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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die anti-glomeruldre Basalmembran Glomerulonephritis (anti-GBM GN) ist eine
Form der rapid progredienten Glomerulonephritiden. Sie gehort zu den wenigen Au-
toimmunkrankheiten, fiir die das Antigen bekannt ist. Es handelt sich um die Nicht-
kollagen-Doméne 1 der a3-Kette des Typ IV Kollagens, kurz o3(TV)NCI. Durch
die Immunisierung von Mausen oder Ratten mit gereinigtem oder rekombinantem
a3(IV)NCI ist es moglich, eine Experimentelle Autoimmune Glomerulonephritis
(EAG) hervorzurufen. Die EAG entspricht in den wesentlichen klinischen Parame-
tern der anti-GBM-GN und wird daher als Modell zur Untersuchung der Pathogenese
und des Einflusses verschiedener Immunzellen auf den Verlauf der Krankheit ge-
nutzt. In unserer Arbeitsgruppe wurde ein Modell etabliert, in dem DBA /1J-Mause
nach wiederholter Immunisierung mit rekombinantem humanem (h-) a3(IV)NC1 ei-
ne EAG entwickelten [20]. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden nun Immunisie-
rungsexperimente mit dem "echten" Autoantigen Maus- (m-)a3(IV)NC1 durchge-
fithrt und der Verlauf der Erkrankung untersucht. Neben der Analyse von klinischen
Krankheitsparametern und der Autoantikorperantwort lag ein Schwerpunkt auf der
Charakterisierung von o3(IV)NCl1-spezifischen T-Zellen. Nach Immunisierung mit
m-a3(IV)NC1 zeigten die Tiere ein nephrotisches Syndrom mit Albuminurie und
Ablagerung von Autoantikérpern in den Glomeruli. Im spiten Stadium ging die
Erkrankung in eine rapid progrediente Glomerulonephritis iiber. Im Vergleich zur
Immunisierung mit dem h-o3(IV)NC1 war der Verlauf der Erkrankung milder. Die
Ausbildung von schweren Krankheitsanzeichen war verzogert und die histologische
Analyse zeigte eine verminderte Halbmondbildung und einen geringeren Gewebe-
schaden. Bereits nach einer Immunisierung konnten a3(IV)NCl-spezifische IFN-y*
Thl- und IL-17A" Th17-Zellen aus der Milz isoliert werden. Im Endstadium der
Erkrankung waren diese autoreaktiven Thl- und Thl17-Zellen auch in der Niere
nachweisbar. Zur Untersuchung des Einflusses dieser T-Zellen auf die Entstehung
der Erkrankung und die Ausprégung des Nierenschadens wurden die EAG in knock-
out-Méausen induziert, deren Th1l- bzw. Th17-Antwort gestort war. Tiere ohne funk-
tionellen Rezeptor fiir TFN-vy entwickelten a3(TV)NCl-spezifische Antikorper, TgG-
Ablagerungen entlang der Basalmembran und eine Entziindung im tubulointerstiti-
ellen Raum. Diese fiihrten wie bei den Wildtyp-Tieren zu einer schweren Proteinurie,
die die Bildung von massiven Odemen zur Folge hatte. Im Gegensatz dazu zeigte
die histologische Untersuchung der Glomeruli nur bei wenigen Tieren eine gerin-
ge Halbmondbildung, die mit einem erhohten Harnstoffwert im Blut einherging.
Durch die Expressionsanalyse von iNOS und die immunhistochemische Anfirbung
von F4/80" Zellen konnte nachgewiesen werden, dass die fiir die EAG typische mas-
sive Akkumulation von Makrophagen in diesen Tieren deutlich abgeschwicht war.
Aufgrund der fehlenden Entziindungsreaktion in der Niere wurde die Erkrankung
als membrandse GN eingestuft. In dhnlicher Weise verlief auch bei den untersuchten
IL-17A- und IL-23p19-defizienten Mausen mit einer eingeschrankten Th17 Antwort
die EAG mit deutlich geringerem Entziindungsgeschehen gegeniiber den Wildtyp-
Tieren. Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Immunisierung sowohl
mit dem homologen als auch mit dem heterologen Antigen die Experimentelle Au-
toimmune Glomerulonephritis induziert. Die klinischen Manifestationen treten bei
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Verwendung des m-o3(IV)NC1 aber verzogert auf und sind etwas milder ausgepragt.
Die Untersuchung in Mausen mit eingeschrinkter Th1- oder Th17-Antwort bestétigt
den zweiphasigen Verlauf der EAG. Die Grunderkrankung beruht auf einer Abla-
gerung von anti-GBM-Antikorpern und Komplement entlang der GBM. Dies fiihrt
zu einer schweren Proteinurie und schlussendlich zum Nierenversagen. Im spéten
Stadium der EAG zeigt sich dann eine schwere Entziindung der Niere mit Halb-
mondbildung in den Glomeruli, die erh6hte Blutharnstoffwerte zur Folge hat. Diese
Entziindungsreaktion ist von einer intakten Th1l und Th17-Antwort abhingig.
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Summary

The antiglomerular basement membrane glomerulonephritis (anti-GBM GN) is a
form of rapid progressive glomerulonephritis. The autoantigen in anti-GBM GN has
been identified as the «3NC1 domain of collagen type IV (a3(IV)NC1). o3(IV)NC1
has been used to induce the experimental autoimmune glomerulonephritis (EAG)
in susceptible mouse and rat strains. The EAG model recapitulates the hallmark
features of the human anti-GBM GN and allows the study of pathogenesis and the
role of cellular immune mechanisms in the course of the disease. EAG induced in
DBA/1J mice using human recombinant (h-)a3(IV)NC1 has been described by our
group [20]. In the first part of the project, mouse- (m-)a3(IV)NC1 was used to cha-
racterize the development of renal disease in response to the genuine autoantigen.
Analyses focused on different parameters of renal disease but also on the generation
of a3(IV)NCl-specific CD4™ T cells. Following immunization with m-a3(IV)NCI,
mice developed a membranous GN characterized by deposition of IgG along the
GBM and severe proteinuria. In the endstage of EAG, disease progressed to cre-
scentic glomerulonephritis with crescents in a large fraction of glomeruli and tubu-
lointerstitial damage. Compared to h-a3(IV)NC1, immunization with m-a3(IV)NC1
was less effective. The time course of disease was extended by one or two weeks and
histological analyses revealed fewer crescents and less tissue damage. a3(IV)NCI1-
spezific IFN-y™ Th1 and IL-17A" Th17 cells could be isolated from spleen already
after the first immunization. In the endstage of disease, both autoreactive Th-cell
populations could also be detected in the inflamed kidney. To investigate the impact
of autoreactive T cells in the development of disease and in renal pathology, animals
without a functional IFN-y receptor were imunized with h-a3(IV)NC1. These mice
generated o3(IV)NCl-specific antibodies that deposited along the GBM and cau-
sed interstitiel damage. Similar to wildtype mice, IFN-yR-deficient mice developed
severe proteinuria and eventually massive edema. However, in contrast to wildtype
mice only few IFN-yR-deficient mice showed crescent formation and the number of
crescents was low. These mice also showed only marginally elevated BUN levels.
Furthermore, there was attenuated macrophage accumulation and only a low level
of iNOS expression in the kidney. Due to the absence of overt inflammation, the
disease in IFN-yR-deficient mice was classified as membranous GN. The induction
of EAG was likewise impaired in IL-17A and IL-23p19-deficient mice which both
lack effective Th17 responses. In both mouse strains, repeated immunizations with
a3(IV)NCT resulted in membranous GN but only mild crescent formation and tu-
bulointerstitial damage. In conclusion, these results show that immunization with
both the homologous m-a3(IV)NC1 and the heterologous h-a3(IV)NC1 can cause
EAG in DBA/1J mice. With m-o3(IV)NC1 the manifestation of impaired renal func-
tions was delayed and less severe. Examination of lacking an intact Th1l or Th17
responses confirmed the biphasic course of the disease. In all mice, immunization
with a3(IV)NCI, causes deposition of IgG and complement along the GBM. Conse-
quences are proteinuria and eventually complete loss of renal function. Only in the
final stage, disease progresses to crescentic GN with massive tubulointerstital inflam-
mation, crescent formation and elevated blood urea levels, and this transformation
from membranous to crescentic GN depends on Thl and Th17 cells.
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2 Einleitung

2.1 Nierenfunktion und autoimmune Nierenerkrankungen

Die Nieren sind ein paarig angelegtes Organ in Wirbeltieren, sie bilden die wichtigste
funktionelle Einheit des Harnsystems. Ihre wichtigste Aufgabe neben der Regulation
des Wasser- und Elektrolythaushalt sowie des Saure-Base-Haushalts ist die Reini-
gung des Blutes von Stoffwechselprodukten und Giftstoffen durch Produktion von
Harn.

Die Nierenrinde des Menschen besteht aus iiber einer Million Nephronen, in welchen
die Harnbildung stattfindet. Jedes Nephron wird in Nierenkorperchen und Tubulus
unterteilt. Im Nierenkorperchen umschlieft die Bowman-Kapsel ein Gefédfknauel,
das sogenannte Glomerulum, in dem das Blut filtriert wird. Der schematische Auf-
bau eines Glomerulus ist in Abb. 1 gezeigt. Die Glomerulumkapillaren sind von
einer Basalmembran umgeben, deren Hauptkomponente Kollagen ist. Auf dieser
Membran sitzen Podozyten und umfassen mit ihren priméaren Fortsidtzen die Kapil-
laren. Sekundire Fortsiitze, die von diesen ausgehen, verzahnen sich eng mit denen
benachbarter Podozyten und bilden dadurch die sogenannte Schlitzmembran.

Bei der Primarharnbildung wird das Blut durch das fenestrierte Endothel der Kapillar-
schleifen und die 20-30 nm breiten Spalten der Schlitzmembran filtriert. Dabei gelan-
gen Wasser und kleine Molekiile (< 50 kDa) sowie Elektrolyte in den Kapselraum.
Der Priméarharn fliekt dann durch den Tubulus, wo einige Bestandteile riickresor-
biert und weitere harnpflichtige Stoffe sezerniert werden, danach erfolgt eine Kon-
zentration. Eine Aussage iiber die Nierenfunktion kann daher anhand von Menge
und Konzentration des Urins sowie der Konzentration harnpflichtiger Stoffe im Blut
getroffen werden.

Erkrankungen, die zum Ausfall der Nierenfunktion fiihren konnen, sind lebensbe-
drohlich. Krankhafte Verdnderungen der Nierentubuli resultieren meist aus Vergif-
tungen oder Infektionen, wihrend Glomeruli durch autoimmune Prozesse angegriffen
werden. Glomerulonephritiden (GN) sind Entziindungen der Glomeruli, von denen
stets beide Nieren betroffen sind. Sie sind eine der hdufigsten Ursachen fiir terminale
Niereninsuffizienz. Sekundér kénnen sie im Rahmen systemischer Grunderkrankun-
gen, wie z.B. dem Systemischen Lupus erythematodes, auftreten. Primére Formen
manifestieren sich direkt am Glomerulum. Die Einteilung orientiert sich an der Ur-
sache, der Histologie und dem klinischen Verlauf der Krankheit.

Anhand der Symptome und klinischen Parameter werden das nephritische und das
nephrotische Syndrom unterschieden. Als nephrotisch wird ein Patient beurteilt,
wenn er eine starke Proteinurie von iiber 3,5 g/ 24h aufweist, was zu Hypoalbu-
mindmie und konsekutiv zur Bildung von Odemen fithrt. Weiterhin entwickelt sich
eine Hyperlipidimie u.a. als Folge kompensatorischer Uberproduktion von Lipopro-
teinen. Eine Proteinurie entsteht, wenn die Podozyten geschidigt werden und ihre
Fulfortsdtze mit dem Zellkorper verschmelzen. Dieses “effacement” fiithrt zur Auf-
weitung der Schlitzmembran und folglich dem Verlust von Proteinen und anderen
Molekiilen aus dem Blut [73]. Beim nephritischen Syndrom ist der Nierenfunkti-
onsverlust zentral, oft begleitet von Hypertonie. Durch Rupturen in den Glomeruli
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Bowmannkapsel Glomeruldre

Basal-
membran

Abbildung 1: Aufbau eines Glomerulus
Das Glomerulum ist die Filtrationseinheit der Niere, in der der Primirharn gebildet wird.
Schematische Darstellung modifiziert nach [32].

kommt es zur Hiamaturie. Proteinurie und Odembildung zeigen milde bis mékige
Auspriagung. Die Therapie erfolgt je nach genauer Ursache mit Immunsuppressiva
und durch supportive Behandlung der klinischen Symptome.

2.2 RPGN und Goodpasture-Syndrom

Eine aggressive und klinisch besondere Form des nephritischen Syndroms ist die
rapid progrediente Glomerulonephritis (RPGN). Unbehandelt kann ein kompletter
Nierenfunktionsverlust durch Zerstérung der Glomeruli innerhalb von Tagen bis Wo-
chen eintreten. Ein besonderes Kennzeichen dieses Krankheitsverlaufs ist der histo-
logische Befund der halbmondférmigen extrakapillaren Proliferation in der Bowman-
Kapsel, die nach Ruptur der glomeruldren Basalmembran (GBM) auftritt. Hiufig
sind auch Zellnekrosen mit Fibrinablagerungen zu finden. Die Erkrankung kann von
Symptomen des nephrotischen Syndroms begleitet werden. Nach ihrer Pathogenese
kann man die RPGN in drei Gruppen einteilen |[74], [10]:

1) Die anti-GBM-GN ist in 10 bis 20 % der RPGN-Patienten die Ursache fiir den Nie-
renfunktionsverlust, insgesamt macht sie etwa 1-5% der aller Glomerulonephritiden
aus [30]. Bei gleichzeitiger Lungenbeteiligung wird der Begriff ,Goodpasture-Syn-
drom* verwendet. Der Patient bildet Autoantikérper gegen die glomeruldre Basal-
membran, welche zirkulierend im Blut und als lineare Ablagerungen entlang der
GBM nachgewiesen werden kénnen. Es zeigen sich jedoch keine Immunkomplexe in
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der Niere. Ebenfalls linear abgelagert finden sich der Komplementfaktor C3.

2) Der Immunkomplex-vermittelten RPGN liegen verschiedene systemische Autoim-
munerkrankungen zu Grunde. Im Falle der IgA-Nephropathie bilden sich Immun-
komplexe aus abnormen IgA-Molekiilen und den gegen sie gerichteten Antikérpern.
Bei dem Systemischen Lupus erythematodes liegt eine autoaggressive Reaktion vor
allem gegen Bestandteile von Zellkernen vor. Die Immunkomplexe bilden typische
granuldre Ablagerungen entlang der GBM, begleitet von Komplementablagerungen.

3) Die ANCA - assoziierten Glomerulonephritiden bilden den groften Anteil der
RPGN. Bei dieser Erkrankung werden Autoantikdrper gegen Antigene in neutro-
philen Granulozyten (antineutrophil cytoplasmatic antibodies, ANCA) gebildet. Die
GN zeigen histologisch keine oder nur geringe glomerulére Ablagerungen und werden
daher auch als pauci-immun bezeichnet.

Die Kombination einer anti-GBM-Nephritis mit Lungenbluten wurde nach Ernest
W. Goodpasture benannt. Er beschrieb 1919 ein pulmo-renales Syndrom nach In-
fluenza-Infektion. Heute bezeichnet das Goodpasture-Syndrom (engl. Goodpasture’s
disease) eine Autoimmunkrankheit, bei der Antikorper gegen einen bestimmten Teil
der Basalmembran gebildet werden [9]. Diese Antikorper, typischerweise vom Iso-
typ IgG1 [71], zirkulieren in hohen Konzentrationen im Blut und lagern sich ent-
lang der GBM ab. Zum Teil weisen die Patienten zusitzlich ANCA auf, weiterhin
konnen transplantierte Patienten mit Alport-Syndrom anti-GBM Antikorper entwi-
ckeln. Das Goodpasture-Syndrom ist eine dufserst schwere Autoimmunerkrankung,
die als Hypersensitivitiat Typ II eingeordnet wird [48]. Sie tritt mit 0,5 bis 1 Fall
je 1 Millionen Einwohner pro Jahr sehr selten auf [53]. Das Antigen, gegen das die
Autoantikorper gebildet werden, konnte auf molekularer Ebene von der Arbeits-
gruppe um Billy Hudson analysiert werden [24], [70], [69]. Es handelt sich um die
Nicht-Kollagen Doméne NC1 der a3-Kette des Typ IV Kollagens (a3(IV)NC1). Die
Bindung der Antikérper an die GBM 16st eine Aktivierung des Komplementsystems
aus und fiihrt zur Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
|46]. Passive Transfermodelle wurden bereits 1967 eingesetzt, um die pathogenen
Eigenschaften dieser Antikorper zu bestitigen [34].

Sowohl in Patienten als auch in Tiermodellen konnte eine Beteiligung von Immun-
zellen an der Pathogenese des Goodpasture-Syndroms gezeigt werden. T-Zellen sind
im Patienten am Klassenwechsel der Antikorper zum Isotyp IgG1 beteiligt. Weiter-
hin konnten in Biopsien entziindeter Nieren CD4 "-Zellen nachgewiesen werden [4],
|18|. Im Blut von Patienten wurden zirkulierende antigen-spezifische T-Zellen iden-
tifiziert. Durch die Kartierung mit Peptiden wurden zwei immunogene T-Zellepitope
entdeckt: a3 (71-90) und o3 (131-150). Die Stimulation mit diesen Peptiden fiihrte in
peripheren Blutlymphozyten zur Proliferation und zur Produktion von Interferon-+y
[7]. Weiterhin wurde festgestellt, dass diese Peptide bevorzugt iber MHCII prisen-
tiert werden. Weitere Studien belegen eine Assoziation des Goodpasture-Syndroms
mit dem humanen Leukozyten-Antigen (HLA)-Genlokus. Eine genetische Prédispo-
sition liegt fiir das Allel DRB1*1501 vor, welches in Patienten 3,5-mal so héufig
auftritt wie in der normalen Bevélkerung. Einen schiitzenden Effekt scheinen hinge-
gen die Allele DRB1*01 und DRB1*07 zu bieten, da diese sehr selten in Patienten
auftreten [54].
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NC1-Hexamer " ad

Abbildung 2: Das Kollagennetzwerk
Die Nicht-Kollagen-Doménen NC1 der Kollagenketten a3(IV), o4(IV) und o5(IV)

bilden Hexamere und fithren dadurch zur Kreuzvernetzung der Protomere. Schema-
tische Darstellung adaptiert nach [63].

2.3 Aufbau des Goodpasture-Antigens

Die glomerulédre Basalmembran ist eine diinne Schicht aus extrazelluldrer Matrix, die
jedes glomeruldre Geféfknduel umgibt. Sie besteht aus Laminin, Nidogen (Entaktin),
Heparansulfat-Proteoglykane sowie Kollagen TV. Diese Molekiile werden von den
Endothelzellen synthetisiert und bilden ein Netzwerk zur Stabilisierung des Gewebes.
Die Basalmembran spielt eine wichtige Rolle bei der Filtration, der Zell-Adhésion,
-Migration und -Differenzierung [38|.

Kollagen IV ist aus sechs genetisch unterschiedlichen jedoch strukturell sehr dhnli-
chen a-Ketten aufgebaut (ol - o6). Jede o-Kette besitzt am N-Terminus eine kurze
7S-Doméne, im Mittelteil eine lange Kollagen-Doméne aus wiederholten Gly-X-Y
Sequenzen und am C-Terminus eine Nicht-Kollagen-Doméne 1 (NC1) [24], [52]. Je-
weils drei Ketten bilden ein helikales Monomer (Protomer, [6]), die Protomere bilden
tiber NC1:NC1 und 7S:7S Interaktionen ein zweidimensionales Netzwerk (s. Abb.2).

Dabei ergeben sich NC1-Hexamere unterschiedlicher Zusammensetzung. In der hu-
manen GBM dominieren a3odob-(IV)Protomere, wihrend alola2(IV) in geringem
Mafe nachzuweisen sind. In Nagetieren kommen o1 und o2 in der GBM kaum vor, sie
bilden jedoch die Matrix des Mesangiums in vielen Spezies [13]. Die NC1-Hexamere
der GBM werden durch Sulfilimin-Bindungen stabilisiert [63]|. Diese S=N Bindung
entsteht zwischen Methionin® und Lysin?!! zweier verbundener Protomere |68|. Fiir
die Auto-Antikorper aus Patienten mit anti-GBM-GN wurden zwei immundominan-
te Epitope identifiziert. Diese “Goodpasture-Epitope” EA und EB befinden sich in
den NC1-Doménen von o3(TV) und o5(IV) [6], [69]. Sie sind “kryptisch”, d.h. sie sind
im Zentrum des NC1-Hexamers eingeschlossen. Die Auto-Antikérper aus Patienten
kénnen nicht an intakte NC1-Hexamere binden, da die Epitope nicht zugénglich sind.
Erst die Dissoziation und konformationelle Anderungen legen die B-Zellepitope frei

(s. Abb.3).

