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1. Einleitung

1.1 Hypertonie und das Immunsystem

Arterielle Hypertonie war in Deutschland die sechst haufigste Todesursache laut dem
Statistischem Bundesamt im Jahre 2012 und die haufigste Nebendiagnose der vollstationar
behandelten Patienten im Jahre 2011 mit 5,8 Millionen Fallen. Hoher Blutdruck verursacht
Arteriosklerose, Linksherzhypertrophie und Nierenschaden mit Infiltration von
inflammatorischen Zellen. Die genauen Pathomechanismen, die zur Entstehung und
Progression dieser Organschaden flhren, sind bisher nicht ausreichend verstanden.
Aktuelle Daten unterstiitzen die Vermutung, dass hypertensive Endorganschaden nicht nur
durch hAmodynamische Kréfte verursacht und beeinflusst werden, sondern auch durch das
angeborene und adaptive Immunsystem (Harwani et al., 2012). Guzik et al. konnten in ihrer
bahnbrechenden Publikation zeigen, dass RAG-1""Mause, denen T- und B-Zellen fehlen,
einen niedrigeren Blutdruck unter Angiotensin Il Infusion entwickeln als Wildtyp Mause
(Guzik et al., 2007). Durch die Repopulation dieser Mause mit T-Zellen konnte die Reaktion
wieder normalisiert werden. Dieses Ergebnis wurde in SCID Mausen von Crowley et. al
bestétigt (Crowley et al., 2010). Somit scheinen T-Zellen eine zentrale Rolle hinsichtlich der
Entwicklung von Hypertonie zu spielen. Die genaue Rolle der T-Zellen bei hypertensiven

Endorganschéaden ist jedoch unklar.

1.2 Interleukin 17 und Interleukin 23

Im Jahre 2005 wurde eine neue T Helfer Untergruppe (Th17) gefunden, die IL-17 produziert
(Harrington et al., 2005). IL-17 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das von Zellen des
angeborenen und adaptiven Immunsystems sezerniert wird. Obwohl IL-17 ausschlief3lich von
hamatopoetischen Zellen stammt, ist der IL-17 Rezeptor umfangreich sowohl auf
hamatopoetischen als auch auf nicht-hamatopoetischen Zellen, wie zum Beispiel
endotheliale und epitheliale Zellen, exprimiert (Hirota et al., 2012). Th17 Zellen bendtigen IL-
23 zur Expansion und zum Uberleben. IL-23 wird von aktivierten dendritischen Zellen und
Makrophagen sezerniert. Diese antigenprasentierenden Zellen sezernieren IL-23, welches
an einen Rezeptor Komplex bindet. Der IL-23 Rezeptor ist stark auf IL-17 Zellen exprimiert
und geringflgig auf naiven T-Zellen, natirlichen Killerzellen, dendritischen Zellen und
Makrophagen. Die mdgliche Rolle von Th17 Zellen bei Autoimmunerkrankungen wurde
zuné&chst in IL-23p19 defizienten Mausen gezeigt. IL-23p19 Knockout Mause wiesen einen

erheblichen Riickgang an Th17 polarisierten Zellen auf und waren resistent gegen die



Entwicklung von experimenteller autoimmuner Enzephalomyelitis (Cua et al., 2003),
Kollagen-induzierter Arthritis, experimenteller Induktion von Multipler Sklerose, und
Rheumatoider Arthritis. Eine neue Verbindung zwischen kardiovaskularen Erkrankungen und
IL-17 wurde von aktuellen Daten vorgeschlagen, die gezeigt haben, dass erhdhte
Salzaufnahme mit der Nahrung Autoimmunerkrankungen durch die Induktion von

pathogenen Th17 Zellen verstarken (Kleinewietfeld et al., 2013).

1.3 Arbeitshypothese und Fragestellung

In dieser Arbeit sollte nun die Rolle von IL-17, IL-23 und des adaptiven Immunsystems bei
hypertensiven Endorganschaden der Maus evaluiert werden. Dazu induzierten wir
Hypertonie in C57black6é Mausen. Da diese Mause keinen relevanten hypertensiven
Nierenschaden durch alleinige Angiotensin Il Infusion entwickeln (Wesseling et al., 2005),
benutzten wir unser DOCA + Angiotensin Il Modell. Kirzlich haben wir gezeigt, dass die
Kombination von DOCA Salz und Angiotensin Il Infusion erhebliche hypertensive renale und
kardiale Schaden hervorruft (Kirchhoff et al., 2008). Dieses Modell wurde bereits erfolgreich
zur Untersuchung der Rolle von Chemokinrezeptoren und ADMA bei hypertensiven
Endorganschéaden eingesetzt (Sydow et al., 2012, Krebs et al., 2012). Somit wandten wir
dieses Modell zun&chst in IL-17" Mausen an, um zu sehen, welchen Effekt die Defizienz von

IL-17 auf die hypertensiven renalen und kardialen Schaden hat.

Um unsere Ergebnisse in einer anderen Knockout Maus zu bestatigen, wiederholten wir
diese Versuche in IL-23p19™", da die Expansion und das Uberleben der Th17 Zellen von IL-
23 abhéangig ist. Unsere anfangliche Hypothese war, dass die Defizienz der IL-17/IL-23
Achse die Mause gegen renale und kardiale Endorganschaden resistenter machen wurde, in
Anlehnung an die beziiglich der Autoimmunerkrankungen gefundenen Ergebnisse. Zu
unserer Uberraschung jedoch fanden wir, dass die Defizienz der IL-17/IL-23 Achse die
Albuminurie und die renalen Schéaden in hypertensiven Mausen verschlimmern, wahrend die

kardialen Schaden nicht beeinflusst werden.

In einem zweiten Teil unserer Versuche fuhrten wir das DOCA + Angiotensin Il Modell in
RAG-1" Mausen durch, um die Rolle des adaptiven Immunsystems bei hypertensiven
Endorganschéaden zu untersuchen. Diese Mause besitzen keine T und B-Zellen und somit
fehlt ihnen das adaptive Immunsystem. Da gezeigt werden konnte, dass Mause mit T-Zellen
hoheren Blutdruck unter Angiotensin Il Infusion entwickeln als Mause ohne T-Zellen, war

unsere Vermutung, dass die RAG-1" Mause auch weniger hypertensiven Endorganschaden



entwickeln wirden. Allerdings fanden wir, dass das adaptive Immunsystem keine Rolle bei
der Entwicklung von hypertensiven renalen und kardialen Endorganschaden spielt.



2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Gruppeneinteilung

Bei den Versuchstieren handelten es sich um zehn bis zwolf Wochen alte C57black6
Méannchen zu Beginn der Versuchsreihen. Diese wurden in Standardkafigen des Typs Il long
zu dritt bzw. viert gehalten, in denen sie dauerhaft Zugang zu Futter (LASQCdiet Rod16,
Rad) und Trinkwasser bzw. 0,9 prozentiger Natriumchloridldsung hatten. Kafigwechsel
erfolgte einmal bis dreimal die Woche. Die Kafige waren mit Einstreu auf Holzbasis und
Nestmaterial aus Zellstoff ausgestattet.

Der zirkadiane Rhythmus der Mause wurde durch einen Tages- und Nachtzyklus in den
TierrAumen gewabhrleistet. Von 5 — 17 Uhr wurde durch Licht der Tag definiert und von 17
bis 5 Uhr durch Dunkelheit bzw. Rotlicht die Nacht. Die Temperatur lag in den TierrAumen
zwischen 20 und 24°C und die relative Luftfeuchtigkeit bei circa 60 % (Sollwert der
Tierhaltung: 40 -70 %).

Regelmafig wurde der Gesundheitszustand der Tiere in Form von Aktivitat, Aussehen,

Nestbau und Gewicht tberwacht.

Verglichen wurden drei Gruppen: Normotensive Wildtyp Mause, Wildtyp Mause mit DOCA
und Angiotensin Il und IL-17" M&use ebenfalls mit DOCA und Angiotensin II. In einer
zweiten und dritten Reihe von Experimenten wurde dasselbe Protokoll mit IL-23" Mausen
und RAG-1" Mausen durchgefiihrt.

2.2 Modell zur Induktion von hypertensiven Endorganschaden

Um bei C57blacké Mausen hypertensiven Endorganschaden zu erzeugen, wurde das DOCA
+ Angiotensin 1l Modell benutzt (Kirchhoff et al., 2008).

Zunachst wurden die Mause am Tag 0 unter Isoflurane Anasthesie und Tramadol Analgesie
uninephrektomiert. Am Tag 14 wurde ein 50 mg DOCA Pellet (Deoxycorticosteron Acetate;
Innovative Research of America, USA) subkutan am Ricken implantiert und die Mause
erhielten 0,9 % NaCl im Trinkwasser. Am Tag 21 wurde eine osmotische Minipumpe (Alzet
1002, Cupertino, USA) mit Angiotensin Il ebenfalls subkutan am Riicken der Mause

implantiert. Diese Minipumpe sezernierte kontinuierlich 1,2 ng Angiotensin Il (Sigma, USA)



pro Minute pro Gramm Korpergewicht bis zur Organentnahme 13 Tage nach

Pumpenimplantation.
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Abbildung 1: DOCA + Angiotensin Il Modell. Modell zur Induktion von hypertensiven Endorganschéden in
Mausen mit C57black6 Hintergrund. Zunachst erfolgte eine einseitige Nephrektomie, gefolgt von einer
Implantation eines DOCA Pellets zwei Wochen spéter. Eine Woche danach wurde eine Angiotensin || Pumpe
implantiert. Die Organentnahme erfolgte 13 Tage nach Implantation der Angiotensin Il Pumpe.

