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1 Zusammenfassung

Glomerulonephritiden (GN) gehéren zu den h&ufigsten Ursachen flr Nierenerkrankungen, die
einer Nierenersatztherapie bedirfen. Ein wesentliches Merkmal der GN ist die Infiltration von
T-Zellen und Makrophagen in die Niere, die dort durch die Ausschittung von Zytokinen und
Anlockung weiterer Immunzellen zur glomeruldren Schadigung beitragen. Die Therapie der GN
ist bislang sehr unspezifisch und toxisch und es bedarf daher spezifischer Therapien mit ge-
ringen Nebenwirkungen. Der Transkriptionsfaktor NF-kB vermittelt inflammatorische sowie anti-
inflammatorische Effekte und nimmt Einfluss auf die Aktivierung von T-Zellen. Die IKK2-Kinase,
ein zentrales Enzym der NF-«xB- Aktivierung, steht daher als Target fir entzlindliche Erkrankun-

gen im Fokus.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Effekt einer IKK2-Hemmung auf den Verlauf und die
Infiltration von T-Zellen in die nephritische Niere am Tiermodell der nephrotoxischen Nephritis
(NTN) untersucht. Die Hemmung der IKK2-Kinase erfolgte zum einen mittels pharmakologi-
scher IKK2-Blockade und zum anderen durch den zellspezifischen Knockout der IKK2 in CD4*

T-Zellen und regulatorischen T-Zellen (Tregs).

Unter der systemischen Applikation eines IKK2-Inhibitors infiltrierten deutlich weniger proin-
flammatorische Th17-Zellen und protektiv wirkende Tregs in die nephritische Niere; daraus re-
sultierte eine nur begrenzte Wirksamkeit des Inhibitors bezlglich der glomerularen Schadigung.
Der IKK2-Knockout in CD4* T-Zellen zeigte in der NTN einen starker inhibierenden Effekt auf
Tregs als auf Th17-Zellen, wodurch Tiere mit IKK2-defizienten CD4* T-Zellen einen héheren glo-
meruldren Schaden aufwiesen. Tiere mit IKK2-defizienten Tregs zeigten Uberraschenderweise
einen Scurfy-Phanotyp, der sich durch eine schuppige Haut, eine Splenomegalie und massive
entzindliche zelluldre Infiltrate in verschiedenen Organen auszeichnet. Mit dieser Maus konn-
ten aufgrund einer frGhen Mortalitat keine Nephritis-Experimente durchgefihrt werden. Jedoch
wurde an diesen Tieren die Bedeutung der IKK2-Kinase bei der Entstehung und Proliferation

regulatorischer T-Zellen genauer untersucht.

Eine therapeutische Intervention durch eine NF-kB-Hemmung ist nicht, wie erwartet, rein antiin-
flammatorisch, indem proinflammatorische Immunzellen inhibiert werden. Der Effekt auf Tregs
als protektive Gegenspieler in einer Entziindungsreaktion ist weitaus gréBer und gibt Anlass

den therapeutischen Nutzen von systemisch applizierten NF-kB-Hemmern zu Uberdenken.
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Summary

Glomerulonephritis is one of the main causes for end-stage renal disease. The fundamental
characteristic and morphological hallmark of glomerular inflammatory lesions are infiltrating T
cells and macrophages into the kidney. These cells produce cytokines and attract other immu-
ne cells by the secretion of chemokines which promotes glomerular tissue injury and dama-
ge.Therapeutic strategies so far are toxic and unspecific and therefore specific therapies with

less side effects are needed.

The transcription factor NF-kB has both inflammatory and anti-inflammatory effects and plays
a pivotal role in the activation of T cells. Hence the IKK2-kinase, a central enzyme of the NF-
kB activation pathway, is a promising drug target in inflammatory diseases. This Ph.D.-thesis
therefore analyzes the effect of pharmacologic and genetic IKK2-inhibition on the infiltration
of immune cells into the nephritic kidney using an animal model of experimental nephrotoxic
nephritis (NTN).

IKK2-inhibition was achieved 1) using a pharmacological specific IKK2-inhibitor and 2) via con-
stitutive knockout in CD4* T cells and regulatory T cells (Tregs). Nephritic mice treated with the
IKK2-inhibitor showed reduced infiltration of proinflammatory Th17 cells and protective Tregs
into the kidneys. This effect on infiltrating Th17 cells and Tregs resulted in a minor benefit of
the IKK2-inhibitor on renal function and morphology. IKK2-knockout in CD4* T cells revealed
a much stronger inhibitory effect on Tregs than on proinflammatory CD4* T cell subsets after
the induction of NTN leading to more severe glomerular damage and impaired renal functi-
on. Mice with IKK2-deficient Tregs surprisingly showed a scurfy phenotype with keratosis of the
skin, severe splenomegaly and inflammatory cell infiltrates in different organs. NTN experiments
could not be performed in these mice due to early lethality. Therefore the effect of IKK2-kinase

knockout on the development and proliferation of Tregs was further investigated.

Therapeutic intervention in the NF-kB-pathway using specific IKK2-inhibitors has not only anti-
inflammatory effects by suppressing activation of inflammatory cells. The effect on Tregs as
the anti-inflammatory counterpart is much more stronger. Therefore the successfull therapeutic

application of NF-«kB-inhibitors has to be carefully considered.
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2 Einleitung

Weltweit leiden 2 Millionen Menschen an einer chronischen Nierenerkrankung. Mit dieser Dia-
gnose sind ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko (unabhangig von Hypertonie oder Diabetes)
[1][2] und erhebliche Kosten fiir das Gesundheitssystem verbunden [3].

Die chronische Nierenerkrankung ist hdufig verantwortlich fir eine terminale Niereninsuffizienz,
welche eine Nierenersatztherapie in Form einer Nierentransplantation oder Dialyse erfordert. In
vielen Landern ist eine Nierentransplantation noch nicht etabliert, so dass es dort aufgrund von
Nierenerkrankungen zur erhéhten Letalitdt kommt [4][5]. Beide Therapien sind mit immensen
Kosten fiir das Gesundheitssystem verbunden. In Industriestaaten betragt das 6 % bis 12 % der

Gesamtausgaben im Gesundheitswesen [6].

Ein wichtiger Losungsansatz fir dieses Problem ist die Pravention der Ursachen, die zu Niere-
nerkrankungen fiihren. 75 % aller Nierenerkrankungen sind auf Hypertonie, Adipositas, Diabe-
tes und Glomerulonephritiden zuriickzufihren [7][8][9].

Wahrend iiber die Atiologie des metabolischen Syndroms bereits viel bekannt ist, bedarf es
noch eines besseren Verstdndnisses der Pathomechanismen der Glomerulonephritis, um spe-

zifische Therapien zu entwickeln.

Diese Arbeit fokussiert sich auf den Effekt des Transkriptionsfaktors NF-kB auf die Glomerulo-

nephritis und untersucht hierbei gezielt das Infiltrationsverhalten von Immunzellen in die Niere.

2.1 Glomerulonephritis (GN)

Glomerulonephritis ist ein Oberbegriff fir immunvermittelte Entzlindungserkrankungen, die das
Glomerulum und andere Teile der Niere betreffen. Sie duBert sich durch eine Hamaturie, Prote-
inurie und eine eingeschrankte Nierenfunktion. Die Therapie ist meist toxisch und unspezifisch.
Es kommen immunsupprimierende Arzneistoffe wie Prednisolon oder Cyclophosphamid zum
Einsatz [10]. Die aggressivste Form der Glomerulonephritis ist die Rapid Progressive Glomerulo-
nephritis (RPGN). Sie kann in Tagen bis wenigen Wochen zum Verlust der Nierenfunktion fih-
ren und bedarf einer schnellen Diagnose und Behandlung. Eine RPGN kann verschiedener
Atiologie sein und sich sehr heterogen zeigen. Sie wird daher in drei Typen unterteilt:

In der RPGN Typ 1 handelt es sich um eine Anti-GBM-Nephritis. Hier werden Antikérper ge-

gen die glomerulare Basalmembran (GBM) gebildet. Bei der Immunkomplex-Nephritis spricht
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man von einer RPGN Typ Il. Sie tritt haufig in Verbindung mit Lupus Erythematodes auf. Am
haufigsten zeigt sich eine RPGN in Form der ANCA-assoziierten Vaskulitis (RPGN Typ lll) als
Verlaufsform der Wegener Granulomatose. Hierbei schadigen anti-Neutrophile cytoplasmati-
sche Antikérper (ANCA) die glomerularen Kapillaren.

