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1. Arbeitshypothese und Fragestellung 

 

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine schubweise verlaufende, chronisch-entzündliche 

Autoimmunerkrankung, die nahezu jedes Organsystem betreffen kann. Aufgrund seiner vielfältigen 

Symptome und sehr unterschiedlichen Ausprägungen gilt der SLE immer noch als „medizinisches 

Chamäleon“. Einer der prognostisch wichtigsten Faktoren ist die Nierenschädigung, meist als Folge 

der Lupusnephritis. 

Dabei stellt die Infiltration von T-Zellen und Monozyten ein charakteristisches Merkmal der humanen 

und der experimentellen Lupusnephritis dar. Insbesondere der Th1-Immunantwort wird eine zentrale 

Rolle bei der Regulation renaler Entzündungsprozesse zugeschrieben. Generell spielt die Molekül-

familie der Chemokine und der Chemokin-Rezeptoren eine zentrale Funktion bei der zielgerichteten 

Migration von Leukozyten. In dieser Arbeit wird im etablierten Mausmodell der Lupusnephritis (MRL-

FAS lpr) der Verlauf von Chemokin-Rezeptor-5-gendefizienten MRL Mäusen mit MRL „Wildtyp Tie-

ren“ hinsichtlich der T-Zellinfiltration, Nierenfunktion, Proteinurie, histologischen Parametern und 

der systemischen Immunantwort verglichen. Ziel dieser Untersuchungen ist es, ein besseres Verständ-

nis der in vivo Bedeutung des CCR5 bei Glomerulonephritiden zu erzielen. 
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2. Einleitung 
2.1 Einführung  

Die Nierenbeteiligung (Lupusnephritis) im systemischen Lupus erythematodes (SLE) ist für die Patien-

ten von prognostisch ungünstiger entscheidender Bedeutung, da sie erheblichen Einfluss auf die Mo-

bilität und Mortalität hat. Sie betrifft etwa 70% der SLE-Patienten (Cameron, 1999; Schwarting, 2008) 

und hat ein breites Spektrum an Verlaufsformen: von asymptomatischer Mikrohämaturie bis hin zum 

rapidprogressiven akuten Nierenversagen (Schwarting, 2008). Histologisch unterscheidet man beim 

SLE zwischen glomerulären, tubulointerstitiellen und vaskulären Manifestationen. 

Dabei stehen die glomeruläre Veränderungen, bedingt durch die Immunkomplex-Ablagerungen, im 

Vordergrund (Schwarting, 2008). In diesem Zusammenhang wird den einwandernden T-Helferzellen 

(CD4+) eine besondere Rolle zugeschrieben (Tipping et al., 2006). Bei den T-Helferzellen kann man 

zwischen Th1- und Th2-Zellen unterscheiden. Die Th1-Antwort kennzeichnet sich durch die Produkti-

on von INF , IL2 und TNF-alpha aus, bei der Th2-Antwort ist es die Produktion von IL4 und IL13 (Sal-

lusto et al., 2000). Darüber hinaus wird noch ein Einfluss von IL17 produzierenden TH17-Zellen disku-

tiert (Steinman, 2007).  Beim SLE wird angenommen, dass gerade die eingewanderten Th1-Zellen den 

Entzündungsprozess verstärken und somit letztendlich den glomerulären Gewebsschaden vorantrei-

ben (Tipping et al., 2005). Bevor es aber zu einer Ausweitung der Entzündungsreaktion kommt, müs-

sen die Th1-Zellen mittels Chemotaxis in das entsprechende Gewebe navigiert werden.  

 

 

Die zielgerichtete Migration von Leukozyten zu den Entzündungsherden, wird durch die Molekülfa-

milien der Chemokine und Chemokinrezeptoren reguliert. Es konnte bereits in Tiermodellen gezeigt 

werden, dass die Expression von Chemokin mit der Infiltration von Leukozyten assoziiert ist. Durch 

Chemokinneutralisation bzw. bei Chemokindefizienten  Tieren kam es zu einer verminderten renalen 

Infiltration von Entzündungszellen  (Panzer et al., 2001; Lloyd et al., 1997; Tesch et al., 1999) und ent-

sprechend zu geringeren glomerulären Läsionen (Lloyd et al., 1997, Schneider et al., 1999).  

Chemokinrezeptoren werden differentiell in unterschiedlichen Effektor-T-Zellen exprimiert. Th1-

Zellen exprimieren vorwiegend die Rezeptoren CXCR3, CXCR6, CCR1 und CCR5 auf ihrer Oberfläche, 

demgegenüber exprimieren Th2-Zellen CCR3, CCR4 und CCR8 (Sallusto et al., 2000). Der genaue Ein-
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fluss der einzelnen Chemokinrezeptoren bei der Rekrutierung und Regulation der verschiedenen  

T-Zell-Populationen in der Niere und letztendlich ihre genaue Bedeutung bei der glomerulären Schä-

digung ist bisher nicht vollständig geklärt. 

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des Chemokinrezeptors CCR5 in MRL/MpJ-FAS lpr (MRL/lpr) Mäu-

sen – einem etablierten Maus-Modell für die Lupusnephritis – zu untersuchen.  
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2.2 Prävalenz, Inzidenz und klinische Manifestation des SLE 

Der Lupus erythematodes ist eine systemische Autoimmunerkrankung. Die Prävalenz wird in der Lite-

ratur für Europa mit ca. 50 pro 100.000 Einwohnern angegeben (divergiert je nach der ethnischen Zu-

gehörigkeit), die jährliche Inzidenz mit 5 bis 10 pro 100.000 Einwohnern, wobei im Verhältnis deutlich 

mehr Frauen als Männer (Verhältnis 10:1) betroffen sind (Herold, 2010). 

Die Diagnose wird nach den Kriterien des  American College of Rheumatology (ACR) gestellt. Für eine 

entsprechende Diagnose müssen mindestens 4 der 11 Kriterien simultan oder in Serie erfüllt sein (Tan 

et al., 1982; Hochberg., 1997).  

 

Klassifikationskriterien sind: 

1. Schmetterlingsexanthem 

2. Diskoides Exanthem 

3. Photosensibilität 

4. Orale Ulcera (Orale und / oder nasopharyngeale Ulcera) 

5. Arthritis (Non-erosive Arthritis, von mindestens 2  Gelenken)  

6. Serositis (Pleuritis, Perikarditis)  

7. Nephropathie (Proteinurie, > 0,5 g/d oder zelluläre Zylinder) 

8. ZNS-Beteiligung (Psychosen, zerebrale Anfälle) 

9. Hämatologische Veränderungen  

                 (hämolytische Anämie, Leukopenie, Lymphopenie, Thrombozytopenie ) 

10. Immunologische Störungen (Anti-dsDNA, Anti-Sm-Antikörper) 

11. Antinukleäre Antikörper (ANA) 

 

Laborchemisch können unter anderem noch folgende Autoantikörper nachgewiesen werden: ANA, 

dsDNA, SM, U1RMP, Ribosomales P, PCNA, RO, LA, RA33, Cardiolipin und Rheumafaktor. Wobei die 

Ausprägung sehr variabel sein kann, es können aber auch nur einzelne Autoantikörper vertreten sein 

(Pezzutto et al 2007). Die Bandbreite an Symptomen (siehe  ACR Kriterien) und die Fülle an Labormar-



2. Einleitung  

 5 

kern verdeutlicht, wie weit gefächert und komplex der SLE ist. Die Ätiologie und Pathogenese sind 

bisher nicht vollständig geklärt. 

 

2.3 Lupusnephritis 

Prognostisch wichtigster Faktor beim SLE ist die Nierenschädigung, meist als Lupusnephritis, die sich 

in Form einer Glomerulonephritis darstellt. Bereits bei Diagnosestellung findet man bei 25-50% der 

SLE-Patienten pathologische Veränderungen des Urinsediments oder der Nierenfunktion, die im Ver-

lauf bei 60-80%  der Patienten nachweisbar werden. Histologisch lassen sich bei 70-80% dieser Patien-

ten bereits am Anfang Nierenveränderungen nachweisen (Pollak et al., 1964; Cameron, 1999; Schwart-

ing, 2008). Die Bandbreite an Verlaufsformen ist sehr breit: von asymptomatischer Mikrohämaturie bis 

hin zum Nierenversagen (Schwarting, 2008). Histologisch lassen sich 6 verschiedene Formen der glo-

merulären Schädigungen der Lupusnephritis (LN) klassifizieren.  

  

Klassifikation Lupusnephritis:  

(International Society of Nephrology / Renal Pathology Society; Mod. nach Weening et al., 2004) 

 
Klassifikation Histologie 

I Minimale mesangiale LGN 
II Mesangioproliferative LGN 
III Fokale LGN (<50% der Glomeruli) aktiv / sklerosiert, segmental oder global 
IV Diffuse LGN (>50% der Glomeruli) aktiv / sklerosiert, segmental oder global 
V Membranöse LGN 
VI Sklerosierte LGN (>90% der Glomeruli)  

[LGN Lupus-Glomerulonephritis] 

 

Die histologische Beurteilung gibt einerseits Aufschluss über den Krankheitsverlauf, anderseits be-

stimmt sie maßgeblich den Therapieansatz. 
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TTherapieempfehlungen  
(Zusammenfassung nach Schwarting 2008) 
 
Histologie 
LN-Klassifikation 

Therapie 

I Keine immunsuppressive Therapie 
II Keine immunsuppressive Therapie 
III Bei klinischer Aktivität: analog zu Typ LN IV 
IV Induktion: Low-dose-Cyclophosphamid oder Mycophenolatmofetil  

Remission: Mycophenolatmofetil oder Azathioprin  
V Optimierte Begleittherapie (Angiotensinblockade etc.) Bei nephrotischem Syn-

drom und/oder Kreatininanstieg: Ciclosporin, Mycophenolatmofetil, Cyclo-
phosphamid 

VI Keine immunsuppressive Therapie mehr, supportive Maßnahmen   
 

Eine Prognoseabschätzung ist komplex und richtet sich nach dem Verlauf sowie dem Therapieanspre-

chen. Auch wenn sich die diagnostischen und therapeutischen Möglichkeiten enorm verbessert haben, 

ist eine kurative Therapie nicht möglich. Ziel muss es bleiben, die Krankheit in ihrer Pathogenese bes-

ser zu verstehen und somit neue Therapieansätze zu entwickeln. 

 

2.4 Pathogenese des SLE 

Die Ätiologie und Pathogenese der SLE sind im Einzelnen bisher noch nicht vollständig verstanden. 

Immunologisch wird der SLE als Typ-III-Reaktion aufgefasst. Für die Pathogenese der SLE werden vier 

Hauptmechanismen diskutiert, hinzu kommt noch eine genetische Komponente. Dazu zählen: 

 

- Erhöhte Mengen an nukleären Antigenen, die durch eine Fehlregulation der Apoptose ent-
stehen sowie durch einen Defekt in der Clearance von apoptotischen Partikeln.  

 
- Posttranslationale Modifikationen von Autoantigenen, die dadurch Neoantigene entstehen 

lassen, sowie die Präsentation von kryptischen Proteinpartikeln.  
 

- Stimulation von B-und T-Lymphozyten, die zur Produktion von Autoantikörpern führt sowie 
„Epitope spreading“.  

 
- Entstehung von Immunkomplexen und Ablagerung dieser in Organen mit entsprechender 

Entzündungsreaktion.  
 

- Genetische Faktoren der Antigenbeseitigung, Auslösung von Toleranz und organspezifischer 
Ausprägungen der Autoimmunität.  
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Bei SLE-Patienten findet man zumeist Antikörper gegen nukleäre Strukturen: Nucleosome, snRNT 

und RO-Partikel (Gröne et al 2008). Die Nucleosomen bestehen aus Histonen (H2A, H2B, H3, H4) und 

DNA (160 Nucleotidpaare) und stellen damit eine Struktureinheit des Chromatins dar (Tax et al 1995). 

Bei der Apoptose einer Zelle entstehen so genannte „Bleds“, die Chromatinpartikel enthalten. Die 

Bleds sollten normalerweise kurz danach abgeräumt und phagozytiert werden. Bei SLE-Patienten 

kommt es aber zu einer Störung der Clearance apoptotischer Bleds/Partikel (Gröne et al 2008; Dieker et 

al 2002). Die nicht abgeräumten Zytoplasma-Bleds brechen auf und freies Chromatin kann austreten, 

dieses initiiert über TLRs die Reifung der dendritischen Zellen (Gröne et al 2008; Mohan et al 1993). 

Begünstigt wird es dabei auch durch den Verlust der CR1-Rezeptoren auf dem Erythrozyten (Wolf 

2004). Dies sollte man vor dem Hintergrund einer Fehlregulation der Apoptose bei SLE-Patienten be-

trachten (Schiller et al., 2007; Herrmann et al., 1998; Lorenz et al., 2002). 

Die bei der Apoptose entstandenen Chromatinpartikel, zum Beispiel Nucleosomen, weisen eine erhöh-

te Immunogenität auf (Gröne et al., 2008; Mortensen et al., 2008). Dendritische Zellen präsentieren 

nucleosomenassoziierte Partikel und führen so zu einer Aktivierung von T-Helferzellen.  