2.3 Blutdruck Messung

Der systolische Blutdruck wurde nichtinvasivam Tag 5 und 10 nach Angiotensin I
Pumpenimplantation mittels Tail-cuff Plethysmografie (Process Control Blood Pressure
2900-series; TSE Systems, Bad Homburg, Deutschland) gemessen. Hierzu wurden die
Mause zunachst an das Prozedere gewohnt und anschlieRend die Blutdruckwerte ermittelt.
Die Mause wurden in eine spezielle Vorrichtung gesetzt, in der sie sich nicht bewegen
konnten, um Artefakte zu vermeiden und der Schwanz fur die Blutdruckmessung zuganglich
war. Ein Sensor, der Uber den fixierten Schwanz gelegt wurde, Ubertrug die Blutdruckwellen
auf ein Oszilloskop. Nun wurde die Blutdruckmanschette um den Schwanz gelegt und
aufgepumpt bis die Wellen auf dem Oszilloskop abflachten. Beim anschlie3enden Ablassen
des Drucks wurden die Wellen genau beobachtet und der systolische Blutdruck dort
abgelesen, wo die Wellen plétzlich einen Amplitudensprung absolvierten. Es wurde der

Mittelwert aus funf Messwiederholungen ermittelt.

2.4 Bestimmung der Albuminurie

Am Tag 3, 7 und 12 wurden die Mause fur 6 Stunden in metabolische Kafige mit Zugang zu
Trinkwasser zur Urinsammlung gesetzt. Die Albuminkonzentration im Urin wurde mittels
ELISA (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX, USA) gemessen und anschlieBend durch den
Urin Kreatinin Wert dividiert. Dieser wurde per Autoanalyse ermittelt (Hitachi 717; Roche,

Mannheim, Deutschland).



Um die Starke der Albuminkonzentration im Urin abzuschétzen und damit die notigen
Verdunnungen fur den ELISA zu bestimmen, wurden 9ul Urin auf das Proteinfeld eines
Urinstixstreifens pipettiert und nach folgendem Schema mit ,Sample/Conjugat Diluent®
verdunnt: Kontroliméuse=1:100; 0=1:500; +=1:5000; ++=1:20.000; +++=1:50.000;
++++=100.000. AnschlieRend wurde der ELISA nach Anleitung durchgefihrt.

2.5 Plasma Untersuchung

Am Ende der Versuchsperiode wurde heparinisiertes Blut entnommen und Blut-Harnstoff-N
(BUN) und Cholesterin per Autoanalyse (Hitachi 717; Roche, Mannheim, Deutschland)
gemessen. Plasma Albumin wurde mittels ELISA (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX,
USA) bestimmt.

2.6 Histopathologische Analyse

Nach der Organentnahme, wurden die Nieren- und Herzgewebe in 4% neutral gepufferten
Formalin fur 24 Stunden fixiert, in Paraffin eingebettet und anschlieRend 1um dinn
geschnitten. Die Schnitte wurden dann deparaffinisiert und fiir die Lichtmikroskopie mit PAS
Reagenz gefarbt (Merck, Deutschland). Der glomerulare Schaden wurde histologisch nach
einer semiquantitativen Skala bewertet, in der 0 kein Schaden bedeutet, 1 milder Schaden in
weniger als einem Drittel des Glomerulums, 2 Schaden in mehr als einem Drittel des
Glomerulums und 3 Schaden im gesamten Glomerulum. Unter 200facher VergrofRerung
wurden 20 Glomeruli pro Tier analysiert. Die renale Infiltration von CD3 positiven T-Zellen,
F4/80 positiven Monozyten/ Makrophagen und GR-1 positiven Neutrophilen wurde
immunhistochemisch ermittelt. Die Zellen wurden mit Antikérpern visuell markiert, die jeweils
spezifisch CD3 (polyclonal antibody, product number A 0452, DakoCytomation, USA), F4/80
(Clone BMS, product number T-2006, BMA Biomedicals, Augst, Schweiz) oder GR-1 (Ly6
G/C, NIMP-R14, Hycult Biotech, Niederlande) erkennen. Zur Detektion wurde das
ZytoChem-Plus AP Polymer Kit genutzt (Zytomed, Berlin, Germany). Die Infiltration von CD3
und F4/80 positiven Zellen wurde durch das Scoren von 20 Gesichtsfeldern quantifiziert
(0=<10 Zellen, 1=11-30 Zellen, 2=>31 Zellen/Feld). Die Anzahl an GR-1 positiven
Neutrophilen wurde pro Gesichtsfeld ausgezahlt. Die Evaluation der kardialen Fibrose
erfolgte durch Einteilen der mit Masson-Trichrom gefarbten Herzschnitte in die
Schweregrade 0 bis 3 in 10 Gesichtsfeldern (Krebs et al., 2012).



Fir die Evaluation der Autophagie in den Podozyten wurden folgende priméare Antikorper
verwendet: Meerschweinchen Nephrin (1:100, Acris); Hasen Limp-2 (1:1000, Paul Saftig,
Kiel, Deutschland); Hasen LC3B (1:100, Cell Signaling). Alle verwendeten sekund&ren
Antikdrper waren fluoreszierend farbende, aufgereinigte Esel Antikorper (Jackson
ImmunoResearch). Zunachst wurden die Paraffinschnitte deparaffinisiert und die Antigene
durch Mikrowellenkochen zuriickgewonnen (30 Minunten, 800 Watt, 10mM Zitratpuffer PH
6.1). Unspezifische Bindungen wurden geblockt (5 % Pferde Serum, 0.05 % triton X-100 in
PBS, 30 Minuten bei Raumtemperatur). Der Inkubation mit den primaren Antikdrpern (in
Blockpuffer, o/n, 4°C) folgte die Inkubation mit AF488 oder Cy3 gepaart mit dem sekundaren
Antikorper (1:400, 30 Minuten, bei Raumtemperatur) und drag5 (molekulare Sonde) fur die
Kerngegenfarbung. Die Farbungen wurden mit einem LSM 510 meta Mikroskop und der
LSM Software ausgewertet (all Zeiss, Jena, Deutschland).

2.7 FACS

Zur Leukozytenisolierung wurde das Nierengewebe zerkleinert und mit Kollagenase D und
DNAse verdaut (Roche, Mannheim, Germany). Diese Suspension des Nierengewebes
wurde nun Uber ein 70 um Zellsieb (Falcon, Corning, USA) gegeben, mit 10 ml HBSS
nachgespiilt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend wurden die
Erythrozyten mit Ammonium Chlorid lysiert und nach 5 — 7 Minuten wurde die Reaktion mit
HBSS abgestoppt. Nun wurde das Ganze wieder zentrifugiert und der Uberstand
abgegossen. Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. Das entstandene Pellet wurde
mit 10 ml HBSS resuspendiert und Uber einen 40 um Zellsieb gegeben und ebenfalls mit 10
ml HBSS nachgesplilt. Wieder folgten eine Zentrifugation und das AbgieRen des
Uberstandes. Das Pellet wurde in 2 ml HBSS resuspendiert und tiber ein mit HBSS
benetztes 30 um Zellsieb in ein FACS-Rohrchen Uberfuhrt. Nun wurde mit 1 ml HBSS
nachgesplilt. Das Volumen in dem FACS-Réhrchen wurden auf 2 Réhrchen aufgeteilt fir die
T-Zellen- und die Monozyten/Makrophagen-Farbung. Beide wurden wiederum zentrifugiert
und abgegossen. Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurde 10 pl Mausserum
hinzugegeben und bei 4°C 15 Minuten inkubiert. Fir die FACS Analyse wurden
Fluorochrom-konjugierte Antikérper eingesetzt (CD45 (30-F11), CD3 (17A2), CD4 (GK1.5),
CD8 (53-6.7). Zur intrazellularen Farbung von IL-17A (TC11-18H10.1) und IFN-y (XMG1.2)
wurden die Zellen durch eine vierstiindige Inkubierung mit Phorbol 12-Myristat 13-Acetat
(PMA; 50 ng/ml; Sigma) and lonomycin (1 ug/ml; Calbiochem-Merck, Darmstadt, Germany)
aktiviert. Nach 30 Minuten der Inkubationszeit wurde Brefeldin A (10 ug/ml; Sigma)
hinzugegeben. Die Messung erfolgte mit dem Becton & Dickinson LSRIlI System und der

Diva software. Die Datenauswertung wurde mit FlowJo (Tree Star, USA) durchgefiihrt.



2.8 Real time RT-PCR

Die RNA der Nierenrinde oder des Herzventrikels wurde mittels RNeasy kit (Quiagen, USA)
isoliert. Fur die Real time quantitative RT-PCR wurde das Applied Biosystems ABI Prism
System und das SYBR Green JumpStart taqg Ready Mix (Sigma, Germany) genutzt. Maus-
spezifische PCR Primer wurden angewandt. Die H6he der mRNA Expression in jeder Probe
wurde auf die 18S Expression normiert (Krebs et al., 2012, Fraune et al., 2012). Folgende

Primer wurden verwendet:

CCL2 Fw: GGC TCA GCC AGA TGC AGT TAA
CCL2 Rev: CCT ACT CAT TGG GAT CAT CTT GCT

Pai-1 Fw: GGA CAC CCT CAG CAT GTT CA
Pai-1 Rev: TCT GAT GAG TTC AGC ATC CAA GAT

Foxp3 Fw: CCC AGG AAA GAC AGC AACCTT
Foxp3 Rev: TTC TCA CAA CCA GGC CACTTG

18s Fw: CAC GGC CGG TAC AGT GAA AC
18s Rev: AGA GGA GCG AGC GAC CAA A

a-MHC Fw: GCT GAC AGATCG GGA GAATCAG
a-MHC Rev: CCC CTATGG CTG CAATGC

3-MHC Fw: TCC TCA CAT CTT CTC CAT CTC TGA
3-MHC Rev: GCA AAA TAT TGG ATG ACCCTC TTAG

ANP Fw: GTG CGG TGT CCA ACA CAG AT
ANP Rev: GCT TCC TCAGTC TGC TCACTCA

Kollagen 1 a2 Fw: CCC CGG GAC TCC TGGACT T
Kollagen 1 a2 Rev: GCT CCG ACA CGC CCT CTC TC

