TUTI

Technische Universitat Munchen

I1. Medizinische Klinik und Poliklinik, Abteilung fiir Nephrologie

Die Rolle des Transkriptionsfaktors Statl an der Pathogenese
der Rapid Progressiven Glomerulonephritis

Andrea Theresa Baumgartner

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultét fir Medizin
der Technischen Universitat Miinchen zur Erlangung des akademischen
Grades eines Doktors der Medizin genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Prof. Dr. Ernst J. Rummeny

Prufer der Dissertation: 1. apl. Prof. Dr. Dr. Marcus Baumann
2. Prof. Dr. Dr. h.c. Uwe Heemann

Die Dissertation wurde am 21.11.2017 bei der Technischen Universitat
Minchen eingereicht und durch die Fakultat fiir Medizin am 07.11.2018
angenommen.



Inhaltsverzeichnis

1

T ] L= oY =S PPRP 1
1.1 Rapid Progressive Glomerulonephritis .........ccveeiiriiiieiiiiiiee s 1
1101 UBEISICRt ittt ettt n s 1
1.1.2 Typ | Anti-GBM-Ak Glomerulonephritis .......ccccviiviieeiiiicccreee e 1
1.1.3  Typ HIMmMuNKomMPIEX RPGN ......coiiiiiiiieeiriiiee ettt ee et e e s e e s sivae e 2
1.14 Typ I Pauci-immune RPGN .....coooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeereeeeeee e 2
1.2 Pathogenese der Halbmond-Bildung .........c.ccoeviiiieiiiiiieie e, 2
121 T-Helferzellen ... e e 5
1.2.2  Interferon-y und der Jak/STAT1-SigNAIWEE .....c..coveerieriiirieciee e 6
1.2.3 Die Rolle von Th1 und INterferon-y .......coccceeeee i 6
1.2.4  Die Chemokine MIG und IP-10 .......ccccueiiiiiiiiiiiiiieereeeee e 7
I T T Y- { 1 <1 1 U] o ¥ PSR 8
Material Und Methoden ........couiiiiiii e e e 9
2.1 PatientenkolleKtiVv ........cooiiiiiiiii e 9
D A O T | =] V=T o = YU o V- PRSPPI 9
B T = 1o o 11 | (=TT P T TP P PP 9
2.4 Immunhistochemische FArbuNg........cccveeiiiiiiic e 9
241 IMMUNNISTOChEMIE ..o 9
2,42 LSAB-MEhOGE ......eiiiiiiiieeeeeeeee e e e 10
2.4.3 Durchflihrung der LSAB-Methode ..........oooeveiiiiieee e, 10
24.4 Verwendete REAZENZIEN .....cvv i i it e e reaee e 12
2.5 Beurteilung der gefarbten SChNItte ......cceeieiiiiiiiiiiiieiee e 13
2.6 StatistiSChe AUSWEITUNEG.....vvviiiiiieitrieeee ettt e e e e e e e srrreee e e e e e eeans 13
o ==Y o] 1 YU PURSR 14
3.1 PatientenkolleKtiVv .....coc.eoeiiieeee e 14
3.2  Zusammenhang zwischen MIG- Farbung und Schweregrad der
Glomerulonephritis zum DiagnosezeitPunKt .........ccoeeevvveveeeieeiiiiciirreeeee e 16
3.21 Kreatinin und MIG-Anfarbbarkeit..........ccooiiiiiiiiiiie, 17
3.2.2 Dialysepflichtigkeit und MIG-Anfarbbarkeit........ccccceeeeeeeieiiiiieeeeeeeeeeeennee, 20
3.2.3 Halbmondbildung und MIG-Anfarbbarkeit.........cccoveeeeeiieieiiiiieeeeeee e, 20

3.3  Alter, Geschlecht und MIG-Anfarbbarkeit ..........cooevvueeeiiiiiiiiiiieeeee e 23



3.4  Einflussfaktoren auf die Mig-Farbung........ccooovvivvieiiiiiiiiie e 24

3.5 Krankheitsverlauf und MIG-Anfarbbarkeit ..........cccooieiiiiiiiii 24
351 Kreatinin nach 90 Tagen und MIG-Farbung.........cccoecviveiviiieeeiniiieee e 24
3.5.2 Dialysepflicht nach 90 Tagen und MIG-Farbung..........cccceecvveeeeeciieeeeecieeeens 25

3.6  Einflussfaktoren fir die Entwicklung einer Dialysepficht ......ccccocovveiiviiieeinninnenn. 26
3.6.1 Kreatinin zum DiagnosezeitpunKt.......cccoccvveeeiriiiiiiiiiiee e 26
3.6.2 HalbmondbildUNE ....cooeeoeeeeee e e e 27
3.6.3 V1T G =T o U o =SS 27

3.7  Einflussfaktoren auf das Outcome der Nierenfunktion..........ccccceveviriiincniennnne. 28
371 Kreatinin zum Diagnosezeitpunkt..........cccceveeiieiccciieeeee e 28
3.7.2 HalbmondbildUNG ....cooe oo 28
3.7.3  MIG-FArDUNG ...ceeeieeeeee ettt st s 29

A DISKUSSION ettt ettt ettt et ettt e st e e e bt e e st e e st e e e e bt e e sab e e e eane e e enneeenreas 30
D ZUSAMMENTASSUNG ....eiiiiee ettt et e et e e e e tte e e e et e e e e s abaeeesesataeeeeensaeaeeennraeaeanns 34

LIt rATUIVEIZEICIINIS .ottt e e et e e e et e e e e et e e e e et e e e eeaaeeeenaaesennnnns 35



1 Einleitung

1.1 Rapid Progressive Glomerulonephritis

1.1.1 Ubersicht

Die Rapid Progressive Glomerulonephritis (RPGN) stellt eine seltene Form der
Glomerulonephritis mit unterschiedlicher Athiologie und akutem Verlauf dar.

Die Inzidenz liegt bei <1/100.000/Jahr (Herold 2013, S. 610). Unbehandelt schreitet die
Erkrankung rasch voran und fihrt innerhalb weniger Tage bis Wochen zu einem
Funktionsverlust der Nieren. Klinisch présentieren die Patienten oft Allgemeinsymptome
wie Fieber, Gewichtsverlust und Abgeschlagenheit (Koch und Anton 2000, S. 205), sowie
Hypertonie und Odeme aufgrund der Fliissigkeitsretention. Laborchemisch lassen sich eine
Proteinurie, Hdmaturie, ein Anstieg der Retentionsparameter (Kreatinin, Harnstoff), ein
Abfall der Glomeruléren Filtrationsrate (GFR), sowie erhdhte Entziindungsparameter
(CRP, Leukozyten, BSG) nachweisen. Der Verdacht auf eine RPGN stellt eine absolute
Indikation zur schnellstmdglichen Nierenbiopsie dar. Das hierbei gewonnene Material wird
lichtmikroskopisch, immunhistochemisch und elektronenmikroskopisch untersucht. Hier
lasst sich die fur die RPGN typische Halbmond-Bildung als morphologisches Korrelat der
Nekrosen der glomeruldren Kapillarschlingen, sowie extrakapillarer Proliferationen des
parietalen Epithels der Bowmanschen Kapsel erkennen (Koch und Anton 2000, S. 202).
Immunhistochemisch kdnnen drei Formen der RPGN unterschieden werden.

1.1.2 Typ | Anti-GBM-Ak Glomerulonephritis

Der Typ | ist mit einem Anteil von ca. 10% an allen Formen der seltenste. Hier finden sich
Antikdrper gegen die glomerulare Basalmembran, weshalb er auch als Anti-
Basalmembran-RPGN bezeichnet wird. Diese Antikorper kénnen serologisch und mittels
immunhistochemischer Farbung einer Nierenbiopsie nachgewiesen werden. Bei Letzterer
erkennt man eine lineare Ablagerung von 1gG und Komplementfaktor C3 an der
Basalmembran (Herold 2013, S. 610). Dieser Typ der RPGN l&sst sich in eine seltenere
Form ohne Lungenbeteiligung und eine Form mit Lungenbeteiligung, dem Goodpasture-
Syndrom, unterteilen. Die Lungenbeteiligung entsteht durch die Zerstérung von Alveolen
durch die Anti-Basalmembran-Antikérper und &uRert sich mit Husten, Dyspnoe und

Hamoptysen.



1.1.3  Typ Il Immunkomplex RPGN

Dem Typ 11, der in ca. 40% der Falle vorkommt, liegt eine granuldre Ablagerung von
Immunkomplexen an der glomerularen Basalmembran zugrunde. Die Athiologie dieser
Immunkomplexe ist vielgestaltig. Die haufigsten zugrunde liegenden Erkrankungen sind
eine postinfektiése Genese, bspw. nach einer durch Streptokokken ausgelsten Erkrankung
(Post-Streptokokken-Glomerulonephritis), eine IgA-Nephritis, sowie Systemerkrankungen

wie ein systemischer Lupus Erythematodes oder eine Purpura Schonlein-Henoch.

1.1.4 Typ lll Pauci-immune RPGN

In ca. 50% der Félle liegt ein Typ 111 vor. Dieser beschreibt eine renale Beteiligung
ANCA-assoziierter Vaskulitiden und geht ohne Ablagerung von Immunkomplexen oder
Immunglobulinen einher, weshalb er auch als ,,pauci-immune® bezeichnet wird. Die
zugrunde liegenden Vaskulitiden sind meist eine Wegener-Granulomatose, eine

mikroskopische Polyangiitis oder ein Churg-Strauss-Syndrom.

1.2 Pathogenese der Halbmond-Bildung

Obwonhl die Athiologie sehr vielgestaltig ist, ist das typische histologische Bild der
Halbmondbildung bei allen Formen nachweisbar und pathognomonisch fiir die RPGN.

