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1. Einleitung:

1.1 Die Niere:

Die Niere ist ein paarig angelegtes, beim Menschen etwa 10 cm langes Organ.
Sie erfiillt mehrere wichtige Funktionen, unter anderem die Uberwachung und
Aufrechterhaltung des Wasser- und Salzhaushaltes sowie auch des Séaure-
Basen Haushalts. Uber eine Regulation dieser Kreislaufe wird auch eine
Kontrolle des Blutdruckes erreicht. Eine weitere wichtige Funktion ist die
Elimination von koérpereigenen Stoffen, wie zum Beispiel Endprodukten des
Stickstoffstoffwechsels, sowie kdrperfremden toxischen Stoffen, wie
Medikamenten, tber den Urin (Welsch et al., 2018). Die spezifische Einheit der
Niere ist das Nephron. Es setzt sich aus zwei Teilen zusammen: Dem
Nierenkorperchen, welches aus dem Glomerulum sowie der Bowman-Kapsel
besteht, und den Tubuli, die sich aus der Rinde bis ins Nierenmark fortsetzen. Im
Alter von 20-30 Jahren finden sich in der Niere ca. 2 Millionen intakte Glomeruli,
bis zum 70. Lebensjahr sinkt die Anzahl der funktionstiichtigen Glomeruli auf die
Halfte (Silbernagl, 2019). In den Kapillaren eines Glomerulus herrscht ein, fur
kapillare Verhaltnisse, hoher Blutdruck (55 mmHg), sodass Primérharn in grof3er
Menge aus dem Blut filtriert (,abgepresst®) wird. Filtriert wird der Primarharn tber
die sogenannte Blut-Harn-Schranke, welche sich aus dem fenestrierten
Endothel, der glomeruldren Basalmembran sowie den Podozyten und ihrer
Schlitzmembran zusammensetzt. Dabei spielen sowohl die Grol3e als auch die
Ladung der Molektile eine Rolle. Das primére Ultrafiltrat gelangt anschlieRend in
das Tubulussystem, wo der Urin durch Sekretions-und Reabsorptionsprozesse
konzentriert wird. Die pro Zeiteinheit durch die Gesamtheit aller Glomeruli filtrierte
Menge, die sogenannte glomeruléare Filtrationsrate (GFR), betragt rund 180 | pro
Tag. Sie ist vor allem von dem Filtrationsdruck sowie der Filtrationsflache
abhangig und wird beim Menschen vorrangig Uber eine Anderung des
hydrostatischen Drucks im Kapillarbett reguliert. Die GFR kann indirekt Gber die
Konzentrationsbestimmung harnpflichtiger Substanzen wie zum Beispiel dem
Kreatinin bestimmt werden und so zur Bestimmung der Nierenfunktion
herangezogen werden. Erkrankungen der Niere werden vor allem gefahrlich,
wenn die GFR auf sehr niedrige Werte absinkt und so die Funktionen der Niere

nicht mehr aufrechterhalten werden konnen. Unterschieden werden
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Erkrankungen des Glomerulus, wie Glomerulonephritiden, und tubulointerstitielle

Nierenerkrankungen.

1.2 Glomerulonephritis:

Zusammen mit den Nephropathien durch arteriellen Hypertonus und Diabetes
mellitus gehoren die Glomerulonephritiden zu den hé&ufigsten Ursachen flr
Nierenversagen (Chadban and Atkins, 2005). Glomerulonephritis ist ein
Sammelbegriff fir mehrere immunologische Prozesse, die zu einer nicht-
bakteriellen, entzindlichen Zerstérung der Glomeruli und damit zu einer
Nierenfunktionseinschrankung fuhren. Es wird die primare, auf die Niere
begrenzte, Glomerulonephritis von der sekundéren Glomerulonephritis
unterschieden, bei der es im Rahmen einer Systemerkrankung, wie zum Beispiel
Lupus erythematodes, zu der Schadigung an den Glomeruli kommt (Chadban
and Atkins, 2005).

Es gibt unterschiedliche Einteilungen der Glomerulonephritis. Zum einen kann
man verschiedene Lokalisationen der Schadigung voneinander differenzieren, es
kénnen sowohl die Endothelzellen als auch das Mesangium oder die Podozyten
betroffen sein (Sethi et al., 2016). Die Auspragung der Symptome kann sich
ebenfalls stark unterscheiden und kann unter anderem eine Hamaturie (blutiger
Urin) sowie auch eine Proteinurie (Eiweil3ausscheidung im Urin) mit folgender
Bildung von Odemen, erh6hten Blutfetten (Hyperlipoproteinamie) oder auch eine
Entstehung von erhohten Blutdruckwerten zeigen. Gemeinsam ist allen Formen
der Glomerulonephritis eine Stérung der Immunantwort mit Entziindung und
Schadigung des Glomerulus und somit der Filtrationsbarriere mit einhergehender
Einschrankung der Nierenfunktion (Chadban and Atkins, 2005).

Die Rapid-progressive Glomerulonephritis ist eine sehr schwere Verlaufsform
einer Glomerulonephritis, die innerhalb weniger Tage zu einem kompletten
Verlust der Nierenfunktion fihren kann (Couser, 2012, Kurts et al., 2013).
Kennzeichnend fir die RPGN ist die Ausbildung sogenannter Halbmonde oder
auch Crescents im Glomerulus, die durch eine starke Proliferation des

Kapselepithels entstehen. Ausléser ist eine Inflammation mit Bildung von



Immunkomplexen und Kapillarnekrosen, bis hin zur Ruptur der Basalmembran
und nachfolgender Einwanderung von Leukozyten (Kurts et al., 2013). Auch eine
Aktivierung des Gerinnungssystems mit Ausbildung von Fibrinansammlungen
sowie eine Proliferation von Podozyten spielen bei der Halbmondbildung eine
Rolle. Insgesamt wird die massive Schadigung des Glomerulus im Rahmen der
rapid progressiven Glomerulonephritis durch eine Kombination von
Kapillarschaden, Gerinnungssystem und Aktivierung unterschiedlicher
immunologischer Zellen, ausgeltst durch eine starke Inflammationsreaktion,
verursacht. Aufgrund von histologischen Markern und Pathomechanismen kann

die RPGN in drei Subtypen unterteilt werden.

1) Eine seltene, aber sehr schwere Form der RPGN ist die, durch
Autoantikorper gegen Kollagen Typ IV der glomerularen Basalmembran
ausgeloste, Form. Typischerweise zeigen sich histologisch lineare
Ablagerungen der Autoantikorper entlang der Basalmembran. Bei
zusatzlicher Beteiligung der Lunge spricht man vom Goodpasture-

Syndrom.

2) Die zweite Form ist die Immunkomplex-vermittelte Glomerulonephritis. Oft
zeigt sich diese Form im Rahmen von Systemerkrankungen wie zum
Beispiel Lupus erythematodes oder einer IgA-Nephropathie.
Charakteristisch ist die Ablagerung von Immunkomplexen aus IgG und

Komplement im granularen Muster an der glomerularen Basalmembran.

3) Die dritte und haufigste Form ist die sogenannte Pauci-immune
Glomerulonephritis. Sie ist sehr oft mit der Bildung von Anti-
zytoplasmatischen Antikérpern (ANCAS) assoziiert, die gegen Antigene im
Zytoplasma von neutrophilen Granulozyten gerichtet sind. Meistens ftritt
diese Form der RPGN auch im Rahmen von Systemerkrankungen auf,
besonders zwei Erkrankungen sind hier hervorzuheben: Die
mikroskopische Polyangiitis und die granulomatdse Polyangiitis (Bosch et
al., 2006, Kurts et al., 2013, Syed et al., 2015).



Die genauen immunologischen Mechanismen, die der Entstehung einer Rapid-
progressiven Glomerulonephritis zugrunde liegen, sind noch nicht im Detall
verstanden. Die Therapie besteht aus hochdosierter Immunsuppression, die
jedoch wenig zielgerichtet ist und daher mit erheblichen Nebenwirkungen
einhergeht. Daher ist es besonders wichtig, genaueres Wissen Uber den
Pathomechanismus zu generieren, um spezifischere Therapien erméglichen zu
konnen (Kurts et al., 2013).

1.3 TH17 Zellen

Die T-Zell vermittelte Immunantwort wurde lange Zeit zwei Zellpopulationen
zugesprochen; den TH1 und TH2 Zellen. Diese CD4* Zellen differenzieren unter
Antigenstimulation in die zwei Untergruppen, welche durch spezifische
Zytokinprofile und Effektorfunktionen gekennzeichnet sind. Die TH1 Zellen sind
vor allem fur die Zell-vermittelte Abwehr von intrazellularen Erregern wie Viren
oder Bakterien verantwortlich. Sie produzieren vor allem Interferon gamma
(IFNy). Die TH2 Zellen sind fur die humorale Abwehr von extrazellularen
Pathogenen wie Parasiten wichtig und kennzeichnen sich durch eine Produktion
von IL-4, IL-5 und IL-13. IL-12 induziert die Differenzierung naiver T-Zellen in TH1
Zellen, wohingegen IL-4 eine TH2-Differenzierung vermittelt (Harrington et al.,
2005, lwakura and Ishigame, 2006). 2005 fuhrten Ergebnisse von Studien an
zwei, bisher als TH1-typische Krankheitsmodelle angesehenen, Erkrankungen
zu einem Paradigmenwechsel. Sowohl in der Autoimmun-Enzephalitis (EAE) als
auch in der Typ Il Arthritis zeigte sich die Rolle einer dritten Zellpopulation, IL-17
produzierende CD4-positive T-Zellen, den TH17 Zellen. In beiden Modellen
zeigte sich eine Abmilderung der Krankheit durch eine Blockade von IL-23,
welches die Produktion von IL-17 Effektorzellen férdert. Im Gegensatz dazu
zeigte sich bei Blockade von IL-12 eine Aggravation der Erkrankung. (Langrish
et al., 2005, Cua et al., 2003)

TH17 Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor RORyt und produzieren die
Zytokine der IL-17 Familie. IL-17 ist ein proinflammatorisches Zytokin und
verstarkt die Reifung von T-Zellen. AulRerdem stimuliert IL-17 Fibroblasten,
Endothelzellen, Makrophagen und Epithelzellen zur Produktion von

proinflammatorischen Mediatoren. Dazu gehdren unter anderem IL-1, IL-6, TNF-



a, NOS-2 Metalloproteasen und Chemokine. Somit sorgen die TH17 Zellen fur
eine Induktion von Entzindung. (Kolls and Linden, 2004, Nakae et al., 2003).
Abbildung 1 veranschaulicht die Polarisation von CD4" in die verschiedenen

Subtypen.

Naive CD4* T cell
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Abbildung 1: Polarisation von naiven CD4-positiven T-Zellen.

TH1 Zellen sind abhangig von IFNy Stimulation und produzieren dieses Zytokin ebenfalls. Fir die
Differenzierung in TH2 Zellen ist IL-4 relevant. TH17 Zellen entstehen durch Stimulation durch II-
6 und IL-23 (Wenzel et al., 2016).

Initial konnte gezeigt werden, dass eine Produktion von IL-23 fir die
Differenzierung in TH17 Zellen relevant ist (Aggarwal et al., 2003, Harrington et
al.,, 2005, Langrish et al., 2005). Im Verlauf zeigte sich jedoch, dass die
Differenzierung in vitro eine Stimulation des T-Zellrezeptors sowie IL-6 benotigt,
jedoch unabhéngig von IL-23 ist. Trotzdem scheint IL-23 flur die
Aufrechterhaltung eines TH17 Phanotyps sowie die Proliferation und das
Uberleben der Zellen wichtig zu sein (Bettelli et al., 2006).