VCAM Fw: TGA TTG GGA GAG ACA AAG CA
VCAM Rev: ACG TCA GAA CAA CCG AAT CC

IL-17 Rezeptor A Fw: TGG TGG GAT CTG TCATCG T



IL-17 Rezeptor A Rev: TGG AGT CAT CAC CATGTT TCT C

IL-17 Rezeptor C Fw: AAC CAC ACAGAC CTG GTT CC
IL-17 Rezeptor C Rev: GGC AGA ATT CGACCCTCTC

IL-17F Tagman Sonde: Mm00521423 m1 (Applied Biosystems)

2.9 Statistische Analyse

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Fir die statistischen Analysen
wurde Graph Pad Prism 5.1 genutzt. 1-way ANOVA und Post-hoc Analyse nach Newman-
Keuls (mehrfach Vergleichstest) wurden durchgefiihrt, da drei Gruppen miteinander
verglichen wurden: Kontrollen, hypertensive Wildtyp und hypertensive Knockout. Da der
Unterschied zwischen den Kontrollen und den hypertensiven Wildtypmé&usen schon
ausreichend von Kirchhoff et al. bewiesen wurde, stellten wir diese Signifikanzen nicht dar
(Kirchhoff et al., 2008). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden nur die Signifikanzen zu

hypertensive Wildtyp vs. hypertensive Knockout gezeigt.



3. Ergebnisse

3.1 Nachweis von Th17 Zellen in hypertensiven Mausen

Zundachst Uberpriften wir, ob in hypertensiven Mausen Th17 Zellen in den Nieren
nachweisbar sind. Renale T-Zellen wurden isoliert und intrazellular gefarbt. Die
anschlieBende FACS Analyse ergab, dass in den normotensiven Wildtyp Mausen 0,94% der
eingewanderten CD4-Zellen IL-17 produzierten. In den hypertensiven Wildtyp Mausen stieg
der Anteil der IL-17 produzierenden CD4-Zellen dagegen auf 2,88% an. Es wurde kein IL-17
Signal in den IL-17" M&ausen nachgewiesen (Abbildung 2).

Wildtyp IL-17-
Kontrolle DOCA+Ang Il DOCA+Ang i

0.940% 0.338%| 12.88% 0.387% 0.014%

IFN-y ——

Abbildung 2: FACS Analyse: Nachweis von Th17 Zellen. Intrazellulare Farbung von renalen T-Zellen mit IL-
17A und IFN-y. Die gesuchten Th17 Zellen sind IL-17A" und IFN-y” und demnach im linken oberen Quadranten
der Graphen lokalisiert. Der Anteil an Th17 Zellen stieg von 0,94% in den Kontrollmausen auf 2,88% in den
hypertensiven Wildtyp Mausen an. In den IL-17" Mausen wurden keine Th17 Zellen nachgewiesen.

3.2 Frither renaler und kardialer Endorganschaden in IL-17" M&usen

Die Kombination aus DOCA und Angiotensin Il induzierte schon am 4. Tag nach
Angiotensinpumpenimplantation eine ausgepragte Albuminurie. Diese war in den
hypertensiven IL-17"" Mausen signifikant hther als in den hypertensiven Wildtyp Mausen
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Albuminurie Tag 4. Die Albuminurie wurde aus dem Quotienten von Albumin und Kreatinin im
Urin errechnet. Zu diesem frilhen Zeitpunkt induzierten DOCA und Angiotensin Il schon eine ausgepragte
Albuminurie, die signifikant hdher in den hypertensiven IL-17" Mausen ausfiel im Vergleich zu den hypertensiven
Wildtyp Mausen. *=p<0.05

Als nachstes untersuchten wir den histologischen renalen Endorganschaden am Tag 4 nach
Beginn der Angiotensin Il Infusion. Zu diesem friihen Zeitpunkt zeigten sich keine
glomeruléaren Veranderungen in 9 mit DOCA und Angiotensin Il behandelten Wildtyp
Mausen, wohingegegen sich bei 3 von 5 hypertensiven IL-17 defizienten Mausen

segmentale glomerulare Sklerose darstellte (Abbildung 4, Pfeile).

-
Kontrolle Wildtyp DOCA+AnNg Il IL17 DOCA+Ang Il

,e-.:‘r%
&
L.

.
“Po S ¢
AL :‘. De0%n 2y e

bae® se S

Abbildung 4: Glomerularer Schaden in den Nieren. Reprasentative Nierenhistologien in PAS Farbung von
Kontrollen, hypertensiven Wildtyp Mausen und IL-17" Mausen. Zu diesem frithen Zeitpunkt waren in den
hypertensiven Wildtyp Mausen keine glomerularen Veranderungen sichtbar. Die IL-17" Mause jedoch
entwickelten zum Teil segmentale glomerulére Sklerose (Pfeile).

Die basalen Daten des friihen Zeitpunktes sind in Tabelle 1 dargestellt. Beide hypertensiven
Mausgruppen waren am Tag der Organentnahme signifikant leichter als die normotensive
Kontrollgruppe. Im Gegensatz dazu hypertrophierten die Nieren ebenfalls in den beiden
hypertensiven Gruppen, so dass das Nierengewicht pro Kérpergewicht signikant héher war
im Vergleich zu den normotensiven Mausen. Auch die glomerulare Gré3e war in beiden
hypertensiven Gruppen angestiegen. In allen drei Parametern konnte jedoch kein
Unterschied zwischen den hypertensiven Wildtyp Mausen und den IL-17" M&ausen
festgestellt werden. Es wurde kein signifikanter Unterschied fur Blut-Harnstoff-N (BUN) als

Nierenretentionsparameter am Tag 4 gefunden.
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_ Nierengewicht/ Glomerulare
_ Korpergewicht _ BUN
n | Mortalitat Korpergewicht Grolie
(9 (mg/di) 2
(mg/g) (um°)
Normotensiver
_ 3 0 29.3+1.0 5.7+0.2 27.0£1.2 | 4582+224
Wildtyp
DOCA+ANg I
_ 9 0 24.8+0.5 8.9+0.4 38.9+3.8 | 5450+188
Wildtyp
DOCA+ANg i
L7 5 0 23.2+1.2 8.9+0.3 35.6+4.7 5640+90

Tabelle 1: Basale Daten Tag 4, Wildtyp vs. IL17 KO.

In der immunohistochemischen CD3 und F4/80 Farbung der Nierenschnitte zeigten sich fur
beide hypertensiven Gruppen eine vermehrte Infiltration von T-Zellen und Makrophagen,
wobei sich auch hier kein Unterschied zwischen Wildtyp- und IL-17" M&usen darstellte
(Abbildung 5A und 5B). Desweiteren war die Anzahl der renalen GR-1" Neutrophilen in den
beiden hypertensiven Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant erhoht
(Abbildung 5C).
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§ o6 —+ - 5 == 23
& s NE . £2
+ 8 . . N5o6 . . 82
22044 o . 84 BN N
0.24 + _:E
02 —=¥=— — e . ‘e
0.0 . . . 0.0 i i . o v v v
Kontrolle Wildtyp D+A IL-17" D+A Kontrolle Wildtyp D+A IL-17" D+A Kontrolle ~ Wildtyp D+A  IL-17" D+A

Abbildung 5: Frihe Inflammation. Quantitative Auswertung der immunohistochemisch geférbten PAS
Histologien der Nieren der Kontrollen, der hypertensiven Wildtypen und der hypertensiven IL-17""Mause. A: Die
CD3 Farbung ergab eine erhoéhte Infiltration von T-Zellen in das Nierengewebe der hypertensiven Mausgruppen.
B: Die F4/80 Farbung zeigte ebenfalls eine Anreicherung von Monozyten/Makrophagen in den Nieren der
hypertensiven Mause. C: In der GR1 Farbung der Neutrophilen war kein signifikanter Anstieg zu sehen.

Kirzlich wurde eine erhthte Albuminurie als Antwort auf DOCA und Angiotensin Il bei
Interferon-y-Rezeptor Knockout Mausen gefunden, die durch eine gestdrte Autophagie in
den Podozyten erklart wurde (Marko et al., 2012). Daher untersuchten wir ebenfalls in
unserer Studie die Autophagie in den Podozyten mittels immunhistochemischer LC3 und
Limp2 Farbung und fanden eine Hochregulierung der Autophagie in den beiden mit DOCA
und Angiotensin Il behandelten Mausgruppen, jedoch kein Unterschied zwischen den beiden
Genotypen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Autophagie der Podozyten. Reprasentative konfokal mikroskopische Histologien mit doppelter
immunohistochemischer Farbung gegen den Podozytenmarker Nephrin (a-f, rot) und gegen den
autophagosomalen Marker LC3B (a-c, griin) oder gegen den lysosomalen Marker Limp-2 (e-f, griin) in Kontrollen
und mit DOCA und Angiotensin Il behandelten Wildtypen oder IL-17"Mausen. In den mit DOCA und Angiotensin
Il behandelten Mausgruppen zeigten sich eine erhéhte Anzahl an LC3 positiven Autophagosomen und Limp-2
positiven Lysosomen in den Podozyten. Jedoch war kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen
erkennbar. t= Podozyt.

Das Herz ist ein wichtiges Zielorgan fiir einen durch Bluthochdruck induzierten
Endorganschaden. DOCA und Angiotensin Il verursachten eine ausgepragte kardiale
Fibrose schon vier Tage nach Beginn der Angiotensin Il Infusion (Abbildung 7A).

Das blau-grinlich angefarbte Areal, das substantielle Fibrose mit begleitendem Verlust an
Kardiomyozyten anzeigt, war signifikant grof3er in den mit DOCA und Angiotensin Il
behandelten Mausen als in den normotensiven Mausen. Das Scoring der Fibrose zeigte
einen Anstieg in den hypertensiven Mausen (Abbildung 7B).