Im Zentrum der Pathogenese steht die Schadigung der glomeruldren Kapillarschlinge,
welche zellularen und humoralen Entziindungsmediatoren den Durchtritt in den Bowman-

Raum ermdglicht. Wie es zu dieser Schadigung kommt, hangt vom Typ der RPGN ab.

Typ | Anti-GBM-Ak Glomerulonephritis

Hier kommt es, wie bei Autoimmunerkrankungen typisch, zu einem Verlust der
Selbsttoleranz des Immunsystems, in diesem Fall gegeniiber der a3-Kette des Kollagen
Typ IV, ein wichtiger Bestandteil von Basalmembranen, wodurch autoreaktive T-
Lymphozyten entstehen. Diese fiihren via Interaktion mit B-Lymphozyten zur Produktion
der Autoantikorper, meist vom Typ 1gG, welche gegen die nicht kollagene Doméne (NC1)
der a3-Kette des Kollagen Typ IV gerichtet sind (Borza 2007). Schon 1967 konnten Lerner
et al. zeigen, dass diese Autoantikorper fur die Entstehung der Glomerulonephritis von
zentraler Bedeutung sind. Er injizierte aus den Seren erkrankter Patienten gewonnene Anti-
GBM-Antikorper in Affen, welche daraufhin ebenfalls eine Anti-Basalmembran

Glomerulonephritis entwickelten (Lerner et al. 1967). So weisen 87% der Patienten, die



eine histologisch gesicherte Anti-GBM Glomerulonephritis zeigen, Antikdrper gegen die
NC1-Domaéne des Kollagen Typ 1V auf (Jennette 2003). Die zirkulierenden Antikorper
binden nun an die NC1-Doméne und lagern sich dort linear ab. Dass die Bindung nur an
die glomerulére und beim Goodpasture Syndrom zusatzlich an die alveoldre
Basalmembran erfolgt, resultiert aus der Zugéanglichkeit dieser Strukturen fir die
Antikorper. So nimmt man an, dass das Kapillarendothel der Glomeruli aufgrund seiner
Fenestrierung fiir IgG durchléssig ist, welche dadurch die Basalmembran erreichen
kdnnen. Das Endothel der Lungenkapillaren ist normalerweise nicht fur Molekdile der
GroRe von IgG durchléssig, kann aber durch bestimmte Noxen, wie Zigarettenrauch oder
Infekte durchldssiger werden (Borza 2007).

An der Basalmembran gebunden fiihren die Antikorper zur Aktivierung des
Komplementsystems mit Bildung von aktiviertem C3 und C4, von Anaphylatoxinen C3a
und C4a und C5b-9. C3 flihrt zur Aktivierung von Phagozyten und deren Wanderung in
die Glomeruli (Koch und Anton 2000, S. 177-180). Die Anaphylatoxine bewirken eine
Einwanderung von Granulozyten und Monozyten, welche beide ber eine Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und Proteasen zu einer Schadigung der glomeruléren Basalmembran
fihren (Couser 1998). C5b-9 fiihrt abh&ngig von seiner Konzentration am Glomerulum
uber zwei verschiedene Wege zu einer Schédigung der Basalmembran. Liegt es in hoher
Konzentration vor, so bildet es den sogenannten Membranangriffskomplex (MAC),
welcher durch Zelllyse eine glomerulédre Schadigung verursacht. In geringeren
sublytischen Konzentrationen wiederum agiert C5b-9 als potenter Stimulus fir die
Produktion von Sauerstoffradikalen, Proteasen, Prostaglandinen und Zytokinen (Couser
1998).

Typ Il Immunkomplex RPGN

Bei der Immunkomplex RPGN kommt es &hnlich der Anti-GBM Glomerulonephritis zur
Ablagerung von Immunkomplexen an der Basalmembran. Anders als bei dieser Form
kommt es aber nicht zur Bindung eines Antikorpers, der gegen die Basalmembran gerichtet
ist, sondern zur Bindung eines Antigens an die glomerulére Basalmembran. Diese
Antigene sind abh&ngig von der zugrunde liegenden Erkrankung. Beim systemischen
Lupus beispielsweise wurden zahlreiche als Antigen wirkende Strukturen identifiziert. 1zui
et al konnten zeigen, dass DNA Bruchstiicke, welche aus zerstorten Zellen frei werden
kdnnen, eine hohe Bindungsaffinitat zu Kollagen zeigen und so an die Basalmembran

gebunden werden. Hier agieren sie als Antigen und bilden mit Anti-DNA-Antikorpern



Immunkomlexe (lzui et al. 1976). Weiterhin wurden Heparatsulfate (Faaber et al. 1986)
Phospholipide und Histone (Koch und Anton 2000, S. 383) als Antigene identifiziert, mit
welchen die Anti-DNA Antikorper ein Kreuzreaktivitat aufweisen. Analog zur Anti-GBM
Glomerulonephritis fuhrt die Ablagerung von Immunkomlexen an der Basalmembran auch

hier zu einer Komlementaktivierung mit konsekutiver Schadigung der Glomeruli.

Typ I Pauci-immune RPGN

Die bei dieser Form der RPGN vorhandenen antineutrophilen zytoplasmatischen
Antikorper (ANCA) konnten als wichtiger Bestandteil in der Pathogenese identifiziert
werden. Man unterscheidet cCANCA, welche gegen die Proteinase 3 (PR3) gerichtet sind
und pANCA, welche sich gegen die Myeloperoxidase (MPO) richten.

Folgende Hypothese zur Pathogenese der Pauci-immun RPGN wurde aufgestelit:

Im Rahmen eines Infektes werden proinflammatorische Zytokine (TNFa, IL-1. IL-8)
freigesetzt. Diese fuhren zur Translokation von Antigenen wie PR3 auf die Zelloberflache
von Monozyten und Granulozyten, wo sie flir ANCA zugénglich sind. Die Zytokine
bewirken zusétzlich die Bildung von Adhéasionsmolekilen, die zur Bindung von
Monozyten und Granulozyten an den Endothelzellen fiihren. Die Bindung von ANCA an
den Antigenen auf der Zelloberflache fiihrt nun zu einer Degranulation mit Freisetzung von
Sauerstoffradikalen und Proteasen, welche eine Schadigung der glomeruléaren

Basalmembran hervorrufen (Gross et al. 1993).

Die weiteren Schritte in der Pathogenese der Halomondbildung scheinen fir alle Formen
gleich zu verlaufen. Es lassen sich verschiedene Stadien der Halbmonde unterscheiden.
Zellulare Halbmonde stellen den ersten Schritt in der Pathogenese dar und bestehen
hauptsachlich aus zellularen Bestandteilen. Sie kdnnen sich im weiteren Verlauf tiber eine
fibrése Organisation zu fibrosen Halbmonden entwickeln.

Rich stellte 1956 die Hypothese auf, dass die Halomonde aus proliferierenden
Epithelzellen gebildet werden und durch die Schadigung der Kapillaren eingedrungene
Gerinnungsfaktoren eine Rolle dabei spielen (RICH 1956). Dass die Aktivierung des
extrinsischen Gerinnungssystems an der Halomondbildung beteiligt ist, konnte in weiteren
Studien belegt werden. Vassalli et al. wiesen in den Halbmonden Fibrin nach und konnten
ein Ausbleiben der Halbmondbildung durch Behandung mit Warfarin im Tierexeriment

beobachten (Vassalli und McCluskey 1964). Ahnliche Ergebnisse konnten auch durch



Gabe von Heparin beobachtet werden (Halpern et al. 1965). Ebenso flhrte die
Defibrinierung des Plasmas im Tierexperiment zu einer Reduktion der Halbomondbildung
(Naish et al. 1972). Durch einen Defekt in der glomeruléren Kapillaren gelangen
Gerinnungsfaktoren in den Bowmanschen Raum, wo sie tiber Kontakt mit Tissue Factor
aktiviert werden und zur Produktion von Fibrin flhren, eine erh6hte Aktivitat von PAI-1
(Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1) verhindert den Abbau des Fibrins (Grandaliano et al.
2000).Uber eine chemotaktische Wirkung des Fibrins kommt es zur Einwanderung von
Makrophagen in den Bowmanschen Raum (Atkins et al. 1996). Des Weiteren ldsen
eingewanderte aktivierte Gerinnungsfaktoren und inflammatorische Zytokine eine
Zytokinfreisetzung durch glomeruldre Zellen und eingewanderte Leukozyen aus, welche
wiederum zur Einwanderung von Makrophagen fuhrt (Jennette 2003). Makrophagen
kdnnen ebenfalls lokal im Bowmanschen Raum proliferieren. Sie exprimieren
Adhasionsmolekiile, welche die Adhasion an glomerulére Epithelzellen ermdglichen.
Weitere Adhé&sionsmolekiile fihren zur Bindung an Fibrinogen und Fibronektin, welche in
den frihen Stadien der Halbmondbildung nachweisbar sind (Atkins et al. 1996). Weiterhin
kommt es, vermutlich tber Freisetztung von Mitogenen, zur Proliferation der glomerularen
parietalen Epithelzellen (Koch und Anton 2000, S. 203). Makrophagen und Epithelzellen
sind die beiden vorherrschenden Zellarten in den Halbmonden, weiterhin sind auch T-
Zellen nachweisbar.

Uber eine Einwanderung interstitieller Fibroblasten, sowie die Produktion von
Extrazellularmatrix durch die proliferierenden parietalen Epithelzellen kommt es zum

fibrésen Umbau der zelluldren Halbmonde (Jennette 2003).

