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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Rapid progrediente Glomerulonephritiden

Die rapid progrediente Glomerulonephritis (RPGN) ist ein klinisches Syndrom mit
einem rasch fortschreitenden Nierenversagen. Sie ist gekennzeichnet durch die Klinik
des nephritischen Syndroms mit glomerularer Hamaturie, Proteinurie, Odemen,
Hypertonus und einem charakteristischen histologischen Korrelat. In der Histologie
findet sich eine nekrotisierende Glomerulonephritis (Falk und Jennette 2010). Durch
die intra- und extrakapillare Nekrose mit Zerstérung der Kapillarintegritat kommt es
zum Influx inflammatorischer Zellen und zur Proliferation der Parietalzellen. Es bilden
sich sog. Halbmonde aus, die anfangs zellreich sind und im Verlauf zunehmend fibros
umgebaut werden. Nach dem englischen Begriff fur Halbmond ,crescent’ wird die
nekrotisierende Glomerulonephritis auch als Crescent Glomerulonephritis beschrieben
(Alscher et al. 2008). Theoretisch kann jede Glomerulonephritis die Form einer RPGN
annehmen und nekrotisierend verlaufen. Klassischerweise wird die nekrotisierende
Glomerulonephritis nach ihrem Erscheinungsbild in der Immunhistochemie in drei
Typen unterteilt: Beim Typ 1 findet sich eine lineare Ablagerung von Immunglobulin G
entlang der glomerularen Basalmembran, die der Erkrankung auch ihren Namen gibt,
die Anti-Basalmembran-Antikérper-Erkrankung oder auch abgeklrzt Anti-GBM-
Erkrankung. Beim Typ 2 lagern sich Immunkomplexe granular ab. Der Ablagerungstyp
nennt sich dementsprechend auch der Immunkomplextyp. Entsprechend der Genese
finden sich die Immunkomplexe mesangial, subendothelial und/oder subepithelial.
Auch sind die Komplexe entsprechend der ausldsenden Erkrankung unterschiedlicher
Subklassen: IgA, 1gG, und/oder IgM. Die verursachenden Erkrankungen sind bei
dieser Form v.a. der systemische Lupus erythematodes, die IgA-Nephritis, die para-
bzw. postinfektiose = Glomerulonephritis (GN) sowie die verschiedenen
membranoproliferativen Glomerulonephritiden (MPGN). Der dritte und gleichzeitig
haufigste Typ der nekrotisierenden Glomerulonephritis zeichnet sich dadurch aus,
dass sich keine oder sehr wenige Immundepots in der Immunhistochemie finden.
Daher wird dieser Typ auch als pauci-immun bezeichnet (lateinisch pauci=wenige).
Die pauci-immune nekrotisierende Glomerulonephritis wird vorrangig durch die ANCA-

assoziierten Vaskulitiden (AAV) verursacht (Kallenberg 2011).
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1.2  Antineutrophile zytoplasmatische Antikorper

Bei den antineutrophilen zytoplasmatischen Antikorpern (ANCA) handelt es sich um
Autoimmunantikorper, die gegen Strukturen des eigenen Korpers gerichtet sind. Es
gibt zwei verschiedene Erscheinungsbilder der ANCA, die man anhand ihres
Immunfluoreszenzmusters in cytoplasmatische (c) und perinukleare (p) ANCA
unterscheidet (Jennette et al. 2011). Weiterhin werden die ANCA anhand der
verschiedenen Zielantigene, gegen welche sie gerichtet sind, unterschieden. Die
beiden Hauptzielantigene sind die Proteinase 3 (PR3) und die Myeloperoxidase
(MPO). Die cANCA finden sich vor allem bei der Granulomatosis mit Polyangiitis (GPA,
ehemals Morbus Wegener) und sind meist gegen die PR3 gerichtet. Die pANCA
kommen héufig bei der mikroskopischen Polyangiitis (MPA) und in der Halfte der Falle
einer eosinophilen granulomatdsen Polyangiitis (EGPA, ehemals Churg-Strauss-
Syndrom) vor und sind meist gegen die Myeloperoxidase (MPO) gerichtet (Furuta u.
Jayne 2013). Die Proteinase 3 ist eine Serinprotease der primaren Granula von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten (Morgen et al. 2006, Miller et al. 2007).
Freigesetzt wirkt sie proteolytisch, womit sie der Abwehr von Mikroorganismen dient.
Zudem wird postuliert, dass im Rahmen der Immunantwort eine Interaktion der
Proteinase 3 mit Makrophagen und CDA4*-T-Zellen stattfindet und es so zur
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen kommt (Novick et al. 2006). Die
Myeloperoxidase ist ein Enzym, welches sich ebenfalls in primé&ren Granula von
neutrophilen Granulozyten und Monozyten findet (Morgen et al. 2006). MPO katalysiert
die Umwandlung von Wasserstoffperoxid (H202) zur hypochlorigen Séaure (HCIO). Zur
Abwehr von Mikroorganismen setzen neutrophile Granulozyten sogenannte NETS
(neutrophil extracellular traps) frei. Diese NETs bestehen aus kondensiertem
Chromatin und behindern die Beweglichkeit der Keime. Der reaktive Sauerstoff, der
zur NET-Formation bendtigt wird, wird von der Myeloperoxidase produziert
(Papayannopoulos et al. 2010). Wahrend die Zielantigene MPO und PR3 seit
langerem bekannt sind (Falk et al. 1988), wurde vor knapp zehn Jahren ein weiterer
ANCA beschrieben (Kain et al. 2008). Dieses dritte Zielantigen der ANCA soll das
lysosomale Membranprotein-2 (LAMP-2) sein. Es ist ein Membranprotein und findet
sich nicht nur an der Oberflache von Vesikeln neutrophiler Granulozyten, sondern
zusatzlich auch an der Oberflache von Endothelzellen (Kain et al. 2012). Diese Vesikel
beinhalten MPO oder PR3 und sind daher wichtig ftr die Abwehr von Mikroorganismen
(Schreiber et al. 2012). LAMP-2 besitzt zudem die Eigenschaft, an die Zelloberflache
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zu wandern, um dort die Zelle bei verschiedenen Zellfunktionen zu unterstitzen
(Gough u. Fambrough 1997). Mdgliche Funktionen sind dabei zum Beispiel die
Antigenprasentation (Zhou et al. 2005), die Adhésion (Sawada et al. 1993) wie auch
die zellulare Homoostase (Dice 2007). Im menschlichen Koérper sind drei
unterschiedliche Subtypen des LAMP-2 bekannt: LAMP-2A, LAMP-2B und LAMP-2C.
Sie weisen jedoch alle identische extrazellulare Epitope auf ihrer Oberflache auf
(Eskelinen et al. 2005). Bisher ist ein signifikanter Nachweis der LAMP-2 Antikorper
bei Patienten mit ANCA-assoziierter Vaskulitis jedoch noch keiner anderen

Arbeitsgruppe gelungen (Kain et al. 2012).