Die Expression von fetalen Genen wie ANP und dem Quotienten aus den Isoformen der
schweren Myaosinketten, genauso wie Kollagen-1 waren hochreguliert in den hypertensiven
Mé&usen. Jedoch konnte kein signifikanter Unterschied zwischen IL-17" und Wildtyp Mausen

fur die kardiale Fibrose oder Genexpressionen gefunden werden (Abbildung 7B-E)
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Abbildung 7: Frihe kardiale Fibrose und Genexpression. Reprasentative Histologien der mit Masson-
Trichrom geféarbten Herzschnitte von Kontrollen und mit DOCA und Angiotensin || behandelten Wildtyp und IL-17
Knockout Mausen im Vergleich. Grau-grinliche Areale stellen kardiale Fibrose dar. Es zeigte sich eine verstarkte
kardiale Fibrose in den hypertensiven Mausgruppen. B: Das qualitative Scoring der Herzfibrose ergab ebenfalls
eine verstarkte kardiale Fibrose in beiden hypertensiven Mausgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe, jedoch
gab es keinen Unterschied zwischen den beiden Genotypen. C-E: Die Realtime Analyse von mRNA aus
Herzgewebe ergab eine Hochregulation von den fetalen Genen ANP und dem Quotienten aus beta-MHC/alpha-
MHC genauso wie Kollagen-1. Jedoch wurde kein signifikanter Unterschied zwischen IL-17"" und Wildtyp Mausen

gefunden.
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3.3 Renaler Endorganschaden am Tag 14 in IL-17" M&usen

Die kombinierte Gabe von DOCA und Angiotensin Il erhdhte den systolischen Blutdruck in
den Wildtyp- und den IL-17" Mausen, ohne jedoch einen Unterschied zwischen den beiden
Gruppen, wie in Abbildung 8A gezeigt ist.

Mit der langeren Dauer der Angiotensin Il Infusion von 14 Tagen, verschwand der initial
beobachtete Unterschied der Albuminurie zwischen den Wildtyp- und IL-17" M&usen
(Abbildung 8B). Es wurde jedoch eine signifikant hdhere Anzahl an Proteinzylindern in den
histologischen Schnitten und erhdhte Plasma Cholesterinspiegel in den IL-17"" Mausen am
Ende des Experimentes festgestellt (Abbildung 8C und 8D). Die erhéhten Plasma
Cholesterinspiegel weisen auf eine Albuminurie im nephrotischen Bereich hin. Die in den IL-
17" Mausen signifikant hoheren Cholesterinwerte spiegeln am ehesten die erhéhte
Albuminurie zum frihen Zeitpunkt wieder.

In beiden hypertensiven Mausgruppen fanden wir eine erhdhte Mortalitat (Tabelle 2).

Die histologische Analyse des glomeruldren Schadens mit Hilfe eines semiquantitativen
Scores zeigte einen verstarkten glomeruldren Schaden in den IL-17" M&usen im Vergleich
zu den Wildtyp Mausen (Abbildung 8E). DOCA+Angiotensin Il induzierten hypertensive
fokale und segmentale glomeruldre Schaden mit Zerstérung glomerularer Kapillaren,
Plasmainsudation und Vermehrung der extrazellularen Matrix (Abbildung 8F).

Die Nierenfunktion verschlechterte sich in den beiden hypertensiven Gruppen, was an den
erhdhten Blut-Harnstoff-N (BUN) Werten im Vergleich zu den normotensiven Kontrollen
(27+2 mg/dl) erkennbar war. Der Blut-Harnstoff-N war in den IL-17"" Mausen (54+8mg/dl)
signifikant héher als in den Wildtyp Mausen (3912 mg/dl, p<0.05).
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Abbildung 8: Renaler Endorganschaden am Tag 14. A: Der systolische Blutdruck stieg in den hypertensiven
Mausgruppen in gleichem MaR3e nach DOCA und Angiotensin || Gabe an. B: Am Tag 14 nach Beginn der
Angiotensin Il Infusion konnte kein Unterschied in der Albuminurie zwischen IL- 17" Mausen und Wildtyp Mausen
mehr festgestellt werden. C - E: Das Plasmacholesterin, die Anzahl der Proteinzylinder und der histologische
glomerulare Schaden jedoch waren signifikant erhoht in den IL-17"" Mausen. F: Reprasentative Histologien der
mlt PAS gefarbten Nierenschnitte von Kontrollen und mit DOCA und Angiotensin Il behandelten Wildtyp und IL-
17" Mausen im Vergleich. In dem Schnitt der IL-17" Maus sind deutlich starkere glomerulare Sklerose und
mehrere Proteinzylinder zu erkennen. *=p<0.05, **=p<0.01, ***=p<0.001

_ Korpergewicht Nierengewicht/
n [ Mortalitat i
(9) Korpergewicht (mg/g)
Normotensive Wildtyp |10 0 28.33 6.69
DOCA+ANg Il Wildtyp |30| 7/30 24.28 9.64
DOCA+Ang Il IL-17" [26| 8/26 24.91 9.39

Tabelle 2: Basale Daten Tag 14, Wildtyp vs. IL-17 KO Mause. Die Mortalitat war in beiden hypertensiven
Mausgruppen im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe erhoht. Das Korpergewicht nahm ebenfalls in
beiden hypertensiven Gruppen in gleichem MaRRe ab. Gleichzeitig stieg der Quotient aus Nierengewicht und
Kdrpergewicht in diesen beiden Mausgruppen an als Ausdruck der Nierenhypertrophie.

Der renale Schaden in den hypertensiven Mausen wurde von einer erhdhten Infiltration von

F4/80" Monozyten/Makrophagen und GR-1" Neutrophilen begleitet. Wahrend kein
Unterschied fir die Monozyteninfiltration gefunden werden konnte, wurde eine signifikant
hohere Anzahl an Neutrophilen in den Nieren der IL-17"" M&usen im Vergleich zu den
Wildtyp Mausen beobachtet (Abbildung 9A und B).
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Abbildung 9: Inflammation am Tag 14. A: In beiden hypertensiven Mausgruppen wanderten signifikant mehr
F4/80" Monozyten/Makrophagen in das Nierengewebe ein als in den normotensiven Wildtyptieren. Es wurde kein
Unterschied zwischen den beiden Genotypen gefunden. B: Die Infiltration von Neutrophilen war in den
hypertensiven IL-17"" Mausen signifikant héher als in den hypertensiven Wildtyp Mausen. *=p<0.01

Es gibt zwei Rezeptoren, a und c, an die IL-17 binden kann. Fir diese IL-17 Rezeptoren a
und ¢ wurden in der Niere keine veranderte Expression gefunden und auch die renale
Regulierung des vaskularen Adhesionsmolekiils VCAM-1 zeigte keinen Unterschied
zwischen Knockout und Wildtyp Mausen. Von IL-17 gibt es unterschiedlliche Typen. Die
wichtigsten sind IL-17A und IL-17F. In beiden hypertensiven Mausgruppen war die
Expression von IL-17F gleichermalRen erniedrigt (Abbildungen 10A-D).
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Abbildung 10: Inflammationsmarker. A und B: Die IL-17 Rezeptoren wurden in einem Teil der
Versuchsgruppen untersucht. Es wurde keine veranderte Expression der IL-17 Rezeptoren a und c in den Nieren
gefunden. C und D: Ebenfalls kein signifikanter Unterschied zeigte sich in der renalen Expression von VCAM-1
und IL-17F zwischen hypertensiven Wildtyp und hypertensiven IL-17 Knockout Mausen.

17



Der verstarkte renale Schaden der Knockout Mause war von einer signifikant erhdhten
Infiltration von CD3" T-Zellen begleitet (Abbildung 11A).

Als néchstes isolierten wir die Lymphozyten aus den Nieren, um die Subpopulationen der
Lymphozyten zu untersuchen, die bei Bluthochdruck in die Nieren einwandern. Es wurde
kein signifikanter Unterschied zwischen den hypertensiven Wildtyp Mausen und den IL-17"
Mausen hinsichtlich der regulatorische T-Zellen (Foxp3*), CD3, CD4, CD8, NKT und NK
Zellen gefunden (Abbildungen 11B - C, Tabelle 3). Im Gegensatz dazu zeigte sich eine
erhdhte Anzahl an yd T-Zellen in den Nieren der IL-17" M&usen im Vergleich zu den
hypertensiven Wildtyp Mausen (Abbildungen 11D).