Neuere Studien beschaftigten sich mit der Rolle der T-Zellen in der Pathogenese der
Halbmondbildung und deuten darauf hin, dass die Halbmondbildung die Folge einer Thl-
vermittelten Reaktion dhnlich einer Uberempfindlichkeitsreaktion vom Spéttyp ist
(Holdsworth et al. 1999).

1.2.1 T-Helferzellen

CD4+-T-Helferzellen lassen sich anhand ihres Zytokinmusters in zwei Untergruppen
einteilen, die Th1- und Th2-Zellen. So produzieren Th1-Zellen Interferon-y (IFNy),
Interleukin-2 (IL-2) und Tumor Nekrose Faktor B (TNFp). Aulerdem bewirken sie die

Aktivierung von Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen und sind maRgeblich an der



Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ IV (Spattyp) und der Abwehr intrazellularer
Erreger beteiligt. Th2-Zellen produzieren andererseits die Interleukine (IL)- 4, IL-5 und
IL-10 und sind fiir die IgE/Mastzell-vermittelte Uberempfindlichkeitsreaktion vom
Soforttyp (Typ 1) wichtig. Des Weiteren vermitteln sie Uber IL-4 die Aktivierung von B-
Zellen und somit die Antikorperproduktion (Mosmann und Coffman 1989; Romagnani
1995).

1.2.2 Interferon-y und der Jak/STAT1-Signalweg

Interferon-y (IFN-v) ist ein proinflammatorisch wirksames Zytokin aus der Gruppe der
Interferone. Es wird vorwiegend von CD8+-T-Zellen, CD4+-Th1-Zellen und Natural
Killer Zellen (Otani et al. 1999), aber auch von einigen anderen Zellarten wie
Endothelzellen (Wei et al. 2000) und auch renalen, v.a. tubuléren Zellen (Timoshanko et
al. 2002) gebildet. Seine vielfaltigen Effekte umfassen die Aktivierung von Makrophagen,
die Hochregulierung der Expression von MHC-I- und MHC-11-Molekdilen, Zytokinen und
Adhasionsmolekiilen, sowie die Beeinflussung der Differenzierung von CD4+-T-Zellen
hin zu einem Th1-Subtyp (Schroder et al. 2004). Diese Effekte entfaltet IFN-y iiber den
sogenannten Jak/STAT-Pathway und beruhen auf der Aktivitat des Transkriptionsfaktors
signal transducer and activator of transcription (STAT)-1.

IFN-y bindet hierbei an seinen Rezeptor, welcher aus zwei Untereinheiten besteht (IFN-
yR1 und IFN-yR2), an diesen gebunden sind jeweils eine Januskinase (Jak)-1 und -2. Die
Bindung am Rezeptor verursacht eine Konformationsanderung dessen, welche die Jak2
aktiviert und zu einer Autophosphorylierung fiihrt. Die aktivierte Jak2 wiederum lost die
Phosphorylierung und Aktivierung der Jak1 aus. Die aktivierte Jak1 erzeugt tiber die
Phosphorylierung von Tyrosinresten an den beiden IFN-yR1 zwei Andockungsstellen fur
Statl. Durch Bindung von Statl an diesen Stellen, werden die Momomere phosphorysiert
und zu Homodimeren, welche von der Bindungsstelle dissoziieren und in den Zellkern
wandern. Hier binden sie an sogenannte Interferon-y Aktivierungsstellen (GAS), iiber die
sie die Transkription IFN-y-abhangiger Gene regulieren (Darnell et al. 1994).

1.2.3  Die Rolle von Th1 und Interferon-y

Huang et al. untersuchten die Rolle von Th1 und IFN-y an der experimentell ausgeldsten
Glomerulonephritis im Tiermodell. Sie konnten zeigen, dass Tiere, welche vorwiegend ein
Th1-Reaktionsmuster aufwiesen, eine starkere Halbmondbildung zeigten als diese mit

Th2-Reaktionsmuster. In diesen Halbmonden fanden sich T-Zellen, Makrophagen und



Fibrin, alle Komponenten einer Th1-Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ IV. Die Tiere
zeigten auBBerdem hohere IFNy-Titer und die Gabe von anti-IFNy-Antikorpern fuhrte zu
einer signifikanten Reduktion der glomeruléren Schadigung, sowie der Halbmondbildung
(Huang et al. 1997). Diese Erkenntnisse konnten in weiteren Studien bekréftigt werden. So
entwickelten IFNy-defiziente Mduse, bei denen experimentell eine Glomerulonephritis
ausgeldst wurde, weniger Halbmonde, wiesen weniger CD4+-T-Zellen, Makrophagen und
Fibrin in den Glomeruli auf und zeigten einen weniger schweren Krankheitsverlauf als
Mause vom Wildtyp (Kitching et al. 1999; Timoshanko et al. 2002). Die
Halbmondbildung ist also Folge einer Th1l-assoziierten Reaktion &hnlich der
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Spattyp und IFN-y ist das maBgeblich beteiligte
Zytokin.

Ahnliche Ergebnisse brachten Studien zur Lupusnephritis. Tiere mit defizientem IFN-y
Rezeptor zeigten ein verlangertes Uberleben und bildeten keine Glomerulonephritis aus
(Haas et al. 1997; Haas et al. 1998; Schwarting et al. 1998). Ebenso konnte durch
Behandlung mit IFN-y-Antikdrpern die Einwanderung von T-Zellen und Makrophagen in
die Glomeruli verhindert und die Schwere der Glomerulonephritis herabgesetzt werden
(Ozmen et al. 1995).

1.2.4 Die Chemokine MIG und IP-10

Das Monokine induced by Interferon-y (MIG) und interferone-induced protein of 10kDa
(IP-10), heutzutage auch als CXCL9 und CXCL10 bezeichnet, sind strukturell und
funktionell verwandte Chemokine (chemotaktisch wirkende Zytokine). Sie entfalten ihre
Wirkung uber einen gemeinsamen Rezeptor, CXCR3 (Sgadari et al. 1997), welcher
ausschliel3lich auf aktivierten T-Zellen und NK-Zellen vorhanden ist (Charles R. Mackay
1996). Wie aus ihrer urspriinglichen Bezeichnung schon hervorgeht, werden die beiden
Chemokine IFN-y-abhéngig via dem Jak/STAT-Pathway induziert (Farber 1990), ihre
Produktion kann u.a. durch viszerale Epithelial- und Mesangialzellen erfolgen (Gomez-
Chiarri et al. 1993; Romagnani et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass CXCR3 und
seinen Liganden MIG und IP-10 eine wichtige Rolle in der Rekrutierung von aktivierten T-
Zellen zu Orten Thl-vermittelter Entziindung zukommt. Campanella et al. entwickelten ein
in vivo Modell, welches die Wanderung von ins Peritoneum von Mé&usen eingebrachte
aktivierte (und somit CXCR3-exprimierende) T-Zellen hin zu den Luftwegen, in welche
IP-10 installiert wurde, beobachtete. Sie zeigten, dass die Wanderung der T-Zellen

abhéangig von der Interaktion zwischen CXCR3 und seinem Liganden verlief (Campanella



et al. 2008). Eine weitere Studie wies nach, dass die Blockade von CXCR3 mit einem anti-
CXCR3-Antikorper die Migration von aktivierten T-Zellen zum Ort einer Entziindung
hemmt (Xie 2003).

Eine verstéarkte Expression von MIG und IP-10 wurde in verschiedenen Geweben mit
entziindlicher Aktivitat gefunden, darunter auch in Tiermodellen der Glomerulonephritis (
Tang et al. 1995;Segerer und Alpers 2003) . Ebenso zeigte sich ihr Rezeptor CXCR3 in
glomeruléren Strukturen, v.a. auf den Mesangialzellen von Patienten mit proliferativer
Glomerulonephritis stark exprimiert. Darlber hinaus konnte beobachtet werden, dass MIG
und IP-10 eine Proliferation von Mesangialzellen bewirken. Daraus l&sst sich schlieRen,
dass die Chemokine nicht nur insofern an der Entstehung der Glomerulonephritis und der
Halbmonde beteiligt sind, dass sie die Migration von aktivierten T-Zellen an den Ort der
Entzindung bewirken, sondern auch direkt die Proliferation der Mesangialzellen

induzieren (Romagnani et al. 1999).

1.3 Fragestellung

Da die biologischen Effekte von IFN-y auf der Aktivierung des Jak/STAT-Signalweg und
der Aktivitdt von STAT1 beruhen, kénnten die Daten aus den bisherigen Studien, die die
Rolle einer Thl-gesteuerten, IFN-y-abhangigen Reaktion an der Entwicklung von
Glomerulonephritiden mit Halbmondbildung bewiesen, ein Hinweis auf die Rolle des
Jak/STAT- Pathways in der Pathogenese dieser Erkrankungen sein. Da bisherigen Daten
zufolge dem Zytokins Mig eine maligebliche Rolle in der Entwickung von
Glomerulonephritiden mit Halbmondbildung zukommt, und dieses uber den Jak/Stat1-
Signalweg exprimiert wird, wurde dessen Expression als Marker fur die Statl- Aktivitat
herangezogen. Es wurden 25 Nierenbiopsien von Patienten mit rapid progressiver
Glomerulonephritis immunhistochemisch mit einem MIG-Antikorper angeféarbt. Das Mal
der Farbung der Glomeruli wurde dann mit klinischen und laborchemischen Befunden

korreliert.



2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv setzt sich aus 25 Patienten zusammen, welche im Zeitraum der Jahre
2009-2013 aufgrund einer Rapid progressiven Glomerulonephritis am Klinikum rechts der
Isar behandelt wurden. Die Diagnose wurde mittels einer Nierenbiopsie gestellt, welche in

der Abteilung fur Nephropathologie am Universitatsklinikum Erlangen ausgewertet wurden.