1.3 ANCA-assoziierte nekrotisierende Glomerulonephritis

ANCA finden sich vor allem bei den KleingefalR3vaskulitiden. Man unterscheidet
verschiedene Stadien der ANCA-assoziierten Vaskulitiden (AAV). Meist beginnen sie
in einem lokalisierten Stadium, das erst in ein friihes systemisches und spéter in ein
generalisiertes Stadium Ubergeht. Im generalisierten Fall sind meist lebenswichtige
Organe betroffen, insbesondere die Nieren. Im limitierten lokal begrenzten Stadium
auldert sich eine AAV klinisch zumeist mit einer Entziindung der oberen Atemwege.
Haufig kommt es hierbei zu einer chronischen Rhinitis bzw. einer Sinusitis mit
Ulzerationen der Schleimhaut im HNO-Bereich (Weidner et al. 2004). Nicht selten
findet sich dann bei Befall des Respirationstraktes eine therapieresistente Pneumonie
mit pulmonalen Noduli. Manchmal kommt es dabei zu einer generalisierten
Pneumonitis oder zu einer lebensbedrohlichen pulmonalen Hamorrhagie (Berden et
al. 2012b). Die alveolare Blutung ist jedoch meist Bestandteil der generalisierten
Erkrankung, die vor allem die Nieren betrifft. Statistisch kommt es zur
Nierenbeteiligung in ca. 70% der GPA-Erkrankungen und in bis zu 100% der Falle bei
der MPA (Sinico et al. 2013). Meist prasentiert sich die AAV dann als nekrotisierende
Glomerulonephritis mit dem klinischen Bild einer RPGN (Pallan et al. 2009). Neben
der Lunge und den Nieren sind das periphere Nervensystem und die Haut ebenfalls
haufiger beteiligt. Seltener finden sich eine Beteiligung von Auge, Herz, Darm und
zentralem Nervensystem. Theoretisch kann jedes Organ in Mitleidenschaft gezogen
werden. Der erste grof3e Schritt in der Behandlung der vorher nicht therapierbaren
ANCA-assoziierten Erkrankungen wurde mit der Einfuhrung der Cyclophosphamid-
Therapie gemacht, da sich zuvor unter reiner Steroidtherapie eine 1-Jahres-Mortalitat
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von ca. 80% fand (Flossmann et al. 2011). Die Nierenbeteiligung der AAV mit
nekrotisierender Glomerulonephritis fuhrt jedoch weiterhin zu entscheidender
Morbiditat und Mortalitdit der Patienten (Day et al. 2010). Betrachtet man
beispielsweise den Fall eines AAV-Patienten mit initial schwerem, dialysepflichtigem
Nierenversagen, so ist die Frihmortalitdit des Patienten innerhalb der ersten vier
Monate aktuell mit 14% trotz neuer Medikamente weiterhin inakzeptabel hoch. Neben
dem respiratorischen Versagen bei pulmonaler Hamorrhagie sind die mit der
immunsuppressiven Therapie assoziierten Infekte die haufigste Todesursache in den
ersten Monaten nach Erkrankungsbeginn (Lionaki et al. 2009). Prioritdt hat, die
Therapie fur die Patienten insoweit zu optimieren, dass die Lebensdauer verlangert
und die Lebensqualitat der Patienten erh6ht wird. Hierbei scheint ein wichtiger Ansatz
zu sein, die akute Inflammation vom chronischen, irreversiblen Schaden zu
unterscheiden. Das Ziel der Behandlung ist, nicht den chronischen Schaden, sondern

die aktive Vaskulitis immunsuppressiv zu behandein.

1.4 Pathogenese der ANCA-assoziierten nekrotisierenden
Glomerulonephritis

Zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen gibt es diverse Theorien. Auch zur
Pathogenese der ANCA-assoziierten Vaskulitis gibt es mehrere Erklarungsversuche.
Eine davon ist das ,molecular Mimicry’, demzufolge der Korper durch das Eindringen
eines Antigens, welches dem Korper &hnliche Oberflachenproteine besitzt, Antikdrper
gegen diese produziert, die in der Folge die korpereigenen Strukturen angreifen
kénnen. Kain et al. (2012) konnten zeigen, dass eine Homologie der LAMP-2-Epitope
P41-49 mit dem bakteriellen Adhesin FimH besteht. FimH findet sich auf der
Oberflache von gramnegativen Keimen, wie z.B. Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae und Proteus mirabilis und unterstitzt die Anheftung der Bakterien am
Epithel. Bildet der Kérper nun im Rahmen eines Infektes mit gram-negativen Keimen
Antikorper gegen FimH aus, so kann eine Kreuzreaktion dieser Antikdrper gegen das
korpereigene LAMP-2 entstehen. In vitro fihrten diese Antikdrper zu Verletzungen des
mikrosvaskularen Endothels. Das Team um Kain et al. (2008) injizierten Ratten FimH-
Antikorper und induzierten dadurch eine fokal nekrotisierende Glomerulonephritis. So
l&sst sich eine vorangegangene Infektion mit einem gram-negativen Keim als Ausloéser
der fokalen, nekrotisierenden Glomerulonephritis diskutieren. Viele Aspekte der
Pathogenese der ANCA-assoziierten nekrotisierenden Glomerulonephritis sind bis
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heute nicht vollstandig geklart. Warum beispielsweise die Erkrankung eines Patienten
in Remission geht, wahrend ein anderer Patient wiederholt unter Rezidiven leidet, ist
unbekannt. Es ist bisher kein guter Biomarker bekannt, der Anhalt tber Remissions-
und Rezidivraten geben konnte. Lediglich PR3-positive ANCA scheinen mit einer

etwas hoheren Rezidivrate einherzugehen (Miloslavsky et al. 2013)

Auf der Suche nach prognostischen Kriterien findet sich die Theorie der langlebigen
Plasmazellen. Neben kurzlebigen Plasmazellen, deren Lebensdauer von einigen
Tagen bis hin zu Wochen variiert, existieren hiernach langlebige Plasmazellen, deren
Lebensdauer im Bereich von Jahren bis Jahrzehnten liegt. Der Ursprung aller
Plasmazellen ist die B-Zelle. Wahrend der Fetalphase entstehen sie in der Leber,
spater ubernimmt das Knochenmark die Produktion. Die dort gebildeten B-Zellen
verlassen das Knochenmark, um in der Peripherie Gber Zwischenstufen weiter heran
zu reifen. Die meisten B-Zellen zirkulieren zwischen Milz, Lymphknoten und
Knochenmark, bis sie Kontakt mit einem Antigen haben. Nach diesem Kontakt sterben
die B-Zellen entweder ab oder sie differenzieren mit Hilfe von Co-Stimulatoren zu
Memory-B-Zellen oder aber zu Plasmablasten, die in der Lage sind, Antikdrper zu
produzieren und somit die Abwehr von Mikroorganismen zu unterstiitzen (Radbruch et
al. 2006, Nutt et al. 2015). Einige dieser Plasmablasten kdnnen sich dann in Nischen
zuruckziehen und zu langlebigen Plasmazellen werden. Diese Nischen befinden sich
vor allem im Knochenmark, aber auch im entziindlichen Gewebe (Hoyer et al. 2005).
Langlebige Plasmazellen sind bisher keine Targets der aktuell verwendeten
Immunsuppressiva und konnten somit fir einen langen Zeitraum in der Lage sein,
erkrankungsverantwortliche Antikdrper zu produzieren und so dazu beitragen, das
entztindliche Geschehen am Laufen zu halten (Hiepe et al. 2011). Im Nierengewebe
von Patienten mit einer ANCA-assoziierten Glomerulonephritis zeigte sich in einer
Micro-Array Analyse, dass die mit am starksten regulierten Transkripte im verletzten
Gewebe Transkripte von Immunglobulinen waren (Brix et al. 2015). Dies weist darauf
hin, dass in der entziindeten Niere selbst eine grof3e Anzahl von Antikérpern produziert
wird. Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Frage, wo sich die Plasmazellen