Der Transkriptionsfaktor RORyt ist essenziell fur die Differenzierung von CD4* T-
Zellen zu TH17 Zellen. Ivanov et al. zeigten 2006, dass RORyt von naiven T-

Zellen exprimiert wird und nach Stimulation durch IL-6 und TGF-B zu einer
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Differenzierung zu TH17 Zellen fihrte. Bei isolierten Zellen von RORyt Knockout
Mausen zeigte sich eine deutliche Reduktion in der Produktion von TH17 Zellen
(lvanov et al., 2006). RORyt und somit TH17 Zellen sind wichtig fir die mukosale
Barriere und finden sich vor allem in der Darmschleimhaut. Die Abwesenheit von
TH17 Zellen bei IL-23 defizienten Mausen fuhrt zu einer schlechteren Abwehr
gegen Citrobacter rodentium im Darm. Gleichzeitig fuhrt die Anwesenheit dieses
Bakteriums zu einer Stimulation der Expansion von TH17 Zellen in der Lamina
propria (Mangan et al., 2006). Auch bei der Bekdmpfung von pulmonalen
Infektionen mit Klebsiella pneumoniae spielen IL-17 und IL-23 eine wichtige Rolle
(Happel et al., 2005, Ye et al., 2001). Durch Induktion von Chemokin-Expression
(unter anderem CXCL5) und G-CSF fuhren die RORyt-abhangigen TH17 Zellen
zu einer Expansion und Rekrutierung von Neutrophilen, um diese Erreger zu
kontrollieren, sobald diese die epitheliale Grenze Uberschreiten (lvanov et al.,
2006).

1.3.1 TH17 Zellen und Autoimmunitat:

Seit ihrer Entdeckung und Charakterisierung wurde die Rolle von TH17 Zellen in
unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen untersucht (Bedoya et al., 2013).
Cua et al. zeigten bereits 2003, dass IL-23 das entscheidende Zytokin im Modell
der experimentellen autoimmunen Enzephalitis ist (Cua et al.,, 2003). Mit
Entdeckung der TH17 Zellen konnte im Verlauf sowohl im Tiermodell als auch in
menschlichen Proben die elementare Rolle dieser Zellen in der Pathogenese der
autoimmunen Enzephalitis dargestellt werden (Kebir et al., 2007, Tzartos et al.,
2008). Auch in der Psoriasis konnten die TH17 Zellen als Hauptakteure
identifiziert werden (Di Cesare et al., 2009). Die in der Haut lokalisierten TH17
Zellen regulieren tGber CCL20 und CCR6 die Population der TH17 Zellen
insgesamt und fiihren so zu einer erhéhten Entziindungsaktivitat (Homey et al.,
2000). Passend dazu konnten in Psoriasis-Lasionen vermehrt TH17 Zellen sowie
erhohte Konzentrationen von CCL20 und CCR6 im Vergleich zu gesunden
Kontrollen nachgewiesen werden (Lewis et al., 2013). Mittlerweile sind durch die
umfassende Forschung zur Rolle von TH17 Zellen in verschiedenen
Autoimmunerkrankungen auch therapeutische Ansatze entwickelt worden.

Verschiedene Antikdrpertherapien sind sowohl in der Psoriasistherapie sowie in
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der Behandlung von Spondylitis im Einsatz (Baeten et al., 2013, Baeten et al.,
2015, Leonardi et al., 2012, Mease et al., 2015).

1.3.2 TH17 Zellen und Glomerulonephritis

Beobachtende Studien in Patienten sowie in experimentellen Modellen haben
bereits vor 20 Jahren gezeigt, dass in der Entstehung der rapid-progressiven
Glomerulonephritis sowohl humorale wie auch zellulare Mechanismen beteiligt
sind und dass die CD4 positive T-Zellen eine wichtige Rolle in der Pathogenese
der rapid progressiven Form spielen (Holdsworth et al., 1999). Nach der
Entdeckung der TH17 Zellen 2005 wurde ihre Rolle auch in verschiedenen
Modellen der Glomerulonephritis untersucht. Zunachst zeigte sich in Modellen
autoimmuner Nierenerkrankungen wie zum Beispiel der Anti-Myeloperoxidase
Glomerulonephritis (Gan et al., 2010) sowie der ANCA-assoziierten Nephritis
eine erhdhte Konzentration an IL-23 und IL-17, die eine Rolle der TH17 Zellen
vermuten lasst (Abdulahad et al., 2008, Nogueira et al., 2010). Im Tiermodell der
rapid-progressiven Glomerulonephritis, der nephrotoxischen Nephritis (NTN),
konnten Paust et al. 2009 die funktionelle Rolle von IL-17A an der Entstehung
der renalen Entziindungsmechanismen nachweisen. In der Studie zeigte sich ein
deutlich milderer Krankheitsverlauf bei Mausen mit einer IL-17A oder einer IL-23
Defizienz nach Induktion der nephrotoxischen Nephritis, verdeutlicht durch einen
geringeren glomerularen Schaden und eine verbesserte Nierenfunktion (Paust et
al., 2009). In Zelltransferversuchen zeigte sich, dass sowohl TH1 als auch TH17
Zellen eine progressive Glomerulonephritis auslésen. In den Glomeruli der Tiere,
die TH17 Zellen injiziert bekamen, konnte jedoch eine hohere Anzahl von
neutrophilen Granulozyten sowie von CXCL1 nachgewiesen werden (Summers
etal., 2009). Nicht nur die Rolle des Effektorzytokins IL-17 sondern auch die Rolle
des Transkriptionsfaktors RORyt wurde untersucht. Steinmetz et al. zeigten, dass
ein RORyt-Knockout bei Mausen ebenfalls zu einem deutlich abgemilderten
Verlauf der experimentellen rapid progressiven Glomerulonephritis fihrt
(Steinmetz et al., 2011).
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Doch nicht nur TH17 Zellen produzieren IL-17. Auch andere Zellen des
Immunsystems wie yd-T-Zellen, natirliche Killerzellen, LTi Zellen (lymphoid
tissue inducer cells) und auch myeloide Zellen wie neutrophile Granulozyten
konnen IL-17 produzieren (Cua and Tato, 2010). Besonders fur die yd-T-Zellen
konnte auch eine wichtige Rolle in der Entziundungsinduktion im Modell der
experimentellen Glomerulonephritis gezeigt werden. Vor allem in der
Anfangsphase der Entziindungsreaktion sind diese Zellen die Hauptproduzenten
von IL-17 und tragen somit zu grof3en Teilen zur Induktion der Inflammation bei
(Turner et al., 2012).

Welche Rolle die TH17 Zellen allein in der Entwicklung der experimentellen
Glomerulonephritis spielen und was ein spezifischer Knockout dieser Zellen

bewirkt, ist Gegenstand dieser Arbeit.

1.3.3 TH17 und reqgulatorische T Zellen

Regulatorische T-Zellen sind lange Zeit vor allem Uber den gemeinsamen
Transkriptionsfaktor FOXP3 charakterisiert worden. In verschiedenen Studien
gab es dann jedoch vermehrt Hinweise darauf, dass es viele verschiedene
Subtypen von regulatorischen T-Zellen gibt, die neben FOXP3 andere
Transkriptionsfaktoren exprimieren (Feuerer et al., 2009). Mehr noch zeigte sich,
dass die regulatorischen T-Zellen einen spezifischen Gegenpart zu den Effektor-
T-Zellen bilden und sogar dieselben Transkriptionsfaktoren exprimieren. So
lassen sich beispielsweise die Tregl Zellen mit einer Expression von FOXP3 und
Tbet von den Tregl7 Zellen unterscheiden, die neben FOXP3 auch STAT3
exprimieren (Kluger et al., 2016). Im Verlauf zeigte sich jedoch, dass nicht nur
STAT3 von Tregs exprimiert wird, sondern auch der TH17-spezifische
Transkriptionsfaktor RORyt (Lochner et al., 2008). Diese Zellen, auch biTregs
genannt, produzieren in vitro das antiinflammatorische Zytokin IL-10. Zusatzlich
konnte aber auch gezeigt werden, dass bei einer induzierten Pilzinfektion auch
proinflammatorische Zytokine wie IL-17 produziert werden (Osorio et al., 2008).
Die Prasenz der biTregs konnte fiir mehrere autoinflammatorische Erkrankungen
gezeigt werden, unter anderem Colitis ulcerosa (Hovhannisyan et al., 2011),

Psoriasis (Bovenschen et al., 2011) und Arthritis (Pesenacker and Wedderburn,
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2013). Auch in der Glomerulonephritis zeigte sich eine wichtige Rolle fir die
biTregs. Ein Transfer von biTregs fuhrte zu einer signifikant niedrigeren
Schadigung im Modell der nephrotoxischen Nephritis. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass die IL-17 Produktion durch die biTregs abhéngig von der RORyt
Expression war. Ein Ausknocken von RORyt in den biTregs fiihrte ebenfalls zu

einem milderen Krankheitsverlauf (Kluger et.al 2016).
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1.4 Arbeitshypothese:

Das Zytokin IL-17 spielt eine wichtige Rolle bei autoimmunen
Nierenerkrankungen. RORVyt ist der definierende Transkriptionsfaktor in CD4
positiven T-Zellen zur Entwicklung von TH17 Zellen. Die selektive Bedeutung der
TH17 Zellen in Bezug auf die Pathogenese der autoimmunen Glomerulonephritis
wurde bislang nur unzureichend untersucht. Daher fiihrten wir die Versuche mit
einem selektiven Knockout von RORyt in CD4-positiven Zellen durch. Um den
Einfluss von RORyt und IL-17 auf die glomeruléare Filtrationsrate und die
autoimmune Glomerulonephritis zu untersuchen, etablierten wir zunéchst die
wiederholte transkutane Messung der GFR am wachen Tier durch Bestimmung
der Eliminationskinetik eines Fluoreszenz-markierten Sinistrins in unserem
Labor. AnschlieRend induzierten wir das Tiermodell einer autoimmunen
Glomerulonephritis, der sogenannten nephrotoxischen Nephritis, in CD4-Cre und
CD4-Cre RORyt" Mausen.

Unsere Arbeitshypothese lautete, dass ein selektiver Knockout von RORyt in
CD4 positiven T-Zellen sich protektiv auf den Verlauf der nephrotoxischen
Nephritis auswirkt und eine Abschwachung des Verlaufs der Nephritis zu einer

verbesserten GFR fuhrt.
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2. Methoden:

2.1 Versuchstiere:

Fur die Versuche verwendeten wir, zu Beginn der Versuche 8-10 Wochen alte,
CD4-Cre bzw. CD4-Cre RORyt"" Mause auf C57black6é Hintergrund. Cre wurde
bei allen Tieren heterozygot exprimiert. Die Haltung erfolgte in Standardkafigen
(Typ Il long) in Gruppen von ein bis sechs Tieren mit dauerhaftem Zugang zu
Wasser und Futter. Drei bis viermal in der Woche erfolgte ein Kafigwechsel. In
den Kafigen befand sich Einstreu auf Holzbasis und Zellstoff als Nestmaterial.
Durch einen im gesamten Tierstall herrschenden Tages und Nachtzyklus wurde
die zirkadiane Rhythmik der Tiere gewahrleistet. Von 5-17 Uhr wurde der Tag
definiert, von 17-5 Uhr die Nacht durch Dunkelheit bzw. Rotlicht. Die Temperatur
lag zwischen 20° und 24°, die Luftfeuchtigkeit bei 50-60 %. Es erfolgte eine
regelmanige Kontrolle des Gesundheitszustands der Tiere durch Beurteilung von
Aussehen, Aktivitdt und Gewicht. Fiur die beschriebenen Versuche wurden drei
Versuchstiergruppen verglichen. Gesunde CD4-Cre Kontrollméuse. CD4-Cre
Mause mit nephrotoxischer Nephritis und CD4-Cre RORyt" Mause mit
nephrotoxischer Nephritis. Tabelle 1 zeigt die Anzahl der einzelnen Versuchstiere

pro Gruppe.