Auch wenn die Ursachen dieser drei Formen der Glomerulonephritis unterschiedlich sind, finden
sich immunvermittelte Prozesse und Interaktionen von infiltrierenden Immunzellen mit ortsstan-
digen Zellen der Niere in der Pathogenese jeder Form wieder. Eine wesentliche Gemeinsamkeit
ist die Rekrutierung von T-Zellen und Makrophagen in die Niere, die dort durch zytotoxische
Effekte, die Ausschiittung von Chemokinen und das Anlocken von weiteren Immunzellen zur

glomerularen Schadigung und einem Funktionsverlust des Glomerulums fuhren [9][11].

2.1.1 Das Glomerulum

Das Glomerulum befindet sich im Nierenkdrperchen, welches zusammen mit dem Tubulusappa-
rat die funktionelle Untereinheit der Niere - das Nephron - bildet. Es &hnelt einem Kapillarknguel
und ist von einer Epithelkapsel - der Bowman-Kapsel (BC) - umgeben. Hier wird der Primarharn
durch Filtration des Blutes durch die glomerularen Kapillaren gebildet. Das Blut wird Gber das
Vas afferens zugeflhrt, durch die Kapillarschlingen gepresst und Uber das Vas efferens aus
dem Glomerulum geleitet. Der Filtrationsvorgang findet an der sogenannten Filtrationsbarriere
der Glomeruluskapillaren statt. Das Blut passiert zuerst das fenestrierte Kapillarendothel, wel-
ches Blutzellen zuriickhalten kann. GréBere Molekiile, wie Eiwei3e, werden an der GBM auf-
gehalten. Die letzte Barriere bilden Podozyten, die mit ihren FuBfortsatzen enge Schlitzporen
bilden.
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modifiziert nach Quaggin et al.
Development. 2008. 135:609-620

Abbildung 2.1
Schematische Darstellung eines Glomerulums.

Die PAS-Farbung eines Glomerulums zeigt einen lockeren glomerularen Taft mit einer din-
nen GBM. Die Endothelzellen der BC liegen flach an und das Glomerulum weist eine normale
Zellularitat auf. Bei einer RPGN sind entziindliche Infiltrate und eine Halbmondbildung charak-
teristisch. Die GBM wird permeabler und es kommt zu Fibrineinlagerungen im Lumen der BC.
Fibrin regt die Endothelzellen der Bowman-Kapsel zur Proliferation an und es kommt zu einem

LZusammendricken® des Kapillarknauels.

a)

Quelle: Hricik, Chung-Park. NEJM.
1998. 339:888-899

Abbildung 2.2

(a) PAS-Farbung eines gesunden Glomerulums.
(b) Halbmondbildung bei RPGN (HE-Farbung).
Pfeil zeigt den Halbmond
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2.2 Tiermodell der GN - Nephrotoxische Nephritis (NTN)

Far die Untersuchung der Pathomechanismen der GN stehen viele tierexperimentelle Modelle
zur Verfliigung, die histologisch Gemeinsamkeiten mit humanen Glomerulonephritiden aufwei-
sen. Das weltweit am besten untersuchte Modell zum Versténdnis der GN ist das Modell der
nephrotoxischen Nephritis (NTN) in der Maus. Es weist immunpathologisch Parallelen mit der
RPGN, wie die Infiltration von Immunzellen und die Halomondbildung, auf.

Die NTN wird durch die Injektion eines heterogenen Serums induziert, welches durch die Im-
munisierung von Schafen mit murinen GBM-Bestandteilen gewonnen wurde. 2 Tage nach der

Injektion finden sich Immunkomplex-Ablagerungen des Schaf-IgGs entlang der GBM.

Kon NTN 2d
e A l:. - ‘_‘ f\ ] A2 ’ s ]
° ke Nt eTN
3 : g siat e 3 W
2 2
m » i s s % M
m Ie R A : - p._
o a l'-_' -‘”\ Qf“:m\. 1
TP A P e ot
ORI E [ O

Quelle: Prof. Dr. Ulf Panzer

Abbildung 2.3
Heterologe Phase der NTN.
Bindung von Schaf-IgG entlang der GBM.

Man spricht hier von der heterologen Phase der NTN, der ab ca. Tag 4 die autologe Phase folgt.
Die autologe Phase beschreibt die spezifische Immunantwort der Maus gegen das Schaf-IgG
und ist charakterisiert durch die Infiltration von T-Zellen und Makrophagen in das Tubulointersti-

tium.
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Diese Zellen sezernieren Zytokine und locken weitere Effektorzellen an, die sowohl das Glome-
rulum als auch das Interstitium schadigen. Diese Vorgange entsprechen einer Uberempfindlich-
keitsreaktion des Typ Il [12][13].

F4/80

CD3

Quelle: Prof. Dr. UIf Panzer
Abbildung 2.4
Autologe Phase der NTN.
Oben: Immunhistologische F4/80-Farbung fir Makrophagen. Unten: Immunhistologische CD3-Farbung fir T-Zellen.
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10 Tage nach Induktion der NTN findet man eine ausgepragte Halbmondbildung in den Glo-
meruli. Es kommt zu einer Verdickung der Bowman-Kapsel und das Lumen zwischen BC und
dem Kapillarknduel ist gefullt mit proliferierenden Endothelzellen der BC, die letztendlich den
sogenannten Halbmond bilden. Das Glomerulum weist eine Zellarmut und viele PAS-positive
Bereiche auf. Diese enthalten Kollagen und Proteininfiltrate. Die lockere Struktur des glomeru-
laren Kapillarknauels ist verloren und das stark geschadigte Glomerulum kann die Funktion als
Filtrationsbarriere nicht mehr erfullen. Es kommt daher zu einer erhdhten Albuminurie und dem

Anstieg des Serum-Harnstoff- und Kreatininspiegels.

Kon NTN 10d
| B B Fh: T (‘@{ICP

PAS

-

Quelle: Prof. Dr. UIf Panzer

Abbildung 2.5
Halbmondbildung der NTN.
PAS-Farbung von Kontroll- und NTN-Tieren 10 Tage nach Induktion der NTN. Pfeil zeigt den Halbmond.
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2.3 Rolle von Immunzellen in der NTN

Die adaptive Immunantwort spielt eine gro3e Rolle in der NTN, da sie wesentlich zur glomeru-
laren Schadigung beitragt. Das injizierte Antigen wird von antigenprasentierenden Zellen in der
Niere erkannt. Das sind im klassischen Sinn dendritische Zellen (DC) [14]. Ihre Aufgabe ist es
fremde Antigene zu erkennen, aufzunehmen, zu prozessieren und sie letztendlich im renalen
Lymphknoten naiven CD4* T-Zellen zu prasentieren.

Dieser Vorgang aktiviert die naive CD4* T-Zelle und beféhigt sie somit eine spezifische Immun-
antwort zu initiieren. DCs haben in der NTN ebenfalls eine Effektorfunktion. Sie wurden in der
Niere als CD11c-positive Zellen im Interstitium identifiziert [15] und haben in der frihen Phase
der NTN eine protektive Funktion. Im Verlauf der Entziindung reifen sie und entwickeln einen
proinflammatorischen Ph&notyp [16][17].

In der NTN sind proinflammatorische CD4* T-Zellen an der Auspragung des glomeruléaren Scha-
dens beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass eine CD4-Depletion die Infiltration von Makro-
phagen in die Niere abschwacht und dass es dadurch zur verringerten Halbmondbildung kommt
[18]. CD4* T-Zellen werden mittels ihrer sezernierten Zytokine und ihrer spezifischen Transkrip-

tionsfaktoren in folgende Gruppen unterteilt:
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C

Natve CD4+ T call

IFN- v, IL-12 L4
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Quelle: Turner, Paust, Kidney Int 2010, 77:1070-1075
Abbildung 2.6
Differenzierung von CD4* T-Zellen.