B-Lymphozyten können ihrerseits Antigene autoreaktiver T-Zellen präsentieren, so dass es zur Aus-

weitung der Immunantwort, im Sinne des „Epitope spreading", kommt (Pezzutto et al., 2007). Die 

akti-vierten T-Zellen regen letztendlich B-Zellen zur Antikörperproduktion gegen Nucleosomen, be-

ziehungsweise Kernbestandteilen, an. Die dabei entstehenden Antigenen-Antikörper-Komplexe zir-

kulieren und lagern sich in Organen ab (zum Beispiel in den Glomeruli) oder bilden sich in situ (s.u.) 

(Gröne et al 2008; Kalaaji et al., 2006; Kramers et al., 1994) . Darüber hinaus gibt es noch die Möglich-

keit, dass sich Antikörper gegen die Gewebsbestandteile direkt richten (Schiller et al., 2007; Hanrotel-

Saliou et al., 2010). Des Weiteren gibt es eine eindeutige Korrelation zwischen Histonenkompatibili-

täts-Antigenen-Expression auf MHC II und der Disposition zum SLE (zum Beispiel DR2, GQβ1, AZH 

bei der Nephritis). Dabei wird angenommen, dass MCH II-Partikel des eigenen Organismus präsentiert 

und aufgrund ihrer kryptischen Struktur als Antigen erkannt werden (Gröne et al., 2008). Als eine wei-

tere Möglichkeit wird die posttranslationale Modifikation von Proteinen bei der Apoptose diskutiert 

(Schiller et al., 2003; Casciola-Rosen, 1999). Im Verlauf bilden die polyklonal stimulierten B-Zellen 

nicht nur Antikörper gegen Kernbestandteile, sondern auch Antikörper gegen Antigene des Zytoplas-

ma, der Zellmembran und Gerinnungsfaktoren. Dabei kommt es zu einer herabgesetzten  
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B-Zellantwort auf Mitogene sowie zu einer reduzierten Antikörperbildung gegen Fremdantigene 

(Wolf, 2004). Ebenfalls bekannt sind: 

 - eine veränderte T-Zellfunktion,  

 - Lymphopenie,  

 - eingeschränkte IL2-Produktionen, 

- vermehrt zirkulierende IL2-Rezeptoren,  

 - verminderte Bildung CD8-positiver T-Zellen, 

- reduzierte T-Zellantwort gegen Lektine und  

 - eine schlechte Toleranz-Induktion. 

Autoantikörper nehmen auf unterschiedliche Weise Einfluss auf die Autoimmunität durch Immun-

komplexe-vermittelte Typ-III-Reaktion, und durch die Aktivierung von Immunzellen zur Produktion 

von pathogenen Zytokinen wie INFα, TNFα und IL1 (Wolf, 2004).  

Auch regulatorischen T-Zellen wird eine Komponente in der Pathogenese des SLE zugeschrieben. 

FoxP3 (Forkhead-Box-Protein P3) ist ein essentieller Transkriptionsfaktor für regulatorische T-Zellen, 

dabei ist FoxP3 spezifisch für native und peripher entstandene regulatorische T-Zellen. Im Urin (sowie 

im Blut ) von Patienten mit aktiver Lupusnephritis konnte eine erhöhte Expression mRNA von FoxP3 

gezeigt werden, im Vergleich zu Patienten mit nicht aktiven SLE. Dabei korrelierte die Expression von 

FoxP3 und die Schwere der Erkrankung (Wang et al., 2009). 

Eine wichtige Bedeutung in der Pathogenese des SLE scheinen auch plasmazytoide dendritische Zellen 

(pDC) zu spielen, die durch zirkulierende Immunkomplexe zu IFNα-Produktion stimuliert werden 

(Lövgren et al., 2004). Darüber hinaus lassen sie sich auch durch apoptotische Mikro-Partikel stimulie-

ren (Schiller et al., 2007; Heyder et al., 2007).  

Bei der Lupusnephritis ist die Art der Antikörper für die Bindung an die glomeruläre Basalmembran 

und die Nephritogenität der Immunkomplexe entscheidend. Antikörper können die positiven Ladun-

gen eines Antigen-Antikörper-Komplexes steigern und somit den isoelektrischen Punkt, bei physiolo-

gischem pH-Wert erhöhen. Damit wird die Bindung des Immunkomplexes an die negativ geladene 

glomeruläre Basalmembran verstärkt. Bei medikamenteninduziertem Lupus ist es häufig umgekehrt: 

Hier wird der isoelektrische Punkt verringert und damit die Nephritogenität des Immunkomplexes 

(Gröne et al 2008). Autoantigene und Autoantikörper können auch getrennt durch die Basalmembran 
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treten und sich erst anschließend zu subepithialen Immunkomplexen in situ formieren (Vlahakos et 

al., 1992). Durch eine Kreuzreaktion mit α-Actinin, einem glomerulären Zytoskeletprotein, können 

Anti-DNS-Antikörper direkt mit glomerulären Strukturen reagieren (Deocharan et al., 2002). 

Nach Einwanderung und Bindung von Immunkomplexen und Antikörpern an die glomeruläre Ba-

salmembran kommt es zur Aktivierung von Komplement, Freisetzung von Sauerstoffradikalen, der 

Steigerung der lokalen Produktion von Chemokinen und Chemotaxis (Oates et al., 2002). Zirkulieren-

de Entzündungszellen (Monozyten, Lymphozyten) wandern ein und sorgen für die Entwicklung der 

glomerulären Schädigung. Neben dieser gesamten Pathogenese gibt es noch ein Lupus-Mausmodell 

[MRL(lpr/lpr)-Modell], mit spezifischen Genveränderungen. Unter anderem konnte in verschiedenen 

Mausmodellen gezeigt werden, dass es auch nach der Ausschaltung des Genlokus für antinukleäre 

Antikörperproduktion – auch ohne anti-nukleären- und anti-dsDNS-Antikörper – zu einer Nephritis 

kommt (Chan et al., 1999; Waters et al., 2004). 

Aus der summarisch dargestellten Pathogenese lassen sich verschiedene Modelle einer Ätiologie der 

SLE ableiten. Unter Exazerbation eines bakteriellen oder viralen Infektes kann es durch die Erreger 

DNA oder RNA zu einer Aktivierung dendritischer Zellen über TLR-Rezeptoren (TLR3, TLR9) kom-

men, durch einen Defekt in der Clearance von (apoptotischen) Partikeln wird die Antikörperentste-

hung getriggert (Gröne et al., 2008). In der Epidermis der Haut können UV-Strahlen Apoptosen indu-

zieren und dadurch Langerhans-Zellen zu einer der Antikörperbildungen gegen Nucleosome anregen, 

ebenfalls ist hierbei ist ebenfalls gestörte Clearance denkbar (Gröne et al., 2008). Bereits erwähnt wurde 

die Histonen-kompatibilitäts-Antigenen-Expression auf MHC II (zum Beispiel DR2, GQβ1, AZH ). Dies 

alles zeigt die große Komplexität der Pathogenese und Ätiologie des SLE. 
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2.5 Chemokine und Chemokinrezeptoren 

2.5.1 Chemokine 

Chemokine sind kleine Signalproteine, ihr Name leitet sich von Chemotaxis induzierende Zytokine 

ab, was zugleich auch einen wichtigen Teil ihrer Funktion beschreibt – Migrationsinduktion.  Expri-

miert werden sie von Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, Fibroblasten, glatten Muskel-

zellen, Epithelzellen, Stromazellen, Chondrozyten, Keratinozyten und T-Zellen (Baggiolini, 1998). 

Chemokine bestehen aus 75 - 125 Aminosäuren und haben ein Molekulargewicht  von 7 -14 kDA. Die 

Tertiärstruktur von Chemokinen ist hochkonserviert. Der Hauptkörper besteht aus drei antiparallelen 

β-Faltblattsträngen und einer darüberliegenden α-Helix mit dem Carboxy-Terminus, der konservierte 

Amino-Terminus ist hingegen ungeordnet (Fernandez et al., 2002). Der Amino-Terminus trägt in der 

Regel vier Cysteine, die durch Disulfidbrücken miteinander verbunden sind (Baggiolini, 1998; 

Fernandez et al. 2002). Anhand der Anordnung der aminoterminalen Cysteine werden die Chemokine 

im Wesentlichen in zwei Untergruppen unterteilt. Bei den CC-Chemokinen (CCL) liegen die beiden 

Cysteine direkt nebeneinander, während sie bei CXC-Chemokinen (CXCL) die Cysteine durch eine 

variable Aminosäure getrennt sind. Ausnahmen bilden C-Chemokine und CX3C-Chemokine (Murphy 

et al., 2000; Hüttenrauch 2004). 

Chemokine sind bedingt rezeptorspezifisch, CC-Chemokine binden ausschließlich an CC-Chemokin-

rezeptoren (CCR) und CXC-Chemokine (CXCL) binden ihrerseits nur an CXC-Chemokinrezeptoren 

(CXCR). Dabei kann ein Chemokinrezeptor mehrere Chemokine seiner Klasse binden und ebenso kön-

nen Chemokine an mehreren Chemokinrezeptoren der entsprechenden Klasse binden (Baggiolini, 

1998). Neben der Klassifizierung über ihre Struktur können, Chemokine und ihre Rezeptoren auch 

funktionell unterteilt werden in – konstitutive sowie inflammatorische Chemokine. Dabei regulieren 

unter physiologischen Bedingungen die konstitutiven Chemokine Leukozytenmigration und die Sek-

retion inflammatorischer Chemokine wird durch Entzündungsmediatoren induziert. Durch die Akti-

vierung von Chemokinrezeptoren mittels Chemokine wird die zielgerichtete Migration (zum Beispiel 

von Leukozyten) angestrebt (s.u.) (Baggiolini, 1998; Fernandez et al. 2002). Die Chemokin-Wirkung ist 

nicht ausschließlich auf Migrationsinduktion beschränkt, darüber hinaus haben sie eine funktionale 

Beteiligung bei der Organentwicklung sowie bei der Angiogenese (Luster et al., 1998; Hüttenrauch ,04). 
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2.5.2 Die CC-Chemokinrezeptoren | unter besonderer Berücksichtigung von CCR5  
 

Der CC-Chemokinrezeptor 5 (CCR5) wird auf  T-Lymphozyten (CD4; CD8), NKT- Zellen, Monozyten, 

Makrophagen und unreifen dendritischen Zellen, aber auch auf Neuronen, Mikroglia, Endothelzellen, 

Epithelzellen und glatten Muskelzellen exprimiert. Die Sequenz des humanen CCR5- Rezeptors und 

seiner Liganden wurde erstmals im Jahre 1996 beschrieben (Samson et al. 1996a). CCR5 zählt zu den G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) und gehört damit zur Unterfamilie 1b innerhalb der GPCRs. 

Die Struktur von CCR5 entspricht dem einheitlichen Aufbau von GPCRs aus sieben Transmembran-

domänen (TM), die durch drei intrazelluläre und drei extrazelluläre Schleifen miteinander verbunden 

sind, einem extrazellulären N-Terminus und einem intrazellulären C-Terminus. In der Unterfamilie 

1b der GPCRs (also CCRs) ist die Ligandbindestelle primär in den Bereichen des N-Terminus und damit 

an der extrazellulären Schleife lokalisiert (Bockaert et al. 1999). Der CCR5 besteht aus 352 Aminosäuren 

und besitzt eine errechnete molekulare Masse von 40,6 kDa (Samson et al., 1996; Raport et al., 1996). 

Die Transmembrandomänen sind bei GPCRs aus 20 – 27 hydrophoben Aminosäuren aufgebaut, die 

eine α-helikale Anordnung aufweisen (Oppermann 2004). Meistens erfolgt die Signaltransduktion von 

GPCRs durch die Stimulation des Rezeptors mit einem spezifischen Liganden. Es kommt zu einer Kon-

formationsänderung des Rezeptors, wodurch die Bindung von heterotrimeren G-Proteinen ermöglicht 

wird und es folgt die Induzierung von Aktivierung oder Inhibition verschiedener Signalwege und 

Effektoren. Es folgt eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase C oder G-Protein-gekoppelte Re-

zeptorkinase des Rezeptors, dadurch wird die Bindung von ß-Arrestin ermöglicht, die zusammen mit 

der Phosphorylierung für den Austausch von GDP gegen GTP an der α-Untereinheit des G-Proteins 

sorgt. Hierbei wird die homologe Phosphorylierung des CCR5 primär durch die Kinasen GRK2 und 

GRK3 vermittelt (Oppermann et al., 1999). In Folge wird der G-Protein-Komplex instabil, dadurch 

verändert sich die Konfiguration des heterotrimeren G-Proteins und es dissoziiert die GTP- gebundene 

α-Untereinheit vom membrangebundenen ßγ-Dimer. Das dissoziierte G-Protein kann die Signal-

transduktion einleiten. Sowohl die α-Untereinheit als auch die ßγ-Untereinheit wirken auf eine Reihe 

von Effektormolekülen als „first messenger“ (Hamm 1998). Die Gαs-Untereinheit stimuliert die Ade-

nylatcyklase, die den „second messenger“ cAMP generiert, cAMP aktiviert seinerseits unter anderem 

die Proteinkinase A (PKA). Die Gαq/11- Untereinheit aktiviert die Phospholipase C. Die ßγ-Untereinheit 
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stimuliert die membranständige Phospholipase C, die wiederum PIP2 in IP3 und DAG spaltet. IP3 wird 

von Phosphatasen in Inositol umgewandelt und bewirkt die intrazelluläre Freisetzung von Calcium-

ionen. Die ßγ-Untereinheit zusammen mit PIP2 sowie DAG binden jeweils an G-Protein-gekoppelte 