Eine Storung der Sulfilimin-Bindung kénnte daher ein wichtiger Faktor bei der Ent-
stehung des Goodpasture-Syndroms darstellen [69]. Die Bindung von Antikorpern
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Abbildung 3: Aufbau des Goodpasture-Antigens
Die Antikérperbindungsstellen im Goodpasture-Antigen sind normalerweise unzu-
gianglich. Durch Hexamer-Dissoziation oder andere Konformationsidnderungen kon-
nen Epitope neu entstehen oder freigelegt werde. Schematische Darstellung adaptiert
nach [52].
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an die zuginglichen Epitope destabilisiert das Netzwerk vermutlich direkt und er-
moglicht so die Anlagerung von weiteren Antikdrpern. Verschiedene Spezies weisen
ein unterschiedliches Maf an Stabilisierung der NC1-Hexamere durch Sulfilimin-
Bindungen auf. So sind in Mausen die Goodpasture-Epitope normalerweise gut ge-
schiitzt und schwer zugénglich. Im Menschen und auch in Totenkopfiffchen weist
das Kollagen-1V-Netzwerk einen geringeren Grad an Sulfilimin-Bindungen auf, da-
her sind diese Spezies anfilliger fiir die Bildung von anti-GBM-Antikérper. Der
Grund fiir diese unterschiedliche Strukturierung ist nicht bekannt [36].

Es ist nach wie vor ungeklirt, welche genauen Umstidnde zur Bildung von Autoan-
tikorpern fiihren. Kollagen 1V ist essentieller Bestandteil von Basalmembranen. In
der Niere konnen jedoch aufgrund der Fenestrierung der Kapillarschleifen Blutbe-
standteile in Kontakt mit dem Kollagen IV kommen. Eine Ruptur der Basalmembran
durch eine Infektion in der Niere oder Lunge konnte zur Exposition von normalerwei-
se kryptischen Epitope fiithren. Auch die Schidigung der Alveolen durch Kohlenwas-
serstoffe oder durch Zigarettenrauch ist als mogliche Ursache fiir eine Exposition von
Kollagen fiir das Immunsystem beschrieben [30], [53]. Die Mechanismen, die dann
fiir zu einer Erkennung des Kollagens durch das Immunsystem und den Verlust der
Toleranz von T- und B-Zellen gegeniiber Kollagen fiihren, sind vollkommen unklar.
Ein mdglicher Mechanismus wére eine Kreuzreaktivitdt von pathogenspezifischen
Antikorpern oder T-Zellen mit dem Kollagen der Basalmembranen.

Ein Mechanismus der auch zum Tragen kommen konnte ist die Ausweitung der Im-
munantwort auf weitere Epitope, das epitope spreading. Dabei kann die Reaktion
gegen bestimmte Epitope eine Ausweitung der Immunantwort auf andere Epitope
bewirken. In Studien wurde in Rattenmodellen nach der Immunisierung mit ei-
nem sehr kurzen Peptid aus a3(IV)NC1 die Bildung von Antikérperablagerungen
an der Basalmembran beschrieben 3|, |75]. Das Peptid wurde durch Kartierung als
T-Zell-Epitop identifiziert. Aufgrund seiner Grofe induziert es normalerweise keine
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B-Zellaktivierung. Moglicherweise werden in diesem Modell durch T-Zell-bedingte
Schéden in der Kollagenstruktur kryptische B-Zell-Epitope freigelegt, die zur Bil-
dung von Antikorpern fiihren.

2.4 Experimentelle Autoimmune Glomerulonephritis (EAG)

Das bestuntersuchte Modell fiir eine GN mit Halbmondbildung ( crescentic GN) ist
die Nephrotoxische Serumnephritis (NTN). Heterologe anti-Maus-GBM-Antikorper
aus dem Schaf werden einer Maus injiziert. Diese lagern sich als Immunkomplexe an
der GBM ab und induzieren eine humorale und zelluldre Immunantwort. Innerhalb
von 14 Tagen kommt es zum kompletten Funktionsverlust der Niere aufgrund mas-
siver Halbmondbildung in den Glomeruli. Dieses Modell ist gut fiir die Analyse der
zelluldren Immunantwort geeignet, ldsst aber keine Untersuchung der autoimmunen
Prozesse zu, die zu einer anti-GBM-GN fiihren.

Fiir die Untersuchung von autoreaktiven Mechanismen wurden Modelle entwickelt,
bei denen die Bildung von Autoantikérpern gegen glomerulidre Strukturen induziert
werden kann. Steblay beschrieb zum ersten Mal die Immunisierung von Schafen mit
GBM in komplettem Freundschen Adjuvans [64]. Die Tiere entwickelten daraufthin
schwere Nierenentziindungen mit Halbmondbildung in den Glomeruli und erho6h-
ten BUN-Werten. Ahnliche EAG-Modelle wurden spiter in Ratten und Méiusen
beschrieben. Zunéchst wurden fiir die Immunisierungen Priparationen aus Rinder-
oder Ratten-GBM verwendet |62], [55], |5], [25], |58]. Nach Identifikation des Good-
pasture-Antigens wurde das rekombinante o3(IV)NC1 eingesetzt [61] [60], [21], [29].
Alle Modelle spiegeln die wichtigsten Parameter der humanen anti-GBM-GN wider.
Diese sind die Ablagerung von Autoantikérpern entlang der GBM, eine teilweise
schwere Entziindung der Glomeruli mit Halbmondbildung und Fibrinablagerungen
sowie ein schwerer tubulointerstitieller Schaden. Beziiglich des zeitlichen Verlaufs
und der Ausprigung der Glomerulonephritis treten jedoch deutliche Unterschiede
zwischen verschiedenen Maus- und Ratten-Inzuchtstimmen auf [21], [57]. In der
vorliegenden Arbeit wurde das von Hopfer et al. entwickelte EAG-Modell in der
DBA/1J-Maus verwendet. Dabei werden die Miuse 4-mal mit rekombinant herge-
stelltem o3(IV)NC1 in komplettem Freundschen Adjuvans (initial) bzw. in inkom-
plettem Freundschen Adjuvans (zur Verstirkung) immunisiert [20]. In den ersten
Wochen werden grofe Mengen an Autoantikorper gegen o3(IV)NC1 gebildet, deren
Ablagerung entlang der glomeruldren Basalmembran ab etwa Woche 5 nachweisbar
ist. Diese Ablagerungen sind in der Maus eher granulédr, im Gegensatz zur linearen
Ablagerung in Patienten. Die Tiere zeigen meist eine ausgepriagte Proteinurie ab
Woche 6, die sich erst spit zu einer teilweise schweren Entziindung der Glomeruli
mit Halbmondbildung und Fibrinablagerungen sowie tubulointerstitiellem Schaden
entwickelt. Erstaunlicherweise zeigen DBA /1J-Méuse, die mit der gleichen Methode
immunisiert werden, jedoch nur eine statt drei Verstirker-Immunisierungen erhalten,
keine schwere Nierenentziindung [77]. Alle klinischen Parameter spiegeln vielmehr ei-
ne humane membrandse Glomerulonephritis wider. Zu diesen Krankheitsanzeichen
zéhlen schwere Albuminurie gefolgt von einer Albuminarmut im Blut (Hypoalbu-
mindmie), einem hohen Fettgehalt im Blut (Hyperlipiddmie) und héufig die Bil-
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dung von Odemen. Wie auch in der menschlichen membranssen GN formen Auto-
antikorper und o3(IV)NC1 Immunkomplexe, die als subepitheliale elektronendichte
Ablagerungen unter einer verdickten Basalmembran erkennbar sind. Ein weiteres ty-
pisches Merkmal der membrandsen GN ist das deutlich sichtbare Verschmelzen der
Fufsfortsdtze mit dem Zellkorper der Podozyten, was zur Aufweitung der Schlitz-
membran und damit zur Proteinurie fiihrt. Da die Anfangsphase des hier beschrie-
benen Modells dem von Zhang et al. beschriebenen Verlauf sehr stark dhnelt, ist eine
Uberlagerung zweier immunologischer Prozesse wahrscheinlich. Die Immunisierung
mit dem Antigen in komplettem Freundschen Adjuvans induziert in den Mausen die
Bildung von Autoantikorpern, die zu einem nephrotischen Syndrom fiihrt. Durch
die wiederholte Gabe des Antigens wird offenbar eine T-Zellantwort ausgelést oder
verstirkt, die eine Rekrutierung von Makrophagen in die Niere bewirkt und damit
eine Nephritis verursacht. Die schwere Entziindung fiihrt zum Funktionsausfall der
Glomeruli und dadurch zum Anstieg der BUN-Werte. Fiir die volle Entwicklung
der EAG ist also eine mehrfache Immunisierung einer immunologisch gesunden und
genetisch anfilligen Maus nétig.

2.5 T-Lymphozyten und Antigenprasentation

Daten aus Patienten mit anti-GBM-GN und aus dem EAG-Modell [20] zeigen deut-
lich eine Beteiligung von CD4"T-Zellen an der Krankheitsentwicklung. In HLA-
DRB1*15:01 transgenen Mausen konnte eine Glomerulonephritis durch den Transfer
eines a3(IV)NC1-Peptid-spezifischem T-Zellklons transferiert werden [44].

T-Zell-Vorldufer wandern aus dem Knochenmark in den Thymus und ordnen dort
die Gene fiir ihren T-Zell-Rezeptor (TZR) um. Es entwickeln sich CD3 " Zellen mit
dem T-Zell-Rezeptortyp o:3 oder y:0. Dieser TZR wird auf der Oberflache der naiven
Zelle zusammen mit den Corezeptoren CD4 und CDS8 exprimiert. Er besitzt nur eine
Spezifitdt und erkennt Antigenfragmente, die mittels Proteinen des Haupthistokom-
patibilitdtskomplexes (MHC) présentiert werden. Ist der TZR mit den kdrpereigenen
MHC-Molekiilen kompatibel, so erhilt sie Uberlebenssignale. Nach dieser positiven
Selektion verliert sie die Expression eines der beiden Corezeptoren und wird damit zu
einer einfach positiven CD4 " oder CD8" T-Zelle. In der folgenden Negativ-Selektion
werden T-Zellen eliminiert, die an Autoantigene binden. Dadurch entsteht eine zen-
trale Toleranz gegeniiber kérpereigenen Proteinen. Nach dieser zweifachen Auslese
konnen die iiberlebenden T-Zellen reifen und den Thymus verlassen. CD4 " T-Zellen
erkennen ihr Antigen nur im Kontext mit MHC-II. B-Zellen, Makrophagen und an-
dere professionelle Antigen-présentierende Zellen (APZ) nehmen Proteine aus dem
extrazellularen Raum auf und bauen diese zu Peptiden ab. MHC-II-Molekiile werden
mit diesen Peptiden beladen und zur Zelloberfliche transportiert, wo sie von spezifi-
schen CD4*" T-Zellen erkannt werden kénnen [41]. Im Menschen gibt es verschiedene
MHC-Gene, die sogenannten Human Leukocyte Antigen- (HLA-) Gene. Diese ko-
dieren fiir verschiedene Molekiile der MHC-Klassen und werden individuell vererbt.
Daher konnen Menschen aufgrund ihres MHC-Haplotyps unterschiedliche Anfallig-
keiten fiir T-Zell-abhéngige Krankheiten aufweisen. In der anti-GBM-Nephritis wei-
sen Patienten 3,5-mal so hédufig das Gen HLA-DRB1*15:01 auf wie die normale
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Abbildung 4: Zytokinprofil und Transkriptionsfaktoren von verschiedenen
CD41 T-Zellsubpopulationen
Naive T-Zellen konnen abhéngig von ihrem Zytokin-Millieu entweder zu proinflam-
matorischen Th1-, Th2- oder Th17-Zellen differenzieren oder sich zu regulatorischen
Treg-Zellen entwickeln. Wihrend der Differenzierung werden spezifische Transkrip-
tionsfaktoren exprimiert, welche ihrerseits die Zytokinproduktion der einzelnen T-
Zellsubpopulationen steuern. Abbildung adaptiert nach [67]

Bevolkerung.

CD4" T-Zellen differenzieren im Rahmen von Immunantworten zu spezialisierten
T-Helferzellen (Th) [67]. Je nach Zytokinumfeld entstehen hauptséchlich die proin-
flammatorischen Thl-, Th2- oder Th17-Zellen bzw. die regulatorischen Treg-Zellen.
In Abb.4 sind die wichtigsten Transkriptionsfaktoren und die produzierten Zytokine
dieser Gruppen dargestellt.

Regulatorische T-Zellen entstehen wihrend der T-Zellentwicklung im Thymus (na-
tiirliche Treg) oder in der Peripherie in Gegenwart von TGF-B (induzierte Treg).
Sie konnen Immunantworten u.a. durch die Produktion der anti-inflammatorischen
Zytokine Interleukin-10 (IL-10) und Transforming Growth Factor-p (TGF-B) unter-
driicken. Dadurch kontrollieren sie iiberschiefsende Immunantworten oder autoreak-
tive Prozesse. Treg-Zellen sind durch die Expression des Oberflichenmarkers CD25
und des Transkriptionsfaktors Foxp3 charakterisiert. Sie vermitteln eine periphere
Toleranz gegeniiber korpereigenen Proteinen.

11
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Th2-Zellen entstehen unter dem Einfluss von IL-4 und produzieren selbst 1L-4, IL-5
und IL-13. Sie sind besonders fiir die Immunantwort gegen Parasiten verantwortlich
und spielen eine Rolle bei der Entstehung von Allergien.

Unter Einwirkung von IL-1, IL-6, IL-21 und TGF-§ entstehen Th17-Zellen, 1L-23
wird fiir die Stabilisierung und Expansion der Population benotigt. Th17-Zellen
produzieren vor allem 1L-17A, IL-17F, 11L-21, 1L-22 sowie Tumor Necrosis Factor-a
(TNF). Thre Hauptaufgabe ist die Abwehr von extrazelluliren Bakterien und Pilzen.
IL-17A induziert u.a. die Produktion der Chemokine CXCL1 und CXCL2, welche die
Mobilisierung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten steuern. Th17-Zellen
spielen auferdem eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Autoimmun-
krankheiten. Méuse, denen die p19 Untereinheit des Interleukin-23 fehlt, entwickeln
eine normale Thl-Antwort, aber die Anzahl ihrer Th17-Zellen ist stark reduziert.
Sie sind u.a. gegen die Entstehung der Experimentellen Autoimmunen Encephalo-
myelitis (EAE, [11]) und der Collageninduzierten Arthritis (CIA, [40]) geschiitzt.
Tiere, die kein IL-17A produzieren, entwickeln in beiden Modellen ebenfalls deut-
lich schwéchere Krankheitsanzeichen [31]. In der nephrotoxischen Serumnephritis
(NTN) zeigten sowohl 11.23p197/- Tiere als auch IL-17A"/~ Tiere verminderte Nie-
renpathologie und entziindung [51]. Ein weiteres Modell, dass dem in dieser Arbeit
verwendeten Modell dhnelt, belegte auch fiir die EAG eine Beteiligung von Th17-
Zellen an der Nierenschédigung [46].

Fiir die Entstehung von Thl-Zellen ist vor allem das IL-12 verantwortlich, das u.a.
von Makrophagen produziert wird. Th1-Zellen sekretieren bei Aktivierung TNF und
Interferon-y (IFN-v). IFN-y aktiviert Makrophagen, die dann u.a. die induzierbare
NO-Synthase (iNOS) fiir die Synthese von NO exprimieren, und ist essentiell fiir die
effektive Bekdmpfung von intrazelluldren Bakterien. Daten von Patienten und aus
Experimenten belegen eine Rolle fiir Th1-Zellen in Zell-vermittelten Autoimmun-
krankheiten wie z. B. Multiple Sklerose, Morbus Crohn, Rheumatoide Arthritis und
anti-GBM-GN [67|. In experimentellen Modellen fiir Nierenkrankheiten sind gegen-
teilige Rollen fiir IFN-y und damit die Thl-Antwort aufgezeigt worden. Wihrend
im NTN-Modell eine proinflammatorische Wirkung von IFN-+y beschrieben wurde
[28], zeigten Untersuchungen der gleichen Arbeitsgruppe eine protektive Rolle des
Zytokins in einem EAG-Modell [29].
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2.6 Zielsetzung der Arbeit

Die anti-Glomeruldre Basalmembran Glomerulonephritis (anti-GBM GN) wird klas-
sischerweise als antikorpervermittelte Autoimmunerkrankung verstanden. Beobach-
tungen in Patienten aber auch in experimentellen Modellen dieser Erkrankung wei-
sen aber auf eine Rolle von CD4" T-Zellen in der Entstehung der Erkrankung und
auf eine direkte Beteiligung der Zellen an der Schidigung der Niere hin. Insge-
samt ist die Funktion von CD4" T-Zellen in der anti-GBM GN aber unklar. In
der vorliegenden Arbeit sollte das Mausmodell der Experimentellen Autoimmunen
Glomerulonephritis (EAG) genutzt werden um die Funktion von CD4" T-Zellen zu
charakterisieren. In diesem Modell werden DBA /1J-Miuse mit einem rekombinan-
tem Kollagen-Fragment, dem o3(IV)NC1, immunisiert und entwickeln daraufhin eine
Nierenerkrankung, die in den wesentlichen Parametern mit der humanen anti-GBM
GN vergleichbar ist. Mit diesem Modell sollten die folgenden Hypothesen iiberpriift
werden.

1. Die Immunisierung mit Maus-a3(IV)NC1 fiihrt zu einer Entwicklung der EAG.
In dem bisher etablierten EAG-Modell wurden DBA /1J Méuse mit dem hu-
manen o3(IV)NC1 immunisiert. In diesem Projekt sollte nun das homologe
Maus-03(IV)NC1, also das genuine Autoantigen, verwendet werden, um in
DBA/1J Méusen eine EAG zu induzieren. In diesem Ansatz sollte dann der
Verlauf und die Schwere der Erkrankung charakterisiert werden.

2. Die Immunisierung mit a3(IV)NC1 induziert eine spezifischen CD4 " T-Zell-
antwort und diese T-Zellen akkumulieren in der entziindeten Niere.
In Vorarbeiten konnten im EAG-Modell o3(IV)NC1-spezifische T-Zellen nach-
gewiesen werden. In dieser Arbeit sollte daher eine sensitive Methode etabliert
werden, mit der a3(IV)NC1-spezifische T-Zellen im Durchflusszytometer nach-
gewiesen werden konnen. Diese Methode sollte dann verwendet werden um in
immunisierten DBA/1J Mausen o3(IV)NCl-spezifische T-Zellen in der Milz
und in der entziindeten Niere nachzuweisen und diese T-Zellen beziiglich ihrer
Zytokinexpression zu charakterisieren.

3. Der Verlauf und die Schwere der EAG werden durch Thil- und Thi17-Zellen
kontrolliert.
Studien in anderen Modellen der Glomerulonephritis zeigten, dass abhéngig
vom Modell Thl und/oder Th17-Zellen den Krankheitsverlauf beeinflussen.
In Knockout-Méusen, die aufgrund einer Defizienz des Interferon-vy-Rezeptors
bzw. des Interleukins-17A oder des Interleukins-23 eingeschrankte Thl bzw.
Th17-Antworten ausbilden, sollte nach Immunisierung mit «3(IV)NC1 der Ver-
lauf der EAG untersucht werden. Neben den klinischen Krankheitsparametern
und der Schadigung der Niere sollte insbesondere auch die spezifische B- und
T-Zellantwort gegen a3(IV)NC1 in diesen Tieren charakterisiert werden.

Das iibergeordnete Ziel dieser Arbeit war ein besseres Verstindnis der Funktion von
CD4" T-Zellen in der EAG. Langfristig sollen diese Ergebnisse zur Klirung der
Rolle von T-Zellen in der humanen anti-GBN GN beitragen und zu verbesserten
Behandlungsstrategien fiithren.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Alle Arbeiten wurden mit Hilfe von Standard-Laborgeriten durchgefiihrt. Spezielle
Gerite werden direkt in der Beschreibung der Methoden erwéhnt.

Die Standdardlabormaterialien stammen von den Firmen Sarstedt (Niimbrecht),
Greiner (Frickenhausen), Nunc (Langselbold), BD (Heidelberg) und Eppendorf (Ham-
burg).

3.1.1 Feinchemikalien, Enzyme, Antikorper und Oligonukleotide

Desoxyribonuklease I Sigma-Aldrich, St. Louis

Fotales Kédlberserum (FKS)  PAA, Pasching

Flag-Peptid Sigma-Aldrich, St. Louis

Kollagenase D Roche, Mannheim

Kollagenase VIII Sigma-Aldrich, St. Louis

normales Rattenserum Jackson ImmunoResearch, Baltimore,
USA

Percoll Separation Solution Biochrom AG, Berlin

Rattenserum Jackson ImmunoResearch, Baltimore,
USA

Rinderserumalbumin (BSA)  Serva, Heidelberg

Trypanblau Biochrom AG, Berlin

Urinteststreifen Siemens, Tarrytown, USA

Kits

Mouse Albumin ELISA Bethyl, Montgomery, USA

Quantitation Set

Pierce BCA Protein Assay Thermo Scientific, Rockford, USA
Kit

ZytoChem Plus AP Polymer Zytomed Systems GmbH, Berlin
Kit

Alle Zellkulturzusitze (Gibco®) und Feinchemikalien fiir die molekularbiologischen
Methoden (Invitrogen™, AppliedBiosystems®) stammen von Life Technologies (Carls-
bad).

Sonstige Standardchemikalien wurden von den Herstellern Carl Roth (Karlsruhe),
Merck (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (St. Louis) bezogen.
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Tabelle 1: Primer fiir die quantitative Real-time-PCR

Name

Sequenz

18S forward | CAC GGC CGG TAC AGT GAA AC

18S reverse | AGA GGA GCG AGC GAC CAA A
CXCL1 | forward | GCA CCC AAA CCG AAG TCA TAG
CXCL1 | reverse | CAA GGG AGC TTC AGG GTC AA
CXCL2 | forward | CAC TGC GCC CAG ACA GAA

CXCL2 | reverse | CAG GGT CAA GGC AAA CTT TTT G
CXCL5 | forward | TGG CAT TTC TGT TGC TGT TCA
CXCL5 | reverse | TTG CGG CTA TGA CTG AGG AA
CXCL9 | forward | CCC AAG CCC CAA TTG CA

CXCL9 | reverse | GCA GGT TTG ATC TCC GTT C
Foxp3 | forward | CCC AGG AAA GAC AGC CTT

Foxp3 | reverse | TTC TCA CAA CCA GGC CAC TTG
iNOS forward | GCT GTT CTC AGC CCA ACA AT
iNOS reverse | TTC TGT GCT GTC CCA GTG AG
TNF forward | AAA TGG CCT CCC TCT CAT CAG T
TNF reverse | GCT TGT CAC TCG AAT TTT GAG AAG

Oligonukleotide wurden von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, hergestellt.