lokalisieren lassen und welche Auswirkung sie auf die Erkrankung haben.
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2 Material und Methoden

2.1 Gewebeproben

Die dieser Dissertation zu Grunde liegende Studie wurde gemalf der Deklaration von
Helsinki konzipiert. Eine Genehmigung der Ortlichen Ethikkommission wurde eingeholt
(Ethikvotum Nummer PV3162). Verwendet wurden Nierenbiopsien von 41 Patienten
mit histologisch gesicherter, ANCA-assoziierter nekrotisierender Glomerulonephritis
aus der RPGN-Studie der Ill. Medizinischen Klinik des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf.

2.2 Immunhistochemie

Alle histologischen Schnitte der Nierenbiopsien wurden nach der APAAP-Methode
gefarbt. Dabei handelt es sich um ein indirektes, immunhistochemisches Verfahren,
bei dem nach dem Sekundarantikdrper als Indikator ein Komplex aus alkalischer
Phosphatase und Anti-Alkalischer-Phosphatase-Antikorper (APAAP) verwendet wird.
Fur die IgA- und die IgM-Farbungen wurde ein polyklonaler Antikdrper verwendet und
fur die IgG-Farbung wurde ein monoklonaler Antikorper genutzt. Die in einer 4%-igen
Formalin-Ldsung fixierten und in Paraffin eingebetteten, 3-4um dicken Schnitte wurden
in einer absteigenden Alkoholreihe deparaffiniert. Die Molekulvernetzungen wurden
dann durch eine 15 minltige Protease-Anwendung aufgebrochen. Nach der
Blockierung der Protease durch 100% Ethanol und dem Abfangen unspezifischer
Bindungen mit gepuffertem, normalem Pferde-Serum, wurden die Schnitte 30 Minuten
mit dem Primarantikbrper behandelt. Darauffolgend wurden die Schnitte mit einem
Briickenantikérper 15-20 Minuten behandelt und nach dem Absptlen zwischen den
Antikdrperbenetzungen zuletzt mit dem APAAP-Komplex fur weitere 15-20 Minuten
beschichtet. Als Reagenz fir den APAAP-Komplex diente dabei eine Neufuchsin-
Losung. Die Zellkerne wurden anschlieRend mit einer Hamalaun-Farbung nach
Bohmer angeféarbt. Dafur wurden folgende Antikorper verwendet: IgA (DAKO, A 0262,
Danemark), IgG (Dianova, 209-005-088, Deutschland), IgM (DAKO, A 0425,
Danemark), Brickenantikbrper fir die IgA- und IgM-Farbungen (Maus-Anti-
Kaninchen-Antikorper, Dianova, 211-005-109), wie auch Sekundarantikorper fur alle

Farbungen (Kaninchen-Anti-Maus-Antikérper, DAKO, Z0259). Als weitere Reagenzien
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wurden eine Protease (Sigma, P 8038) und normales Pferde-Serum (Vector, S 2000)

verwendet. Fur die Zusammenfassung der Reagenzien siehe Tabelle 1.

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Chemikalien fur die Immunglobulinfarbungen

Reagenz Firma | Produkthummer Besonderheiten
IgA-AK DAKO A0262
IgG-AK Dianova | 209-005-088
IgM-AK DAKO A0425
Maus-Anti-Kaninchen-AK | Dianova | 211-005-109 Bricken-AK fir IgA und IgM
Kaninchen-Anti-Maus-AK | DAKO 20259 Sekundar-AK fir alle Farbung

Normales Pferde-Serum | Vector S2000

Protease Sigma P8038

IgA-AK DAKO A0262

2.3  Herstellung der Neufuchsin-Losung

Zur Herstellung der Neufuchsin-Losung wurden vier Teilldsungen miteinander
vermischt. Im Einzelnen wurden 7,5 ml der Lésung Il mit 0,3ml der Lésung Ill vermengt.
Danach wurden zunéchst 150ml der Lésung | und zuletzt 750ml der Lésung IV
hinzugefigt und gemischt. Losung | bestand dabei aus 6,35g Tris(hydroxmethyl)-
aminomethan (Tris), 9,0g Natriumchlorid (NaCl), 25ml einmolarer Salzsaure (HCL),
1025ml zweifach destilliertem Wasser (Aqua bidestillata) und 1,0g Tween 20. Dadurch
wurde ein Puffer bei pH 8,2 bis 8,4 aufgebaut. Losung Il war eine 4%-Natriumnitrit-
Ldsung, die unmittelbar vor Gebrauch frisch angesetzt werden musste. Losung Il war
die Neufuchsin-Stammldsung, bestehend aus 2,5g Neufuchsin und 50ml 2M HCL-
Losung. Losung IV war eine Naphthol-AS-Bi-Phosphat-L6sung, bestehend aus 20mg
Naphthol-AS-Bi-Phosphat und 750mg NN-Dimethylformamid. Die genaue Auflistung

der verwendeten Chemikalien findet sich in Tabelle 2.
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Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Chemikalien fur die Neufuchsin-Lésung

Reagenz Firma Produktnummer
Tris Merck 8382
Neufuchsin Aldrich Chemie 22931-8
NaCl Merck 6404
Naphthol-AS-Bi-Phosphat Serva 2998803
NN-Dimethylformamid Sigma D-4254

2.4 Gerate und Software

Zur Erstellung und Auswertung der mikroskopischen Bilder wurde das Mikroskop ,Axio
Imager.A2“ von Zeiss mit der Software ,ZEN 2011“ (blue edition) von Zeiss verwendet.
Die Abbildungen wurden mit Hilfe des Programmes ,Prism“ des Herstellers
,GraphPad“ erstellt. Zur Sammlung der Daten sowie zur Verfassung dieser Arbeit
wurden die Programme Microsoft Excel und Microsoft Word aus dem Office Paket
2013 verwendet.