CD4-Cre CD4-Cre CD4-Cre RORytf/
Kontrolle NTN NTN
Anzahl 12 20 29

Tabelle 1: Anzahl der Versuchstiere in den einzelnen Versuchsgruppen
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2.2 Tierexperimentelle Methoden:

2.2.1 Nephrotoxische Nephritis:

Als experimentelles Modell der autoimmunen Glomerulonephritis wurde die
nephrotoxische Nephritis genutzt. Abbildung 2 stellt den Versuchsaufbau dar. Die
Nephrotoxische Nephritis wurde bei den Mausen im Alter von 8-10 Wochen
induziert. Das NTN-Serum wurde gewichtsadaptiert intraperitoneal injiziert, im
Mittel etwa 300 ul. Die Injektion wurde unter Isofluran Narkose vorgenommen.
Anschlie3end wurden die Mause flr einen Tag auf eine Warmeplatte gestellt und
erhielten Weichfutter. Es erfolgte eine engmaschige Kontrolle des Aussehens
und der Aktivitat. Die Entwicklung einer Proteinurie wurde an Tag 3 und Tag 7
mit Urinteststreifen sowie der Messung von Albumin und Kreatinin analysiert. Die
Nierenfunktionseinschrankung wurde aufRerdem durch die Testung der
glomerularen Filtrationsrate an Tag 2 und Tag 8 untersucht. Nach 10 Tagen

wurden die Organe fir die Analyse des Endorganschadens entnommen.

flox RORyt flox

. 1. CD4-Cre Kontrollen
X 2. CD4-Cre NTN
e > Cre
NTN
GFR Albuminurie Albuminurie GFR Org.ex
| | | | l l
| 3 7 8 10

Abbildung 2: Versuchsaufbau Nephrotoxische Nephritis:
Dargestellt sind der Knockout Mechanismus der CD4-Cre RORyt" Mause (oben) sowie der

chronologische Aufbau des Versuches (unten)
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2.2.2 Organentnahme:

An Tag 10 nach Induktion der nephrotoxischen Nephritis erfolgte die
Organentnahme. Zuvor erfolgte die Tétung der Versuchstiere durch eine tiefe
Isofluran-Narkose und nachfolgende cervicale Dislokation. Zunachst wurde
durch perkutane Herzpunktion Blut fiir die nachfolgenden Analysen gewonnen.
AnschlieRend wurde der Bauchraum ertffnet und die Nieren sowie die Milz
entfernt. Die Milz wurde in zuvor gekihltem HBSS zwischengelagert. Von den
Nieren wurde ein Stiuck fir die PCR-Analyse auf Trockeneis gelagert.
Anschliel3end wurde ein Querschnitt der Nieren in Formaldehyd gelagert. Das
restliche Nierengewebe wurde in vorgekihltem HBSS fur die Zellisolation

gelagert. Zuletzt wurde noch die Tibia der Mause vermessen.

2.2.3 Einbetten der Mausnieren:

Fur die histologische Analyse wurden, wie schon beschrieben, pro Versuchstier
ein Nierenschnitt in gekuhltem Formaldeyhd tUber Nacht bei 4° gelagert. Am
nachsten Tag wurden die Gewebeschnitte mit PBS gewaschen und

anschlieBend in Paraffin eingebettet.

2.2.4 Stoffwechselkafiq:

Fur die Gewinnung von Mausurin wurden die Versuchstiere in Stoffwechselkéfige
gesetzt. Diese bestanden aus einer Mikrotiter-Testplatte als Boden sowie einem
Plastikdeckel. Die Tiere wurden vorher gewogen. Wasser wurde in einigen Wells
zu Verfigung gestellt. Die Versuchstiere waren nicht langer als 4 Stunden in dem
Stoffwechselkéfig. Der Urin wurde anschlieBend mit einem Urinteststreifen auf
Proteinurie untersucht und zur genaueren Bestimmung Albumin sowie Kreatinin

bestimmt.
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2.2.5 GFR-Messung:

Die Messung der glomeruléaren Filtrationsrate erfolgte transkutan und an der

wachen Maus. Der genaue Ablauf der Messung ist in Abbildung 3 dargestellit.

Seriennummer
Batterie-Konnektor

USB-Konnektor

Batterie

Enthaarung der Maus

Messung fir
eine Stunde

Retrobulbare Injektion
von FITC-Sinistrin

Abbildung 3: GFR-Messung an der wachen Maus:

Nach Enthaarung und Applikation des GFR-Senders unter Kurznarkose wird das FITC-Sinistrin
retrobulbar appliziert und anschlieRend eine Stunde an der wachen Maus gemessen. Aus der
Abklingkurve der Fluoreszenzintensitat kann anschlie3end die GFR berechnet werden

(Quielle: Eigene Darstellung).

Die Methode basiert auf der Verwendung von FITC-Sinistrin, einem
fluoreszierenden Farbstoff, der ausschliel3lich renal ausgeschieden wird. Mittels
eines kleinen Senders auf dem Ricken der Maus, der konstant die Konzentration
des FITC-Sinistrins im Blut misst, kann eine Kurve der Ausscheidungskinetik
bestimmt werden. Aus dieser kann anschlieRend mit der MPDIlab Software die

GFR berechnet werden. Das FITC-Sinistrin wird zunachst in Natriumchlorid
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gelost und bei -30° gelagert. Einen Tag vor der geplanten GFR-Messung werden
die Mause unter Isoflurannarkose an einer Seite des Rickens enthaart, dort wird
bei der Messung der Sender platziert. Wir nutzten fur die Enthaarung der Mause
einen Rasierer sowie Enthaarungscreme. Am Tag der Messung wurden
Einzelkafige fur die Zeit der Messung vorbereitet. Die Mause wurden in kurze
Isoflurannarkose gelegt. Nun wurde der Sender mit einer doppelseitig klebenden
Folie auf die rasierte Stelle geklebt, die Batterie angeschlossen und der Sender
zusatzlich auch von auflen mit einem Klebeband fixiert. Das bereits auf
Raumtemperatur aufgetaute FITC-Sinistrin wurde noch einmal gemischt und
gewichtsadaptiert mit einer Dosis von 0,15 mg/g intravends injiziert. Wir nutzten
fur die Injektion den retroorbitalen Venenplexus. Nach einer Basismessung von
1 min wurde die Narkose gestoppt und die Maus in den Kafig mit Zugang zu
Wasser und Futter gesetzt. Nach einer Stunde wurden die Sender in einer
weiteren Kurznarkose abgenommen. Nun konnte der Sender an den Computer
angeschlossen werden und die Daten aus dem internen Speicher des Senders
mit dem Programm MPDIab ausgewertet werden. Uber die Eliminationskurve war
es nun madglich, die GFR zu berechnen. Abbildung 4 zeigt beispielhafte Rohdaten
der GFR-Messung einer Kontroll-Maus sowie einer Maus mit NTN. Aus der
Zeitdifferenz zwischen Zeitpunkt 1 (0 min) und Zeitpunkt t2 (60 min) lasst sich die
GFR berechnen. Diese Methode der GFR-Messung erlaubt eine sehr genaue
Messung der Nierenfunktion am wachen Tier, welche auch wiederholt
durchgefiihrt werden kann (Schreiber et al., 2012)
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Kontrolle NTN

AAAAA

T1/2: 12,0531min | || | T1/2: 51,2283 min

GFR: 1,2127 ml/min/100gKG GFR: 0,2853 mI/min/100gKG

1080

Abbildung 4: GFR-Messung an der wachen Maus:

Die Rohdaten aus der einstindlichen Messung werden in der MPD Lab Software ausgewertet.
Aus der Zeitdifferenz zwischen Zeitpunkt 1 (0 min) und Zeitpunkt t2 (60 min) lasst sich die GFR
berechnen. Beispielhaft sind hier eine Kontrolle mit einer normalen GFR sowie eine Maus mit

NTN und einer deutlich reduzierten GFR zu sehen.

2.3 Proteinbiochemische Methoden:

2.3.1 Messunqg der Albuminurie:

Die Konzentration von Albumin im Urin wurde mittels eines ELISA bestimmit.
Dafir wurde das ELISA Mouse Quantitation Kit verwendet und nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Zun&chst wurde eine 96-Well Mikrotiter Platte
mit anti-Mausalbumin- Primarantikbrper beschichtet und Uber Nacht bei 4°
inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte das dreimalige Auswaschen des Antikdrpers
mit Washing Diluent sowie anschlieend die Inkubation mit Blocking Puffer fir
30 min bei Raumtemperatur. 9 ul des Urins wurden auf das Proteinfeld eines

Urinteststreifen pipettiert, und anhand der Starke die Verdinnung bestimmt.

Folgende Verdinnungen wurden verwendet:
0: 1:500
+:1:5000
++: 1:20.000
+++: 1:50.000
++++: 1:100.000
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Die Standardreihe bestand aus Konzentrationen von 15,625 bis 10.000 ng/ml.
Nachdem die Platte noch einmal gewaschen wurde, erfolgte das Pipettieren von
je 100 ul Probe bzw. Standard pro Well und die Inkubation fur eine Stunde bei
Raumtemperatur. Es folgten wiederholte Waschungen der Platte (insgesamt 5-
mal) und anschlie3end die Inkubation mit Meerrettich gekoppeltem Antikorper bei
Raumtemperatur. Nach  erneutem  wiederholtem  Waschen  wurde
Tetramethylbenzidin im Dunkeln hinzugefiigt und fir 7 min inkubiert. Nach dem
Abstoppen mit H3PO4-Losung wurde die Extinktion am ELISA-Reader bei 450
nm gemessen. Fur die Analyse der Albuminurie wurde der Albumin/Kreatinin

Quotient bestimmt.

2.3.2 Kreatinin-Bestimmung

Der Urin-Kreatininwert wurde mithilfe eines kinetischen Assays nach der Jaffee
Methode bestimmt. Diese Methode basiert auf einer Reaktion von Kreatinin mit
Pikrins&dure, wobei sich im alkalischen Milieu ein orange-gelber Farbkomplex
bildet. Die Referenz bildete eine Standardreihe mit den Konzentrationen 0,03 —
0,8 g/l. Fur die Messung wurde je 10 ul Standard und Urin in Doppelbestimmung
auf eine 96-Well Platte pipettiert und 50 yl Reagenz (Alkalischer Puffer NaOH
und Pikrinsaure im Verhéltnis 5:1) hinzugegeben. Nach einer Minute Inkubation
wurde der Farbumschlag am Elisa Reader bei 492 nm gemessen und die

Messung nach 5 min wiederholt.