Tabelle 2: TagMan Expressionsassays fiir die quantitative Real-time-PCR

Zielgen TagMan Assay von LifeTechnologies (Applied Biosystems®)
TFN-v Mm01168134 ml
IL-17A MmO00439618 m1

Tabelle 3: Antikorper fiir Immunhistochemie und ELISA

Konjugat /

Antigen Wirt Klon Hersteller

Maus-IgG-+IgM | Ziege HRP Life Technologies, Carlsbad,
USA

Maus-IgG1 Ziege HRP Southern Biotech, Birningham,
USA

Maus-IgG2a Kaninchen | HRP Life Technologies, Carlsbad,
USA

Maus-IgG2b Kaninchen | HRP Life Technologies, Carlsbad,
USA

Flag Maus M2 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

F4/80 Ratte BMS BMA, Hamburg

Maus-IgG Kaninchen | - Jackson ImmunoResearch,
Baltimore, USA

CD3 Kaninchen | A0452 Dako, Hamburg
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Tabelle 4: Anti-Maus Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antigen | Synomym Wirt | Fluorochrom | Klon Hersteller
CDh4 L3T4 Rt AF700 RM4-5 BioLeg
CD16, mFcRezeptor | Rt - 2.4G2 BioXcell
CD32

CD45 Ly-5, LCA Rt PerCP 30-F11 BioLeg
CD154 | CD40L Hm | APC MR1 eBio
IFN-y IFN-gamma | Rt V450 XMG1.2 BD
IL-17A | TL-17A Rt PE TC11-18H10.1 | Bioleg
TNF TNF-alpha Rt PE-Cy7 MP6-XT22 eBio

BD: BD Biosciences, Heidelberg; BioLeg: BioLegend, Fell; BioXCell, Lebanon, USA;

eBio: eBiosciences, San Diego, USA

3.1.2 Medien und Loésungen

Selektionsmedium

RPMI komplett Medium

Erythrozytenlysepuffer pH 7,2

Saponinpuffer

3.1.3 Software

DMEM 21969

10 % (v/v) FKS

2 mM L-Glutamin

50 Einheiten/ml PenStrep
50 mg/ml Gentamycin

1 pg/ml Puromycin-Dihydrochlorid

RPMI 1640
5 % FKS

2 mM L-Glutamin
50 mg/ml Gentamycin
50 pM B-Mercaptoethanol

155 mM Ammoniumchlorid

10 mM Kaliumhydrogencarbonat
100 pM EDTA

PBS

0,1 % (w/v) BSA
0,3 % (w/v) Saponin

Alle Abbildungen wurden mit Hilfe von Adobe Illustrator (CS5, Adobe, San José,
USA) erstellt. Die graphische Darstellung erfolgte mit dem Programm GraphPad
Prism 4.0 (GraphPad Software, La Jolla, USA). Fiir die Berechnung und Auswertung
der erhobenen Daten wurden die Programme Excel (Microsoft, Redwood USA) und
GraphPad Prism 4.0 verwendet. Zur FACS-Analyse und -Auswertung diente die
FACS Diva Software 6.1.3 (BD, Heidelberg).
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3.2 Methoden
3.2.1 Tierexperimentelles Arbeiten

Die Mause wurden in der zentralen Versuchstierhaltung des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf (UKE) geziichtet. Alle Tierversuche erfolgten nach den Vorga-
ben des deutschen Tierschutzgesetzes und wurden in den Raumlichkeiten der zen-
tralen Versuchstierhaltung durchgefiihrt. Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurde
eine Genehmigung durch die Behorde fiir Soziales, Familie, Gesundheit und Ver-
braucherschutz der Freien und Hansestadt Hamburg (Registrierungsnummer 14/09)
erteilt. Bis zu 5 Tiere wurden in individuell ventilierten Kéfigen (IVC) bei einem
12/12-Stunden Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Die Versorgung erfolgte mit Stan-
dardnagerfutter und Leitungswasser. Fiir die Versuche wurden Mannchen im Alter
zwischen 8 und 12 Wochen eingesetzt.

3.2.1.1 Mauslinien

DBA/1J Charles River, Sulzfeld, wurden am UKE weiter geziichtet.

DB1-IFNgRKO Wurden von Prof. Patrick Matthys, KU Leuven, Belgien, zur
Verfiigung gestellt (Lit.: [16], [23]) und am UKE ein weiteres
Mal auf den DBA /1J-Hintergrund zuriickgekreuzt.

DB1-IL17TAKO Wurden auf C57B/6-Hintergrund von Dr. C. Holscher, FZ
Borstel, zur Verfiigung gestellt (Lit.: [42]) und am UKE min-
destens 8 x auf den DBA /1J-Hintergrund zuriickgekreuzt.

DBI1-IL23P19KO  Wurden auf C57B/6-Hintergrund von Prof. Dr. U. Panzer,
UKE Hamburg, zur Verfiigung gestellt (Lit.: [17]) und am
UKE mindestens 8 x auf den DBA /1J-Hintergrund zuriick-
gekreuzt.

3.2.1.2 Immunisierung
Zur Induktion der Experimentellen Autoimmunen Glomerulonephritis (EAG) wur-
den bei den Méusen eine Erst- und 3 Verstdrkungsimmunisierungen durchgefiihrt.

Je 30 pg humanes (h-) oder Maus (m)-a3(IV)NC1 in 50 pl sterilem PBS wurden mit
dem gleichen Volumen Freundschen Adjuvans mit Hilfe von Ultraschall gemischt.
Die Emulsion wurde subkutan in den Riicken injiziert. Fiir die Erstimmunisierung
wurde das komplette Freundsche Adjuvans verwendet, fiir die Verstarkungsimmuni-
sierungen das inkomplette Freundsche Adjuvans.

3.2.1.3 Verlaufskontrolle der EAG

Vor Beginn der Versuche wurden die Mause gewogen und Blut- sowie Urinproben zur
Bestimmung der Basiswerte gewonnen. Zur Verlaufskontrolle wurden die Tiere 2-mal
pro Woche gewogen und ihr Allgemeinzustand untersucht. Zur Gewinnung von Plas-
ma wurden alle 2 Wochen von den Tierpflegern kleine Blutproben von ca. 30 - 70 ul
submandibuldr entnommen. Ebenfalls im Abstand von 2 Wochen und ab Woche
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7 in jeder Woche wurden Urinproben gesammelt. Diese wurden mittels Urintest-
streifen auf ihren Proteingehalt hin untersucht und bei -80 °C gelagert. Zeigten sich
Auffilligkeiten im Allgemeinzustand oder eine deutliche Proteinurie (ab 300 mg/dl
auf dem Urinteststreifen), wurden die Tiere téglich kontrolliert und gewogen, um
schwer erkrankte Méuse zu identifizieren. Schwer kranke Tiere zeigten ein struppiges
ungepflegtes Fell, Verhaltensauffilligkeiten (Absonderung von den anderen Tieren,
eingeschrinkte Motorik) und eine rapide Gewichtszunahme von bis zu 30 % durch
Entwicklung von Odemen. Die auffilligen Miuse wurden mit Isofluran narkotisiert,
das Blut mit 10 ul Minicaps® Glaskapillaren (Hirschmann, Eberstadt) retrobulir
entnommen und die Tiere anschliefend getdtet. Die Organe Milz und Niere wur-
den nach Perfusion mit PBS entnommen und fiir verschiedene Analysen konserviert
(Histologie, mMRNA-Expression) oder direkt untersucht (Durchflusszytometrie). Fiir
die Analyse von T-Zellantworten zu friithen Krankheitsstadien wurden Tiere an Tag
10 nach Immunisierung getitet und die Gewebe direkt untersucht.

3.2.2 Zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Zellisolierung aus Gewebe

Vor der Entnahme der Milz und der Niere wurden die Organe iiber den linken Herz-
ventrikel mit gekiihltem PBS perfundiert, um den Gehalt an Blutzellen zu minimie-
ren. Die Organe wurden von Resten anderer Gewebe (Fett, Blutgefifie) gesdubert
und gekiihlt fiir die verschiedenen Analysen prapariert.

Die Nieren wurden von der Nierenkapsel befreit und das fiir die FACS-Analyse be-
stimmte Gewebe zerkleinert. Es folgte ein Verdau mit je 250 pg/ml Kollagenase
D und Kollagenase 8 sowie 10 Einheiten/ml DNAse I in 20 ml RPMI fiir 45 min
bei 37 °C. Nach der Passage durch ein 200 pm Metallsieb und einem Waschschritt
wurden die Zellen einer Dichtegradientenzentrifugation unterzogen (70 % Easycoll
in RPMI komplett und 40 % Easycoll in RPMI komplett). Die oberste Schicht aus
Zelltriimmern, Geweberesten und anhaftenden Makrophagen wurde verworfen, die
iibrigen Zellen mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde einer Erythrozytenlyse
unterworfen und die Zellsuspension iiber ein 70 pm Zellsieb filtriert. Nach erneu-
tem Waschen wurden die Zellen fiir die Restimulation bzw. Oberflaichenfarbung in
FACS-R6hrchen aufgeteilt.

Das fiir die FACS-Analyse bestimmte Milzgewebe wurde durch ein 200 pm Metallsieb
passiert und mit gekiihltem PBS in Suspension gebracht. Nach Zentrifugation fiir
5 min bei 250 g wurden die Erythrozyten lysiert und die Zellsuspension iiber ein
70 pm Zellsieb filtriert. Nach erneutem Waschen wurden das Pellet in 3 bis 5 ml
PBS aufgenommen und die Anzahl der vitalen Zellen mittels Trypanblau-farbung
in einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt.

3.2.2.2 In wvitro Stimulation

Fiir die Stimulation wurden 1 bis 2 Millionen Zellen in 1 ml RPMI komplett ein-
gesetzt. Die Inkubation erfolgte spezifisch mit 54 pg/ml humanem oder Maus-
o3(TV)NC1 fiir 8 Stunden bei 37 °C. Nach Ablauf der ersten 4 Stunden wurden
10 pg/ml Brefeldin A zugesetzt, um die Sekretion von produzierten Zytokinen zu
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unterbinden und diese im Endoplasmatischen Retikulum anzureichern. Die polyklo-
nale Kontrollstimulation erfolgte mit 50 ng/ml Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) und
1 pM Tonomycin.

Den angereicherten Lymphozyten aus der Niere wurden vor der Inkubation ca.
5 x 10°mit 1 pM CFSE angefiirbte naive Milzzellen zugesetzt, um die Antigen-
priasentation durch eine ausreichende Anzahl Antigen-présentierender Zellen zu ge-
wahrleisten. Dazu wurde eine Einzelzellsuspension naiver Milzzellen in 3 ml PBS
hergestellt. Die 10 mM CFSE-Losung wurde zunéchst in DMSO 1:10 verdiinnt und
anschliefend 3 jl davon in die Zellsuspension pipettiert. Die Farbung erfolgte unter
Lichtausschluss und gelegentlichem Bewegen bei 37 °C im Wasserbad und wurde
nach 3 min durch Zugabe von 45 ml kaltem PBS gestoppt.

3.2.2.3 Durchflusszytometrie

Intrazelluldre und Oberflichen-Firbung

Nach der in witro Stimulation wurden intrazellulire und Oberflichenmolekiile in
einem Schritt gefirbt. Dies war moglich, da die hier analysierten extrazelluldren
Epitope erfahrungsgeméfs nicht durch die Behandlung beeinflusst wurden. In der
Regel wurden 1-2 x 10%vitale Milzzellen einer Einzelzellsuspension in 100 pl PBS in
FACS-Réhrchen aus Polystyrol eingesetzt, die T-Zellen aus der Niere wurden nicht
gesondert gezihlt. Die Zellen wurden nach dem Waschen in 2 % Paraformaldehyd
in PBS resuspendiert und zur Fixierung fiir 20 min bei RT, gegebenenfalls im Dun-
keln, inkubiert. Anschliefend erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungen mit
1 % nativem Rattenserum und 10 pg/ml Fe-Block (unkonjugierter anti-CD16/CD32
mAK) in Saponinpuffer. Die 5-miniitige Inkubation bei RT mit dem milden Deter-
genz Saponin permeabilisiert die Zellmembran und erméglicht den Zugang 7zu intra-
zellularen Epitopen. Die Farbung mit fluorochromgekoppelten Antikérpern erfolgte
bei RT fiir 15 min ebenfalls in Saponinpuffer (s. |39]). Dabei orientierten sich die
eingesetzten Mengen Antikorper an den Ergebnissen der im Labor standardméfig
durchgefiihrten Titrationen. Nach der Inkubation wurde mit PBS gewaschen und die
Zellen bis zur Analyse lichtgeschiitzt auf Eis aufbewahrt. Die benutzten Antikorper-
Konjugate sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie (im Folgenden kurz FACS) wurde zur Analyse der Ex-
pression von Oberflichen- und intrazellularen Proteinen sowie der Grofse und Gra-
nularitit einzelner Zellen genutzt. Die vereinzelten gefirbten Zellen werden mit La-
serstrahlen unterschiedlicher Wellenldnge bestrahlt und die Streuung sowie die Ab-
sorption gemessen. Diese Daten werden in Punktwolken dargestellt und ermdéglichen
so die grafische Auswertung der verschiedenen Parameter. Das hier genutzte Gerit
FACS Canto IT (BD Biosciences, Heidelberg) erlaubte die Messung von bis zu 8
Fluorochromen.

Zur Eingrenzung der T-Zellen wurden diese anhand von Grofe (im Vorwirtsstreu-
licht, FSC-Kanal) und Granularitit (im Seitwértsstreulicht, SSC-Kanal) ausgew&hlt
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und Zelltriimmer sowie Verschmutzungen abgetrennt. Fiir die Analyse der Nierenzel-
len waren zuvor die CFSE-gefarbten Zellen ausgeschlossen worden. Die vereinzelten
Zellen konnten von Zellaggregaten abgegrenzt werden, da sich im FSC-Kanal die
Hohe (H) zur Flache (A) des Signals der Einzelzellen proportional verhélt. Auf-
grund ihrer Eigenfluoreszenz in den Kanélen V510 und V450 konnten tote Zellen
weitestgehend ausgeschlossen werden. Die T-Helfer-Zellen wurden aufgrund der Ex-
pression von CD45 und CD4 ausgewihlt und bildeten damit die in dieser Arbeit
untersuchte Population der vitalen einzelnen CD4 " T-Helferzellen. Die im Ergeb-
nisteil angegebenen Prozentangaben zytokinproduzierender Zellen beziehen sich auf
diese Population. In Abbildung 5 ist die grafische Eingrenzung der analysierten Zell-
population gezeigt.
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Abbildung 5: Eingrenzung der lebenden CD41 T-Helferzellen im FACS
Fiir die Analyse der T-Zellen aus Nierengewebe wurden nur CFSE-negative Zellen aus-
gewihlt, fiir Zellen aus der Milz wurde dieser Schritt ausgelassen. Uber die Gréfe (FSC-
Kanal) und Granularitit (SSC-Kanal) wurden Verunreinigungen und Zelltriimmer aus-
geschlossen. Einzelne Zellen verhalten sich in Hohe (H) und Fliche (A) des FSC-Signals
proportional. Nicht vitale Zellen wurden iiber ihre Eigenfluoreszenz in den Kanélen V-510
und V450 ausgegrenzt. Nur CD45" und CD4" Zellen wurden auf ihre Zytokinproduktion
hin untersucht.

3.2.2.4 Zellkultur

Die stabil transfizierten HEK293-EBNA-Zellen wurden von Dr. H. Hopfer (Uni-
versititsspital Basel) zur Verfiigung gestellt [21]. Sie enthalten ein modifiziertes
pCEP-Pu Plasmid, welches eine Puromycinresistenz fiir die Selektion vermittelt. Das
hier verwendete Plasmid kodiert fiir ein Fusionsprotein aus einer N-terminalen BM-
40-Signalsequenz, einem Flag-Tag (DYKDDDDK) und dem h- oder m-o-(IV)NC1-
Peptid. Die Signalsequenz gewihrleistet die Sekretion des rekombinanten Proteins in
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das Zellkulturmedium, wihrend das Flag-Tag zur Aufreinigung genutzt wird (Prote-
inaufreinigung s. 3.2.4.3). Die h- oder m-a-3(IV)NC1-Domine besteht aus der eigent-
lichen NC1-Doméne und zusétzlich aus den letzten 10 Aminosduren des Kollagens
Typ IV.

Die adharenten Zellen wurden in Selektionsmedium bei 37 °C und 5 % CO4 auf
Zellkulturschalen (CellStar®, Greiner, Kremsmiinster, A) kultiviert. Nach dem Auf-
tauen erfolgte eine Regeneration ohne Puromycin-Dihydrochlorid, welches dem Se-
lektionsmedium nach 24 Stunden zugesetzt wurde. Die selektierten Zellen wurden
vermehrt, bis die gewiinschte Menge erreicht war. Bei 80-90%-iger Konfluenz wur-
den die Zellen mit PBS gewaschen und das Erntemedium (DMEM + PenStrep -+
Gentamycin) zugegeben. Die Uberstiinde wurden nach 2 - 3 Tagen abgenommen und
bis zur Aufreinigung bei -80 °C gelagert. Nach 2 bis 3 Ernten erfolgte das Ablosen
der gewaschenen Zellen mit Trypsin, Stoppen der Reaktion und Vermehrung von
1/5 bis 1/8 der Zellen in Selektionsmedium fiir einen neuen Erntezyklus.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

Aus Milzen und Nieren wurde Ribonukleinsiure (RNA) isoliert und fiir die Ex-
pressionsanalyse der codierten Proteine in komplementéire Desoxyribonukleinséure
(cDNA) transkribiert. Die Analyse erfolgte mit spezifischen Primern durch quan-
titative Real-time PCR. Die Feinchemikalien fiir die molekularbiologischen Metho-
den (Invitrogen™, AppliedBiosystems®) stammen von Life Technologies (Carlsbad).
Das SYBR Green-haltige Reagenz SYBR Green Jumpstart Tag ReadyMix wurde
von Sigma-Aldrich (St. Louis) bezogen. Das StepOne Plus Real-time PCR System
stammt ebenfalls von Life Technologies. Die Arbeitsschritte wurden unter weitest-
gehender Vermeidung von RNAse-Kontamination durchgefiihrt.

3.2.3.1 quantitative Real-ttime RT-PCR

Die quantitative Real-time PCR erlaubt die prizise Quantifizierung von spezifischen
Nukleinsduresequenzen aus einer komplexen Mischung auch bei geringen Ausgangs-
mengen. Durch die Kombination mit einer reversen Transkription erlaubt sie die
quantitative Bestimmung von RNA-Transkriptionsniveaus und damit eine Expres-
sionsanalyse bestimmter Gene zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme. Dafiir wird
gesamt-RNA in ¢cDNA transkribiert und mit spezifischen Primern 90 bis 120 bp des
Zielgens amplifiziert. Durch Einlagern interkalierender Farbstoffe in die Doppelstrang-
DNA oder durch Hydrolyse einer mit Quencher und Fluorophor markierten DNA-
Sonde verdndert sich die Fluoreszenz der Probe. Diese kann in Echtzeit gemessen
werden. Dabei korreliert die Geschwindigkeit, mit der die Menge einer amplifizier-
ten Zielsequenz einen detektierbaren Schwellenwert erreicht, mit der urspriinglich
eingesetzten Menge (vgl. [14].)
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3.2.3.2 RNA-Isolierung

Fiir die Expressionsanalyse wurde aus Gewebe Gesamt-RNA unter Verwendung des
Trizol®Reagent isoliert. Bei dieser Methode handelt es sich um eine Kombination
aus Guanidin-Isothiocyanat-Lyse und Phenol-Chloroformextraktion nach Chomc-
zynski und Sacchi [§].

Die zu untersuchende Gewebeprobe (1/6 Niere bzw. ein ca. 3 mm breites Stiick Milz)
wurde in einem 1,5 ml Eppendorf-Geféfs mit 300 pul Trizol in Trockeneis eingefroren
und bis zur Verwendung bei -80° C gelagert. Zur Homogenisierung wurde eine 3 mm
Wolfram-Hartmetall-Kugel zu der angetauten Probe gegeben und diese im Tissue-
Lyser (Qiagen, Hilden) fiir 4 min bei einer Frequenz von 30/s zerkleinert. Nach der
anschliefsenden Zugabe von 700 ul Trizol wurde die RN A-Isolierung nach Hersteller-
angaben mit Chloroform und Isopropanol durchgefiihrt. Die gewonnene RNA wurde
mit 75%-igem EtOH gewaschen und in 20 pl DEPC-behandeltem Wasser mit 5 %
RNAseOUT aufgenommen.

Fiir die photometrische Konzentrationsbestimmung wurden 2 pl der RNA-Losung
1:10 verdiinnt und ihre Absorption im Nano-Drop 2000c¢ Spectrophotometer (Ther-
mo Scientific, Wilmington, USA) bei 260 und 280 nm gemessen. Die Konzentration
in ng/ul ergibt sich aus dem Produkt der Absorption bei 260 nm x 40 x Verdiinnung.
Fiir reine RNA ergibt der Quotient der Absorptionen A260/280 einen Wert > 2.