Je nach Zytokinmilieu kdnnen naive CD4* T-Zellen in Th1, Th2, Th17 und regulatorische T-
Zellen (Tregs) differenzieren. DCs kénnen durch ihre Sekretion von IL-12 eine Differenzierung
zu Th1i-Zellen bewirken. Diese sezernieren die Zytokine IFN-y und TNF-«, deren Rollen in der
NTN sehr entscheidend sind [19]. Beide Zytokine sind an der Schadigung der Glomeruli beteiligt
[20][21] und rekrutieren dariber hinaus Makrophagen, die durch die Ausschittung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und weiteren proinflammatorischen Zytokinen die BC zerstéren und

die Proliferation von Endothelzellen der BC zum Halbmond anregen [22][15].
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Die Th1-Antwort ist entscheidend fiir die NTN und wird aus diesem Grund in C57BL6 Tieren
untersucht, die stérker empfanglich sind fir Th1- als fiir Th2-Effektorfunktionen. Eine NTN in
Th2-anfalligeren BALB/c Tieren zeigt nur eine geringe Halbomondbildung [23].

Unter dem Einfluss von IL-6 und TGF-p differenziert eine CD4* T-Zelle zu einer Th17-Zelle.
Th17-Zellen sind pathogene T-Zellen, die sich durch die Sekretion von IL-17, TNF-« und die
Transkriptionsfaktoren RORyt und STAT3 auszeichnen. In der NTN sind Th17-Zellen erst seit
Kurzem als proinflammatorische Zellen bekannt [24]. Neuere Untersuchungen zeigen auch
dass Th17-Zellen durch die Expression des Chemokins CXCL9 in der frihen Phase der NTN
Th1-Zellen rekrutieren kénnen [25].

Eine protektive CD4* T-Zellpopulation sind die Tregs. Ihre Hauptaufgabe im Organismus ist es
immunologische Eigentoleranz aufrecht zu erhalten und die Funktionen von Th-Effektorzellen
zu supprimieren. Sie kénnen die IL-2-Ausschittung von T-Effektorzellen (auch Responderzel-
len genannt) unterbinden [26]. Tregs werden in native Tregs (nTregs) und induzierbare Tregs
(iTregs) unterteilt. nTregs werden direkt im Thymus aus CD4* Thymozyten durch positive Se-
lektion gebildet. iTregs werden in der Peripherie aus CD4+ CD25* Foxp3- T-Zellen durch TGF-f3
induziert [27][28]. Tregs sind durch die konstitutive Expression der IL-2 Rezeptor-«-Kette (CD25)
und des Transkriptionsfaktors forkhead/winked-helix box P3 (Foxp3) gekennzeichnet. Foxp3 ist
wichtig fir ihre Entwicklung und suppressive Funktion [29][30][31]. Eine Mutation im Foxp3-Gen
hat eine lymphoproliferative Autoimmunerkrankung sowohl im Menschen (IPEX-Syndrom) [32]
als auch in der Maus (Scurfy-Phanotyp) zur Folge [33]. In vielen Publikationen wurde der pro-
tektive Effekt von Tregs in der NTN beschrieben [34][35]. Im Verlauf der NTN steigt die Anzahl
der Tregs in der Niere an und kann die Infiltration von T-Zellen und Makrophagen in die Niere
verringern. Eine Treg-Depletion férdert folglich die Th1-Antwort in der nephritischen Niere und

aggraviert somit die NTN [36].
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2.4 NF-<B

Die Transkriptionsfaktorfamilie NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B-cells) hat eine zentrale Bedeutung fir Vorgange der angeborenen, sowie adaptiven Immun-
antwort. Sie reguliert die Transkription von Genen flr Zytokine und Proliferations- sowie Diffe-
renzierungsvorgange von Zellen. NF-kB besteht aus finf Untereinheiten, die sowohl Homo- als
auch Heterodimere bilden kénnen: NF-kB1 (p105/p50), NF-kB2 (p100/p52), RelA (p65), RelB
and c-Rel [37]. Die Proteine haben in ihrer Struktur die Rel-Homologie-Doméane (RHD) gemein,
welche ihre Dimerisierung und DNA-Bindung ermdglicht. p100 und p105 sind Vorstufen und

werden zu den aktiven Formen p52 und p50 prozessiert.

Ral homalogy domain
1

LZ

GRA 447
s — I —000000-0—— =

GRR 433
p105/p50 ] I'DT_OCD(IDO_ 060

Quelle: Karin, Nat Rev Drug Discov 2004, 3:17-26

NF-xB/Rel protins

Abbildung 2.7
Die NF-«B-Familie.

Eine NF-kB-Aktivierung kann Uber den ,alternativen Signalweg®, der die Transkription von Ge-
nen fir die Entstehung lymphoider Organe und die B-Zellreifung induziert, laufen oder (iber den
-Klassischen Signalweg®. Hier werden Vorgange firr die angeborene Immunantwort und Inflam-
mation durch Signale wie TNF-« oder LPS aktiviert. Die NF-kB-Kaskade ist ebenfalls dem B-

und T-Zellrezeptor nachgeschaltet.
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TNF-m, IL-1, LPS,
CDMOL (LT af, Blyg)

humoral mmunity

Quelle: Karin, Nat Rev Drug Discov 2004, 3:17-26
Abbildung 2.8

NF-«B-Signalwege.
Links: Klassischer Signalweg. Rechts: Alternativer Signalweg.

Das haufigste Heterodimer besteht aus p50 und RelA. Im inaktiven Zustand liegt es im Cyto-
plasma gebunden an den Inhibitor IkB- vor. Die Aktivierung des Heterodimers erfolgt durch
den |kB-Kinase-Komplex (IKK-Komplex). Dieser Komplex besteht aus drei Untereinheiten: die
beiden Kinase-Einheiten IKK1 und IKK2 (auch IKKe und IKKB genannt) und der regulatorischen
Einheit NEMO (IKKy). Die IKK2 spielt die zentrale Rolle in diesem Vorgang. Sie phosphoryliert
IkB-x, welches dann (ber das 26-S-Proteasom degradiert wird. Das setzt die NF-kB-Proteine

frei, die dann in den Nukleus einwandern, wo sie die Transkription verschiedener Gene regulie-
ren [37].

Die Wirkungen von NF-«B sind vielféltig; es ist an pro-und auch antiinflammatorischen Prozes-
sen [38][39][40] beteiligt und gilt darber hinaus als antiapoptotisch [41].
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NF-kB ist ein vielversprechendes Target in der Krebstherapie und der Behandlung von ent-
zundlichen Erkrankungen. Derzeit werden viele NF-kB-Inhibitoren - speziell IKK2-Inhibitoren -
entwickelt, die beispielsweise im Tiermodell der rheumatoiden Arthritis [42] oder Lungenerkran-
kung [43][44] erste antiinflammatorische Effekte zeigen.

Far den IKK2-Inhibitor IMD-0354 konnte kirzlich gezeigt werden, dass er Tumorwachstum im
Mausmodell der adulten T-Zellleuk&mie unterbinden kann [45]. Der IKK2-Inhibitor SAR113945
befindet sich derzeit in Phase |l zur intraartikularen Therapie bei Osteoarthritis (clinicaltrial.gov
Stand Juli 2012). 2011 wurde die Kristallstruktur von IKK2 veréffentlicht und damit ist dieses

Enzym als Target noch weiter in den Fokus gerUckt [46].

2.4.1 IKK2-Inhibitor COMPOUND A (CpdA)

Quelle: Ziegelbauer K, Gantner F 2005.
Br J Pharmacol 145:178-192

Abbildung 2.9
Struktur der CpdA.

Die Leitstruktur des CpdA (7-[2-(cyclopropylmethoxy)-6-hydroxyphenyl]-5-[(3S)]-3-piperidinyl]-
1,4-dihydro-2H-pyrido[2,3-d][1,3]oxacin-2-one hydrochlorid) wurde durch ein Screening der
Bayer compound library identifiziert und anschlieBend modifiziert.