2.3.3 Untersuchung des Plasmas:

10 Tage nach Induktion der nephrotoxischen Nephritis erfolgte die
Organentnahme der Mause. Dabei wurde auch durch eine Herzpunktion in tiefer
Isoflurannarkose heparinisiertes Blut entnommen. Daraus wurde Harnstoff
bestimmt. Dies wurde durch das Zentrallabor des Instituts fur klinische Chemie

durchgefihrt.
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2.4. Histopathologische Analyse:

Nach Entnahme der Organe wurde das Nierengewebe in 4% neutral gepuffertes
Formalin gelegt und fur 24 Stunden fixiert. AnschlieBend wurden die
Organproben gewaschen, in Paraffin eingebettet und 1 uym dinne Schnitte
angefertigt. Diese wurden deparaffinisiert und gefarbt. Zum einen erfolgte eine
PAS-Farbung zur Bestimmung der glomerularen Gréf3e und des glomerularen
sowie tubularen Schadens. Zusatzlich erfolgten zellspezifische Farbungen, CD3
fur T-Zellen, GR1 fur neutrophile Granulozyten und F4/80 fur Monozyten und
Makrophagen. Der glomerulare Schaden wurde mit einem Scoring-System unter
200facher VergrolRerung beurteilt. 0 steht in dem Score flr keinen Schaden, 1 fur
einen milden Schaden in einem Drittel des Glomerulums, 2 fir eine Schadigung
des halben Glomerulums und 3 fur ein komplett geschadigtes Glomerulum. Es
wurden 30 Glomeruli pro Tier bewertet. Neben der Schadigung wurde auch die
GroRe der Glomeruli gemessen. Diese wurde computer-assistiert unter der
400fachen Vergrof3erung gemessen. Um den spezifischen Schaden im Rahmen
der Autoimmunnephritis zu bestimmen, wurden die renalen Halomonde in den
Glomeruli gezahlt. Es wurden 30 Glomeruli ausgewertet und die Anzahl der
Halbmonde bestimmt. Der tubuléare Schaden wurde &hnlich zu dem glomeruléren
Schaden durch einen semiquantitativen Score bestimmt. Dabei steht O flir keinen
Schaden, 1 fur milden Schaden, 2 fir moderate Schadigung und 3 fur starke
Schadigung. Tubuldrer Schaden ist dabei definiert als Erweiterung des
Tubuluslumens, Abflachung und Atrophie der Tubuluszellen mit Verbreiterung
der Basalmembran und Erweiterung sowie Fibrosierung des Interstitiums. Es
wurden unter 200facher VergrofRerung 15 Felder analysiert. Zusatzlich wurde die
Infiltration von GR-1* neutrophilen Granulozyten, F4/80*
Monozyten/Makrophagen und CD3* T-Zellen durch immunhistologische Farbung
bestimmt. Daftr wurden unter 200facher VergroRerung 30 Felder pro Tier
ausgewertet und die Anzahl an Zellen pro Feld bestimmt. Alle histologischen

Auswertungen wurden verblindet durchgefihrt.
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2.5 Molekularbiologische Methoden:

2.5.1 Einzelzellsuspension:

Zur Zellisolierung wurden das entnommene Gewebe von Niere und Milz
zerkleinert und in Digestionsmedium (500 ml RPMI, 50 ml FCS, 5 ml
Penicillin/Streptomycin, 5 ml Natrium Pyruvat, 10 ml HEPES) uberfuhrt.
AnschlieRend wurde das Gewebe mit Kollagenase D und DNAse (Roche,
Mannheim) fur 45 min im Wasserbad (37°) inkubiert und anschlieRend im
GentleMACS (Milteny Biotec, Deutschland) verdaut. Die Suspension wurde
danach uber ein 70 ym Zellsieb (Falcon, USA) gegeben und mit 10 ml HBSS
nachgespiilt und zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurden die
Erythrozyten mit Ammonium Chlorid lysiert und die Reaktion nach 5-7 Minuten
mit HBSS abgestoppt. Nach Zentrifugation und AbgieRen des Uberstandes
wurde das Pellet erneut resuspendiert und tber ein 40 ym Zellsieb gegeben.
Danach erfolgte die Uberfiihrung in FACS-Tubes.

2.5.2 Farbung:

Vor der Farbung wurden die Zellen fir 150 min bei 37° und 5 % CO2 im
Brutschrank in Stimulationsmedium aus PMA (Sigma) und lonomycin
(Calbiochem) mit X-Vivo und 3-Mercaptoethanol und Brefeldin A inkubiert. Nach
einem Waschvorgang erfolgte das Uberfiihren in eine 96-Well Platte. Zunachst
wurden die Proben zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen mit 5 %
Mausserum fir 20 min bei 4° inkubiert. Anschlielend erfolgte die
Oberflachenfarbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikérpern. Fir diese
Versuchsreihe wurden folgen Antikdrper eingesetzt CD45 (30-F11), CD3 (17A2),
CD4 (GK1.5), CD8 (53-6.7), ydTCR (GL3), NK1.1 (PK136). Um abgestorbene
Zellen auszusortieren, wurde eine LIVE/DEAD Farbung mit Vivid (Invitrogen)
durchgeftihrt. AnschlieBend wurden die Zellen permeabilisiert und fixiert, um die
nachfolgende intrazellulare Farbung vorzubereiten (Ebioscience FOXP3 staining
kit). FOr die intrazellulare Farbung wurden folgende Antikorper verwendet:
FOXP3 (FJK-16S), RORyt (Q31-378), IFNy (XMG1.2) und IL17A (TC11-
18H10.1). Die Proben wurden mit dem Becton&Dickinson LSRII System und mit
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der DIVA-Software gemessen und mithilfe von FlowJo (Tree Star, USA)

ausgewertet.

2.5.3 Gating Strateqie:

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie werden in sogenannten FACS-Plots
aufgetragen. Dort werden in einem Plot zwei Eigenschaften gegeneinander
aufgetragen. Je nachdem wie die Zellwolken sich in den Plots verteilen, kann
man anhand der Intensitadten Grenzwerte bestimmen, die die Zellen als positiv
oder negativ fur die jeweiligen Eigenschaften einteilen. Der Plot wird somit in
Quadranten unterteilt. Die so entstehenden Subgruppen kénnen anschlie3end in
weiteren Plots erneut genauer unterteilt werden. So lassen sich einzelne
Zellpopulationen in einer Gesamtprobe untersuchen. Zum Beispiel kann der
Anteil der IL-17 produzierenden CD4- positiven Zellen (u.a. TH17 Zellen) an allen

Lymphozyten oder an allen T-Zellen bestimmt werden.

Abbildung 5 veranschaulicht die Gating Strategie, die bei unseren Versuchen
verwendet wurde. Aus den lebenden Zellen (5A) werden die CD45 positiven
Lymphozyten herausgefiltert. (5B) Mithilfe eines Gates fir die CD3 positiven
Zellen kdnnen dann die T-Zellen von anderen Zellen unterschieden werden. (5C)
Interessant fur unsere Versuche waren dann die CD4*CD8" Zellen, wie in Abb.
5D dargestellt. Hieraus kann man dann zum einen durch FOXP3 in
regulatorische T-Zellen und T-Effektorzellen einteilen (5E) oder durch IFNy und
IL-17 zwischen TH1 und TH17 Zellen unterscheiden.
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Abbildung 5: Gating Strategie

Aus den lebenden Zellen (A) werden die CD45 positiven Lymphozyten herausgefiltert. (B) Mithilfe
eines Gates fur die CD3 positiven Zellen kénnen dann die T-Zellen von anderen Zellen
unterschieden werden. (C) Interessant fur unsere Versuche waren dann die CD4*CD8" Zellen,
wie in Abb. D dargestellt. Hieraus kann man dann zum einen durch FOXP3 in regulatorische T-
Zellen und T-Effektorzellen einteilen (E) oder durch IFNy und IL-17 zwischen TH1 und TH17

Zellen unterscheiden.
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2.5.4 RNA-Isolation und cDNA-Synthese:

Um die RNA aus dem Nierengewebe zu isolieren, wurde das NucleoSpin Plus
RNA kit (Macherey und Nagel) verwendet und die Durchfiihrung erfolgte nach
Herstellerangaben. Um den Reinheitsgrad der Probe sowie die RNA-
Konzentration zu untersuchen, wurden die Proben mit dem NanoDrop analysiert.
Fur die cDNA-Synthese wurden 200 ng (=2 pl) RNA mit 12,5 yl Mastermix |
gemischt und 5 min bei 65° inkubiert. Hierzu wurde dann jeweils 5,5 yl Mastermix
Il gegeben und dies im Thermocycler inkubiert (10 min 25°, 60 min 42°, 15 min
70°)

2.5.5 Quantitative Real-Time PCR:

Mit der quantitativen Real-Time PCR ist es moglich, in einer Probe indirekt tber
den cDNA-Gehalt den RNA-Gehalt zu bestimmen und so Ruckschlisse auf die
Expression bestimmter Gene zu erhalten. Fir die quantitative Real-Time PCR
wurde das Applied Biosystems ABI Prism System und das SYBR Green
JumpStart taq Ready Mix (Sigma) angewandt. Die Analyse erfolgte in
Doppelbestimmung auf 96-Well Platten. Fir jeden Ansatz wurden 1,5 yl cDNA
mit 11 pl Mastermix vermischt und analysiert. Als Referenzgen wurde 18S mit
einer Verdunnung von 1:500 verwendet. Die Amplifizierung erfolgte mit dem
StepOne Real-Time PCR System (95° fur 10 min und danach 42 Wiederholungen
von 15 Sekunden 95° und 1 Minute 60°). Es wurden mausspezifische Primer
verwendet. Die Analyse erfolgte mit der StepOne Software und anschliel3end mit

Microsoft Excel.
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2.6 Statistische Analyse:

Die statistische Auswertung wurde mit GraphPad Prism 7 angefertigt. Zunachst
wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov Test die Gauldsche Normalverteilung
untersucht. Bei drei Vergleichsgruppen (Kontrolle, Wildtyp und Knockout) wurde
fur die Analyse der ungepaarte One-Way Anova verwendet. Bei einer
vorliegenden Normalverteilung fir alle drei Gruppen benutzten wir fur die
Uberprufung der Signifikanz den One-Way Anova und die Post-Hoc Analyse
nach Newman-Keuls (Korrektur fir mehrfache Vergleichstests). Sobald
mindestens ein Datenset nicht normalverteilt war, verwendeten wir den nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis Test und die Post-Hoc Analyse nach Dunn’s. Es
wurden anschlielend die Mittelwerte der einzelnen Gruppen miteinander
verglichen. Diese wurden mit Standardfehler (SEM) angegeben. In der Graphik
wird die Signifikanz mit Sternchen verdeutlicht.

Dabei bedeutet:

*: p<0,05

**. p<0,01

***: n<0,001

*rxx: p<0,0001
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3. Ergebnisse:

3.1 CD4-Cre RORyt " Knockout fuhrt zum kompletten Fehlen
von TH17 Zellen sowie der biTreqgs

Zunachst fihrten wir als Kontrolle des CD4-Cre RORyt Knockouts eine FACS-
Analyse durch. Hierbei untersuchten wir die Expression von RORyt in CD4
positiven T-Zellen, wie beispielhaft in Abbildung 6 gezeigt. Im Vergleich zu den
CD4-Cre Wildtyp Mausen (RORyt Teff Zellen etwa 6 +0,97 % der CD4 positiven
Zellen, n=11) zeigte sich bei den CD4-Cre RORyt"" Mausen ein fast komplettes
Fehlen der RORyt produzierenden T-Zellen. (0,2 0,04 % der CD4 positiven
Zellen, n=21) wie in Abbildung 7A zu sehen ist. Dadurch konnte der erfolgreiche
Knockout nachgewiesen werden. Die Anzahl von CDA4-positiven T-Zellen
insgesamt war zwischen CD4-Cre und CD4-Cre RORyt" Mausen nicht
signifikant unterschiedlich. (siehe Abbildung 7B) Es zeigte sich jedoch eine
Steigerung der CD4-positiven RORyt exprimierenden Zellen bei den CD4-Cre

Méausen mit Nephritis im Vergleich zu den CD4-Cre Kontrollen.