Mit dieser Methode konnte Gesamt-RNA aufgereinigt werden, welche vor allem aus
rRNA, tRNA, mRNA und hnRNA besteht. Die zu analysierenden Transkripte sind
auf der hnRNA und der daraus entstehenden mRNA zu finden. Zur Normierung der
Transkriptmenge wird die 18S rRNA herangezogen. Sie ist Teil des Ribosoms und
unterliegt keiner differentiellen Expression, sodass sie als interner Standard bei der
quantitativen Real-time-PCR genutzt werden kann.

3.2.3.3 c-DNA-Synthese

Fiir die reverse Transkription der RNA in cDNA wurden M-MLV Reverse Transkrip-
tase und Random-Hexamer-Primer verwendet. Geméls Herstelleranleitung wurden
200 ng RNA, 100 ng Hexamer-Primer und 10 nmol dNTP-Lésung mit hochreinem
Wasser auf 12 pl aufgefiillt und im Thermocycler geméfs Programm 1 in der un-
ten stehenden Tabelle inkubiert. Anschliefend wurden 8 pl eines Gemisches aus 4 jl
5x First-Strand-Buffer, 0,2 pmol DTT und 200 Einheiten M-MLV Reverse Transkrip-
tase in hochreinem Wasser zugefiigt und die Synthese gemift Programm 2 durchge-
fithrt. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert und innerhalb weniger Tage verwendet.

Programm 1 Programm 2
Inkubation c-DNA Synthese
5min 65 °C | 50 min 37 °C
oo 4°C | 15min 70 °C
00 4°C
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3.2.3.4 Durchfiihrung und Auswertung der quantitativen Real-ttme PCR
Die quantitative Real-time PCR wurde in speziellen 96-well-Platten durchgefiihrt.
Abhéngig vom Zielgen wurde SYBR Green als interkalierender Farbstoff bzw. ein
TagMan Expression Assay geméfs den in Tabelle 6 angegebenen Reaktionsansitzen
verwendet. Die PCR-Programme sind in Abb. 6 aufgefiihrt. Fiir die Auswertung
wurde die ACT-Methode (engl. cycle threshold) angewandt.

Tabelle 6: Reaktionsanséitze fiir die quantitative Real-time PCR

’ SYBR Green Reagenz ‘ ‘ TagMan Gene Expressionsassay ‘
SYBR Green Reagenz | 6,25 nl 20x Gene Expression Assay 1l
1 uM vorwérts Primer | 1,25 pl 2x Gene Expression Master Mix | 10 nl
1 uM riickwérts Primer | 1,25 pl cDNA Probe 9 nl
H,0 2,25 pl
cDNA Probe 1,5 ul

Die Zyklenzahl, bei der die Fluoreszenz das erste Mal exponentiell zunimmt, wird
als CT-Wert bezeichnet. Die Menge der amplifizierten DNA ist zu diesem Zeitpunkt
in jeder Probe gleich. Je niedriger dieser Wert, desto hoher war die Ausgangskon-
zentration der cDNA und damit die Expression des Zielgens. Die Bestimmung des
CT-Wertes wird in Abb. 7 veranschaulicht. Der CT-Wert musste fiir jede Probe auf
einen aktivierungsunabhéngigen Standard normiert werden. In dieser Arbeit wurde
dafiir die ribosomale 18S RNA genutzt, deren Gehalt bei Aktivierung nicht reguliert
wird. Der CT-Wert fiir das Zielgen wurde von dem CT-Wert fiir 18S subtrahiert
(ACT). Zur besseren Ubersicht wurden die Ergebnisse als 24¢T dargestellt.

A B
°C | Pre-cycling| Cycling stage Melt courve °C | Pre-cycling| Cycling stage
1x 40x 1x 1x 40x
100+ 95° 95° 95° 95°| 100~ 95° 95°
0:00  00:2 00:20 00:20 0:20  00:01
75+ 75+
60° 60°/0,3°/20s, 60°
504 01:00 01:00 504 00:20
25+ 25

Abbildung 6: Reaktionszyklen der Programme fiir die qRT-PCR
Temperaturzyklen fiir (A) SYBR Green und (B) TagMan Assay
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A Amplifikationskurve linear B Amplifikationskurve logarithmisch

90.000 100.000

80.000 -
70.000 -
10.000

60.000 -

50.000 -

A Rn

1000
40.000 -

30.000 -

20.000 - 100

10.000 -
1 2, 3 4 1 2103 4

2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38
Cycle Cycle

Abbildung 7: Kinetik der PCR-Reaktion
Amplifikationskurven fiir die Doppelbestimmung einer cDNA-Probe (A) linear und (B)
logarithmisch, Ausschnitt vergrobert
Delta RN: Quotient aus Fluoreszenz des Reporter-Fluorophors und Hintergrundfluoreszenz
Aufgrund der verdnderlichen Konzentrationsverteilung der Reagenzien verlduft die Ampli-
fikation der cDNA in 4 Phasen unterschiedlicher Effizienz. In der Baseline-Phase (1) fiithrt
die geringe Menge an doppelstrangiger DNA zu keiner vor dem Hintergrund detektierbaren
Fluoreszenz, obwohl in jedem Zyklus eine Verdopplung stattfindet. Ubersteigt die Ampli-
fikatmenge das Detektionslimit des Thermocyclers, ist auch in der grafischen Darstellung
eine exponentielle Phase (2) von 3 bis 7 Zyklen erkennbar. Sobald die Konzentration der
Substrate deutlich abnimmt, kann nicht jeder einzelne DNA-Strang verdoppelt werden, die
Produktmenge steigt linear (3). Entstandenes Pyrophosphat und Monophosphatnukleoti-
de fithren zur Produkthemmung. In der Plateau-Phase (4) findet keine Amplifikation mehr
statt, da die Aktivitit der Polymerase abnimmt und die Substratkonzentrationen zu gering
werden. Die geometrische Bestimmung der exponentiellen Phase ist in einer logarithmi-
schen Darstellung des Amplifikation Plot mdéglich, da die Steigung der Kurve in diesem
Bereich linear ist. In diesem exponentiellen Bereich der Kurve wird ein Schwellenwert fiir
Delta RN festgelegt. Der X-Wert des Schnittpunkts gibt den CT-Wert an.

3.2.4 Immunologische Methoden

3.2.4.1 ELISA

Albumin-ELISA

Zur Bestimmung des Albumin-Gehalts im Urin wurde das Maus-Albumin-Quanti-
fizierungsset von Bethyl Laboratories, Inc. (Montgomery) geméfs Herstellerangaben
verwendet. Die aufgetauten Proben wurden vor dem Einsatz gemischt, fiir 3 min bei
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hochster Geschwindigkeit zentrifugiert und in Probenpuffer verdiinnt. Alle Messun-
gen erfolgten als Duplikate. Eine Kreatinin-Bestimmung erfolgte durch Standard-
Diagnostik-Methoden im Zentrallabor des UKE. Die Albuminwerte wurden fiir die
Auswertung auf den Kreatiningehalt der Probe normalisiert.

Indirekter Antikérper-ELISA

Der Nachweis von a3(IV)NCl-spezifischen Antikérpern im Plasma erfolgte mittels
indirektem ELISA. Spezielle Starwell-Platten von Nunc (Langenselbold) wurden mit
1,35 pg/ml humanem o3(IV)NC1 in 0,1 M Natriumhydrogencarbonat, pH 8,2 iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit PBS/0,02 % Tween 20
erfolgte das Blockieren freier Bindungsstellen mit 1 % BSA in PBS fiir 30 min bei
RT. Die Plasmaproben wurden 1:5000 in PBS/Tween mit 1 % BSA mit 10 pg/ml
Flag-Peptid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) verdiinnt und je 100 pl als Duplikate
eingesetzt. Nach Inkubation fiir 1 Stunde bei RT erfolgte erneutes Waschen und die
Inkubation mit dem HRP-gekoppelten Sekundérantikorper (Ziege-anti-Maus-IgQG)
fiir 2 Stunden. Fiir die Bestimmung der IgG-Subklassen wurden die entsprechenden
HRP-gekoppelten Sekundirantikérper 1:1000 eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit
3,375,5’-Tetramethylbenzidin.

3.2.4.2 Immunohistochemie

In dieser Arbeit wurden die histologischen Untersuchungen (Halbmondbildung, tu-
bulo-interstitieller Schaden, Fibrose, Sklerose) von dem Pathologen Dr. Helmut Hop-
fer, Institut fiir Pathologie, Universitéitsspital Basel, durchgefiihrt. Hierfiir wurde je
eine langs halbierte Niere unmittelbar nach der Organentnahme in 4% Formalinlo-
sung fiir 24 h bei 4 °C fixiert. Anschliefend wurde das Gewebe 3-mal fiir ca. 3 h mit
PBS gewaschen. Im Institut fiir Pathologie des UKE wurden die Organe von Frau
Mariola Reszka in Paraffin eingebettet. Die weitere Aufarbeitung und Farbung der
Proben mittels PAS-Reaktion erfolgte im Institut fiir Pathologie des Universitétss-
pitals Basel.

Die Farbungen zur immunhistochemischen Untersuchung der Makrophageninfiltra-
tion (F4/80) und IgG-Ablagerungen sowie deren Auswertung erfolgten am Institut
fiir Immunologie am UKE. Das verwendete ZytoChem Plus AP Polymer Kit enthielt
Blockierungspuffer, einen Kaninchen-anti-Ratte Briickenantikoérper, anti-Kaninchen
Alkalische Phosphatase (AP) Komplex sowie Verdiinnungspuffer. Die Proben wur-
den deparaffiniert und die Epitope mit den Enzymen Proteinase 24 (IgG) bzw.
Trypsin (F4/80) demaskiert. Nach dem Waschen mit TBS, Blockieren und erneu-
tem Waschen wurde der entsprechende Primér-Antikorper (3) iiber Nacht bei 4° C
inkubiert (fiir IgG 30 min bei RT). Fiir die F4/80-Fiarbung erfolgte nach erneu-
tem Waschen eine 30-miniitige Inkubation mit dem Briickenantikérper. Nach der
Inkubation der gewaschenen Schnitte mit dem AP Komplex fiir 30 min bei RT er-
folgte die Detektion mit Neufuchsin-Losung, eine Kernfarbung nach Béhmer und
die Differenzierung der Farbung mit HCI-Ethanol.
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3.2.4.3 Proteinaufreinigung

Reinigung der o3(IV)NC1-Peptide mittels anti-Flag- Affinitdtschromato-
graphie

Die 0-3(IV)NC1-Flag-Tag-Fusionsproteine aus HEK293-EBNA Zelliiberstdnden wur-
den bei 4 °C mittels matrixgebundenem monoklonalen anti-Flag M2-Antikorper ge-
reinigt (|22]). Dazu wurden die aufgetauten Ubersténde sterilfiltriert, um Zelltriim-
mer und Zellen zu entfernen, und iiber eine Sdule mit 1 ml M2-Agarose gegeben.
Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer (Glycin-HC1 0,1 M, pH 3,5) in 10 Fraktio-
nen zu je 1 ml, die Neutralisierung durch Zugabe von 30 pul 1 M Tris-HCI (pH 8).
Proteinhaltige Fraktionen wurden in Dialysekassetten mit Ausschlussgrenze 10 kDa
gegen TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl pH 7,4) fiir 3 Tage dialysiert. Der Puffer
wurde tiglich ausgetauscht. Die dialysierten Proben wurden bei -80 °C gelagert.

Zur Konzentrierung wurden alle Proben bei 4 °C aufgetaut, vereinigt und in Zentri-
fugen-Filtereinheiten (Vivaspin 20, Sartorius, Gottingen) mit einer Ausschlussgrenze
von 10 kDa bei 2500 g und 4 °C auf die gewiinschte Konzentration eingeengt. An-
schliefend wurde die Proteinkonzentration mittels BCA-Test (Thermo Fisher Scien-
tific, Rockford) bestimmt, die Proben aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

3.2.5 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der Software GraphPad Prism durch-
gefiithrt. Fiir die statistischen Vergleiche kamen folgende nichtparametrischen Tests
zum Einsatz: der Log-Rank-Test und der Mann-Whitney-Test. Die Daten wurden
als Median oder selten als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. Als signi-
fikant unterschiedlich galt ein Ergebnis, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 war (*p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). Nicht signifikante Unterschiede wurden nicht aus-
gewiesen. Weiterhin wurde fiir einige Daten die gegenseitige Abhéngigkeit mittels
linearer Regression ermittelt.

3.2.6 Gemeinsam durchgefiihrte Experimente

Aufgrund des Umfangs der durchgefithrten Experimente wurden die in vivo Ver-
suche sowie ein Teil der in wvitro Versuche zusammen mit Frau Dr. Julia Holzer
durchgefiihrt. Die gemeinsamen Arbeiten umfassten fiir den ersten Teil der Ar-
beit die Versuchsplanung, die Immunisierung der Tiere sowie Unterstiitzung bei der
Durchfiihrung von ELISAs. Eigenstindig durchgefiihrt wurde die Uberwachung des
Krankheitsverlaufs, die Entnahme und Aufarbeitung von Blut, Urin und Organen,
die Analyse der T-Zellantworten, die Analyse von Labor- und ELISA-Daten sowie
die Durchfiihrung der quantitativen Real-time-PCR. Im zweiten Teil wurden die Im-
munhistochemie und die quantitativen Real-time-PCR sowie die Antikérper-ELISA
gemeinsam durchgefiihrt, alle anderen Arbeiten erfolgten eigenstindig.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Experimentelle Autoimmune Glomerulonephritis in
DBA /1J M&usen

Die Experimentelle Autoimmune Glomerulonephritis (EAG) weist alle wichtigen Pa-
rameter der anti-GBM Nephritis des Menschen auf und ist daher ein geeignetes Mo-
dell, um in dieser Krankheit antigen-spezifische T-Zellantworten zu untersuchen. In
meiner Arbeitsgruppe wurde bereits der Krankheitsverlauf und die Rolle von CD4 "
T-Zellen in der heterolog mit rekombinantem humanen Antigen induzierten EAG
beschrieben [20]. Analog zu diesem Modell wurde im ersten Teil der vorliegenden
Arbeit das rekombinant hergestellte murine Antigen m-o3(IV)NC1 verwendet, um
Tiere zu immunisieren und die Funktion von T-Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten
der Erkrankung zu untersuchen.

4.1.1 Induktion der EAG mit dem homologen Antigen in DBA /1J
Mausen

Aufgrund ihrer Anfilligkeit fiir die EAG [21] wurden ca. 8 Wochen alte ménnliche
Tiere des Inzuchtstammes DBA /1J in den hier gezeigten Experimenten eingesetzt.
Je 30 ng des Antigens m-a3(IV)NC1 pro Maus wurden mit komplettem Freundschen
Adjuvans (KFA) gemischt und subkutan injiziert. Die Immunisierung wurde 3-mal
mit Antigen in inkomplettem Freundschen Adjuvans (IFA) in Woche 3, 5 und 7
wiederholt. Das Immunisierungsschema ist in Abbildung 8 dargestellt. Als Kontrolle
wurde PBS in entsprechendem Adjuvans verwendet. Wiahrend des Beobachtungs-
zeitraumes wurden die Mause regelméfig gewogen, auf allgemeine Auffilligkeiten
kontrolliert sowie Blut- und Urinproben gewonnen. Uberschritt der Proteingehalt
im Urin den Wert 300 mg/dl gemik Teststreifen, erfolgte die Uberwachung tiiglich.
Die Tiere wurden im Endstadium, d. h. bei schweren Anzeichen von EAG, getotet.
Schwer kranke Tiere zeigten struppiges Fell, Apathie, Absonderung von der Gruppe
sowie rapide Gewichtszunahme durch sichtbare Wassereinlagerungen im Bauchraum.
Fiir die Analysen erfolgte eine finale Blutabnahme. Die Milz sowie beide Nieren wur-
den nach Perfusion mit PBS entnommen. Das Gewebe wurde aufgeteilt und fiir die
folgenden Analysen aufbereitet bzw. konserviert. Die EAG-Experimente wurden 4-
mal mit insgesamt 24 Mausen durchgefiihrt.

In Abbildung 9 ist der typische Verlauf der Krankheit fiir ein Einzelexperiment ge-
zeigt. Ab Woche 10 nach der Immunisierung in KFA wiesen die ersten Tiere der
EAG-Gruppe schwere Symptome auf, wihrend Kontroll-Tiere zu keinem Zeitpunkt
krank erschienen. In allen Experimenten entwickelten ca. 90 % der immunisier-
ten Tiere eine EAG. Im Endstadium bildeten sich massive Wassereinlagerungen im
Bauchraum der kranken Mause, was zu einem rapiden Gewichtsanstieg und sichtba-
ren Odemen fiihrte (Abb. 9B und 9C). In allen folgenden Abbildungen bezeichnet
“EAG” den Zeitpunkt, an dem ein Tier aufgrund der schweren Krankheit getétet
wurde.
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Abbildung 8: Immunisierungsschema
Miénnliche DBA/1J Méause wurden mit 30 pg rekombinant hergestelltem m-a3(IV)NC1
in komplettem Freundschen Adjuvans subkutan immunisiert. 3 Nachimmunisierungen mit
30 pg Antigen in inkomplettem Freundschen Adjuvans erfolgten in den Wochen 3, 5 und
7. Zur Kontrolle des Krankheitsverlaufs wurden in verschiedenen Absténden Blut- und
Urinproben gewonnen sowie das Gewicht der Tiere bestimmt. Tiere wurden getotet, wenn
sie schwere Anzeichen der EAG aufwiesen. Fiir die Analyse wurden Blut, Milz und Niere
verwendet. Als Kontrollen dienten naive oder mit PBS immunisierte ménnliche DBA/1J

Mé&use.
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Abbildung 9: Krankheitsverlauf der EAG
(A) Beispielhafte Darstellung des Krankheitsverlaufs in einer EAG-Gruppe von 5 Mausen
im Vergleich zu Kontrollen. (B) Gewichtsverlauf einer immunisierten Maus wihrend des
Beobachtungszeitraums im Vergleich zur Kontrolle. (C) EAG-Maus mit struppigem Fell
und Fliissigkeitseinlagerung im Bauchraum, im Vergleich dazu eine naive Maus.
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4.1.2 Spezifische Autoantikérperbildung in EAG-Ma&usen

Ein zentraler Prozess in der Immunantwort ist die Bildung von Antikorpern ge-
gen das Antigen m-o3(IV)NC1. Um den zeitlichen Verlauf zu dokumentieren, wur-
den den Mé&usen in Woche 0, 4 und 8 Blutproben entnommen und das Plasma
gewonnen. Das Vorhandensein von spezifischen Antikérpern wurde im ELISA bei
einer Plasmaverdiinnung von 1:5000 nachgewiesen. In Woche 4 und 8 waren sehr
hohe Konzentrationen vorhanden, in den finalen Blutproben waren diese geringer
(Abb.10A). Vorhergehende Untersuchungen hatten gezeigt, dass bereits in Woche 2
spezifische Antikorper im Blut zirkulieren und dass der Verlust im spiten Stadium
der Krankheit durch die Ausscheidung iiber den Urin erklért werden kann (nicht

gezeigt).
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Abbildung 10: Antikérperantwort in EAG-M&usen
Indirekter ELISA zur Detektion von m-a3(IV)NC1-spezifischen Antikérpern im Blutplas-
ma (A) zu verschiedenen Zeitpunkten und (B) verschiedener Subklasen zum Endpunkt
der EAG. Das Plasma wurde vor der Analyse 1:5000 (A) bzw. 1:500 (B) verdiinnt. Die
Symbole repréisentieren die Werte fiir individuell analysierte Mause. Die Querbalken geben
den Median an. EAG: finale Blutabnahme. ***p<0,0001.

In einem analogen Experiment (Abb. 10B) wurden die m-a3(IV)NC1 spezifischen
Antikorper mittels Subklassen-spezifischen Detektionsantikérpern nachgewiesen (Da-
ten von Dr. Helmut Hopfer). Dabei zeigte sich, dass sowohl der Titer fiir IgG1 als
auch fiir IgG2a in EAG-Tieren signifikant hoher war als in den Kontrollen. Fiir
IgG2b konnte ein nicht signifikanter leichter Anstieg gemessen werden.
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4.1.3 Pathologische Verdnderungen der EAG-Niere

Die Nierenfunktion wurde iiber die Ausscheidung von Protein iiberwacht. Ab Woche
6 konnte in allen immunisierten M&usen eine Proteinurie mittels Teststreifen nach-
gewiesen werden (nicht gezeigt). Zur quantitativen Analyse wurde ein Albumin-
ELISA durchgefiihrt, dessen Werte auf den Kreatiningehalt normalisiert wurden
(Albumin/Kreatinin Ratio). Uber diese Methode konnte die Albuminurie ab Wo-
che 6 bestitigt und ein Anstieg bis zu Hochstwerten iiber der Detektionsgrenze von
1000 g Albumin je g Kreatinin nachgewiesen werden (Abh. 11A).