Rezeptorkinasen (GRK), die daraufhin die Serin- und Threonin-Phosphorylierung aktivierter GPCRs 

bewirken (Pitcher et al., 1992; Pitcher et al., 1998). Die wichtigsten physiologischen Liganden von CCR5 

sind die Chemokine RANTES (CCL5), MIP-1� (CCL3) und MIP-1ß (CCL4) (Raport et al., 1996). Es wird 

vermutet, dass Chemokine sich in zwei Schritten an den CCR5 binden. Wobei der Kern des Chemokins 

mit extrazellulären Domänen des CCR5 interagiert und die zweite extrazelluläre Schleife des CCR5 die 

Ligandspezifität determiniert. Anschließend bindet der Chemokin-N-Terminus an der Transmem-

branregion des CCR5 und triggert so die Rezeptoraktivierung (Clark-Lewis et al., 1995; Samson et al., 

1997; Hüttenrauch 2004).  
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3. Material und Methoden 

3.1 Versuchstiere  

Die Haltung und Arbeit geschah in den Tierställen und Laboren / OPs der Versuchstierhaltung (VTH) 

im Campus Forschung des Universitätsklinikums Eppendorf. Die Tiere wurden in Käfigen vom Typ 

1284L Eurostandard Typ II long (Firma: Tecniplast) gehalten, je nach Verträglichkeit wurden 1 bis ma-

ximal 5 Tiere in einem Käfig gehalten. Einzeltiere hatten zusätzlich noch ein Mouse House (Firma: 

Tecniplast) in ihrem Käfig. Es gab einen festen hell-dunkel Zyklus von 12 Stunden mit stets freiem 

Zugang zu Futter und Wasser. Die Temperatur lag bei 210- 22o Grad, mit einer Luftfeuchtigkeit von 50- 

55%. Alle benötigten Techniken zum Umgang  mit den Tieren wurden in dem Kurs „Tierexperimen-

telles Arbeiten mit der Maus“ am 06.11.2008 erlernt und darüber hinaus unter Anleitung erfahrener 

Arbeitsgruppenmitarbeiter erworben. 

Die MRL/MpJ-FAS lpr (MRL/lpr) und MRL/MpJ (MRL) Mäuse wurden vom Jackson Labor (Bar Harbor, 

ME) geliefert und anschließend in der Versuchstierhaltung als Kolonien weitergezüchtet und auf-

rechterhalten. Die CCR5-/- C57BL/6 sind ebefalls vom Jackson Labor (Bar Harbor, ME). Es wurden nur 

männliche Mäuse für die Versuche verwendet. 

Für die genetische Erzeugung von CCR5-/- MRL/lpr Mäusen wurden CCR5-/- Mäuse über acht Genera-

tionen in einen MRL/lpr Hintergrund zurückgekreuzt. Um einen gleichen genetischen Hintergrund 

der CCR5 Wild-Typ MRL/lpr Mäuse zu gewähren, erfolgte deren Zucht / Ableitung ebenfalls aus dem 

gleichen CCR5-/- MRL/lpr Stamm. Als gesunde Kontrollgruppe agierten MRL-Mäuse. Die Tierexperi-

mente wurden entsprechend der nationalen und institutionellen Tierhaltung sowie unter Einhaltung 

der ethischen Richtlinien durchgeführt und durch ein entsprechendes Komitee genehmigt. 

 

3.2 Genotypisierung  

Zur Feststellung des gewünschten CCR5-Status wurde den Tieren kurz nach Geburt von den Tierpfle-

gern eine Schwanzbiopsie genommen. Aus dieser Biopsie wurde genomische DNA isoliert, anschlie-

ßend mittels PCR die entsprechende Sequenz vervielfältigt und per Gelelektrophorese nachgewiesen. 

Die Genotypisierungen wurden von Frau Anett Peters (MTA, UKE, Hamburg) und Frau Sabrina Benn-
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stein (BTA, UKE, Hamburg) durchgeführt.  Zur Extraktion wurde das XNAT2 Extract-N-Amp Tissue 

PCR Kit (Sigma) gemäß des Protokolls des Herstellers verwendet.  Folgende Primer der Firma Invitro-

gen wurden für die Genotypisierung verwendet:  

 

CCCR5 -/-  M äuse:   20µM 

mCCR5.1           CTT GGG TGG AGA GGC TAT TC 

mCCR5.2          AGG TGA GAT GAC AGG AGA TC 

mCCR5.3          CAG GCA ACA GAG ACT CTT GG 

mCCR5.4          TCA TGT TCT CCT GTG GAT CG 

 

M RL/M PJ -  Lupusm äuse:  20µM 

   mLPR 1              GTA AAT AAT TGT GCT TCG TCA G 

mLPR 2              TAG AAA GGT GCA CGG GTG TG 

mLPR 3              CAA ATC TAG GCA TTA ACA GTG 

 

3.3 Erfassung des Körpergewichtes  

Zur Verlaufskontrolle wurde bei allen Versuchstieren das Körpergewicht wöchentlich erfasst. Die Wer-

te wurden in einer Tabelle zusammengeführt und wöchentlich miteinander verglichen. 

 

3.4 Urindiagnostik  

3.4.1 Gewinnung des Mausurins  

Als funktionaler Marker der renalen Schädigung im Verlauf der Versuche diente der Albumin / Krea-

tinin-Quotient aus dem Urin (Ginsberg et al., 1983; Cottiero et al., 1995).  Für die Uringewinnung wur-

den die Mäuse einmal wöchentlich für maximal 5 Stunden in Stoffwechselkäfige gesetzt. Die Stoff-

wechselkäfige wurden eigens für dieses Projekt von Dipl.-Ing. Uwe Dührkopp und und dem Verfasser 

dieser Dissertation entwickelt und durch die Firma TBS GmbH (Hamburg) aus Flugzeugaluminium 

gebaut. In den Boden der Stoffwechselkäfige wurden 96-Well- Mikrotiterplatten (Microtest Plate 96-

Well, Sarstedt, USA) eingesetzt, um den Mausurin aufzufangen. Die Tiere hatten in den Stoffwechsel-

käfigen stets freien Zugang zu Trinkwasser. Der in dieser Zeit abgesonderte Urin wurde mit einer Pi-

pette in vorbereitete Eppis (Eppendorf-Tubes) überführt. Dabei wurde darauf geachtet, dass weder mit 
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Faeces noch mit Wasser vermischter Urin verwendet wurde. Anschließend wurden die Proben bis zur 

weiteren Analyse bei -20°C eingefroren. 

 

3.4.2 Bestimmung der Albuminausscheidung im Urin 

Wie bereits erwähnt, diente der Albumin/Kreatinin-Quotient zur Quantifizierung der Albuminurie, 

dies geschah in Rücksichtnahme der Versuchstiere, da ein 24-h-Sammelurin mit einer sehr hohen Be-

lastung für die Tiere verbunden ist. 

Die Bestimmung der Kreatinin-Konzentration erfolgte durch das Zentrallabor des Universitätsklini-

kums-Hamburg-Eppendorf (UKE). Dafür  wurden die erforderlichen  Urinproben für 10 Minuten bei 

4°C und 12000 RpM in einer Zentrifuge (Centrifuge 5417R, Eppendorf, Germany) zentrifugiert. um 

unerwünschte Verunreinigungen zu pelletieren. Vom Überstand wurden 150 Mikroliter für das 

Zentrallabor zur Messung abpipettiert. Bei der späteren Organentnahme wurde zusätzlich Blut abge-

nommen und aus dem Plasma der BUN durch das UKE Zentrallabor bestimmt. 

Mittels ELISA wurde die Albumin-Konzentration im Urin bestimmt (s.u.). Zur semiquantitativen Ein-

schätzung des Proteingehalts im Urin wurden Urinsticks (Multistix 10 SG, Bayer, Germany) verwen-

det. Mit Hilfe dieser groben Orientierung war es möglich, die nötigen (Urin-) Verdünnungen für den 

ELISA herzustellen. Der Urine wurden dann mit  sample dilution buffer (100ml postcoat-solution + 0.5ml 

tween) nach dem entsprechenden Schema verdünnt (s.u.). 

 

TTeststreifenergebnisse mit korrespondierenden Verdünnungsfaktoren  

Ergebnis Urinstick Verdünnungsfaktor 
Spur 1 : 100 

+ 1 : 500 
+ / ++ 1 : 1.000 

++ 1 : 10.000 
++ / +++ 1 : 20.000 

+++ 1 : 50.000 
+++ / ++++ 1 : 100.000 

++++ 1 : 200.000 
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3.4.3 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) 

Die quantitative Bestimmung der Albumin-Konzentration im Urin  erfolgte mit der ELISA-Technik 

über den Sandwich-ELISA. Hierfür wurde das Mouse Albumin ELISA Quantitation Set  (E90-134, Bethyl 

Laboratories, USA) nach Hersteller-Protokoll verwendet. Das Coating einer 96-Well-Immunosorbent-

Platte erfolgte mit 100μL 1:100 in Coating Buffer verdünntem monoklonalen Anti-Mausalbumin- Anti-

körpern (Goat anti-Mouse Albumin Antibody Affinity, Bethyl Laboratories, USA) über Nacht bei 4 C. 

Nach dem Coating wurde die 96-well Platte dreimal mit 200μL Waschpuffer gewaschen.  Die freien 

Bindungsstellen wurden nun mit 200μL Postcoat Buffer (postcoat-solution) 30 Minuten bei RT ge-

blockt, und wieder dreimal mit 200μL Waschpuffer gewaschen. Nun wurde eine Verdünnungsreihe 

aus Mouse Reference Serum (Bethyl Laboratories, USA)  mit steigender Albuminkonzentration als Stan-

dard mit den Konzentrationen: 1000ng/ml, 500ng/mL, 250ng/mL, 125ng/mL, 62,5ng/mL, 31,25ng/mL, 

15,625ng/mL und 7,8ng/mL erstellt. Standardreihe, Blankwerte (nur Diluent) und Proben in entspre-

chender Verdünnung wurden nun zur Doppelbestimmung mit je 100μL in die 96-well Platte pipettiert 

und für eine Stunde bei RT inkubiert. Es folgten fünf Waschgänge mit je 200μl Waschpuffer. Nun 

wurde 100μL HRP-konjugierter Sekundärantikörper pro Well hinzupipettiert und ebenfalls für eine 

Stunde bei RT inkubiert. Nach weiteren fünf Waschgängen mit je 200μl Waschpuffer, wurde pro Well 

ein 100μl Substratmix (TMB/H2O2) zugegeben. Die Platte wurde anschließend für ca. 10-15 Minuten 

bei RT im dunkeln gelagert, also bis der letzte Standard einen Farbumschlag andeutete. Die Reaktion 

wurde durch die Zugabe von 100μL 2M Schwefelsäure abgestoppt. Die Messung der Konzentrationen 

erfolgte photometrisch bei 450nm. 

 

3.5 Genexpression  

3.5.1 RNA-Isolation aus dem Nierengewebe  

Zur Analyse der Chemokinverteilung und deren Rezeptoren wurde die RNA aus der Nierenrinde iso-

liert. Mit einem Skalpell wurde die Nierenrinde vom Mark getrennt und anschließend zerkleinert.  Die 

Gewebsstücke wurden in einen Homogenisator gegeben und mit einem Glasdouncers unter 5ml Gua-

nidinthiocynatlösung (GTC-Lösung) homogenisiert. Der Glasdouncers wurde zuvor mit 80% Ethanol 

(J.T.Baker) behandelt. Die GTC-Lösung bestand aus: 88g 4M Guanidinumthiocyanat (Guanidine thio-
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cyanate, Serva, Germany), 1g 0,5% N-Lauroylsarcosin (N-Lauroylsarcosine, Sigma, USA), 150ml RNase-

freien H20 (Baxter, Belgium), 5ml 1M NaCitrat pH7 (tri-Natriumcitrat-Dihydrat, Roth, Germany) und 

210 μl  ß-Mercaptoethanol (2-Mercaptoehtanol 98%, Sigma, USA).  Die GTC-Lösung diente neben der 

Lysierung des Nierengewebes auch einer Inaktivierung von RNasen und einer Denaturierung von frei-

gewordenen Proteinkomplexen.  

Das Homogenat wurde mit einer Pipette in ein 50ml-Reaktionsgefäß (PP-Testtubes 50ml sterile, Grei-

ner, Germany) pipettiert und zur Lyse für 1 Stunde auf Eis inkubiert. Anschließend wurde zur Tren-

nung der DNA sowie zur denaturierten Proteinen und Zerstörung von Nukleoproteinkomplexen jeder 

Probe ein 6,5ml Gemisch aus 300μl Natrium-Acetat 2M pH4 (Sodium Acetate, Roth, Germany), 600 μl 

Chlorophorm/lsoamylalkohol 1:50 (Chloroform, Isoamylalkohol, Merck, Germany) und 3ml wasserge-

sättigtem Phenol (Rothi-Aqua-Phenol, Roth, Germany) zugegeben. Durch Hinzufügen von Natrium-

Acetat und den Isoamyl wurde die RNA ausgefällt. Der Ansatz wurde gevortext, in ein Zentrifugen-

röhrchen pipettiert und für 15-20 Minuten bei 9500 UpM (Centrifuge 5417R, Eppendorf, Germany) 

zentrifugiert. Die obere wässrige nukleinsäurehaltige Phase wurde abpipettiert und in ein RNase-

freies Gefäß gegeben. Der nukleinsäurehaltigen Lösung wurde das 1-1,5 fache Volumen an eiskaltem 

Isopropanol zugesetzt und über Nacht bei -20°C inkubiert, dabei bilden DNA und RNA unlösliche 

Präzipitate. 