Kontrolle CD4-Cre CD4-Cre RORytf

RORyt Teff RORyt Teft RORyt Teft
264 362 010

RORyt
RORyt

RORyt

CD4

Abbildung 6: Beispielhafte FACS-Analyse auf CD4*RORyt* Zellen:
Dargestellt ist der Anteil der CD4* Zellen, die RORyt* sind. Bei den CD4-Cre RORyt" Mausen

zeigt sich, wie zu erwarten ein komplettes Fehlen der RORyt+ Zellen mit 0,1 %.

Zusatzlich testeten wir auch die Auswirkungen des Knockouts auf andere CD4
positive Zellgruppen. BiTregs sind eine Untergruppe der regulatorischen T-Zellen
und definieren sich Uber die Koexpression von FOXP3 und RORyt. Abbildung 8
zeigt eine beispielhafte FACS-Analyse der biTregs. Diese doppelt positiven

28



Tregs waren in der Gruppe der CD4-Cre RORyt"! Mause ebenfalls signifikant
reduziert (0,12 +0,03 % der CD3* Zellen, n=21) im Vergleich zur Gruppe der
CD4-Cre Wildtyp Mause (2,9 £0,33 % der CD3* Zellen, n=11, Abbildung 7C).

Auch hier zeigte sich bei der Anzahl der Tregs insgesamt kein Unterschied

zwischen Wildtyp und Knockout Mausen (siehe Abbildung 7D).

% CD4* RORyt* Zellen

% CD3*FOXP3*RORyt*

Abbildung 7: Quantifizierung der FACS-Daten
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In der Gruppe der CD4-Cre RORyt" Mause zeigt sich ein kompletter Knockout der CD4*RORyt*
Zellen (A), wahrend die Anzahl der CD4*Zellen insgesamt keinen Unterschied zu den CD4-Cre
Wildtyp Mausen ergab. (B). Ebenso fihrt der Knockout zu einem Fehlen der FOXP3* RORyt*
biTregs in der Gruppe der CD4-Cre RORyt"" Mause (C) ohne einen signifikanten Unterschied der

Tregs (D)
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FOXP3

Kontrolle CD4-Cre CD4-Cre RORytf/f

T v T
ROR- , Foxp3+ RORyt+ , Foxp3+ RORWt- , Foxp3+ RORyt+ , Foxp3+ RORyt- , Foxp3+ RORyt+ , Foxp3+
6,35 168 532 252 750 0,083

FOXP3
FOXP3

Q3
026

Q3 Q3
274 873 : 424

RORyt RORyt

Abbildung 8: Beispielhafte FACS-Analyse der RORyt-FOXP3 doppelt positiven biTregs:

Intrazellulare Farbung von renalen T-Zellen mit FOXP3 und RORyt. Die doppelt positiven biTregs
sind im oberen rechten Quadranten abgebildet. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigt sich ein
leichter Anstieg der biTregs bei den CD4-Cre Mausen. In der Gruppe der CD4-Cre RORyt™f

Mause lassen sich wie zu erwarten keine biTregs nachweisen

3.2 Nephrotoxische Nephritis fuhrt zu Einschrankung der
Nierenfunktion

Die Harnstoffkonzentration im Plasma ist ein bisher oft verwendeter Marker fir
die Nierenfunktion. Daher analysierten wir die Konzentration von Harnstoff-N im
Plasma 10 Tage nach Induktion der Nephritis. Dies ist in Abbildung 9 dargestellt.
Die Induktion der Nephritis fihrte sowohl bei den CD4-Cre als auch den CD4-
Cre RORyt"" Mausen zu einem signifikanten Anstieg der Harnstoffkonzentration
im Plasma (CD4-Cre: 35,18 +2,64 mg/dl, n=11 und CD4-Cre RORyt": 35,95 +1,9
mg/dl, n=21). Hierbei zeigte sich kein Unterschied zwischen CD4-Cre Wildtyp
und CD4-Cre RORyt"" Mausen (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 7: Anstieg der Retentionsparameter unter Nephritis

Im Vergleich zu den Kontrollméusen zeigen die nephritischen Mause einen Anstieg in der
Plasmakonzentration von Harnstoff-N. Es zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied
zwischen CD4-Cre Wildtyp und CD4-Cre RORyt" Mausen.

Die Bestimmung von Harnstoff-N im Plasma ist jedoch nur eine ungenaue
Abbildung der glomerularen Filtrationsrate. Die Plasmaspiegel steigen meist erst
ab 50 % Funktionseinschrankung, zuséatzlich werden sie durch andere Faktoren

wie die Ernahrung beeinflusst.

Der Goldstandard, um die Nierenfunktion darzustellen, ist die Bestimmung der
glomerularen Filtrationsrate (Scarfe et al., 2015). Um die Nierenfunktion genau
darstellen zu kbénnen, wurde die glomerulare Filtrationsrate mit einer FITC-
Sinistrin basierten Methode gemessen, die wiederholte Messungen an einer
wachen Maus ermaoglicht. Zuerst fuhrten wir eine basale Messung vor Induktion
der Nephritis durch. Wie in Abbildung 10 dargestellt, zeigte sich eine
durchschnittliche GFR von 1,3 ml/min/100g Korpergewicht in allen drei Gruppen
(CD4-Cre Kontrolle, CD4-Cre Wildtyp, CD4-Cre RORyt"™). Die zweite Messung
erfolgte zwei Tage nach Induktion der Nephritis. Es zeigte sich eine deutliche
Reduktion der GFR auf etwa 23 % der Basalwerte (CD4-Cre: 0,314 +0,026
ml/min/100g, n=11 und CD4- Cre RORyt"" 0,31 +0,027 ml/min/100g, n=10). Die
Mause der Kontrollgruppe zeigten weiterhin eine GFR bei 1,16 ml/min/100g
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Korpergewicht (£0,057 ml/min/100g Korpergewicht, n=4). Ein signifikanter
Unterschied zwischen CD4-Cre und CD4-Cre RORyt" Mausen zeigte sich nicht.
Acht Tage nach Nephritis Induktion fihrten wir die dritte Messung durch. Hier
zeigte sich ein leichter Anstieg der GFR auf etwa 50 % (CD4-Cre: 0,765 +0,09
ml/min/100g, n=11 und CD4- Cre RORyt"" 0,67, +0,046 ml/min/100g, n=21).
Weiterhin konnte kein signifikanter Unterschied zwischen CD4-Cre und CD4-Cre

RORyt" Mausen gezeigt werden.
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Abbildung 8: GFR-Messung im Verlauf der Nephritis

In der basalen Messung zu Beginn des Versuches zeigen alle drei Versuchsgruppen eine
ahnliche GFR. An Tag 2 zeigt sich die deutliche Reduktion der GFR durch die Nephritis auf etwa
23 % der Basalwerte. Die GFR steigt an Tag 8 wieder auf etwa 50 % der Basalwerte an. Ein

signifikanter Unterschied zwischen CD4-Cre und CD4-Cre RORyt" Mausen zeigt sich nicht.
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Die Albuminurie wurde an Tag 3 und 7 nach Induktion der Nephritis gemessen.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 veranschaulicht. Fir die genauere Analyse
wurde die Albumin/Kreatinin Ratio bestimmt. Drei Tage nach Induktion der
Nephritis zeigte sich eine Albumin/Kreatinin Ratio von 164 mg/mg (+23,1 mg/mg,
n=12) bei den CD4-Cre Wildtyp Mausen und 190 mg/mg (+ 14,85 mg/mg, n=21)
bei den CD4-Cre RORyt"" Mausen. Diese ging zu Tag 7 leicht zurlick und betrug
dort im Mittel noch 56 mg/mg (8,96 mg/mg, n=12) in der CD4-Cre Wildtyp
Gruppe sowie 77,5 mg/mg (8,67 mg/mg, n=21) in der CD4-Cre RORyt"f
Gruppe. Ein signifikanter Unterschied zwischen CD4-Cre Wildtyp und CD4-Cre
RORyt"" Mausen zeigte sich zu beiden Zeitpunkten nicht.
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Abbildung 9: Nephrotoxische Nephritis fihrt zu signifikantem Anstieg der Albuminurie
Sowohl 3 Tage nach Induktion der Nephritis als auch 7 Tage danach zeigt sich eine deutliche
Albuminurie bei den nephritischen Mausen, im Vergleich zu den Kontrollen. Ein signifikanter

Unterschied zwischen CD4-Cre und CD4-Cre RORyt" M&usen lasst sich aber nicht nachweisen.

3.3 CD4-Cre RORyt"" Mause weisen einen deutlich starkeren
Nierenschaden in der Histologie auf

Um den Effekt des RORyt Knockouts in CD4-positiven Zellen auf den renalen
Schaden im Rahmen der Nephritis zu evaluieren, analysierten wir Nierenschnitte
10 Tage nach Induktion der Nephritis. Dafur wurden die Nieren mit der PAS-
Farbung gefarbt und die Schadigung mithilfe von semiquantitativen Scores

ausgewertet. Die Induktion der nephrotoxischen Nephritis fuhrte sowohl in der
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Gruppe der CD4-Cre Mause als auch in der Gruppe der CD4-Cre RORyt" Mause
zu einem renalen Schaden, charakterisiert durch eine Schwellung und
Schadigung der Glomeruli, das Ausbilden der krankheitstypischen Halbmonde.
Abbildung 12 zeigt reprasentative Fotos der PAS-Farbung von CD4-Cre, CD4-
Cre Wildtyp und CD4-Cre RORyt" Mausen.

Kontrolle CD4-Cre

Abbildung 10: PAS-Farbung von renalen Schnitten

Im Vergleich zu den Kontrollen zeigen die Mause nach Induktion der Nephritis eine renale
Schadigung, sowohl glomerular als auch tubulointerstitiell. Dabei zeigen die CD4-Cre RORyt™
Mausen einen deutlich starkeren Schaden. Hier zu sehen ist auRerdem die Ausbildung
sogenannter Halbmonde.

