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1 Einleitung

1.1 Wegener’sche Granulomatose

1.1.1 Uberblick

Die Wegener'sche Granulomatose (WG) ist eine seltene Autoimmunerkrankung mit
einer geschlechtsindifferenten Inzidenz von 2-12/1000000/Jahr und einer Pravalenz
von 24-157/1000000/Jahr (Pagnoux und Teixeira 2007). Die Patienten befinden sich
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (Pradilektionsalter) meist im Alter zwischen dem 40.
und 60. Lebensjahr.

Nach der Klassifikation der Chapel-Hill-Konsensuskonferenz (CHC) gehort sie zu den
ANCA-assoziierten Vaskulitiden (AAV) der kleinen Gefal3e (Jennette und Falk 1994).

Tabelle 1: Klassifikation der primar systemischen Vaskulitiden laut CHC

Vaskulitis der groBen GefalRe Vaskulitis der mittleren GefalRe VaSk.u“t'S gler Ll Gefa[ée
(Kapillaren, Venolen, Arteriolen)

eRiesenzellarteriitis ePolyarteriitis nodosa *ANCA-assoziiert: - Wegener'sche
eTakayasu-Arteriitis *Morbus Kawasaki Granulomatose
- CSS
- MPA

ePurpura Henoch-Schonlein

eKutane leukozytoklastische
Angiitis

sEssentielle kryoglobulinamische
Vaskulitis

Klinisch manifestiert sich die Erkrankung vorwiegend im HNO-Bereich (z.B. Otitis
media, eitrige/blutige Nasensekretion, Nasenseptumperforation und -destruktion mit
resultierender Sattelnase), im Bereich der Lungen (pulmonale Infiltrate, Dyspnoe,
Hamoptysen) und besonders der Nieren im Sinne einer Glomerulonephritis, z.T. mit
rapid-progressivem Verlauf. Dabei ist die renale Beteiligung unbehandelt haufig eine

direkte oder indirekte Ursache der erhdhten Mortalitat der Erkrankung.
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ACR-Kriterien fiir die Klassifikation der Wegener 'schen Granulomatose (1990)

histologisch: klinisch: radiologisch: laborchemisch:

egranulomatése Entziindung eEntziindung in Nase oder e|nfiltration der Lunge in der enephritisches Urinsediment
(intramural, peri- oder Mund (ulzerierend, Thorax Rontgenaufnahme (Mikrohamaturie >5
extravaskular) aus hamorrhagisch oder (Rundherde, Kavernen, Erythrozyten/Gesichtsfeld,
geeignetem Biopsat purulent) "fixe"Infiltrationen) Erythrozytenzylinder)

Tabelle 2: ACR-Kriterien fir die WG: bei Erfillung von zwei Kriterien betragt die Sensitivitat
88%, die Spezifitat 92% (nach Manger 2005, S. 269)

Die Diagnose erfolgt klinisch-pathologisch nach den in Tabelle 2 aufgefiihrten
Kriterien des American College of Rheumatology (ACR) (Leavitt et al. 1990).
Erganzend werden bestimmte fur WG typische Autoantikbrper, sog.
cytoplasmatische Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikdrper (cCANCA), die gegen
das in den azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten enthaltene korpereigene
Enzym Proteinase 3 (PR-3) gerichtet sind, mittels ELISA und Immunfluoreszenz
bestimmt. Dieser Parameter ist bei ca. 50% der Patienten mit der lokalisierten Form
und bei >90% der Patienten mit generalisierter WG erhéht. Es wurde weiterhin
gezeigt, dass im Rahmen von regelmaflligen Messungen festgestellte, steigende
cANCA-Spiegel (positiver pradiktiver Wert: 57% (cCANCA), 71% (PR-3)) frihzeitig auf
ein bevorstehendes Rezidiv hinweisen kénnen (Boomsma et al. 2000). Eine
medikamentdse Therapie allein aufgrund steigender Titer einzuleiten, ist allerdings
aufgrund der den Therapeutika eigenen Toxizitat nicht indiziert.

1.1.2 Klink und Verlauf

Unbehandelt verlauft die WG in der Regel letal. Ein biphasischer Verlauf, bestehend
aus einem Initial- und einem Generalisationsstadium, ist typisch. Die beiden Stadien
sind jedoch in nur etwa einem Dirittel aller Falle scharf voneinander zu trennen.
FlieRende Ubergange und eine starke interindividuelle Symptomvarianz sind haufig.
Die sog. ,Wegener-Trias“ beschreibt die charakteristische Befundkonstellation aus

Granulomatose, Vaskulitis der kleinen Gefél3e und segmentaler Glomerulonephritis.

Das Initialstadium (= lokalisiertes Stadium) ist durch das Auftreten von Symptomen
im HNO-Bereich, wie z.B. chronische (auch hamorrhagische) Rhinitis, Sinusitis
und/oder Otitis gekennzeichnet. Seltener treten Ulzera in der Mundhoéhle,

Tranenwegs- oder Trachealstenosen sowie Lungeninfiltrate auf. Etwa 70% der



Patienten weisen bei Krankheitsbeginn eines oder mehrere dieser Symptome auf.

Dieses Stadium kann Monate bis Jahre bestehen.

Das Generalisationsstadium geht mit zum Teil schwerer Allgemeinsymptomatik
(Fieber, Gewichtsverlust) einher. Eine Beteiligung der Lungen (bis zu 85%;
pulmonale Infiltrationen oder Rundherde, Hamoptysen) sowie der Nieren (bis zu
77%; Glomerulonephritis, siehe 1.2.2, S.9), der Gelenke (bis zu 67% Arthralgien,
Arthritiden, nicht selten Destruktionen), der Augen (Konjunktivitis, Uveitis, Episkleritis,
Skleritis, retroorbitales Granulom) und der Haut (bis zu 46%; Effloreszenzen wie
Granulome, Ulzerationen, Papeln, Blaschen) kommen vor (Hoffman, Kerr et al.
1992). Auch Hypertonie, Perikarditis, Kardiomyopathie und eine ZNS-Beteiligung
wurden beobachtet (Manger 2005).

1.1.3 Therapie
Das Standardtherapie-Regime fir die Behandlung der WG lasst sich in zwei Phasen

unterteilen.

Remissionsinduktion

Zunachst wird mittels Cyclophosphamid (CYC; 1-2mg/kgKG/Tag p.o, oder 750mg/gm
Korperoberflache i.v. als StofRtherapie alle 4 Wochen), einem Zytostatikum mit
immunsuppressiver Wirkung, und Kortikosteroiden (meist Prednison, 1mg/kgKkG/Tag
p.o.) die Remission der aktiven Erkrankung induziert (Fauci et al. 1983). Die Mindest-
Therapiedauer betrdgt 6-12 Monate. Bei foudroyanten Verlaufen kann die
Verabreichung der Steroiddosis als intravendse Pulstherapie (3x1000mg) sowie
erhohte CYC-Dosen (3-4mg/kgKG/Tag) notwendig sein. In schweren Fallen mit rapid
progressiver Glomerulonephritis kommt CYC in Kombination mit Plasmapherese zum
Einsatz (de Groot und Reinhold-Keller 2009). Im Vergleich von adjunktiver
intraventser Gabe von Methylprednisolon und adjunktiver Plasmapherese bei AAV-
Patienten mit schwerer Nierenbeteiligung wurde im Rahmen der MEPEX (methyl
prednisolone or plasma exchange for severe renal vasculitis)-Studie der EUVAS
(European Vasculitis Study group) die Uberlegenheit der Plasmapherese in Bezug

auf die Verbesserung der Nierenfunktion bewiesen (Jayne et al. 2007).

Refraktare Verlaufe wurden erfolgreich mit Rituximab, einem B-Zell-spezifischen
CD20-Antikorper, behandelt. Fur die Dauer der Abwesenheit von B-Zellen wurde

eine Remission erreicht, Ruckfélle konnten erfolgreich erneut mit Rituximab
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behandelt werden (Specks et al. 2001; Ferraro et al. 2005; Keogh et al. 2005; Keogh
et al. 2006). Diese Funde und die Mdglichkeit der Wiederherstellung der B-Zell-
Toleranz gegeniiber ANCA-Antigenen werden momentan in einer grof3en
randomisierten Studie (RAVE, rituximab for ANCA-associated vasculitis,
www.immunetolerance.org/RAVE) der National Institutes of Health (NIH) untersucht.

Erhaltungstherapie

Ist die Remission erreicht, stehen zu ihrer Erhaltung Basistherapeutika wie
Methotrexat, Azathioprin, Ciclosporin A und Leflunomid zur Verfugung. Die
Wirksamkeit von Mycophenolat Mofetil in der Remissionserhaltung wird nach
widerspruchlichen Ergebnissen kleinerer Studien im Rahmen der IMPROVE-Studie
(International Mycophenolate mofetil to Reduce Outbreaks of Vasculitides) noch
weiter untersucht.

Die additive Gabe von Co-trimoxazol (Trimethoprim plus Sulfamethoxazol) kann eine
weitere Reduktion der Rezidivraten bewirken. Dies wird auf eine Verminderung der
mit WG-Rezidiven assoziierten Infektionen der oberen Atemwege zurlckgefuhrt
(Belmont 2006). Auch Patienten in Remission bedirfen (lebenslang) regelmafiger
Kontrolluntersuchungen, um Rezidive frihzeitig zu erkennen und adaquat zu
behandeln.

Nebenwirkungen

Die Immunsuppression mit Cyclophosphamid und Kortikosteroiden ist mit Remis-
sionsraten von 70% bis 93% sehr effektiv, kann aber leider zu einer Reihe
schwerwiegender Nebenwirkungen bzw. Komplikationen fuhren (Belmont 2006).
Insbesondere die Behandlung mit Cyclophosphamid kann dabei zu einer
hamorrhagischen Cystitis (15-45% der Patienten) und einer erhdhten
Infektanfalligkeit auf dem Boden einer CYC-induzierten Leukozytopenie mit
resultierenden opportunistischen Infektionen (46%) fiihren. Darlber hinaus erhéht
die Behandlung mit CYC das Risiko flir das Auftreten von Blasenkarzinomen
(Hoffman et al. 1992; Westman et al. 1998).

Komplikationen der Therapie mit Cyclophosphamid

eHdmorrhagische Zystitis (Prdkanzerose)
eerhéhtes Blasenkarzinom Risiko

e Leukozytopenie und opportunistische Infektionen
e Infertilitdt

Abbildung 1: Komplikationen der Therapie mit Cyclophosphamid


http://www.immunetolerance.org/RAVE

1.1.4 Pathogenese

Die Pathogenese der ANCA-assoziierten Vaskulitiden (AAV) einschlie3lich der WG
ist bisher ungeklart. Am wahrscheinlichsten liegt eine multifaktorielle Genese zu
Grunde (de Lind van Wijngaarden et al. 2008). Verschiedene Hypothesen wurden

postuliert:
1.1.4.1 Autoimmunitat/Autoantikorper

ANCA (Anti-Neutrophile zytoplasmatische Antikodrper)
Wie oben bereits beschrieben geht die WG haufig mit dem Auftreten von
sogenannten cANCA-Autoantikorpern einher. Fir die pathogenetische Bedeutung

dieser Autoantikdrper sprechen eine Reihe verschiedener Forschungsergebnisse:

ANCA-Autoantikorper sind in der Lage neutrophile Granulozyten durch Bindung an
ihren Fc-gamma-Rezeptor zu aktivieren (Porges et al. 1994). Die Granulozyten
setzen in der Folge reaktive Sauerstoffspezies und lytische Enzyme wie Elastase und
PR3 frei (Falk et al. 1990) und kdnnen die GefalBwand auf diese Weise destruieren.
Dartber hinaus legen einige in-vitro-Experimente die Vermutung nahe, dass ANCA
auch direkt die Adhasion von neutrophilen Granulozyten an das Endothel fordern.
Dort greifen diese nach Aktivierung die Gefallwand an und kénnten so zu einer
nekrotisierenden Vaskulitis fihren (Savage et al. 1992).

Eine Arbeitsgruppe um Radford konnte zeigen, dass ANCA die Migration von
neutrophilen Granulozyten durch das Endothel férdern (Radford et al. 2001).

ANCA gegen PR-3 scheinen dartber hinaus die Synthese von Interleukin-8 in
Endothelzellen zu induzieren (Mayet W et al. 1999), was wiederum zu einer

Anhé&ufung von Neutrophilen via Chemotaxis fuhrt.

Proteinase 3 (PR-3)

Das Zielantigen der cANCA ist die Proteinase-3 (PR-3), ein Enzym, welches in den
azurophilen Granula der polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten vorkommt.
Als Serinprotease ist PR-3 unter anderem dazu in der Lage, Elastin und einige
Kollagene (Typ I, lll, IV) zu zerstéren. lhr physiologischer Inhibitor ist das a-1-
Antitrypsin. Experimentell konnte durch tracheale Insufflation von PR-3 die

Entstehung von Emphysemen bei Hamstern ausgelost werden (Kao et al. 1988).



Im Rahmen von WG, ANCA-assoziierter Vaskulitis und Infektionen konnte eine
vermehrte Expression von membrangebundener PR-3 auf der Oberflache
neutrophiler Granulozyten gezeigt werden (Csernok et al. 1993). Die vermehrte
Expression von PR3 auf ruhenden Neutrophilen scheint mit einer erhdhten
WG-Rezidivrate und -inzidenz (Rarok et al. 2002) und die verstarkte Expression von
PR-3-mRNA in zirkulierenden Leukozyten mit ANCA-assoziierter GN assoziiert zu
sein (Alcorta et al. 2002).

Mayet et al. konnten in ihren Experimenten zeigen, dass IFN-y und TNF-a eine
vermehrte PR-3-Expression im Zytoplasma auf der Zellmembran auslésen kénnen
(Mayet WJ et al. 1993).