Nach der Inkubation wurden die Proben für 45 Minuten bei 9500 UpM (SS34-Rotor) zentrifugiert und 

der sich gebildete Überstand abpipettiert und verworfen. Das verbliebene Pellet, mit der RNA, wurde 

mit 1ml 80%igem Ethanol (J.T Baker, Holland) zur Reinigung suspendiert und in ein RNase-freies 

I,5ml-Reaktionsgefäß (Reagiergefäß 1,5ml, PP, Sarstedt, Germany) gegeben und für 10 Minuten bei 

10000 UpM und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert und verworfen, das Pellet erneut 

in 500 μl 80%igem Ethanol resuspendiert und anschließend erneut für 10 Minuten bei 10000 UpM 

zentrifugiert (dieser Schritt wurde zweimal ausgeführt) und der Überstand wurde wieder abpipettiert 

und verworfen. Im Anschluss wurde die RNA in einer Vakuumzentrifuge (DNA SpeedVac, Savant, USA) 

für 10 Minuten getrocknet. Das Ganze wurde nun mit einem Gemisch aus 50 μl 1 H2O/DEPC (Diethyl-

pyrocarbonate treated water, Invitrogen, USA) und 0,5 μl RNasin (RNaseOUT recombinant ribonuclease 

inhibitor 200 U/ μl, Invirtogen, USA) für 30 Minuten resuspendiert. RNasin fungierte hierbei als ein 

RNasen-Inhibitor. Die gelöste RNA wurde kurz zentrifugiert und der Überstand in ein neues Cup pi-
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pettiert. Eine UV-Absorptionsmessung  wurde zur Bestimmung der RNA-Konzentration und Reinheit 

durchgeführt. Hierfür wurde eine Verdünnung von 1: 100 (1 μl RNA + 99 μl RNase-freien H2O) ange-

setzt. Die Messung der Extinktion der Lösung erfolgte im Photometer (GeneQuant pro, Gene Quant, 

England) bei 260/280nm Wellenlänge. Dabei diente 100 μl DEPC-Wasser als Leerwert zur Kalibrierung 

des Photometers. Die Konzentration der RNA wurde aus der Extinktion der Nukleinsäuren (260nm) 

und der Proteine (280nm) berechnet. Als Maß für die Reinheit der Nukleinsäure galt der Quotient aus 

OD260/OD28o zwischen 1,8 und 2,0. Eine verringerte Ratio sprich für Proteinverunreinigungen, da 

das Absorptionsmaximum für Proteine bei 280nm liegt. 

 

3.5.2 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)  

Um mit der Real-time PCR die isolierte RNA quantitativ auswerten zu können, musste diese zuerst in 

eine komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. 

Dafür wurden in ein 0,5ml-Eppendorf Tube (Reagiergefäß 0,5ml, PP, Sarstedt, Gennany) 4 μl verdünn-

te RNA (100ng/μl), 16 μl RNase-freies-H2O (Baxter, Belgium), 2 μl dNTPs (100 μlM dNTP Set PCR Gra-

de, Invitrogen, Canada) sowie 2 μl eines mit RNase-freien-H2O verdünnten Hexamer Primer 1:30 (Ran-

dom Primer 31 μg/μl, Invitrogen, Canada) zusammen pipettiert. Der Ansatz wird für 5 Minuten bei 

65°C im Thennocycler erhitzt und anschließen wieder bei Raumtemperatur abgekühlt. Die Tempera-

turerhöhung  dient dabei der Aufschmelzung der RNA-Sekundärstrukturen und die Abkühlung auf 

Raumtemperatur der optimalen Hybridisierung („annealing“) der Hexamer-Primer an die RNA.  Zur 

Generierung der cDNA wurden dem Ansatz 8 μl 5x first strand buffer (5x first strand buffer, Invitrogen, 

anada), 4 μl DTT (0,1M Dithiothreitol, Invitrogen, Canada), 2 μl M-MLV-RTase (M-MLV reverse transcrip-

tase 200U/μl, Invitrogen, USA) und 2 μl „RNaseOut“ (RNaseOut recombinant ribonuclease inhibitor 200U/fll, 

Invitrogen, USA) hinzu pipettiert. Zum Umschreiben der RNA in doppelsträgige DNA mittels M-MLV 

Reverse Transcriptase wurde der Ansatz für 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Die erhaltene cDNA wurde 

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. 

 

3.5.3 RTQ-PCR (Real-time Quantitative Polymerase Chain Reaction)  

Als Expressionsanalyse wurde zur Quantifizierung der Nucleinsäuren der zu untersuchenden Chemo-

kine und deren Rezeptoren die Methode der quantitativen real-time PCR verwendet.  
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Die Real-time-PCR stellt eine Erweiterung der herkömmlichen PCR dar, es ist eine gleichzeitige Quan-

tifizierung der entstandenen Produkte mit Hilfe von Fluoreszenzmarkern möglich, die mit der dop-

pelsträngigen DNA interkalieren (SYBR Green: Extinktion bei 488nm, Emission bei 520nm). Die Fluo-

reszenzintensität ist dabei direkt proportional zur Menge doppelsträngiger DNA in der jeweiligen 

Messprobe. Die Sensitivität der Polymerase-Kettenreaktion ist hoch und es genügen geringe Mengen 

an Ausgangsmaterial für eine erfolgreiche Amplifikation. Da aber prinzipiell nicht zwischen den PCR-

Produkten unterschieden werden kann, ist die Spezifität gering. Ausgeglichen wurde dies mit einer 

Schmelzpunktanalyse, um die gewünschte Spezifität zu bestätigen.  

Als Ausgangsmaterial diente cDNA aus der cDNA-Synthese (s.o.) welche zuvor aus 1 μl Gesamt-RNA 

erschlossen wurde. Als Rechengrundlage wurde für alle Proben die Expression eines konstitutiv ex-

primierten Gen (house-keeping gene) zusätzlich bestimmt. Als house-keeping gene wurde 18S verwendet, 

dabei handelt es sich um ribosomale RNA. Nachdem die Primer auf eine Molarität von 1 μM gebracht 

wurden, wurde folgender Ansatz erstellt: 

1,5 μl cDNA  

+ Mastermix  6,25 μl SYBR-Green TaqMix (Platinum® SYBR Green®) 

+ 1,25 μl Vorwärtsprimer (0,9 μM, Invitrogen, Canada) 

+ 1,25 μl  Rückwärtsprimer (0,9 μM, Invitrogen, Canada) 

+ 2,25 μl ddH2O (Baxter, Belgium) 

 

Für die Bestimmung der 18S-Expression wurde die cDNA jeweils mit ddH2O 1:500 verdünnt. Die Pro-

ben wurden einzeln im Doppelansatz in eine 96- Well-Platte (MicroAmp, Applied Biosystems, USA) 

pipettiert. PCR erfolgte im ABI Prism 7000. Das RTQ-PCR Programm startete mit einem 10 minütigen 

initialen Denaturierungsschritt bei 95°C, zur Trennung der Template DNA Stränge. Es folgten 40 Zyk-

len aus einer 15 sekündigen Denaturierung bei 95°C, einem 1 minütigen Annealingschritt bei 60°C 

(Anlagern der Primer an die einsträngige Template DNA) sowie einer 1 minütigen Elongation bei 60°C 

(Verlängerung durch die Taq-DNA-Polymerase mit dNTPs). Zur photometrischen Auswertung der 

PCR-Amplifikate wurde das Programm AbiPrism Sequence Detection 7000 (Applied Biosystems, Fos-

ter City, CA, USA) verwendet. Die angewandte Berechnungsmethode war die ΔΔCt-Methode. 
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3.6 Histologie 

3.6.1 Fixierung des Nierengewebes 

Sörensen-Puffer / PBS wird durch das Lösen von 3,0290g Natrium-hydrogenphosphat-1- hydrat und 

14,1365g Natrium-hydrogenphosphat-2-hydrat in 1000mL destilliertem Wasser hergestellt. 

Zur Organentnahme wird eine 4%ige Formalinlösung aus Sörensen-Phosphat-Puffer (pH 7,4) mit 

37%igem Formalin im Verhältnis 1:8 frisch angesetzt. Unmittelbar nach der Organentnahme werden 

die Präparate auf Höhe des Nierenhilus in circa 0,2cm dicke Scheiben zurecht geschnitten und für 24 

Stunden in jeweils 4mL des 4%igen Formalins bei 4°C fixiert. Nach der Fixierung werden die Nieren-

scheiben 3 x 30 Minuten lang mit jeweils 5mL PBS bei Raumtemperatur gewaschen, dabei werden die 

Präparate auf einer Wippe kontinuierlich bewegt. Die Nierenscheiben werden nun der Waschlösung 

entnommen, mit 5mL frischem PBS komplett bedeckt und bis zur Einbettung in der Histologie bei 4° 

C aufbewahrt. 

 

3.6.2 Einbettung 

Die Nierenscheiben weichen für 2h in 50%igem Ethanol (EtOH) ein, anschließend folgt das standardi-

sierte Programm über Nacht der Citadelle:  

- Ethanolreihe: 2,5h 60%, 1h 70%, 2x 1h und 1x 1,5h 96%,2x 1h und 1x 1,5 h 100% Ethanol 

- Xylol: 2 x 1h und 1 x 1,5h  

- Paraffin (warmes flüssiges ): 1h und 1,5h  

Anschließend werden die in Paraffin schwimmenden Nierenscheiben in Blöcke gegossen und nach 

dem Abkühlen aus den Formen herausgebrochen. 

 

3.6.3 Schneiden, Backen und Deparaffinierung 

Mit dem Mikrotom werden die eingebetteten Nieren in 1,5μm dicke Scheiben geschnitten und auf 

Objektträger überführt. Die Objektträger werden anschließend über Nacht bei 40°C im Ofen gebacken. 

Danach werden die Objektträger für je 5 Minuten in folgenden Flüssigkeiten gebadet:  
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dreimal in Xylol, je zweimal in 100%igem, 96%igem, 75%igem Ethanol und zweimal in Aqua dest.. Für 

die immunhistochemischen Färbungen wurden die Schnitte mit einem Pap Pen von Roche umrandet 

und dreimal 10 Minuten in PBS inkubiert. 

 

3.6.4 Histologische und immunhistologische Färbungen 

Folgende histologische und immunhistologische Färbungen sind nach den standarisierten Protokol-

len, durch die laboreigenen histologischen Abteilung  der Pathologie des UKE, zur Anwendung ge-

kommen: CD3 (A0452, Dako, Hamburg, Deutschland), F4/80 (BM8, BMA, Deutschland), Mac-2 

(M3/38, Cedarlane Laboratories, Kanada), PAS, KI67 (Klon TEC-3 m7249, Dako Germany), Fibrino-

gen (Atlas Antibodies AB, Schweden), Caspase 3 (Cappel Laboratories Inc., Organon Teknika Corp., 

USA) und FoxP3 (eBioscience, USA). 

  

3.6.5 Auswertungsverfahren 

Die Histologien wurden mit einem LSM 510 beta Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) unter Verwen-

dung der Zeiss LSM-Software analysiert. Die Auswertung der Histologien erfolgte verblindet und 

wurde von unterschiedlichen Personen wiederholt.  

Für die glomeruläre Schädigung (Sklerose) wurde in PAS-Schnitten 50 Glomeruli ausgezählt. Dabei 

wurde die Schädigung eines jeden Glomerulums auf einer Skala von null (keinerlei Schädigung) bis 

vier (maximale Schädigung) bestimmt, anschließend multipliziert und zum Maximalwert von 200 in 

Bezug gesetzt. Zur Bestimmung der Halbmonde wurden je Schnitt 30 Glomeruli ausgezählt. Die Zell-

zahlbestimmung der Immunhistologien wurde in 20-facher Vergrößerung entweder 20 Gesichtsfelder 

für das Tubulointerstitium oder 30 Glomeruli für die glomeruläre Auswertung ausgezählt. 