Uberraschenderweise zeigten die CD4-Cre RORyt" Mause einen deutlich
aggravierten Schaden im Vergleich zu den CD4-Cre Wildtyp Mausen. Der
guantitative glomerulére Schaden wurde durch einen Score ermittelt und zeigte
signifikant hohere Schadigung bei den Knockout Mausen mit einem mittleren
Score von 1,68 (+0,05, n=21) im Vergleich zu 1,3 (+0,13, n=11) bei den Wildtyp
Mausen (siehe Abbildung 13 A). Dies wurde unterstitzt durch ebenfalls
signifikant groRere Glomeruli bei den CD4-Cre RORyt" Mausen (6600 +110,1
um?2, n=21) im Vergleich zu den CD4-Cre Mausen (6050 £210,2 ym?, n=11), wie
Abbildung 13 B verdeutlicht. Ein krankheitsspezifischer Marker fir die
experimentelle rapid-progressive Glomerulonephritis (crescentic glomerular
nephritis) ist die Ausbildung sogenannter Halbmonde, auch Crescents genannt.
Die Anzahl dieser Halbmonde wurde ebenfalls ausgezéhlt und ergab signifikant
hohere Anzahlen von Halbmonden bei den CD4-Cre RORyt" Mausen. (siehe
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Abbildung 13 C) In der Gruppe der CD4-Cre RORyt" Mause zeigten sich bei
Auszahlung von 30 Glomeruli im Mittel 60 % Halbmonde (+2,05 %, n=21), in der
Gruppe der CD4-Cre Wildtyp Mause hingegen nur im Mittel 40 % Halbmonde.
(5,63 %, n=11) Zusatzlich analysierten wir auch den tubulointerstitiellen
Schaden, ebenfalls mit Hilfe eines Scores. Auch hier zeigten die CD4-Cre
RORyt"" Mause eine deutlich ausgepragtere Schadigung (1,9 +0,05, n=21) im
Vergleich zu den CD4-Cre Wildtyp Mausen. (1,3 £0,19, n=11, siehe Abbildung
13 D)
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Abbildung 11: CD4-Cre RORyt"" Mausen zeigen einen deutlich aggravierten Schaden

Die Induktion der Nepbhritis fihrt zu einer Ausbildung eines renalen Schadens. Die CD4-Cre
RORyt"" Mause zeigen jedoch einen signifikant starkeren Schaden. Verdeutlicht wird dies durch
einen hoheren Schadigungs-Score glomerular (A) sowie signifikant grofRere Glomeruli. (B) Auch
die krankheitstypischen Halbmonde sind in den CD4-Cre RORyt" Mausen signifikant mehr
vorhanden. (C) Aber nicht nur glomeruldr sondern auch tubulointerstitiell zeigt sich eine deutlich
starkere Schadigung im Vergleich zu den CD4-Cre Wildtyp Méusen. (D)
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Die Entzindungsreaktion in der Niere wird hervorgerufen durch die Infiltration
verschiedener Immunzellen. Diese wurde mit Hilfe von immunhistochemischen
Farbungen analysiert. Wie bereits beschrieben, werden Uber eine Ausschittung
von Zytokinen (wie CXCL5) Neutrophile Granulozyten angelockt. Die Infiltration
dieser Zellen kann durch eine Farbung GR1 positiver Zellen verdeutlicht werden.
Eine Zunahme der neutrophilen Granulozyten durch die Induktion der Nephritis
konnte in beiden Gruppen im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen werden,
Abbildung 14 zeigt beispielhafte Fotos sowie die Quantifizierung der

ausgezahlten Zellen.

Kontrolle CD4-Cre CD4-Cre RORyt"!

10

GR1*Zellen/Ipf

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbung auf GR1-positive Zellen.
CD4-Cre RORYyt""Mause zeigen eine signifikant héhere Anzahl von eingewanderten neutrophilen
Granulozyten im Vergleich zu den CD4-Cre Wildtyp Mausen.

Der CD4-spezifische Knockout von RORyt fluhrte interessanterweise zu einer
signifikant héheren Infiltration durch GR1-positive neutrophile Granulozyten. Es
zeigten sich bei den CD4-Cre RORyt"" Mausen im Schnitt 2,07 Zellen pro low
power field (+0,34 Zellen/lpf, n=21) im Vergleich zu 0,7 Zellen/Ipf bei den CD4-
Cre Wildtyp Méausen (0,1 Zellen/lpf, n=11)

Auch die Anzahl von F4/80* Makrophagen und Monozyten sowie der CD3" T-
Zellen war erhoht, hier war der Unterschied zwischen Knockout und Wildtyp

jedoch nicht signifikant, wie in Abbildung 15 und 16 zu erkennen.
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CD4-Cre CD4-Cre RORyt

Kontrolle

F4/80*Zellen/hpf

Abbildung 13: Immunhistochemische Farbung auf F4/80
CD4-Cre RORyt" Mause zeigen ebenfalls eine starkere Infiltration von F4/80 positiven

Makrophagen und Monozyten im Vergleich zu den CD4-Cre Wildtyp Mé&usen. Ein statistisch

signifikanter Unterschied zeigt sich jedoch nicht.
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Abbildung 14: Immunhistochemische Farbung auf CD3
Auch bei der immunhistochemischen Farbung auf CD3* T-Zellen lassen sich bei den
CD4-Cre RORYyt" Mausen signifikant mehr Zellen nachweisen als bei den CD4-Cre Wildtyp

Mausen.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse eine signifikant aggravierte

Schadigung der Nieren im Rahmen der Nephritis bei Mausen ohne CD4* RORyt*
Zellen im Vergleich zu Wildtyp Mausen.
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3.4 Nephrotoxische Nephritis fihrt zu Expression
proinflammatorischer Zyotokine:

Mithilfe von Real-Time PCR Analyse wurde die Expression von verschiedenen,
an der Pathogenese des renalen Schadens beteiligten, Faktoren analysiert.

In den nephritischen Mausen zeigte sich eine erhéhte Expression des
profibrotischen Markers PAI-1 sowie des proinflammatorischen Chemokins
CCL2. Abbildung 17 zeigt den Anstieg der Expression von PAI-1 und CCL2 nach
Induktion von NTN. Es zeigt sich kein Unterschied in der Expression zwischen
CD4-Cre und CD4-Cre RORyt"" Mausen.
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Abbildung 15: Real-Time PCR Analyse der Niere auf PAI-1 und CCL2

Induktion von nephrotoxischer Nephritis flhrt zu einem Anstieg der Expression profibrotischer
Marker wie PAI-1 sowie proinflammatorischer Zytokine wie CCL2. Es zeigt sich jedoch kein
signifikanter Unterscheid zwischen CD4-Cre Wildtyp und CD4-Cre RORyt"" Mausen

Interessanterweise liel3 sich in der Gesamtniere eine im Vergleich zu den Wildtyp

Mausen erhohte Expression von RORyt und IL-17A nachweisen, wobei der
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Unterschied statistisch nicht signifikant war. IL-17A fihrt Gber die Hochregulation
von CXCLS5 zu einer Attraktion von neutrophilen Granulozyten an den Schauplatz
der Entziindung. Passend zu der erhéhten Expression von IL-17 in den CD4-Cre
RORyt" Mausen zeigte sich, wie in Abbildung 18 gezeigt, auch eine erhohte

Expression von CXCL5 in der Niere, auch hier war der Unterschied statistisch

jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 16: Real-Time PCR Analyse der Niere auf IL-17 und RORyt
Die Induktion der Nephritis verursacht einen Anstieg von RORyt und IL-17A, sowie CXCL5. Die

Expression von IL-17A ist logarithmisch aufgetragen.
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3.5 CD4-Cre RORvyt!' Mausen zeigen eine erhohte Anzahl an
GammabDelta Zellen:

yo0-T-Zellen sind eine weitere Zell-Linie, die RORyt exprimiert und somit ebenfalls
IL-17 produziert. Es konnte bereits eine pathogene Rolle der yd-T-Zellen im
Rahmen der Glomerulonephritis, besonders in der Entzindungsreaktion zu
Beginn der Erkrankung, gezeigt werden. Die RORyt Expression in yd-T-Zellen
wird durch einen CD4-spezifischen Knockout nicht beeinflusst. Wir fihrten eine
FACS-Analyse der yd-T-Zellen 10 Tage nach Induktion der Nephritis durch. Die
Induktion der Nephritis flihrt zu einem Anstieg der yd-T-Zellen. Abbildung 19 zeigt
beispielhafte FACS-Plots von aus der Analyse 10 Tage nach Nephritisinduktion.

A
CD4-Cre Kontrolle CD4-Cre CD4-Cre x RORytf
I52) I52) ™
[a] @) [a)]
(@) O O
gdTCR gdTCR gdTCR
B
CD4-Cre-Kontrolle CD4-Cre CD4-Cre x RORyt/f!
5,35 34,3 30,7
2 & g
gdTCR gdTCR gdTCR

Abbildung 17: Beispielhafte FACS-Plots aus der Analyse der y3-T-Zellen an Tag 10

Die Nephritis flihrt zu einem Anstieg der yo-T-Zellen 10 Tage nach Induktion. Wie in Abbildung
19 A dargestellt zeigen die CD4-Cre RORyt"" Mause eine héhere Anzahl von y8-T-Zellen. Dabei
ist der Anteil RORyt* y&-T-Zellen nicht deutlich unterschiedlich zu den CD4-Cre Wildtyp Mausen.
(Abbildung 19 B)
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Interessanterweise zeigte sich eine hohere Anzahl dieser Zellen in den CD4-Cre

RORyt"! Mausen, wie die Quantifizierung der Daten in Abbildung 20 zeigt (2,5

10,24 % der CD3+ Zellen, n=21). Der Unterschied war jedoch nicht signifikant im
Vergleich zur Wildtyp Gruppe (1,6 0,09 % der CD3+ Zellen, n=11). Auch die

Anzahl RORyt-exprimierender yd-T-Zellen war numerisch héher in den CD4-Cre
RORyt" Mausen (1,24 + 0,18 % der CD3*Zellen, n=21) im Vergleich zu der
Gruppe der CD4-Cre Wildtyp Mause (0,72 +0,14 % der CD3* Zellen, n=11).
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Abbildung 18: Quantifizierung der FACS-Analyse der y&-T-Zellen an Tag 10 nach

Nephritisinduktion

10 Tage nach Induktion der Nepbhritis zeigen sich eine numerisch hdhere Anzahl an y&-T-Zellen
(A) sowie RORyt* yd-T-Zellen (B) in der Gruppe der CD4-Cre RORyt" Mause. Der Unterschied

ist statistisch jedoch nicht signifikant.
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Da yd-T-Zellen vor allem in der Frihphase der Nephritis erhéht sind, fihrten wir

auch eine Analyse der Expression 3 Tage nach Induktion der Nephritis durch.

Die Daten sind in Abbildung 21 dargestellt. Hier zeigte sich eine signifikant
hohere Anzahl von y3-T-Zellen in der Niere der CD4-Cre RORyt" Mause (1,74
+ 0,10 % der CD3*Zellen, n=21) im Vergleich zu den CD4-Cre Wildtyp M&ausen
(1,23 £0,12 % der CD3* Zellen, n=11).
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Abbildung 19: FACS-Analyse der yd-T-Zellen an Tag 3 nach Nephritisinduktion

In Abbildung A sind beispielhafte FACS-Plots dargestellt. Hier zeigt sich bereits eine hdhere

Anzahl von yd-T-Zellen bei den CD4-Cre RORyt" Mausen. Dies zeigt sich auch in der

Quantifizierung. (B) Es zeigen sich signifikant mehr y&-T-Zellen in der Gruppe der CD4-Cre

RORyt" Mause im Vergleich zu den CD4-Cre Wildtyp M&usen.
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4. Diskussion:

Die TH17 Zellen und deren Effektorzytokin IL-17 sind bekannt dafir, eine
wichtige Rolle in der Pathogenese von verschiedenen Autoimmunerkrankungen
zu spielen. Dazu zadhlen unter anderem Arthritis (Bush et al., 2002), die
experimentelle autoimmune Enzephalitis (Chen et al., 2006, Hofstetter et al.,
2005), Colitis (Yen et al., 2006) sowie Glomerulonephritis (Steinmetz et al.,
2011). RORyt ist der definierende Transkriptionsfaktor fur die Produktion von IL-
17 (lvanov et al., 2006). Die Forschungsergebnisse zur Rolle von IL-17 in
Autoimmunerkrankungen haben bereits zu der Entwicklung von IL-17
Antikorpern geflhrt, die ein vielversprechender Ansatzpunkt in der Therapie von
zum Beispiel Spondylarthritis oder Psoriasis sind. TH17 Zellen sind der
Hauptproduzent von IL-17, es gibt jedoch auch viele andere Zellen, die dieses
Zytokin produzieren. Dazu zahlen yd-T-Zellen, neutrophile Granulozyten,
Mastzellen und nattrliche Killerzellen (Cua and Tato, 2010). Um die Rolle von
RORyt in CD4-positiven Zellen in der experimentellen Glomerulonephritis besser
zu verstehen und von anderen Zellen zu unterscheiden, induzierten wir die
nephrotoxische Nephritis in CD4-Cre RORyt" Mausen und CD4-Cre Wildtyp
Méausen, in denen RORyt spezifisch nur in CD4-positiven T-Zellen fehlt. Die
wichtige Rolle von TH17 Zellen in der Glomerulonephritis wurde bereits in vielen
Versuchen gezeigt. TH17 Zellen fanden sich vermehrt in den Nieren von Mausen
mit experimenteller Nephritis, zusatzlich zeigten IL-23 Knockout Mause einen
deutlich abgemilderten Verlauf (Paust et al., 2009).