Als zweiter Parameter wurde der Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN, blood urea nitro-
gen) zur Beurteilung der Nierenfunktion herangezogen. In gesunden Tieren wird der
Harnstoff {iber den Urin ausgeschieden. Bei einem Nierenversagen steigt daher die
Harnstoffkonzentration im Plasma, Werte iiber > 50 mg/dl weisen auf eine schwere
Schédigung hin. In diesem Experiment zeigte sich kein signifikanter Unterschied in
Bezug auf BUN-Werte von schwer kranken im Vergleich zu gesunden Tieren. nicht
signifikant erhoht, jedoch wiesen 38 % aller untersuchten EAG-Tiere einen Wert von
> 50 mg/dl auf (Abb. 11B).
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Abbildung 11: Verlust der Nierenfunktion

(A) Albuminausscheidung im Urin zu verschiedenen Zeitpunkten der EAG, dargestellt fiir
ein Einzelexperiment. Die im ELISA bestimmten Werte wurden gegen die im Zentrallabor
ermittelten Kreatininwerte normalisiert. (B) Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN, blood urea
nitrogen) im Blut von schwer kranken M&usen des gleichen Experiments und Kontroll-
Maéusen. Die Symbole reprisentieren die Werte fiir individuell analysierte Mause. Die
Querbalken geben den Median an. max: obere Nachweisgrenze des verwendeten Tests.
EAG: finale Blutabnahme.

Die histologischen Untersuchungen wurden von meinem Kooperationspartner, Dr.
Helmut Hopfer vom Institut fiir Pathologie am Universititsspital Basel, an ana-
log durchgefiihrten Experimenten vorgenommen. Zum besseren Verstindnis wurden
einige Fotoaufnahmen und Auswertungen dieser Versuche mit in diese Arbeit auf-
genommen.

In den Paraffinschnitten der Niere zeigten 70 % aller EAG-Tiere die typische Halb-
mondbildung durch Zellproliferation und massive Zellinfiltration in der Bowman-
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Kapsel, im Median waren 23 % der Glomeruli betroffen (Abb. 12). Der tubuloin-
terstitielle Schaden wurde semi-quantitativ mit 5 Schweregraden beurteilt (0 - 4).
Bei 55 % der schwer kranken Méause wurde ein Schadenswert von >1,5 festgestellt,
der Median betrug 1,8. Die Nieren von Kontroll-Tieren wiesen einen maximalen
Schaden von 0,12 auf und zeigten keinerlei Halbmondbildung. In Abbildung 12 sind
exemplarisch Fotos von Schnitten eines gesunden Kontroll-Glomerulus (A) und eines
schwer geschidigten Glomerulus mit deutlicher Halbmondbildung (B) dargestellt.
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Abbildung 12: Histologische Analyse der Nieren von EAG-M&usen

(A, B) Exemplarische Fotos von einem gesunden Kontroll-Glomerulum (A) und einem
glomeruldren Halbmond in den Niere einer EAG-Maus (B), PAS-Féarbung von Nieren-
schnitten in Paraffin. (C) Anteil der Glomeruli mit Halbmondbildung. **p<0,01 (D) Der
tubulointerstielle Schaden wurde semi-quantitativ anhand einer Skala von 0-4 bewertet.
**%p<0,0001. Die Symbole reprisentieren die Werte fiir individuell analysierte Mé&use.
Kontrolle: mit PBS immunisierte Mause. Die Querbalken geben den Median an. Fotos
und Auswertungen von Dr. H. Hopfer, Institut fiir Pathologie, Universititsspital Basel.

4.1.4 Entziindungsparameter in EAG-Nieren
Das Zytokin Tumornekrosefaktor-o (TNF) wird bei Entziindungen vorwiegend von

Makrophagen, aber auch von NK- und T-Zellen ausgeschiittet. Seine vermehrte
Expression kann als Mafs fiir die Schwere der Entziindung herangezogen werden.
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TNF ist ein direkter Mediator von makrophagenabhéngiger Schidigung der Nie-
re [1]. In Abbildung 13 ist die Expressionsanalyse mittels quantitativer Real-time
PCR (qRT-PCR) gezeigt. In der Milz war ein tendenzieller Anstieg der Tnf mRNA
in EAG-Tieren erkennbar, fiir die Niere konnte eine signifikant erhohte Expressi-
on nachgewiesen werden. Da Gesamt-Gewebe verwendet wurde, ist es mit dieser
Analysemethode nicht moglich, die TNF-produzierenden Zellen zu identifizieren.
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Abbildung 13: qRT-PCR Expressionsanalyse von Entziindungsmarkern
Dargestellt ist die mRNA Expression des Zieltranskripts in Relation zur 500-fach verdiinn-
ten 18S rRNA in Gesamtmilz (A) und —niere (B) von schwer kranken EAG-Méausen. Die
Symbole repréisentieren die Werte fiir individuell analysierte Mause. Die Querbalken geben
den Median an. nd — unter der Nachweisgrenze. **p<0,01

Interferon-y (IFN-v) ist ein wichtiger Aktivator von Makrophagen und wird von
NK- sowie T-Zellen ausgeschiittet. Dieses Zytokin reguliert verschiedene Zellen des
Immunsystems und ist essentiell fiir die Kontrolle von Infektionen [2]. Im NTN-
Modell mediiert IFN-y die Halbmondbildung in den Glomeruli [28]. Mit der hier
angewandten Methode konnten keine Unterschiede in der Expression der Ifng mRNA
in der Milz und nur eine tendenzielle Erh6hung in der erkrankten Niere nachgewiesen
werden (Abb. 13).

Interleukin (IL-) 17A kann renale Entziindungen induzieren, indem es neutrophile
Granulozyten rekrutiert. Weiterhin unterstiitzt es die Schiadigung der Niere durch
Makrophagen [27]. In dem hier gezeigten Versuch war die Konzentration der Il17a
mRNA in den Milzen erkrankter Tiere unter der Nachweisgrenze. In der Niere war
kein Unterschied in der Expression vorhanden.
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Der Transkriptionsfaktor Foxp3 wird in regulatorischen T-Zellen (Treg) exprimiert.
Diese konnen Nierenschiden in anderen Modellen der experimentellen Glomerulone-
phritis abmildern [47], [49]. Eine Infiltration von Tregs in entziindetem Nierengewebe
konnte in Vorarbeiten bereits histochemisch nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
Auch in der qRT-PCR wurden erhohte Expressionslevel fiir Forp3 mRNA in der
Niere von EAG-Tieren festgestellt.

4.1.5 Spezifische T-Zellantwort in EAG-Mé&usen

Das Entziindungsgeschehen in der Niere héngt nicht nur von den Zellen des angebo-
renen Immunsystems, wie Makrophagen und Granulozyten, ab. Sowohl in Patienten
[7] als auch in Nagetiermodellen ist eine Beteiligung von spezifischen CD4 1 T-Zellen
an der Entstehung und im Verlauf der Glomerulonephritis nachgewiesen worden |76],
[20]. Aus fritheren histologischen Untersuchungen ist bekannt, dass im EAG-Modell
T-Zellen die Niere infiltrieren. In schwer kranken Tieren konnte eine erhohte Anzahl
an T-Zellen auch in der Durchflusszytometrie-Analyse festgestellt werden. Dabei
handelte es sich vornehmlich um hoch aktivierte CD4" T-Zellen [19]. In meinem
Projekt wurde nun eine funktionelle Analyse von T-Zellen zum frithen Zeitpunkt
in der Milz und zum spéten Zeitpunkt der EAG in Milz und Niere durchgefiihrt.
Dazu wurden Stimulationen mit m-o3(IV)NC1 durchgefiihrt, die zur Produktion
von Zytokinen in spezifischen T-Zellen fiihrten. Die Behandlung mit Brefeldin A
blockiert den Golgi-Apparat und fiihrt daher zur Akkumulation der nicht mehr
sekretierten Molekiile. Zur Kontrolle erfolgten Stimulationen mit dem Phorboles-
ter Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) in Kombination mit dem Calcium-Ionophor
Ionomycin. PMA aktiviert aufgrund struktureller Ahnlichkeit mit Diacylglycerin
die Proteinkinase C [72]. Tonomycin bewirkt einen Anstieg der cytosolischen Ca?*-
Konzentration sowohl durch die Freisetzung von Ca®"aus intrazelluliren Speichern
als auch durch den Einstrom aus dem Extrazellularraum. Uber die Bindung des
Calciums an Calcineurin kommt es zur Aktivierung von NFAT (nuclear factor of
activated T cells). NFAT spielt als Transkriptionsfaktor bei der T-Zellaktivierung
eine entscheidende Rolle |[66]. PMA und Ionomycin wirken synergistisch bei der Ak-
tivierung von T-Zellen.

4.1.5.1 Frithe m-a3(IV)NCl1-spezifische Antwort in der Milz

Maiuse wurden einmalig mit m-o3(IV)NC1 in KFA immunisiert, die Milzen 10 Tage
spater entnommen und eine Einzelzellsuspension hergestellt. Eine Kontroll-Gruppe
wurde mit PBS in KFA behandelt. Die Stimulation erfolgte fiir 8 Stunden in RP-
MI komplett Medium, spezifisch mit 54 pg/ml m-a3(IV)NC1 bzw. unspezifisch mit
50 ng/ml Phorbol-Myristat-Acetat (PMA) und 1 uM Tonomycin. Als Kontrollen
wurden Zellen ohne Stimulation kultiviert. Nach 4 Stunden wurden 10 pg/ml Bre-
feldin A zugesetzt. Anschliekend wurden die CD4" T-Zellen auf Aktivierung und
Zytokinproduktion hin untersucht. Zur Identifizierung von reaktiven T-Zellen wur-
de die Expression von CD154 verwendet. CD154 (oder auch CD40L) wird kurz nach
T-Zellrezeptorstimulation von CD4" T-Zellen exprimiert. Dieses Molekiil sendet B-
Zellen und Makrophagen durch die Bindung an CD40 Aktivierungssignale. In dem
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hier gezeigten Ansatz erlaubt der Nachweis der CD154-Expression eine Unterschei-
dung der spezifisch iiber den T-Zellrezeptor aktivierten T-Zellen von den unspezifisch
aktivierten Zellen (s. auch [15]). Durch intrazelluldre Farbung wurde im FACS die
Produktion von TNF, IFN-y und IL-17A nachgewiesen.

In Abbildung 14 ist ein Beispiel fiir die grafische Darstellung einer solchen Mes-
sung gezeigt. Uber die Gréfe und Granularitit sowie die Autofluoreszenz wurden
zunéchst lebende Einzelzellen bestimmt und iiber die CD45-Expression die Leu-
kozyten eingegrenzt. Aus dieser Population wurden die T-Helferzellen anhand ihrer
CD4-Expression bestimmt und diese geméfs der Expression des Aktivierungsmarkers
CD154 und der Zytokine dargestellt (vgl. Abbildung 5). Als Kontrolle fiir die Spezi-
fitdt der Farbungen dienten die CD4" Leukozyten. Fiir eine bessere Anschaulichkeit
sind die Daten von 5 bis 6 einzelnen Messungen zusammengefasst worden. In den an-
schliefenden Abbildungen wird die graphische Auswertung solcher Analysen fiir die
CD4" T-Zellen als Differenz (A) von stimulierten zu unstimulierten Proben gezeigt.

34



Ergebnisse

ma3 / KFA PBS / KFA
ma3 ohne ma3 ohne
A
N
<t
(@)
@]
lIIlHIl llIIIllIl T | m | IlIIlHll llIIIllIl T
0,000
<t
(@)
- @)
Lo
i
@)
|Il T | m | T T TTTI IIIIIIIII T |Il T | m | T T TTTI| IIIIIIIII T
TNEF
A . - |o002] - 0,001 0,001
r 3 3 <
3 3 @)
] ] @)
L R—— e e L
10,000 2 10,000 E 0,000| o 0,000
3 . . <«
E E E )
< @)
Lo
i
A
Q
IFN-y >
A 0,002 0,003
A
Q
I | M T lllIIIIII IIIIIITIl T ". T lIIlIlIll IIIIIITIl T I T LI T T IlIlIIl IIIIIWIl T .‘" T llIlIlIIl IIIIIWIl T
© 0,001 0,002
[
5L O
Lo
i
A
O ; : ]
I T T T LBLLLLLL OLLLLLLLL LUSLBLILLLLL ILLLLLLLL T T TTTI IIIIIlIll T TTTI IIIIIlIll T
IL-17A

Abbildung 14: Zytokinproduktion von

aus EAG-Tieren

spezifisch stimulierten Milzzellen

An Tag 10 nach Immunisierung mit m-a3(IV)NC1 in KFA wurden Milzzellen fiir 8 Stunden
spezifisch stimuliert und die Produktion von TNF, INF-y und IL-17A durchflusszytome-
trisch analysiert. Dazu wurden CD4™" T-Zellen eingegrenzt und gemif der Expression des
Aktivierungsmarkers CD154 und der Zytokine dargestellt. Als Kontrolle fiir die Spezifitét
sind weiterhin die CD4™ T-Zellen gezeigt. Jedes Diagramm représentiert die Daten von 5
bis 6 Einzelmessungen. Die Zahlen geben den durchschnittlichen Wert der zytokinprodu-

zierenden Zellen an.
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Abbildung 15: FACS-Analyse der Zytokinproduktion in Milzzellen von

EAG-Miusen
Grafische Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse der Zytokinproduktion in
Milzzellen. Die Méuse wurden mit m-a3(IV)NC1 oder PBS in KFA immunisiert. 10 Tage
spater wurde eine Einzelzellsuspension aus der Milz hergestellt. Die Zellen wurden fiir
8 Stunden mit 54 pg/ml m-a3(IV)NC1 oder mit PMA /Iono stimuliert und anschlieRend
CD154 sowie die Zytokine angefiarbt. Gezeigt ist die Differenz (A) von stimulierten zu
unstimulierten Proben. Die Symbole reprisentieren die Werte fiir individuell analysierte
Maéuse. Die Querbalken geben den Median an. **p < 0,005, *p < 0,05

In der Milz von immunisierten Tieren konnten nach spezifischer Stimulation mit m-
a3(IV)NC1 aktivierte T-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 15). Im Median betrug
der Anteil der CD154 " Zellen 0,04 % aller CD4" T-Zellen. Die PBS-Kontrollen zeig-
ten nur geringe CD154-Expression. In aktivierten Zellen konnten Zytokine angefirbt
werden. Der Anteil an TNF " Zellen betrug im Median 0,04 % der CD4 " T-Zellen.
IFN-y konnte in 0,01 % und IL-17A in 0,03 % der CD4 " T-Zellen angefiirbt werden.
Diese Unterschiede waren signifikant gegeniiber den PBS-Kontrollen. Die unspezifi-
sche Stimulation mit PMA /Tono zeigte, dass der Anteil der zur Zytokinproduktion
fahigen Zellen in beiden Gruppen gleich war.
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4.1.5.2 Funktionale Analyse von spezifischen T-Zellen in der Spétphase
der EAG

Da in der Anfangsphase nach der ersten Immunisierung spezifische T-Zellen in der
FACS-Analyse nachgewiesen werden konnten, wurden im nichsten Experiment T-
Zellen aus Milzen und Nieren schwer kranker EAG-M&use analysiert.

Dazu wurde aus je einer Niere pro Maus eine Einzelzellsuspension hergestellt. Die
T-Zellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation angereichert und fiir 8 Stun-
den mit m-a3(IV)NCI stimuliert. Parallel dazu wurden ca. 500.000 Zellen aus Milzen
naiver Mause mit CFSE angefiarbt und als Antigen-priisentierende Zellen den Nie-
renzellen zugesetzt. Die Farbung ermoglichte den Ausschluss aus der Analyse. Die
Milzzellen der kranken M&use wurden analog zu 4.1.5.1 behandelt.

Zu diesem spiten Zeitpunkt waren in den Milzen kaum reaktive Zellen nachzuwei-
sen (Abb. 16). Nur ca. 0,02 % der CD4" T-Zellen zeigten eine Aktivierung nach
spezifischer Stimulation. Der grofte Anteil (ca. 0,014 %) produzierte TNF, nur in
einer Maus konnten IFN-y™ und IL-17A" Zellen nachgewiesen werden (Abb. 16).
Die Werte bewegten sich nah an der Nachweisgrenze und aufgrund der geringen
Gruppengrofe liefsen sich keinen statistisch signifikanten Unterschiede erkennen.

In den Nieren der EAG-Tiere hingegen konnten aktivierte zytokinproduzierende T-
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 17). Von den CD4" T-Zellen wurden ca. 0,15 %
spezifisch aktiviert. Im Median produzierten 0,045 % der T-Helferzellen TNF, 0,02 %
IFN-y und 0,05 % IL-17A. Unter polyklonaler Stimulation waren 17 % der CD4 "
Zellen aktiviert. Eine Zytokin-Produktion wurde in 4,1 % der Zellen fiir TNF, in
1,45 % fiir IFN-y und in 5,3 % fiir IL-17A festgestellt. Diese Daten sind aufgrund
der geringen Gruppenstirke nicht signifikant gegeniiber den Daten aus den naiven
Kontrollen.
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Abbildung 16: FACS-Analyse der spezifischen Zytokinproduktion in Milz-
zellen von schwer kranken EAG-M&usen

Grafische Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse der Zytokinproduktion in

Milzzellen. Die Méuse wurden geméfi Immunisierungsprotokoll 4-mal mit m-a3(IV)NC1

immunisiert und schwer kranke Mause analysiert. Aus der perfundierten Milz wurde ei-

ne Einzelzellsuspension hergestellt. Die Zellen wurden fiir 8 Stunden mit 54 pg/ml m-
a3(IV)NC1 oder PMA /Tono stimuliert und anschliefend CD154 sowie die Zytokine ange-
farbt. Gezeigt ist die Differenz (A) von stimulierten zu unstimulierten Proben. Die Sym-

bole reprasentieren die Werte fiir individuell analysierte Mé&use. Die Querbalken geben den

Median an.
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Abbildung 17: FACS-Analyse der spezifischen Zytokinproduktion in Nie-
renzellen von schwer kranken EAG-Ma&usen

Grafische Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse der Zytokinproduktion in

Nierenzellen. Die Mduse wurden geméf Immunisierungsprotokoll 4-mal mit m-a3(IV)NC1

immunisiert und schwer kranke Mause analysiert. Aus der perfundierten Niere wurde eine

Einzelzellsuspension hergestellt und die T-Zellen angereichert. Die Zellen wurden fiir 8
Stunden mit 54 pg/ml m-03(IV)NC1 oder mit PMA /Tono stimuliert und anschlieRend
CD154 sowie die Zytokine angefiarbt. Gezeigt ist die Differenz (A) von stimulierten zu

unstimulierten Proben. Die Symbole reprisentieren die Werte fiir individuell analysierte

Maéuse. Die Querbalken geben den Median an.
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Insgesamt zeigen die bis hierhin dargestellten Ergebnisse, dass die Induktion der
EAG mit dem homologen Antigen m-o3(IV)NC1 moglich war. Die analysierten Pa-
rameter stimmten in allen wesentlichen Punkten mit der durch h-o3(IV)NCI1 indu-
zierten Krankheit iiberein [20]. Der zeitliche Verlauf der EAG unter Verwendung
des Maus-Antigens war um ca. 2 Wochen verzogert. Die Nierenschidigung und die
damit verbundene Proteinurie und Odembildung erfolgten analog. Antikdrper ge-
gen das Antigen wurden gebildet und in der quantitativen Realtime-PCR konnten
erh6hte Werte fiir den Entziindungsmarker TNF und den in Tregs exprimierten
Transkriptionsfaktor Foxp3 festgestellt werden. Es gelang mittels Durchflusszyto-
metrie, eine m-o3(IV)NCl-spezifische T-Zellantwort in der Milz im frithen Stadium,
in der Niere im spéiten Stadium der Krankheit nachzuweisen. Da IFN-vy und IL-17A
als die Leitzytokine fiir Th1- bzw. Th17-Zellen gelten, zeigen meine Ergebnisse eine
Akkumulation von autoreaktiven Thl- und Th17-Zellen in den Nieren von schwer
kranken EAG-Méusen.
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4.2 Einfluss von verschiedenen T-Zellsubpopulationen auf
die EAG

Im ersten Teil der Arbeit wurde das Maus-Modell der Experimentellen Autoimmu-
nen Glomerulonephritis mit dem homologen Antigen m-a3(IV)NC1 vorgestellt. Die
Tiere entwickelten alle Anzeichen einer anti-GBM-Nephritis und wurden im End-
stadium der Krankheit getotet. Die durchflusszytometrische Untersuchung zeigte
antigenspezifische CD4" T-Zellen in der Niere, die unter Stimulation TNF, IFN-vy
und IL-17A produzierten. Im zweiten Teil erfolgte nun die Analyse der Funktion
dieser Zellen fiir die Entstehung und die Ausprigung der EAG. Dazu wurden knock-
out- (KO-) Méuse verwendet, in denen die zuvor nachgewiesenen Zytokine nicht
produziert oder nicht gebunden werden koénnen.

4.2.1 Induktion der EAG in IFNgR-, IL-17A- und IL-23p19-KO
DBA/1J M&usen

Aus fritheren Untersuchungen ist bekannt, dass Makrophagen eine wichtige Rolle
bei der Schidigung renaler Strukturen spielen [19]. Th1-Zellen stimulieren iiber die
Produktion von IFN-y deren Aktivierung. In den Nieren schwer kranker EAG-Mé&use
wurden antigenspezifische Thl-Zellen nachgewiesen (s. Abschnitt 4.1.5.2). Daher
sollte die Rolle von IFN-y fiir die EAG analysiert werden. In dieser Arbeit wurden
MaAuse eingesetzt, die keinen funktionalen Rezeptor fiir IFN-vy besitzen.