Abbildung 2: Kristall-Struktur der Proteinase 3 nach
http://www.pdb.org/pdb/explore.do?structureld=1FUJ siehe auch Fujinaga et al. 1996

1.1.4.2 Umweltfaktoren:

Umweltfaktoren wie Ackerbau, Lésungsmittelexposition und Schwermetalle wurden
in friheren Studien als potentielle Ausldser von AAV beschrieben (Lane et al. 2003;
Albert et al. 2004). Der am haufigsten beschriebene Umweltfaktor ist die Exposition
gegenuber Silicium-haltigen Stauben (SiO,, SiO;) (Nuyts et al. 1995; Duna et al.
1998; Hogan et al. 2007).

Bezuglich der geographischen Verteilung der WG-Inzidenz in Europa zeigt sich ein
Nord-Sud-Geféalle (héher in Skandinavien, geringer im Mittelmeerraum). Dies lasst
zusatzlich eine Beteiligung des Klimas vermuten.

Zigarettenraucher scheinen im Vergleich zur Gesamtbevoélkerung eine signifikant

geringere Pravalenz von AAV der kleinen Gefal3e aufzuweisen (Haubitz et al. 2005).


http://www.pdb.org/pdb/explore.do?structureId=1FUJ

1.1.4.3 Genetik

Ein Polymorphismus (Allel PiZ) des Gens fur a-1-Antitrypsin (AAT), einem wichtigen
Inhibitor der PR-3-Aktivitat, fuhrt zu reduzierter AAT-Aktivitat. Heterozygonitat ist mit
einem erhohten Erkrankungsrisiko fur WG (Elzouki et al. 1994), einem erhdhten
Risiko fur disseminierten Befall und erhdhter Letalitdt assoziiert (Segelmark et al.
1995).

Daruber hinaus scheint die Expression von PR-3 auf der Zellmembran eine Rolle bei
der Entwicklung der WG zu spielen: So konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
starker Expression der membrangebundenen Form von PR-3 auf neutrophilen
Granulozyten ein erhohtes Risiko fur die Erkrankung bzw. deren Rezidiv haben
(Witko-Sarsat et al. 1999; Rarok et al. 2002; van Rossum et al. 2003).

1.1.4.4 Infektiose Agenzien
Infektibse Agenzien, v.a. Staphylococcus aureus (Popa and Tervaert 2003), aber
auch Parvovirus B19 (Finkel et al. 1994), werden ebenfalls als mégliche auslésende

Faktoren diskutiert.



1.2 Rapid Progressive Glomerulonephritis (RPGN)

1.2.1 Uberblick

Bei der rapid progressiven Glomerulonephritis handelt es sich um eine schubweise
auftretende bilaterale Entziindung der Niere mit Beteiligung der Glomeruli, die
unbehandelt mit einem raschen Verlust der Nierenfunktion einhergeht. Typisches
pathologisches Korrelat der rapid progressiven Glomerulonephritis ist die Ausbildung
von sogenannten glomerularen Halomonden. Hierbei handelt es sich um Lasionen im
Bowman’schen Raum, die aus proliferierenden parietalen Epithelzellen und
infiltrierenden Monozyten bestehen. Mittels Immunfluoreszenzmikroskopie lasst sich
die RPGN in drei Untergruppen unterteilen.

Bei der Anti-Basalmembran-GN liegen lineare Immunkomplex-Ablagerungen entlang
der glomerularen Basalmembran vor (Abb.3A). Serologisch sind Antikdrper gegen
die Basalmembran (Anti-GBM-IgG) nachweisbar. Typische Beispiele sind die Anti-
GBM-Erkrankung und das Goodpasture Syndrom.

Die Immunkomplex-Glomerulonephritiden hingegen zeichnen sich durch ein
granulares Ablagerungsmuster von Immunkomplexen (Immunglobuline und
Komplementfaktor C3) an der glomerularen Basalmembran (GBM) aus (Abb.3B).
Vertreter dieser Form sind beispielsweise die Poststreptokokken-GN und die
Lupusnephritis.

Die letzte und haufigste Form der RPGN ist die pauci-immune GN, welche in einer
Vielzahl der Félle mit einer ANCA-assoziierten Systemerkrankung einhergeht.
Typisch ist hier der Mangel (engl. paucity) an nachweisbaren Immunkomplex- und
Komplementablagerungen entlang der Basalmembran (Abb.3C). Erkrankungen, bei

denen diese Art der RPGN vorkommt, sind v.a. die Wegener'sche Granulomatose

und die mikroskopische Polyanagiitis (Dietel et al. 2002).
A B C

Abbildung 3: Immunfluoreszenzmuster der RPGN (Jennette und Nickeleit 2006, S.615): lineare
Immunfluoreszenz entlang der Basalmembran im Rahmen einer Anti-GBM-Glomerulonephritis
(A). Granulare Immunfluoreszenz im Rahmen einer Immunkomplex-Glomerulonephritis (B).
Spérliche, manchmal ganz fehlende glomeruléare Immunfluoreszenz im Rahmen einer pauci-
immun-Glomerulonephritis (C).



1.2.2 Glomerulonephritis bei Wegener’scher Granulomatose

Bei ca. 80% der Patienten mit Wegener’'scher Granulomatose kommt es zu einem
Befall der Nieren. Das typische histopathologische Korrelat der Nierenschadigung ist
die fokal-segmental nekrotisierende GN, die oft mit der Bildung von Halbmonden
einhergeht und haufig mit einem akuten Nierenversagen assoziiert ist. Die
Immunfluoreszenz und die Elektronenmikroskopie zeigen eine sog. pauci-immun-GN,
welche sich durch das Fehlen von Immunglobulin-, Komplement- oder
Immunablagerungen auszeichnet. Das Ausmald der Nierenbeteiligung ist einer der

wichtigsten prognostischen Faktoren bei WG (Dietel et al. 2002).



1.3 Bedeutung von T-Lymphozyten bei Wegener 'scher Granulomatose
T-Lymphozyten spielen in der Pathogenese der WG eine wesentliche Rolle. Sie sind
intralasional insbesondere im Bereich der granulomatdsen Entzindungsreaktion
nachweisbar. Das Zytokinmuster der T-Zellen (verstarkte Expression von IFN-y) im
peripheren Blut, in der bronchoalveolaren Lavage und in Biopsien aus der Nase von
Patienten mit WG weist auf eine sogenannte Tyl-gesteuerte zellulare Immunantwort
hin (Ludviksson et al. 1998; Csernok et al. 1999). Auch bei der Entstehung anderer
granulomatdser Entziindungen, wie etwa der Tuberkulose, sind die T-Lymphozyten
(und Makrophagen) von wesentlicher Bedeutung (Kaufmann 2002).

Typischerweise besteht das Granulom bei WG aus T-Zellen (Uberwiegend CD4%),
von Monozyten abgeleiteten Gewebemakrophagen, Riesenzellen und neutrophilen
Granulozyten, die um ein nekrotisches Areal gelegen sind. Gelegentlich sind die

Makrophagen palisadenartig angeordnet.

1.3.1 T-Zellen bei rapid progressiver Glomerulonephritis

Die T-Zell-gesteuerte adaptive Immunitdt spielt bei vielen Formen der
Glomerulonephritis und besonders der RPGN mit Halbmondbildung eine wichtige
Rolle. Dabei wird die Nephritis-auslosende Immunreaktion offenbar von CD4"-Zellen
gesteuert (Tipping und Holdsworth 2006). In experimentellen Modellen der
Glomerulonephritis konnte gezeigt werden, dass eine Immunreaktion, welche von
CDA4*-T-Helfer-Zellen der Subpopulation 1 (Ty1), dominiert und gesteuert wird (Ty1-
Reaktion), die Entstehung der fur die RPGN typischen Halbmonde fordern kann. Die
Tul-Zellen zeichnen sich durch die Produktion eines fur sie charakteristischen
Zytokinmusters aus.

Das fiur eine Tyl-Reaktion typische Zytokinmuster umfasst insbesondere IFN-y, TNF-
a und Interleukin-12. So konnte in Mausmodellen fir Glomerulonephritis gezeigt
werden, dass IFN-y die Entstehung von Halbmonden und die Schadigung des
Gewebes als Folge einer Zell-vermittelten Immunreaktion vermittelt (Kitching et al.
1999a) und die Gabe von IL-12 eine Tyl-Immunreaktion und Halbmondbildung
induziert (Kitching et al. 1999b).

Die Rolle der CD8"-T-Zellen ist demgegeniiber weniger gut erforscht. Bei der
histologischen Untersuchung von WG-Nierenbiopsien zeigt sich eine prominente
CD8*-T-Zell- und Makrophageninfiltration (Aasarod et al. 2001). T-Zell-vermittelte

Zytotoxizitat tragt zur Gewebeschadigung in den Lasionen der WG bei. Es konnte
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gezeigt werden, dass eine Depletion der CD8'-T-Zellen mittels monoklonaler
Antikorper in experimentellen Tiermodellen mit Ratten die Entstehung einer RPGN
verhindern kann, ohne die Hohe der Titer zirkulierender nephritogener Antikdrper
wesentlich zu beeinflussen. Darliber hinaus war in diesen Experimenten die erhéhte
glomerulare Konzentration von Granzym B (Serinprotease: Apoptoseinduktion,
Beteiligung an Destruktion der extrazellularen Matrix) reduziert (Reynolds et al.
2002).

1.3.2 CD28
Das costimulatorische Oberflachenantigen CD28 ist fur die Proliferation und IL-2-
Produktion von T-Lymphozyten sowie fir die Entwicklung von Ty2-Helferzellen

essentiell.

Bei Patienten mit WG wurde in der Vergangenheit eine auffallige Expansion CD28-
negativer CD4*- und CD8*-T-Zell-Subpopulationen beobachtet (Schlesier et al. 1995;
Lamprecht et al. 2001). Es zeigte sich, dass der Anteil an CD28*-T-Zellen negativ mit
dem Ausmald der klinischen Manifestation korreliert. Patienten mit einem hoheren
Anteil an CD28-T-Zellen haben folglich ein erhdhtes Risiko fur einen schwereren
Krankheitsverlauf (Moosig et al. 1998). Signifikante Anreicherungen von CD28-T-
Lymphozyten konnten sowohl in granulomatdsen Lasionen der Nase als auch in der
bronchoalveolaren Lavage bei Patienten mit erhdhter Krankheitsaktivitat
nachgewiesen werden. Eine weitere Studie kam zu dem Schluss, dass CD4*CD28"-
T-Lymphozyten, die aus peripherem Blut und aus Granulomen isoliert wurden, IFN-y
und TNF-a produzieren und somit die Granulomentstehung fordern kdnnen (Komocsi
et al. 2002). Die Untersuchungen einer weiteren Forschungsgruppe konnten zeigen,
dass das C-Klasse-Chemokin Lymphotaktin (XCL1, Chemoattraktans fir T-Zellen,
siehe 1.4.4 Lymphotaktin (XCL1), S.15) bei Rheumatoider Arthritis hauptsachlich in
CD28-negativen CD4*- und CD8*-Lymphozyten exprimiert wird (Blaschke et al.
2003).

CD8'CD28"-Zellen von Patienten mit aktiver WG, welche zusatzlich den Marker
CD11b exprimieren, produzieren IFN-y. Bei Gesunden und Patienten in Remission
oder unter immunsuppressiver Therapie fand sich CD11b ausschlieRlich auf
CD8*CD287-Zellen. Eine Expansion dieser CD8'CD28°- und CD11b*-T-Zell-
Subpopulation fand sich insbesondere bei Patienten mit besonders langem oder

schwerem Krankheitsverlauf. Die IFN-y produzierenden Zellen stimulierten in vitro die
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Expression von MHC-II-Molekilen in PNG und damit die Entstehung des flr die
aktive ANCA-assoziierten Vaskulitiden typischen PNG-Phanotyps (HLA-DR*-CD4*-
und HLA-DR*-CD8*-Zellen) (Iking-Konert et al. 2008).

1.3.3 T-Zell-Aktivierungsmarker

Die Expression des Interleukin-2-Rezeptors (CD25) und CD69 auf der Zelloberflache
zeigt eine Immunstimulation in der Frihphase an. Dagegen ist die HLA-DR-
Expression erst in der Spatphase einer Immunstimulation nachweisbar.

Patienten mit aktiver WG weisen einen gro3eren Anteil HLA-DR- und CD25-positiver

T-Lymphozyten auf als gesunde Probanden (Schlesier et al. 1995).

1.3.3.1 HLA-DR

HLA-DR ist ein MHC(major histocompatibility complex)-Molekil der Klasse Il und
wird durch den HLA (humanes Leukozytenantigen)-Komplex auf Chromosom 6
kodiert.

MHC-I1I-Molekilen wie HLA-DR kommt eine wichtige Rolle in der adaptiven Immunitat
zu. Als Oberflachenrezeptor auf Antigen-prasentierenden Zellen (APC) wie
Makrophagen, dendritischen Zellen, B-, T-, NK- Zellen stellt HLA-DR mit seinen
Liganden eine Bindungsstelle fur den T-Zell-Rezeptor (TCR) dar. Die MHC-II-
Molekile werden intrazellular mit phagozytierten (prozessierten) Fremdproteinen
beladen und dann an die Zelloberflache der APC verlagert, wo sie das Antigen dem
T-Zell-Rezeptor der T-Zellen prasentieren. Trifft nun ein T-Lymphozyt auf sein
spezifisches Antigen, wird er aktiviert und zur Expression von IL-2 und seinem
Rezeptor (CD25) angeregt. Dies fuhrt zur klonalen Expansion. Die weitere
Differenzierung in CD8*-zytotoxische T-Lymphozyten oder CD4*-T-Helfer-Zellen (Tyl
oder Ty2) schlief3t sich an. Im Rahmen der WG konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit Krankheitsaktivitdit eine erhohte Anzahl CD4*-T-Zellen HLA-DR
exprimieren. Daruber hinaus konnte eine Korrelation zwischen dem Anstieg der HLA-
DR-Expression und dem Ausmald der Organmanifestation festgestellt werden
(Schlesier et al. 1995).