2.2 Datenerfassung

Die flr die Auswertung verwendeten klinischen und laborchemischen Daten wurden aus
der Kklinikinternen Datenbank entnommen.

Die histologischen Befunde der Biopsien wurden aus den Akten der Patienten entnommen.

2.3 Biopsate

Die flr diese Arbeit angeféarbten und untersuchten Biopsate wurden in Form von
Paraffinblocken in der Pathologie des Univeritatsklinikums Erlangen aufbewahrt und zur

Verfligung gestellt.

2.4 Immunhistochemische Farbung

2.4.1 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine Methode, mit welcher spezifische Antigene in einem
Gewebe mithilfe einer Antigen/Antikorper-Reaktion nachgewiesen werden konnen.

Man unterscheidet eine direkte und eine indirekte Methode. Bei der direkten Methode wird
ein Antikorper verwendet, an den ein Marker, beispielsweise eine Peroxidase gebunden ist.
Dieser Antikorper bindet nun spezifisch an das Antigen von Interesse und I6st durch den
Marker eine Farbreaktion aus, welche unter dem Lichtmikroskop betrachtet werden kann.
Bei der indirekten Methode werden nun zwei Antikorper verwendet. Der erste Antikorper
ist nicht markiert und bindet analog der direkten Methode spezifisch an das Antigen. Der
zweite Antikorper ist markiert, bindet spezifisch an den ersten Antikdrper und 16st

wiederum eine sichtbare Farbreaktion aus (Dabbs 2013, S. 1-6).



2.4.2 LSAB-Methode

Fur diese Arbeit wurde eine indirekte immunhistochemische Methode verwendet, die
sogenannte labelled streptavidin-biotin (LSAB) Methode. Diese macht sich die Eigenschaft
des Proteins Avidin zunutze, vier Bindungsstellen fur Biotin mit hoher Affinitat zu diesem
zu besitzen. In einem ersten Schritt bindet ein Antikdrper (hier ein anti-MIG/CLCX9-,
bzw. IP-10/CLCX10-Antikdrper) spezifisch an das zu untersuchende Antigen (hier
MIG/CLCX9, bzw. IP-10/CLCX10) der Gewebeprobe. Als nachstes wird der zweite
Antikorper, an welchen Biotin gebunden ist, hinzugegeben. Dieser bindet wiederum
spezifisch an den ersten Antikorper und dient so als Briicke zwischen diesem und einem im
nachsten Schritt hinzugegebenen Komplex aus einem Enzym (hier Horseradish-
Peroxidase) und Streptavidin, welcher nun an die freien Bindungsstellen des Biotins
binden kann. Als letzten Schritt wird zur Sichtbarmachung des so entstandenen Komplexes
ein Substrat hinzugegeben, welches von dem Enzym in ein sichtbares Produkt

umgewandelt wird (Guesdon et al. 1979).

2.4.3  Durchfihrung der LSAB-Methode

Zunachst wurden aus den Paraffinblocken die Schnitte angefertigt, auf einen Objekttrager
aufgebracht und iber Nacht bei 37°C getrocknet. Als néchstes wurden die Objekttréger auf
einem Farbegestell zur Entfernung des Paraffins fir 10 Minuten in einen Behalter mit
Xylene getaucht, dieser Schritt wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Daraufhin wurden
die Schnitte fir jeweils 2 Minuten zuerst zweimal in eine 100%-ige, dann je einmal eine
96%-ige und eine 70%-ige Ethanollésung getaucht, um das Ethanol auszuwaschen und das
Gewebe zu rehydrieren. Zur Entfernung des restlichen Ethanols wurden die Schnitte dann
noch einmal 2 Minuten in destilliertes Wasser getaucht.

Als ndchstes wurden 500ml Target retrieval solution 2x10 Minuten bei 750W in der
Mikrowelle vorgewarmt und zusammen mit den Objekttragern in eine Plastikbox gegeben.
Diese wurde wiederum flr 3x5 Minuten bei 350W in der Mikrowelle erwarmt und
anschlieBend bis zum Erreichen von Raumtemperatur mindestens 30 Minuten abkuhlen
lassen. Dann wurden die Schnitte in 1x TBS Puffer gewaschen und mit einem Pap Pen
(Kisker) umfahren. Nun wurden die Schnitte in einer feuchte Kammer plaziert und 100ul
Peroxidase und Alkaline Phosphatase blocking reagent hinzugegeben, um die endogene
Peroxidase und alkalische Phosphatase zu blockieren. Die Schnitte wurden daraufhin flr
10 Minuten in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte das
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Waschen der Schnitte fur 3x5 Minuten in 1x TBS Puffer pH 7,6. Zur Blockade
unspezifischer Proteinbindungsstellen wurde jeweils ein Tropfen Proteinblock serum free
auf jeden Objekttréager gegeben und diese bei Raumtemperatur nochmals fir 10 Minuten
inkubiert. AnschlieBend wurde die tberschissige Flissigkeit aller Schnitte mit Ausnahme
der Negativkontrolle mit Hilfe eines Papiertuches entfernt und 100l des anti-
MIG/CLCX9-1gG, bzw. anti-IP-10/CLCX10 Antikorpers aufgebracht und die Schnitte bei
Raumtemperatur flr eine Stunde in einer feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden
diese (inklusive der Negativkontrolle) fir 3x5 Minuten in 1xTBS Puffer gewaschen, 100u
des Horseradish-Peroxidase (HRP-POD) conjugated (mit Meerrettich-Peroxidase
konjugiert) biotinylated anti-rabbit IgG aufgebracht und fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Danach erfolgte erneut das Waschen
flir 3x5 Minuten in 1xTBS Puffer. Nun wurden 100ul Horseradish-Peroxidase Streptavidin
auf alle Schnitte inkl. Der Negativkontrolle hinzugegeben und diese fiir weitere 30
Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Nun wurden 100l
ImMmPACT DAB peroxidase substrate hinzugegeben und die Schnitte nochmals 5 Minuten
inkubiert. Als ndchstes wurden die Objekttrager wieder auf dem Farbegestell plaziert und
fur 5 Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. Dann wurden die Zellkerne
gegengefarbt. Hierzu wurden die Schnitte fir 2 Minuten in Meyers Hamalaun gegeben,
anschlieBend fir 5 Minuten unter laufendes Leitungswasser gehalten um die Farbung zu
stabilisieren, hierbei erfolgte die Farbanderung von dunkelrot zu blau. Dann wurden die
Schnitte mittels jeweils 2x2 mindtigem Bad in zundchst 70%-igem, dann 96%-igem und
100%-igem Ethanol dehydriert und mit Ethanol versetzt. Dieser wurde daraufhin in einem
Bad mit Xylene fiir 3x5 Minuten wieder entfernt. Die Schnitte wurden nun mit Roti-
Histokitt bedeckt und tber Nacht getrocknet.

Diese Methode farbt die MIG/CLCX9-, bzw. IP-10/CLCX10-positiven Bereiche braun und
die Zellkerne blau an.
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2.4.4 Verwendete Reagenzien

Peroxidase and Alkaline
Phosphatase Blocking
Reagent

10x Target Retrieval
Solution Citrate pH6
Biotin Blocking System
Avidin Solution

Biotin Blocking System
Biotin Solution
Proteinblock Serum free
10x TBS Puffer:

24,29 Tris (Roth) und 80g
Natriumchlorid (Sigma)
1x TBS Puffer

rabbit anti-MIG/CLCX9 IgG
rabbit anti-1IP10/CLCX10
Biotinylated anti rabbit 1gG,
HRP —POD conjgated
Horseradish Peroxidase
(HRP —PQOD) Streptavidin
IMmPACT DAB peroxidase

substrate

Xylene

Mayers Hamalaun
70% Ethanol

96% Ethanol
100% Ethanol
Rotihistokitt

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

DAKO

Genetex

Abcam

Vector

Vector

Vector

Roth

Tab. 1: Verwendete Reagenzien

12

Ready to use

100ml mit 900ml aqua dest.
verdlnnt

Ready to use

Ready to use

Ready to use

Bis pH 7,6 erreicht mit aqua
dest. (bis zu 1000ml)
auffullen

100ml 10x TBS Puffer in
900ml aqua dest. verdlinnt
1:200 in 1x TBS verdunnt
1:50 in 1x TBS verdunnt
1:50 in 1x TBS verdunnt

1:100 in 1x TBS verdinnt

Iml ImmPACT Diluent + 1
Tropfen ImMmPACT DAB
Chromogen concentrate, gut
vermischt

Ready to use

Ready to use

Ready to use

Ready to use

Ready to use

Ready to use



2.5 Beurteilung der gefarbten Schnitte

Die angefarbten Nierenschnitte wurden unter einem Lichtmikroskop der Firma
OLYMPUS, Modell BX40 mit 10- und 40-facher VergrolRerung betrachtet. Die Expression
von MIG, bzw. IP-10 in den Glomeruli wurde semiquantitativ in vier Grade eingeteilt:
Grad I: < 25% Anférbbarkeit (schwache Expression)

Grad Il: 25-50% Anfarbbarkeit (geringe Expression)

Grad Il1: 50-75% Anférbbarkeit (mittlere Expression)

Grad IV: 75-100% Anférbbarkeit (starke Expression).

Diese Einteilung bezieht sich auf eine Positivkontrolle, welche 100% Anfarbbarkeit

entspricht.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels IBM SPSS Statistics 20 fiir Windows. Die
Beschreibung des Patientenkollektivs erfolgte mittels Methoden der deskriptiven Statistik.
Der Vergleich der Mittelwerte zweier Gruppen erfolgte mittels T-Test bei unabhangigen
Stichproben, wurden mehr als zwei Gruppen betrachtet mittels einfaktorieller ANOVA.
Unter Zuhilfenahme der Post-Hoc-Analyse wurde im Anschluss die Signifikanz von
Abweichungen in den Mittelwerten untersucht.