Grundstruktur ist ein 4-Piperidin-3-ylpyridin-Geriist, welches eine hohe zellulare Aktivitat zeigte.
Durch die Substituenten an Position 4 des Pyridinrings ist die in-vitro Aktivitat gesteigert. Der
Cyclopropylrest an ortho-Position des Phenolrings erhdht die Spezifitat. Es konnte gezeigt wer-
den, dass CpdA die humane rekombinante IKK2 mit einer K; von 4nM in einer nicht-kompetitiven
Reaktion hemmt. IKK1 wird von CpdA erst bei K; 135nM gehemmt [44].
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3 Zielsetzung

Die Glomerulonephritis ist heutzutage eine der haufigsten Erkrankungen, die zu einer Dialyse-
pflicht fihren. Ein wesentliches Merkmal ist die Rekrutierung von T-Zellen und Makrophagen
in die Niere, die dort durch zytotoxische Effekte, die Ausschittung von Chemokinen und das
Anlocken von weiteren Immunzellen zur glomeruldren Schadigung und einem Funktionsverlust
des Glomerulums fuhren. Der Transkriptionsfaktor NF-kB vermittelt antiinflammatorische Effek-

te und spielt eine zentrale Rolle in der Aktivierung und Proliferation von T-Zellen.

Diese Arbeit untersucht den Einfluss einer NF-xB-Hemmung auf das Infiltrationsverhalten von
T-Zellen und Makrophagen im experimentellen Modell der nephrotoxischen Nephritis. Hierfir
wird die IKK2, das zentrale Enzym des NF-«kB-Signalwegs, pharmakologisch gehemmt. An-
schlieBend wird der Effekt einer IKK2-Deletion in CD4* T-Zellen und regulatorischen T-Zellen
im Tiermodell der CD4C¢IKK2"" und Foxp3°©eIKK2"" Maus untersucht.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Tiere

C57BL6/J_2009/2010
FOXpSYFP'Cre
IKK2fi

CD4Cre

4.1.2 Gerate

1000 I Pipette

100 pl Pipette

10 pl Pipette

200 pl Pipette
8Kanal-Pipette

Autoklav

Biofuge

Brutschrank

Brutschranke

Drucker
Durchflusszytometer LSR I
Eismaschine
Elektrophoresekammer fiir DNA
ELISA Reader MRX Il
Entwickler

Gefrierer —20 °C

Gefrierer —-80°C

Gel-Fotoapparat

UKE-Eigenzucht
A.Y. Rudensky, New York, USA
M. Karin, San Diego, USA

C. Wilson, Washington, USA

Gilson, USA

Gilson, USA

Gilson, USA

Gilson, USA

BRAND, Deutschland
Systec, Deutschland
Heraeus, Deutschland
Heraeus, Deutschland
Heraeus, Deutschland
Canon, Japan

Becton Dickinson, USA
Hoshikazi, Japan
Peqlab, Deutschland
Dynatech Laboratories, USA
AGFA, Deutschland
Bosch, Deutschland
Heraeus, Deutschland

CellBiosciences, USA
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Homogenisator
Kamera Axiocam HRc
Kamera Axiocam HRc
Kuhlschrank
Laminar Air Flow
Magnetrihrer
Mikroskop Axioskop
Mikrotom RM 2255
Narkoseanlage

PC

Personal Cycler
Pipettus

RT-PCR Maschine
Schttler
Schwenktisch

T1 Thermocycler
Tischzentrifuge
Waage

Wasserbad

Wecker

Wortex

Zahlkammer Neubauer

4.1.3 Verbrauchsmaterial

1000 pl Pipettenspitzen
10 pl Pipettenspitzen
200 pl Pipettenspitzen
24-well-Platte

96-well-Platte

Fisherbrand, Deutschland
Zeiss, Deutschland
Zeiss, Deutschland
Liebherr, Deutschland
Nuaire, USA

Heidolph, Deutschland
Zeiss, Germany

Leica, Deutschland
Summit Anaesthesia, USA
Dell, USA

Biometra, Deutschland
Hirschmann, Deutschland
Applied Biosystems, USA
Dynal, Kanada

Frébel, Belgien

Biometra, Deutschland
Labnet, USA

Sartorius, Deutschland
Julabo, Deutschland
Roth, Deutschland

IKA®, Deutschland

Roth, Deutschland

Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland

Sarstedt, Deutschland
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96 well Platte round bottom
Becherglaser

Cell Strainer 40 pm

Cell Strainer 70 pm
Deckglaschen

Falcon FACS-Réhrchen
Falcon Réhrchen 15ml
Falcon Réhrchen 50 ml
Hydrophober Stift
Injektionskantle 23G, 30G
Multistix® 10 SG
Reaktionsgefaf3 0,2 ml, 8er Stripe
Reaktionsgefa3 0,5 ml
Reaktionsgefa3 1,5 ml
Reaktionsgefa3 2,0 ml
S-Monovetten 5,5 ml AH
Serologische Pipette 10 ml
Serologische Pipette 2 ml
Serologische Pipette 25 ml
Serologische Pipette 5 ml
Spritze Omnifix F

Super RX Film

4.1.4 Chemikalien

[3-Mercaptoethanol (3-ME)
Aqua ad iniectabilia

Bovine Serum Albumin (BSA)
Cellwash

Collagenase D

Nunc, Danemark

Schott, Deutschland

BD Biosciences, Deutschland
BD Biosciences, Deutschland
Marienfeld, Deutschland

BD Biosciences, Deutschland
BD Biosciences, Deutschland
BD Biosciences, Deutschland
Dako, Danemark

Braun, Deutschland
Siemens, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Braun, Deutschland

Fuji, Japan

Invitrogen, Kanada

Baxter, Schweiz
Sigma-Aldrich, USA

BD Biosciences, Deutschland

Roche, Deutschland
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DNAse |

DTT

EDTA

Ethanol abs.

Ethanol vergallt
Ethidiumbromid

FACS Clean

FACS Flow

FACS Rinse

FCS

Filmentwickler Roentoroll 25
Filmfixierer Superfix 25
Formalin

Hepes

lonomycin

Isofluran
Penicillin/Streptomycin
Perjodsaure
PermWash

PMA

Protease 24

RPMI 1640

Salzséure

Steriles HBSS
Steriles PBS
Trypanblau 0,5 %
Trypsin

X-Vivo Medium

Xylol

Roche, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

JT Baker, Niederlande
Walter, Deutschland

BioRad, Deutschland

BD Biosciences, Deutschland
BD Biosciences, Deutschland
BD Biosciences, Deutschland
Invitrogen, Kanada

Tetenal, Deutschland
Tetenal, Deutschland

Merck, Deutschland
Invitrogen, Kanada

Merck, Deutschland

Abbot, USA

Invitrogen, Kanada

Merck, Deutschland

BD Biosciences, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, Kanada

Merck, Deutschland
Invitrogen, Kanada

Lonza, USA

Biochrom, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

Lonza, USA

Merck, Deutschland
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4.1.5 Kits

CD4* T Cell Isolation Kit Il mouse

CD4*CD25* Regulatory T Cell

Isolation Kit, mouse

CytoChemPlus (AP) Polymer Bulk Kit
Cytofix/Cytoperm Kit

ELISA Kit, E101

Foxp3 FITC Intracellular Staining Kit BD

NucleoSpin® RNA Il Mini Kit

4.1.6 Lésungen
Puffer fir die Immunhistochemie
Soérensen-Puffer

3,039 NaH,PO4xH,0

14,49 NayHPO4x2H,0

Ad 1000 ml (pH7,2 - 7,4)

Formalin-Lésung (4 %)

40 ml Formaldehyd 37 %, saurefrei

320 ml Sérensen-Puffer

Dako-Puffer pH9

10x Dako Target Retrieval Solution pH9

Zitronensaurepuffer pH 5

10,4 g Zitronensaure H,O
17,89 NapHPO4x2H,0
Aqua dest. ad 11

1 ml Tween 20

Miltenyi Biotech,USA

Miltenyi Biotech, USA

Zytomed, Deutschland

BD Biosciences, Deutschland
Bethyl Laboratories, USA
Biosciences, Deutschland

Macherey-Nagel, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

DakoCytomation, Deutschland

Sigma Aldrich, USA

Merck, Deutschland

Sigma Aldrich, USA
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TNT-Puffer pH 8,2 - 8,4