Die Expression verschiedener HLA-DR-Molekile ist auch mit einem erhdhten Risiko
fur das Auftreten von anderen Autoimmunerkrankungen (z.B. RA und juvenile RA
(Stastny et al. 1991), Psoriasis (Henseler 1997), Sjogren-Syndrom (Reveille et al.
1984), Multiple Sklerose (Kalman und Lublin 1999), Myastenia gravis (Carlsson et al.
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1990), Goodpasture Syndrom (Ooi et al. 2008) und Zdliakie (Godkin und Jewell
1998) assoziiert.
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1.4 Chemokine

1.4.1 Klassifikation/Struktur

Chemokine sind Proteine mit kleinem Molekulargewicht (ca. 8-14 kDa), welche eine
entscheidende Rolle bei der transendothelialen Migration von Lymphozyten entlang
chemotaktischer Gradienten und ihrer Aktivierung bei inflammatorischen Prozessen

einnehmen (Baggiolini et al. 1994).

Die Klassifikation der Chemokin-Familie erfolgt anhand ihrer N-terminalen Cystein-
Konfiguration (Rollins 1997): Bei den Chemokinen vom Typ CC folgen die beiden
Cysteine direkt aufeinander, wéhrend bei den Cysteinen vom CXC- und CX3C
(CXXXC)-Typ eine bzw. drei Aminosauren zwischen den beiden Cysteingruppen

liegen. Die C-Subfamilie besitzt nur ein Cystein am N-terminalen Ende.

C chemokines CC chemokines CXC chemokines CX3C chemokines

GPCRs: XCR1 GPCRs: CCR1-11 GPCRs: CXCR1-6 GPCRs: CX;CR1

Nature Reviews | Molecular Cell Bioloay

Abbildung 4: Klassifikation der Chemokine anhand ihrer n-terminalen Cystein-Konfiguration
(Sodhi et al. 2004, S.1001)

1.4.2 Funktion

Chemokine entfalten ihre biologische Aktivitat tber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
mit sieben Transmembrandoménen. Jede der vier Chemokingruppen besitzt ein
Kollektiv von unterschiedlichen Effektorzelltypen. C-C-Chemokine wirken
beispielsweise auf Monozyten, eosinophile und basophile Granulozyten und T-
Lymphozyten, C-X-C-Chemokine (z.B. Interleukin-8) hauptséchlich auf neutrophile
Granulozyten und T-Zellen. Das einzig bekannte Mitglied der CXsC-Familie,
Fractalkin/Neurotaktin, beeinflusst bevorzugt NK-Zellen und T-Lymphozyten, C-
Chemokine (z.B. XCL1) hingegen beeinflussen vor allem T-Zellen, dendritische
Zellen und ,Natural Killer® (NK) Zellen. Folglich spielen diese kleinen Proteine
besonders in der Lymphozytenmigration und -aktivierung an Orten der Entziindung
eine dominante Rolle.
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1.4.3 Genlokus
Die genetische Information fur die vier Chemokinsubfamilien befindet sich auf

verschiedenen Chromosomen.

Die Gene fiur die CC-Familie liegen auf Chromosom 17 (Naruse et al. 1996), die der
CXC-Familie auf Chromosom 4 (Modi und Chen 1998), die der CX3C-Familie auf
Chromosom 16 (Nomiyama et al. 1998) und die der C-Chemokine auf Chromosom 1
(Kennedy et al. 1995; Muller et al. 1995).

1.4.4 Lymphotaktin (XCL1)

1.4.4.1 Uberblick

Die Entdeckung des Lymphotaktins wurde in kurzem Abstand in drei voneinander
unabhéangigen Publikationen verschiedener Arbeitsgruppen berichtet. Je nach
Veroffentlichung wurde das gleiche Protein als Lymphotaktin (Kelner et al. 1994)
bzw. Single C-Motif-1 (SCM-1) (Yoshida et al. 1995) oder ,activation-induced, T-cell
derived, and chemokine related molecule® (ATAC) (Muller et al. 1995) bezeichnet.

1.4.4.2 Struktur

Lymphotaktin (XCL1) ist das (bisher) einzige Mitglied der C-Chemokin-Klasse. Es ist
zwar strukturell mit der C-C-Chemokin-Subfamilie verwandt, ihm fehlen jedoch im
Vergleich die Cysteinmolekiile an den Positionen 1 und 3 (Kelner et al. 1994),
wahrend sie an Position 2 und 4 vorhanden sind. XCL1 besitzt ein erweitertes
Carboxylende, welches fur die chemotaktische Wirkung wichtig ist. Lymphotaktin
kann, je nach Umgebungsbedingungen (entscheidend sind v.a. Salzgehalt und
Temperatur) in verschiedenen dreidimensionalen Formen vorkommen (Kuloglu et al.

2002). Die funktionelle Bedeutung des Strukturumbaus ist bisher ungeklart.

Abbildung 5: NMR-Struktur menschlichen Lymphotaktins (Kuloglu et al. 2001, S. 12493)
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1.4.4.3 Funktion

Wie die Ubrigen Chemokine entfaltet Lymphotaktin seine Wirkung Uuber einen
Rezeptor (XCR-1), welcher aus der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
mit sieben Transmembrandomanen stammt (Yoshida et al. 1998). Eine XCL1-
Expression findet sich in aktivierten CD8*-T-Zellen, einem geringen Anteil aktivierter
CD4*-T-Zellen (Muller et al. 1995), aB-Typ Thymozyten (Kelner et al. 1994),
intraepithelialen T-Zellen vom yd-Typ (Boismenu et al. 1996), Mastzellen (Rumsaeng
et al. 1997) und NK-Zellen (Hedrick et al. 1997).

Der Lymphotaktinrezeptor XCR1 wurde auf CD4*- und CD8*-T-Zellen (Kennedy et al.
1995; Dorner et al. 1997), NK- (Giancarlo et al. 1996) Zellen, polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten und B-Zellen (Huang et al. 2001) nachgewiesen. Resultat
des Kontaktes dieser Zelltypen mit XCL1 ist eine Chemotaxis-induzierte Migration
entlang des Konzentrationsgradienten zum Ort der hdchsten Konzentration.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass XCL1 die normale Aktivierung von CD4*-T-
Zellen zu inhibieren/verhindern vermag (Ordway et al. 2007), wahrend es die
Aktivierung von CD8*-T-Zellen férdert (Cerdan et al. 2000).

1.4.4.4 Klinische Relevanz

Die Expression von XCL1 ist bereits in mehreren klinischen und experimentellen
Modellen entzandlicher Erkrankungen einschlie3lich chronisch entzindlicher
Darmerkrankungen wie Morbus Crohn (verstarkte XCL1mRNA Expression) (Middel
et al. 2001), Enzephalomyelitis (Tran et al. 2000) und Rheumatoider Arthritis
(verstarkte lokale Expression von XCL1 und XCR1) (Blaschke et al. 2003; Wang CR
et al. 2004) sowie pulmonaler Sarkoidose (erhohte XCL1-mRNA Levels in
BAL)(Petrek et al. 2002) untersucht worden.

Beziglich der XCL1-Expression bei Erkrankungen der Niere liegen Studien tber
XCL1 bei akuter Transplantatabstof3ungsreaktion (Wang JD et al. 1998) und
experimenteller Glomerulonephritis mit Halbmondbildung (Natori et al. 1998) vor. Die
Ergebnisse dieser Studien unterstiitzen die Hypothese, dass XCL1 bei Ty1-

vermittelten inflammatorischen Prozessen eine pathogenetische Bedeutung besitzt.
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Tabelle 3: Eigenschaften von XCL1

Lymphotaktin (XCL1)

Subfamilie | C

Genlokus | Chromosom 1

Rezeptor | XCR1, G-Protein-gekoppelt mit sieben Transmembrandoménen

Synthese | Aktivierte CD8*-T-Lymphozyten, wenige aktivierte CD4*- T-
Lymphozyten, a-Thymozyten, intraepitheliale yd-Typ-T-Zellen,
Mastzellen, NK-Zellen

Zielzellen | CD4*- und CD8"-T-Lymphozyten, NK-Zellen, neutrophile Granulozyten,
B-Lymphozyten
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1.4.5 Interleukin 8 (IL-8, CXCL-8)
1.4.5.1 Uberblick

Urspringlich wurde IL-8 von verschieden Gruppen als MDNCF (monocyte-derived
neutrophile chemotactic factor) (Yoshimura et al. 1987), MONAP (monocyte-derived
neutrophil activating peptide)(Schroder et al. 1987) bzw. NAF (neutrophil activating
factor)(Walz et al. 1987) beschrieben. IL-8 gehort zur Familie der CXC-Chemokine,
seine genetische Information befindet sich auf Chromosom 4 (4q12-g21).

Als IL-8-produzierende Zellen wurden bisher Monozyten (Yoshimura et al. 1987),
dermale Fibroblasten (Strieter et al. 1989b), Endothelzellen (Strieter et al. 1989a),
Keratinozyten (Larsen et al. 1989), PBMC, Alveolarmakrophagen (Larsson et al.
1999) und T-Lymphozyten (Schroder et al. 1988) identifiziert.

Die beiden Rezeptoren fir Interleukin-8 werden nach der International Union of
Pharmacology (Murphy et al. 2000) mit CXCR1 (Thomas et al. 1990) und CXCR2
(Murphy und Tiffany 1991) bezeichnet.

1.4.5.2 Struktur
Interleukin-8 entsteht aus einem 99 Aminoséduren messenden Vorlaufermolekiil. Die
haufigste aktive Form ist ein aus 72 Aminosauren bestehendes Molekul (Matsushima

et al. 1988), andere Proteinlangen kommen seltener vor (Yoshimura et al. 1989).

Interleukin-8 enthalt eine Struktur aus 14 Aminosauren, welche wesentlich fir die

Grundeigenschaften des Molekiils verantwortlich sind.

Abbildung 6: 3D-Struktur von Interleukin 8 nach Clore, Appella et al. 1990
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1.4.5.3 Funktion

IL-8 wirkt chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten und vermittelt so eine
Migration dieser Zellen aus der Blutbahn in das umgebende Gewebe. Sie bewegen
sich dabei auf die Quelle der IL-8-Freisetzung zu, welche dem Ort der hdchsten
Konzentration entspricht. Seine Wirkung Ubt IL-8 Uber die Rezeptoren CXCR1 und
CXCR2 aus.

IL-8 stimuliert dariber hinaus (im Zusammenspiel mit TNF-alpha) die Freisetzung
aggressiver Substanzen wie reaktiven Sauerstoffspezies (,respiratory burst‘) und
lysosomaler Enzyme aus neutrophilen Granulozyten (Schroder et al. 1987; Peveri et
al. 1988). Diese Substanzen haben im Rahmen der Immunabwehr die Aufgabe
schadliche Fremdorganismen anzugreifen und zu zerstoren. Gegen korpereigene
Zellen gerichtet kdnnen sie zur Schadigung des umliegenden Gewebes fuhren.

Die Induktion der Enzymfreisetzung konnte mit rekombinantem IL-8 fur
Myeloperoxidase und B-Glucuronidase durch Neutrophile bestatigt werden. Hierbeli
war die fur eine Freisetzung von 50% der maximalen Enzymmenge bendtigte
Konzentration im Experiment 10mal hoher als jene fur die Induktion der Chemotaxis
(Matsushima und Oppenheim 1989).

IL-8 werden dartber hinaus eine angiogenetische Potenz (Waugh und Wilson 2008;
Singh et al. 2009) und eine gewisse chemotaktische und histaminfreisetzende

Wirkung auf basophile Granulozyten (Dahinden et al. 1989) zugeschrieben.

1.4.5.4 Klinische Relevanz

IL-8 spielt bei der Entstehung der akuten Entziindungsreaktion eine wichtige Rolle,
da es die Infiltration von Neutrophilen zum Ort der Entziindung fordert. Daher ist IL-8
bei einer Vielzahl von entziindlichen Erkrankungen wie z.B. Psoriasis (Schulz et al.
1993) oder Rheumatoider Arthritis (Kraan et al. 2001) von Bedeutung. An malignen
Prozessen ist Interleukin-8 unter anderem wegen seiner angiogenetischen Potenz
beteiligt (Inoue et al. 2000).
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1.5 Fragestellung

Die Wegener'sche Granulomatose ist eine seltene Autoimmunerkrankung aus dem
Formenkreis der systemischen Vaskulitiden. Histopathologisch zeichnet sie sich
durch eine nekrotisierende Entziindung der kleinen Gefal3e in Verbindung mit einer
Granulombildung aus. Im Bereich der Niere sind die Lasionen durch Infiltration mit T-
Lymphozyten, Gewebsmakrophagen, Riesenzellen und neutrophilen Granulozyten
gekennzeichnet. Die Rolle der T-Lymphozyten in der Pathogenese ist noch nicht
eindeutig bekannt. Bei der Wegener'schen Granulomatose sind T-Zellen intraldsional
insbesondere im Bereich der granulomatdésen Entzindungsreaktion und im
Interstitium nachweisbar.

Das Zytokinexpressionsprofil der CD4*-T-Zellen ist dabei insbesondere durch die
verstarkte Expression von Interferon-y gekennzeichnet: Dies weist auf eine
zugrundeliegende sog. Tyl-gesteuerte Immunreaktion hin. Diese T-Zell-
Subpopulation spielt insbesondere bei der rapid progredienten Glomerulonephritis
mit Halbmondbildung eine wichtige Rolle. So konnte in experimentellen Tiermodellen
gezeigt werden, dass IFN-y produzierende CD4'-T-Zellen wesentlich an der
Entstehung der fur die RPGN typischen Halbmonde und der inflammatorischen
Gewebsschadigung beteiligt sind.