AuRerdem isolierten wir die Makrophagen (CD11b*, CD11c") und Dendritischen Zellen
(CD11b*, CD11c") aus den Nieren. In beiden Zelllinien fanden wir keinen Unterschied
zwischen den hypertensiven Wildtyp und IL-17" Mausen beziiglich der Aktivierungsmarker
F4/80, Ly6C und MHCII bei der Betrachtung der CD45" Zellen (Abbildung 12).
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Abbildung 11: Inflamatorische Zellinfiltration. A: Die histologische Auswertung der in die Niere
eingewanderten CD3" T-Zellen ergab eine signifikant erhéhte Anzahl in den hypertensiven IL-17 defizienten
Mausen im Vergleich zur hypertensiven Wildtypgruppe. B und C: Es wurde kein signifikanter Unterschied in der
Anzahl der infiltrierenden Foxp3" Zellen und der renalen Expression von Foxp3 gefunden. D: Die Quantifizierung
der yd T-Zellen in der Durchflusszytometrie zeigte eine signifikant héhere Anzahl an yd T-Zellen in den
hypertensiven IL-17 Knockout Mausen. *=p<0.05
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cD3 CD4 cD8 E:pa’lﬁ NK NKT
(% der (% der (% der (°/gder (% der (% der
CD45* CD3* CD3* CDD3* CD45+ CD3*
Zellen) Zellen) Zellen) Zellen) Zellen) Zellen)
Kontrolle 4.1+0.6 68.5:2.0 | 22.0+27 8.4+0.9 5.90.5 267+0.0
Wildtyp
DOCAwANg I | 9008 720+43 | 232150 4.8:0.7 7603 2 36=0.1
L7+ 103207 | 72525 | 18.0:25 3.320.4 47505 1.310.3
DOCA+Ang I =Y D= M= =Y A=Y : :

Tabelle 3: Eingewanderte Subpopulationen der aus der Niere isolierten Lymphozyten. Quantifizierung und
Analyse der Subpopulationen der renalen Lymphozyten mittels Anfarbung der Zelloberflachenmarker CD3, CD4,

CD8 und NKL1.1.
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Abbildung 12: Charakterisierung der renalen dendritischen Zellen und Makrophagen. A: Renale
dendritische Zellen (CD11b", CD11c") und Makrophagen (CD11b", CD11c) wurden mittels Durchflusszytometrie
in Wildtyp und IL-17 defizienten Mausen analysiert. B und C: Quantifizierung der in A definierten dendritischen
Zellen und Makrophagen. Der Anteil an dendritischen Zellen und Makrophagen war in allen drei Versuchgruppen
gleich. D: Die Expression der Aktivierungsmarker F4/80, Ly6C und MHCII auf renalen dendritischen Zellen und
Makrophagen zeigte keinen Unterschied zwischen den Versuchsgruppen.

3.4 Kardialer Endorganschaden am Tag 14 in IL-17" M&usen

Als zweites Organ untersuchten wir das Herz nach 14 tagiger Angiotensin Il Infusion auf
hypertensive Schaden in Wildtyp und IL-17 Knockout Mause. Als Zeichen des kardialen
Endorganschadens stieg das relative Herzgewicht in den hypertensiven Mausen an, jedoch
war kein Unterschied zwischen den beiden Genotypen festzustellen (Abbildung 13A). Das
histologische Scoren der kardialen Fibrose ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied
zwischen den IL-17 defizienten und den Wildtyp Hochdruckméusen (Abbildung 13B). Der
kardiale Endorganschaden wurde auch durch die Messung der Expression von fetalen
Genen wie ANP, Kollagen Typl und dem Quotienten aus den MHC Isoformen evaluiert. All
diese Parameter waren hochreguliert in den Hochdruckmausen, jedoch ergab sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den IL-17" Mausen und den Wildtyp M&usen
(Abbildungen 13C-E).
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Abbildung 13: Kardialer Endorganschaden am Tag 14. A: Es zeigte sich ein erhértes Herzgewicht in den mit
DOCA und Angiotensin Il behandelten Mausen. Es wurde kein Unterschied zwischen Wildtyp und IL-17
defizienten Mausen gefunden. B: Kein Unterschied fand sich in dem Score der kardialen Fibrose zwischen den
beiden Genotypen. C-E: Die Genexpression von ANP, Kollagen-1 und des MHC Quotienten wurde in 12 Wildtyp
und 11 IL-17"" Mausen gemessen. Alle Parameter waren hochreguliert in den hypertensiven Mausen, ergaben

jedoch keinen Unterschied zwischen IL-17" und Wildtyp Mausen.
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3.5 Renaler und kardialer Endorganschaden in IL-23p19” Mausen

Da IL-23 fur die Proliferation und das Uberleben der Th17 Zellen wichtig ist, induzierten wir in
IL-23p19” Mausen hypertensiven Endorganschaden mit dem DOCA + Angiotensin Il Modell.
Auch hier entwickelten die hypertensiven Knockout Mause eine signifikant hohere
Albuminurie in der frihen Phase als die hypertensiven Wildtyp Mause (Abbildung 14A).
AuRerdem ergab die histologische Untersuchung der Nieren einen signifikant starkeren
glomeruldren Schaden und eine signifikant hdhere Anzahl an Proteinzylindern in den IL-
23p19 defizienten Mausen im Vergleich zu den Wildtyp Mausen (Abbildung 14B und C). Das
Plasma Cholesterin war signifikant hoher in den Knockout M&usen als in den Wildtyp
Mausen (Abbildung 14D).
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Abbildung 14: Renaler Endorganschaden in IL-23 KO Mausen. A: Die Albuminurie wurde in allen drei
Versuchsgruppen einen Tag vor der Angiotensinpumpenimplantation (Tag -1) und dann an Tag 3, 7 und 12 nach
der Pumpenimplantation bestimmt. Die IL-23p19 defizienten Mause entwickelten signifikant ausgepragtere
Albuminurie im Vergleich zu der Wildtypgruppe. B und C: Die Histologische Beurteilung der Nieren zeigte einen
signifikant starkeren glomerularen Schaden und eine héhere Anzahl an Proteinzylindern in den Knockout
Mausen. D: Als Reaktion auf die ausgepragte Albuminurie im nephrotischen Bereich, stieg das Plasma
Cholesterin signifikant héher in den IL-23p19'/' Mausen als in den Wildtyp Mausen. ***=p<0.001

Um die Rolle der Foxp3™ regulatorischen T-Zellen bei hypertensiven Nierenschaden in IL-
23p19 Knockout Mausen zu untersuchen, wurde die Anzahl der infiltrierenden Foxp3™ Zellen
per Immunhistochemie und die Foxp3 Expression mittels realtime PCR in den Nieren
ausgewertet. In der Abbildung 15A sind die mit Foxp3 markierten regulatorischen T-Zellen
gezeigt. Die Auszahlung dieser Zellen ergab eine leicht reduzierte Anzahl an regulatorischen
22



T-Zellen in den IL-23p19™” Mausen verglichen mit den Wildtyp Mausen. Dieser Unterschied
war jedoch nicht signifikant (Abbildung 15B). Allerdings wurde eine signifikant niedrigere
renale Expression von Foxp3 in den hypertensiven IL-23p19” Mausen im Vergleich zu den
hypertensiven Wildtyp Mausen gefunden (Abbildung 15C). Diese Daten deuten auf eine
verminderte Auspragung der Foxp3 Expression in den renal eingewanderten regulativen T-
Zellen der IL-23p19 Knockout Mausen hin. Des Weiteren haben wir die renale Expression
von IL-17F als Reaktion auf die Gabe von DOCA und Angiotensin Il untersucht. Hier wurde
kein Unterschied zwischen den hypertensiven Knockout und Wildtyp Mausen gefunden.
(Abbildung 15D).
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Abbildung 15: Inflammation in den Nieren der IL-23p19 KO Mause. A: Reprasentative Histologien der
Kontrollen, der hypertensiven Wildtypen und der hypertensiven IL-23p19 Knockout Mausen. Die regulatorischen
T-Zellen sind hier immunhistochemisch mit dem Marker Foxp3 angefarbt und in den kleinen Bildausschnitten
unten rechts dargestellt. B: Die histologische Auszahlung der Foxp3 positiven Zellen pro Gesichtsfeld ergab eine
nicht signifikante, niedrigere Anzahl an eingewanderten regulatorischen T-Zellen in den Nieren der hypertensiven
Knockout Mausen. C: Die renale Expression von Foxp3 war signifikant niedriger in den 1L-23p19 Knockout
Méusen im Vergleich zu den Wildtyp Mausen. D:Kein Unterschied wurde hinsichtlich der renalen IL-17F
Expression gefunden. *=p<0,05
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Ahnlich wie bei den IL-17 Knockout Mausen, fanden wir auch bei den IL-23p19 Knockout
Mausen keinen veranderten systolischen Blutdruck im Vergleich zu den hypertensiven
Wildtypméausen (Kontrollen 89+4, Wildtyp DOCA + Ang Il 12542, IL-23p19” DOCA+Ang |I
120+4 mmHg). Ebenso wurde kein Unterschied in der Entwicklung kardialer Fibrose und der
Expression fetaler Gene und Kollagen Typ 1 zwischen beiden Genotypen entdeckt
(Abbildung 16A-D).
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Abbildung 16: Kardialer Endorganschaden in IL-23p19 KO Mausen. A: Die histologische Beurteilung der
kardialen Fibrose in den mit Masson Goldner gefarbten Herzschnitten zeigte deutliche Herzfibrose in beiden
hypertensiven Mausgruppen ohne signifikanten Unterschied zueinander. B-D: Die kardiale Expression von ANP
und Kollagen-1, sowie der Quotient der MHC Unterformen waren ebenfalls in beiden hypertensiven Mausgruppen
hochreguliert, jedoch gab es keinen Unterschied zwischen den beiden Genotypen.

AbschlieRend untersuchten wir die basale renale Histologie und die Infiltration von
inflammatorischen Zellen in den Knockout Mausen, um auszuschlieRen, dass der Knockout
per se einen renalen Schaden entwickelt oder ein entziindlicher Prozess vorbesteht.
Reprasentative mikroskopische Bilder, die Auswertung der glomerularen Veranderungen und
die Daten der Immunhistochemie sind in Abbildung 17 und in Tabelle 4 gezeigt. Auch die
ausfiihrliche FACS Analyse der aus den Nieren isolierten Lymphozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen ergab keinen Unterschied zwischen Wildtyp und den Knockout Mausen

unter basalen Bedingungen (Abbildung 18 und 19, Tabelle 5 und 6).
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Abbildung 17: Basale Charakterisierung von normotensiven IL-17 KO und IL-23p19 KO Méausen. A: Gezeigt

sind mit PAS gefarbte Nierenschnitte von unbehandelten Wildtyp, IL-17" und IL-23p19'/' Mausen. Es wurden

keine renalen Abnormalitaten gefunden. B: Dies wurde durch das Scoren des glomerularen Schadens bestéatigt.