Die interstitielle Fibrose wurden mit Hilfe von Fotos von PAS-Schnitten in 20-facher Vergrößerung 

bestimmt, anschließend wurde ein Gitterfeld mit 40 festgelegten Punkten aufgelegt und die Lage der 

Punkte bestimmt. Es waren dabei glomeruläre, interstitielle, tubuläre, vaskuläre oder nicht auswert-

bare Regionen möglich. Aus den gesamten 40 Punkten wurde ein Prozentsatz ermittelt. 
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3.7 Zellsuspension 

3.7.1 Milzeinzelzellsuspension 

Die Präparation der Suspension, fand bis auf die Erythrozytenlyse, durchgehend auf Eis und mit ge-

kühlten Lösungen statt. Die Milz wurde aus dem HBSS entnommen und auf einer in Eis gebetteten  

Petrischale mit einem Skalpell von nekrotischem Material sowie Fettgewebe befreit und grob zerklei-

nert.  Das zerkleinerte Gewebe wurde in ein Zellsieb mit 70μm Porengröße gegeben, welches auf ein 

auf einem 50mL Plastikgefäß lag. Die Petrischale wurde mit einem Milliliter HBSS gespült und eben-

falls auf das Sieb gegeben. Anschließend  wurde das Milzgewebe  mit einem 1mL Spritzenstempel sorg-

fältig durch das Sieb gedrückt und mit HBSS gespült, so dass das Gewebe in 20mL HBSS vorlag. Der 

Ansatz wurde bei 300g und 4°C für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 

Pellet wurde  in 1,5mL Lysispuffer, für die Erythrozytenlyse, resuspendiert. Die Lyse wurde nach fünf-

minütiger Inkubation bei RT mit 20mL HBSS gestoppt und erneut für 7 Minuten bei 300g und 4°C 

zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes und Resuspension des Pellets in 5mL HBSS. An-

schließend wurde das gesamte Material zur mechanischer Reinigung mit einer serologischen 5 mL 

Pipette aufgenommen und langsam wieder abpipettiert, so dass sich der Zellschrott an die Pipetten-

wand ansetzen konnte.Der Ablauf aus Zentrifugation und mechanischer Reinigung wurde insgesamt 3 

mal durchgeführt und im letzten Schritt wurde der Ansatz über ein Zellsieb mit 40μm Porengröße 

gegeben. Die Zellzahl wurde bestimmt oder es wurden die Zellen nach erneuter Zentrifugation in den 

entsprechenden weiter zu verwendenden Puffer gegeben. 

 

3.7.2 Niereneinzelzellsuspension 

Es wurden jeweils 1,5 Nieren in einer in Eis gebetteten Petrischale von ihrer Kapsel befreit und in klei-

ne Stücke geschnitten. Das Gewebe wurde in 5mL RPMI-Vollmedium gebenben und 20μL Collagena-

seD und 10μL DNAseI hinzupipettiert und für 40 Minuten bei 37o C im Wasserbad inkubiert. An-

schließend wurde das Nierengewebe mit einem 1mL Spritzenstempel durch ein 70μm Zellsieb ge-

drückt und in insgesamt 30μL Vollmedium aufgenommen. Danach wurde auf die gleiche Weise diese 

Suspension  durch ein 40μm Zellsieb getupft und in insgesamt 40μL Vollmedium aufgenommen. Der 

Ansatz wurde für 8 Minuten bei 300g und 10o C  zentrifugiert, anschließend wurden die Ansätze in 
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50mL HBSS aufgenommen und noch einmal  für 8 Minuten bei 300g und 100 C  zentrifugiert. Die vor 

Organverarbeitung angesetzten 70%igen und 40%igen Percoll®-HBSS Lösungen wurden bei RT gela-

gert, jeweils 6,5 mL der 70%igen Lösung wurde in 15mL Sarstedttubes vorgelegt. Der Überstand nach 

der letzten Zentrifugation wurde verworfen und das Zellpellet in 5mL 40%iger Lösung aufgenommen 

und jenes anschließend vorsichtig auf die vorgelegte 70%ige Lösung gegeben. Es folgte nun eine Zent-

rifugation für 25 Minuten bei 1400g und 200 C unter langsamst möglicher Beschleunigung und Ab-

bremsung.  

Die oberste Fettphase wurde vorsichtig abgenommen, anschließend wurden mit einer manuell be-

dienbaren 5mL Glaspipette die Interphase und die restliche Oberphase als Leukozytenfraktion kom-

plett abgenommen, diese in ein neues Tube überführt und mit 50mL kaltem HBSS aufgefüllt. Es folgte 

eine Zentrifugation für 10 Minuten bei 300g und 10C. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet wur-

de unter sanftem Vortexen in 10mL HBSS aufgenommen und auf 50mL mit HBSS aufgefüllt. Es erfolg-

te  eine weitere Zentrifugation für 10 Minuten bei 300g und 100C. Der Überstand wurde ebenfalls ver-

worfen, das Pellet wurde in 5mL X- Vivo (oder einem alternativem Medium) aufgenommen und für 10 

Minuten bei 300g und 100C gewaschen. Anschließend folgte die Aufnahme in X-Vivo (oder einem al-

ternativem Medium) entsprechend der geplanten Weiterverwendung und/oder Zellzahlbestimmung. 
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3.8 Durchflusszytometrie  

3.8.1 FACS-Analysen 

Bei der FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting) handelt es sich um ein Verfahren zur Klassi-

fikation von Oberflächenmolekülen und intrazellulären Proteinen mit Hilfe an Fluoreszenzfarbstof-

fen gebundener Antikörper. Dabei werden die Emissionenen von optischen Signalen einer  Zelle, wenn 

diese einen Laserstrahl passiert, analysiert.  

Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension aus einem Probenröhrchen gesaugt und mit 

hoher Geschwindigkeit durch eine Stahlkapillare geführt. Dabei wird ein laminarer Hüllstrom mit 

der Trägerflüssigkeit FACSFlow® erzeugt und durch hydrodynamische Fokussierung an einem ge-

bündelten Laserstrahl (λ=488nm) vorgeführt. Die Emission von optischen Signalen, einer den Laser-

strahl kreuzenden Zelle, werden über Linsen, Spiegel und Filter auf Photodetektoren geleitet und ver-

stärkt. Mit der Detektion des seitlichen Streulichts im side scatter (90°, SSC) wird die Granularität der 

Zelle gemessen, mit Vorwärtsstreulicht-Detektor (forward light scatter, 0-10°, FSC) misst man die Größe 

der Zelle. Zusätzlich lassen sich extra- und intrazelluläre Antigene fluoreszenzmarkierter Antikörper 

markieren und sind somit detektierbar. Durch den monochromatischen Laserimpuls werden die 

Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes auf ein höheres Energieniveau gehoben. Die Elektronen fallen 

anschließend wieder auf ihr ursprüngliches Energieniveau zurück, dabei geben sie wieder die gewon-

nene Energie in Form von Photonen höherer Wellenlänge ab. Die emittierte Photonenkonzentration 

verhält sich proportional zur Menge gebundener Antikörper pro Zelle und kann mit den Photodetek-

toren erfasst werden. Die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe verfügen über unterschiedliche charak-

teristische Emissionsspektren, lassen sich aber mit einer Wellenlänge anregen und erlauben auf diese 

Weise eine gleichzeitige FACS- Messung mit verschiedenen Farbstoffen. Die optischen Signale werden 

für die computergestützte Analyse digitalisiert. Zum Teil überlagern sich die Emissionsspektren der 

fluoreszenzmarkierten Antikörper, dies kann bei Detektion über benachbarte Detektoren zu Messfeh-

lern führen. Daher wird das FACS-Gerät mit Hilfe von Partikeln (beads) vor jedem Versuch kalibriert, 

an diese sind die gleichen Farbkonjugate gebunden. Durch Fluoreszenzverstärkung kann das Signal 

von unspezifischen Bindungen extrahiert werden. Ebenso kann durch prozentuale Subtraktion eines 

Fluorochromsignals die Messung von einer anderen Überstrahlung verringert werden. Vor der Mes-
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sung mit dem FACS-Gerät wurden sofern vorhanden Luftblasen aus dem System entfernt.  Nach dem 

Primen der Stahlkapillare wurde vor der  Messung 5 Minuten mit FACS-Clean®, 5 Minuten mit FACS-

Rinse® und anschließend 5 Minuten mit ddH2O gespült. Nach Anlage der entsprechenden Messpunk-

te und Worksheets wurde eine Kalibrierung (s.o.) und anschließend die Messung durchgeführt. Vor 

der Messung wurden die Proben leicht gevortext und bei 4°C in Dunkelheit verwahrt. 

 

3.8.2 Färbung mittels fluoreszenzmarkierter Antikörper 

Die FACS-Färbungen und FACS-Messungen wurden von Herrn Dr. med. Jan-Eric Turner und Herrn 

Dr. rer. nat. Hans-Joachim Paust durchgeführt. Dies erfolgte nach den Standardprotokollen von Bec-

ton & Dickinson (USA). Die Messungen erfolgten mit einem Becton & Dickinson BD LSR II System 

(USA) unter der Verwendung der BD FACSDiva 6.13 Software. Folgende Antikörper wurden zur Fär-

bung verwendet: 

 

Niere  
nach Stimulation 

Monozyten 
nach Differenzierung 

Lymphknoten & Milz 

 
Marker Antikörper 
CD45 PerCP   (DB, USA) 

CD4 APC-H   (DB, USA) 
CD8 V500   (DB, USA) 
CD3 APC   (DB, USA) 
IFNγ V450   (DB, USA) 
  

 

 
Marker Antikörper 
CD45 APC-H7   (DB, USA) 
CD11c PE   (DB, USA) 
MCH II PE-Cy7   (DB, USA) 
F4/40 APC   (DB, USA) 
CD86 V450   (DB, USA) 
Ly6C PerCP-Cy5.5  (DB, USA) 

 

 
Marker Antikörper 
CD45 PerCP   (DB, USA)  
CD4 APC-H   (DB, USA) 
CD8 V500   (DB, USA) 
CD25 PE-Cy7   (DB, USA) 
FoxP3 FITC   (DB, USA) 
  

 

 

 

Für die Färbung der extrazellulären Epitopen wurden die Zellen nach der Zählung und möglicher 

Stimulation zu 1x106 Zellen in 1mL FACS-Puffer in ein FACS-Messgefäß gebenben und für 5 Minuten 

bei 300g bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgekippt, so dass es noch einen be-

wussten Rücklauf von ca. 100μL gab.  

Nach 5 Minuten Resuspension der Zellen in diesem Volumen wurde der Ansatz 10μL Fc-Block (Anti-

FcγRIII/CD16 Antikörper) geblockt. Nach der Inkubation von 25 Minuten bei 4°C, wurden je Ansatz 

1μL bis 2μL der gewünschten festgelegten fluoreszenzmarkierten Antikörper hinzupipettiert und für 

25 Minuten bei 4°C lichtgeschützt inkubiert. Danach wurden je 1mL FACS-Puffer hinzugegeben und 
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für 10 Minuten bei 300g bei 4°C zentrifugiert, der Überstand  wurde verworfen und anschließend 

zweimal mit je 1mL Cell-Wash gewaschen. Abschließend erfolgten die Aufnahme in 400μL PBS und die 

Messung am Gerät. 

Zur Färbung intrazellulärer Epitope wurden 1x106 Zellen pro FACS-Messgefäß, ebenfalls nach extra-

zellulärer Färbung und Waschen mit Cell-Wash, nach leichtem vortexen resuspendiert und 100μL 

frisch angesetzte Fixations-/Permeabilisations-Lösung (1 Teil Konzentrat zu 3 Teilen Diluent) dazu 

pipettiert. Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 4°C in Dunkelheit wurde die Suspension zwei-

mal mit je 2mL 1xPermeabilization- Puffer für 10 Minuten bei 300g bei 4°C gewaschen und der Über-

stand jeweils vorsichtig abpipettiert und verworfen. Der Blockierungsschritt entfällt hierbei, da dieser 

schon bei der Extrazellulärfärbung durchgeführt wurde und es folgte die Färbung der intrazellulären 

Epitope. Nach der Zugabe von 1μL der entsprechenden fluorochrommarkierten Antikörper inkubierte 

der Ansatz lichtgeschützt für 30 Minuten bei 4°C. Darauf folgten zwei Waschschritte nach dem obigen 

Muster und die Aufnahme in 400μL PBS zur Messung am Gerät. 

 

3.9 Zytokin – ELISA 

Zur Bestimmung der IFNγ und IL-17 Produktion in den Überständen von restimulierten Lymphkno-

ten die isolierten Zellen ausplattiert, kultiviert und mit ConA und sIgG restimuliert. Zwischen den 

folgenden einzelnen Schritten erfolgten je vier Waschschritte mit 200μL PBS/0,5% Tween. Das Coating 

einer 96-Well-Platte erfolgte mit 100μL je Well Erstantikörper in der Konzentration 5μL/mL und wur-

de über Nacht bei 4°C inkubiert. Die freien Bindungsstellen wurden nun mit 200μL Blockierlösung 

zwei Stunden bei RT in einer Feuchtkammer inkubiert. Es erfolgte die Proben- sowie Standardauftra-

gung mit je 50μL pro Well. Die Standards hatte eine Spannweite von 10 bis 2000pg/mL, die Proben für 

die IFNγ Messung wurden in einer 1:10 Verdünnung und für die IL-17 Messung in einer 1:2 Verdün-

nung aufgetragen. Inkubiert wurde wieder über Nacht bei 4°C. Zum Tracen wurde je Well 100μL  

Zweitantikörper in der Konzentration 5μL/mL pipettiert und für zwei Stunden bei RT inkubiert. Es 

erfolgte 100μL pro Well Streptavidin-HRP gekoppeltem Antikörper in einer 1:200 Verdünnung sowie 

eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei RT. Danach folgte 100μL Substratlösung pro Well und wurde 

ca. 20 Minuten im Dunklen bei RT inkubiert, bis der unterste Standard gerade eben einen Farbum-



3. Material und Methoden 

 27 

schlag zeigte. Das Abstoppen erfolgte mit 50μL 1M Schwefelsäure pro Well,  die photometrische Mes-

sung erfolgte bei 450nm. Es wurden Duo Sets  (IL-17/ IFNγ  Mouse) von R&D Systems (USA) verwendet. 