Neben CD4"-T-Zellen findet sich bei der Wegener'schen Granulomatose intralésional
auch eine prominente Infiltration mit CD8"-T-Zellen. Zytotoxische CD8'-T-Zellen
tragen dabei offenbar wesentlich zur lokalen Gewebsschadigung bei. So konnte in
Tiermodellen belegt werden, dass die Entstehung der RPGN durch die Depletion
dieser Zellen mit monoklonalen Antikdrpern verhindert werden kann.

Lymphotaktin ist ein Chemokin der C-Klasse, welches funktionell insbesondere
durch ein chemotaktisches Potential fir T-Zellen und polymorphkernige neutrophile
Granulozyten (PNG) charakterisiert ist. Dartber hinaus konnten bei anderen
chronisch-entzindlichen Erkrankungen wie z.B. Morbus Crohn oder Rheumatoider
Arthritis erhdhte Konzentrationen von Lymphotaktin nachgewiesen und eine
funktionelle insbesondere proinflammatorische Bedeutung flr dieses Chemokin
experimentell belegt werden. Die Expression und funktionelle Bedeutung von XCL1
bei Wegener’'scher Granulomatose wurde bisher nicht untersucht. Auf der Grundlage
dieser Vorarbeiten wurde die Hypothese aufgestellt, dass Lymphotaktin ebenfalls bei

der Wegener'schen Granulomatose eine pathogenetische Rolle spielen kénnte.
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Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit zunéchst die Serum-Konzentrationen von
XCL1 bei Patienten mit Wegener'scher Granulomatose im Vergleich zu einem
gesunden Probandenkollektiv untersucht. Darliber hinaus wurde die Expression von
Lymphotaktin in peripheren mononuklearen Zellen durchflusszytometrisch analysiert
und mittels Immunphanotypisierung charakterisiert. Immunhistochemisch wurde
nachfolgend in Nierenbiopsien bei Patienten mit neu diagnostizierter WG die lokale
Lymphotaktin-Produktion untersucht. Aufgrund der Ergebnisse wurde im Anschluss
an diese experimentellen Untersuchungen die mégliche funktionelle Bedeutung von

Lymphotaktin bei der WG durch in-vitro-Stimulationsexperimente analysiert.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patienten und Probematerialien

Aus heparinisierten Blutproben von 16 WG-Patienten und 16 gesunden Blutspendern
als Kontrollgruppe wurden mononukledre Zellen isoliert (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC). Alle WG-Patienten erfillten die vom American College of
Rheumatology (ACR) festgelegten Kriterien fir Wegener'sche Granulomatose
(Leavitt et al. 1990). Die Erkrankungsdauer betrug im Mittel 5,6 Jahre (Min-Max: 1-
12 Jahre). Die Mehrzahl der Patienten erhielt die Ublichen Basistherapeutika
(DMARDs, disease-modifying antirheumatic drugs) wie Azathioprin (AZA),
Methotrexat (MTX) oder Cyclophosphamid (CYC) und eine niedrige Dosis
Prednisolon (< 10mg/Tag). Der Krankheitsaktivitatsscore der ausgewahlten Patienten
betrug zum Zeitpunkt der Erstmanifestation im Durchschnitt 22,1 (Min-Max: 12-34),
bestimmt nach den Kriterien des Birmingham-Vaskulitis-Aktivitats-Score (BVAS). Die
klinischen Charakteristika des untersuchten Patientenkollektivs sind in Tabelle 3
zusammengefasst. Bei Beginn der Studie zeigten sechs der 16 WG-Patienten
klinische Aktivitat, zehn befanden sich in klinischer Remission. Die Studie wurde von
der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Georg-August-Universitéat
Gottingen geprift und zugelassen und die schriftliche Einverstandniserklarung der
Patienten gemalf} der Deklaration von Helsinki eingeholt.

Die PBMCs wurden mit Hilfe von Ficoll Hypaque® Dichtegradienten-Zentrifugation
(Biotech, Berlin) aus peripherem Blut gewonnen. Nachfolgend wurde
durchflusszytometrisch die Expression der Oberflachenantigene CD4, CD8, CD25,
CD69 und HLA-DR untersucht.

Serumproben (10ml) wurden von 16 WG-Patienten und 16 gesunden Blutspendern
fur die Messung der Lymphotaktin(XCL1)-Serumspiegel gesammelt.

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden Nierenbiopsien von
Patienten eingesetzt, bei denen zur weiteren diagnostischen Abklarung einer
bestehenden Niereninsuffizienz unklarer Genese eine Nierenbiopsie vorgenommen
wurde. Den funf Patienten mit WG standen vier Patienten mit benigner

Nephrosklerose, zwei Patienten mit IgA-Nephritis sowie zwei Patienten mit

22



Lupusnephritis (WHO Klasse V) als Kontrollen gegentber. Ein Teil dieser
Gewebeproben wurde fur die immunhistochemischen Untersuchungen in flissigem
Stickstoff eingefroren und nachfolgend in Paraffin eingebettet.

Eine Zusammenfassung der klinischen Charakteristika dieser Patienten und ihrer

renalen histopathologischen Veranderungen findet sich in Tabelle 4.
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Tabelle 4: Klinische Charakteristika der WG-Patienten

Anzahl der Patienten

16
Geschlecht m:w 12:4
BVAS Mittel (Min.-Max.) 22.1 (12-34)
CANCA positiv (%) 100
PR-3 Mittel (Min.-Max.) U/ml 13.1 (0-98)

CRP Mittel (Min.-Max.) mg/I

6.23 (3.0-16.5)

Mittlere Erkrankungsdauer (Min.-Max.) in Jahren

5.6 (1-12)
Therapie
Kortikosteroide 16
Azathioprin 7
Methotrexat 6
Cyclophosphamid 3

Tabelle 5: Nierenbiopsien von Patienten mit WG

Patient | Alter | Erst- |Klinische Manifestation | BVAS Laborwerte Histopathologischer Befund | Therapie
diagnese| HNO Lunge MNiere CANCA PR3 CRP
Ufmi mgl

Difiuse nekrofisierende CYC
1 3 2003 + + + 24 | 1640 279 320 |exirakapillar proliferierende | GC

Glomerdonephritis mit

moderater infersiticller

Nephriiis

Fokal segmental CYC
2 45 2002 + - + M | 1160 33 18 | nekrofisierende exirakapillar | GC

proliferierende Glomerulo-

nephrilis mil milder

intersitieller Nephrlis

Fokal segmental CYC
3 it 2002 + - + M | 1160 1 42 | nekrdlisierende GC

Glomerdonephnlis

Fokal segmental CYC
4 49 2002 - + + 20 | 1160 7 5 | nekrdlisierende GC

Glomerulonephrtis mit milder

intersiilieller Nephriiis

Diffus nekrolisierende CYC
5 2 2002 + - + 8 1320 - 88 | exirakapillarproliferierende | GC

Glomerulonephrilis

24



2.1.2 ELISA
2.1.2.1 Chemikalien und Lésungen

Material Hersteller, Ort

Bovines Serumalbumin BSAV Paesel+Lorei, Duisburg

Fettfreies Milchpulver Merck, Darmstadt

GIBCO™ phosphate buffered saline PBS 7,4 GibcoBRL, Eggenstein
(Phosphat-gepufferte Salzldsung),

pH: 7.4 + 0.05

Natriumchlorid NaCl Merck, Darmstadt

Natriumhydrogenkarbonat NaHCO3; Merck, Darmstadt

Natriumkarbonat Na,CO3 Merck, Darmstadt

Schwefelsaure 1M H>SO4 Merck, Darmstadt

Sukrose Ci12H22011  Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA

TBS (20mM Trizma Base, 150mM

NacCl)

TRIS (Tris(hydroxymethyl)- C4H11NO3;  Paesel+Lorei, Duisburg

aminomethan)

Tween®20 CsgH114026  Merck, Darmstadt

(Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)

2.1.2.2 Pufferlésungen

Pufferlésung Zusammensetzung

Blockpuffer PBS/1% BSA/5% Sucrose
Karbonat-Puffer 50mM, pH 9.6
Verdinnungspuffer TBS/1% BSA
Waschpuffer PBS/0.05% Tween®20
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2.1.2.3 Antikorper etc.

Antikorper Hersteller Ort
Kaninchen-Anti-humanXCL1-Ak, biotinyliert Serotec Dusseldorf
Ortho-Phenylendiamin (OPD, Substratlésung far DAKO Hamburg

HRP)

Rekombinantes menschliches XCL1
(Lymphotaktin)

R+D Systems Wiesbaden

Ziege-Anti-humanXCL1-Ak, polyklonal

R+D Systems Wiesbaden

Ziege-Anti-Kaninchen-Ak, DAKO Hamburg
Meerrettichperoxidase(HRP)-konjugiert
(EnVision™ rabbit)
2.1.2.4 Geréte und Zubehor
Gerat Hersteller Ort
inoLab® pH 720 WTW GmbH Weilheim
LA620S Reference, Prazisionswaage Sartorius AG, Gottingen
MikroWin (ELISA Software) Mikrotek Overath
Laborsysteme
Nunc F96 MicroWell™ Platten Nunc Wiesbaden
Tecan Spectra Mini (ELISA Lesegerét) Tecan Deutschland Crailsheim
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2.1.3 Durchflusszytometrie

2.1.3.1 Chemikalien und Lésungen

Material Hersteller Ort

Bovines Serumalbumin (BSA) Paesel+Lorei Duisburg

Brefeldin A Sigma Deisenhofen
CellWASH™ BD Biosciences San Jose, CA, USA
FACSFlow™ sheath fluid BD Biosciences San Jose, CA, USA
FACS Lysing BD Biosciences San Jose, CA, USA
Solution (10x)

Fetales GibcoBRL Eggenstein
Kalbsserum

lonomycin Sigma Deisenhofen
Isocove’s IMDM GibcoBRL Eggenstein
modifiziertes

Dulbecco’s

Medium

Paraformaldehyd Merck Darmstadt
Penicillin/ Cambrex Bio Sciene Verviers, Belgien
Streptomycin Verviers

Phorbol-12- PMA Sigma Deisenhofen
myristat-13-

acetat

Phosphat- PBS GibcoBRL Eggenstein
gepufferte

Salzlésung

Saponin Sigma Deisenhofen




2.1.3.2 Antikorper (AK) etc.

Antikorper Hersteller Ort
Anti-CD3-Ak Becton Dickinson Heidelberg
Anti-CD4-Ak Becton Dickinson Heidelberg
Anti-CD8-Ak Becton Dickinson Heidelberg
Anti-CD25-Ak Becton Dickinson Heidelberg
Anti-CD69-Ak Becton Dickinson Heidelberg
Anti-HLA-DR-Ak Becton Dickinson Heidelberg
19G4/1gG2, Isotypenkontrolle Becton Dickinson Heidelberg
Maus-Anti-humanXCL1-Ak R&D Systems Wiesbaden
Ziege-Anti-Maus-Ak, Phycoerythrin(PE)- Dianova Hamburg
markiert
2.1.3.3 Gerate und Zubehor

Gerat Hersteller Ort
CellQuest™ v3.3 Becton Dickinson  Heidelberg
FACSCalibur, Becton Dickinson  Heidelberg
2-Laser-Durchflusszytometer mit

Sortierfunktion

inoLab® pH 720 WTW GmbH Weilheim
LA620S Reference, Prazisionswaage Sartorius AG Gottingen
Rotixa/A (Zentrifuge) Hettich Tuttlingen
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2.1.4 Immunhistochemie

2.1.4.1 Chemikalien und Losungen

Material Formel/Klrzel/Zusammensetzung Hersteller, Ort
agua bidestillata H.0

Bovines BSAV Paesel+Lorei,
Serumalbumin Duisburg

Ethanol (100%, 90%, EtOH Chemie Vertrieb
70%) Hannover, Hannover
Konzentrierte c(HCI) Merck, Darmstadt
Salzsaure (c(HCI) =5

mol/l (5 N))

Natriumchlorid NaCl Merck, Darmstadt
TRIS C4H11NO3 Paesel+Lorei,
(Tris(hydroxymethyl)- Duisburg

aminomethan)

TRIS-buffered Saline  0.5M Tris-HCI (pH7.6), 1.5M NaCl
(TBS)

Tween®20 CsgH114026 Merck, Darmstadt
(Polyoxyethylen-
sorbitanmonolaurat)

Xylol (100 %) CsHio Merck, Darmstadt
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2.1.4.2 Puffer

Puffer Zusammensetzung

Citratpuffer (pH 6.0) 9ml Lésung A (4,2g Citronensaure

Monohydrat ad 200ml H,O)
+

41ml Losung B (14,79 Trinatrium-

citratdihydrat ad 500ml H,0)

ad
500ml H,O
Verdinnungspuffer TBS/1% BSA V
Waschpuffer TBS/0,5% Tween®20
2.1.4.3 Gerate und Zubehor
Gerat/Zubehor Hersteller Ort
cell*F® Software Olympus Hamburg
F-View Il (schwarz-weil3 Kamera) Olympus Hamburg
inoLab® pH 720 WTW GmbH Weilheim
IX71 (inverses Mikroskop) Olympus Hamburg
LA620S Reference, Prazisionswaage  Sartorius AG Gottingen
Schmalbandfilter, hochtransparent AHF TlUbingen




2.1.4.4 Antikorper etc.

Material Antigen Hersteller Ort
4¢,6‘-Diamidino-2- Merck Darmstadt
phenylindoldihydrochlorid

(DAPI)