Zur Uberpriifung einfacher Zusammenhange wurde die Korrelation verwendet. Die
Analyse erfolgte zum einen bivariat, um die Korrelation zwischen zwei Variablen zu
untersuchen und partiell, um zudem den Effekt einer oder mehrerer zusatzlichen Variablen
zu untersuchen.

Um festzustellen, welche Variablen einen Einfluss auf die MIG-Farbung aufwiesen,
wurden lineare Regressionsanalysen durchgefihrt.

Zuletzt erfolgte mittels Cox-Analyse die Untersuchung des Einflusses unabhéngiger
Faktoren auf den Eintritt der Dialysepflicht, bzw. schlechter Nierenfunktion (Kreatinin >
2mg/dl) nach 90 Tagen.

Das Signifikanzniveau wurde auf < 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv setzt sich aus 25 Patienten zusammen, die im Zeitraum von 2009
bis 2013 am Klinikum rechts der Isar mithilfe einer Nierenbiopsie die Diagnose Rapid
Progressive Glomerulonephritis erhielten. VVon diesen 25 Patienten waren 13 weiblich und
12 ménnlich. Die Altersverteilung ist annahernd normalverteilt, der Mittelwert des Alters
zum Zeitpunkt der Diagnose betrégt 52,3 Jahre mit einer Standardabweichung von 17,2.
Die Altersverteilung bei den weiblichen und méannlichen Patienten war sehr dhnlich, bei
den weiblichen Patienten betrug der Mittelwert 52,6 Jahre mit einer Standardabweichung
von 16,3 und bei den ménnlichen Patienten 51,9 Jahre mit einer Standardabweichung von
18,8.

4= m Mean = 52,28
Std. Dev. = 17,16
W =25

~
|

0 T T T T
o] 20 40 G0 a0 100

Alter um Diagnosezeitpunkt

Abb 1: Altersverteilung des Patientenkollektivs
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Anzahl Mittelwert  Standardabweichng Minimum Maximum

mannlich | 12 51,9 18,8 16 73
weiblich | 13 52,6 16,3 28 79
gesamt 25 52,3 17,2 16 79

Tab.2: Altersverteilung des Patientenkollektivs nach Geschlecht

Die Patienten konnten anhand der Biopsien in die unterschiedlichen Grunderkrankungen,
welche der Rapid Progressiven Glomerulonephritis zugrunde liegen, eingeteilt werden.
Kein Patient wies eine Anti-Glomeruldre-Basalmembran-Antikorper Glomerulonephritis
(Typ 1) auf, bei 9 Patienten wurde eine Immunkomplexablagerung (Typ I1) und bei 16
Patienten eine Pauci-Immune Glomerulonephritis (Typ I11) festgestellt. Bei den
mannlichen Patienten wiesen jeweils 6 einen Typ |1, sowie 6 einen Typ Il auf. Die
weiblichen Patienten zeigten in nur 4 Fallen einen Typ 11, in 9 einen Typ I1l. Auch beim
Alter zeigten sich Unterschiede in der Grunderkrankung. Zum Diagnosezeitpunkt betrug
das mittlere Alter bei Typ 11 39,4 Jahre und bei Typ 111 59,5 Jahre.

Anzahl Mittelwert Standardabweichung Minimum Maximum

Typ 1l 9 39,4 12,8 16 52
Immunkomplex-
Ablagerungen

Typ 11 pauci- 16 59,5 15,2 28 79
immune
gesamt 25 52,3 17,2 16 79

Tab. 3: Verteilung der Grunderkrankung nach Alter zum Diagnosezeitpunkt

Zur Beurteilung der Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Diagnose wurde der Kreatininwert
herangezogen. Hierbei zeigte sich ein Mittelwert von 5,1 mg/dl mit einer
Standardabweichung von 3,9. Bei den weiblichen Patienten betrug der Mittelwert 4,4
mg/dl und bei den mannlichen Patienten 5,8 mg/dl.

Beim Alter zeigten sich kaum Unterschiede in der Verteilung des Kreatininwerts. GroRere
Unterschiede waren bei der Grunderkrankung zu erkennen, hier zeigte sich ein Mittelwert
von 3,2 mg/dl bei Typ Il und von 6,1 mg/dl bei Typ III.
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Anzahl Mittelwert Standardabweichung Minimum Maximum

Typ Il 9 3,2 3,0 0,6 10,2
Immunkomplex-
Ablagerungen

Typ 11 pauci- 16 6,1 41 0,7 15,1
immune
gesamt 25 51 3,9 0,6 15,1

Tab. 4: Kreatinin in Abhdngigkeit von der Grunderkrankung

Um beurteilen zu kdnnen, welche Qualitét die untersuchten Biopsate aufwiesen, wurden
die Anzahl der angeschnittenen Glomeruli, sowie die Anzahl der angeschnittenen
Glomeruli mit Halomondbildung als Parameter herangezogen. Im Mittel waren 16,4
Glomeruli angeschnitten, nur in 4 Féllen wurden weniger als 10 Glomeruli getroffen,
davon einmal 6 in dreimal 9. Eine Zahl gréRer/gleich 10-15 Glomeruli gilt als ein gutes
Préparat, jedoch kdnnen meist auch 6-10 Glomeruli ausreichen (Amann und Haas 2006).

Daher wiesen alle untersuchten Biopsate eine gute bis ausreichende Qualitat auf.

3.2 Zusammenhang zwischen MIG- Farbung und Schweregrad der
Glomerulonephritis zum Diagnosezeitpunkt

Zur Beurteilung, inwieweit das Ausmal? der immunhistochemischen MIG-Farbung mit
dem Schweregrad der RPGN korrelierte, wurde die Anfarbbarkeit der Glomeruli mit
Halbmondbildung betrachtet und diese in vier Gruppen eingeteilt:

Grad 0: keine Anférbbarkeit

Grad I: < 25% Anfarbbarkeit

Grad I1: 25-50% Anfarbbarkeit

Grad I1I: 50-75% Anféarbbarkeit

Grad IV: 75-100% Anférbbarkeit

Die Angaben beziehen sich auf eine Positivkontrolle, welche der Anférbbarkeit von 100%
entspricht.

AnschlieRend wurde der Zusammenhang zwischen dem Ausmal der Anfarbbarkeit und
dem Kreatininwert zum Diagnosezeitpunkt, der Notwendigkeit einer Dialyse zum

Diagnosezeitpunkt, sowie dem prozentualen Anteil der Glomeruli mit Halbmondbildung
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an der Gesamtzahl der Glomeruli im untersuchten Biopsat als Faktoren fur die Schwere der
Erkrankung betrachtet.

3.2.1 Kreatinin und MIG-Anfarbbarkeit

Es wurde zuerst der Zusammenhang zwischen MIG-Anférbbarkeit und Kreatininwert
betrachtet. Hier zeigten sich die in Tabelle 5 dargestellten Mittelwerte fur Kreatinin nach
MIG-Anfarbbbarkeit aufgetrennt.

Anfarbbarkeit Anzahl Mittelwert  Standardabweichung Minimum  Maximum
<25% 11 3,2 3,0 0,6 10,8
25-50% 9 7,1 49 0,8 15,1
50-75% 2 7,1 1,0 6,4 7,8
gesamt 22 51 4,2 0,6 15,1

Tab. 5: Zusammenhang zwischen Kreatinin zum Diagnosezeitpunkt und MIG-
Anfarbbarkeit

Da auffiel, dass sich die Werte fiir Kreatinin bei einer Anfarbbarkeit < 25% stark von
denen > 25% unterschieden, die Werte zwischen 25-50% und 50-75% aber kaum, wurde

zusétzlich ein T-Test auf unabhingige Variablen fiir Anfarbbarkeiten <25% und > 25%

durchgefihrt.
MIG-Féarbung Anzahl Mittelwert  Standardabweichung
Halbmonde
Kreatinin zum <25% 11 3,2 3,0
Diagnosezeitpunkt | >25% 11 7,1 4,4

Tab. 6: T-Test zum Vergleich des mittleren Kreatinin-Wertes nach MIG-
Anférbbarkeit

Hierbei zeigte sich eine Signifikanz (p-Wert) von 0,03, d.h. die Mittelwerte der
Kreatininkonzentration zum Diagnosezeitpunkt unterscheiden sich signifikant zwischen
den beiden Gruppen MIG-Anfarbbarkeit < 25% und > 25%. Daraus lasst sich schlief3en,
dass eine starkere M1G-Anféarbbarkeit mit einem hohen initialen Kreatinin korreliert.
Dies bestatigte sich ebenso in der Korrelationsanalyse nach Spearman. Hierbei zeigte sich
eine statistisch signifikante positive Korrelation zwischen der MIG-Féarbung und dem
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Kreatinin-Wert. Um zu ermitteln, ob dieser Zusammenhang unabhangig von Geschlecht
und Alter bestand, wurde zusétzlich die partielle Korrelation unter Beriicksichtigung dieser
Faktoren durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass die Korrelation unabhangig vom Geschlecht
weiterhin statistisch signifikant bestand. Wurde das Alter mit einbezogen, war der

Zusammenhang knapp nicht mehr signifikant, bestand aber weiterhin noch.

Korrelation Korrelationskoeffizient nach Spearman  p-Wert
MIG-Farbung und Kreatinin 0,52 0,01
Unter Berticksichtigung des 0,44 0,04
Geschlechts
Unter Berticksichtigung des 0,42 0,06
Alters

Tab. 7: Korrelation zwischen Kreatinin und MIG-Féarbung

Zur Darstellung dieses Zusammenhangs wurde ein Streudiagramm (s. Abb.2) angefertigt.
Hier war ein positiver Zusammenhang zwischen dem Kreatinin-Wert bei Diagnosestellung
und der MIG-Féarbung zu sehen.