2.5 Lichtmikroskopie

Alle histologischen Schnitte der Nierenbiopsien wurden am Lichtmikroskop untersucht.
Es erlaubt dabei unter Zuhilfenahme zweier Sammellinsen eine VergroRerungen bis
etwa das 1000-fache (Fritsche et al. 2013). Die dem Objekt nahe Linse heil3t Objektiv
und die dem Auge nahe Linse heif3t Okular (lat. oculus = Auge). Beim Objektiv handelt
es sich um eine Sammellinse mit besonders kurzer Brennweite, die es ermdglicht,
dass man mdglichst nah an das Objekt heranriicken kann, ohne ein virtuelles und
somit nicht mehr sichtbares Bild zu erzeugen. Dies geschieht immer dann, wenn die
Gegenstandsweite, der Abstand von der Linse zum Gegenstand, kleiner wird als die
Brennweite, dem Abstand von der Linse zum Brennpunkt, dem Punkt, in dem sich alle
Strahlen bindeln. Betrachtet man den Weg des Lichts zum Auge des Betrachters, so
wird haufig das Licht in einer Lichtquelle unterhalb des zu betrachtenden Objektes

produziert. Dadurch wird das Objekt durchstrahlt und das Licht nimmt seinen Weg,
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zuerst durch das Objektiv, dann durch das Okular, woraufhin es schlief3lich durch die

Augenlinse hindurch auf der Netzhaut abgebildet wird (Bannwarth et al. 2013).

2.6  Auswertung der Plasmazelldichte

Die interstitielle Plasmazelldichte wurde in ein periglomerulares und ein
tubulointerstitielles Kompartment eingeteilt. Es wurden die IgG-, IgA- und IgM-
positiven Plasmazellen getrennt voneinander betrachtet und die gesamte
Plasmazelldichte berechnet. Anschliel3end wurde die Dichte mit histopathologischen
und klinischen Parametern korreliert wie den verschiedenen Stadien der glomeruléren
Schadigung, der Erkrankungssubtypen, des Geschlechts und der Nierenfunktion.
Ausgewertet wurden alle periglomeruldren Raume und die tubulointerstitiellen

Hotspots jeder Biopsie.

2.6.1 Interstitieller und periglomeruléarer Raum

Alle Glomeruli und ihre periglomerularen Flachen wurden mit einem 20x-Objektiv und
einem 10x-Optovar abgelichtet, also in 200-facher VergréRerung ausgewertet. Alle
tubulointerstitiellen Bilder wurden mit einem 40x-Objektiv und mit einem 10x-Optovar
fotografiert, also in 400-facher VergréRerung ausgewertet. Bei den glomerularen
Bildern wurde das Glomerulus mit einem Kreis markiert. Der Bereich, der sich in einem
Radius von 50 um um das Glomerulus herum befand, wurde als periglomeruléarer
Raum definiert und mit Hilfe des Computerprogramms ,ZEN“ ausgemessen. Im
Anschluss wurden alle in den Immunglobulinfarbungen positiv gefarbten Plasmazellen
in diesem Bereich gezahlt und so die periglomerulare Plasmazelldichte bestimmt. Da
der Raum eines jeden tubulointerstitiellen Bildes exakt 37400um? umfasste und kein
Bereich markiert werden musste, wurden in diesen Bildern alle gefarbten Plasmazellen

gezahlt.
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2.6.2 Glomerulare Schadigung

Die Glomeruli wurden nach verschiedenen Stadien der Schadigung eingeteilt. Es
wurde unterschieden in nicht vaskulitisch betroffene Glomeruli und in Glomeruli mit
fibrinoider Nekrose, zellularem, fibrozellularem und fibrosem Halbmond sowie
sklerosiertem Glomerulus. Die pathologische Beurteilung wurde von Herrn Prof. T.
Wiech durchgefihrt. In einem zweiten Schritt wurden die Biopsien nach der

nachfolgend erlauterten Klassifikation nach Berden eingeteilt.

2.7 ANCA Klassifikation

Die Klassifikation nach Berden stammt aus der Arbeitsgruppe von Fr. Prof. |. Bajema
(Berden et al. 2010). Hier werden die Biopsien in vier Klassen entsprechend der
Schadigung der Glomeruli unterteilt. Diese sind die fokale, die Halbmond-, die
sklerotische und die gemischte Klasse. Das am haufigsten vorliegende
Erscheinungsbild der Glomeruli entscheidet in welche Klasse die Biopsie eingeteilt
wird. Sind Uber 50% der Glomeruli normal, sklerotisch oder besitzen Halbmonde,
spricht man von dem entsprechenden Typ. Dominiert bei der Untersuchung keine der

genannten Schadigungsformen, so spricht man vom gemischten Typ.
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3 Ergebnisse

3.1 Basischarakteristika

In der zur Verfassung dieser Dissertation durchgeftihrten Studie wurden die Biopsien
von 41 Patienten mit gesicherter ANCA-assoziierter nekrotisierender
Glomerulonephritis auf ihr Plasmazellinfiltrat hin untersucht. Bei 24 dieser Patienten
(58.5% des Patientenkollektivs) wurde die Diagnose einer mikroskopischen
Polyangiitis (MPA) gestellt, bei weiteren 17 Patienten (41,5%) lag eine Granulomatose
mit Polyangiitis (GPA) vor. Eine detaillierte Auflistung der Basischarakteristika zeigt die
folgende Tabelle 3.

Tabelle 3: Basischarakteristika des Patientenkollektivs

Anzahl der Patienten — n 41
Alter - Jahre £ SD 61,7+ 13,3
Mannliches Geschlecht — n (%) 32 (78)
Weibliches Geschlecht —n (%) 9(22)
Diagnose

Granulomatose mit Polyangiitis 17 (41,5)

Mikroskopische Polyangiitis 24 (58,5)
Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Diagnose

Kreatinin Clearance — ml/min + SD 36,1+194

Dialysepflichtigkeit zum Zeitpunkt des Einschlusses — n (%) 9(22)

3.2  Therapien und klinischer Verlauf

Der Studienbeobachtungszeitraum der Patienten war im Schnitt 24,7 Monate. 95% der
Patienten erhielten eine Therapie mit Cyclophosphamid und gut ein Viertel von ihnen
wurde zusatzlich einer Plasmaseparation unterzogen. 10 Patienten erlitten im Laufe
der Zeit ein renales Rezidiv, 4 Patienten verstarben und 4 weitere entwickelten eine

terminale, dialysepflichtige Niereninsuffizienz (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Therapie und Folgen fiir die Patienten

Beobachtungszeitraum — Monate + SD 24 £ 13,1
Induktionstherapie
Cyclophosphamid — n (%) 39 (95,1)
Plasmapherese — n (%) 10 (24,4)
Folgen
Terminale Niereninsuffizienz — n (%) 4 (9,8)
Renales Rezidiv — n (%) 10 (24,4)
Todesfalle — n (%) 4 (9,8)

3.3 Plasmazellinfiltrat

In den histopathologischen Untersuchungen des humanen Nierengewebes wurde das

Plasmazellinfiltrat sowohl in der IgG-, IgA- und IgM-Farbung im periglomerularen und

tubulointerstitiellen Raum getrennt voneinander untersucht.