Kaninchen-Anti-humanXCL1- XCL1 TEBU-BIio Offenbach
Ak, polyklonal

Maus-Anti-humanCD4-Ak, CD4 NCL-CD4- Novocastra Dossenheim
monoklonal 368

Maus-Anti-humanCD8-AKk, CDS8 NCL-CD8- Novocastra Dossenheim
monoklonal 295

Maus-Anti-humanCD68-AKk, CD68 NCL-CD68- Novocastra Dossenheim
monoklonal KP1

Vectashield® mounting Vector Burlingame,
Medium Laboratories USA
Ziege-Anti-Kaninchen-Ak, Dianova Hamburg
Indocarbodicyanin(Cy5)-

konjugiert

Ziege-Anti-Maus-AKk, Dianova Hamburg

Indocarbocyanin(Cy3)-
konjugiert
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2.1.5 Stimulation polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten mit

rekombinantem XCL1

Material Hersteller Ort

Anti-humanXCL1-Ak R&D Systems Wiesbaden
humanes XCL1, rekombinant R&D Systems Wiesbaden
Insulin-Transferrin-Selenium GibcoBRL Eggenstein

(ITS)

PeliKine Compact™ human
IL-8 ELISA kit

Sanquin Reagents

Amsterdam, Niederlande

RPMI 1640

GibcoBRL

Eggenstein

TriZol- Reagenz

GibcoBRL

Eggenstein
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2.2 Methoden
2.2.1 ELISA

2.2.1.1 Prinzip

Mittels eines ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) kann spezifisch die
Existenz bestimmter Molekile in Losungen nachgewiesen werden. Dies beruht auf
der spezifischen Interaktion von Antikdrpern mit ihrem Antigen. Die Wéande einer
Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen, sog. wells, werden dabei mit dem Capture-
Antikorper beschichtet. Nach der Entfernung nicht gebundener Capture-Antikérper
wird die Losung mit dem nachzuweisenden Antigen zugegeben. Dieses bindet an
den Capture-Antikdrper. Ungebundenes Probenmaterial wird wiederum mittels eines
weiteren Reinigungsvorgangs entfernt. AnschlieRend wird ein zweiter Antikorper
zugegeben, der ein anderes Epitop auf dem nachzuweisenden Molekll erkennt.
Dieser ,Detektions“-Antikorper ist biotinyliert und kann somit durch ein Avidin-HRP
Konjugat gebunden werden. Das Enzym HRP (Meerrettichperoxidase, horseradish
peroxidase) setzt in einer enzymatischen Reaktion ein Substrat um. Nach dem
Ablauf einer vorher definierten Zeitspanne (5-30min) wird die Enzym-Substrat-
Reaktion durch das Hinzufigen einer ,Stopplosung® (H.SO,) beendet. Das
entstandene Produkt kann durch seine Absorption bei einer bestimmten Wellenlange
in einem Photometer nachgewiesen werden. Die Absorption ist dabei direkt
proportional zur Menge des Epitops und somit des nachzuweisenden Molekuls. Mit
Hilfe einer Standardverdinnungsreine kann somit die Konzentration des

nachzuweisenden Molekiils bestimmt werden.

Substrat ———_5, Y

HRP —»
Streptavidin —»

Biotin ——»

“Detection”-Antikorper —» f
Antigen —» K ¢

“Capture”-Antikérper ——»

Sandwich-ELISA
Assay

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Antigennachweises mittels Sandwich-ELISA-
Assay
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2.2.1.2 Vorgehen

Um die Lymphotaktin-Spiegel in Serumproben zu bestimmen, wurde folgende ELISA-
Methode etabliert:

96-well-Mikrotiterplatten wurden mit jeweils 100 pl polyklonaler Ziege-Anti-
humanXCL1-Antikorpers (R&D Systems, Minneapolis, USA), 1:50 verdinnt mit
50mM Karbonat-Puffer (pH 9.6), beschichtet (,coating“) und bei einer Temperatur
von 4°C uber Nacht inkubiert.

Am Folgetag wurden die Platten viermal mit je 200 ul/well Waschpuffer (Phosphat-
gepufferte Salzlosung (GIBCO PBS, Invitrogen, Carlsbad, USA)/0,05% Tween20
(Merck, Darmstadt, Deutschland)) gewaschen und anschlieBend mit 200 ul
Blockpuffer (PBS/1%BSA/5%Sukrose)/well abgeséttigt um weitere unspezifische
Bindungen zu verhindern (,blocking®). Nach einer Stunde wurde dieser Vorgang

durch erneutes Waschen (siehe oben) abgeschlossen.

Anschlieend wurden nach 1:10 Verdinnung des Serums mit PBS/0,05%
Tween20/5% fettfreier Trockenmilch jeweils 100 ul/well (in Doppelbestimmung) sowie
die Standards hinzu gegeben und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Eine Sieben-Punkt-Standardkurve wurde mittels einer Verdinnungsreihe
mit rekombinantem humanem Lymphotaktin (R&D Systems) erstellt. Ein
Waschvorgang wie oben beschrieben schloss sich auch hier an.

Als nachster Schritt folgte eine Inkubation mit biotinyliertem Kaninchen-Anti-
humanXCL1-Antikorper (Serotec, Dusseldorf), 1:200 in Verdinnungspuffer (TBS/1%
BSA) verdunnt, fur 60 Minuten bei RT.

Nach einem weiteren Waschvorgang wurden je 100 pl/well mit horseradish
peroxidase (HRP, Meerrettichperoxidase) konjugierter Ziege-Anti-Kaninchen-
Antikérper (EnVision™rabbit, DAKO, Hamburg) nach vorheriger Verdinnung (1:50
mit Verdunnungspuffer) appliziert, um spezifisch gebundene Antikdrper zu
detektieren. Nach 60-minutiger Inkubation erfolgte ein weiterer Waschvorgang.

Nun wurde die Substratldsung fur die HRP, ortho-Phenylendiamin (OPD; DAKO) mit
einem Volumen von 100 pl/well hinzu gegeben. Die nun ablaufende Reaktion wurde
nach 30-minutiger Inkubation bei RT unter Ausschluss von Licht durch Zugabe von
Stopplosung (1 N H,SO,4) beendet.
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Die Messung der Extinktion wurde innerhalb von 30 Minuten mittels ELISA-Reader
(Tecan Spectra Mini, Tecan Deutschland, Crailsheim) bei einer Wellenlange von 490
nm durchgefiihrt und die Ergebnisse mit geeigneter Software (MikroWin®)
ausgewertet. Die Standardkurve wurde anhand der bekannten
Lymphotaktinkonzentrationen der  XCL1-Verdinnungsreihe errechnet. Der

Detektionsgrenzwert lag bei 0,4 ng/ml.

2.2.2 Durchflusszytometrie

2.2.2.1 Prinzip

Als Durchflusszytometer bezeichnet man ein physikalisch-optisches Messsystem,
welches mittels einer Messstelle zur multiparametrischen Analyse Streulicht- und
Fluoreszenzsignale einzelner Zellen untersucht. Diese Zellen werden in einem
laminaren Flussigkeitsstrom einzeln zu einem Analysepunkt geleitet, wo sie vom
fokussierten Lichtstrahl einer Lichtquelle (meist ein LASER) beleuchtet werden.

Beim Durchtritt der Zellen durch den Laserstrahl entstehen Streulichtsignale, deren
Signalstarke in einem engen Winkel zum einfallenden Laserstrahl (FSC, Forward
Angle Light Scatter, ,Vorwartslichtstreuung®, 0-10°) in Relation zur ZellgréRe, im
rechten Winkel zum einfallenden Laserstrahl (SSC, Side Angle Light Scatter,
»oeitlichtstreuung®, 90°) in Relation zur Granularitat der untersuchten Partikel, steht.
Mit Hilfe dieser beiden Parameter lassen sich die verschiedenen Zellpopulationen
anhand morphologischer Unterschiede differenzieren und auf diese Weise die

Lymphozyten von den Monozyten und den Granulozyten trennen.

Fur die weitere immunologische Differenzierung der untersuchten Zellen kann die
guantitative Fluorochromierung eingesetzt werden. Hierbei werden
Fluoreszenzfarbstoffe ~an monoklonale Antikorper gekoppelt, welche an
Oberflachenepitope des Untersuchungsmaterials binden und diese so sichtbar
machen. Werden mehrere Fluorochrome gleichzeitig zur Messung verwendet, spricht
man von einer Mehrfarbenfluoreszenzmessung. Die Anzahl ist durch die
Uberlappung der Emissionsspektren der Farbstoffe begrenzt. Das in dieser Arbeit
verwendete Durchflusszytometer (FACSCalibur®, Becton Dickinson, Heidelberg)
erlaubt maximal den Einsatz von drei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen pro
Zelle, da andernfalls die Signale nicht eindeutig und Uberlappungsfrei zugeordnet
werden koénnen. Das Fluoreszenzlicht der Fluorochrome wird mit Wellenlangen-

spezifischen Photomultiplierern in, der Quantitat des emittierten Lichtes
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proportionale, elektrische Signale umgewandelt. Nach Analyse der ermittelten Daten
durch geeignete Software werden sie in Form von bivariaten Punktdiagrammen, sog.
Dot Plots, dargestellit.

Als Fluorochrome werden u.a. die folgenden Substanzen verwendet:

Fluorescein (FITC, griine Fluoreszenz, 495/520 nm (Exzitation/Emission)), R-
Phycoerythrin (PE, grin-gelbe Fluoreszenz 564/575 nm) und Peridin-Chlorophyll-a-
Protein (PerCP, rote Fluoreszenz 495/675nm).

O Zelle

Signalwandler
(:O Photomultiplierer

. Dichroitischer
\ Spiegel

Fluoreszenz 3
- ' . Fluoreszenz 2 )\

‘ ‘ 77 Fluoreszenz 1\ y

Seitwartslichtstreuun,

PC

Vorwartslichtstreuung .

Laser

%

&2 Oooo

Einzelzellsuspension

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers

2.2.2.2Vorgehen (PBMC Markierung und Durchflusszytometrie)

Die PBMCs wurden mit Hilfe von Ficoll Hypaque® Dichtegradienten-Zentrifugation
(Biotech, Berlin) aus heparinisiertem Blut isoliert. Zur Analyse der
Oberflachenantigene CD4, CD8, CD25, CD69 und HLA-DR wurden die Zellen bei
einer Dichte von 2x10° Zellen/ml in PBS/0,1% BSA resuspendiert und mit
Fluorochrom-markierten Antikdrpern gegen die oben genannten
Oberflachenantigene gefarbt (anti-CD4, anti-CD8, anti-CD25, anti-CD69, anti-HLA-

DR Antikorper und Isotypenkontrollen (IgG1/l1gG,,); Becton Dickinson, Heidelberg).
36



Die Zellen wurden fur 15 Minuten bei 4°C mit 4%iger Paraformaldehyd-LAsung fixiert,
dann zweimal in PBS/0,1%BSA gewaschen und schlieBlich in 250yl PBS
resuspendiert der durchflusszytometrischen Analyse unterzogen.

Um XCL1 in den PBMCs nachweisen zu kdnnen, wurden diese zunachst zwei
Stunden mit 20ng/ml Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA; Sigma, Deisenhofen) und
1pg/ml lonomycin mit einer Zelldichte von 2 x 10° Zellen/ml in Isocove’s
modifiziertem Dulbecco’s medium (IMDM; GibcoBRL, Eggenstein) stimuliert,
welchem 1001U/ml Penicillin, 100ug/ml Streptomycin und 10% fetales Kalbsserum
zugesetzt wurde. AnschlieRend wurde mit Hilfe von Brefeldin A (5ug/ml; Sigma) die
Freisetzung von XCL1 fir funf Stunden inhibiert. Die unstimulierten PBMC-Proben
wurden lediglich mit Brefeldin A (5ug/ml) inkubiert.

Stimulierte und unstimulierte PBMCs wurden nach flnfstindiger Inkubation
zentrifugiert (5 min bei 550G und 4°C) und mit PBS/1%BSA gewaschen. Die
Farbung erfolgte  mit  Fluorophor-markierten  Antikorpern  gegen  die
Oberflachenantigene CD3, CD4, CD8 und CD28 (alle Becton Dickinson).

Nach der Waschung mit PBS/1%BSA wurden die Zellen in einer Loésung aus PBS
und 2% Paraformaldehyd 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nachdem sie in
PBS/0,1% BSA plus 0,5% Saponin (Sigma) resuspendiert worden waren, wurden die
PBMCs im nachsten Schritt mit einem primaren monoklonalen Maus-Anti-human
XCL1-Antikorper (R&D Systems, Wiesbaden) fur 30 Minuten inkubiert.

Im Anschluss an einen erneuten Waschvorgang mit PBS/0,1% BSA wurde der
sekundare Phycoerythrin(PE)-markierte  Ziege-Anti-Maus-Antikdrper  (Dianova,

Hamburg) zugegeben, 30 min inkubiert und dann erneut gewaschen.

Die PBMCs wurden in 250yl PBS/0,1% BSA resuspendiert und mit einem
FACSCalibur-Zytometer mit zwei Lasern (Becton Dickinson) durchflusszytometrisch
analysiert. Tote Zellen und Monozyten wurden mit Hilfe des Seitwarts- und
Vorwartsstreulichts von der Zahlung ausgeschlossen (,forward and side scatter
gating“). Je Probe wurden mindestens 10000 Ereignisse gemessen und mit der
CELLQUEST™-Software  analysiert. AnschlieBend wurden nach weiterer
Untersuchung der Daten bivariate Dot plots erstellt, um die Haufigkeit darzustellen, in
der einzelne Zellen XCL1 und einen der untersuchten Oberflachenmarker
koexprimierten. Zur Kontrolle der Spezifitat des Farbeprozesses wurden Zielzellen

mit einem (nach dem Isotyp passenden) Immunglobulin irrelevanter Spezifitat bei
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gleicher Konzentration fur jeden Fluoreszenzkanal inkubiert. Die statistische Analyse
der coexprimierten intrazellularen Chemokine wurde nach einem zuvor

beschriebenen Verfahren (Blaschke et al. 2003) vorgenommen.

2.2.3 Immunhistochemie

2.2.3.1 Prinzip

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren zur Darstellung spezifischer Zellen bzw. von
bestimmten Zellbestandteilen in histologischen Schnitten. Dabei kommen Antikdrper
zum Einsatz, die gegen spezifische Oberflachenmarker oder Antigene dieser Zellen
gerichtet sind. Dies kann sowohl direkt (Farbstoff-gekoppelter Primarantikdrper) als

auch indirekt geschehen.

