Depletion von CD11b"
nicht-hdmatopoetischen Zellen sowie deren Beteiligung an der Reduktion der Fibrose aus. Die
Verringerung der renalen Fibrose in CD11b-DTR Maiusen wurde zusitzlich in der Arbeit von
Machida et al. im Modell der UUO demonstriert [84]. Dabei wurde auch die maligebliche
Bedeutung der CD11b" Zellen in der Progression der renalen Fibrose klar herausgestellt.
Diese Interventionen mit DT und anti-Gr-1 Antikorper zeigen allerdings ebenfalls eine
Reduktion der Monozyten bzw. Makrophagen-Zahl und wahrscheinlich auch anderen CD11b"
oder Gr-17 Zellen, die einen indirekten Einfluss auf das Fortschreiten der renalen Fibrose
haben konnten. Fibrozyten konnten ebenso einen indirekten Einfluss auf die Fibrose ausiiben,
indem sie Faktoren exprimieren, die zur Aktivierung der ortsstindigen Fibroblasten und
darauf folgende exzessive Ablagerung von EZM beitragen. In weiterfithrenden Experimenten
ist es wichtig den relativen Beitrag von Fibroblasten, Fibrozyten und Epithelzellen zur
Produktion von Kollagenen und anderen extrazelluliren Matrixproteinen zu ermitteln.
Obwohl renale Fibrozyten nach DT- und anti-Gr-1-Behandlung fast komplett eliminiert
wurden, konnte dennoch eine Deposition von Kollagen I in der ligierten Niere detektiert
werden. Diese Resultate deuten darauf hin, dass auch andere Mechanismen, wie Aktivierung
von Fibroblasten und Perizyten sowie EMT oder EndoMT zum Fortschreiten der renalen

Fibrose beitragen.

Bei der in vitro Fibrozytendifferenzierung konnten CD4" T-Lymphozyten in mehreren
unabhingigen Studien als sogennante ,Helferzellen identifiziert werden. In murinen
Splenozyten verhinderte die Depletion von CD4 " T-Zellen fast komplett das Auswachsen der
Fibrozyten. Hingegen steigerte die Kokultur von aufgereinigten Monozyten und nicht
aktivierten CD4" T-Zellen maBgeblich die Entwicklung der Fibrozyten [58].
Ubereinstimmend dazu wurde in Zellkulturansitzen mit humanen PBMC und bei
gleichzeitiger Anwesenheit von CD4" T-Lymphozyten eine signifikant hohere Zahl an
spindelférmigen Fibrozyten detektiert [34]. In Ankniipfung an diese in vitro Daten wurde im
Modell der UUO in T- und B-Zell defizienten SCID Maéusen demonstriert, dass die

Anwesenheit von Lymphozyten fiir die Entwicklung der Fibrozyten sowie der renalen Fibrose
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von groBer Bedeutung ist [58]. In der vorliegenden Dissertation wurden CD4" T-Zellen
mithilfe des monoklonalen Antikérpers anti-CD4 (GK1.5) im murinen Modell der renalen
Fibrose depletiert. Anschlieend wurde die Zahl der Fibrozyten sowie die Ausbildung der
renalen Fibrose untersucht. Dabei wurden die Ergebnisse der vorhergehenden Studien
dahingehend untermauert, dass CD4" T-Zellen auch in vivo in Zusammenhang mit der
Fibrozytenentwicklung und renaler Fibrose assoziiert sind. Diese Ergebnisse sind konform
mit den Verdffentlichungen von Tapmeier et al. und Liu et al. [89, 121]. Tapmeier et al.
konnten zeigen, dass RAG17 Miuse, denen wie SCID Maiusen reife T- und B-Zellen fehlen,
im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine geringere Kollagen-Ablagerung nach UUO aufweisen
[89]. Nach der Rekonstitution der RAG1”" Miuse mit CD8" oder CD4" T-Zellen, konnten nur
CD4" T-Lymphozyten die renale Fibrose auf das Niveau der Wildtyp-Miuse
wiederherstellen. Die Autoren konnten zudem demonstrieren, dass die Abwesenheit von
T-Zellen keinen Einfluss auf die Infiltration von Makrophagen hat. In der vorliegenden
Dissertation wurde jedoch durch die Depletion von CD4" T-Lymphozyten eine geringere
Fibrozytenzahl in der ligierten Niere festgestellt. Diese Ergebnisse sprechen wiederum fiir die
Hypothese, dass Fibrozyten und Monozyten zwei unabhingige Zellpopulationen darstellen,
und dass deren Rolle in der Nierenfibrose differenziell ausfillt. Die Studie von Liu et al.
demonstrierte ebenfalls mithilfe eines depletierenden Antikorpers die wichtige Rolle von
CD4" T-Zellen in der tubulointerstitiellen Fibrose [121]. Zudem konnten sie anhand von
Rekonstitutionsversuchen in T-Zell defizienten Miusen (Balb/c Nu/Nu) Ty2 polarisierte
Zellen als dominierende Zellpopulation im Modell der renalen Fibrose identifizieren. Weitere
Arbeiten legten dar, dass das Zytokinmilieu fiir die Fibrozytendifferenzierung von
entscheidender Bedeutung ist. Dabei wurden Ty2-Zytokine als unterstiitzende und Tyl-