9,0g NaCl
6,359 Tris

25ml 1N HCI
Aqua bidest ad 11

1 ml Tween 20

Naphtol-AS-Bi-Phosphat-Gemisch

250 mg Naphtol-AS-Bi-Phosphat

9,38 mg NN-Dimethylformamid

Neufuchsin-Lésung
150 ml TNT-Puffer
300 mg NaNO,
300 pl Neufuchsin-Stammlésung
(5% Neufuchsin in 2N HCI)

800 pl Naphtol-AS-Bi-Phosphat Gemisch

Hamalaun-Lésung nach B6hmer

Lésung |
200 ml
109 A|K(SO4)2X12H20

0,1 g NaIO3

Lésung Il
0,5g Hamatoxylin

10 g Ethanol abs

J.T. Baker, Niederlande
Sigma Aldrich, USA

Roth, Deutschland

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

Aqua bidest
Merck, Deutschland

Merck, Deutschland

Serva, Deutschland
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Lésung |

29 Fuchsin Sigma Aldrich, USA
30ml 1N HCI

Lésung Il

3,89 K25,05 Sigma Aldrich, USA

170 ml Aqua dest.

Puffer fur die Isolation nuklearer Proteine

Hypotoner Puffer A
10 mmol/l Hepes Invitrogen, Kanada
10 mmol/l KCI Merck, Deutschland
0,1 mmol/l EDTA pH 8,0 Sigma-Aldrich, USA
0,1 mmol/l EGTA pH 8,0 Sigma-Aldrich, USA

Frisch zugesetzt (1:100):

1 mmol/l DTT Invitrogen, Kanada
100x Protease Inhibitor Mix Serva, Deutschland
1 mmol/I Natriumvanadat Sigma-Aldrich, USA

Hypotoner Puffer B

10 mmol/l Hepes

140 mmol/l NaCl J.T. Baker, Niederlande
2mmol/l EDTA pH 8,0 Sigma-Aldrich, USA
1% NP 40 Sigma-Aldrich, USA
10 % Gilycerol Fluka, Deutschland

Frisch zugesetzt (1:100):
1 mmol/I DTT
100x Protease Inhibitor Mix

1 mmol/I Natriumvanadat
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Protein-Lysis Puffer
50 mmol/l Hepes
140 mmol/l NaCl
2mmol/l EDTA
1% NP40
10 % Gilycerol
Frisch zugesetzt (1:100):
100x Protease Inhibitor Mix

1 mmol/I Natriumvanadat

Puffer fiir Elektrophoresen
1x TAE Puffer

4,48 g Tris-Base
1,15 ml Essigsaure
2ml 0,5M EDTA

H2O ad 11

Puffer fiir Durchflusszytometrie

MACS-Puffer
PBS
0,5% BSA

2mmol/l EDTA

Puffer fiir Albumin-ELISA
Postcoat Puffer

50 mmol/l Tris pH 8,0

0,1% BSA

Ad 11 Aqua ad iniectabilia
Sample Diluent

Postcoat Puffer

0,05 % Tween 20

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA

Roth, Deutschland

Bethyl, USA

Bethyl, USA

(Bethyl, USA)
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Coating Puffer

0,05 mol/l Carbonat-Bicarbonat pH 9,6 Sigma-Aldrich, USA

Ad 11 Aqua ad iniectabilia

Waschpuffer
50 mmol/l Tris
0,05 % Tween 20

Enzym Substrat

TMB Peroxidase Substrat

Peroxidase Solution B

4.1.7 Antikorper

(Kirkegaard & Perry, USA)

(Kirkegaard & Perry, USA)

Primérantikérper fiir die Immunhistochemie

Antikdrper Hersteller Eingesetzte Verdlinnung
Polyclonal Rabbit Anti-Human CD3 | DakoCytomation 1:100
Monoclonal Rat Anti Mouse F4/80 BMA Biomedicals 1:2000
Rat Anti Mouse Foxp3 eBiosciences 1:200
Rabbit Anti Mouse Schaf IgG Dianova 1:3000

Briickenantikérper fiir die Inmunhistochemie

Antikérper Hersteller

Eingesetzte Verdinnung

Rabbit Anti Rat | DakoCytomation

1:200

Sekundarantikorper fiir die Inmunhistochemie

Antikdrper

Hersteller

Eingesetzte Verdlinnung

Anti-Rabbit AP-Komplex

Zytomed

unverdiinnt
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Antikorper fiir die FACS-Farbung

Antigen | Fluorochrom | Hersteller
CD45 PerCP
CD4 APCeFluor780
CD3 V450, Fitc
CD25 PeCy7
CD8 V500 BD Horizon
F4/80 APC
CD11b AF700
CD11c V450
Foxp3 PE, Fitc
IL-17 PE
BD Pharmingen
IFN-y Fitc

4.1.8 Zellkulturmedien

Basismedium fiir T-Zellkulturen

RPMI 1640

5% Penicillin-Streptomycin

5% Hepes

10% FCS

0,1 % PB-Aqua ad injectabilia



4 MATERIAL UND METHODEN

28

4.1.9 Primer

(alles Invitrogen), Deutschland

Genotypisierung

Primer Sequenz
CD4Cre FW CGAGTGATGAGGTTCGCAAG
CD4Cre RW TGAGTGAACGAACCTGGTCG

Foxp3 YFP Cre FW

AGGATGTGAGGGACTACCTCCTGTA

Foxp3 YFP Cre RW

TCCTTCACTCTGATTCTGGCAATTT

Foxp3 Cre WT FW

TGGACCGTAGATGAATTTGAGTT

Foxp3 Cre WT RW

CCAGATGTTGTGGGTGAGTG

IKK2 flox FW CCTTGTCCTATAGAAGCACAAC

IKK2 flox RW GTCATTTCCACAGCCCTGTGA
Realtime-PCR

Primer Sequenz

18S FW CACGGCCGGTACAGTGAAAC

18S RW AGAGGAGCGAGCGACCAAA

CCL20 FW | TGGGTGAAAAGGGCTGTGA

CCL20 RW | AGCATCAGTTTTTTACATCTTCTTGAC

IL-13 FW CCTTCCAGGATGAGGACATGA

IL-13 RW TCATCCCATGAGTCACAGAGGAT

TNF-« FW | AAATGGCCTCCCTCTCATCAGT

TNF-a RW | GCTTGTCACTCGAATTTTGAGAAG

Analytische PCR

Primer | Sequenz

IKK2 FW | CACAATCAGGCGACAGGTGAA

IKK2 RW | TGCCGAAGCTCCAGTAGTCAA
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4.1.10 Computerprogramme

Alpha Imager Mini
Axiovision

Excel

FACS Diva
FlowJo

GraphPad Prism 5
Photoshop
Powerpoint
Revelation
StepOne™ Software 2.0
T-Base

Windows XP

Proteinsimple, USA
Zeiss, Deutschland
Microsoft, USA

BD Biosciences, Deutschland
Tree Star Inc, USA
GraphPad Software, USA
Adobe, USA

Microsoft, USA
Dynatech, UK

Applied Biosystems, USA
4D SAS, Frankreich

Microsoft, USA
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4.2 Methoden

4.2.1 Tierexperimentelles Arbeiten

Genotypisierung

Die Genotypisierung der transgenen Mauslinien wurde mit DNA aus Schwanzbiopsien vorge-
nommen. Die Schwanze wurden dafir in einem Gemisch aus Extraktionspuffer und TissuePrep
10 min bei 65 °C lysiert. Nach Zugabe eines Neutralisationspuffers konnte die gewonnene DNA
fir Genotypisierungs-PCRs eingesetzt werden.

Mastermix fiir Isolierung genomischer DNA

Extraktionspuffer 100 pl Sigma Aldrich, Deutschland
Tissue Prep 25l Sigma Aldrich, Deutschland
Neutralisationspuffer 100 pl Sigma Aldrich, Deutschland

Das PCR-Produkt wurde auf 1,5%igen Agarosegelen aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid

visualisiert. Die Genotypisierungsarbeiten wurden von Frau Hermann durchgefiihrt.