Die Rolle der ebenfalls im ersten Teil der Arbeit nachgewiesenen Th17-Zellen in der
EAG sollte durch die Verwendung von IL-17A- und IL-23p19- knockout-Mausen un-
tersucht werden. IL-23 besteht aus den Untereinheiten p40 und p19. Wihrend p40
auch Bestandteil von 11-12 ist, kommt p19 ausschlielich in [L-23 vor. 1L-23 wird
vorwiegend von Dendritischen Zellen ausgeschiittet und forciert die Differenzierung
und Aktivierung von Th17 Zellen. Diese wiederum schiitten das proinflammato-
rische Zytokin IL-17A aus, welches lokal die Produktion von Chemokinen fiir die
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten induziert. Experimente in &dhnlichen
Modellen zeigten, dass das Fehlen einer dieser beiden Zytokine vor Entziindung und
Nierenschédigung schiitzt [45].

Fiir die hier gezeigten Experimente wurden Mé&use auf dem DBA /1J Hintergrund
verwendet, da nur dieser die effiziente Induktion der EAG zulésst. Die Nomenklatur
der Méuse ergab sich damit wie folgt:

DBA/1] Wildtyp (WT)

DB1-IFNgRKO  defizient im IFN-y-Rezeptor
DBI1-IL17AKO defizient in 1L-17A

DBI1-1L23p19KO defizient in der Untereinheit p19 von 1L-23

Fiir die folgenden EAG-Experimente wurde die von meiner Arbeitsgruppe bereits
publizierte Induktion mit h-a3(TV)NC1 gewihlt [20]. Die Mause wurden 4-mal mit je
30 pg des Antigens immunisiert, initial einmal mit KFA, danach mit TFA (Abb.18).
Als Kontrollen wurden naive Miuse verwendet. Die Uberwachung der Tiere erfolgte
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geméif des Protokolls, das bereits fiir die EAG mit dem homologen Antigen ange-
wandt wurde (Abschnitt 4.1.1).

klinische Anzeichen der EAG
‘x x ‘x x g
| | | | | | | |
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Abbildung 18: Immunisierungsschema

Ménnliche DBA/1J WT- und KO-Miuse wurden mit 30 pg rekombinant hergestelltem
h-03(IV)NC1 in komplettem Freundschen Adjuvans subkutan immunisiert. 3 Nachimmu-
nisierungen mit 30 pg Antigen in inkomplettem Freundschen Adjuvans erfolgten in den
Wochen 3, 5 und 7. Zur Kontrolle des Krankheitsverlaufs wurden in verschiedenen Ab-
stdnden Blut- und Urinproben gewonnen sowie das Gewicht der Mause bestimmt. Tiere
wurden getotet, wenn sie schwere Anzeichen der EAG aufwiesen. Fiir die Analyse wur-
den Blut, Milz und Niere verwendet. Als Kontrollen dienten naive Mannchen der gleichen
Mauslinien.

Die folgenden Abbildungen zeigen fiir die Kinetiken die Ergebnisse eines einzelnen
reprisentativen Experiments mit allen 4 Gruppen mit 5 bzw. 6 Mausen pro Gruppe.
Fiir die Endpunktanalysen (BUN, Histologie, Immunhistochemie, qRT-PCR) sind
die Daten aus mehreren Experimenten zusammengefasst, um alle analysierten Tiere
zu beriicksichtigen.

Krankheitsverlauf
E% 100 - o DBA1/J]
Exe e DBI-IFNgRKO
ST 50 - s DBI-IL17AKO
gg ¢ DBI1-IL23p19KO
oo c 0 T T AR T
=& 0 4 8 12 16 20

Wochen nach Immunisierung

Abbildung 19: Krankheitsverlauf der EAG in knockout-Miusen
Dargestellt ist der Krankheitsverlauf in einem EAG-Versuch mit DBA/1J-, DBI-
IFNgRKO-, DB1-IL17AKO- und DB1-1L23p19KO-Méusen. Zwischen den Gruppen zeig-
ten sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Eintrittszeitpunkts in die schwere
Phase der Erkrankung.

In Abbildung 19 sind die Uberlebenskurven fiir die KO- und die Wildtyp- (WT)
Maiuse fiir ein reprisentatives Experiment gezeigt. Es zeigten sich keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen den Gruppen beziiglich des Krankheitsbeginns und die
ersten Mause jeder Gruppe wurden im erwarteten Bereich von 8 bis 11 Wochen
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krank. Die Méause in allen Experimenten zeigten innerhalb weniger Tage eine starke
Gewichtszunahme durch Fliissigkeitseinlagerung. Der Zeitpunkt und das Ausmaf
der Gewichtszunahme schwankten zwischen den einzelnen Tieren innerhalb einer
Gruppe, es zeigten sich aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschie-
denen Gruppen (nicht gezeigt).

4.2.2 Spezifische Autoantikérper in allen KO-M&iusen

Aus Vorversuchen ist bekannt, dass bereits in Woche 2 nach der Immunisierung
grofe Mengen von h-a3(IV)NCl-spezifischen Antikorpern gebildet werden. In die-
sem Versuch wurden Plasmaproben von Woche 1, 4 und 10 sowie vom Endzeitpunkt
der EAG auf das Vorhandensein von Antikérpern gegen h-a3(IV)NC1 getestet (Abb.
20). In Woche 1 waren bereits in den Proben aller Gruppen vergleichbar hohe Anti-
korperkonzentrationen nachweisbar. Nach 4 Wochen, bei Erreichen des maximalen
Titers, zeigten die DB1-IFNgRKO-Tiere hohere, die DB1-1L23p19KO-Tiere niedri-
gere Werte als die WT-Tiere. Die 11.23-defizienten M&use wiesen nach 10 Wochen
den niedrigsten Titer auf, wihrend der Titer bei den DBA /1J Proben weniger stark
abnahm.
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o DBA1/] e DBI1-IFNgRKO A DB1-IL17AKO ¢ DB1-IL23p19KO

Abbildung 20: Antikdrperantwort in KO-Mé&usen
Indirekter ELISA zur Detektion von h-a3(IV)NCl1-spezifischen Antikérpern im Blutplas-
ma zu verschiedenen Zeitpunkten der EAG. Das Plasma wurde vor der Analyse 1:5000
verdiinnt. Die Symbole reprisentieren die Werte fiir individuell analysierte M&use. Die
Querbalken geben den Median an. Die OD-Werte fiir naive Mause lagen unter 0,2. EAG:
finale Blutabnahme. *p<0,05.
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Abbildung 21: Vergleich der Antikérpersubklassen in KO-M&usen
Indirekter ELISA zur Detektion von h-a3(IV)NCl-spezifischen Antikdrpern verschiede-
ner Subklassen in Woche 4 nach Immunisierung. Pro Gruppe wurden 5 bzw. 6 Proben
analysiert.

Fiir die Plasmaproben der Woche 4 wurde weiterhin gepriift, ob sich die Zusammen-
setzung der spezifischen Antikérper hinsichtlich der IgG-Subtypen unterscheidet. Fi-
ne Titration um je 2 Log-Stufen ergab vergleichbare Werte fiir alle Maus-Gruppen.
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Abbildung 22: IgG-Ablagerungen auf KO-Nierenschnitten
(A) bis (D) Exemplarische Fotos von IgG-Ablagerungen in den Nieren von EAG-Méusen.
(E) Naive Kontrolle. (Farbung von Nierenschnitten in Paraffin). (F) Semi-quantitative
Bewertung der IgG-Ablagerung auf der glomeruliren Basalmembran. Es wurden 20 Glo-
meruli von 6 Nierenschnitten unterschiedlicher M&use pro Gruppe analysiert.

Das erste histologisch nachweisbare Ereignis, das zur Schidigung der Niere fiihrt,
ist die Ablagerung von Antikérpern entlang der Basalmembran. Die Intensitit ei-
ner immunhistochemischen Fiarbung von IgG in Paraffinschnitten der EAG-Nieren
wurde semi-quantitativ mit einem von 4 Schweregraden (negativ bis stark) beurteilt
und je 20 Glomeruli in 6 Nierenschnitten pro Gruppe ausgewertet. Die Anfirbungen
zeigten keine signifikanten Unterschiede in ihrer Intensitdt. In Abbildung 22 sind
beispielhaft Fotos der Anfirbungen gezeigt und die Auswertung dargestellt. Das
Fehlen von IL-17A, 1L-23p19 beziehungsweise des Rezeptors fiir [FN-vy beeinflusst
in diesem Modell also die humorale Antwort auf das Antigen kaum.
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4.2.3 Verringerte nephropathologische Verdnderungen in KO- Mausen

In der Analyse des ersten Nierenfunktionsparameters, der Albuminurie, ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 23 A). Die Méuse aller immunisierten
Gruppen entwickelten analog zu den vorherigen Experimenten mit W'T-Tieren ab
Woche 7 eine pathologische Proteinurie.
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Abbildung 23: Verlust der Nierenfunktion in KO-M&usen
(A) Albuminausscheidung im Urin zu verschiedenen Zeitpunkten der EAG, dargestellt fiir
ein Einzelexperiment. Die im ELISA bestimmten Werte wurden gegen die im Zentralla-
bor ermittelten Kreatininwerte normalisiert. (B) Blut-Harnstoff-Stickstoff (BUN) im Blut
von naiven und schwer kranken Miusen zum Endzeitpunkt der EAG aus mehreren Ex-
perimenten. Die Symbole reprisentieren die Werte fiir individuell analysierte M&ause. Die
Querbalken geben den Median an. **p<0,005.

Erste Hinweise auf ein unterschiedliches Krankheitsbild mit mehr oder weniger stark
ausgeprigter Nephritis ergaben sich aus der Harnstoffmessung im Plasma. Im Ver-
gleich zu den naiven Tieren zeigte sich ein signifikanter Anstieg der BUN-Werte nur
fiir die im Endstadium der EAG befindlichen WT-Tiere und die DB1-IL17AKO-
Tiere. In den 3 KO-Gruppen wiesen jeweils nur ca. 25 % der kranken Tiere erhohte
Werte iiber 50 mg/dl auf. In der Wildtyp-Gruppe lagen erh6hte Werte bei 62 % der
Tiere vor, die Mehrzahl davon iiberstieg einen Wert von 200 mg/dl (Abb. 23 B).
Insgesamt zeigten die transgenen Gruppen also teilweise deutlich geringere Werte
und daher eine weniger stark ausgeprigte Nephritis.
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v

¢ DB1-IL23p19KO Kontrolle

Abbildung 24: Nierenschnitte von KO-M&usen
Nierenschnitte von Kontroll-M#usen (links) und Tieren im Endstadium der EAG (rechts),
PAS-Farbung. Deutlich zu erkennen ist die halbmondférmige extrakappildre Proliferation
in der DBA/1J Maus mit EAG. Im Foto der DB1-IFNgRKO-Maus mit EAG ist die Abla-
gerung von proteinhaltigem Material (rosa) in den Tubuli gut sichtbar. Fotos von Dr. H.
Hopfer, Institut fiir Pathologie, Universititsspital Basel.
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Alle Tiere, sowohl die WT- als auch die knockout-Mause, entwickelten im Laufe des
Experiments eine membrandse Glomerulonephritis. Sie unterschieden sich jedoch in
der Ausprigung des glomeruldren und des interstitiellen Schadens. In der histologi-
schen Untersuchung der Nierenschnitte zeigten die schwer kranken WT-Tiere eine
starke Halbmondbildung, 80 % der Proben waren betroffen. Alle 3 KO-Gruppen
dagegen wiesen nur wenige Halbmonde auf. Im Median betrugen die Werte fiir die
WT-Proben 39 %, fiir die DB1-IFNgRKO-Proben 1 %, fiir die DB1-IL17A-Proben
7 % und fiir die DB1-1L23p19KO-Proben 4 %. Der Unterschied zu den naiven Proben
war fiir die WT-, DB1-IL17AKO- und DB1-IL23p19KO-Tiere signifikant, die Werte
fiir die DB1-IFNgRKO-Tiere hoben sich nicht von den Kontrollen ab. Die Auszih-
lung von glomeruldren Nekrosen und Sklerosen lieferte hierzu dhnliche Werte (nicht
gezeigt).

Der tubulointerstitielle Schaden wurde semi-quantitativ mit 5 Schweregraden beur-
teilt (0 - 4). Die in den naiven DBA/1J- und DB1-IL17TAKO-Méusen festgestellten
Werte von unter 1,5 wurden als nicht erhoht eingestuft und spielten bei der Be-
wertung des Krankheitsbildes keine Rolle. In allen Gruppen ergab sich ein hoch
signifikanter Unterschied der Schadenswerte zwischen den schwer kranken und den
gesunden Mausen. Im Median betrug der Schadenswert in den kranken WT-Tieren
3,75; in den DB1-IFNgRKO-Proben 1,55; in den DB1-IL17A-Proben 1,8 und in den
DB1-1L23p19KO-Proben 2,0. In der Summe ergaben sich fiir die WT-Proben bei
den meisten Tieren schwere bis sehr schwere Schiden, wihrend die DB1-IFNgRKO
generell meist geringe Schiden zeigten. Die beiden anderen Gruppen wiesen vorwie-
gend méfige Schiadigungen auf.
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Abbildung 25: Histologische Analyse der Nieren von KO-Mé&usen
(A) Anteil der Glomeruli mit Halbmondbildung in den Nieren von verschiedenen schwer an
EAG erkrankten knockout-M&usen im Vergleich zu naiven Méuse der gleichen Linien. (B)
Der tubulointerstielle Schaden wurde semi-quantitativ anhand einer Skala von 0-4 bewer-
tet. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05. Die Symbole reprisentieren die Werte fiir individuell
analysierte Mause. Die Querbalken geben den Median an. Evaluation der Histologie von
Dr. H. Hopfer, Institut fiir Pathologie, Universitéitsspital Basel.

Eine Betrachtung der Harnstoffwerte in Relation zu den Halbmond- bzw. Schadens-
werten ergab eine signifikante Abhéngigkeit der beiden Werte fiir jede Gruppe. Die
linearen Regressionen fiir diese Daten sind in Abb. 26 und Abb. 27 gezeigt. Die
Abhéngigkeit der BUN-Werte von der Halbmondbildung war in den 3 transgenen
Mausgruppen besonders stark ausgepragt, mit einem Bestimmtheitsmaf (r2) von je-
weils iiber 0,9. Dies bestétigt, dass sich hohe Harnstoffwerte auf einen hohen Anteil
nicht funktionsfihiger Glomeruli zuriickfithren lassen. Es ergab sich ebenfalls ein
Zusammenhang von starkem Schaden zu erhohtem Blutharnstoff, der jedoch mit
r2-Werten von 0,5682 bis 0,6724 nicht so deutlich ausfiel.

Das Fehlen von T1-17A und I1.-23p19 fiihrte also zu geringeren Blutharnstoff-Werten,
weniger Halbmondbildung und milderer Schidigung des Interstitiums in den schwer
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kranken Tieren. In den DBI1-IFNgRKO-Miusen war diese geringe Ausprigung der
Nierenpathologie noch auffélliger, die Tiere zeigten nur beziiglich des tubulointers-
titiellen Schadens signifikante Unterschiede zu den nicht immunisierten. Diese Er-
gebnisse deuten auf eine wichtige Rolle der Th17- und vor allem der Th1-Zellen bei
der Entstehung und Ausprigung der EAG hin.
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Abbildung 26: Lineare Regressionsanalyse des Blutharnstoffs gegen die glo-

merulire Halbmondbildung

Lineare Regression der Blutharnstoffwerte gegen den Anteil an glomeruliren Halbmon-

den von KO-Méusen. DBA/1J p — 0,0002, r2

~ 0,4593; DB1-IFNgRKO p < 0,0001,

r2 = 0,9355; DBI-ILITAKO p < 0,0001, 12 = 0,9652; DB1-IL23p19KO p < 0,0001,

2 = 0,9474.
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Lineare Regression BUN - tubulointerstitieller Schaden

750 — 5 300 — 400 — 500
= ® s *
T 500 200 .
o0 °
g - 200 5 250
Z _ _
5 250 100 . A
/M O
e .
0 1 o 0 T T T 1 0 T T T 1 O T T * I‘ 1
0 1 2 3 4 01 2 3 4 01 2 3 4 01 2 3 4
tubulointerstitieller Schaden
o DBA1/] e DBI-IFNgRKO A DB1-IL17AKO ¢ DB1-IL23p19KO

Abbildung 27: Lineare Regressionsanalyse des Blutharnstoffs gegen den
tubulointerstitiellen Schaden
Lineare Regression der Blutharnstoffwerte gegen die tubulointerstitiellen Schadenswerte
von KO-Miusen. DBA/1J p < 0,0001, 12 = 0,5682; DBI-TFNgRKO p — 0,01, r2 — 0,5849;
DBI-IL17AKO p = 0,0011, 2 = 0,6724; DB1-1L23p19KO p = 0,0011, 2 = 0,6374.

4.2.4 Renale Makrophageninfiltration in KO-Méausen

Um die Ursache der renalen Schidigungen zu ermitteln und zu spezifizieren wurden
weitere immunhistochemische Anfarbungen an den Paraffinschnitten durchgefiihrt.
Zur Identifizierung von Makrophagen wurde das Antigen F4/80 angefirbt. Dieses
Plasmamembran-Glykoprotein hat ein Molekulargewicht von ca. 160 kDa und wird
von reifen Makrophagen in der Maus exprimiert. [59]|. In Abbildung 28 sind exem-
plarisch Fotos dieser Anfarbungen gezeigt. Die grafische Auswertung zeigt, dass in
allen schwer kranken Nieren ein im Vergleich zu den naiven Nieren erhéhter Anteil
an Makrophagen zu finden ist. In den DB1-IFNgRKO-Proben liegt dieser Anteil
bei durchschnittlich 17 Zellen pro 10 Gesichtsfelder. Die I1.-17A- und die 11.-23p19-
defizienten Méuse wiesen 22 bzw. 21 F4/80" Zellen auf. In den WT-Nieren waren
bis zu 114 gefirbte Zellen pro 10 Gesichtsfelder vorhanden. Im Median waren 58
Zellen angefirbt, damit liegt die Anzahl der Makrophagen 2,6 bis 3,4-mal so hoch
wie in den KO-Tieren.
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Abbildung 28: F4/80" Zellen auf KO-Nierenschnitten
(A) bis (D) Exemplarische Fotos von F4/80-Anfirbungen in den Nieren von KO-Méusen.
(E) Naive Kontrolle, Farbung von Nierenschnitten in Paraffin. (F) Auswertung der gezihl-
ten angefirbten Zellen je 10 Gesichtsfelder pro Maus.
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4.2.5 Spezifische T-Zellantwort in KO-Mausen

In dem homologen EAG-Modell mit m-a3(IV)NC1 konnten in den Nieren der schwer
kranken M#use mittels Durchflusszytometrie aktivierte CD4* T-Zellen nachgewiesen
werden, die nach Stimulation mit dem Antigen Zytokine produzierten (4.1.5.2). Zur
Untersuchung der Rolle dieser T-Zellen in der Erkrankung der KO-Tiere wurden

FACS-Analysen durchgefiihrt.

Aus Milz und Nieren schwer kranker EAG-Méause wurden T-Zellen isoliert und ana-
lysiert. Dazu wurden aus je einer Niere pro Maus eine Einzelzellsuspension herge-
stellt und die T-Zellen mittels Dichtegradientenzentrifugation angereichert. CFSE-
gefarbte Milzzellen aus naiven M&ausen wurden als Antigen-priasentierende Zellen
den Nierenzellen zugesetzt, aber aus der Analyse ausgeschlossen. Die Milzzellen der
kranken Méuse wurden isoliert, von den Erythrozyten gereinigt und je 1 Million
Zellen inkubiert. Die Stimulation erfolgte fiir 8 Stunden in RPMI komplett Medi-
um, spezifisch mit 54 pg/ml h-03(IV)NC1 bzw. unspezifisch mit 50 ng/ml Phorbol-
Myristat-Acetat (PMA) und 1 pM Tonomycin. Als Kontrollen wurden Kulturen ohne
Stimulation durchgefiihrt. Nach 4 Stunden wurden 10 pg/ml Brefeldin A zugesetzt.
AnschlieRend wurden die CD4" T-Zellen auf Aktivierung und Zytokinproduktion
hin untersucht.