Da in der Korrealationsanalyse ein Einfluss des Alters bei Diagnose auf den
Zusammenhang zwischen der MIG-Férbung und dem Kreatinin zu bestehen schien,
wurden zur weiteren Uberpriifung, ob die Korrelation ein Effekt des Alters war, jeweils ein
Streudiagramm fir den Zusammenhang zwischen Alter und Kreatinin, bzw. der MIG-
Farbung angefertigt, s. Abb. 3. Es fallt ein positiver Zusammenhang zwischen Alter und
Kreatinin, bzw. der MIG-Farbung auf, jedoch ist dieser mit einem R? =0,02 gering
ausgepragt. Daraus lasst sich schliel3en, dass das Alter zwar zu der positiven Korrelation
zwischen Kreatinin und MIG-Férbung beitréagt, aber nicht ausschlaggebend dafiir

verantwortlich ist.
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Kreatinin zum Diagnosezeitpunkt

MIG-Firbung der Halbmonde
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Abb. 2: Zusammenhang zwischen Kreatinin und MIG-Farbung
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Abb. 3: Korrelation zwischen Alter und Kreatinin, bzw. MIG-Féarbung
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3.2.2 Dialysepflichtigkeit und MIG-Anfarbbarkeit

Als Néachstes wurde der Zusammenhang zwischen der Notwendigkeit einer
Dialysebahandlung und des Grades der MIG-Férbung betrachtet. Zum Diagnosezeitpunkt
waren 7 Patienten dialysepflichtig und 15 nicht dialysepflichtig. Bei den dialysepflichtigen
Patienten waren in einem Fall im gefarbten Schnitt keine Halbmonde zu erkennen. Die
ubrigen sechs Schnitte zeigten eine mittlere Anfarbbarkeit von 2,17. Die nicht
dialysepflichtigen Patienten wiesen in zwei Fallen keine Halbmonde im gefarbten Schnitt
auf, die tbrigen 16 Schnitte zeigten eine mittlere Anféarbbarkeit von 1,28.

Dialysepflichtigkeit Anzahl Mittelwert Standardabweichung
Farbung Ja 6 2,2 0,8
Nein 16 1,4 0,5

Tab. 8: T-Test zum Vergleich der mittleren Anféarbbarkeit nach Dialysepflicht zum
Diagnosezeitpunkt

Mit einem p-Wert von 0,09 zeigte sich der Unterschied in der Anfarbbarkeit zwischen den
Schnitten der dialysepflichtigen und nicht dialysepflichtigen Patienten nicht statistisch

signifikant.

3.2.3 Halbmondbildung und MIG-Anfarbbarkeit

Glomeruli mit Halbomondbildung

Weiterhin wurde untersucht, ob das Ausmal3 der Bildung von Halbmonden in den
Glomeruli mit der MIG-Anfarbbarkeit korrelierte. Hierfur wurde der prozentuale Anteil
der Glomeruli mit Halomondbildung an allen angeschnittenen Glomeruli im MIG
gefarbten Praparat herangezogen.

Farbung  Anzahl Mittelwert  Standardabweichung Minimum  Maximum
<25% 11 0,3 0,3 0,1 1
25-50% 9 0,6 0,3 0,2 1
50-75% 2 0,4 0,1 0,3 0,4
gesamt 22 0,4 0,3 0,1 1

Tab. 9: Zusammenhang zwischen Halbmondbildung und MIG-Anfarbbarkeit
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Hierbei zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert 0,03) zwischen der
Gruppe mit einer Anfarbbarkeit <25%, in welcher durchschnittlich 25,36% der
angeschnittenen Glomerui eine Halbmondbildung zeigte, und der Gruppe mit einer
Anférbbarkeit von 25-50%, in welcher durchschnittlich 55,67% der angeschnittenen

Glomeruli eine Halbmondbildung aufwies.
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=25% Anfarbbarkeit 25-50% Anfarbbarkeit S0-75% Anfarbbarkeit
MIG-Fiirbung Halbmonde

Abb. 4: Zusammenhang zwischen Halbmondbildung und MIG-Anféarbbarkeit
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Glomeruli ohne Halbmondbildung

Ebenso wurde flr die Glomeruli, welche keine Halbmonde ausgebildet hatten verfahren.
Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen. Eine
geringer ausgepragte Farbung korrelierte demzufolge nicht mit einem héheren Anteil an

Glomeruli ohne Halbmondbildung.

Farbung Anzahl Mittelwert  Standardabweichung Minimum  Maximum
<25% 11 0,8 0,2 0,4 0,9
25-50% 8 0,7 0,3 0,2 1
50-75% 3 0,7 0,1 0,6 0,8
gesamt 22 0,73 0,2 0,2 1

Tab. 10: Zusammenhang zwischen Anteil der Glomeruli ohne Halbmondbildung und
deren MIG-Anféarbbarkeit
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Abb. 5: Zusammenhang zwischen Anteil der Glomeruli ohne Halbmondbildung und
deren MIG- Anféarbbarkeit

3.3 Alter, Geschlecht und MIG-Anfarbbarkeit

Zwischen dem Alter zum Diagnosezetpunkt und des Ausmalies der MIG-Anfarbbarkeit
wurde kein signifikanter Zusammenhang gefunden. Zwar wiesen die Patienten mit einer
Anférbbarkeit < 25% tendenziell ein geringeres Durchschnittsalter von 51,2 Jahren auf als
diese mit einer Anfarbbarkeit > 25%, hier betrug das Durchnittsalter 56,1 Jahre, jedoch war
dieser Unterschied mit einem p-Wert von 0,48 nicht statistisch signifikant.

Ebenso konnte kein signifikanter Unterschied zwischen ménnlichen und weiblichen

Patienten in der MIG-Farbung gefunden werden.
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3.4 Einflussfaktoren auf die Mig-Farbung

Zur Uberpriifung, inwieweit der Kreatinin-Wert, das Alter, das Geschlecht und die
Grunderkrankung einen Einfluss auf die Auspragung der MIG-Féarbung haben, wurde fur

jede dieser unabhangigen Variablen eine einfache lineare Regressionsanalyse

durchgefihrt.
Regressionskoeffizient  Standardfehler = Signifikanz g2
B
Kreatinin 0,07 0,03 0,04 0,2
Alter 0,01 0,01 0,6 0,02
Geschlecht -0,02 0,3 0,9 0,0
Grunderkrankung 0,34 0,3 0,3 0,06

Tab. 11: lineare Regressionsanalyse

Hier zeigte sich nur der Kreatinin-Wert signifikant. Das heif3t, dass von den hier gewahlten
unabhéngigen Variablen Kreatinin, Alter, Geschlecht und Grunderkrankung nur der
Kreatinin-Wert einen Einfluss auf die Auspragung de MIG-Férbung hat. Statistisch
betrachtet steigt pro Anstieg des Kreatinins um 1 mg/dl die Farbung um 0,07. Anhand des
korrigierten R2 sieht man aufRerdem, dass 20% der Varianz in der MIG-Férbung durch den

Kreatinin-Wert erklart werden kann.

3.5 Krankheitsverlauf und MIG-Anfarbbarkeit

Zur Beurteilung des Zusammenhangs zwischen dem Ausmal’ der MIG-Féarbung und dem
Krankheitsverlauf wurden je 90 Tage nach Diagnose der Kreatinin-Wert, sowie die
Notwendigkeit einer Dialysebehandlung betrachtet.

3.5.1 Kreatinin nach 90 Tagen und MIG-Farbung

Wie auch schon bei den Werten zum Diagnosezeitpunkt zeigten sich hohere
Kreatininwerte bei den Patienten mit einer Anféarbbarkeit von >25% im Gegensatz zu
denen <25%. Die Werte bei 25-50% und 50-75% unterschieden sich kaum.
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Farbung  Anzahl Mittelwert ~ Standardabweichung Minimum  Maximum

<25% 11 1,7 1,2 0,6 4.8
25-50% 9 3,7 3,2 0,8 9,4
50-75% 2 3,7 1,7 2,5 49
Gesamt 22 2,7 2,4 0,6 9,4

Tab. 12: Kreatinin nach MIG-Anfarbbarkeit

Auch hier wurde daher ein T-Test durchgefthrt, der in eine Gruppe mit Anfarbbarkeit
<25% und >25% unterschied.

MIG-Farbung Anzahl Mittelwert Standardabweichung
Halbmonde

Kreatinin <25% 11 1,7 1,2

nach 90

Tagen >25% 11 3,7 3,0

Tab. 13: T-Test zum Vergleich des Kreatinins nach MIG-Anfarbbarkeit

Es zeigte sich auch hier mit einem p-Wert von 0,05 knapp nicht statistisch signifikant
hohere Werte flr Kreatinin in der Gruppe mit starkerer Anfarbbarkeit.

3.5.2 Dialysepflicht nach 90 Tagen und MIG-Farbung

Zusétzlich wurde betrachtet, bei wie vielen Patienten 90 Tage nach Diagnosezeitpunkt eine
Dialysepflicht bestand. Dies war bei flinf Patienten der Fall. VVon diesen Finf war in einem
gefarbten Biopsat kein Halbmond zu erkennen, die tbrigen Vier wiesen eine mittlere
Anfarbbarkeit von 1,75 auf. In der nicht-dialysepflichtigen Patientengruppe waren in zwei
der Falle keine Halbmonde sichtbar, die Gbrigen 18 Schnitte wiesen eine mittlere
Anfarbbarkeit von 1,56 auf.
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Dialysepflicht ~ Anzahl Mittelwert Standardabweichung
nach 90 Tagen

MIG-Farbung

Halbmonde & k LS Us

Nein 18 1,6 0,7

Tab. 14: T-Test zum Vergleich der MIG-Anfarbbarkeit nach Dialysepflichtigkeit

Mit einem p-Wert von 0,61 war dieser Unterschied nicht statistisch signifikant.