Tierhaltung

Die Experimente wurden mit 8-10 Wochen alten mannlichen Mausen aus der Tierhaltung des
UKE vorgenommen. Die Tierhaltung wurde durch das Fachpersonal der Zentralen Versuchs-
tierhaltung des UKE durchgefiihrt. Sie erfolgte standardisiert tiergerecht, bei einer RT von 25°C
und unter Verwendung eines artgerechten Hell-Dunkel-Zyklus. Trinkwasser und Futter in Form
von Trockenpellets (bis 31.08.2011 V1536-000 sniffR/M-H, Sniff, Deutschland; ab 01.09.2011
Rod16-R LASvendi, Deutschland) war ad libitum vorhanden.

Die durchgefiihrten Tierexperimente wurden behdrdlich genehmigt (G10/017, G10/51, G10/64)
und unter Erteilung einer Ausnahmegenehmigung nach §9 Abs. 1 Satz 4 TierSchG von mir oder

Frau Hermann durchgefihrt.
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Tierzucht

Konstitutive Knockout-Maus - Cre/loxP System

Um die Expression eines Gens zellspezifisch auszuschalten, wurde das Cre/loxP System ver-
wendet. Eine gefloxte Gensequenz wird mittels Cre-Rekombinase herausgeschnitten. Die Re-
kombinase wird unter einem gewebs- oder zellspezifischen Promotor exprimiert. In dieser Arbeit
wurden Foxp3YFP- Ce (exprimieren dariiber hinaus unter dem Foxp3 Promotor YFP) und CD4C"
Méause mit IKK2"" Mausen verpaart, um den zellspezifischen Knockout der IKK2-Kinase in

Tregs (Foxp3 Promotor) und T-Zellen (CD4- Promotor) zu untersuchen.

spezifischer
Promotor

loxP__ loxP

Maus mit loxP-flankiertem Gen Maus mit Cre-Recombinase Expression
homozygot fur loxP-flankiertes Gen Transgene Maus

lVerpaarung

spezifischer
Promaotor

Konstitutive Knockout-Maus

Homozygote Deletion des gefloxten Gens
Transgen fiir das Cre-Gen

Quelle: modifiziert nach Stricklett, Am J Physiol Renal Physiol 1999, 276:F651-F657

Abbildung 4.10
Schema Cre/loxP System.
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4.2.2 Herstellung des NTN-Serums

o A
@ |
: : NTN-Serum
"GBM“ 2

Praparation 1
i.p.

Injektion

GBS

Quelle: Prof. Dr. UIf Panzer

Abbildung 4.11
Schema Herstellung NTN-Serum.

Die Herstellung des NTN-Serums erfolgte wie bereits von Assmann et. al. beschrieben [47].
Kurz, es wurden glomerulare Basalmembranen von Mausen prapariert und gereinigt. Mit die-
sem Antigen wurden Schafe (Eurogentec, Belgien) immunisiert. Aus dem Blut der Schafe wurde

der Antikrper gegen die GBM in Féllungs-und Dialyseschritte gewonnen.

Induktion der NTN

Far jede Charge des aufgereinigten NTN-Serums wurde eine Dosistestung durchgefihrt. Daftr
wurden den Mausen 0,25; 0,5; 0,75 und 1 ml Serum intraperitoneal (ip) gespritzt. Die Mause
wurden fir den Eingriff mit einem Isofluran-Sauerstoff-Gemisch kurz narkotisiert. Es wurde in
den nachfolgenden Experimenten dann mit der NTN-Dosis weitergearbeitet, die nicht letal war;

dennoch eine erhdhte Proteinurie und einen glomerularen Schaden verursacht hat.

Applikation des IKK2-Inhibitors CpdA
Der Inhibitor wurde in PBS/10 % Cremaphor in einer Dosis von 5 mg/kgKG subkutan alle 48 h

verabreicht. Abbildung 4.12 zeigt den experimentellen Aufbau.
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|deAH NTN \ ‘deA‘ deA[ ‘deA‘ ledA‘ ‘deA‘
-d1 do d1 d2 d3 d5 d7 d9  d10
Stw Stw Ex

StW: Stoffwechselkafig zur Uringewinnung
Ex: Organentnahme

Abbildung 4.12
Versuchsaufbau NTN+CpdA.

Organentnahme

Die Organentnahme erfolgte an Tag 10 nach Induktion der NTN. Die Tiere wurden mittels Isoflu-
ran fir den gesamten Eingriff narkotisiert. Die Bauchhdhle wurde mit einem Bauchschnitt ge-
6ffnet und Blut wurde mit einer 1 ml Spritze und einer Kanile (23G, 0,6 mm x 25 mm) aus der
Aorta entnommen. Die Nieren wurden freigelegt und herausprépariert. Die Tiere verstarben
wahrend der Blutentnahme. Zur Sicherheit wurde nach Eingriffsende ein Genickbruch durch-
gefuihrt. Das Nierenh&utchen wurde entfernt und eine Niere wurde bis zur Weiterverarbeitung
fur die FACS-Analyse in gekihltem HBSS aufbewahrt. Die zweite Niere wurde gedrittelt und fir
die Gewinnung von nukle&ren Proteinen, RNA und fiirimmunohistochemische Untersuchungen

verwendet.

Serumgewinnung
Wahrend der Organentnahme gewonnenes Blut wurde in eine Monovette Uberflhrt, kraftig ge-
schiittelt und im Anschluss bei 4 °C, 3500 min~" fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abpippetiert und bis zur weiteren Untersuchung bei —20 °C weggefroren.

Einbettung und Fixierung von Gewebe
Nierendrittel wurden Uber Nacht in 4%iger Formalin-Lésung im Kihlschrank aufbewahrt und
am nachsten Tag dreimal mit jeweils 4 ml PBS auf einem Wipptisch 10 min lang gewaschen. Die

Proben wurden dann firimmunohistochemische und histologische Untersuchungen in Histologie-
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Kassetten gelegt und bis zur Einbettung in Paraffin in PBS aufbewahrt. Die Einbettung der Pro-

ben erfolgte durch Frau Reszka im Histologischen Labor der lll. Medizinischen Kilinik.

4.2.3 Urin- und Blutdiagnostik

Uringewinnung im Experiment

Zur Kontrolle des Erkrankungsgrads wurde die Proteinurie der Mause bestimmt. Urin wurde
an den Tagen 2 und 9 nach Krankheitsinduktion gesammelt. Die Tiere wurden hierzu fiir 4-6
Stunden auf 96-well-Platten gesetzt und mit einer Box abgedeckt (Stoffwechselkéfig). Zugang
zu Trinkwasser wurde durch zuvor befillte wells gewahrleistet. Es wurde nur Urin, der nicht mit
Trinkwasser verdiinnt oder Kot verunreinigt worden war, gesammelt und bei —20 °C weggefro-

ren.

Proteinbestimmung im Urin
Eine grobe Proteinbestimmung erfolgte nach jedem Stoffwechselkéfig mittels Multistix. Es wur-
de ein wenig frischer Urin auf das Proteinfeld des Sticks pipettiert und nach 60 s abgelesen. Es

erfolgte folgende Klassifizierung, die auch als Verdiinnungsgrundlage flr einen Albumin-ELISA

diente:
Konzentration Protein | Klassifizierung
<30 mg/dl Spur
30mg/dl +
100 mg/dl ++
300 mg/dl 4+
>2000 mg/d| ++++

Tiere, die an Tag 2 nach NTN-Induktion nicht erkrankt waren (+ oder ++), wurden in dem Expe-

riment nicht weiter berlicksichtigt.

Bestimmung der Albumin-Konzentration aus Urin (Albumin- ELISA)
In dieser Arbeit wurde das ELISA-Kit von Bethyl Laboratories verwendet. Die Urinproben wur-
den anhand des Ergebnisses des Multistix nach folgendem Schema mit Sample Diluent ver-

diinnt.
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Klassifizierung | Verdinnungsfaktor
Spur 1:100

+ 1:1000

++ 1:10000

+++ 1:50000

++++ 1:200000

Eine 96-well-Platte wurde Uber Nacht bei 4 °C mit je 100 pl/well Anti-Maus Albumin-Antikérper
(1:100 in Coating Puffer) inkubiert. Es wurde dreimal mit 200 pl/well Waschpuffer gewaschen,
mit 150 pl/well Postcoat Puffer fir 30 min bei RT inkubiert und erneut gewaschen.