 

3.10 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Test, dem Mann-Whitney-

Test, dem T-Test, dem ANOVA-Test sowie dem Log-Rank-Test nach Kaplan-Meier. Dies erfolgte mit 

dem Programm GraphPad Prism 5.b™ für Macintosh (GraphPad Software, Inc, USA). Ein p-Wert < 0,05 

wurde als statistisch signifikant angesehen, das Konfidenzintervall  lag bei 95%. Diagramme zeigen 

entweder den Median oder den Mittelwert und den Standardfehler des Mittelwertes.  
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4. Ergebnisse 

 

4.1 Generierung und Charakterisierung der CCR5-/- MRL/lpr Maus 

Das abfotografierte Gel in Abb1, welches nach Präparation genomischer DNA und der PCR mit den 

spezifischen Primer angefertigt wurde, zeigt am Beispiel von MRL/lpr-Tieren den erfolgreichen CCR5 

Knockout sowie die MRL/lpr-Genotypisierung. Die Knockout-spezifischen-Bande des CCR5 ist nur auf 

einer Höhe von 280 bp, die Wildtyp-spezifischen-Bande bei 203 bp, bei heterozygoten Tieren sind bei-

de Banden vorhanden. Bei der Genotypisierung von MRL/lpr ist die Knockout- spezifischen-Bande bei 

217 und die Wildtyp-spezifischen Bande bei 179 bp. 

 

 

Abbildung 1: Gelelektrophorese zur 
Genotypisierung (WT, CCR5-/-, CCR5+/-) 

 

 

Abbildung 2: Kreuzungsstrategie der 
Versuchstiere, siehe auch Kapitel 3.1 
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4.2 Die Lupusnephritis ist aggraviert in CCR5-/- MRL/lpr Mäusen 

Wie bereits erwähnt, diente als funktionaler Marker der renalen Schädigung der Albumin / Kreatinin-

Quotient aus dem Urin.  Bei der Lupusnephritis korreliert der Albumin / Kreatinin-Quotient sehr gut 

mit dem Ausmaß an renaler Schädigung und eignet sich damit, den zeitlichen Verlauf und den Schwe-

regrad der Glomerulonephritis zu erfassen. In Abb3 ist der zeitliche Verlauf  der Krankheitsentwick-

lung, von Knockout- und Wildtyp-Mäusen, gezeigt. 

 

 

Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf des Albumin / Kreatinin-Quotien bei Knock-
out- Wildtyp- sowie Kontroll-Mäusen 

 
Abbildung 4: Albumin / Kreatinin-Quotien  
nach 6 Monaten bei Knockout- Wildtyp- 
sowie Kontroll-Mäusen 

  

In den ersten 16 Wochen ist kein wesentlicher Unterschied erkennbar. Erst mit den progredienten 

Einsätzen der Lupusnephritis zeigt sich, im Gegensatz zu den Wildtypen, bei den CCR5-/-  

MRL/lpr -Mäusen ein aggravierter Krankheitsverlauf. Im T-Test ist p =   0,05 (Abb. 4). 

 

Histologisch ist die Korrelation aus dem Albumin / Kreatinin-Quotient und der morphologischen 

Schädigung leicht zu sehen und bestätigt erneut diese Annahme. In den histologischen Färbungen 

(Abb. 5) sind jeweils ein Glomerulus in einer PAS- sowie in einer Fibrin-Färbung der jeweiligen Gruppe 

gezeigt. 
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 MRL MRL/lpr MRL/lpr CCR5-/- 

    

    
 

Abbildung 5: Histologien von Glomeruli in PAS- sowie Fibrin-Färbung der jeweiligen Gruppe  (MRL, MRL/lpr, MRL/lpr CRR5-/-), 
(Originalvergrößerung 400fach) 
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4.3 Infiltration von T-Zellen  

 

Als immunhistologischer Marker einer T-Zell-Infiltration diente die CD3 Färbung des Nierengewebes. 

Dabei wurde zwischen interstitiellen und der glomerulären T-Zell-Infiltration unterschieden. Für die 

regulatorischen T-Zellen (TReg) diente der Transkriptionsfaktor FoxP3 als immunhistologischer Mar-

ker. In Abbildung 6  ist die histologische Auswertung interstitiellen T-Zell-Infiltration und in Abbil-

dung 7 die der glomerulären T-Zell-Infiltration gezeigt. Die Auswertung FoxP3 positiver Zellen ist in 

Abbildung 8 gezeigt. 

 

Abbildung 6: Immunhistologische 
Auswertung der interstitiellen T-Zell 
Infiltration anhand einer CD3 Färbung 
(hpf = high power fields) 

 

Abbildung 7: Immunhistologische 
Auswertung der glomerulären T-Zell 
Infiltration anhand einer CD3 Färbung 
(gcs = glomerular cross sections ) 

 

Abbildung 8: Immunhistologische 
Auswertung FoxP3 positiver Zellen im 
Nierengewebe (hpf = high power fields) 

 

Überraschenderweise kam es zu einer erhöhten Ansammlung von CD3 positiven Zellen interstitiell 

sowie glomerulär bei den CCR5-/- MRL/lpr-Mäuse. Bei der interstitiellen T-Zell-Infiltration liegt der p-

Wert im Mann Whitney Test, zwischen Wildtyp- und Knockout-Mäusen, bei p =  < 0,01 und der glome-

rulären Infiltration bei p = 0,0104. Ähnlich verhält es sich mit FoxP3, im Mann Whitney Test zwischen 

Wildtyp- und Knockout-Mäusen, ist p = 0,0033.  

 

In der Expressionsanalyse zur Quantifizierung der mRNA der zu untersuchenden Chemokine im Nie-

rengewebe diente die real-time PCR.  Untersucht wurden hierbei IFNγ, TNFα sowie IL-10. In den Ab-

bildungen 9 bis 11 ist die Auswertung dieser Analysen zu sehen. 
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 Abbildung 9: Expressionsanalyse zur 
Quantifizierung der mRNA von IFNγ im 
Nierengewebe mittels real-time PCR  

 

Abbildung 10: Expressionsanalyse zur 
Quantifizierung der mRNA von TNFα 
im Nierengewebe mittels real-time PCR  

 

Abbildung 11: Expressionsanalyse zur 
Quantifizierung der mRNA von IL-10 
im Nierengewebe mittels real-time 
PCR  

 

Im Mann Whitney Test ergibt sich keine Signifikanz bei allen drei Analysen zwischen den Wildtyp- 

und Knockout-Mäusen. 

 

In der FACS-Analyse wurden entsprechend CD4+ Zellen mit IFNγ sowie CD8 Zellen mit IFNγ detek-

tiert. Diese Analyse ist in den Abbildungen 12 bis 13 gezeigt. 

  
Abbildung 12: FACS-Analyse von CD4+ 
Zellen mit IFN des Nierengewebes 

 

Abbildung 13: FACS-Analyse von CD8+ 
Zellen mit IFN des Nierengewebes 

 

 

Der Mann Whitney Test ergibt keine Signifikanz zu den beiden Analysen zwischen den Wildtyp- und 

Knockout-Mäusen. 
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4.4 Infiltration von Monozyten  

 

Der monoklonale F4/80 Antikörper bindet an Maus-Monozyten und wurde zur immunhistologischen 

Erfassung der interstitiellen Monozyten-Infiltration des Nierengewebes verwendet. Die glomerulären 

Makrophagen-Infiltration wurde histologisch mit Mac-2 Antikörpern dargestellt. In der Abbildung 14 

ist die Auszählung der interstitiellen Infiltration von Monozyten erfasst. Die Auswertung der glome-

rulären Makrophagen Infiltration ist in Abbildung 15 gezeigt. 

 

 

Abbildung 14: Auswertung der interstitiellen 
Infiltration von Monozyten in einer immun-
histologischen F4/80 Färbung des Nierenge-
webes (hpf = high power fields) 

 

Abbildung 15: Immunhistologische Auswer-
tung der glomerulären Makrophagen-
Infiltration anhand einer Mac-2 Färbung (gcs 
= glomerular cross sections ) 

 

 

Die erhöhte Infiltration von Monozyten im Niereninterstitium bei den CCR5-/- MRL/lpr-Mäusen ist in 

Abbildung 14 zu sehen. Statistisch zeigt sich dieses im Mann Whitney Test, zwischen Wildtyp- und 

Knockout-Mäusen, mit p = 0,0271. Die glomeruläre Makrophagen-Infiltration stellt sich mit einem p-

Wert von p = 0,5779 im Mann Whitney Test dar. 

 

Die Komplement-Rezeptoren CD11b und CD11c wurden in entsprechenden FACS-Analysen untersucht. 

Beide Rezeptoren sind unter anderem auf Monozyten und Makrophagen vertreten und dienen der 

Stimulation zur Phagozytose. In der Abbildung 16 und 18 sind CD11b+ / CD11c+ positive Zellen gezeigt, 

die Abbildung 17 zeigt CD11b+ / CD 11c - positive Zellen jeweils im Nierengewebe.  In Abbildung 19 ist 
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die Expression von MHC II und Ly6C auf CD11c+  CD11b+ dendritischen Zellen P1 sowie CD11c+  CD11b+ 

Monozyten / Makrophagen (P2) bei MRL/lpr und MRL/lpr CCR5 -/- Mäusen dargestellt. 

 

Abbildung 16: Auswertung der FACS-
Analyse CD11b+ / CD11c+ positive Zellen des 
Nierengewebes 

  
Abbildung 17: Auswertung der FACS-
Analyse CD11b+ / CD11c - positive Zellen des 
Nierengewebes 

 

 

Es ergeben sich keine Signifikanzen zu zwischen den Wildtyp- und Knockout-Mäusen in den jeweili-

gen Analysen. 

 MRL MLR/lpr MLR/lpr CCR5-/- 
 

   
CD11b 

Abbildung 18: FACS-Analyse CD11c+ und CD11b+ positiver Zellen der Niere 

 

Abbildung 19: Expression von MHC II und Ly6C auf CD11c+  CD11b+ dendritischen Zellen P1 sowie CD11c+  CD11b+ Monozyten / 
Makrophagen (P2) bei MRL/lpr und MRL/lpr CCR5 -/- Mäusen. 
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4.5 Die systemische zelluläre Immunantwort  

Als morphologisches Kriterium einer systemischen zellulären Immunantwort diente das Gewicht von 

Milz und renaler Lymphknoten. In Abbildung 20 und Abbildung 21 sowie Abbildung 22 ist die Aus-

wertung der Wiegungen von Milz und Lymphknoten gezeigt.  

  
Abbildung 20: Auswertung der Wiegun-
gen der Milzen nach Organentnahme 

 

Abbildung 21: Auswertung der Wiegun-
gen renaler Lympfknoten nach Organent-
nahme 

 

 

 Milz Renale Lymphknoten 
 

MLR 
 
 
 

MLR/lpr  
 
 
 

MLR/lpr CCR5-/- 

  
 

Abbildung 22: Fotografie entnommener Milzen und renaler Lymphknoten zum makroskopischen  Vergleich (Lineale in cm) 

 

Dabei ergeben sich in beiden Analysen keine Signifikanzen zwischen Wildtyp- und Knockout-Mäusen. 

Bei den zugehörigen FACS-Analysen wurde in den Milzen die Kombination CD4+ und IFNγ+  unter-

sucht, bei den Lymphknoten war es die Kombination aus CD4+, CD25+ und FoxP3.  

In den Abbildungen von 23 bis 26 sind die Auswertungen und die Analysen gezeigt.  Es ergeben sich 

keine Signifikanzen. 
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Abbildung 23: Auswertung der FACS-
Analyse CD4+ und IFNγ+  positiver Zellen 
der Milz 

 

Abbildung 24: Auswertung der FACS-
Analyse CD4+, CD25+ und FoxP3 positiver 
Zellen aus Lymphknoten 

 

 

 MRL MLR/lpr MLR/lpr CCR5-/- 
 

   
INF-ß 

Abbildung 24: FACS-Analyse CD4+ und IFNγ+  positiver Zellen der Milz 

 

 MRL MLR/lpr MLR/lpr CCR5-/- 

 

   
 FoxP3 

Abbildung 26: FACS-Analyse von CD25+ und FoxP3 positiver Zellen aus Lymphknoten 
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4.6 Humorale Immunantwort | bei CCR5-/- MRL/lpr-Mäuse 

 

dsDNA-Antikörper können als spezifische Marker des SLE angesehen werden und stellen damit ein 

diagnostisches Kriterium dar (siehe ACR Kriterien). Etwa 50% der Seren bei Patienten mit aktivem SLE 

enthalten dsDNA-Antikörper. Es gibt einen Zusammenhang zwischen Anti-dsDNA Titer und der 

Krankheitsaktivität, insbesondere der Nierenbeteiligung. Dabei kann der Anti-dsDNA Titer auch als 

Ausdruck der humoralen Immunantwort gesehen werden.  

In der Abbildung 27 ist die Auswertung des Anti-dsDNA ELISA´s aus dem Plasma der einzelnen Grup-

pen dargestellt. 

 

Abbildung 25: Auswertung des Anti-dsDNA 
ELISA aus  Serum 

  

 

Es ergeben sich keine Signifikanzen unter den beiden erkrankten Gruppen. 
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4.7 Die Expression von Chemokinen | bei CCR5-/- MRL/lpr-Mäusen 

 

Die Expression von Chemokinen wurde durch eine Real-Time-quantitative-PCR ermittelt. Dabei wur-

den die Chemokine CCL2-CCL5 untersucht. Die entsprechenden Analysen sind in den Abbildungen 28 

bis 31 zu sehen. 