In den Milzzellen der schwer kranken Tiere konnten im Gegensatz zu den naiven
Proben nach spezifischer Stimulation reaktive zytokinproduzierende T-Zellen nach-
gewiesen werden (Abb. 29). In den WT-Milzen lag der Anteil an CD154 " Zellen im
Median bei 0,03 %, in den DB1-IL17AKO- und DB1-IL23p19KO-Tieren bei 0,08 %
und in den DB1-IFNgRKO-Milzen bei 0,12 %. Die Produktion der untersuchten Zy-
tokine war in den DBI-IFNgRKO-Proben erhoht gegeniiber den DBA /1J-Milzen.
Die Werte der IL-17A- und I1.-23p19-defizienten Tiere fiir TNF und IFN-vy unter-
schieden sich kaum von denen der WT-Tiere. In diesen KO-Tieren exprimierten
0,016 % bis 0,043 % der CD4" T-Zellen TNF und 0,003 % bis 0,009 % IFN-vy.
Im Gegensatz dazu konnte nur in den DBA/1J- und den DB1-IFNgRKO-Milzen
IL-17A nachgewiesen werden, mit einer Frequenz von 0,004 % bzw. 0,018 %. Die
Kontroll-Stimulation mit PMA /Ionomycin bestétigt, dass in allen Proben T-Zellen
zur Expression von CD154, TNF und IFN-y angeregt werden konnten. IL-17A da-
gegen konnte in den DB1-IL17AKO- und DB1-1L23p19KO-Milzen nicht bzw. nur in
sehr geringem Make nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 29: FACS-Analyse der Zytokinproduktion in KO-M&usen
Grafische Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse der Zytokinproduktion in
Milz- und Nierenzellen. Die Méause wurden geméf Immunisierungsprotokoll 4-mal mit
h-03(IV)NC1 immunisiert und schwer kranke Miuse analysiert. Aus der perfundierten
Milz bzw. Niere wurde eine Einzelzellsuspension hergestellt und die T-Zellen angereichert.
Die Zellen wurden fiir 8 Stunden mit 54 pg/ml h-a3(IV)NCI1 inkubiert und anschliefend
CD154 sowie die Zytokine angefiarbt. Die Symbole reprisentieren die Werte fiir individuell
analysierte Mduse. Die Querbalken geben den Median an. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.
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In allen Nieren aus schwer kranken Tieren konnten im Vergleich zu den naiven Pro-
ben signifikant mehr aktivierte T-Zellen nachgewiesen werden. Nach Stimulation mit
h-03(IV)NC1 wiesen alle Nieren vergleichbare Frequenzen von TNF-produzierenden
Zellen auf. Diese lagen im Median bei 0,18 % bis 0,3 % der CD4™" T-Zellen. Fiir
IFN-y wurden Werte von 0,045 % bis 0,118 % gemessen, mit einer breiten Streu-
ung bis zu einem Wert von 0,44 %. Wie auch in den Milzen war in den Nieren der
DB1-IL17AKO- und DB1-1L23p19KO-Tiere keine Expression von IL-17A messbar.
In den WT- und DBI1-IFNgRKO-Proben konnten im Median 0,22 % bzw. 0,18 %
der T-Zellen spezifisch zur IL-17A-Produktion angeregt werden. Nach unspezifischer
Stimulation mit PMA /Tonomycin wurden in allen Gruppen vergleichbare Werte fiir
Aktivierung, TNF- sowie IFN-y-Produktion ermittelt (nicht gezeigt). Eine Expres-
sion von IL-17A konnte in den DB1-IL17AKO-Proben nicht und in den DB1-11.23-
pl9KO-Proben nur zu einem geringen Anteil nachgewiesen werden.

4.2.6 Expression von Chemokinen und NO-Synthase

Um die Auswirkungen der Gen-Defizienzen auf das Entziindungsgeschehen zu unter-
suchen wurde mittels quantitativer Realtime-PCR die Expression von bestimmten
Chemokinen und iNOS untersucht.

Aktivierte Makrophagen konnen eine Vielzahl von Effektormolekiilen ausschiitten,
darunter Stickstoffmonoxid (NO). Das zur Synthese von NO benétigte Enzym ist
die induzierbare NO Synthase, iNOS. Durch Bindung von IFN-y an seinen Rezeptor
kann die Transkription von iNOS direkt aktiviert werden [35].

In Abbildung (30A) ist die Expressionsanalyse in Milz und Niere fiir naive und kran-
ke Mause gezeigt. Kaum eine der Milzen wies messbare RNA-Konzentrationen fiir
Inos auf. In den Nierenproben hingegen ist in allen Gruppen die RNA-Konzentration
in den schwer kranken Tieren deutlich héher als in den Kontroll-Proben. In den Nie-
ren kranker IFN-vy-Rezeptor-defizienter Tieren ist die Expression im Vergleich zu
den anderen Gruppen signifikant reduziert.
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Abbildung 30: qRT-PCR Expressionsanalyse von Inos und Czcl9 in KO-
Maiusen
Dargestellt ist die mRNA Expression des Zieltranskripts in Relation zur 500-fach ver-
diinnten 18S rRNA in Gesamtmilz und niere. Die Symbole reprisentieren die Werte fiir
individuell analysierte Mause. Die Querbalken geben den Median an. nd — unter der
Nachweisgrenze. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.

Das Chemokin CXCL9, auch MIG (Monokine Induced by Interferon-y) genannt,
induziert durch Bindung an den Rezeptor CXCR3 die Rekrutierung von Immunzel-
len zum Ort der Entziindung [33]. In der nephrotoxischen Serumnephritis verlduft
die CXCL9-Expression analog zur Stiarke der Thl-Antwort in der spéten Phase der
Erkrankung [50]. In den hier untersuchten Proben konnte keine erhéhte Expression
von CXCL9 in den kranken gegeniiber den naiven Milzen aller Gruppen festgestellt
werden (Abb. 30B). Jedoch zeigten sich unterschiedliche Expressionslevel zwischen
den Gruppen, mit den héchsten Werten fiir DB1-1L17AKO-Tiere, weniger hohen fiir
WT-Tiere und den niedrigsten Werten fiir DB1-IFNgRKO- sowie DB1-1L23p19KO-
Tiere. Fiir die Nieren zeigte sich die gleiche Verteilung, jedoch waren die Werte fiir
die schwer kranken Tiere jeweils leicht bis signifikant erhoht.
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Abbildung 31: qRT-PCR Expressionsanalyse von Czcll, Cxcl2 und Cxcl5
in KO-M&usen
Dargestellt ist die mRNA Expression des Zieltranskripts in Relation zur 500-fach ver-
diinnten 18S rRNA in Gesamtmilz und —niere. Die Symbole repriisentieren die Werte fiir
individuell analysierte Mause. Die Querbalken geben den Median an. nd = unter der
Nachweisgrenze. ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.

Die Expression von CXCL1 wird durch IL-17A induziert [43|. Dieses Chemokin wirkt
durch Bindung an CXCR2 als Chemoattraktant fiir neutrophile Granulozyten [12].
In den IL17A- und IL23p19-defizienten sowie den WT-Proben wurde eine vermehrte
Expression von CXCL2 in den kranken gegeniiber den Kontroll-Milzen gemessen.
Die DB1-IFNgRKO-Tiere wiesen im naiven und kranken Zustand erhéhte Werte
auf. In den kranken Nieren aller Gruppen zeigte sich eine deutliche Erh6éhung der
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mRNA-Konzentration im Vergleich zu den naiven Kontrollen, zwischen den Gruppen
ergaben sich keine Unterschiede.

Ebenfalls iiber CXCR2 wirkt das Chemokin CXCL2. In der nephrotoxischen Serum-
nephritis korreliert die Expression von CXCL2, auch MIP-2 (Macrophage inflamma-
tory protein 2-alpha) genannt, mit der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten
[65]. Sowohl in der Milz auch als in der Niere von allen Tieren stieg die Expression
bei schwerer EAG signifikant an. In der Milz von DB1-IFNgRKO-Tieren war die
mRNA-Konzentration bereits im gesunden Zustand gegeniiber den anderen Kon-
trollen erhoht, stieg jedoch in der EAG weiter an. Das Fehlen von IL-17A oder
IL23p19 bedingte sowohl in der Milz als auch in der Niere der kranken Tiere eine
z.'T. signifikant geringere Expression von CXCL2 im Vergleich zum Wildtyp.

CXCL5 oder auch ENA-78 (epithelial-derived neutrophil-activating peptide 78) ist
ein weiterer Ligand fiir CXCR2, der an der Regulierung des 11-17/G-CSF Signal-
wegs und damit der Homdostase von Neutrophilen beteiligt ist [37]. In allen Grup-
pen wiesen die kranken Milzen erhohte Werte fiir Czcl5-mRNA auf, in den DBI1-
IFNgRKO-Milzen war bereits im gesunden Tier die Expression verstirkt. Die Werte
der IL17A- und 1L23p19-defizienten Milzen lagen unter denen der WT-Tiere, die der
DB1-IFNgRKO-Méuse dariiber. In allen Nierenproben war ein signifikanter Anstieg
der CXCL5-Expression in kranken gegeniiber gesunden Geweben nachweisbar, die
hochsten Werte wiesen die WT-Proben auf.

Die Expressionsanalyse zeigt, dass sowohl iNOS und CXCL9 als Marker fiir die
Thl-Achse als auch CXCL1, CXCL2 und CXCL5 als Marker fiir die Th17-Achse
der T-Zellantwort in den Nieren von schwer kranken Mausen vermehrt gebildet wer-
den. In den DB1-IFNgRKO-Proben wurden gegeniiber den WT-Proben geringere
Konzentrationen fiir Inos und Czcl9 festgestellt. Die DB1-IL17AKO- und DB1-
[L23p19KO-Nieren zeigten im Vergleich zum Wildtyp eine geringere Expression von
CXCL2 und CXCL5.
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Insgesamt zeigen meine Ergebnisse, dass die Induktion der EAG mit dem heterologen
Antigen h-a3(IV)NC1 in allen 4 verwendeten Mauslinien (DBA/1J, DB1-IFNgRKO,
DB1-IL17AKO und DB1-1L23p19KO0) zu einer Erkrankung gefiihrt hat. Die Tiere
bildeten ab Woche 4 grofe Mengen spezifischer Antikérper mit ahnlicher Subklassen-
verteilung und entwickelten ab Woche 7 nachweislich eine bis Krankheitsende stei-
gende Proteinurie. 8 bis 11 Wochen nach Immunisierung zeigten mehrere Tiere jeder
Gruppe rasch zunehmende Odeme und Apathie als Anzeichen einer Niereninsuffi-
zienz. Die Analyse der IgG-Ablagerungen entlang der glomeruliren Basalmembran
war in allen Gruppen vergleichbar, in allen Proben wurde eine membrandse Glo-
merulonephritis festgestellt. In der Durchflusszytometrie konnten in allen Gruppen
spezifisch aktivierte T-Zellen aus schwer kranken Nieren nachgewiesen werden, die
in dhnlichem Mafe TNF und IFN-y produzierten. Signifikante Unterschiede zeigten
sich bei der Analyse der BUN-Werte im Serum und der histologischen Untersuchung
der glomeruldren Halbmondbildung bzw. des tubulointerstitiellen Schadens sowie
der Infiltration von Makrophagen. Hinsichtlich dieser Parameter wiesen die DB1-
IFNgRKO-Mause den mildesten Krankheitsverlauf auf, nur wenige Méuse zeigten
iiber die Kontrollen hinaus erhéhte Werte. Leichte bis méfige Schidigungen im Nie-
rengewebe wurden bei den DB1-IL17AKO- und DB1-1L23p19KO-Tieren festgestellt.
Das Ausmak der Schiden im Nierengewebe ist demnach offenbar abhéngig von einer
intakten Antwort von autoreaktiven Th1l- und Th17-Zellen.
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5 Diskussion

Eine besonders schwere Form der autoimmunen Nierenentziindung ist die anti-GBM-
Nephritis. Hierbei handelt es sich um eine rapid progrediente Glomerulonephritis,
bei der Antikérper gegen Bestandteile der Basalmembran der Glomeruli gebildet
werden [10]. Diese Antikorper lagern sich typischerweise entlang der Membran ab.
Als Autoantigen konnte im Menschen die Kopfgruppe einer Kollagenkette identi-
fiziert werden, das «3(IV)NC1 |24]. Die Bindung der Antikorper erfolgt an zwei
konformationellen Epitopen [6] und fiihrt zur Spaltung von quaterniren Kollagen-
strukturen. Daraufhin kommt es zur Destabilisierung der Basalmembran, wodurch
moglicherweise zusitzliche Epitope freigelegt werden. Neben der Aktivierung des
Komplementsystems spielt die zelluldre Immunantwort eine entscheidende Rolle bei
der folgenden Entziindungsreaktion. In Patientenproben und in dem Nierengewebe
experimentell immunisierter Tiere konnten grofe Mengen infiltrierender Makropha-
gen und aktivierte T-Zellen nachgewiesen werden. Die genaue Rolle dieser T-Zellen
fiir die Entstehung der Krankheit, die Auspridgung der Schadigung und die Halb-
mondbildung in den Glomeruli ist derzeit Gegenstand von Untersuchungen in ver-
schiedenen Modellen.

Das rekombinant hergestellte Antigen h-o3(TV)NC1 wird genutzt, um in einem
Transfer-Ansatz in Ratten und Mausen eine Experimentelle Autoimmune Glomeru-
lonephritis

(EAG) zu induzieren [56|. Nach mehrfacher Immunisierung mit diesem Protein ent-
wickeln die Tiere einen Krankheitsverlauf, der in den wichtigsten Punkten mit den
klinischen Parametern einer humanen rapid progredienten Glomerulonephritis iiber-
einstimmt und daher ein geeignetes Modell fiir die Krankheit darstellt. Eine zweite
Methode zur Induktion der EAG ist die Immunisierung mit aufgereinigter naiver Ba-
salmembran. Die Verwendung des reinen Proteins hat gegeniiber der Verwendung
von aufgereinigter Basalmembran den Vorteil, dass man eine Immunreaktion auf ein
bestimmtes Antigen mit begrenzter Epitopzahl untersuchen kann.

5.1 Die Induktion der EAG mit dem homologen
m-a3(IV)NC1

Im ersten Teil der Arbeit sollte durch Verwendung des murinen Antigens eine echte
autoimmune Situation geschaffen werden. Damit ist die Bildung von Antikérpern ge-
wahrleistet, die das korpereigene Antigen erkennen und nicht nur eine Kreuzreaktion
gegeniiber einer dhnlichen Sequenz aufweisen. Eine mogliche breitere Immunantwort
auf ein heterologes Antigen wird vermieden. Dieser Ansatz ist auch weniger artifi-
ziell und stellt einen direkten Verlust der Toleranz gegeniiber dem Antigen dar. Die
Immunisierung mit dem homologen Antigen ist insbesondere auch fiir die Analyse
von CD4" T-Zellantworten interessant, da T-Zellen normalerweise eine relativ hohe
Sperzifitit fiir die korrekte Aminosiduresequenz besitzen (vgl. [60]).
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5.1.1 Krankheitsverlauf und klinische Parameter der EAG

Die Immunisierung von DBA /1J Méusen mit dem homolgogen m-a3(IV)NCI fiihrte
zu einer schweren anti-GBN-Nephritis. Die Tiere entwickelten hohe Konzentrationen
von m-a3(IV)NCI1 spezifischen Antikérpern, die hauptsichlich den Subklassen IgG1
und IgG2a angehorten. Bis Woche 10 zeigte sich bei allen Tieren eine schwere Prote-
inurie. Die Bildung von massiven Odemen wurde bei 90 % aller untersuchten Miuse
festgestellt. Aufgrund dieser Anzeichen einer schweren Nierenschidigung wurden
die Tiere getotet. In komplettem Nierengewebe konnte eine erh6hte Expression des
Entziindungsmarkers TNF festgestellt werden. In der histologischen Untersuchung
wiesen die meisten Tiere eine glomerulidre Halbmondbildung und eine mittlere bis
schwere tubulointerstitielle Schidigung auf. Diese Schadigung war insgesamt milder
und manifestierte sich ca. 2 Wochen spéter im Vergleich zu den Versuchen mit dem
humanen Antigen [20|. Weshalb es zu einer abgeschwichten Form der Krankheit bei
Verwendung des homologen Antigens kam, ist nicht bekannt. Bereits 2001 wurde in
WKY-Ratten das homologe Ratten-Antigen zur Immunisierung eingesetzt [60|. Der
Krankheitsverlauf dieses EAG-Modells wurde als vergleichbar mit anderen Ansétzen
beschrieben, in denen entweder das aus der glomeruldren Basalmembran gereinigte
Ratten-Antigen oder das rekombinante humane a3(IV)NC1 verwendet wurde. Anti-
korper aus den Ratten, die mit dem homologen Antigen immunisiert worden waren,
wiesen dhnliche Bindungseigenschaften wie humane Autoantikdrper auf. In dem hier
beschriebenen Maus-Modell konnten bereits in fritheren Studien beim Einsatz von
humanem o3(IV)NC1 hohe Konzentrationen an kreuzreaktiven Antikérpern gegen
das murine Antigen nachgewiesen werden [20]. Mdglicherweise ist die Sequenzho-
mologie von 92 % zwischen den murinen und humanen «3-Ketten ausreichend hoch
oder die entscheidenden Abschnitte sind ausreichend konserviert, um die Generie-
rung kreuzreaktiver Antikdrper und T-Zellen zu ermdglichen. Ob die in dieser Arbeit
untersuchten Antikorper, die gegen die murine Form des o3(IV)NC1 gerichtet waren,
auch an das humane Antigen binden, wurde nicht getestet. Insgesamt konnte also
eine etwas verzogerte und leicht abgeschwichte Form der EAG mit dem homologen
murinen a3(IV)NC1 induziert werden, die jedoch alle wesentlichen Parameter des
Modells aufweist und daher fiir weitere Untersuchungen in DBA /1J-M#usen geeignet
ist.

5.1.2 Spezifische T-Zellantwort in der EAG

Die Induktion der anti-GBM-GN in Mé&usen durch Immunisierung mit dem m-
a3(IV)NC1 erméglichte die Untersuchung von T-Zellantworten in einer autoimmu-
nen Umgebung. Die im Blut nachgewiesenen o3(IV)NCl-spezifischen Antikorper
vom Typ IgG waren bereits wenige Tage nach der ersten Injektion nachweisbar. Fiir
den Klassenwechsel von IgM- zu [gG-Antikérpern ist die Interaktion der B-Zelle mit
einer T-Zelle notig, die das gleiche Antigen erkennt. Daher wurde an Tag 10 nach
Immunisierung die T-Zellantwort durchflusszytometrisch untersucht. Die Analysen
umfassten neben der Anfarbung von INF-vy, dem Leitzytokin fiir Th1-Zellen, und
von IL-17A, dem Leitzytokin fiir Th17-Zellen, auch die Anfirbung von TNF. Die
aus der Milz immunisierter Miause isolierten CD4 " T-Zellen reagierten auf die spezi-
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fische Stimulation durch m-a3(IV)NC1 mit der Sekretion der untersuchten Zytokine.
Im Endstadium der EAG wurden aus den Milzen und Nieren schwer kranker Tiere
ebenfalls T-Zellen isoliert und analysiert. In der Milz konnten keine autoreaktiven
Zellen identifiziert werden. In der Niere hingegen waren aktivierte zytokinproduzie-
rende Zellen vorhanden. Sowohl die Zahl der polyklonal stimulierbaren T-Zellen als
auch die Zahl der autoreaktiven T-Zellen war gegeniiber naiven Kontrollen erhdht.
Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese, dass die zellulire Immunantwort in
der EAG organspezifisch und T-Zell-abhéngig ist. Th1- und Th17-Zellen sind bei-
spielsweise auch in einem anderen Modell fiir rapid progrediente Glomerulonephritis,
dem NTN-Modell, gleichwertig an der Entstehung der Krankheit beteiligt [32].

In fritheren Studien wurden durchflusszytometrische Analysen zum Aktivierungszu-
stand der renalen CD4" T-Zellen in der EAG durchgefiihrt und isolierte Zellen funk-
tionell mittels ELISpot untersucht [20]. Dabei wurde demonstriert, dass T-Zellen
wahrend der EAG in die Niere einwandern und dort einen aktivierten Phenotyp auf-
weisen. T-Zell-Transferexperimente mit WKY-Ratten [76] und HLA-DRB1*15:01
transgenen Mé&usen [44| weisen auf eine direkte Beteiligung von T-Zellen bei der
Krankheitsentstehung hin. In diesen Versuchen wurden 60 x 10°bzw. 1 x 107 Zellen
eines Klons intravends transferiert. In den hier gezeigten Experimenten konnte in der
Friithphase der EAG eine geringe Anzahl autoreaktiver T-Zellen in der Milz und spé-
ter eine etwas grofsere Anzahl von spezifischen T-Zellen in der Niere detektiert wer-
den. Insgesamt ist die Zahl der in der Niere nachweisbaren a3(IV)NCl-spezifischen
T-Zellen aber relativ gering und es bleibt offen, wie diese wenigen Zellen die Rekru-
tierung einer grofen Zahl von Makrophagen in die Niere bewerkstelligen und deren
lokale Funktion regulieren.

5.2 Die Induktion der EAG in verschiedenen KO-Mausen

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die EAG in Tieren aus 3 verschiedenen knock-
out-Linien induziert. Hierfiir wurden die Linien DB1-IFNgRKO, DBI1-IL17TAKO
und DB1-1L23p19KO ausgewdhlt. Anhand des Krankheitsverlaufs sollte zunéchst
festgestellt werden, ob und in welchem Umfang die Immunisierung der Tiere mit
a3(IV)NC1 zu einer Schiadigung der Niere fithrt. Mit einer genaueren Analyse der
Antikorperbildung und -ablagerung sowie der Proteinurie sollte die humorale Ant-
wort ndher untersucht werden. Unterschiede in der Bildung von Halbmonden und
dem Auftreten erhéhter BUN-Werte sollten Hinweise auf den Einfluss der Muta-
tionen in den M&usen auf die zelluldre Immunantwort geben. Weiterhin sollten die
Nieren auch mittels Histochemie und Expressionsanalyse untersucht werden. Aus
schwer kranken Tieren sollten T-Zellen fiir die Zytokinprofilanalyse und den Test
auf Autoreaktivitit isoliert werden.

5.2.1 Der Verlauf der EAG in DB1-IFNgRKO-M&usen
Zunachst wurde der Krankheitsverlauf in DB1-IFNgRKO-Tieren untersucht. Diese

Tiere weisen eine Mutation im Exon V des Gens fiir den IFN-yR auf, welches fiir
einen extrazelluliren membranproximalen Teil kodiert. Diese Mutation fiihrt zu einer
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funktionellen Inaktivierung, da der extrazelluldre Teil des Rezeptors fehlt und keine
Signalweiterleitung stattfinden kann. Die Entwicklung von Lymphozyten oder die
Antigenprésentation iiber MHCII wird durch die Mutation nicht beeintrichtigt. Da
[FN-vy entscheidend fiir die frithe Immunantwort gegen intrazelluldre Parasiten und
Viren ist, konnen die Mause die entsprechenden Infektionen nicht bekdmpfen. Der
Klassenwechsel der Antikorper von IgM zu IgG ist durch das Fehlen des TFN-yR
nicht beeintréchtigt, jedoch ist die Generierung von IgG2a deutlich vermindert |23].