Bei der indirekten Immunhistochemie bindet ein Farbstoff/Enzym-gekoppelter
Antikdrper (Sekundarantikérper) an den Primérantikorper.

Da mehrere Sekundarantikérper an das Fc-Fragment des Primarantikdrpers binden
bzw. ein Enzym mehrere Substratmolekile umsetzen kann, resultiert eine
Signalverstarkung (kurz: Antigen + Primarantikorper + Sekundéarantikdrper mit
gekoppeltem Farbstoff (bzw. Enzym + Substrat/Chromogen) = Farbe). Die indirekte
Immunhistochemie ermaglicht folglich die Darstellung geringerer Mengen Antigene

als die direkte Immunhistochemie.

Bei der Immunfluoreszenz-Mikroskopie werden Antikorper mit gekoppeltem
Fluoreszenz-Farbstoff verwendet. Bei Bestrahlung mit Licht einer bestimmten
Wellenlange emittieren diese Fluorochrome Licht einer definierten energiearmeren
Wellenlange. Im Mikroskop kénnen sie so sichtbar gemacht und anhand ihrer

spezifischen Fluoreszenzeigenschaften voneinander unterschieden werden.
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2.2.3.2 Vorgehen

Vorbereitung

Die Vorbereitung der Gewebeproben erfolgte nach dem folgenden Schema:

Zunéchst wurden in Paraffin fixierte Gewebeschnitte von 4-6 uym Dicke aus
Nierenbiopsien von Patienten mit WG und Patienten mit benigner Nephrosklerose
(Kontrolle) hergestellt.

Die beschichteten Objekttrager wurden zweimal fur je zehn Minuten in ein Bad aus
Xylol (100%) getaucht. AnschlieBend wurden die Gewebsschnitte fur jeweils funf
Minuten in einer absteigenden Folge von Ethanol(EtOH)-Lésungen getaucht.
Verwendet wurden hier zun&chst 100%ige, dann 90%ige und zuletzt 70%ige
Ldsungen. Nach Abschluss der Reihe wurden die Objekttréager vorsichtig mit Wasser
gespult. Es folgten eine 5-minitige Behandlung mit TBS (TRIS Buffered Saline, 0,5M
Tris, 1,5M NacCl, pH 7.6) und eine 10-minutige Behandlung mit Citratpuffer (pH 6.0,
fir Zusammensetzung siehe 2.1.4.3). In der Mikrowelle wurde nun der in Citratpuffer
befindliche Objekttrager samt Probe bei 300W fir drei Minuten erhitzt. Verdunstete
Pufferlosung wurde jedes Mal durch zweifach destilliertes Wasser ersetzt. Nach
insgesamt dreimaliger Durchfiihrung dieser Prozedur und einer Abkuhlphase von 30
Minuten folgte ein 5-mindtiges Bad in bidestilliertem Wasser und anschlieend die

immunhistochemische Farbung.

Indirekte Immunhistochemie

Die Doppelmarkierung mit Antikdrpern gegen Oberflachenepitope (CD4, CD8, CD68)
und intrazellulares Lymphotaktin(XCL1) wurde wie folgt durchgefihrt:

Die vorbehandelten Gewebsschnitte wurden fanf Minuten mit Waschpuffer
(TBS/0,5% Tween20) behandelt und fir 60 Minuten bei RT mit einem Blockpuffer
(Ziegenserum 1:10 mit TBS verdinnt) inkubiert. Die Schnitte wurden mit
polyklonalem Kaninchen-Anti-humanXCL1-Antikdrper (TEBU-Bio, Offenbach; 1:100
verdinnt in TBS/1%BSA) in einer feuchten Kammer bei 4°C Gber Nacht inkubiert. 30
Minuten nach Applikation von mit Cy5 (Indodicarbocyanin; Absorption 650 nm,
Emission 670nm, infrarote Fluoreszenz)-konjugiertem Ziege-Anti-Kaninchen-
Antikorper (Dianova, Hamburg; 1:50 in TBS/1% BSA verdinnt) wurde spezifisch
gebundener Antikérper nach Waschung mit TBS/0,5%Tween20 detektiert. Die
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Markierung der Oberflachenmarker CD4, CD8 und CD68 erfolgte mit Hilfe von
monoklonalen Maus-Anti-Human-Antikorpern (anti-CD4 mAk, NCL-CD4-368; anti-
CD8 mAk, NCL-CD8-295; anti-CD68 mAk, NCL-CD68-KP1; alle Novocastra,
Dossenheim) nach vorheriger Verdinnung (1:100 in TBS/1%BSA) uUber Nacht bei
4°C. Die Schnitte wurden nach einem weiteren sorgféltigen Waschvorgang mit
TBS/0,5% Tween20 mit Cy3 (Indocarbocyanin; Absorption 550 nm, Emission 570 nm
rote  Fluoreszenz)-konjugiertem Ziege-Anti-Maus-Antikorper (Dianova; 1:100
verdunnt) fir 30 Minuten bei RT inkubiert. Den Negativkontrollen wurden irrelevante
Antikdrper der gleichen Spezies beigemengt oder Primar- bzw. Sekundarantikérper
vorenthalten. Die Schnitte wurden dann mit Vectashield® mounting medium (Vector
Laboratories, Burlingame, USA) behandelt, um die Fluoreszenz zu erhalten. Um die
nukleare DNS (Desoxyribonukleinsdure) sichtbar zu machen, wurde eine
Kontrastfarbung mit 4,6 -Diaminidino-2-phenylindolyl-dihydrogenchlorid  (DAPI,
Merck, Darmstadt) vorgenommen.
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2.2.3.3 Aufbau des Fluoreszenzmikroskops

In seinem Aufbau gleicht das Fluoreszenzmikroskop im Wesentlichen dem des Licht-
mikroskops.

Das aus einer Lichtquelle (meist Laser, Quecksilberdampf- oder Xenonleuchte)
emittierte Licht trifft auf einen ,Anregungsfilter (optischer Filter, der aus dem
Spektrum der Lichtquelle das Anregungsspektrum des Floureszenzfarbstoffes
herausfiltert). Das Licht wird nun im Mikroskop von einem sog. dichroitischen
(=dichromatischen) Spiegel auf das Praparat reflektiert. Trifft der Lichtstrahl auf das
Fluorochrom-markierte Objekt, beginnt dieses zu fluoreszieren, Licht langwelligeren
Spektrums wird emittiert. Dieses langwelligere Licht wird durch den dichroitischen
Spiegel vom reflektierten ,Anregungslicht® getrennt. Der Spiegel besitzt eine kritische
Wellenlange (zu wéahlen nach der verwendeten Substanz), kurzwelligere Strahlung
wird reflektiert, wahrend langwelligere durch ihn passieren kann. Mittels eines
Emissionsfilters kann das Licht nun noch auf ein bestimmtes Wellenspektrum
eingeengt werden (Fluoreszenzlicht kann mehrere Emissionsspitzen verschiedener
Wellenlangen haben). So gelangt es dann durch das Okular zum Auge des Betrach-

ters bzw. zur Kamera des angeschlossenen Computers (siehe Abb. 9)

Abbildung 9:
Funktionsprinzip eines Fluoreszenzmikroskops

Emissionsfilter

Epifluoreszenz- .
belauchtune Anregungsfilter

({:} g} l X\\ dichroitischerSpiegel

Objektivdes Mikroskops

Zelle

Abbildung 9: Funktionsprinzip des Fluoreszenzmikroskops
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2.2.3.4 Mikroskopische Analyse

Die gefarbten Gewebeschnitte wurden unter Benutzung eines inversen
Fluoreszenzmikroskopes (IX71, Olympus, Hamburg) untersucht. Dieses Gerat ist
sowohl mit einer HBO-Quecksilberdampf-Kurzbogenlampe als auch einer XBO-
Xenon-Kurzbogenlampe ausgestattet, um eine optimale Exzitation zu gewahrleisten.
Hochtransparente Schmalband-Filter (AHF, Tdbingen) wurden fir die jeweiligen

Kanéale verwendet.

Eine hochst sensible Schwarz-Weil3-Kamera (F-VIEW Il, Olympus), angeschlossen
an einen PC mit installierter cell*'F® Software (Olympus), wurde zur Aufnahme von
Schwarz-WeiR3-Bildern jedes Fluoreszenzkanals verwandt. Diese einzelnen Bilder
wurden dann mit Hilfe der ,multifluorescence imaging process“(MFIP) Funktion von

cell*F® zu farbigen Bildern mit 3x16 Bit iberlagert und ausgewertet.

2.2.4 Stimulation polymorphkerniger neutrophiler Granulozyten (PNG) mit
rekombinantem XCL1

Die polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten (PNG) wurden mit Hilfe von
Dextran-Sedimentation, Dichtegradienten-Zentrifugation und hypotoner Lyse der
verbliebenen Erythrozyten aus dem Blut isoliert (Dubravec, Spriggs et al. 1990). Die
Reinheit der isolierten Zellen wurde durch Erstellung eines Differentialblutbildes
(differential cell count) mit Wright-Farbung Utberprift. SchlieRlich wurden die PNG
gewaschen und mit RPMI 1640 Medium (GibcoBRL), mit 1% Insulin-Transferrin-
Selenium (ITS, GibcoBRL) und 100I1U/ml Penicillin/100pg/ml Streptomycin, bei einer
Dichte von 5x10%/ml resuspendiert. Die Zellen wurden dann mit rekombinantem,
humanen XCL1 (100, 200, 500ng/ml, R&D Systems) fur 24 Stunden stimuliert. Den
Kontroll-Zellsuspensionen wurde Anti-humanXCL1-Antikdrperlésung (1000ng/ml,

R&D Systems) zugegeben.

Die Uberstande der PNG-Zellkulturen wurden vor und nach Stimulation mit XCL1
gesammelt. Die PNG wurden in TriZzol® Reagenz (GibcoBRL) fiir
RNA(Ribonukleinsdure)-Isolation  resuspendiert.  Anschlie@Rend wurde eine
guantitative RT-PCR (Reverse Transkriptase - Polymerasekettenreaktion), wie zuvor

von Blaschke et al. etabliert (Blaschke et al. 2003), durchgefihrt.
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In den zellfreien Uberstanden wurde die IL-8 Konzentration mittels ELISA gemessen.
Die Durchfuhrung des Tests erfolgte nach den Angaben des Herstellers (Sanquin,
Amsterdam, Niederlande). Die Nachweisgrenze fir IL-8 lag bei 3 pg/ml. Zur
Untersuchung der Kinetik wurden die IL-8-Konzentrationen vor Zusatz des XCL1
sowie nach 1h, 2h, 12h und 24h Inkubation gemessen. Zur Prifung der
Dosisabhéangigkeit wurden PNG mit verschiedenen Konzentrationen von XCL1
stimuliert (100ng/ml, 200ng/ml, 500ng/ml).

2.2.5 Statistische Analyse
Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe der Prism 5.0 Software (GraphPad, San

Diego, CA, USA).

Alle ermittelten Werte werden als Mittelwert = Standardabweichung des Mittelwertes
angegeben. Statistische Unterschiede wurden mit Student's t-Test untersucht. Die
statistische Analyse der XCL1-Serumkonzentrationen erfolgte mit Hilfe des Mann-
Whitney U Tests. Die P-Werte wurden mit zweiseitigen Berechnungen bestimmt. Als

statistisch signifikant wurden Ergebnisse mit einem P-Wert von <0.05 bewertet.
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Prasenz des C-Klasse Chemokins Lymphotaktin
in Sera, mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) und
Nierengewebsproben von WG-Patienten analysiert und die mdgliche funktionelle

Bedeutung dieses Chemokins fiir die Pathogenese dieser Erkrankung untersucht.

3.1 Analyse der Serum-XCL1-Spiegel von WG-Patienten und gesunden
Kontrollen

Von 16 Patienten mit Wegener'scher Granulomatose und 16 in Alter und Geschlecht
vergleichbaren gesunden Probanden wurden Serumproben gewonnen. Die XCL1-
Serumkonzentrationen der WG-Patienten lagen zwischen 0,68 ng/ml und 48,9 ng/ml
(Mittelwert: 7,4 + 13,9ng/ml). Im Vergleich mit der Kontrollgruppe liel3 sich kein
signifikanter Unterschied feststellen (p= 0.88; vgl. Abb. 10a). Des Weiteren wurden
anhand von BVAS (Birmingham Vasculitis Activity Score) und CRP-Spiegeln
Lymphotaktin-Serumkonzentrationen bei Patienten mit aktiver Erkrankung (n= 6) und
solchen in vollstandiger Remission (n= 10) verglichen. Auch in diesem Fall lie3 sich
kein signifikanter Unterschied der XCL1-Serumspiegel detektieren (p=0.71; vgl. Abb.
10b).
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Abb. 10: XCL1-Serumkonzentrationen von WG-Patienten und gesunden
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Abbildung 10: Messung der Serum-XCL1-Konzentrationen in Sera von 16 WG-Patienten und 16
gesunden Kontrollen mittels ELISA. A: Im Vergleich der XCL1-Konzentrationen von Gesunden
und WG-Patienten liel3 sich kein signifikanter Unterschied nachweisen (p=0.88). B: Auch
zwischen Patienten mit aktiver Erkrankung und Patienten in Remission konnte keine
signifikante Differenz detektiert werden (p=0.71) (Blaschke et al 2009, S. 2498).
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3.2 Immunphéanotypisierung von CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten in WG-
Patienten und Kontrollen

Zur Immunphanotypisierung von CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten wurden zunéchst
PBMC aus Blutproben von WG-Patienten und gesunden Kontrollen isoliert.
Durchflusszytometrische Untersuchungen dieser PBMCs zeigen eine signifikant
erhohte Expression der Aktivierungsmarker CD25, CD69 oder HLA-DR bei CD4"-
(Abb. 11a) und CD8*-T-Zellen (Abb. 11b) von WG-Patienten.