 

Abbildung 26: Auswertung  der Expres-
sion von CCL2  mittels RTq-PCR aus 
Nierengewebe 

 
Abbildung 27: Auswertung  der Expres-
sion von CCL3  mittels RTq-PCR aus 
Nierengewebe 

 

Abbildung 28: Auswertung  der Expres-
sion von CCL4 mittels RTq-PCR aus 
Nierengewebe 

 

 
Abbildung 29: Auswertung  der Expression 
von CCL5 mittels RTq-PCR aus Nierenge-
webe 

 
 

 
 

 
Es ergeben sich keine Signifikanzen zwischen den Wildtyp- und Knockout-Mäusen in den jeweiligen 

Analysen. 
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4.8 Die Bedeutung von Apoptose und Proliferation 

 

Eine mögliche Erklärung für die erhöhten glomerulären Akkumulationen von T-Zellen bei CCR5-/- 

MRL/lpr-Mäuse wäre ein Defekt in der Chemokinrezeptor-induzierten Apoptose von CCR5-/- Immun-

zellen. Als Marker für die Apoptose galt positiv gespaltenes Caspase-3. Allerdings lies sich dieses bei 

der immunhistochemischen Quantifizierung der glomerulären Zellen nicht zeigen, die apoptotischen 

Zellzahlen waren bei CCR5-/- Mäusen nicht verringert (Abb. 34 und 32). Mit den erhöhten glomerulä-

ren Schäden waren apoptotischen Zellen in den Glomeruli der CCR5-/- Mäuse sogar deutlich, im Ver-

gleich zu ihren Wildtyp-Tieren, erhöht. Der Grad der glomerulären Schädigung, der glomerulären 

Zellinfiltrate sowie die intraglomeruläre Proliferation, wurde mit Ki-67+ Zellen innerhalb der Glome-

ruli beurteilt, tendenziell zeigte sich bei CCR5-/- MRL/lpr-Mäusen, im Verglichen zu den Wildtypen, 

eine Erhöhung (Abb.  33 und 32). 

 

 MRL MRL/lpr MRL/lpr CCR5-/- 

    

    
 

Abbildung 30: Histologien von Glomeruli in Ki-67 - sowie Caspase-3 Färbung der jeweiligen Gruppe  (MRL, MRL/lpr, MRL/lpr 
CRR5-/-), (Originalvergrößerung 400fach) 
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Abbildung 31: Immunhistologische Aus-
wertung der glomerulären Infiltration der 
Ki-67+ Färbung (gcs = glomerular cross 
sections ) 

 

Abbildung 32: Immunhistologische Aus-
wertung der glomerulären Infiltration der 
Caspase-3+ Färbung (gcs = glomerular cross 
sections ) 
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4.9 Auswirkung des renalen und systemischen CCR5-/- Mangels auf 
die CCR5/CCR1- Liganden  
 

 
Es gibt Hinweise, dass eine Überproduktion von CCR5/CCR1-Liganden in CCR5 -/- Mäusen zu einer 

vermehrten Immunzellen-Infiltration über CCR1 führen könnte, was zu einer Verschlechterung der 

immunvermittelten Gewebeschädigung führen würde. Entsprechend wurde in den Nieren der 

MRL/lpr-Mäuse sowie bei MRL-Kontrollmäusen die mRNA-Expression und der Eiweißgehalt von 

CCL3, CCL4, CCL5 und CXCL9 als CCR5 unabhängiges Chemokin analysiert (Abb. 35, A und B). Die RT-

PCR-Analyse des renalen Cortex zeigte, dass CCL3, CCL4, CCL5 und CXCL9 mRNA bei nephritischen 

Tieren in beiden Gruppen hochreguliert war, aber es zeigte sich keine Differenzierung zwischen Wild-

typ- und CCR5 -/- Lupus-Mäusen auf mRNA-Ebene (Abb. 35A). Die intrarenalen Proteinspiegel dieser 

Chemokine wurden mittels CBA-Analyse der Nieren-Homogenate gemessen, diese waren bei MRL/lpr-

Mäusen, im Vergleich zu der MRL-Kontrollgruppe, erhöht (Abb. 35B). Es zeigte sich eine erhebliche 

Erhöhung von CCL3-Proteinen in CCR5-/- MRL/lpr- Nieren, im Gegensatz zu den Nieren von Wildty-

pen (Abb. 35B; P <0,05). Bei den Protein-Spiegeln von CCL4, CCL5 und CXCL9 in der Niere zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen CCR5 -/- und Wildtyp-MRL / lpr-Mäusen. Interessanter-

weise waren im Serum von CCR5 -/- MRL/lpr-Mäusen die Konzentrationen aller drei CCR5/CCR1-

Liganden deutlich höher als bei MRL/lpr-Wildtyp-Mäusen (Abb. 35C). Bei CXCL9 gab es hingegen kei-

nen Unterschied. 
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Abbildung 33:  
 
AA: mRNA-Expression der gemeinsamen CCR5/CCR1-Liganden sowie CXCL9 als CCR5-unabhängiges Chemokin, in der Nieren-
rinde von der MRL-Kontrollgruppe (n = 5), MRL/lpr (n = 12), und MRL/lpr CCR5-/- Mäusen ( n = 21) nach 6 Monaten. 
 
B:  Proteinexpression insgesamt von den jeweiligen Chemokinen der Nierenrinden- Homogenaten von der MRL-
Kontrollgruppe (n = 5), MRL/lpr-Mäusen (n = 7), und MRL/lpr CCR5-/- Mäusen (n = 22) nach 6 Monaten. 
 
C:  Serum Chemokin-Spiegel der jeweiligen Gruppen von Mäusen (Gruppe bezeichnet wie in A). Die Werte sind Mittelwerte ± 
SE. * P <0,05. ** P <0,01. *** P <0,001. 
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4.10 CCR5/CCR1-Ligandenproduktion und Clearance bei CCR5-/- 
C57BL/6-Mäusen  
 

Es wurde untersucht, ob die erhöhten Serumspiegel von CCR5/CCR1-Liganden in CCR5-/- MRL/lpr-

Mäusen ausschließlich auf die gesteigerte entzündliche Reaktion in autoimmunanfälligen Mäusen 

beruhen oder ob die erhöhten CCR5-Chemokinliganden ein allgemeines Phänomen sind, das durch 

CCR5-Mangel verursacht wird. Um auszuschließen, dass eine Autoimmunerkrankung den Chemokin-

spiegel beeinflusst,  wurden die folgenden Studien bei nicht autoimmunanfälligen Wildtyp- 

und  CCR5−/− C57BL/6-Mäusen durchgeführt. Die CCR5/CCR1-Ligandenspiegel im Serum von Wild-

typ- und  CCR5−/− C57BL/6- Mäusen wurden durch CBA-Analyse (siehe Abb. 36A) gemessen. Wie im 

MRL/ lpr-Stamm zeigten die CCR5−/− C57BL/6-Mäuse eine signifikante Erhöhung der CCL4 und CCL5 

Serumspiegel (beide P <0,005 vs. C57BL/B6- Wildtyp), während die CXCL9-Werte ähnlich wie bei den 

Wildtyp-Mäusen waren. Übereinstimmend mit den Ergebnissen der MRL-Kontrollmäuse, waren die 

CCL3- Serumspiegel bei Wildtyp-Mäusen sowie bei CCR5-/- C57BL/6 Mäusen unterhalb der Nachweis-

grenze (siehe Abb. 35C). Um der Frage nachzugehen, ob die erhöhten CCR5/CCR1-Liganden auf die 

hochregulierte Produktion zurückzuführen sind, wurde die mRNA-Expression von CCL3 in LPS-

stimulierten Splenozyten von C57BL/6-Mäusen analysiert (siehe Abb. 36B). Dabei zeigten CCR5-

defiziente Splenozyten keine Überproduktion von CCL3 als Antwort auf LPS, sondern vielmehr ver-

minderte CCL3-mRNA-Spiegel. Ein weiterer Grund für die erhöhten Chemokinspiegel könnte der 

mangelnde Verbrauch über ihre entsprechenden Rezeptoren sein. Um diese Hypothese zu prüfen, 

wurde eine Kurzzeitinkubation (20 Min.) von Splenozyten, die aus naiven Wildtyp- und CCR5-/-

Mäusen isoliert wurden, mit CCL3 und CXCL9 als CCR5-unabhängige Kontrolle durchgeführt. Die 

Chemokinkonzentrationen wurden im Überstand beurteilt (siehe Abb. 36c). Die Überstände von 

CCR5-/-Splenozyten zeigten signifikant erhöhte Konzentrationen an CCL3, aber nicht an CXCL9. Dies 

zeigte, dass die Zellen nicht in der Lage waren, CCR5-Liganden zu binden und zu internalisieren. Um 

diese Gegebenheit in vivo zu beurteilen, wurde die Clearance von exogenen CCL3 und CXCL9 in 

C57BL/6-Wildtyp-Mäusen und CCR5-/-Mäusen bewertet (siehe Abb. 36D und E).  Nach gleichzeitiger 

i.v. Injektion von rekombinantem murinen CCL3 und CXCL9, wurde eine markante Erhöhung der 

Serumspiegel beider Chemokine beobachtet. Der CCL3-Peak war bei CCR5-Mäusen nach 10 Minuten (P 

<0,05) deutlich erhöht, während es hingegen bei CXCL9 keinen signifikanten Unterschied  zwischen 
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den Gruppen gab (p = 0,49 bei 10 Min.). In nachfolgenden Messungen verringerte sich CCL3 schnell 

und wurde in CCR5-/- und Wildtyp-Mäusen adaptiert. Dies weist darauf hin, dass auf einer längeren 

Zeitskala andere CCR5-unabhängige Mechanismen Chemokin-Clearance herbeiführen.  

 

 

 
 

 

Abbildung 34: 

AA: Serum Chemokin-Spiegel der normalen C57BL/6-Wildtypen (B6, n = 5) und C57BL/6 CCR5-/- (B6 CCR5-/ -, n = 6) Mäuse. 
 
B:  CCL3 mRNA-Expression von Milzzellen aus normalen B6 und B6 isoliert aus CCR5-/- Mäusen (n = 6 für beide Gruppen), 
stimuliert mit LPS. 
 
C:  CCL3 und CXCL9-Konzentrationen aus dem Überstand von naiven Wildtypen und CCR5-/- Splenozyten nach 20 Min. Inku-
bation mit rekombinanten Proteinen (2 ng / ml, n = 4-6/Gruppe). 
 
D und E: Messung der in-vivo-Clearance von CCL3 und CXCL9 nach intravenöser Injektion von rekombinanten Protei-
nen. Dargestellt sind CCL3 und CXCL9 Proteinspiegel im Serum von B6 (n = 4) und B6 CCR5-/- Mäusen (n = 4) kurz vor und bei 
den angegebenen Zeitpunkten nach der Chemokin-Injektion  (1 μg je Chemokin/Maus). Die Werte sind Mittelwerte ± SE. * P 
<0,05. ** P <0,01. 
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5. Diskussion  
 

Der Chemokinrezeptor CCR5 wird auf einer breiten Palette von Lymphozyten, einschließlich CD4+ 

Th1-Zellen, CD8+ T-Zellen, Monozyten, NK-Zellen sowie dendritischen Zellen exprimiert und hat 

somit einen Einfluss auf entzündliche Reaktionen. Bei Patienten mit einer Autoimmunkrankheit samt 

Nierenbeteiligung (einschließlich der Lupusnephritis) konnte, in früheren Studien, folgendes gezeigt 

werden: Die CCR5-Expression auf T-Zellen und Monozyten in einer inflammatorischen Niere ist rela-

tiv zu den im Blut zirkulierenden T-Zellen und Monozyten erhöht (Segerer et al. 1999, Wada et al. 

1999, Furuichi et al. 2000, Segerer et al. 2004).  

Diese Ergebnisse passen zu den Beobachtungen aus vorigen Studien, dass die drei großen  

CCR5-Liganden CCL3, CCL4 und CCL5 in entzündeten Geweben hoch exprimiert werden. (Rantes et al. 

2007, Wada et al. 1999, Furuichi et al. 2000, Liu et al. 2003, Chen et al. 2002). Die vermehrte renale Ex-

pression der CCR5-Liganden CCL3, CCL4 und CCL5 scheint also pathogene Effektor-T-Zellen und Mo-

nozyten in einer entzündeten Niere zu haben. Im etablierten MRL/lpr-Modell der murinen Lupusne-

phritis konnte gezeigt werden, dass die CCL3-5 Expression der Infiltration CCR5-exprimierender Ent-

zündungszellen und konsekutiver Gewebeschädigung vorangeht (Perez de Lema et al. 2001). 

CCR5 Targeting bei Autoimmunerkrankung könnte daher eine attraktive therapeutische Strategie 

sein. Für die Therapie von HIV steht bereits der erste Chemokin-Rezeptor-Antagonist CCR5-Blocker 

(Maraviroc®) zur Verfügung. Bisher fehlen jedoch Daten über die funktionelle Bedeutung der CCR5-

Signalkaskaden bei der menschlichen und experimentellen Lupusnephritis. In dieser Doktorarbeit 

wurde daher die Funktion von CCR5 bei MRL/lpr-Mäusen untersucht.  