Unterstiitzend dazu konnten Steinmetz et al. nachweisen, dass RORyt als
definierender Transkriptionsfaktor der TH17 Zellen ebenfalls eine wichtige Rolle
spielt, da auch in RORyt Knockout Mausen der Verlauf der Nephritis deutlich

abgeschwacht war (Steinmetz et al., 2011).

Diese Arbeit liefert neue Erkenntnisse zu der Rolle der TH17 Zellen und ihres
Transkriptionsfaktors RORyt in der experimentellen Glomerulonephritis. In
unseren Versuchen waren die CD4-Cre RORyt"" Mause tberraschenderweise
nicht gegen den Nephritis-induzierten Schaden geschutzt. Im Gegenteil, CD4-

Cre RORyt" Mause zeigten einen deutlich starkeren Nierenschaden und hohere

43



Scores des tubulointerstitiellen Schadens sowie der glomeruldren
Halbmondbildung in der histologischen Untersuchung.

Obwohl die CD4-Cre RORyt" Mause einen signifikant hoheren histologischen
Schaden aufweisen als die CD4-Cre Mause, zeigt sich kein Unterschied bei der
GFR und der Albuminurie. Dieses ist ein generelles Phanomen bei der
nephrotoxischen Nephritis. Offenbar sind GFR und Albuminurie zu wenig
sensitiv, bei einem immunologisch verursachten Unterschied in der Histologie
mitzureagieren. Eine mogliche Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse
konnte die Methode des Knockouts sein. Wéhrend in den meisten anderen
Studien IL-23, IL-17 oder RORyt in allen Zellen ausgeknockt wurde, verwendeten
wir in unseren Versuchen einen CD4-spezifischen Knockout von RORyt. Daftr
benutzten wir das Cre-LoxP System. Dieses System ist seit vielen Jahren géngig,
um gezielt DNA-Sequenzen zu entfernen. Es gibt jedoch in den letzten Jahren
vermehrt Hinweise, dass die Cre-Rekombinase an sich toxische Eigenschaften
besitzt. So konnte zum Beispiel eine vermehrte Aktivierung der Apoptose (Naiche
and Papaioannou, 2007) und auch chromosomale Verédnderungen gezeigt
werden, die von dem Level der Cre Aktivitat abh&ngig sind (Loonstra et al., 2001).
Um einen Effekt auf die Unterscheidung zwischen Wildtyp und Knockout Mausen
zu verhindern, verwendeten wir die CD4-Cre Mause als Kontrollen und Wildtyp
Mause. Die hier verwendete CD4-Cre RORyt"! Maus wurde bisher in nicht vielen
Veroffentlichungen verwendet. Im Modell der CDSS-Colitis zeigte sich
interessanterweise, vergleichbar zu unseren Ergebnissen, eine vermehrte
Aktivitat der Entziindung. Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte jedoch in einem anderen
Modell der Colitis eine verminderte Auspragung der Erkrankung in den CD4-Cre
RORyt" Mausen (Mickael et al., 2022). Evans-Marin nutzte das Modell zur
Untersuchung der Rolle der TH17 Zellen in inflammatorischer Arthritis. Sie
konnte eine Verminderung der Arthritis in CD4-Cre RORyt"" Mausen zeigen
(Evans-Marin et al., 2018). In beiden Studien zeigte sich allerdings, ahnlich wie
bei unseren Ergebnissen, keine generell verminderte IL-17 Produktion. Dies
spricht fur eine relevante Rolle der anderen IL-17 produzierenden, nicht CD4-

positiven, Zellen.

Der Hinweis, dass es neben den TH17 Zellen noch andere Zellen gibt, die

ebenfalls IL-17 produzieren und eine Rolle in der Entstehung der
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Autoimmunerkrankungen spielen, ergab sich schon kurz nach Entdeckung der
TH17 Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass IL-23 auch in RAG-Mausen, denen
sowohl B- als auch T-Zellen fehlen, in der Lage ist, eine IL-17 Produktion zu
induzieren. Daraus liel3 sich schlie3en, dass es auch andere Zellen geben muss,
die in der Lage sind IL-17 zu produzieren (Uhlig et al., 2006). Dazu gehéren yo-
T-Zellen (Sutton et al., 2009), lymphoid tissue inducer cells (Takatori et al., 2009)
und natirliche Killer-Zellen (Michel et al., 2007). Besonders den y&-T-Zellen
kommt eine wichtige Rolle in der IL-17 vermittelten Immunabwehr oder auch
Autoimmunitat zu. Schon friih konnte gezeigt werden, dass yd-T-Zellen eine
wichtige Rolle in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen spielen, wie
zum Beispiel der experimentellen autoimmunen Enzephalitis, der Kollagen-
induzierten Arthritis oder verschiedenen Kolitismodellen (Jensen et al., 2008,
Nanno et al., 2008, Roark et al., 2007, Spahn et al., 1999). Zunachst war vermutet
worden, dass yd-T-Zellen tiber eine IFNy-Produktion zu autoimmunen Prozessen
beitragen. Im Verlauf zeigte sich aber, dass yd-T-Zellen tatséchlich nicht nur
IFNy, sondern auch IL-17 produzieren und dies unabhangig von IL-6, einem flr
die Entwicklung von TH17-Zellen wichtigen Zytokin (Lochner et al., 2008). yo-T-
Zellen exprimieren ebenfalls den TH17-typischen Transkriptionsfaktor RORyt
und produzieren IL-17 nach Stimulation mit IL-23 und IL-13 (Sutton et al., 2009).
In der Folge konnte in verschiedenen Modellen von Autoimmunerkrankungen
gezeigt werden, welch grol3en Anteil die IL-17 Produktion der yd-T-Zellen
zusatzlich zu der Produktion durch die TH17 Zellen spielt. Im Modell der EAE
konnten die yd-T-Zellen als wichtiger Produzent von IL-17 identifiziert werden, da
sich eine signifikant geringere 1L-17 Produktion und nachfolgend eine deutlich
geringere Krankheitsaktivitat in Tcrd”- Mausen zeigte, also Mausen ohne y3-T-
Zellen (Sutton et al., 2009). Turner et al. verdeutlichten die Rolle von yb-T-Zellen
in der Pathogenese der experimentellen Glomerulonephritis. In ihren Versuchen
zeigte sich vor allem eine Bedeutung in der Friihphase der Nephritis, wéahrend in
der spateren Phase der Krankheit die TH17 Zellen eine grof3ere Rolle spielten.
Die yb-T-Zellen fuhrten zu einer Infiltration von neutrophilen Granulozyten und
somit zu einer Aggravation des renalen Schadens. Zusatzlich funktionieren die
yo-T-Zellen als Verstarker der TH17 Zell Antwort. Ein Fehlen von IL-17
produzierenden yd-T-Zellen fuhrte zu einer signifikanten Verminderung der

Neutrophilen-Infiltration und Halbmondbildung (Turner et al., 2012). Passend
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dazu konnten wir 3 Tage nach Induktion der Nephritis eine erhéhte Anzahl RORyt
positiver yd-T-Zellen in den Nieren nachweisen. Interessanterweise zeigten die
CD4-Cre RORyt" Mause eine signifikant hohere Anzahl an RORYyt positiven yd-
T-Zellen. 10 Tage nach Nephritisinduktion war der Unterschied zwischen CD4-
Cre Wildtyp und CD4-Cre RORyt" Mausen nicht mehr signifikant, es zeigten
sich numerisch jedoch weiterhin mehr yd-T-Zellen in der Gruppe der CD4-Cre
RORyt" Mause. Dies konnte in Zusammenschau mit der vermehrten
Schadigung in der Histologie sowie der schlechteren glomerularen Filtrationsrate
in der Gruppe der CD4-Cre RORyt"! Mause eine mogliche Erklarung sein, warum
keine Abmilderung der Nephritis durch den Knockout der TH17 Zellen zu sehen
ist. Unterstitzend zu der Hypothese, dass die yd-T-Zellen in Abwesenheit der
TH17 Zellen tbernehmen, zeigte sich in der Real-Time PCR Analyse aus der
Gesamtniere keine verminderte IL-17A Expression in den CD4-Cre RORytf/
Mausen. Dies deutet darauf hin, dass trotz eines Fehlens der TH17 Zellen eine
relevante IL-17 Produktion stattfindet, die in diesem Fall sogar zu einem deutlich
aggravierteren Schaden fluhrt. Zelltransfer Versuche in IL-17 oder RORyt
Knockout M&usen mit Transfer von TH17 Zellen waren notwendig um spezifisch
die Rolle der TH17 Zellen in Abwesenheit anderer IL-17 produzierender Zellen

ZUu untersuchen.

Es gibt noch eine andere Zellgruppe, die ebenfalls CD4* so wie auch RORyt* ist
und eine Rolle in der glomerularen Nephritis spielt: Die RORyt*FOXP3* biTregs.
Die Gruppe von Kluger et. al hat bereits mehrfach die wichtige Rolle dieser
doppelt-positiven  regulatorischen  T-Zellen in der Abmilderung von
inflammatorischen Prozessen im Rahmen der Glomerulonephritis gezeigt. Diese
Zellen besitzen eine sehr starke anti-inflammatorische Kapazitat, aber auch eine,
durch RORyt vermittelte, pro-inflammatorische Funktion. Ein Transfer von
biTregs in Mause mit nephrotoxischer Nephritis zeigt daher eine deutliche
Abmilderung der Schadigung, was fur die potente Unterdriickung immunogener
Prozesse durch diese Zellen spricht. Auf der anderen Seite fuhrt ein selektiver
Knockout von RORVyt in biTregs zu einer verminderten Schwere der Erkrankung,
was auch die proinflammatorische Seite der biTregs unterstreicht. In der
nephrotoxischen Nephritis zeigen die biTregs vor allem in der Frihphase die