F4/80* Zellen CD3* Zellen
(Score) (Score)
Wildtyp 0.12+0.01 0.21+0.01
IL-17+ 0.07+0.04 0.27+0.04
IL-23p19+ 0.09+0.03 0.11+0.03

Tabelle 4: Basale Inflammation in IL-17 KO und IL-23p19 KO Mausen. Es wurde kein Unterschied zwischen
den beiden unbehandelten Knockout Mausgruppen und der Wildtyp Mausgruppe hinsichtlich der Einwanderung

von CD3" T-Zellen und F4/80" Monozyten/Makrophagen in die Niere gefunden.

25



CD3/y8 T Zellen

NK/NKT Zellen

14.4%

CD3

1.26%

CD3

TR

8 TCR —>

Abbildung 18: Basale Charakterisierung der renalen Lymphozyten in IL-17 KO Mausen. Die renale
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Lymphozyten wurden mit Antikdrpern gegen die Zelloberflachenmarker CD3, v TCR, NK1.1, CD4 and CD8
gefarbt und in der FACS Analyse anschlieRend charakterisiert.

CD3 CD4 cD8 v T r?eop;ts: NK NKT
(% der (% der (% der (% der (°/gder (% der (% der
CD45* CD3* CD3* CD45* CTI)S* CD45* CD3*
Zellen) Zellen) Zellen) Zellen) Zellen) Zellen) Zellen)
Wildtyp 12.8+1.2 69.2+16 24.0+0.9 1.36+0.1 6.6+£1.0 11.9+1.2 2.24+0.3
IL-17- 12.9+0.8 68.1+1.1 25.7+1.5 1.21+0.1 6.0+0.7 12.2+0.7 1.49+0.2

Tabelle 5: Quantifizierung der basalen renalen Lymphozyten in IL-17 KO Méausen. Die Analyse der basal in

die Niere eingewanderten Lymphozyten in Wildtyp Mausen und IL-17 Knockout Mausen ergab keinen
Unterschied zwischen beiden Genotypen.
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Abbildung 19: Basale Charakterisierung von renalen dendritischen Zellen und Makrophagen. A: Renale
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dendritische Zellen (CD11b",CD11c") und Makrophagen (CD11b*,CD11c¢) wurden mit Hilfe der
Durchflusszytometrie in gesunden Wildtypen und IL-17 Knockout Mausen analysiert. B und C: Quantifizierung der

in A definierten dendritischen Zellen und Makrophagen. D: Expression von F4/80, Ly6C und MHCII auf renalen

dendritischen Zellen und Makrophagen.
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3.6 Renaler und kardialer Endorganschaden in RAG-1" Mausen

Um nun die Rolle des adaptiven Immunsystems bei hypertensiven Endorganschéaden zu
untersuchen, filhrten wir das DOCA und Angiotensin Il Modell ebenfalls in RAG-1" Mausen
durch. Diese Mause besitzen keine T- und B-Zellen und somit kein adaptives Immunsystem.
Am Tag 3, 7 und 14 nach Beginn der Angiotensin Il Infusion sahen wir keinen Unterschied in
der Albuminurie zwischen den hypertensiven Wildtyp Mausen und den hypertensiven RAG-1
Knockout Mausen (Abbildung 20A). Auch histologisch zeigte sich kein signifikanter
Unterschied beziiglich des glomerulédren Schadens und der Anzahl der Proteinzylinder in den
Nieren zwischen beiden Genotypen (Abbildungen 20B und C). Das Plasma Cholesterin als
Marker fur eine Albuminurie im nephrotischen Bereich war in beiden hypertensiven
Mausgruppen leicht erhéht im Vergleich zur Kontrollgruppe, jedoch gab es auch hier keinen
Unterschied zwischen den beiden hypertensiven Genotypen (Abbildung 20D).
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Abbildung 20: Renaler Endorganschaden in RAG-1 KO Mausen. A: Gezeigt ist die Albuminurie der drei
Mausgruppen einen Tag vor der Angiotensinpumpenimplantation und an Tag 3, 7 und 12 nach Beginn der
Angiotensin Il Infusion. Die Albuminurie stieg Uiber die gesamte Zeit in den Wildtyp und den RAG-1""Mausen im
gleichen Maf3e an. B: Die histologische Beurteilung des glomerularen Schadens zeigte einen identischen
Schaden in den Nieren der Wildtyp Mause und der RAG-1"Mause. C: Die Anzahl der Proteinzylinder in den
histologischen Nierenschnitten war in den RAG-1 Knockout Mausen etwas niedriger als in den Wildtyp Mausen.
Der Unterschied war jedoch nicht signifikant. D: Ebenfalls kein Unterschied wurde hinsichtlich des Plasma
Cholesterins zwischen beiden hypertensiven Genotypen gefunden.
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In beiden hypertensiven Mausgruppen fand sich ein erhdhtes relatives Nierengewicht, als

Ausdruck einer Nierenhypertrophie, im Vergleich zur normotensiven Kontrollgruppe.

Zwischen beiden Genotypen gab es keinen Unterschied hinsichtlich dieses Parameters,

sowie auch hinsichtlich der Mortalitat und des Kérpergewichtes. Die RAG-1"" Mause

entwickelten unter der Angiotensin Il Infusion signifikant niedrigeren Blutdruck als die

hypertensiven Wildtyp Mause (Tabelle 6).

Nierengewicht/

Systolischer

| Kdrpergewicht _
n | Mortalitat @ Korpergewicht Blutdruck
g
(mg/g) (mmHg)
Normotensive
_ 4 0 24.10 6.47 94.6
Wildtyp
DOCA+ANng Il
_ 22| 6/22 22.92 12.51 128.1
Wildtyp
DOCA+ANng Il
20 6/20 21.56 12.49 111.6 *
RAG-1"

Tabelle 6: Basale Daten Wildtyp vs. RAG-1 KO Maus. Verglichen wurden 4 normotensive Wildtyp Mause, 22
hypertensive Wildtyp Méause und 20 hypertensive RAG-1 Knockout M&ause. Aus beiden hypertensiven
Mausgruppen starben vorzeitig wahrend des Versuches jeweils 6 Mause. In diesen beiden Versuchsgruppen
sank das Kdrpergewicht leicht und das relative Nierengewicht stieg stark an. Es konnte kein Unterschied
zwischen den hypertensiven Wildtyp Mausen und den hypertensiven RAG-1 Knockout Mausen festgestellt
werden. Die RAG-1" Mause entwickelten einen signifikant niedrigeren Blutdruck als die Wildtypm&use unter
Angiotensin Il Infusion. * = p<0,05 (RAG-l'/' vs. hypertensive Wildtyp)

Weiterhin untersuchten wir die Inflammations- und Fibrosemarker, CCL2 und PAI-1,

in den Nieren mittels Real time Rt-PCR. Die hypertensiven Wildtyp Mause und die

hypertensiven RAG-1 Knockout Mause zeigten eine erhdhte renale Expression von CCL2

und PAI-1 im Vergleich zu den normotensiven Wildtyp Kontrollen. Keinen Unterschied wurde

zwischen den beiden hypertensiven Genotypen gefunden (Abbildungen 20A und B).

In der Immunhistologie wurde eine verstarkte Infiltration des Nierengewebes beider

hypertensiver Mausgruppen mit F4/80 positiven Monozyten/Makrophagen gefunden. Auch

hier gab es keinen Unterschied zwischen den hypertensiven Wildtyp Mausen und den
hypertensiven RAG-1" Mausen (Abbildung 21C).
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Abbildung 21: Inflammation in RAG-1 KO Mausen. A: Die renale Expression des Inflammationsmarkers CCL2

war in den hypertensiven Wildtyp Mausen, wie auch in den hypertensiven RAG-l'/'gIeichermaBen erhoht. B:

Ebenso verhielt sich die renale Expression des Fibrosemarkers PAI-1. C: In der Immunhistochemischen F4/80-
Farbung fir Monozyten/Makrophagen zeigte sich eine ebenfalls gleichermafen verstarkte Infiltration dieser Zellen

in die Nieren beider hypertensiven Mausgruppen.

AbschlieRend evaluierten wir den kardialen Endorganschaden in den RAG-1" Mausen.

Ahnlich wie bei den IL-17" Mausen und auch den IL-23" Mausen wurde kein Unterschied

zwischen den hypertensiven Wildtyp Mausen und den hypertensiven RAG-1"" Mausen fiir die

Entwicklung kardialer Fibrose, sowie fiir die Expression fetaler Gene und Kollagen-1

gefunden (Abbildung 21A-D).
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Abbildung 22: Kardialer Endorganschaden in RAG-1 KO Mausen. A: Die histologische Beurteilung der
kardialen Fibrose in den mit Masson Goldner gefarbten Herzschnitten zeigte deutliche Herzfibrose in beiden
hypertensiven Mausgruppen ohne signifikanten Unterschied zueinander. B-D: Die kardiale Expression von ANP
und Kollagen-1, sowie der Quotient der MHC Unterformen waren ebenfalls in beiden hypertensiven Mausgruppen
hochreguliert, jedoch gab es keinen Unterschied zwischen den beiden Genotypen.
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4. Diskussion

4.1 Die Rolle der IL-17/IL-23 Achse bei hypertensiven Endorganschaden

Das angeborene und adaptive Immunsystem wird zunehmend als wichtiger Einflussfaktor bei
der Auspragung von Hypertonie und hypertensiven Endorganschaden angesehen. Es wurde
gezeigt, dass T-Zellen eine essentielle Rolle bei der Entwicklung von Hypertonie spielen
(Guzik et al., 2007, Crowley et al., 2010). Die speziellen Untergruppen der T-Zellen, die fir
Hypertonie und hypertensive Endorganschéden wichtig sind, sind noch unbekannt. Aktuelle
Daten weisen darauf hin, dass IL-17 eine wichtige Rolle bei Bluthochdruck spielt und ein
neues therapeutisches Ziel sein konnte (Madhur et al., 2010).