Abb. 11: Koexpression der Aktivierungsmarker CD25, CD69 oder HLA-DR
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Abbildung 11: PBMC wurden von 16 WG-Patienten und 16 gesunden Kontrollen gewonnen. Ein
signifikant gréRRerer Anteil sowohl der CD4*- (A) als auch CD8*- (B) T-Lymphozyten der WG-
Patienten exprimierten im Vergleich zu den Kontrollen die Aktivierungsmarker CD25, CD69
oder HLA-DR (Blaschke et al 2009, S. 2494).
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3.3 Vergleich der Expression von XCL1 in den mononuklearen Zellen des

peripheren Blutes von WG-Patienten und gesunden Kontrollen

Die intrazellulare Expression von Lymphotaktin in PBMCs wurde nach Farbung des
Chemokins ebenfalls durchflusszytometrisch analysiert. In den unstimulierten PBMCs
lieR sich weder bei den WG-Patienten noch bei den Kontrollen eine konstitutive

Produktion von XCL1 nachweisen.

Nach funfstiindiger Stimulation mit PMA und lonomycin konnte in 14,38 + 2,41% der
CD8*- und 5,2 = 1,29% der CD4*-T-Zellen eine Expression von XCL1 nachgewiesen
werden (Abb. 12A). Im Vergleich der WG-Patienten mit den gesunden Kontrollen
zeigten erstere einen signifikant hoheren Prozentsatz von XCL1-exprimierenden
CDA4*- und CD8"*-T- Zellen (p=0.003 bzw. p=0.001).

Um die XCL1-exprimierenden Subtypen der CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten néher
zu charakterisieren, erfolgte die farbliche Markierung des kostimulatorischen
Molekils CD28 auf PBMCs. Der Vergleich von WG-Patienten und Kontrollen von
CD4*-T-Zellen, welche den Oberflichenmarker CD28 nicht exprimierten
(CD4*CD28"), zeigte, dass ein signifikant groRerer Anteil der CD4*CD28"- Zellen von
WG-Patienten XCL1 produzierte (p=0.007) (siehe Abb. 12B). Dartber hinaus wurde
eine XCL1-Produktion durch CD8*CD287-T-Zellen uberwiegend bei WG-Patienten
gefunden (Abb. 12C), der Unterschied zu den Kontrollen war aber statistisch nicht
signifikant (Abb. 12C). Die durchflusszytometrische Analyse der aus WG-Patienten
isolierten T-Zellen zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen WG-Patienten mit
aktiver und solchen mit inaktiver Erkrankung beziglich der Expressionshaufigkeit in
sowohl CD4*- als auch CD8*-T-Zellen (p<0.001)(Abb. 12D).
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Abb. 12: Durchflusszytometrische Analyse der XCL1-Expression von PBMC

von WG-Patienten und gesunden Kontrollen
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Abbildung 12: Analyse der XCL1-Expression in PBMC nach Stimulation mit PMA/lonomycin.
Ein signifikant hoherer Anteil der CD4*- bzw. CD8*-T-Lymphozyten von WG-Patienten
exprimierte XCL1 im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe (A). Ebenfalls im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhoht war der Anteil der XCL1-produzierenden CD28 CD4*-T-Zellen
(p=0.007)(B)(Blaschke et al 2009, S.2495).
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Abbildung 12 (Fortsetzung): XCL1-Produktion fand sich hauptséachlich in der CD28"-
Subpopulation der CD8*-T-Zellen von WG-Patienten. Es bestand jedoch keine statistisch
signifikante Differenz zwischen WG-Patienten und Kontrollen beziiglich des Anteils der XCL1-
exprimierenden CD8*CD28™-T-Lymphozyten (C). Im Vergleich zwischen Patienten mit aktiver
und inaktiver WG-Erkrankung zeigten jene mit aktiver WG einen signifikant héheren Anteil
XCL1-produzierender CD4*-und CD8*-T-Zellen (D) (Blaschke et al 2009, S. 2495).
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3.4 Expression von XCL1 in Biopsien des Nierengewebes von WG-Patienten

Um die Expression von Lymphotaktin an Orten der aktiven granulomatosen
Entzindung zu untersuchen, wurden Gewebeschnitte von Nierenbiopsien von WG-
Patienten angefertigt. Die Nierengewebeproben von funf WG-Patienten, die zur
weiteren diagnostischen Abklarung bei serologischem Verdacht auf eine systemische
Vaskulitis enthommen worden waren, wurden mittels immunhistochemischer
Doppelfarbung von XCL1 und den Oberflachenmarkern CD4, CD8 und CD68 weiter

analysiert.

Wie Tabelle 4 zeigt, lag bei allen Patienten eine hohe Krankheitsaktivitat (gemessen
mit BVAS-Score und CRP-Serumspiegeln) vor. Zusatzlich war bei allen Patienten
CANCA (Titer 1:160 — 1:640) und PR3 (7 - 279U/ml) nachweisbar. Klinisch
manifestierte sich die Nierenbeteiligung als Mikrohamaturie mit Akanthozyten
und/oder Proteinurie (sog. aktives nephritisches Sediment). In drei Fallen lag
histopathologisch eine fokal-segmentale, in zwei Fallen eine diffuse nekrotisierende
Glomerulonephritis vor. Extrakapillare Proliferation mit Halomondbildung war in drei
Fallen nachweisbar.

Die immunhistochemische Farbung fur XCL1/Lymphotaktin zeigte eine deutliche
Fluoreszenz im Bereich der granulomatdsen L&asionen (Abb. 13). XCL1 konnte
Uberwiegend in den lymphozytaren Infiltrationen des Interstitiums nachgewiesen
werden, nicht jedoch in den Glomeruli. Mit Hilfe der Doppelmarkierungen (CD4, CD8,
CD68; Cy3-konjugiert, grine Fluoreszenz) konnte XCL1 (Cy5-konjugiert, rote
Fluoreszenz) in CD4*(Abb. 13)- und in CD8*(Abb.14)-T-Zellen, aber nicht in
ortsstandigen Zellen der Monozyten/Makrophagen-Linie (CD68*-Makrophagen, Abb.
15) nachgewiesen werden. Die gleichzeitige Expression von XCL1 und den
Zelloberflachenantigenen CD4 oder CD8 wird als eine gelbe Markierung — durch
Uberlagerung der entsprechenden roten und griinen Fluoreszenz sichtbar. Weder die
Isotypenkontrollen noch die Gewebeschnitte von Biopsien von Patienten mit
benigner Nephrosklerose, IgA Nephropathie (ohne Abbildung) oder Lupusnephritis
WHO Klasse IV (Abb. 16) zeigten eine Expression von XCL1.

Um die verschiedenen einzelnen Antikdrperfarbungen voneinander unterscheiden zu
kbnnen, wurde zur Auswertung der jeweiligen Intensitdten der einzelnen

Fluoreszenzen die Software cell*F® (Olympus, Hamburg) eingesetzt. Die Intensitét
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der Fluoreszenz fur Cy3 (grun) und Cy5 (rot) auf der horizontalen Linie wurde als
Intensitatskurve am unteren Bildrand eingesetzt (Abb. 13 und 14). Wie bereits bei der
durchflusszytometrischen Analyse der PBMCs waren auch bei der Untersuchung der
Gewebeschnitte die CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten als Hauptquelle der XCL1-
Expression bei WG-Patienten nachweisbar. In Gewebeschnitten aus Nierenbiopsien
von Patienten mit fokal segmentaler Nephrosklerose zeigte sich keine XCL1-
Expression (ohne Abbildung). Die oben genannten Kontrollen zeigten keine

spezifischen Farbungen.
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Abb. 13-16: Expression von XCL1 in Nierenbiopsien von Patienten mit WG

Abbildung 13: XCL1-Expression konnte in interstitiellen Lymphozyteninfiltraten nachgewiesen
werden, nicht jedoch in den Glomeruli. Doppelfarbung fir XCL1 (Cy5-konjugiert, rot) und CD4
(Cy3-konjugiert, griin) zeigte, dass CD4*-T-Zellen XCL1 exprimierten, die Co-Lokalisation von
CD4 und XCL1 wird dargestellt durch gelbe Fluoreszenz (Pfeil) (Blaschke et al 2009, S. 2496).

Abbildung 14: XCL1-Expression konnte in interstitiellen Lymphozyteninfiltraten nachgewiesen
werden, nicht jedoch in den Glomeruli. Doppelfarbung fiir XCL1 (Cy5-konjugiert, rot) und CD8
(Cy3-konjugiert, griin) zeigte, CD8*-T-Zellen XCL1 exprimierten, die Co-Lokalisation von CD8
und XCL1 wird dargestellt durch gelbe Fluoreszenz (Pfeile) (Blaschke et al 2009, S. 2496).




Abbildung 15: Makrophagen zeigten keine XCL1-Expression. (Blaschke et al 2009, S. 2496)

Abbildung 16: Die Isotypenkontrollen und Biopsien von Patienten mit Lupusnephritis WHO-
Klasse IV (Abb 16.), benigner Nephrosklerose oder IgA-Nephritis (beide nicht abgebildet)
zeigten ebenfalls keine Expression von XCL1 (Blaschke et al 2009, S. 2496).
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3.5 Vermehrte Expression von IL-8 in XCL1-stimulierten polymorphkernigen

neutrophilen Granulozyten (PNG)

Um die Funktion von XCL1 bei WG zu analysieren, wurden PNGs aus WG-Patienten
isoliert und in vitro mit verschiedenen Konzentrationen von humanem rekombinanten
XCL1 stimuliert.

Die cDNA-Microarray-Analyse von RNA-Proben aus stimulierten und unstimulierten
Zellkulturen wiesen auf eine mdgliche Hochregulation der IL-8-Produktion bei den
stimulierten PNGs hin. Um diese Vermutung zu bestatigen, wurde der Uberstand der
PNG-Kulturen mittels ELISA auf sezerniertes IL-8 untersucht. Abbildung 17 zeigt,
dass IL-8-Produktion bei den XCL1-stimulierten PNG-Kulturen signifikant erhéht war.
Die Stimulation mit 200ng/ml XCL1 tber 24h erhéhte die IL-8-Spiegel auf das bis zu
20-fache (Abb. 17a). Diese Steigerung konnte durch die additive Gabe von anti-
humanXCL1-Antikdrpern vollstandig blockiert werden. Die Zunahme der IL-8-
Produktion war zeit- (Abb. 17b) und dosisabhangig (Abb. 17c). Die in den
Abbildungen 17 a-c gezeigten Ergebnisse wurden durch mindestens drei

unabhangige Experimente bestatigt.
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Abb. 17:
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Abbildung 17: Mit Hilfe eines ELISA-Tests ermittelte IL-8-Konzentrationen aus dem Uberstand
von mit XCL1-stimulierten PNG-Zellkulturen (A). Kinetik der XCL1-induzierten IL-8-Freisetzung
aus PNG (B). Dosisabhangigkeit der XCL1-induzierten IL-8-Freisetzung (C) im Uberstand mit
verschiedenen Konzentrationen (100ng/ml, 200ng/ml, 500ng/ml) in XCL1-stimulierten PNG-
Kulturen (Blaschke et al 2009, S. 2497).
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4 Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde erstmalig die Expression und die
funktionelle Rolle von Lymphotaktin (XCL1) in Serum, PBMC und Nierenbiopsien von

Patienten mit Wegener'scher Granulomatose untersucht.

4.1 Analyse der XCL1-Serumkonzentrationen

Die durchgefluihrten Serumanalysen beziiglich der XCL1-Konzentrationen konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen WG-Patienten und Kontrollen zeigen.
Auch eine Korrelation zwischen Serumspiegeln und klinischer Aktivitat bei WG-
Patienten lie3 sich nicht erkennen. Da die Patienten zum Zeitpunkt der
Probengewinnung jedoch schon mit Immunsuppressiva wie Cyclophosphamid,
Methotrexat und/oder Azathioprin behandelt wurden (siehe Tabelle 1), sind diese
Ergebnisse zunachst als vorlaufig zu betrachten. Eine Bestimmung der XCL1-
Serumkonzentrationen sollte nachfolgend auch bei WG-Patienten vor Beginn der
Therapie erfolgen. Sollten die in dieser Arbeit erhobenen Daten dann bestatigt
werden, konnte dies im Zusammenhang mit den immunhistochemischen Daten
dieser Studie als Hinweis darauf gewertet werden, dass XCL1 seine Wirkung

vorwiegend im Bereich der lokalen aktiven Entziindung entfaltet.

4.2 Durchflusszytometrische Analyse der PBMC

Fruhere Studien haben gezeigt, dass HLA-DR*CD4"- T-Zellen eine wichtige Rolle bei
der Entstehung von Granulomen im Rahmen der Pathogenese der WG spielen.
Diese T-Zell-Subpopulation scheint - durch verstarkte Produktion der Tyl-Zytokine
IFN-y und TNF-a im peripheren Blut (Ludviksson et al. 1998) und an Orten der
granulomatésen Entzindung (Csernok et al. 1999) - die Expansion von Tyl-Typ-
CD4%*-Zellen zu stimulieren. Die vorliegende durchflusszytometrische Analyse der
PBMC von WG-Patienten zeigt, dass ein signifikant héherer Anteil sowohl an CD4"-
als auch CD8*-T-Zellen die Aktivierungsmarker CD25, CD69 und HLA-DR im
Vergleich zu den gesunden Kontrollen exprimieren. Darlber hinaus ergaben die
vorliegenden Untersuchungen, dass bei WG-Patienten der Anteil XCL1-positiver
CD4"- und CD8*-T-Zellen ebenfalls hoher ist. Da XCL1 funktionell die Rolle eines
Tnl-Zytokins bei verschiedenen chronisch entzindlichen Erkrankungen tbernimmt
(Dorner et al. 2002), unterstiitzen diese Befunde die Hypothese, dass auch bei der
WG eine Tyl-vermittelte T-Zell-Antwort vorliegt.
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CD4*-T-Lymphozyten, welche das kostimulatorische Molekil CD28 nicht exprimieren
(CD28"7), zeigen ein Tyl-Typ-Zytokinprofil (IFN-y, TNF-a). Dieser Zelltyp wurde bei
WG-Patienten in peripherem Blut und in granulomatésen Lasionen nachgewiesen.
Es wird vermutet, dass die freigesetzten Zytokine die Monozytenakkumulation und
die Granulomentstehung fordern (Komocsi et al. 2002). Die vorgenommenen
Untersuchungen zeigten in Ubereinstimmung mit Untersuchungsdaten einer fritheren
Studie bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis (Blaschke et al. 2003), dass XCL1
vorwiegend in CD4*CD28™- und CD8*CD28-T-Zellen nachweisbar war.