Abbildung 1A: Begrenzung des Glomerulus (kleiner Kreis) mit Definition des periglomerularen
Raumes im Abstand von 50um um das Glomerulus (Bereich zwischen kleinem und groRem Kreis)

Abbildung 1B: Kapselruptur der Bowman ’schen Kapsel.

Abbildung 1A zeigt dabei den Vorgang der Definition des periglomerularen Raumes
und in Abbildung 1B sieht man die Ruptur der Kapsel eines Glomerulus als Zeichen
eines starken Entziindungsgeschehens. Typische Beispiele fiur die verschiedenen

Farbungen und untersuchten Areale sind in Abbildung 2 A-F dargestellt.
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Abbildung 2: Reprasentative Bilder der Immunglobulin-Farbungen. A-C zeigen Glomeruli mit
periglomerlarem Raum, D-F zeigen tubulointerstitielle Areale. A und D sind IgG-Farbungen,
B und E sind IgA-Farbungen, C und F sind IgM-Farbungen.

3.4  Plasmazellinfiltration und glomeruldre Schadigung

Das Plasmazellinfiltrat wurde mit klinischen Parametern und dem Stadium der
glomerularen Schadigung korreliert. In den vaskulitisch geschadigten Glomeruli wurde
eine hoch signifikante Erhdhung der Plasmazelldichte gegenuber den normalen, nicht
angegriffenen Glomeruli gefunden (Abbildung 3). Dabei konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied in der Dichte der infilirierenden Plasmazellen im
periglomerularen Raum im Vergleich zu interstitiellen Arealen (Abbildung 4) dargestellt
werden. In diesen sowie den folgenden Abbildungen steht ,ns* fur nicht signifikant (also
p = 0,05) und die Sterne geben den Grad der Signifikanz wieder (* = p<0,05; ** =
p<0,01; *** = p<0,001).

Die durchschnittliche Dichte der Plasmazellen, gemittelt aus periglomerularer und
tubulointerstitieller Dichte, war bei Patienten mit einer mikroskopischen Polyangiitis
nicht signifikant unterschiedlich derer mit einer Granulomatosis mit Polyangiitis
(Abbildung 5a). Dabei unterschied sich die Dichte der Plasmazellen weder zwischen
den Geschlechtern noch zwischen vorbehandelten und noch nicht therapierten
Patienten (Abbildung 6).
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Abbildung 3: Vergleich der Plasmazelldichte in normalen und geschadigten Glomeruli
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Abbildung 4: Vergleich der periglomerularen und tubulointerstitiellen Plasmazelldichte
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Abbildung 5A: Plasmazelldichte in den Subgruppen der ANCA Vaskulitis, der mikroskopischen
Polyangiitis (MPA) und der Granulomatose mit Polyangiitis (GPA)

Abbildung 5B: Vergleich der Plasmazelldichte zwischen beiden Geschlechtern
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Abbildung 6: Plasmazelldichte in Biopsien von Patienten, die vor der Biopsie bereits eine
Immunsuppression (IS) erhalten hatten und diejenigen Patienten, bei denen vor der Biopsie noch
keine IS initiiert worden war.
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In einem zweiten Schritt wurde untersucht, in welchem Stadium der glomerularen
Entziindung das periglomeruléare Plasmazellinfiltrat auftrat. Bereits in einem friihen
Stadium der Entziindung mit Fibrinprazipitaten und zellularer Halbomondbildung zeigte
sich eine signifikante Vermehrung der periglomerulédren Plasmazellen (Abbildung 7).
Dieses Infiltrat blieb erhalten und zeigte sich auch noch in den spateren
Entzindungsstadien (fibrozellularer Halbmond und sklerosierte Glomeruli) (Abbildung
8). Im Fall einer ausgepragten glomerularen Schadigung kann es zu einer Zerstorung
der Bowman'schen Kapsel kommen. Es zeigte sich wahrend der Untersuchungen,
dass im Fall einer Ruptur der Kapsel die periglomerulare Infiltration der Plasmazellen
signifikant erhdht war (Abbildung 9)

Zudem wurde im Rahmen der Studie differenziert, welcher Klassentyp von
Immunglobulinen vorrangig in den verschiedenen Schadigungsgraden vertreten war.
Dabei zeigte sich, dass in allen Schadigungsgraden der Klassenswitch zu IgG bereits
vollzogen wurde, da uberall die IgG-Plasmazelldichte signifikant erhdht war gegenuber
der Dichte der IgM. Lediglich das frihe Stadium der fibrinoiden Nekrose unterscheidet
sich hierbei und zeigte in den Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied
(Abbildung 10).

0.3 7
[l Fibrinprazipitate

0.2 4

014 [ ] Keine Fibrinprazipitate

0.0~

Plasmazelldichte
(Zellen/um?) x 1000

Abbildung 7: Plasmazelldichte in Korrelation zum Vorhandensein von Fibrinprazipitaten
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Abbildung 10: Vergleich der Dichte von IgM- (hier ,, M*) und IgG-Plasmazellen (hier ,,G*) in
den verschiedenen Schadigungsgraden

20



Ergebnisse

3.5 Plasmazellinfiltration und glomerulére Filtrationsrate

Weiterhin wurde die Plasmzellinfiltration mit der Nierenfunktion korreliert. Die Dichte
des Plasmazellinfiltrates nahm mit fallender glomerulérer Filtrationsrate (GFR) zu,
sowohl zum Zeitpunkt der ersten Biopsie als auch bei der Follow-up-Untersuchung
nach zwei Jahren (Abbildung 11a &11b).

Zum Zeitpunkt der ersten Biopsie wiesen jene Patienten, die damals bereits
dialysepflichtig waren, nicht mehr Plasmazellen in ihrem Nierengewebe auf als
diejenigen Patienten, welche noch kein Nierenersatzverfahren benétigten (Abbildung
12). Allerdings zeigte sich in der Follow-up-Untersuchung nach zwei Jahren, dass
diejenigen Patienten, die im Verlauf terminal niereninsuffizient geworden waren, initial

in ihren Biopsien eine hohere Plasmazelldichte besal3en (Abbildung 13)

Schlie3lich ergab die Studie weiterhin, dass die Plasmazelldichte der Nierenbiopsie

bei denjenigen Patienten signifikant erhoht war, die im Verlauf des
Beobachtungszeitraumes verstarben (Abbildung 14).
Zeitpunkt der Biopsie Follow up
o _ o -
g S 104- p_— 0.04 28 10. p =0.008
S r=-0.33 S r=-0.58
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— CQ\ —
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Abbildung 11A: Die Plasmazelldichte korrelierte negativ mit der GFR zum Zeitpunkt der

Biopsie

Abbildung 11B: Die Plasmazelldichte korrelierte negativ mit der GFR im Follow-up
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Abbildung 12: Vergleich der Plasmazelldichte aller
dialysepflichtigen und nicht-dialysepflichtigen Patienten
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Abbildung 13: Vergleich der Plasmazelldichte bei Patienten mit
kompensierter Nierenfunktion und Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz

o *
o © 0.8+

e 9 .

o - 0.6- B Verstorbene Patienten
S X .