Das wichtigste Ergebnis dieser Doktorarbeit war, dass das Fehlen des CCR5-Rezeptors einen progre-

dienten Einfluss auf den Verlauf der Lupusnephritis hatte, sowohl im zeitlichen Verlauf als auch im 

Ausmaß der Schädigung. Das CCR5-Defizit wirkte verstärkend auf die Rekrutierung mononukleärer 

Zellen und bedingte damit die glomeruläre Schädigung sowie der Proteinurie. Bei nephritischen 

CCR5-/- Mäusen wurden Nieren- und systemische Proteine von CCL3, CCL4, und CCL5 auffallend 

hochreguliert, dieses spiegelte sich aber nicht auf der mRNA-Ebene wieder. Darüber hinaus war nach 

intravenöser Injektion des rekombinanten Proteins die Plasmaprotein-Konzentration von CCL3 bei 

CCR5-/- Mäusen, im Vergleich zu denen von Wildtyp-Tieren, signifikant erhöht. Die verzögerte 
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Clearance des CCL3-Protein bei CCR5-Rezeptor-Mangel lies vermuten, dass CCR5-positive Zellen die 

CCR5-Liganden abräumen und sich dadurch eine geringere lokale CCL3-5 Konzentration einstellt.  

Die erhöhten Konzentrationen von CCL3 und CCL5 im Gewebe bei CCR5-/- Mäusen können zu einer 

weiteren Rekrutierung von pathogenen Monozyten und T-Zellen eben über den alternativen Weg des 

CCR1 führen (Bromley et al. 2008). Über diesen alternativen Weg der verstärkt induzierten CCR1-

abhängigen Infiltration von Immunzellen, kann es zu einem erhöhten Gewebsschaden kommen. In 

Modellen der Leber- und Nierenentzündung konnte diese bereits gezeigt werden (Tuner et al. 2008, 

Moreno et al. 2005). 

Die Bedeutung der Chemokin-Clearance konnte durch die Entdeckung und Charakterisierung der 

atypischen Chemokinrezeptoren D6, DARC, CCX-CKR und CXCR7 verdeutlicht werden (Graham et al. 

2009, Naumann et al. 2010). Diese Unterklassen von Non-Signaling-Chemokin-Rezeptoren werden 

durch die Fähigkeit charakterisiert, Chemokinliganden zu internalisieren und zu reduzieren und so-

mit lokale Chemokin-Konzentration zu senken. Weitere Studien konnten zeigen, dass die Clearance 

der Chemokine durch diese atypischen Rezeptoren eine wichtige regulatorische Rolle bei der Inhibiti-

on sowie bei der Induktion des Abbruchs der Entzündungsreaktion spielt (Thelen & Stein 2008, Tuner 

et al. 2008). 

Dabei ist es weitgehend unbekannt, ob es noch zusätzliche Mechanismen gibt, die zur Inhibierung der 

Immunantwort des „Host“ mittels Chemokin-Verbrauch (d.h. Bindung - Internalisierung - Abbau) 

durch klassische "proinflammatorische" Chemokinrezeptoren, die nicht der Non-Signaling-Familie 

der Scavenger-Rezeptoren wie CCR5 angehören, beitragen (Segerer et al. 2010). Bisher wurden einige 

Studien veröffentlicht, die dieses Konzept unterstützen. In einer neueren Studie beobachtete Ulrich A. 

Maus et al. folgendes: Bei CCR2-defizienten Mäusen zeigte sich,  nach Inhalation intratrachealen LPS 

(Lipopolysaccharide), eine erhöhte CCL2-Konzentration in Verbindung mit einer reduzierten Mono-

zytenrekrutierung in der bronchialen Lavage Flüssigkeit. Bei bestrahlten CCR2-defizienten Mäusen 

wurde Knochenmark von Wildtyp-Mäusen substituiert, dieses führte zu einer Normalisierung der 

Monozytenrekrutierung und zu einem CCR2-abhängigen Verbrauch von CCL2 und hämatopoetischen 

Zellen in der Lunge (Maus et al. 2005). 

In einer Studie von Zhang et al. wurde angenommen, dass im Rattenmodell der LPS-induzierten Lun-

genschädigung, die Infiltration von CXCR2-positiven neutrophilen Zellen, die lokalen Konzentratio-
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nen von CXCR2-Liganden MIP-2 und CINC erniedrigt (Zhang et al. 2001). Die Arbeitsgruppe von Ser-

han und Luster beschrieb bei CCR5-defizienten Mäusen eine langanhaltende Entzündungsreaktion 

nach Induktion einer Peritonitis, die als Folge der lokal erhöht anhaltenden CCL3 und  

CCL5-Konzentrationen betrachtet wurde. In einer in-vitro-Studie von Ariel et al. wurde gezeigt, dass 

die CCR5-Expression auf apoptotischen neutrophilen Zellen und aktivierten apoptotischen T-Zellen 

(in entzündeten Geweben), durch die CCR5-Liganden eine wichtige Funktion für die Clearance dieser 

Zellen gegeben ist („chemokine-scavenging devices“) (Ariel et al. 2006). Diese Ergebnisse liefern damit 

erste Hinweise darauf, dass der Verbrauch von CCL3 durch seinen "klassischen" Chemokinrezeptor 

CCR5 als negativer Regulator für Chemokin-Signalkaskaden, bei Mäusen mit Lupusnephritis, fungiert 

und dadurch die Nierenentzündung inhibiert. Dieser negative Feedback-Mechanismus kann ein wich-

tiger Mechanismus zur Inhibierung der inflammatorischen Reaktion im Zielgewebe sein.  

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden auch andere Möglichkeiten in Betracht gezogen, die den 

schweren Verlauf der Nephritis bei CCR5-/- Mäusen erklären könnten. Jedoch war kein potenzieller 

andere Mechanismen in der Literatur beschrieben worden: 

- einschließlich der Verringerung der Infiltration der alternativ aktivierten Makrophagen,  

- beeinträchtigte Infiltration Tregs (Yurchenko et al. 2006) und damit Veränderungen im  

   T-Effektorzellen Gleichgewicht,  

- Störung der humoralen Immunantwort oder  

- ein Defekt bei der Apoptose  

waren bei CCR5-/- MRL/lpr-Mäusen nicht nachweisbar. 

Ein anderer Ansatz zur Untersuchung der Bedeutung der CCR5-Signalkaskade bei SLE-Patienten ent-

stand durch die Entdeckung einer Mutation mit einer 32-Basenpaar-Deletion im menschlichen CCR5-

Gen (CCR5delta32), diese führt zu einem nicht-funktionalen CCR5-Rezeptor (Samson et al. 1996). 

Etwa 10% - 20% der Kaukasier sind heterozygot und etwa 1% bis 2% sind homozygote Träger der CRR5 

Delta32 Mutation. In einer Studie aus 469 Fällen von SLE-Patienten, aus drei geographisch unter-

schiedlichen Kohorten, war der CCR5 Delta32 Haplotyp mit einem erhöhten Risiko zur einer SLE-

Entwicklung assoziiert (Mamtani et al. 2008). 

Dieser Befund steht im Einklang mit den Ergebnissen aus dieser Doktorarbeit. Die MRL/lpr-Mäuse, 

die heterozygot für das CCR5 Deletion waren, zeigten mittleren Verlauf mit moderater Verschärfung 
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der Nephritis im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren (Daten nicht gezeigt). In einer anderen Studie mit 

276 spanischen Patienten konnte der CCR5-Polymorphismus nicht mit einer Anfälligkeit für SLE asso-

ziiert werden. Allerdings postulierten die Autoren dieser Studie einen geringen Beitrag der CCR5 Delta 

32 Mutation auf die Entwicklung der Lupusnephritis sowie einem erhöhten Schweregrad der Erkran-

kung (Aguilar et al. 2003). Im Gegensatz zu dieser Studie hat eine aktuelle Untersuchung aus den Nie-

derlanden mit 113 Patienten nebst Lupusnephritis, keine signifikante Wirkung der CCR5Delta32 Del-

tion auf die Schwere der Erkrankung gezeigt (Martens et al. 2010). Dabei ist aber zu beachten, dass bei 

allen drei oben genannten Studien nur eine sehr geringe Anzahl von homozygoten CCR5Delta32 Allel-

trägern aufgenommen wurden. Der Grund hierfür ist, dass die allgemeine Häufigkeit der 

CCR5Delta32 Mutation sehr gering ist. Daher wurde auf eine statistische Auswertung der absolut 

CCR5-defizienten Gruppe verzichtet.  

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich bei der murinen Lupusnephritis die Abwesenheit von 

CCR5 aggravierend auswirkt. Dies zeigt die Gefahr einer selektiven CCR5-Blockade bei der Lupusne-

phritis, obwohl sich diese Therapie als ein erfolgreicher neuer Ansatz für die Behandlung von HIV-

Infektion etabliert hat. CCR5 hat bei HIV aber auch eine andere Funktion als bei SLE, so dass die Ver-

gleichbarkeit auch nur eingeschränkt gegeben ist. 

Die schlechtere Nierenfunktion und die systemischen CCL3-CCL5 Protein-Konzentrationen sowie die 

verzögerte CCL3-Clearance bei CCR5-defizienten Mäusen legen nahe, dass CCR5 als „Fänger“ für die 

eigenen Chemokinliganden dienen könnte. Bei dieser Feedback-Schleife könnte es sich um einen Inhi-

bitor bei der Rekrutierung von T-Zellen und Makrophagen in der Niere handeln. Damit könnte die 

Feedback-Schleife eine überschießende Entzündungsreaktion verhindern und in der Folge die Ge-

websschädigung regulieren. CCL3 könnte dabei den alternativen Rezeptor CCR1 aktivieren und so 

weiteren Einfluss auf die Entzündungsreaktion nehmen. 

 

Ausblick: Ein möglicher Ansatz für künftige Studien wäre neben der Blockade von CCR5 auch den 

alternativ Rezeptor CCR1 parallel zu blockieren, um das Verständnis der Rezeptor-Interaktion unter-

einander besser zu verstehen. Vielleicht ließe sich dann daraus ein mögliches Therapiekonzept entwi-

ckeln. 
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6. Zusammenfassung 

Die Leukozyten-Infiltration ist ein charakteristisches Merkmal der menschlichen und der experimen-

tellen Lupusnephritis. Die Leukozyten-Infiltration steht dabei in enger Relation zu dem Verlust der 

Nierenfunktion. Der Chemokin-Rezeptor CCR5 wird auf Monozyten und auf T-Zellen exprimiert. 

Eine wichtige Funktion von CCR5 besteht darin, diese Zellen in entzündeten Organen zu rekrutieren. 

Um die funktionelle Rolle von CCR5 bei Lupusnephritis zu untersuchen, wurden Mäuse ohne CCR5 zu 

einem MRL-Fas (lpr) (MRL/lpr) genetischen Hintergrund zurückgekreuzt. Unerwarteter Weise entwi-

ckelten die CCR5 (-/-) MRL/lpr-Mäuse bezüglich der glomerulären Gewebsschädigung und der Al-

buminurie einen gravierenderen Verlauf der Lupusnephritis. 

Die Verschlechterung der Nephritis war mit einem Gesamtanstieg der mononukleären  

Zell-Infiltration in der Niere assoziiert. Dagegen waren die T-Zellantwort, die Bildung von Autoanti-

körpern sowie das renale Leukozyten-Subtypen Gleichgewicht von dem CCR5-Mangel unabhängig. 

Der renale und systemische Proteingehalt des CCR5-Liganden CCL3, welcher auch Leukozyten rekru-

tiert und dabei den alternativen Rezeptor CCR1 aktivieren kann, war bei nephritischen CCR5(-/-) 

MRL/lpr-Mäusen ebenfalls deutlich erhöht. Weitere Untersuchungen ergaben, dass die systemische 

Zunahme der CCR5/CCR1-Liganden auch in nicht immunisierten CCR5 (-/-) C57BL/6- Mäusen statt-

fand. Dieser Anstieg war auf eine verringerte Clearance zurückzuführen und nicht auf eine Überpro-

duktion von CCL3. Zusammengefasst unterstützen diese Daten die Hypothese, dass in entzündeten 

Geweben der CCR5-abhängige Verbrauch seiner eigenen Liganden als eine negative Feedback-Schleife 

hemmend auf die lokalen Chemokin-Ebenen wirkt, was wiederum die Rekrutierung weiterer Entzün-

dungszellen hemmt. 
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ACR  American College of Radiology 

ANA  antinukleärer Antikörpe 

cAMP  Cyclic adenosine monophosphate 

CCL  Chemokine (C-C motif) ligand 

CCR   Chemokin-Rezeptor 

CXCL  Chemokine (C-X-C motif) ligand 

CXCR  CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 

DARC  Duffy antigen / chemokine receptor 

DNA  Deoxyribonucleic acid 

dsRNA  Double-stranded Ribonucleic acid 

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay 

FACS  Fluorescence-activated cell sorting 

GN  Glomerulonephritis 

GPCRs  G protein coupled receptors 

GRK  G-protein-coupled receptor kinase  

IFN  Interferon 

IL  Interleukin 

IP  Inositol trisphosphate 

LGN   Lupus glomerulonephritis 

LN  Lupusnephritis  

MHC  major histocompatibility complex 

MIP  Macrophage Inflammatory Proteins 

PCMA  peripheral cell nuclear antigen 

PIP2  Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate or PtdIns(4,5)P2 

RANTES regulated and normal T cell expressed and secreted 

RNA  Ribonucleic acid 

SLE  systemischer Lupus erythematodes 

snRNA  small nuclear ribonucleic acid 

Th  T-Helferzelle 

TLR  toll like receptor 

UKE  Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf 

WT  Wildyp 

ZNS  Zentralnervensystem 
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