Die Proben und eine Standardreihe mit Mausalbumin wurden in folgenden Konzentrationen auf
die Platte pipettiert und fir 1 h bei RT inkubiert. Von jeder Probe wurde eine Doppelwertbestim-

mung gemacht und der Mittelwert fiir die Konzentrationsberechnung verwendet.

Standard Nr. | Albuminkonzentration (ng/ml) | Albuminstandard | Sample Diluent
SO 10000 2pl Stocklésung | 198l
S 1000 100 ul SO 900 pl
S2 500 300l S1 300 pl
S3 250 300 pl S2 300 pl
S4 125 300 pl S3 300 pl
S5 62,5 300 pl S4 300 pl
S6 31,25 300l S5 300 pl
S7 15,625 300 pl S6 300 pl
S8 7,8 300 pl S7 300 pl

Nach flnfmaligem Waschen mit 200 pul Waschpuffer wurden 100 pl/well einer 1:40000 Verdin-
nung des HRP-konjugierten Sekundar-Antikérpers in Sample Diluent hinzupipettiert und 1 h bei
RT inkubiert. Um nicht gebundenes Albumin zu entfernen wurde 5 mal mit 200 pl/well Wasch-
puffer gewaschen. Es folgte eine Farbreaktion mit Enzym-Substrat-Lésung (1:1) fir 15min im
Dunkeln, welche dann mit 2 mol/l Schwefelsaure (100 pl/well) abgestoppt wurde. Die Mikrotiter-

platte wurde im Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm vermessen.
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Bestimmung Harnstoff (Serum) und Kreatinin (Serum / Urin)
Es wurden jeweils 110yl Serum oder Urin in ProbengeféBe gefillt. Bei nicht ausreichender
Probenmenge wurde 1:1 mit Aqua ad iniectabilia verdlinnt. Die Harnstoff- und Kreatininkonzen-

trationen wurden im Zentrallabor des UKE bestimmt.

4.2.4 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

EMSA ist eine Methode zur Detektion von Bindungen zwischen Proteinen und DNA. Im Fal-
le dieser Arbeit wurde die Bindung von NF-kB aus nukledren Proteinextrakten der Niere an
radioaktiv markierte NF-«kB-spezifische DNA-Fragmente nachgewiesen. Hieraus konnte eine

NF-kB-Aktivierung in den jeweiligen Nierenextrakten gezeigt werden.

Isolation nukleérer Proteine

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis und Zentrifugationen bei 4 °C und 13000 min-'. Ein Nieren-
drittel wurde in hypotonem Puffer A mittels eines Homogenisators zerkleinert. Die Suspension
wurde in ein 1,5ml Reaktionsgefal3 tberfihrt und fir 15min auf Eis stehen gelassen. 100 pl
10%iges NP40 wurden hinzugeflgt, kurz gemischt und im Anschluss fiir 30 Sekunden zentrifu-

giert.

Der Uberstand enthélt die zytoplasmatischen Proteine und wurde abpippetiert. Das Pellet wurde
in 200 pl hypertonem Puffer B aufgenommen, resuspendiert und 20 min lang auf einem Rotor im
Kihlraum inkubiert. Im Anschluss wurde 5min zentrifugiert und der Uberstand in 50 pl Aliquots

aufgeteilt und bei -80 °C gelagert.
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Herstellung Acrylamid-Gel
Die nukle&ren Proteine wurden mit dem radioaktiv markierten DNA-Fragment inkubiert

und auf folgendem Acrylamid-Gel aufgetrennt:
4%iges Polyacrylamid-Gel

3,315g Glycerol

76,95 g Aqua ad iniectabilia

10,5ml 10x TBE

14 ml 30 % Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung (29:1) (AppliChem, Deutschland)
787,5 pl 10%ige Ammoniumpersulfat-Lésung (Roth, Deutschland)
87,45l TEMED (SIGMA, Deutschland)

Markierung der DNA-Probe (NF-xB-Consensus Oligonucleotide) mit 32P-y dATP

Ein Mastermix bestehend aus:

6 pl NF-kB consensus oligonucleotide (~10 pmol) (Promega, USA)

2l 10x PNK Puffer A (Fermentas, Deutschland)
1 ul T4 Polynucleotidkinase (Fermentas, Deutschland)
8,5 ul Aqua ad iniectabilia (Braun, Deutschland)

2,5l 32P-ydATP

wurde 30 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
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Eine Inaktivierung des Enzyms erfolgte anschlieBend 10 min lang bei 70 °C. Der Mastermix wur-
de aufgereinigt, damit rein radioaktiv markierte NF-«kB-binding-sites vorlagen und unmarkierte
Fragmente entfernt wurden. Dafiir wurde der Mastermix auf 50 pl mit Aqua ad iniectabilia auf-
geflllt, auf eine Purifikationssaule (illustra ProbeQuant G-50 Micro Columns, GE Healthcare)
gegeben und bei 3000 min~' 2min zentrifugiert. Die Radioaktivitat wurde mittels 3-Counter in
Rotiszint Lésung bestimmt. Pro Probe wurden 100.000 cpm 2P in folgenden Ansatz gegeben:
Shift-Mix-Ansatz

2,0 ul Poly(dI-dC)

4 pl 5x Binding Buffer

1 ul 10x Loading Buffer

Ad 18 ul Aqua ad iniectabilia

Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry
Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 550 nm bestimmt. Als

Standard wurde BSA geldst in Buffer B in folgenden Konzentrationen eingesetzt:

Standard Nr. | Proteinkonzentration
St 10 mg/ml

S2 5mg/ml

S3 2,5mg/ml

S4 1,25 mg/ml

S5 0,63 mg/ml

5ul Probe und Standard wurden in Doppelbestimmung auf eine 96-well-Platte pipettiert und
25 pl eines Gemisches aus Reagenz A und Substanz S (1 ml+20 pl; BioRad DC Protein Assay)
hinzugegeben. Es wurden 200 pl Reagenz B hinzupipettiert und 15 min im Dunkeln bei RT in-
kubiert. Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bestimmt.

Zu 30 ug der jeweiligen Probe wurden 18 pl des Shift-Mix hinzupipettiert, 30 min bei RT inkubiert
und anschlieBend auf das Gel geladen, welches 30 min bei 200 V und danach 2 h bei 250V lief.
Das Gel wurde tiber Nacht getrocknet und dann 7 Tage bei —80 °C in einer Filmkassette belichtet
und anschlieBend entwickelt (AGFA Curix 60).
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4.2.5 Molekularbiologische Methoden

Isolation RNA

Bei dieser Methode erfolgten alle Zentrifugationsschritte bei 10000 min~" und 4 °C. Ein Nieren-
drittel wurde in einem Reaktionsgefal3 mit 200 pl Trizol homogenisiert. Nach Zugabe von wei-
teren 800 pl Trizol wurde die Probe geschuttelt und 10 min bei RT inkubiert. Es wurden 200 pl
Chloroform hinzugegeben und die Probe wurde mindestens 15s lang gemischt, 3 min bei RT
inkubiert und 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und 500 ul Isopropanol
hinzugegeben, gemixt und fir 30 min bei RT inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 15 min
wurde das entstandene Pellet dreimal mit 500 pl 80%igem Ethanol gewaschen. Die gewonnene
RNA wurde in 80 % Ethanol bei —80 °C weggefroren.