4.3 Analyse der Expression von XCL1 in Nierenbiopsien

Histopathologisch ist die Nierenbeteiligung im Rahmen der WG durch eine
disseminierte nekrotisierende Glomerulonephritis mit interstitieller Akkumulation von
T-Lymphozyten und Monozyten/Makrophagen gekennzeichnet. Die Infiltration des
Interstitiums mit mononuklearen Zellen zeigt eine enge Assoziation mit der
Progression von interstitieller Fibrose und Niereninsuffizienz (Atkins et al. 1996).
Betrifft die zellulare Infiltration die Glomeruli, ist dies haufig mit der Bildung von
Halbmonden assoziiert. In der vorliegenden Arbeit lie3 sich XCL1 mit Hilfe der
immunhistochemischen Untersuchung insbesondere im Bereich der aktiven

Entztndung in interstitiellen CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten nachweisen.

Im Rahmen entziindlicher Erkrankungen der Niere spielen Chemokine, welche an
der Regulation der Rekrutierung und Aktivierung mononuklearer Zellen beteiligt sind,
eine wesentliche Rolle (Schiéndorff et al. 1997; Anders et al. 2003). Dabei zeigte
sich, dass insbesondere CC- und CXC-Chemokine vermehrt exprimiert werden. Bei
der Wegener'schen Granulomatose fanden sich erhdohte Konzentrationen der CC-
Chemokine RANTES (Regulated On Activation Normal T-Cell Expressed and
Secreted, CCL5), MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1) (Cockwell et al.
1998; Torheim et al. 2005) und des CXC-Chemokins IL-8 (Cockwell et al. 1999). Da
eine vermehrte Expression der mRNA des CX3C-Chemokins Fraktalkin (CX3CL1) in
Nierenbiopsien nachgewiesen werden konnte und auch der Komplex aus CX3CL1
und seinem Rezeptor CX3CR1 im peripheren Blut vermehrt vorkommt (Bjerkeli et al.
2007), wird derzeit vermutet, dass Fraktalkin an der Entstehung der disseminierten
Vaskulitis bei WG beteiligt ist.

Die Expression von XCL1 in der Niere wurde in einer friheren Studie anhand eines

Tiermodells untersucht (Natori et al. 1998). Die hierbei verwendeten Wistar-
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Kyoto(WKY)-Ratten wurden mit Antikérpern gegen die glomeruldre Basalmembran
behandelt, um eine RPGN zu induzieren. Im Vergleich exprimierte das Gewebe der
Nieren mit RPGN grol3ere Mengen XCL1-mRNA als das Gewebe der gesunden
Kontrollen. In normalen unverdnderten Glomeruli war XCL1-mRNA nicht
nachweisbar. In-vitro-Ergebnisse zeigten hingegen in Kkultivierten glomerularen
Mesangialzellen und vaskularen Endothelzellen eine XCL1-Expression nach
vorheriger Stimulation mit Interleukin-1p. Diese Zellen sind demnach eine potentielle
Quelle einer intrinsischen XCL1-Produktion in der Niere.

In den aktuellen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit fand sich XCL1 in
Gewebeproben von WG-Patienten ausschlief3lich in interstitiellen CD4*- und CD8*-T-
Zellen. Diese Unterschiede lassen sich moéglicherweise durch unterschiedliche
pathogenetische Mechanismen der humanen WG und der experimentellen anti-
GBM-induzierten RPGN in Wistar-Kyoto-Ratten erklaren. Darlber hinaus missen die
aus in-vitro-Experimenten mit kultivierten Mesangial- und Endothelzellen
gewonnenen Erkenntnisse nicht zwingend die tatsachlich in vivo ablaufenden

Pathomechanismen widerspiegeln.

Die Infiltration der Glomeruli mit CD8*-Zellen spielt eine wichtige Rolle bei der
Initiation und Progression einer RPGN. Dieser Infiltration geht eine vermehrte
Expression von XCL1-mRNA im Nierengewebe voraus, wie in funktionellen Analysen
von XCL1 bereits gezeigt werden konnte (Natori et al. 1998). In einem Tiermodell mit
WKY-Ratten, bei denen mit nephrotoxischem Serum (NTS) eine RPGN induziert
wurde, konnte in vivo durch Depletion der CD8'-Zellen die Entstehung einer
Proteinurie verhindert werden. Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
zeigten eine fehlende Infiltration mit CD8*-T-Zellen und in der Folge auch eine
Reduktion der Infiltration der Glomeruli mit Makrophagen (Kawasaki et al. 1992).
Unter Berlcksichtigung der bekannten chemotaktischen Wirkung von XCL1 auf
CD8"-Zellen und NK-Zellen (Kelner et al. 1994; Kennedy et al. 1995; Muller et al.
1995) konnte XCL1 in diesem Tiermodell der RPGN eine wichtige Rolle bei der
Rekrutierung von Lymphozyten und insbesondere der Anreicherung von CD8*-Zellen
spielen. Diese Funktion von XCL1 konnte dabei auch fiur die Pathogenese der WG-

induzierten RPGN von Bedeutung sein.

Bisher waren Untersuchungen zur Expression des C-Klasse Chemokins XCL1 bei

Glomerulonephritis beim Menschen auf die IgA-Nephropathie beschrankt (Ou et al.
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2002). Diese Erkrankung stellt die haufigste Form einer primaren Erkrankung der
Glomeruli dar und repréasentiert eine der Hauptursachen der terminalen
Niereninsuffizienz (,end-stage renal disease®). Eine Erhohung der XCL1-mRNA-
Spiegel korrelierte in diesen Untersuchungen mit der Prasenz von glomeruléren
Halbmonden und der tubulointerstitiellen Fibrose. Eine vermehrte Expression von
XCL1 konnte in untersuchten IgA-Nephropathie-Nierenbiopsien im Bereich der
Nierenrinde lokalisiert werden. In Interstitium und Glomeruli der Kontrollen konnten
nur geringe Mengen von XCL1 nachgewiesen werden. Dieser Befund deckt sich mit
denen der aktuell vorliegenden Arbeit. Allerdings zeigte sich bei der IgA-
Nephropathie, im Gegensatz zur WG, im Rahmen der immunhistochemischen
Untersuchung eine XCL1-Produktion in Tryptase-positiven Zellen des Interstitiums,

bei denen es sich vermutlich um Mastzellen handelt.

4.4 Analyse der funktionellen Bedeutung von XCL1 bei WG

Zur Analyse der mdglichen funktionellen Bedeutung von Lymphotaktin fir die
Pathogenese der WG wurden in der vorliegenden Arbeit in-vitro-
Stimulationsexperimente mit PNG durchgefiihrt, da diese den Lymphotaktinrezeptor
XCR1 nachweislich exprimieren. Polymorphkernige Neutrophile spielen bei der
Initiation der GefalRentziindung (Vaskulitis) bei WG eine wichtige Rolle (Huang et al.
2001).

Die XCL1-stimulierten PNG zeigten im Rahmen der in dieser Arbeit vorgenommenen
Experimente eine von der Dauer und Dosis der Stimulation abhangige verstéarkte
Expression von Interleukin-8. Durch die additive Gabe von monoklonalen Antikérpern
gegen humanes XCLL1 liel sich diese Stimulation der IL-8-Produktion blockieren. IL-8
wird bei WG-Patienten also demnach nicht nur in Endothelzellen und Monozyten,
sondern auch in PNG produziert.

Viele WG-Patienten zeigen erhdhte IL-8-Serumspiegel (Torheim et al. 2005). Es
wurde bereits beschrieben, dass die fur WG spezifischen Antikorper cANCA
(Ralston et al. 1997) und ihr spezifisches Antigen Proteinase-3 (Berger et al. 1996)
die Freisetzung von IL-8 in Endothelzellen und Monozyten férdern. Da es sich beim
CXC-Chemokin IL-8 um ein starkes Chemoattraktans fur PNG handelt (Baggiolini
und Clark-Lewis 1992), welches im Zusammenspiel mit TNF-a die Freisetzung
lytischer Enzyme und reaktiver Sauerstoffspezies aus PNG induziert (siehe 1.4.5.3,

S.24), kann eine Schadigung des umgebenden Gewebes (z.B. GefalRwande)
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resultieren. Diese Tatsachen weisen auf eine wichtige Rolle dieses Chemokins in der
Pathogenese der disseminierten nekrotisierenden, granulomatdsen Vaskulitis, wie
sie bei WG vorkommt, hin. Die lokale Produktion von XCL1 im Nierengewebe kdnnte
also Uber die Stimulation der IL-8-Freisetzung aus PNG wesentlich zur Entziindung
der Gefal3e beitragen.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass XCL1 bei
WG in CD4*- und CD8*-T-Zellen exprimiert wird. Unter Berucksichtigung der
bekannten Funktion als ein wichtiges T-Zell-Attraktans konnte XCL1 in der
Pathogenese der WG mdglicherweise die Infiltration und Wanderung der
pathogenetisch relevanten T-Zellpopulationen unterstitzen.

Dartber hinaus kénnte die lokale Expression von XCL1 durch interstitielle T-Zellen
durch Stimulation der IL-8-Freisetzung aus PNG zur granulomatdsen Vaskulitis
beitragen.

Weitere Studien missen die funktionelle Bedeutung des Chemokins Lymphotaktin
analysieren und sollten zeigen, ob XCL1 daher tatséchlich ein neues Zielmolekul fur
die Therapie dieser Form der disseminierten Vaskulitis sein kann.
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5 Zusammenfassung

Bei den primar systemischen Vaskulitiden/Vaskulitis-Syndromen, wie beispielsweise
der Wegener‘schen Granulomatose (WG), tritt in bis zu 20% der Falle aufgrund einer
rapid progredienten Glomerulonephritis (RPGN) eine terminale Niereninsuffizienz
auf. Histopathologisch ist der Befall der Niere durch die Ausbildung von
granulomatdésen Lasionen mit deutlicher Infiltration von polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PNG) und T-Lymphozyten charakterisiert. Die
Mechanismen, welche zur T-Zell-Aktivierung und -Infiltration fuhren, sind bislang
ungeklart. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression und Funktion von
Lymphotaktin (XCL1), einem C-Klasse-Chemokin, in der Pathogenese der

Wegener'schen Granulomatose untersucht.

Serumproben und mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden von
je 16 WG-Patienten und 16 nach Alter und Geschlecht vergleichbaren gesunden
Probanden gewonnen. Die XCL1-Serumkonzentrationen wurden mit Hilfe eines

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) bestimmit.

Expression der Aktivierungsmarker CD25, CD69 und HLA-DR wund der
Immunphanotyp von XCL1*-T-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie
untersucht. Daruber hinaus wurden Nierenbiopsien von funf WG-Patienten mit
immunhistochemischer Doppelmarkierung fir XCL1 und die Zelloberflachenantigene
CD4, CD8 und CD68 analysiert. Gewebeproben mit benigner Nephrosklerose
dienten als Kontrolle. Um die funktionelle Rolle von XCL1 zu untersuchen, wurden
polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PNG) in vitro mit Lymphotaktin
stimuliert und anschlieBend beziglich ihrer Interleukin-8-Produktion  mit

unstimulierten Kontrollen verglichen.

Die Serumkonzentrationen von XCL1 unterschieden sich zwischen WG-Patienten
und gesunden Kontrollprobanden nicht signifikant (p=0.5). Durchflusszytometrische
Untersuchungen zeigten, dass im Vergleich zu den Kontrollen ein signifikant héherer
Anteil der CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten von WG-Patienten eine Koexpression der
Aktivierungsmarker CD25, CD69 und HLA-DR aufwies (p<0.05). Weiterhin konnte
XCL1 hauptséachlich in den CD4*CD28™- und CD8*CD28™-T-Lymphozyten von WG-

Patienten detektiert werden. Die Untersuchung der Nierenbiopsien zeigte eine XCL1-
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Expression in interstitiellen CD4*- und CD8*-T-Zellen bei WG-assoziierter RPGN, in
CD68* Monozyten/Makrophagen hingegen nicht. Die in-vitro-Stimulation der PNG mit
XCL1 fuhrte zu einem signifikanten, zeit- und dosisabhangigen Anstieg der IL-8-
Produktion.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das C-Klasse-Chemokin Lymphotaktin in
Fallen von Wegener'scher Granulomatose mit Nierenbeteiligung hauptsachlich in
CD4*- und CD8*-T-Lymphozyten produziert wird. Unter Bertcksichtigung der
bekannten Funktion von XCL1 als lymphozytenspezifisches Chemoattraktans, kénnte
XCL1 eine Schlusselrolle bei der Modulation der T-Zell-Rekrutierung bei WG-
assoziierter rapid progressiver Glomerulonephritis spielen. Darlber hinaus lassen die
vorgenommenen Funktionsuntersuchungen vermuten, dass XCL1 die vaskulare
Entzindung durch die Induktion vermehrter IL-8-Produktion in polymorphkernigen

neutrophilen Granulozyten unterstitzen kénnte.
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