— cq-\

@ 0.4- .

o %_ [1 Uberlebende Patienten
£ = 0.21

N o

£ T 0.0-

[al N

Abbildung 14: Vergleich der Plasmazelldichte der
verstorbenen Patienten mit den nicht-verstorbenen

22



Ergebnisse

Trotz aggressiver immunsuppressiver Therapie geht die ANCA-assoziierte
nekrotisierende Glomerulonephritis mit Rezidiven einher. Daher wurden die acht
vorhandenen Rebiopsien nach dem oben beschriebenen Schema untersucht. Es
zeigten sich frische Nekrosen im Sinne eines Rezidivs in 4 Biopsien, die anderen 4

prasentierten lediglich Narben im Sinne einer abgelaufenen Entziindung.

Zwar unterschied sich die absolute Plasmazelldichte in den Rebiopsien mit Rezidiven
hierbei nicht signifikant (p=0,07) von den Biopsien ohne nachweisbares Rezidiv
(Abbildung 15a), dennoch ist hier ein Trend erkennbar. Vergleicht man nun die
Plasmazelldichte in Relation zur Dichte in der Initialbiopsie, so ist eine Erhéhung der
Dichte in den Biopsien bei Patienten mit Rezidiven signifikant ersichtlich (Abbildung
15b).

Ebenfalls untersucht wurde, ob ein Zusammenhang zwischen dem prozentualen Anteil
an IgG4*-Plasmazellen und der Nierenfunktion vorhanden sei. Dabei wurde die
Nierenfunktion anhand der glomerularen Filtrationsrate (GFR) gemessen. Ein solcher
Zusammenhang zwischen dem Funktionsgrad der Nieren und dem IgG4*-

Plasmazellen-Anteil lie3 sich jedoch nicht nachweisen (Abbildung 16).
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4 Diskussion

Im Fall der ANCA-assoziierten Vaskulitiden verlauft die renale Entziindung haufig fokal
und in Schuben, was die Vorhersagekraft des nierenbioptischen Ergebnisses
einschrankt. Trotzdem gibt es seit Jahren Bemiihungen, die Histologie zu klassifizieren

und Pradiktoren fir ein gutes bzw. schlechtes Outcome der Patienten festzulegen.

Diese Doktorarbeit zeigt nun, dass Plasmazellen einen Teil des akuten entztindlichen
Infiltrates in der Niere bei ANCA-assoziierten Vaskulitiden ausmachen. Wohl aufgrund
des pauci-immunen Charakters der Erkrankung wurde diesen Zellen in der Niere und

der lokalen Antikdrperproduktion bisher wenig Beachtung geschenkt.

Bereits beschrieben ist die Anwesenheit von B-Zellen und T-Zellen in unterschiedlich
stark ausgepragten Organisationsstrukturen in der renalen ANCA-assoziierten
Erkrankung sowie der Lupusnephritis (Steinmetz et al. 2008, Espeli et al. 2011, Brix et
al. 2018). Das Team um Berden et al. (2012a) konnte zudem bereits einen
Zusammenhang zwischen der renalen T-Zell-Tubulitis und der glomeruléaren
Filtrationsrate ein Jahr nach Therapiebeginn mit Rituximab bei Patienten mit einer AAV

darstellen.

Diese Doktorarbeit beschreibt nun, wie intrarenale Plasmazellen bereits in einem
frihen Stadium der Entzindung, wahrend der Ablagerung von Fibrinprazipitaten und
der zellularen Halbmondbildung, auftreten.

Die periglomerulare Plasmazelldichte ist dabei Uber alle Stadien der glomerularen
Schadigung signifikant hoher als bei den gesunden, nicht geschadigten Glomeruli. Sie
ist am hochsten dort, wo es aufgrund eines starken Entziindungsgeschehens zur
Ruptur der Kapsel kommt. Im interstitiellen Raum findet sich zwar bei den an einer
AAV erkrankten Patienten kein signifikanter Unterschied in der Plasmazelldichte im
Vergleich zum periglomerularem Raum, jedoch wurden interstitiell nur die sog. Hot
Spots ausgezanhlt, sodass nur die Aussage getroffen werden kann, dass periglomerular
die Plasmazelldichte nicht hoher ist als in den interstitiellen Clustern. Im friihen
Stadium der glomerularen Schéadigung finden sich prozentual mehr IgM-positive
Plasmazellen als bei alteren Schadigungen. Dies erklart sich aus dem zeitlichen
Verlauf einer Entziindung, da in einer frihen Phase vor allem Immunglobuline der
Klasse M zu finden sind, die spater dann einen Klassenswitch zu den Immunglobulinen
der Klasse G erfahren. Das Ausmal} dieser Erkenntnisse spiegelt sich dabei allerdings

vor allem im klinischen Verlauf der Patienten wieder, da ein hoheres, intrarenales
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Plasmazellinfiltrat mit einem schlechteren Outcome der an einer AAV erkrankten
Patienten verbunden ist. So findet sich beispielsweise eine signifikant hohere
Plasmazelldichte bei Patienten, die im Verlauf eine terminale, dialysepflichtige

Niereninsuffizienz entwickelten.

Die Biopsien von im Verlauf verstorbener Patienten weisen eine hdhere Dichte an
periglomerularen Plasmazellen auf. Somit ist die Plasmazelldichte mit der Mortalitat
der Patienten assoziiert. Auch bei Patienten mit einem rezidivierenden Verlauf der
ANCA-Vaskulitis ist die Plasmazelldichte der Rebiopsien im Vergleich zur Initialbiopsie
signifikant erhoht gegentber der Plasmazelldichte von Rebiopsien rezidivireier

Patienten.

Die intrarenale Infiltration von Plasmazellen in der ANCA-assoziierten
nekrotisierenden Glomerulonephritis ist somit ein Zeichen fur die Aktivitat der
Vaskulitis und verbunden mit einem erhdhten Risiko fir eine terminale

Niereninsuffizienz und die Gesamtmortalitat der Patienten.

Bisherige Untersuchungen zielten vor allem auf die Analyse von im peripheren Blut
untersuchten, aktivierten B-Zellen, den Grad ihrer Aktivierung sowie ihr Verhaltnis zur
Aktivitat des autoimmunen Geschehens ab. Dabei konnte zwar gezeigt werden, dass
der mittlere prozentuale Anteil an CD38-positiven B-Zellen bei Patienten mit einer
generalisierten und aktiven GPA signifikant hoher war, als bei Patienten mit einer
limitierten Granulomatose oder in der Kontrollgruppe, jedoch konnte keine Korrelation
zwischen dem Grad der Aktivierung und der Aktivitat der Erkrankung gezeigt werden
(Popa et al. 1999).