In der Linie DBI1-IFNgRKO entwickelten die Mause nach 4-facher Immunisierung
mit dem h-a3(IV)NC1 eine ansteigende Proteinurie mit schweren Odemen im End-
stadium der Krankheit in einem vergleichbaren Zeitraum wie die Wildtyp DBA /1]
Maiuse. Die Entwicklung von hohen Konzentrationen a3(IV)NCl-spezifischer Anti-
korper und deren Ablagerung entlang der glomeruldren Basalmembran war ebenfalls
vergleichbar. Eine Analyse der Subklassen liefs keine unterschiedliche Zusammenset-
zung der Autoantikérper im Plasma erkennen. Deutliche Unterschiede zeigten sich
aber in der Auspriagung der zelluliren Immunantwort. Wahrend in den WT-Tieren
eine massive Makrophageninfiltration und eine starke Halbmondbildung zur termi-
nalen Niereninsuffizienz mit erhéhten BUN-Werten fiihrte, fand sich in den Nieren
von DB1-IFNgRKO-Méusen eine deutlich geringer Schidigung. Die Entziindung im
Interstitium war zwar gegeniiber den naiven Kontrollen signifikant erhoht, zeigte
aber trotzdem nur eine milde Auspriagung. Die wenigen Tiere, bei denen eine glo-
merulidre Halbmondbildung beobachtet wurde, wiesen ebenfalls erh6hte BUN-Werte
auf. Eine Anfarbung des Makrophagenmarkers F4/80 zeigte eine geringere Zahl von
Makrophagen in der Niere und die im Vergleich zum Wildtyp signifikant geringere
Expression von Inos und Czcl9 bestétigte diese Beobachtung. Das Fehlen des IFN-
YR hatte keinen erkennbaren Effekt auf die Frequenz von autoreaktiven T-Zellen in
der Niere schwer kranker Tiere. Im Median waren 0,4 % der CD4 " T-Zellen nach
Stimulation mir dem h-o3(IV)NC1 aktiviert und mehr als die Hélfte davon schiittete
Zytokine aus. Die Frequenzen in den WT-Tieren waren hierzu vergleichbar.

In unserem EAG-Modell beinflusst der Defekt in der IFN-vy-Funktion vor allem die
Rekrutierung von Makrophagen in die Niere und ihre lokale Aktivierung. Dies fiihrt
zu einer deutlich milderen Entziindungsreaktion. Ahnliche Effekte zeigen sich im
Modell der Nephrotoxischen Nephritis (NTN) in dem die Gabe von anti-Maus-GBM-
Antikorper aus dem Schaf zu einer T-Zell-vermittelten Nierenschidigung fiihrt. Im
NTN-Modell zeigen IFN-vy-defiziente Méuse einen deutlich milderen Krankheitsver-
lauf, was als Hinweis auf eine Beteiligung von Th1-Zellen an der Entstehung der Er-
krankung und der Schédigung der Niere angesehen wird [28]. Die hier verwendeten
DB1-IFNgRKO-Méuse wurden auch in anderen Modellen fiir autoimmune Krank-
heiten untersucht. In einem Modell, in dem eine Arthritis durch Immunisierung mit
Glucose-6-Phosphat-Tsomerase (G6PI) in KFA induziert wird, fithrt das Fehlen von
IFN-y-Signalen zu einer abgeschwichten Form der Arthritis [16]. Neben der Rolle
von IFN-y als proinflammatorisches Zytokin wurden auch protektive Effekte von
IFN-v in anderen experimentellen Formen der Arthritis und weiteren Modellen von
Autoimmunerkrankungen beschrieben [26]. Offenbar hingt die Wirkung von IFN-vy
von der Natur des Antigens ab. Einen weiteren grofen Einfluss haben die Adju-
vantien und das Immunisierungsschema. Interessanterweise zeigte eine EAG-Studie
mit C57BL/6-Méausen, dass IFN-vy-defiziente Tiere einen schwereren renalen Scha-
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den gegeniiber den WT-Miusen aufwiesen [29]. Neben den bereits beschriebenen
Auswirkungen des Immunisierungsprotokoll konnten auch genetische Unterschiede
zwischen C57BL/6- und DBA /1J-Mausen fiir die gegensétzlichen Ergebnissen dieser
und unserer Studie verantwortlich sein. In einem Vergleich verschiedener Mauslini-
en beziiglich der Suszeptibilitit fiir die durch h-o3(IV)NC1 induzierte EAG zeigten
C57B/6-Miuse erst nach iiber drei Monaten milde Anzeichen einer Erkrankung [21].
Zu diesem Zeitpunkt waren die meisten der untersuchten DBA/1J-Tiere aufgrund
terminaler Niereninsuffizienz bereits getotet worden. Aufgrund des relativ milden
Verlaufs der EAG in C57BL/6 Méusen konnte sich das Fehlen der IFN-y-Wirkung
anders auswirken als im fulminanten Verlauf der EAG in DBA /1J-Méausen. Generell
ist hier aber fraglich, in wie weit der sehr milde Verlauf der EAG in C57BL/6 Tieren
die humane anti-GBM-Nephritis widerspiegelt.

Die hier gezeigten Ergebnisse fiir die DB1-IFNgRKO-Maéuse sind vergleichbar mit
den Ergebnissen eines EAG-Modells, bei dem nur 2 statt 4 Immunisierungen mit dem
h-03(IV)NC1 in DBA/1J-Méusen vorgenommen wurden. Die klinischen Parameter
dhneln weniger denen einer anti-GBM-GN als vielmehr denen einer membrandsen
Nephropathie [77|. Die Tiere bildeten grofe Mengen von a3(IV)NCl1-spezifischen An-
tikdrpern, die sich granulir entlang der GBM ablagerten. Aufgrund von Komplement-
Aktivierung kam es zur Schiadigung von Podozyten und einer Beeintrichtigung der
Schlitzmembranen. Die daraus resultierende Proteinurie war die Ursache einer Hypo-
albuminimie, einer Hyperlipidimie und letztendlich der Bildung von massiven Ode-
men. Nur wenige Mause zeigten eine Halbmondbildung und alle wiesen nur geringe
tubulointerstitielle Schiiden auf. Die Ubereinstimmung der Beobachtungen nach der
2-fachen Immunisierung und den hier gezeigten Daten fiir die IFN-yR defizienten
Mause bestétigt die Hypothese, dass der EAG zwei immunologische Prozesse zu-
grunde liegen: Zunéchst wird ein nephrotisches Syndrom durch die Immunisierung
mit dem Antigen in komplettem Freundschen Adjuvans und einer Verstirkerim-
munisierung induziert. Diese Erkrankung erfordert eine funktionierende humorale
Immunantwort mit intakter B-Zell-Aktivierung und dem Klassenwechsel der Anti-
korper. Offenbar ist eine Signaliibertragung durch IFN-+y hierfiir nicht notwendig,
da die DB1-IFNgRKO-Miuse keinen Nachteil in der spezifischen Antikorperant-
wort hatten. Die Entwicklung der Erkrankung 7zu einer Nephritis hingegen ist nach
den hier erhobenen Ergebnissen klar abhéngig von einer intakten Thl-Antwort. In
der Niere der schwer kranken DB1-IFNgRKO-Miuse konnten autoreaktive T-Zellen
nachgewiesen werden, die nach Stimulation mit dem Autoantigen TNF, IFN-+y und
IL-17A produzierten. Durch die F4/80-Anfirbung und die Expressionsanalyse von
Inos in der Niere wurde jedoch gezeigt, dass in Abwesenheit des IFN-yR die Re-
krutierung und lokale Aktivierung von Makrophagen stark beeintréchtigt war. Es
fanden sich nur wenige Glomeruli mit Halbmondbildung vorhanden und auch der tu-
bulointerstitielle Schaden fiel gering aus. Im Gegensatz zu Wildtyptieren fiihrte die
4-fache Immunisierung in DB1-IFNgRKO-Tieren nicht zum Ubergang des nephro-
tischen Syndroms in eine fulminante Entziindungsreaktion mit Halbmondbildung.
Diese Weiterentwicklung der Erkrankung war also strikt von einer IFN-vy-Wirkung
und daher hochstwahrscheinlich von einer funktionalen Th1-Antwort abhéngig.
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5.2.2 Die EAG in DB1-IL17AKO- und DB1-IL23p19KO-M&usen

Th17-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Entstehung vieler Autoimmunkrank-
heiten im Menschen und ihren tierexperimentellen Modellen. Daher wurden DBI1-
IL17AKO-Méuse mit dem h-o3(IV)NC1 immunisiert und der Verlauf der EAG ana-
lysiert. Diese Tiere exprimieren kein I1.-17A, da die Exons 1 und 2 aus dem [/-17-Gen
mutiert sind. Unter pathogenfreien Bedingungen zeigen die Méuse keinen auffalli-
gen Phéanotyp und die T-Zellproliferation und Zytokinproduktion von Thl- und
Th2-Zellen unter unspezifischer mitogener Stimulation sind nicht beeinflusst [42].
IL-17A induziert die verstirkte Expression verschiedener pro-inflammatorischer Zy-
tokine und Chemokine wie 11.-6, CXCL1, CXCL8 und CCL2 im Gewebe und in
infiltrierenden Entziindungszellen [67]. Dadurch wird die Rekrutierung von weiteren
Leukozyten, insbesondere von neutrophilen Granulozyten verstarkt, die letztendlich
zum Schaden im Zielorgan fiihrt. In entziindeten Geweben treten Th17-Zellen h&u-
fig zusammen mit Thl-Zellen auf. 1L-17A-defiziente M&ause weisen in bestimmten
Modellen eine verminderte Antikorperproduktion auf. Die Rolle von Th17-Zellen
in Autoimmunkrankheiten wurde erstmals in 1L23p19-defiziente Miusen gezeigt.
Diese Tiere besitzen eine intakte Thl-Antwort, aber eine stark reduzierte Anzahl
an Th17-Zellen. Der Grund hierfiir ist, dass 1123 zwar nicht fiir die Differenzie-
rung von TH17-Zellen, aber fiir die Stabilisierung und Expansion der Population
benétigt wird [67]. IL-23 besteht aus den Untereinheiten pl9 und p40. Die Unter-
einheit p40 bildet zusammen mit p35 das IL-12, welches fiir die Differenzierung
von Thl-Zellen benétigt wird. In den DB1-IL23p19KO-Méausen wurde die gesamte
Gensequenz fiir die p19 Untereinheit des 11.-23 entfernt. Die Tiere zeigen keine phéa-
notypischen Auffilligkeiten aufer einer leichten Verschiebung der DC-Population zu
einem CD8" Phénotyp. Die Entwicklung und das Priming von T-Zellen scheinen
normal zu verlaufen|17|. Die Tiere weisen normale B-Zellfunktionen auf, die T-Zell-
abhingige B-Zell-Aktivierung ist jedoch deutlich gestort. Dies fiithrt zu reduzierten
Antikorperantworten fiir alle Subklassen im Vergleich zum Wildtyp. Auferdem ist
die Antwort von CD4" Gedéchtinis-T-Zellen ineffizient. Die beobachteten Defek-
te der IL23p19-defiziente Mause werden von einer reduzierten IL-17A-Produktion
begleitet und weisen groke Ahnlichkeit zu denen in IL-17A-defiziente Tieren auf.
Es ist jedoch nicht vollstindig geklért, ob die Immunantwort in IL-23p19-defiziente
Méusen dariiber hinaus eingeschriankt ist.

Die Induktion der EAG durch 4-fache Immunisierung mit dem h-o3(IV)NCl-in
DBI1-IL17TAKO-Mé&usen und DBI1-IL23p19KO-Mé&usen fiihrte zu einem #hnlichen
Ergebnis wie die Induktion in DB1-IFNgRKO oder die 2-fache Immunisierung. Der
Grofsteil der Méause entwickelte alle Anzeichen eines nephrotischen Syndroms mit
der Ablagerung von Autoantikérpern und Proteinurie, die innerhalb von 9 bis 16
Wochen zu massiven Odemen fiihrte. In den DB1-1L23p19KO-M3usen war die Kon-
zentration von zirkulierenden o3(IV)NCl-spezifischen Antikérpern gegeniiber den
WT-Méusen signifikant reduziert. Eine Titration von spezifischem IgG1, IgG2a und
[gG2b konnte dieses Ergebnis jedoch nicht bestitigen. Die Tiere zeigten auch eine
zu den Wildtyp Tieren vergleichbare IgG-Ablagerungen in den Nierenschnitten. Die
Werte fiir den tubulointerstitiellen Schaden waren signifikant niedriger als die der
Wildtyp-Méuse, ebenso der Anteil Nieren, die mehr als 5 % glomerulére Halbmonde
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aufwiesen. Wie die DB1-IFNgRKO-Tiere zeigten auch die DB1-IL17AKO-Tiere und
die DB1-IL23p19KO-Tiere autoreaktive T-Zellen in der Niere. In den DB1-1L23KO-
Tieren waren nur sehr wenige IL-17A-Produzenten vorhanden, in DB1-IL17AKO
Tieren fehlten sie, wie erwartet, ganz.

Die Expressionsanalyse von mRNAs fiir proinflammatorische Proteinen ergab einige
Unterschiede zwischen DB1-IL17AKO, DB1-1L23p19KO und Wildtyp Tieren. Die
Konzentration von Inos wurde in den Nieren der schwer kranken DB1-IL17AKO-
Tieren etwas weniger stark hochreguliert als in den WT- oder DB1-1L23p19KO-
Tieren. Czcl9 hingegen war in allen Proben der DB1-1L23p19KO-Tiere signifikant
geringer exprimiert als in den WT- oder DB1-IL17AKO-Tieren. Direkte Auswir-
kungen auf den Krankheitsverlauf konnten nicht festgestellt werden. In allen Nie-
renproben schwer kranker Mause war die Expression von Czcll, Crcl2 und Cxzceld
im Vergleich zu den naiven Proben hochreguliert. In den DB1-IL17AKO- und DB1-
[L23p19KO-Proben lagen die Expressionslevel von Czcl2 und Czel5 jedoch jeweils
signifikant unter denen der WT-Mause. Warum die als redundant geltenden Che-
mokine CXCL1 und CXCL2 unterschiedlich reguliert waren, ist nicht bekannt.

Die DB1-IL17AKO- und DBI1-IL23p19KO-Tiere zeigten eine dhnliche Verdnderung
des Krankheitsverlaufs gegeniiber den Wildtyp-Tieren. Fiir die Induktion der EAG
scheint also das Fehlen der normalen IL-17A-Produktion entscheident zu sein. Auch
fiir die DB1-1L23p19KO-Tiere scheint in diesem Modell nur das Fehlen der Th17-
Antwort den Krankheitsverlauf zu bestimmen. Zusétzliche Effekte der IL-23-Defizienz
konnten hier nicht festgestellt werden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Induktion der EAG in M#usen mit gestor-
ter T-Zellantwort zu einer Krankheit fiihrt, die dem nephrotischen Syndrom &hnelt.
Wie bei der von Zhang et al. publizierten 2-fach-Immunisierung fanden sich in den
hier untersuchten Tieren keine glomeruldren Halbmonde oder vergleichbare Gewe-
beschiden. Diese Ergebnisse weisen auf eine essentielle Rolle sowohl der Th1- als
auch der Th17-Antwort bei der Entstehung der schweren Entziindung hin.
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6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten autoreaktive IFN-y* Thil- und IL-17A" Thl17-
Zellen im Endstadium der EAG in den Nieren mittels Durchflusszytometrie nach-
gewiesen werden. Eine Induktion der EAG in M&use mit gestorter Th1- oder Th17-
Antwort fiihrte zu einem deutlich milderen Krankheitsverlauf. Die humorale Tm-
munantwort verursachte zwar ein nephrotisches Syndrom, eine Glomerulonephritis
mit Halbmondbildung konnte sich aber aufgrund der gestorten T-Zellantwort nicht
ausbilden. Unklar ist bislang, ob das nephrotische Syndrom eine Voraussetzung fiir
die Auspriagung der GN im Verlauf der EAG darstellt oder ob beide Krankheiten
unabhéngig voneinander auftreten kénnen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung
bietet sich der Transfer von Antikérpern oder T-Zellen aus immunisierten Tieren in
naive Tiere an. Zunéchst ist zu kldren, ob und inwieweit Serum aus immunisierten
Maiusen in naiven Tieren eine Nephropatie auslosen kann. Bei erfolgreicher Indukti-
on sollte versucht werden, einen pathogenen monoklonalen Antikorper herzustellen.
Ein solcher Antikérper wiirde die Etablierung eines einfachen und reproduzierba-
ren Krankheitsmodells fiir das nephrotische Syndrom erlauben. Durch den Transfer
von o3(IV)NCl-spezifischen T-Zelllinien oder angereicherten autoreaktiven CD4 "
T-Zellen sollte versucht werden, unabhéingig von der humoralen Antwort eine zell-
vermittelte GN zu induzieren. Sollte dies gelingen, so kénnten weitere Transfers mit
polarisierten T-Zellen Aufschluss iiber die genaue Funktion von Thl- und Th17-
Zellen bei der Krankheitsentstehung geben. Langfristiges Ziel von Arbeiten wie der
vorliegenden ist es, das grundlegende Verstdndnis fiir Pathomechanismen zu verbes-
sern und Erkenntnisse auf den Menschen zu iibertragen. Eine genauere Analyse der
Rolle von Th1- und Th17-Zellen im Goodpasture-Syndrom wére durch Untersuchung
von Patientenmaterial moglich. Eine Isolierung von T-Zellen aus Nierengewebe fiir
die FACS-Analyse ist wahrscheinlich nur in seltenen Ausnahmefillen méglich. Prak-
tikabel ist aber wahrscheinlich die Analyse von Blutproben aus Patienten auf das
Vorhandensein von autoreaktiven T-Zellen. Interessant wire zu sehen, welches Zyto-
kinprofil diese Zellen besitzen, in welcher Zahl sie im Patienten vorliegen und ob diese
Parameter mit der Nierenschidigung korrelieren. Verdnderungen dieser Parameter
im Verlauf von Erkrankung und Therapie konnten weitere Hinweise zur Funktion
der Zellen in der Erkrankung geben und eventuell auch neue Behandlungsstrategien
eroffnen.
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8 Abkiirzungen

Aminsauren und Nukleotide werden nach dem internationalen Einbuchstabencode
bzw. Dreibuchstabencode benannt.

AF
ANCA
anti-GBM GN
APC

APZ

AS
03(IV)NC1

BSA
BUN
CD

CXCL
Cy
DBA
DMEM
EAG
EBNA
EDTA
ELISA
FACS

FKS
Foxp3
FSC

GBM

GN

h
HEK?293-Zellen

HLA
HRP

IFA
IFN-y

Ig
1L

Alexa Fluor®

antineutrophil cytoplasmatic antibodies
anti-glomeruldre Basalmembran Glomerulonephritis
Allophycocyanin

antigenprésentierende Zellen
Aminosdure

alpha3-Kette des Typ IV Kollagens der
Nicht-Kollagen- Doméne 1
Rinderserumalbumin,

engl.: bovine serum albumin
Blut-Harnstoff-Stickstoff,

engl.: blood urea nitrogen

Nomenklatur fiir Oberflichenproteine,
engl.: cluster of differentiation
Chemokin (CXC-Motiv) Ligand
Cyanin

engl.: dilute brown non-agouti

Dulbecco s modifiziertes Eagle Medium
Experimentelle Autoimmune Glomerulonephritis
Epstein-Barr nukledres Antigen
Ethylendiamintetraacetat

engl. enzyme-linked immunosorbent assay
Durchflusszytometrie,

engl.: fluorescence activated cell sorting
fotales Kélberserum
Forkhead-Box-Protein p3
Vorwiartsstreulicht,

engl.: forward scatter

glomeruldre Basalmembran
Glomerulonephritis

human

humane embryonale Nierenzellen 293,
engl.: human embryonic kidney cells 293
humanes Leukozytenantigen,

engl.: human leukocyte antigen
Meerrettichperoxidase,

engl.: horseradish perozridase
inkomplettes Freundsches Adjuvans
Interferon-vy

Immunglobulin

Interleukin
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Abkiirzungen

iNOS
KFA
KO

MHC

NC1
NTN
p-Wert
PAS

PBS

PE
PerCP
PFA
PMA
RPGN
rpm

RPMI
18 S
S—N
SSC

TBS

TGF
Th
TMB
TNF
Treg
TZR
WT

induzierbare NO Synthase

komplettes Freundsches Adjuvans
knockout

Maus / murin
Haupthistokompatibilitatskomplex,
engl.: major histocompatibility complex
Nicht-Kollagen-Doméne 1
Nephrotoxische Serumnephritis
Signifikanzwert fiir statistische Analysen
Perjodsédure-Schiffsches Reagenz,
engl.: periodic acid-schiff
phosphatgepufferte Kochsalzlésung,
engl.: phosphate buffered saline
Phycoerythrin
Peridinin-Chlorophyll-Protein Complex
Paraformaldehyd
Phorbol-12-Myristat-13-Azetat

rapid progrediente Glomerulonephritis
Umdrehungen pro Minute,

engl.: rotations per minute

Roswell Park Memorial Institute
Svedberg, Sedimentationskoeffizient
Sulfilimin-Bindungen
Seitwartsstreulicht,

engl.: side scatter

Tris-gepufferte Salzlosung,

engl.: tris buffered saline

engl.: transforming growth factor
T-Helferzellen
3,37,5,5-Tetramethylbenzidin

engl.: tumor necrosis factor-a
regulatorische T-Zellen
T-Zell-Rezeptor

Wildtyp
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