C57black Mause dienen bei den meisten Knockout Mausen als Maushintergrund. Jedoch ist
es nicht moglich, eine detaillierte Studie zu hypertensiven Endorganschaden mit Angiotensin
Il Infusion alleine in C57black Mausen durchzufuhren, da diese Mause hier keinen
glomerularen Schaden oder Albuminurie entwickeln (Wesseling et al., 2005). Daher
entwickelten wir kiirzlich ein Modell zur Induktion von hypertensiven renalen und kardialen
Endorganschéaden durch die Kombination von DOCA Salz und Angiotensin Il Infusion in
C57black Mausen (Kirchhoff et al., 2008). Dieses Model ist besonders hilfreich, um die Rolle
des Immunsystems bei hypertensiven Endorganschaden zu untersuchen, da die
Immunsuppression bei Patienten mit refraktéarer Erkrankung oder massiven

Endorganschaden nitzlich sein kénnte (Krebs et al., 2012, Sydow et al., 2012).

Die aktuelle Arbeit liefert neue Erkenntnisse tber die Rolle von IL-17 und IL-23 bei
hypertensiven Endorganschaden. Wir konnten in unserem Model fir hypertensive
Endorganschéaden eine renale Anreicherung von Th17 Zellen in hypertensiven Wildtyp
Mausen zeigen. Wenige Tage nach dem Start der Angiotensin Il Infusion in diesem Modell
entwickelten die Mause eine massive Albuminurie. Uberraschenderweise verstarkte die IL-17
Defizienz die Albuminurie und die hypertensiven glomerularen Schaden waren ausgepragter
in den IL-17" M&usen als in den Wildtyp M&usen. Ahnliche Ergebnisse beobachteten wir in
den IL-23p19” Mausen. Dies unterstiitzt erheblich die protektive Rolle der IL-17/IL-23 Achse
in der Entwicklung von hypertensiven Nierenschaden im DOCA + Angiotensin Il Modell.

Der konkrete zugrunde liegende Mechanismus des widerspruchlichen Effektes von IL-17 und
IL-23 Defizienz bleibt bisher unbekannt. Wir entdeckten eine Expression des IL-17a und c
Rezeptors in der Niere. Daher ist es wahrscheinlich, dass IL-17 einen Einfluss auf die
infiltrierenden und ortsstandigen Zellen in der Niere ausubt. IL-17 kdnnte das epitheliale

Zelliberleben positiv beeinflussen oder auf andere Weise helfen die Integritat der
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glomeruléren Filtrationsbarriere aufrecht zu erhalten. Die Autophagie in den Podozyten
beeinflusst die Anfalligkeit fir glomerulare Erkrankungen (Hartleben et al., 2010) und IFNy
Rezeptor defiziente Mause zeigen eine erhéhte Albuminurie und eine gestorte Autophagie
als Antwort auf Angiotensin Il Infusion (Marko et al., 2012). Obwohl sich in unserer Studie
eine verstarkte Autophagie zeigte, fanden wir keinen Unterschied zwischen den beiden
Genotypen.

yd T-Zellen exprimieren die T Zell Rezeptor gamma-delta Ketten. Diese Zellen verbinden das
angeborene mit dem adaptiven Immunsystem. lhre proinflammatiorische Funktion hat in den
letzten Jahren viel Aufmerksamkeit erregt (Vantourout and Hayday, 2013). Diese Zellen
wurden noch nicht bei Hypertonie untersucht. Interessanterweise wurde eine erhéhte Anzahl
an yd T-Zellen in den Nieren der IL-17 defizienten M&usen festgestellt. yd T-Zellen haben
eine antigenprasentierende Funktion und kénnen Zytokine wie IFNy, IL-6 und Perforin
sezernieren. Die verstarkte Infiltration von yd T-Zellen kdnnte einer der Mechanismen sein,
die den stérkeren glomerularen Schaden in den IL-17"" M&usen verursacht. yd T-Zellen
zeigen eine schnelle initiale Immunantwort, &hnlich wie im angeborenen Immunsystem und
agiert somit eher in der Initiationsphase der Immunreaktion (Vantourout and Hayday, 2013).
Dies unterstitzt die mogliche Rolle dieser Zellen, da der Unterschied in der Albuminurie
zwischen Wildtyp und IL-17"" Mausen am deutlichsten in der Anfangsphase der Angiotensin
Il Infusion war.

Regulatorische T-Zellen schitzen vor Hypertonie und hypertensiven Endorganschaden
(Kasal et al., 2012). Eine niedrigere Expression von Foxp3 in den IL-23p19™” Mausen kénnte
auf eine abgeschwéchte antiinflammatorische Kapazitat der regulatorischen T-Zellen in der
Niere hinweisen.

Auch in anderen entzindlichen Erkrankungen ist die genaue pathogene Rolle von IL-17 und
IL-23 noch unsicher. Die Vermutung, dass Th17 Zellen pathogene Zellentypen sind, wurde in
Frage gestellt. IL-17 und IL-23 kdnnen entweder eine pathogene oder eine protektive Rolle
bei Erkrankungen spielen. Zum Beispiel verschlimmert IL-17 Defizienz die experimentelle
Kolitis (O'Connor et al., 2009). Bei Arteriosklerose wurden sowohl verstarkende als auch
mildernde Effekte von IL-17 Defizienz beschrieben (Taleb et al., 2009, Danzaki et al., 2012,
Madhur et al., 2011). Bei der Glomerulonepbhritis in IL-17" M&usen wurde eine biphasische
Antwort gefunden, mit schiitzenden Einfliissen gegen Nierenschaden in der frihen Phase
und Verschlimmerung in der spéateren Phase (Odobasic et al., 2011). Eine protektive
Wirkung von IL-17 wurde auch in der Bildung von Aortenaneurysmen gesehen (Romain et
al., 2013) und niedrige zirkulierende IL-17 Spiegel sind mit einem héheren kardiovaskularen

Risiko nach Myokardinfarkt verbunden (Simon et al., 2013).
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Die IL-17 Defizienz ist nicht gleichbedeutend mit der Hemmung der Th17 Zellgeneration, da
IL-17 auch in einigen anderen Zelltypen produziert wird. IL-23 wird hauptsachlich von
aktivierten dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen produziert. Jiingste Daten
zeigen, dass auch das angeborene (=innate) Immunsystem eine Rolle bei Hypertonie spielt
(Harwani et al., 2012) und IL-17 und IL-23 wurden auch mit dem angeborenen Immunsystem
in Verbindung gebracht (Hue et al., 2006).

Um das Ausmal’ des renalen und kardialen Endorganschadens zu beurteilen, benutzten wir
mehrere quantitative und semiquantitative Verfahren sowohl in den IL-17" Mausen als auch
in den IL-23" Mausen. Die Nierenschaden wurden histologisch durch das Scoren des
glomeruldren Schadens in mit PAS-gefarbten Nierenschnitten ermittelt. Die Albouminurie
wurde an mehreren Zeitpunkten gemessen und die erh6hte Albuminurie wurde durch
erhohte Plasma Cholesterin Werte und vermehrten Proteinzylindern in den Nierenschnitten
bestétigt. Der kardiale Endorganschaden wurde anhand der Fibrose und der Expression von
fetalen Genen und Kollagen beurteilt. In den hypertensiven Méausen fanden wir neben dem
renalen Schaden ebenso kardiale Schadigungen. Allerdings veranderte weder die IL-17
Defizienz noch die IL-23 Defizienz den Grad des kardialen Endorganschadens. Dies deutet
darauf hin, dass der verstarkte hypertensive Endorganschaden durch die Abwesenheit der
IL-17/IL-23 Achse spezifisch fur die Niere ist.

Auf den ersten Blick sind unsere Daten widerspriichlich mit den Daten von Nguyen et al.
(Nguyen et al., 2013) und Madhur et al. (Madhur et al., 2010). Wahrend diese Autoren
gezeigt haben, dass die tagliche Injektion von IL-17 zu endothelialer Dysfunktion und
Hypertonie fuhrt und die IL-17 Defizienz schiitzende Wirkung bei Angiotensin Il Infusion hat,
spiegeln unsere Daten eine verstarkte Schadigung bei DOCA + Angiotensin Il wieder.
Madhur et al. zeigten, dass die Angiotensin Il Infusion eine Th17 Antwort induzierte, die
durch eine erhdhte Produktion von IL-17 durch zirkulierende T-Zellen und einer erhdéhten
Anzahl an IL-17" zirkulierenden T-Zellen zu erkennen war. AuRerdem fanden sie weniger
vaskulare Dysfunktion bei Angiotensin Il Gabe in IL-17 defizienten Mausen. Obwohl die
initiale hypertensive Antwort auf Angiotensin Il in IL-17" und Wildtyp M&ausen &hnlich war,
war der Blutdruck in den IL-17"" Mausen nach vier Wochen niedriger als in den Wildtyp
Mausen (Madhur et al., 2010). Der Unterschied zu der Arbeit von Nguyen et al. kbnnte
dadurch erklart werden, dass IL-17 alleine gegeben wurde und nicht in Kombination mit
Angiotensin Il und DOCA Salz. Ebenso kdnnte der Unterschied zu der Studie von Madhur
durch unsere zusatzliche Gabe des Aldosteronanalogons DOCA und Salz erklart werden.
Aldosteron beglnstigt autoimmune Schadigungen durch die Verstarkung der Th17
vermittelten Immunreaktion, wie kirzlich gezeigt wurde (Herrada et al., 2010). Mit Aldosteron
behandelte dendritische Zellen wiesen eine erhdhte Kapazitat zur Induktion von IL-17 in

CD4" T-Zellen auf. AuRerdem weisen aktuelle Daten darauf hin, dass Salz
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Autoimmunerkrankungen durch die Induktion von pathogenen Th17 Zellen verstarken
(Kleinewietfeld et al., 2013). Insgesamt betrachtet deuten diese Daten auf eine
mechanistische Verbindung zwischen Angiotensin Il, Aldosteron und IL-17 Produktion hin.