Auf der Suche einer moglichen Verbesserung der Behandlung von ANCA-assoziierten
Vaskulitiden kénnte nach den vorliegenden Ergebnissen ein potentieller

Therapieansatz die Plasmazelldepletion sein.

Die multizentrische RAVE-Studie untersuchte 197 ANCA-positive MPA- und GPA-
Patienten. Dabei wurde die Standard-Therapie zur Remissionsinduktion
(Cyclophosphamid) mit einer Therapie mit Rituximab, einem chimaren, monoklonalen
CD20-Antikdrper, jeweils in Kombination mit einem Glukokortikoid verglichen. Dieser
Antikorper fihrt zu einer selektiven Depletion von CD20-positiven B-Zellen. Die Studie
ergab, dass die Rituximab-Therapie dem Standard im Verlauf von 18 Monaten sowohl
in der Dauer der Remission als auch in der Haufigkeit und der Schwere von Rezidiven

nicht unterlegen war (Specks et al. 2013). Die Rituximab-Therapie in Kombination mit
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Glukokortikoiden wies sogar ein besseres Ansprechen bei Patienten mit einer
rezidivierenden Erkrankung unabh&ngig vom initialen Therapieschema auf (Stone et
al. 2010, Miloslavsky et al. 2014). Dies konnte auch die retrospektive Studie von
Pendergraft et al. (2014) zeigen, der zur Folge mittels kontinuierlicher B-Zell-Depletion
im peripheren Blut durch Rituximab auch bei Rezidivpatienten immer eine komplette
Remission erreicht werden konnte und jedes groRere Rezidiv auf das Ausschleichen
der Therapie zurtickzufihren war. Das Team um Guillevin et al. (2014) konnte im
langerfristigen Verlauf von 28 Monaten einen Vorteil einer Erhaltungstherapie mit
Rituximab gegentber Azathioprin hinsichtlich der Remission zeigen ohne Nachweis
eines hoheren Risikos eines schweren unerwinschten Ereignisses. Cortazar et al.
(2016) wiederum zeigten, dass die B-Zell-spezifische Therapie mit Rituximab
insbesondere zu einer starken Reduktion des ANCA-Titers bei deutlich geringerer
Reduktion des Gesamt-lgG-Levels fuhrte. So fiel in der Induktionsphase der ANCA-
Titer um 47% pro Monat bei Patienten mit anti-MPO-Antikdrpern bzw. um 48% pro
Monat bei Patienten mit anti-PR3-Antikdrper, wohingegen der Gesamt-IgG-Level in
beiden Gruppen lediglich um 6% pro Monat fiel. Dies ist vor allem in Anbetracht des
Risikos einer therapiebedingten opportunistischen Infektion von Interesse. Da die mit
einer immunsuppressiven Therapie assoziierten Infektionen eine der haufigsten
Todesursachen sind, méchte man insbesondere dieses Risiko moglichst reduzieren
(Lionaki et al. 2009). Die B-Zell-spezifische Therapie mit Rituximab erhielt inzwischen
Einzug in die aktuellen Empfehlungen zum Management einer ANCA-assoziierten
Vaskulitis der European League Against Rheumatism und der European Renal
Association — European Dialysis and Transplant Association (Yates et al. 2016).

Man sollte hierbei jedoch nicht unerwéhnt lassen, dass Therapien mit Biologicals, wie
Rituximab, deutlich kostenintensiver sind als in diesem Fall die Standard-Therapie mit
Cyclophosphamid. So betragen beispielsweise rechnerisch im Durchschnitt allein die
Kosten fur die Medikamente einer Remissionsinduktionstherapie eines 80kg schweren
Patienten mit Rituximab 9850 Euro, wahrend eine Therapie mit Cyclophosphamid nur
rund 250 Euro kostet (Rote Liste 2016). Dabei wirde dem Patienten zuerst alle 2
Wochen, spater alle 3 Wochen die Standarddosis von 15 mg/kg Kérpergewicht, also
in diesem Fall 1,2g Cyclophosphamid, Gber einen Zeitraum von mehr als 3 Monaten
und weniger als 6 Monaten zukommen. Fir die Berechnung wurde in diesem Fall das
Mittel, also 4,5 Monate angenommen. Die Empfehlungen fir Rituximab belaufen sich

auf 375mg pro Woche und Quadratmeter Kérperoberflache Gber einen Zeitraum von
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4 Wochen. Bei einer angenommenen durchschnittlichen Kérperoberflache eines
erwachsenen Patienten von rund 1,73m? macht dies 648,75mg Rituximab pro Woche
(Ntatsaki et al. 2014).1!

Einen weiteren potentiellen Therapieansatz eroffnete die Arbeitsgruppe von Herrn
Kettritz und Herrn Schreiber. Sie konnte im ANCA-Mausmodell eine Wirksamkeit von
Bortezomib, einem Proteasominhibitor, zeigen. Das Bortezomib reduzierte durch
myeloperoxidase-spezifische Plasmazellverminderung die Anzahl an MPO-
spezifischen Plasmazellen, somit den anti-MPO-Titer und beugte der Entstehung der

nekrotisierenden Glomerulonephritis vor (Bontscho et al. 2011).

Bortezomib gehort zur Standardtherapie eines multiplen Myeloms, jedoch ist es in
Fallen von Autoimmunerkrankungen bisher nur in Einzelfallen eingesetzt (Neubert et
al. 2008, Novikov et al. 2016). Im Versuch von Bontscho et al. (2011) verstarben 3 von
23 Mausen innerhalb von 36 Stunden nach der ersten Medikamentengabe an einem

toxischen Lungenschaden, eines toxischen Effekts des Bortezomib.

Auf die Frage nach der hohen Rezidivrate bei der ANCA-assoziierten
Glomerulonephritis konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Dichte
an Plasmazellen in den Biopsien von Patienten mit Rezidiven im Vergleich zur
Initialbiopsie signifikant erhoht ist (siehe Abb. 15b). Diese Plasmazellen kdnnten
vermutlich lokal das entziindliche Geschehen mit antreiben und somit auf Dauer mit

zu einem Rezidiv beitragen.

In diesem Zusammenhang ist es wichtig, die oben schon erlauterte Theorie der
langlebigen Plasmazellen in Erinnerung zu rufen, der zur Folge es nicht nur die
kurzlebigen Plasmazellen mit kurzer Halbwertszeit gibt, sondern auch solche, die in
sog. Nischen deutlich langer bestehen bleiben kdnnen. Beide Plasmazelltypen sind
dabei an der Entstehung und Aufrechterhaltung des Autoimmungeschehens durch die
Produktion von Autoantikorpern beteiligt. Bisher zielt die Therapie jedoch
hauptsachlich auf die kurzlebigen Zellen ab, wéhrend langlebige Plasmazellen
weitestgehend nicht erreicht werden. Sie bestehen weiter und konnten so die

1 Die Daten zur Berechnung der durchschnittlich benétigten Medikamentenmenge wurden aufgrund
mangelnder deutscher Leitlinien der Leitlinie zur Therapie von Erwachsenen mit ANCA-assoziierter
Vaskulitis der ,British Society for Rheumatology“ (BSR) und der ,British Health Professionals in
Rheumatology” (BHPR) entnommen (Ntatsaki et al. 2014).
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Diskussion

Entzindungsaktivitdt mit unterhalten (Radbruch et al. 2006, Hiepe und Radbruch
2016).