3.6 Einflussfaktoren fur die Entwicklung einer Dialysepficht

Um festzustellen, welche Faktoren in der Entwicklung einer Dialysepflichtigkeit eine Rolle
spielen, wurde fur verschiedene mdgliche Einflussfaktoren eine Cox-Regression
durchgefiihrt.

3.6.1 Kreatinin zum Diagnosezeitpunkt

Signifikanz  Exp(B) 95% Konfidenzintervall fur Exp(B)

Kreatinin zum

Diagnosezeitpunkt 001 L 1,1;1,7

Tab. 15: Cox-Regression Ausgangs-Kreatinin

Es zeigte sich mit einem p-Wert von 0,01 ein signifikanter Einfluss des Ausgangswertes
fur Kreatinin auf die Entwicklung einer Dialysepflicht.

Zusétzlich wurde ein Cut-off des Kreatininwertes festgelegt und der Test ebenso hierfiir
durchgefihrt. Der Cut-off wurde analog der MEPEX-Studie auf 5,8 mg/dl, bzw.

500 pmol/l festgelegt (Jayne et al. 2007).

Signifikanz Exp(B) 95%-Konfidenzintervall fur Exp(B)

Kreatinin >5,8mg/dl 0,27 134,1 0,02; 797739,4

Tab. 16: Cox-Regression Kreatinin >5,8mg/dl
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Dieses Ergebnis erwies sich nicht als statistisch signifikant.

3.6.2 Halbmondbildung

Zur Uberpriifung, ob die Anzahl der Halbmonde in der entnommenen Nierenbiopsie einen
Einfluss haben kdnnte, wurde die Cox-Regression mit dem Faktor des prozentualen Anteils
der Glomeruli mit Halomonden an den gesamten angeschnittenen Glomeruli untersucht.

Signifikanz Exp(B) 95%-Konfidenzintervall fir Exp(B)

Prozentualer Anteil 0.14 13.2 0,4; 426,4
der Glomeruli mit

Halbmondbildung

Tab. 17: Cox-Regression Halbmondbildung

Auch hier zeigte sich kein signifikantes Ergebnis.

3.6.3 MIG-Farbung

Signifikanz Exp(B) 95%-Konfidenzintervall fir Exp(B)

MIG positive 0,08 1,3 0,9;1,9
Halbmonde

Tab. 18: Cox-Regression MIG-positive Halbmonde

Die MIG-Anfarbbarkeit wurde weiterhin in eine Gruppe mit schwacher (Grad 1) und eine
Gruppe mit starker (Grad I1 und I11) Anférbbarkeit eingeteilt.

Signifikanz  Exp(B) 95%-Konfidenzintervall fur Exp(B)

MIG-Farbung >50% | 0.6 1.8 0,2;19,9

Tab. 19: Cox-Regression Grad der MIG-Féarbung
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3.7 Einflussfaktoren auf das Outcome der Nierenfunktion

Ebenso wie fur die Entwicklung einer Dialysepflicht wurden Faktoren tberprift, welche
flr das Outcome der Nierenfunktion eine Rolle spielen konnten. Die Nierenfunktion wurde
anhand des Kreatinin-Wertes nach 90 Tagen beurteilt. Es wurden zwei Gruppen gebildet,
eine Gruppe mit guter Erholung der Nierenfunktion nach 90 Tagen und eine Gruppe,
welche nach 90 Tagen eine schlechte Nierenfunktion aufwies. Der Cut-off wurde auf einen
Kreatinin-Wert von 2,0 mg/dl festgelegt. Die Patienten, welche zum Zeitpunkt der
Bestimmung des zweiten Kreatinin-Wertes eine Dialyse erhielten, wurden in der Analyse

nicht berlcksichtigt.

3.7.1 Kreatinin zum Diagnosezeitpunkt

Signifikanz Exp(B) 95%-Konfidenzintervall fur Exp(B)

Kreatinin zum 0,2 1,2 09;15
Diagnosezeitpunkt

Tab. 20: Cox-Regression: Kreatinin zum Diagnosezeitpunkt

3.7.2 Halbmondbildung

Ebenso wie oben auch wurde fir die Analyse der prozentuale Anteil der Glomeruli mit

Halbmondbildung an allen angeschnittenen Glomeruli herangezogen.

Signifikanz Exp(B) 95%-Konfidenzintervall fir Exp(B)

Prozentualer Anteil | 0,8 15 0,1;17,1
der Glomeruli mit
Halbmondbildung

Tab. 21: Cox-Regression: Halbmondbildung
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3.7.3 MIG-Farbung

Signifikanz Exp(B) 95%-Konfidenzintervall fir Exp(B)

MIG-positive 1,0 1,0 0,7;1,5
Halbmonde

Tab. 22: Cox-Regression MIG-positive Halbmonde

Die MIG-Anfarbbarkeit wurde wieder in eine Gruppe mit schwacher (Grad I) und eine
Gruppe mit starker (Grad Il und I11) Anférbbarkeit eingeteilt und hierfir die Cox-
Regression bestimmt.

Signifikanz Exp(B) 95%-Konfidenzintervall fur Exp(B)

MIG Farbung = | 0:3 2,5 0,5; 12,9
50%

Tab. 23: Cox-Regression Grad der MIG-Farbung

Es erwiesen sich alle untersuchten Faktoren als nicht statistisch signifikant fur die
Entwicklung einer schlechten Nierenfunktion nach 90 Tagen.
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4  Diskussion

Das morphologische Korrelat der rapid progressiven Glomeulonephritis ist die Ausbildung
von glomeruldaren Halbmonden. Zahlreiche Studien konnten belegen, dass der
Halbmondbildung eine Thl-vermittelte Reaktion zugrunde liegt und IFN-y hierbei
mafgeblich beteiligt ist (Huang et al. 1994; Holdsworth et al. 1999; Kitching et al. 1999).
Fur das Chemokin Mig, wessen Produktion IFN-y-abhéngig tber den Jak/Stat1-Signalweg
induziert wird, konnte gezeigt werden, dass es in den Glomeruli von Patienten mit
Halbmondbildung vorhanden war (Tang et al. 1995; Segerer und Alpers 2003), von
glomeruléren Zellen produziert werden konnte und vermutlich an der Ausbildung der
Halbmonde direkt beteiligt war (Romagnani et al. 2002).

Uber den Zusammenhang dieser beiden Signalwege in der Entwicklung des realen
Schadens in der rapid progressiven Glomerulonephritis ist bisher wenig bekannt. Diese
Arbeit untersucht anhand des Expressionsmusters des Chemokins Mig in Nierenbiopsien
erkrankter Patienten, inwieweit dieses mit der Krankheitsaktivitat korreliert und ob daraus
Rickschlisse auf die Beteiligung des Jak/Stat1-Signalwegs gezogen werden kdnnen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine erhéhte Expression von Mig in
Glomeruli von Patienten mit rapid progressiver Glomerulonephritis unterschiedlicher
Athiologie vorhanden war. Zum Vergleich wurden nach dem gleichen Farbeprotokoll
angeférbte Biopsien von nierengesunden Patienten betrachtet. Hier zeigte sich keine
Anférbbarkeit. Diese Ergebnisse stehen in Einklang zu Studien, welche eine erhdhte
Expression von Mig in Glomeruli von Patienten mit proliferativer Glomerulonephritis
(Romagnani et al. 2002) und experimentell ausgeldster Glomerulonephritis im Tiermodell
( Tang et al. 1995; Segerer und Alpers 2003) zeigten. Der Grad der Farbung wurde
semiquantitativ eingeteilt und mit klinischen, laborchemischen und histologischen
Parametern korreliert. Es zeigte sich eine positive Korrelation zwischen der Farbung und
der Krankheitsaktivitdt zum Diagnosezeitpunkt, sowie teilweise zum Krankheitsverlauf.
Ein zwar nicht statistisch signifikanter, aber erwahnenswerter Zusammenhang zeigte sich
fur die Zahl Mig-positiver Halbmonde als Faktor fur die Entwicklung einer Dialysepflicht
nach 90 Tagen.
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Zusammenhang zwischen Mig-Farbung und Krankheitsaktivitat zum Diagnosezeitpunkt

Zuné&chst wurde der Zusammenhang zwischen der immunhistochemischen MIG-Féarbung
und dem Schweregrad der Erkrankung zum Diagnosezeitpunkt betrachtet. Als Faktoren zur
Einschétzung des Schweregrades wurden der Ausgangswert fiir Kreatinin, die
Notwendigkeit einer Dialysebehandlung, sowie die Anzahl der Glomeruli mit
Halbmondbildung in der jeweiligen enthnommenen Biopsie herangezogen. Es zeigte sich
ein statistisch signifikanter Unterschied fur den Kreatinin-Wert in den Gruppen mit einer
MIG-Anfirbbarkeit < 25% und > 25%. Ein hoher Ausgangswert von Kreatinin korrelierte
mit einer starkeren MIG-Anfarbbarkeit. Dieser Zusammenhang bestand unabhangig von
Alter und Geschlecht. Er konnte in der linearen Regressionsanalyse ebenfalls bestatigt
werden. Hier zeigte sich, dass der Kreatinin-Wert ein Einflussfaktor auf die Auspragung
der Mig-Farbung zu sein schien.