4.2 Die Rolle des adaptiven Immunsystems bei hypertensiven

Endorganschaden

Arterielle Hypertonie und hypertensive Endorganschaden in der Niere und im Herzen gehen
einher mit der Infiltration von Monozyten, T-Zellen und Neutrophilen (Steinmetz et al., 2007,
Krebs et al., 2012). Es ist bisher unklar ob der renale Schaden primar durch die
eingewanderten Zellen verursacht wird oder ob die Infiltration von Entziindungszellen ein
sekundares Phanomen nach induzierter Schadigung ist. Jingste Arbeiten von Guzik et al.
(Guzik et al., 2007) und Crowley et al. (Crowley et al., 2010) weisen darauf hin, dass T-
Zellen den Blutdruckanstieg unter Angiotensin Il Infusion verursachen. Unklar bleibt aber, ob
die T-Zellen auch bei hypertensiven Endorganschéaden eine entscheidende Rolle spielen.
Unsere Daten zeigen, dass das adaptive Immunsystem, also T- und B-Zellen, keine Rolle bei
der Entwicklung von hypertensiven Endorganschaden in der Niere und im Herzen spielen.
Wir fiihrten das DOCA + Angiotensin Il Modell in RAG-1" M&ausen durch. Aufgrund des
fehlenden ,Recombination activating gene 1 sind diese Mause nicht in der Lage T- oder B-
Zellen zu bilden. Demnach fehlt ihnen das erworbene Immunsystem. Um den Grad der
hypertensiven renalen und kardialen Schadigung zu beurteilen, wendeten wir dieselben
quantitativen und semiquantitativen Verfahren an, wie bei den IL-17" und den IL-23p19™
Mausen. Die Nierenschaden wurden histologisch durch das Scoren des glomerularen
Schadens und das Auszéahlen von Proteinzylindern in mit PAS-gefarbten Nierenschnitten
ermittelt. Die Albuminurie wurde an mehreren Zeitpunkten gemessen. Im Plasma wurde das
Cholesterin, als Marker fir eine Albuminurie im nephrotischen Bereich, gemessen. Der
kardiale Endorganschaden wurde anhand der Fibrose und der Expression von fetalen Genen
und Kollagen beurteilt. Wir fanden in beiden hypertensiven Mausgruppen renale, sowie
kardiale Schaden. Jedoch zeigte sich in keiner der Messverfahren ein signifikanter
Unterschied zwischen den hypertensiven RAG-1" Mausen und den hypertensiven Wildtyp
Mausen.

Die RAG-1"" Mause entwickelten auch in unserem DOCA + Angiotensin Il Modell signifikant
niedrigeren Blutdruck als die Wildtyp Mause. Dies bestatigt die Daten von Guzik et al. und
zeigt, dass auch im DOCA + Angiotensin |l Modell die Blutdruckentstehung ohne das
adaptive Immunsystem vermindert ist. Offenbar reicht dieser kleine Blutdruckunterschied

nicht aus, um den Endorganschaden signifikant zu verandern.
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4.3 Wesentliche Aspekte der Arbeit

Die aktuelle Studie liefert neue und unerwartete Erkenntnisse Uber die Rolle der IL-17/IL-23
Achse bei hypertensiven Endorganschaden. IL-17 und IL-23p19 Knockout M&ause entwickeln
verstarkten renalen Schaden als Antwort auf DOCA + Angiotensin Il. Im Gegensatz dazu
wirkt sich weder die IL-17 noch die IL-23p19 Defizienz auf den kardialen Endorganschaden
bei DOCA + Angiotensin Il Gabe aus.

Diese Beobachtungen weisen auf eine schitzende Rolle der IL-17/IL-23 Achse in diesem
Modell der arteriellen Hypertonie hin.

Des Weiteren zeigen unsere Daten, dass das adaptive Immunsystem keine Rolle bei der
Entwicklung von hypertensiven Endorganschaden spielt. RAG-17 Mause entwickeln
vergleichbaren renalen und kardialen Schaden in dem DOCA + Angiotensin Il Modell wie die
Wildtyp Mause.

4.4 Ausblick

Unsere Daten betonen die Komplexitat der Immunmechanismen bei hypertensiven
Endorganschéaden. Das Ausschalten der IL-17/IL-23 Achse resultiert nicht zwingend in einer
schitzenden Wirkung. IL-17 und IL-23 Defizienz verstarkt hypertensive renale Schéaden,
wahrend die kardialen Schaden nicht beeinflusst werden. IL-17 und IL-23 sind notwendig um
die Integritat bestimmter Zelltypen aufrecht zu erhalten. Zukinftige Studien werden
notwendig sein, um herauszufinden, ob die Hemmung der IL-17/IL-23 Achse nitzlich oder
schéadlich in der Behandlung von kardiovaskularen Erkrankungen sein wird. Au3erdem
wurden wir empfehlen, dass die Nierenfunktion von Patienten, die im Rahmen von klinischen
Studien IL-17 Hemmung erhalten, engmaschig kontrolliert werden sollte.

Das adaptive Immunsystem scheint eine Rolle in der Entwicklung der Hypertonie zu spielen,
jedoch keinen Einfluss auf die Entstehung von renalen und kardialen hypertensiven
Endorganschaden im DOCA + Angiotensin Il Modell zu haben.

Daher vermuten wir, dass das innate IL-17 den vermehrten renalen Endorganschaden unter
DOCA + Angiotensin Il verursacht. Es wurde daher durch Kreuzung von RAG-1" Mausen mit
IL-17" bzw. IL-23p19” Mausen Doppelknockout Mause geschaffen, mit denen die Rolle des

innate IL-17 im Weiteren untersucht werden kann.
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5. Zusammenfassung

T-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Hypertonie unter Angiotensin ||
Infusion. Jedoch sind die speziellen Untergruppen der T-Zellen, die fiir die Entstehung von
hypertensiven Endorganschaden wichtig sind unbekannt. Th17 Zellen sind eine kirzlich
entdeckte Untergruppe, die IL-17 produziert und IL-23 fiir ihre Expansion bendétigt. Um die
Rolle der Th17 Immunreaktion bei hypertensiven renalen und kardialen Endorganschaden zu
untersuchen, wurde in Wildtyp Mausen (n=39) und IL-17 defizienten Mausen (n=31)
Bluthochdruck mit Deoxycorticosterone Acetat (DOCA) + Angiotensin Il (Ang Il) induziert.
Die Organschéden wurden am Tag 4 und am Tag 14 beurteilt. Um die IL-17/IL-23 Achse an
einer anderen Stelle zu hemmen, induzierten wir ebenfalls Hypertonie mit dem DOCA +
Angiotensin 1l Modell in IL-23p19 defizienten Mausen. In hypertensiven Wildtyp Mausen
reicherten sich Th17 Zellen in der Niere an. Der systolische Blutdruck unterschied sich nicht
in den hypertensiven IL-17 defizienten Mausen und den hypertensiven Wildtyp Mausen. Am
Tag 3 nach Induktion der Hypertonie wurde eine signifikant erhohte Albuminurie in den IL-17
defizienten Mausen im Vergleich zu den hypertensiven Wildtyp Mausen. Nach 14 Tagen
zeigte die Histologie einen starkeren glomeruldren Schaden und mehr renale Infiltration von
y® T-Zellen in den IL-17 Knockout Mausen als in den Wildtyp Mausen. Ebenso entwickelten
die IL-23p19 defizienten Mause unter DOCA + Angiotensin Il eine signifikant erhéhte
Albuminurie und starkeren glomerularen Schaden verglichen mit den Wildtyp Mausen.
DOCA + Angiotensin Il induziert auch kardiale Schaden, die durch das Herzgewicht, die
kardiale Fibrose und die Expression von fetalen Genen und Matrixkomponenten messbar
sind. Allerdings zeigten sich hier keine Unterschiede zwischen den IL-17", IL-23p19™ und
den Wildtyp Mausen. Die IL-17/IL-23 Defizienz verstarkt die durch DOCA + Angiotensin Il
induzierte Albuminurie und hypertensive renale Schaden. Es hat keinen Einfluss auf
hypertensive kardiale Schaden.

Um anschlieBend die Rolle des adaptiven Immunsystems bei hypertensiven
Endorganschéaden zu untersuchen, wandten wir das DOCA + Angiotensin Il Modell bei RAG-
17 Mausen an. Diesen Mausen fehlen T- und B-Zellen. Es wurde kein Unterschied in der
Albuminurie nach 3,7 und 12 Tagen zwischen den RAG-1 defizienten Mausen und den
Wildtyp Mausen festgestellt. Auch die Histologie zeigte einen vergleichbaren glomerularen
Schaden und keinen signifikanten Unterschied bezlglich der Anzahl an Proteinzylindern.
Auch der kardiale Endorganschaden war in beiden Genotypen gleich stark ausgepragt. Das
adaptive Immunsystem spielt somit keine Rolle bei der Entwicklung von hypertensiven

renalen und kardialen Endorganschaden in dem untersuchten Modell.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

ADMA Asymmetric dimethyl arginine

Ang Il Angiotensin Il

ANOVA Analysis of variance

ANP Atriales Natriuretisches Peptid

BUN Blut-Harnstoff-N

CD Cluster of differentiation

DNA Desoxyribonucleic acid

DOCA Deoxycorticosteron acetate

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay

FACS Fluorescence-activated cell sorting

GR-1 Granulocyte differentiation antigen 1

IFN-y Interferon Gamma

IL Interleukin

KO Méuse Knockout Mause

MHC Myosin heavy chain

NaCl Natriumchlorid

NKT-Zellen Naturliche Killer-T-Zellen

NK Zellen Naturliche Killerzellen

PAS Periodic acid schiff

PBS Phosphate buffered saline

RAG-1 Recombination activating gene 1

RNA Ribonucleic acid

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain
reaction

Th1l7 T Helfer 17 (Zelle)

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1
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