Zytokine als inhibierende Faktoren beschrieben [58, 60].

Basophile Granulozyten kdnnen durch Sekretion von bestimmten Zytokinen, z.B. IL-4 oder
IL-6, die T-Zelldifferenzierung zu einer Ty2 vermittelten Entziindungsreaktion unterstiitzen
[94, 95]. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Rolle Basophiler
Granulozyten als weitere ,Helferzellen in der Pathogenese der tubulointerstitiellen
Nierenfibrose sowie in der Fibrozytenentstehung analysiert. Hierbei wurden Basophile
Granulozyten mit dem monoklonalen Antikoérper anti-FceRIao (MARI1) bis Tag 7 nach
Ureterligatur depletiert. Zwischen den Gruppen wurde jedoch kein Unterschied in der Zahl
der Fibrozyten oder in der Akkumulation von Kollagen I als Marker der renalen Fibrose

festgestellt. Der Grund dafiir konnte in der Abwesenheit der Basophilen Granulozyten am
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Entziindungsort liegen. Durchflusszytometrisch wurden keine IgE" Dx5" Zellen in der UUO-
Niere oder in der gesunden kontralateralen Niere detektiert. Die Bedeutung von Basophilen
Granulozyten in Nierenerkrankungen ist bisher nur ansatzweise untersucht. Charles et al.
konnten jedoch kiirzlich im tierexperimentellen SLE-Modell Basophile Granulozyten mit der
Pathogenese des Lupusnephritis assoziieren [97]. Dabei konnen Basophile Granulozyten die
Produktion der Autoantikorper, insbesondere die Zirkulation der autoreaktiven IgE und somit
auch die Progression der Nephritis beeinflussen. Allerdings scheinen Basophile Granulozyten
bei der Fibrozytenakkumulation in der fibrotischen Niere keine entscheidende Rolle zu
spielen, denn auch nach Aktivierung und starker Expansion der Basophilen Granulozyten mit
dem Zytokin IL-3 wurde die Zahl der Fibrozyten in der UUO-Niere nicht gesteigert, sondern
im Gegenteil signifikant reduziert. Der starke Riickgang der Fibrozyten ist
hochstwahrscheinlich auf den direkten Einfluss von IL-3 auf die Vorlduferzellen im
Knochenmark zuriickzufithren. IL-3 stimuliert die Differenzierung von Basophilen
Granulozyten, Neutrophilen Granulozyten und Monozyten, jedoch nicht die damit vermutlich

in Konkurrenz stehende Differenzierung von Fibrozyten.
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6 Zusammenfassung

Die renale Fibrose, die das Endstadium der meisten Nierenerkrankungen darstellt, ist durch
eine exzessive Akkumulation von extrazelluliren Matrixproteinen, z.B. Kollagen I,
gekennzeichnet. Dieser Prozess kann zur irreversiblen Narbenbildung und Organversagen
fiihren. Nierenersatztherapien stehen zwar zur Verfiigung, verursachen jedoch enorme Kosten
und fiihren zum Verlust von Lebensqualitit bei den betroffenen Patienten. Die Autklarung der
fiir die Nierenfibrose und den Funktionsverlust verantwortlichen molekularen und zelluldren
Mechanismen ist flir die Entwicklung neuer Therapieansitze von groBer Bedeutung, stellt
jedoch gleichzeitig eine groBe Herausforderung dar, da unterschiedlichste Zellpopulationen
am Prozess der tubulointerstitiellen Fibrose beteiligt sind und moglicherweise miteinander
interagieren. Kollagen-produzierende und aus dem Knochenmark-stammende Zellen,
sogennante Fibrozyten, wurden nicht nur mit renaler Fibrose, sondern mit vielen anderen
Erkrankungen assoziiert. Zahlreiche in vitro Studien suggerierten stets Monozyten als

zelluldren Ursprung der Fibrozyten.