grol3te Expansion, parallel zur Expansion der TH17 Zellen (Kluger et al., 2016).
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In unserer Studie fuhrt der Knockout von RORyt in CD4 positiven Zellen nicht nur
zu einer Abwesenheit der TH17 Zellen, sondern ebenfalls zu einem Mangel an
biTregs. Aufgrund der Tatsache, dass die CD4-Cre RORyt" Mause keine
signifikante Reduktion des renalen Schadens zeigen, scheint vor allem die
immunsuppressive Kapazitat der biTregs einen groRen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf zu haben, mehr noch als das Fehlen der TH17 Zellen. Sowohl
TH17 Zellen als auch biTregs werden durch das Zytokin IL-6 reguliert. Dieses
wurde bisher vor allem durch die Hochregulation von TH17 Zellen als priméar
proinflammatorisches Zytokin angesehen. Hagenstein et al. konnten vor kurzem
nachweisen, dass nicht nur die Expansion von TH17 Zellen, sondern auch die
der biTregs von IL-6 abhéngig ist. In den Experimenten der Arbeitsgruppe wurde
ebenfalls das Modell der nephrotoxischen Nephritis verwendet. Als in IL-6Ra
Knockout Mausen die Nephritis induziert wurde, konnte zwar eine reduzierte
Anzahl von TH17 Zellen gezeigt werden, jedoch keine Reduktion der
Krankheitsintensitat und der damit einhergehenden renalen
Funktionseinschrankung. Zusatzlich konnte ebenfalls eine biTreg Defizienz in
Niere und Milz nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse geben Anlass zu der
Hypothese, dass die Abwesenheit der TH17 Zellen gemeinsam mit der
Abwesenheit der biTregs zum einen zu einer verminderten Migration der biTregs
an den Ort der Entztindung und zum anderen zu einer vermehrten TH17 Zell-
unabhangigen Schadigung fuihrt (Hagenstein et al., 2019). Unsere Ergebnisse
unterstitzen die Aussage von Hagenstein et al., da ein spezifischer Knockout
von RORYyt in CD4-Zellen sowohl im Fehlen von TH17 Zellen als auch in der
Defizienz von biTregs resultiert, aber nicht zu einer Abmilderung der renalen
Schadigung fuhrt. Gemeinsam an den Versuchen ist, dass der selektive
Knockout einer pro-inflammatorischen Zelllinie nicht wie vermutet zu einer
Reduktion der Krankheitsintensitat fuhrt, sondern im Gegenteil zu einer
Verstarkung des Schadens, dargestellt an der héheren Bildung von Crescents
und tubularem Schaden. In Abwesenheit von TH17 Zellen und auch von biTregs
scheinen andere Immunzellen, mit der Fahigkeit ebenfalls IL-17 zu produzieren,

zu tbernehmen und zu einer verstarkten Schadigung zu fuhren.

Unsere Ergebnisse stellen die Rolle der TH17-Zellen als Hauptverantwortlicher
fur die Entwicklung des renalen Schadens im Modell der experimentellen
Glomerulonephritis in Frage, da die CD4-Cre RORyt" Mause nicht nur nicht
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geschitzt vor der Erkrankung sind, sondern im Gegenteil noch schwerer

betroffen.

Dies ist vor allem im Hinblick auf mdgliche therapeutische Targets von
Bedeutung. Ziel der targeted therapies ist es, eine moglichst spezifische Therapie
zu etablieren, ohne dabei viel Einfluss auf den restlichen Organismus zu haben.
In Tiermodellen konnte sowohl fir IL-17 als auch fur RORyt Blockade ein
positiver Effekt auf die Krankheitsschwere gezeigt werden. Der IL-17 Antikdrper
Secukinumab ist schon seit einigen Jahren etabliert in der Therapie der Psoriasis
und fur diese Indikation auch bereits zugelassen (Mease et al., 2015). In der
ankylosierenden Spondylarthritis wurden bereits mehrere randomisierte doppelt
verblindete Studien mit Secukinumab durchgefiihrt, die eine signifikante
Reduktion der Krankheitssymptome zeigte (Baeten et al., 2013, Baeten et al.,
2015, Pavelka et al., 2017).Zusatzlich laufen Studien zu IL-17 Antikdrpertherapie
bei systemischen rheumatischen Erkrankungen wie systemischer Sklerose,

Riesenzellarteriits sowie Lupusnephritis (Rafael-Vidal et al., 2020).

Unsere Studie gibt mdglicherweise den Hinweis, dass eine zu spezifische
Therapie nicht den gewiinschten Effekt erzielt. Eine spezifische, auf die TH17
Zellen ausgerichtete Therapie, héatte mdglicherweise auch im Menschen zur
Folge, dass andere IL-17 produzierende Zellen ibernehmen und eher zu einem

aggravierten Krankheitsverlauf fuhren als zu einer milderen Symptomatik.
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5. Zusammenfassung

Das Zytokin IL-17 spielt eine wichtige Rolle bei autoimmunen
Nierenerkrankungen. RORVyt ist der definierende Transkriptionsfaktor in CD4
positiven T Zellen zur Entwicklung von TH17 Zellen. Die selektive Bedeutung der
TH17 Zellen in Bezug auf die Pathogenese der autoimmunen Glomerulonephritis
wurde bislang nur unzureichend untersucht. Daher fihrten wir die Versuche mit
einem selektiven Knockout von RORyt in CD4* Zellen durch. Um den Einfluss
von RORyt und IL-17 auf die GFR und die autoimmune Glomerulonephritis zu
untersuchen, etablierten wir zunachst die wiederholte transkutane Messung der
GFR am wachen Tier durch Bestimmung der Eliminationskinetik eines
Fluoreszenz-markierten Sinistrins in unserem Labor. Anschliel3end induzierten
wir das Tiermodell der autoimmunen Glomerulonephritis, die nephrotoxische
Nephritis, in CD4-Cre und CD4-Cre RORyt"" Mausen. Unsere Arbeitshypothese
lautete, dass ein selektiver Knockout von RORytin CD4* T Zellen sich mitigierend
auf den Verlauf der nephrotoxischen Nephritis auswirkt und eine Abschwachung
des Verlaufs der Nephritis zu einer verbesserten GFR fihrt. In unseren
Versuchen waren die CD4-Cre RORyt"! Mause uberraschenderweise nicht
gegen den Nephritis-induzierten Schaden geschitzt, was anhand des nicht
signifikanten Unterschieds in der Albuminurie sowie der GFR-Verschlechterung
gezeigt werden konnte. Im Gegenteil, CD4-Cre RORyt"! Mause zeigten einen
deutlich starkeren Nierenschaden und hohere Scores des tubulointerstitiellen
Schadens sowie der glomeruldaren Halbmondbildung in der histologischen
Untersuchung. Zusatzlich konnten wir eine erhdhte Anzahl von yd-Zellen sowohl
3 als auch 10 Tage nach Nephritisinduktion zeigen. Diese Zellen sind ebenfalls
in der Lage IL-17 zu produzieren. Der CD4-spezifische Knockout flihrt auf3erdem
zu einer Abwesenheit der biTregs.

Unsere Ergebnisse stellen die Rolle der TH17 Zellen als Hauptverantwortlicher
fur die Entwicklung des renalen Schadens im Modell der experimentellen
Glomerulonephritis in Frage. In Abwesenheit von TH17 Zellen und auch von
biTregs scheinen andere Immunzellen, mit der Fahigkeit ebenfalls IL-17 zu

produzieren, zu Ubernehmen und zu einer verstarkten Schadigung zu fuhren.
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6. Summary

IL-17 plays an important role in autoimmune renal disease. RORyt is the defining
transcription factor in CD4 positive cells for developmentinto TH17 cells. The role
of TH17 cells for the pathogenesis of autoimmune glomerulonephritis is still
inadequately researched. Due to this we performed our study in a knockout
model which selectively lacks RORyt in CD4-positive T cells. To analyze the
effect of RORyt and IL-17 on the glomerular filtration rate in autoimmune
glomerulonephritis we first established the repetitive transcutaneous GFR
measurement in the conscious mouse. This method is based on the
measurement of the elimination kinetics of the fluorescent renal marker FITC-
Sinistrin. Afterwards we induced nephrotoxic nephritis, an animal model of
autoimmune glomerulonephritis, in CD4-Cre and CD4-Cre RORyt" mice. We
hypothesized that a selective knockout of RORyt in CD4" cells attenuates the
progress of disease of nephrotoxic nephritis and therefore leads to a better GFR.
In our study surprisingly CD4-Cre RORYyt"" mice were not protected against the
nephritis-mediated tissue damage, shown by no significant difference in GFR and
albuminuria between knockout and wildtype mice. On the contrary, CD4-Cre
RORyt" mice showed even more aggravated kidney damage than wildtype mice
with significantly higher scores of tissue damage and glomerular crescent
formation in histology. In addition to this we found a higher number of yd-cells on
day 3 and day 10 after nephritis induction. These cells are also known to produce
IL-17. The selective knockoutin CD4* T cells also leads to an absence of biTregs.
Our results question the role of TH17 cells being the main actor in mediating
tissue damage in the experimental model of crescentic glomerulonepbhritis. In
absence of TH17 cells and biTregs other immune cells with the ability to
produce IL-17 seem to take over and lead to a more severe phenotype of the

disease.
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7. Erklarung des Eigenanteils

Folgende Anteile der vorliegenden Arbeit basieren auf meiner unmittelbaren
Arbeit und Mitarbeit:

e Design und Planung der Versuche sowie Diskussion der Daten:
gemeinsam mit Prof. Dr. Ulrich Wenzel, Dr. Alva Rosendahl und Prof. Dr.
Heimo Ehmke

e Operative Eingriffe (NTN-Serum Applikation), GFR-Messungen sowie
Organentnahmen: gemeinsam mit Dr. Alva Rosendahl und Marlies Bode

e Betreuung der Mause wahrend des Versuches: gemeinsam mit Stefan
Gatzemeier und dem Team der Versuchstierhaltung des UKE

e Herstellen einer Einzel-Zellsuspension fir die FACS-Analyse: gemeinsam
mit Dr. Alva Rosendahl

e FACS-Analyse: gemeinsam mit Dr. Alva Rosendahl und Dr. rer.nat. Hans-
Joachim Paust

e Uringewinnung im Stoffwechselkafig: gemeinsam mit Stefan Gatzemeier

e Albumin-ELISA: gemeinsam mit Stefan Gatzemeier

¢ Realtime RT-PCR: gemeinsam mit Stefan Gatzemeier

e Planung und Durchfihrung der statistischen Analyse: gemeinsam mit
Prof. Dr. Ulrich Wenzel

e Erstellen der Abbildungen: gemeinsam mit Prof. Dr. Ulrich Wenzel und
Marlies Bode

e Schreiben der Dissertation
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8. Abkilirzungsverzeichnis:

IL: Interleukin

RORyt: Retinoic acid receptor related orphan receptor gamma
GFR: glomerulare Filtrationsrate

RPGN: rapid-progressive Glomerulonephritis

Ig: Immunglobulin

ANCA: Anti-cytoplasmatische Antikorper

TH-Zelle: T-Helfer Zelle

CD: Cluster of differentiation

TNF-a: Tumornekrosefaktor a

NOS-2: Nitric Oxide Synthase 2

TGF-B: Transforming growth factor

IFN: Interferon

CCL: CC chemokine ligand

CCR: C chemokine receptor

CXCL: CX chemokine ligand

LTi: Lymphoid tissue inducer

FOXP3: Forkhead box protein 3

Tbet: T-box expressed in t cells

Treg: regulatory t cell

STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3
NTN: Nephrotoxic nephritis

HBSS: Hanks Balanced Salt Solution

PCR: Polymerase chain reaction

PBS: Phosphate buffered saline

FITC: Fluorescein-5-isothiocyanate

ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay

PAS: Periodic acid Schiff

FCS: Fetal calf serum

HEPES: 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsadure
FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting

RNA: Ribonucleic acid

cDNA: complementary desoxyribonucleic acid

Lpf: low power field

Hpf: high power field

PAI-1: Plasminogenaktivatorinhibitor Typ 1
gdTCR: gammadelta T-cell receptor

DSS-Colitis: Dextran sulfate sodium induced colitis
RAG: Recombination Activating Protein
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