Entscheidend dafir, wohin die Plasmazelle wandert und ihre Nische findet, sind die
Chemokin-Produktion des Entziindungsortes und die Chemokin-Rezeptoren der
Plasmazelle. Es konnte gezeigt werden, dass Plasmazellen die Chemokinrezeptoren
CXCR3 und CXCR4 tragen (Hauser et al. 2002, Muehlinghaus et al. 2005). Eine
andere Arbeitsgruppe legte in ihren Untersuchungen von Plasmazellen bei Patienten
mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED), wie z.B. Morbus Crohn oder
Colitis Ulcerosa, einen besonderen Stellenwert auf ebendiese Rezeptoren. Bei diesen
Erkrankungen kommt es ebenfalls zu autoimmunvermittelten, chronischen
Entziindungen, hier jedoch nicht im Bereich der Nieren, sondern des Darms. Sie
stellten bei Blutuntersuchungen dieser Patienten einen deutlich erhéhten Anteil an
unreifen Plasmazellen gegentiber einer gesunden Kontrollgruppe fest. Die in dieser
Studie gezeigte Besonderheit war, dass grade bei den Patienten mit einer Colitis
Ulcerosa die Expression der Chemokinrezeptoren CXCR3 und CXCR4 signifikant
hoéher war als in der entsprechenden Kontrollgruppe. Zudem konnte in den
entztindeten Darmgeweben der CED-Patienten eine hdhere mMRNA-Konzentration der
entsprechenden Chemokinrezeptor-Liganden CXCL9, CXCL10 und CXCL11
gegenuber der Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Hosomi et al. 2010).

Ebenso konnte eine andere Arbeitsgruppe zeigen, dass Astrozyten im ZNS mit Hilfe
von CXCL10 eine Chemotaxisfunktion ausiiben und Plasmazellen anlocken kénnen,
die CXCR3 exprimieren (Phares et al. 2013).

Eine mogliche Hypothese und damit ein Ausblick fir weiterfihrende Untersuchungen
ware daher, dass in der ANCA-assoziierten nekrotisierenden Glomerulonephritis,
durch Chemotaxis mit Hilfe von CXCR3 und CXCL10, die Plasmazellen in die Nieren

einwandern und dort die Inflammation lokal mit tragen.
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Zusammenfassung

5  Zusammenfassung

Glomerulonephritiden sind eine haufige Ursache fir eine terminale Niereninsuffizienz
mit folgender Dialysepflichtigkeit von Patienten. Dabei ist die rapid progrediente
Glomerulonephritis eine haufig auftretende und eine der gefiurchtetsten Folgen einer
ANCA-assoziierten Vaskulitis, die mit einem negativen Outcome fiur die Patienten
einhergeht. In dieser Arbeit geht es um die Untersuchung der Nierenbiopsate von
Patienten mit gesicherter ANCA-assoziierter Glomerulonephritis, insbesondere in
Hinblick auf ihr Plasmazellinfiltrat, um den Einfluss der Plasmazellen auf die
Entzindung zu bestimmen und einen maoglichen pradiktiven Faktor fir das Outcome

zu definieren.

Dabei wurde in einem ersten Schritt mit Hilfe von IgA-, 19G-, und IgM-Farbungen der
periglomerulare und der tubulointerstitielle Raum getrennt voneinander betrachtet und
die relative Dichte von Plasmazellen berechnet. In einem zweiten Schritt wurde dann
das Plasmazellinfiltrat im Verhaltnis zur glomerularen Schadigung und zur
Nierenfunktion, dargestellt durch die GFR, untersucht, um zu ergriinden, wie sich die
Plasmazelldichte in den jeweiligen Schadigungsgraden darstellt und ob sie sich damit
als pradiktiver Faktor eignet. Quasi in allen Stadien war die IgG-Plasmazelldichte die
Hochste. Die Daten zeigen, dass Plasmazellen schon in frihen Schadigungsstadien
zu finden sind und sich die Dichte der Zellen mit zunehmender Schadigung im
periglomerularen Raum erhéht. Am hochsten ist sie dort, wo es aufgrund eines starken
Entzindungsgeschehens zur Ruptur der Kapsel kam. Ebenfalls sehr hoch stellt sie
sich bei Patienten dar, die im Verlauf versterben oder eine terminale Niereninsuffizienz
ausbilden. In einem dritten und letzten Schritt wurden Rebiopsate nach dem
beschriebenen Schema untersucht, um Aussagen tber die bei der ANCA-assoziierten
Glomerulonephritis haufig auftretenden Rezidiverkrankungen zu treffen. Dabei zeigt
sich, dass bei Patienten mit einem Rezidiv die Plasmazelldichte in Relation zur Dichte

in den Initalbiopsien signifikant erhoht ist.

Somit zeigt diese Arbeit, dass sich ein erhdhtes intrarenales Plasmazellinfiltrat negativ

auf das Outcome der Patienten auszuwirken scheint.
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Zusammenfassung

Summary

In ANCA-associated vasculitis, renal involvement is a severe complication with great
impact on morbidity and mortality of patients. The aim of this study was to determine
the influence of intrarenal plasma cells on the local inflammation. We examined renal
biopsies of patients with ANCA-associated glomerulonephritis investigating the plasma
cell infiltration for a clinical correlation. The first step was to examine the periglomerular
and the tubulointerstitial areas separately using IgA-, IgG- and IgM-staining. Then, we
analyzed the plasma cell infiltration in relation to the glomerular damage and the renal
function (measured as eGFR). The IgG-concentration was the highest. The highest
density of intrarenal plasma cells was found in renal biopsies with a rupture of the
Bowman’s capsule. The plasma cell density was associated with the clinical outcome.
Patients developing end stage renal disease had a higher density of plasma cells in
their biopsy. Biopsies of patients who died during follow up showed a higher density of
plasma cells than biopsies of patients who survived. Therefore, the plasma cell
infiltration seems to be an element of the acute inflammation correlating with worse
outcome. Finally, re-biopsies were examined. It appeared that the renal plasma cell
concentration in patients with a relapse was increased in relation to the concentration
of their initial biopsies. Hence, the data shows that an increased intrarenal infiltration
of plasma cells is associated with a poor outcome in these patients. The density of
intrarenal plasma cells could therefore be a useful predictor of renal insufficiency,

relapse and mortality in these patients.
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6  Abkurzungsverzeichnis
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