In dieser Dissertation wurde im Fibrose Modell der unilateralen Ureterobstuktion (UUO)
erstmals gezeigt, dass Fibrozyten in vivo nicht aus den klassischen Monozyten entstehen,
sondern als CD45" CD11b" Kollagen I'" Zellpopulation bereits in der Milz und im peripheren
Blut von naiven Méusen vorzufinden sind. Nach Induktion der renalen Fibrose durch
einseitige Ureterligatur waren Kollagen I" Fibrozyten bereits an Tag 3 mit einem 10-fachen
Anstieg in der ligierten Niere vertreten und zeigten auch in der Milz und im peripheren Blut
einen erheblichen Anstieg. Die ndhere phénotypische Charakterisierung ergab, dass sich
Fibrozyten in der Niere und der Milz stark dhneln und sich deutlich von Monozyten und

Granulozyten unterscheiden.

Die Zahl zirkulierender Fibrozyten im peripheren Blut und in der Milz war weder nach
Depletion von Monozyten mit dem monoklonalen Antikérper MC-21 noch in CCR2”
Maiusen, die kaum Monozyten in der Peripherie aufweisen, reduziert. Im Gegensatz zu
Monozyten emigrierten Fibrozyten CCR2-unabhidngig aus dem Knochenmark in die
Peripherie. Die Migration der Kollagen I" Fibrozyten in die entziindete Niere war hingegen
von dem Chemokinrezeptor CCR2 abhédngig und mit einer signifikant niedrigeren
Auspriagung der renalen Fibrose assoziiert. Zudem ermoglichte die Applikation von

Diphtherie Toxin in Knochenmark-chimdren CD11b-DTR Maiuse oder der Einsatz des
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monoklonalen Antikorpers anti-Gr-1 eine sehr effiziente Depletion der Kollagen I" Fibrozyten
aus der fibrotischen Niere. Die Abwesenheit der Fibrozyten in der ligierten Niere resultierte
dabei stets in einer geringeren Akkumulation von Kollagen I und damit reduzierten

Progression der renalen Fibrose.

T-Zellen spielen fiir die Entstehung einer Nierenfibrose eine wichtige Rolle. Basophile
Granulozyten verschieben die T-Zelldifferenzierung zu einer Ty2 vermittelten
Entziindungsreaktion und konnten auch in renalen tubulointerstitiellen Erkrankungen eine
wichtige Rolle einnehmen. Die Untersuchung von CD4" T-Zellen und Basophilen
Granulozyten fiir die Fibrozytenakkumulation in der ligierten Niere erfolgte durch Depletion
dieser sogennanter ,Helferzellen mithilfe monoklonaler Antikdrper. Dabei wurde die
wichtige Rolle CD4" T-Lymphozyten nicht jedoch von Basophilen Granulozyten in der
Fibrozytenrekrutierung sowie renaler Fibrose gezeigt. Dariiber hinaus stellte sich das Zytokin
IL-3 als wichtiger Regulator in der Fibrozytenentstehung heraus. IL-3 steigert die
Hématopoese von Granulozyten-Makrophagen Progenitoren (GMP). Hingegen verminderten
sich durch die Injektion von IL-3 maBgeblich die Zahl der Kollagen I" Fibrozyten und der
damit einhergehende Grad der renalen Fibrose. Daraus ergibt sich die Vermutung, dass
Fibrozyten und GMP aus einer gemeinsamen myeloiden Vorlduferzelle hervorgehen. Die
Generierung der Fibrozyten wird dabei vermutlich durch Induktion der renalen Entziindung

im Knochenmark reguliert, um die Wundheilung und Geweberegeneration zu fordern.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass Fibrozyten nicht aus infiltrierenden Monozyten
entstehen, sondern dass beide Zellpopulationen vermutlich aus einer gemeinsamen myeloiden
Vorlduferzelle im Knochenmark hervorgehen und das Zytokin IL-3 dabei als wichtiger
regulatorischer Faktor fungiert. Weiterhin ist es im Rahmen dieser Arbeit erstmals gelungen
Fibrozyten nur mithilfe von extrazelluldren Oberflichenantigenen zu charakterisieren und zu
depletieren. Zudem konnte demonstriert werden, dass Fibrozyten einen signifikanten Beitrag
zur Entstehung der renalen Fibrose leisten. Diese Ergebnisse dienen als Grundlage fiir
weiterfiihrende Studien und sind gleichzeitig die Grundlage fiir die Entwicklung neuer

antifibrotischer Therapien.
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