Zwischen den Patienten mit und ohne initiale Dialysepflicht zeigte sich zwar kein
signifikanter Unterschied (p-Wert=0,09), aber ein Trend in die Richtung, dass eine initiale
Dialysepflicht mit einer starkeren MIG-Farbung einherging, war durchaus beobachtbar.
Hierbei ist zu beachten, dass zum Diagnosezeitpunkt nur sieben Patienten dialysepflichtig
waren und von diesen einer im gefarbten Schnitt keine Halbmonde aufwies und somit nicht
in die Auswertung miteinbezogen wurde. Daher ware es notig, die Analyse mit einem
groReren Patientenkollektiv zu wiederholen, um aussagekraftigere Ergebnisse zu erhalten.
Betrachtet man die Halbmondbildung der Glomeruli, so zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Biopsaten mit einer MIG-Anfarbbarkeit < 25%
und > 25%. Patienten, welche viele Halbmonde aufwiesen, zeigten demnach eine stirkere
Farbung.

Die Expression von Mig zeigte sich also zusammenfassend umso ausgepragter, je hoher
die Krankheitsaktivitat war. Dies spricht fir einen Zusammenhang zwischen der
Produktion von Mig und der Krankheitsaktivitat. Die Beobachtungen bestétigen die
Ergebnisse von Romagnani et. al, welche eine verstarkte Expression des CXCR3-
Rezeptors, uber welchen Mig seine Wirkung entfaltet auf Mesangialzellen von Patienten
mit proliferativer Glomerulonephritis zeigten (Romagnani et al. 1999). Hier tragt Mig zur
inflammatorischen Reaktion bei, indem es T-Zellen, insbesondere des Subtyps Th1l zum
Ort der Entziindung lockt ( Xie et al. 2003; Campanella et al. 2006). Es wurde weiterhin
gezeigt, dass Mig nicht nur als Lockstoff fiir T-Zellen zum Ort der Entziindung dient,
sondern auch eine Proliferation von Mesangialzellen in vitro auslésen kann (Romagnani et
al. 2002; Wornle et al. 2004).
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Mig Farbung und Krankheitsverlauf

Als nédchstes wurde der Schweregrad der Erkrankung 90 Tage nach Diagnose betrachtet
und dieser in Zusammenhang mit der Auspragung der MIG-Farbung zum
Diagnosezeitpunkt gesetzt. Als Parameter fur den Schweregrad wurden wie oben der
Kreatinin-Wert und die Notwendigkeit einer Dialysebehandlung je 90 Tage nach Diagnose
herangezogen. Hierbei zeigte sich ein an der Grenze des Signifikanzniveaus liegender (p-
Wert 0,05) Zusammenhang zwischen einem hohen Kreatinin und einer starken MIG-
Farbung. Kein signifikanter Zusammenhang war zwischen Dialysepflicht und starker
Anférbbarkeit zu erkennen. Hierzu sollte man jedoch beachten, dass nur finf Patienten
nach 90 Tagen dialysepflichtig waren, von welchen einer keine Halbomonde im
untersuchten Praparat aufwies und daher nicht in die Analyse miteinbezogen wurde. Hier
brauchte man ein grofi3eres Patientenkollektiv, um aussagekraftigere Werte erheben zu
konnen.

Zuletzt wurde der Einfluss mehrerer Faktoren auf das Eintreten einer Dialysepflicht, und
einer schlechten Nierenfunktion nach 90 Tagen untersucht.

Dialysepflicht

Es zeigte sich, dass ein hoher initialer Wert des Serum-Kreatinins ein statistisch
signifikanter Einflussfaktor auf die Entwicklung einer Dialysepflicht war.

Ein nahe an der Signifikanzgrenze liegendes Ergebnis (p-Wert=0,08) konnte bei der
Anzahl der MIG-positiven Halomonde als Einflussfaktor beobachtet werden. Keinen
Einfluss auf die Entwicklung einer Dialysepflicht zeigten laut der statistischen Auswertung
die Anzahl der Halomonde im untersuchten Préparat, sowie die Starke der Mig-Férbung.
Auch hier muss wieder beachtet werden, dass nur fiinf Patienten nach 90 Tagen
dialysepflichtig waren. Daher kann man die Ergebnisse zwar als Anhaltspunkt nehmen, in
welche Richtung der Trend gehen kdnnte, jedoch misste man die Analyse mit einem
groReren Patientenkollektiv wiederholen, um dies zu bestatigen.

Kreatinin

Hier wurden ebenso der Wert fiir Kreatinin zum Diagnosezeitpunkt, die Anzahl der
Halbmonde im Praparat, die Anzahl der Mig-positiven Halomonde, sowie der Grad der
Anfarbbarkeit als Einflussfaktoren auf die Entwicklung einer schlechten Nierenfunktion
mit Kreatinin > 2 mg/dl untersucht. Diese Faktoren erwiesen sich allesamt als nicht

signifikant.

32



Schlussfolgerungen

Aus den Ergebnissen l&sst sich schlieRen, dass Mig zumindest teilweise an der
Pathogenese der glomerularen Schadigung bei der rapid progressiven Glomerulonephritis
beteiligt ist und ein positiver Zusammenhang zwischen der Expression von Mig in den
Glomeruli und der Krankheitsaktivitat besteht.

Da die Produktion von Mig Uber die Aktivierung des Jak/Stat1-Signalweges erfolgt, lasst
sich aus der Expression von Mig eine Beteiligung dieses Signalweges schlie3en.

Dies steht in Einklang zu Ergebnissen anderer Studien, welche zeigten, dass die
glomerulédren Schéaden auf einer Entziindungsreaktion beruhen, bei welcher vor allem T-
Zellen des Typs Th1 beteiligt sind. Diese Zellen produzieren das Zytokin IFN-y, welchem
ebenso eine zentrale Rolle in der Pathogenese zukommt (Huang et al. 1997; Kitching et al.
1999). IFN-y wiederum entfaltet seine Wirkungen {iber den Jak/Stat1- Signalweg und
konnte im Fall der rapid progressiven Glomerulonephritis eine vermehrte Produktion von
Mig und weiteren Zytokinen ausldsen. Moglicherweise kommt es hierdurch zu einem
Kreislauf, welcher die Entziindungsreaktion aufrechterhalt und verstarkt: die Th1l-Zellen
produzieren IFN-y, welches den Jak/Stat1-Weg aktiviert. Dieser fuhrt zu einer Produktion
von Mig, welches wiederum Th1-Zellen anlockt.

Li et al kamen im Tiermodell zu dem Ergebnis, dass der Jak/Stat-Signalweg an der Genese
der renalen Schadigung bei durch Adriamycin experimentell ausgeldsten Nephropathie
beteiligt ist und dessen Hemmung durch einen gegen die Januskinase 2 gerichteten
Antikorper eine Besserung der Nierenfunktion, sowie eine geringere histologisch sichtbare
Schédigung zur Folge hatte (Li et al. 2007). Dies bestétigt die Beteiligung dieses
Signalweges an der Entstehung renaler Schadigungen.

Zwar missten weitere Untersuchungen an einem gréReren Patientenkollektiv und mit
neuen experimentellen Herangehensweisen durchgefiihrt werden, um die Hypothese, dass
dem Jak/Stat1-Signalweg Uber die Expression von Mig eine Rolle in der Pathogenese des
glomeruléaren Schadens bei der rapid progressiven Glomerulonephritis zukommt zu
belegen, doch deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass dies der Fall sein
konnte.
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5 Zusammenfassung

Die rapid progressive Glomerulonephritis ist eine seltene, aber unbehandelt rasch zum
Funktionsverlust der Nieren filhrende Erkrankung unterschiedlicher Athiologie. Eine
schnellstmdgliche Diagnosestellung mittels Biopsie ist essentiell. In der Biopsie erkennt
man die Bildung von sogenannten glomeruldren Halbomonden, welche das histologische
Korrelat der Nekrosen der glomerularen Kapillarschlingen darstellen.

Der Entstehung der glomeruléren Halbomonde liegt laut mehreren Studien eine Thl
vermittelte Reaktion dhnlich einer Uberempfindlichkeitsreaktion von Spattyp, zugrunde
und Interferon-y ist hierbei mafgeblich beteiligt. Andere Studien, welche sich auf die Rolle
der Chemokine an der Halomondentstehung konzentrierten, konnten zeigen, dass das
Chemokin Monokine induced by Interferon-y (Mig) und sein Rezeptor CXCR3 bei
Patienten mit Halbmonden in der untersuchten Biopsie vermehrt exprimiert waren. Diese
Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, ob der Jak/Stat1-Signalweg, tGber welchen
Interferon-y seine Wirkungen entfaltet und die Produktion von Mig gesteuert wird, an der
Entstehung der Halomonde beteiligt ist. Es wurden 25 Biopsien von Patienten mit rapid
progressiver Glomerulonephritis mit einem Mig-Antikorper angefarbt und die Mig-
Expression mit klinischen, laborchemischen und histologischen Parametern korreliert. Hier
zeigte sich, dass alle Biopsien der erkrankten Patienten Mig-positive Glomeruli aufwiesen,
zum Vergleich untersuchte Biopsien nierengesunder Patienten jedoch nicht. Die Farbung
von Mig zeigte eine positive Korrelation mit dem initialen Wert fur Kreatinin, der
Notwendigkeit einer Dialysebehandlung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, sowie der
Anzahl der glomeruldren Halbmonde in der Biopsie. Eine starke Mig-Farbung ging also
mit einer hohen initialen Krankheitsaktivitat einher. Des Weiteren war eine Korrelation mit
dem Kreatinin-Wert 90 Tage nach Diagnose zu sehen.

Da die Produktion von Mig Uber den Jak/Stat1-Signalweg induziert wird, l1&sst sich aus den
hier gewonnenen Ergebnissen auf eine Beteiligung dieses Weges an der Entstehung der

glomeruléren Halbmondbildung schlielen.
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