Aufreinigung RNA

Die Aufreinigung der RNA erfolgte mit dem NucleoSpin® RNA Il Mini Kit nach Anleitung des Her-
stellers. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei RT und 11 000 min—'. Das RNA-Pellet wurde
zweimal mit 80%igem Ethanol gewaschen und in einer Vakuumzentrifuge 5min lang getrock-
net. Nach Zugabe von 50 ul DEPC-Wasser wurde 30 min auf Eis inkubiert. Das Pellet wurde mit
300 ul RA1 Puffer und 3l B-ME versetzt und gemischt. AnschlieBend wurden 350 pl 70%iger
Ethanol hinzugegeben und die Lésung auf eine NucleoSpin® RNA Filter Saule pipettiert und
herunterzentrifugiert. Die RNA war nun in der Saule gebunden und wurde durch die Zugabe
von 350 yul MDB Puffer und einer weiteren einminitigen Zentrifugation entsalzt. Es folgte eine
15-min(tige Inkubation mit 10 pl rDNase geldst in 90 ul RNase Puffer, um membrangebundene
genomische DNA zu entfernen. Es wurde mit 200 ul RA2 Puffer, 600 ul RA3 Puffer und zuletzt
mit 250 pl RA3 Puffer gewaschen. Die RNA wurde nun mit 50 ul RNase freiem Wasser eluiert.

Fir anschlieBende Arbeiten wurde die RNA bei —-80 °C weggefroren.
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Reverse Transkription
Die Konzentration der RNA wurde photometrisch bei 320 nm bestimmt und 400 ng RNA wurden

far die Transkription in cDNA mit folgendem Reaktionsgemisch eingesetzt,
Einfacher Ansatz Reaktionsgemisch |

2 pl Hex Primer (100 ng/pl, Invitrogen)

2l dNTPs (10 mmol/l gesamt)

16 Wl H20

Es wurde fiir 5 min bei 65 °C erhitzt und mit dem Reaktionsgemisch Il versetzt:
Einfacher Ansatz Reaktionsgemisch I

8 ul 5xPuffer + DTT (Invitrogen)

6 ul RNAse out (Invitrogen)

2yl MMLV-Reverse Transkriptase (Invitrogen)

Es folgte eine Inkubation nach dem Protokoll:
10 min bei 25°C
60 min bei 42°C

10 min bei 70 °C

cDNA wurde bis zur Weiterverwendung bei —20 °C maximal 14 Tage gelagert.

Quantitative Real-time PCR (qRT-PCR)

Mittels der qRT-PCR lasst sich die Expression zu untersuchender mRNA bestimmen.

Die Methode beruht auf dem Prinzip der PCR und vervielféltigt die aus den Proben gewonne-
ne cDNA. Eine Quantifizierung findet Uber die Fluoreszenz-Messung des eingebauten DNA-
interkalierenden Farbstoffs SYBR-Green statt, der proportional zur cDNA-Menge eingebaut
wird. In dieser Arbeit wurde die intrarenale Expression verschiedener proinflammatorischer Zy-

tokine und Chemokine untersucht.
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Einfacher gPCR Ansatz
1,25 pl Forward Primer (0,9 mmol/l)
1,25 ul Reverse Primer (0,9 mmol/l)
2,25l Ho,O
6,25l SYBR Green
1,5ul cDNA

Es wurden 11 ul des gPCR-Ansatzes und 1,5 pl cDNA eingesetzt. Als Housekeeping-Gen wur-
de 18S rRNA verwendet. Die cDNA wurde fir die Expressionsbestimmung von 18S 1:500 ver-
dinnt. Die Proben wurden in Doppelbestimmungen auf eine 96-well-Platte pipettiert und in 40
Zyklen folgendem gPCR-Programm unterzogen:

1. Aktivierung der Polymerase 95°C 10 min
2. Denaturierung 95°C 15s
3. Elongation 60°C 1 min
4. Denaturierung 95°C 15s
5. Schmelzkurve 60°C 1min
95°C 15s

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software StepOne™ v2.0 durch die AACT-Methode. Der
CT-Wert (auch threshold) gibt den Wert an, bei dem die Fluoreszenz des eingebauten SYBR-
Green Farbstoffs erstmalig signifikant ansteigt. Je kleiner ein CT-Wert, desto hdher ist das be-
treffende Gen exprimiert. Aus der Doppelwertbestimmung wurde der Mittelwert der CT-Werte
gebildet und von dem Mittelwert des CT-Werts des Housekeeping-Gens 18S subtrahiert (ACT).
Das Housekeeping-Gen wurde durch die experimentellen Interventionen nicht reguliert und
konnte somit als interner Standard genutzt werden. Im Anschluss wurde vom ACT-Wert der
Kontrollgruppe der ACT-Wert der Vergleichsgruppe subtrahiert (AACT). Der erhaltene Wert
gibt an ob ein Gen im Vergleich zur Kontrolle héher oder niedriger exprimiert wird.

4.2.6 Immunhistochemische Methoden

Deparaffinierung der Schnitte

Das in Paraffin eingebettete Gewebe wurde fiir histologische Untersuchungen in 0,5 um diinne
Schnitte mittels Mikrotom und fiir immunohistologische Farbungen in 1,5pm bis 2um diinne
Schnitte geschnitten. Die Schnitte wurden flir die weiteren Farbungen deparaffiniert. Sie wurden

zuné&chst Uber Nacht bei 40 °C im Ofen ausgebacken, abgekiihlt mit einem hydrophoben Stift
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(DAKO Pen) umrandet. Die Schnitte wurden dreimal fiir 5min in Xylol getaucht und das Xylol
wurde anschlieBend durch das Eintauchen in eine Ethanolreihe absteigender Konzentration
entfernt. Jeder Waschschritt erfolgte dreimal fiir 5min in folgenden Konzentrationen: 100 %,
95% und 75 % Ethanol in Aqua dest. Zuletzt wurden die Schnitte dreimal 5min lang in Aqua

dest. gewaschen.

PAS-Farbung (Periodic Acid Schiff)

Die entparaffinierten Gewebeschnitte wurden fir 15min in 1%ige Perjodsdure getaucht und
3 min unter flieBendem Leitungswasser gewaschen. Es folgte ein Waschschritt mit Aqua dest.
und eine 50-min{tige Inkubation in Schiff'schen Reagenz. AnschlieBend wurde fuchsinschwef-
lige S&ure durch einen 7-miniitigen Waschschritt mit warmem flieBendem Leitungswasser ent-
fernt und es wurde mit Aqua dest. nachgespiilt. Es folgte eine Kernfarbung nach Béhmer durch
eine 12-mindtige Inkubation mit Hamatoxylin-Lésung. Im Anschluss wurde 3 min mit flieBendem
Leitungswasser gewaschen. Um eine Kontrasterhéhung zu erzielen wurde mit 1N HCI in Etha-
nol differenziert. Die Schnitte wurden zur Konservierung durch eine aufsteigende Ethanolreihe
(70 %, 90 % und 100 %) gefihrt und mit Deckglasern in Eukit (O. Kindler) eingedeckelt.

Glomeruldre Schadigung

Die glomeruldre Schadigung wurde mikroskopisch bestimmt. Ein geschadigtes Glomerulum
weist eine vermehrte Ablagerung von PAS positivem Material auf. Hierbei handelt es sich um
Proteininfiltrate und Kollagenablagerungen. Die glomerulare Struktur 18st sich auf und das Glo-
merulum wird zellarmer. Epithelzellen der Bowman-Kapsel kénnen hin zum Glomerulum pro-
liferieren und einen Halbmond bilden. Es wurden 50 Glomeruli pro Tier auf Halbmondbildung

untersucht.

Immunhistochemische Farbungen

Vor der Inkubation mit dem spezifischen Antikérper wurden die Antigene, welche durch die For-
malinfixierung verédndert worden sind, demaskiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurde das
Gewebe fir 5 min mit Blocking-Puffer (CytoChem Kit) getaucht. Es folgte eine Primarantikérper-
Inkubation Uber Nacht bei 4°C. Nach erneutem Waschen wurde 30 min entweder mit einem
Briickenantikérper oder direkt mit dem Sekundérantikdrper bei RT inkubiert. Nach Waschen

unter flieBendem Wasser wurde 10 min mit Neufuchsin-L&sung inkubiert.
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Es folgte eine Kernfarbung nach Béhmer und ein Differenzierungsschritt mit HCI-Alkohol, um
Uberschiissige Farbpigmente der Kernfarbung zu entfernen. Die gefarbten Schnitte wurden mit
Gummi arabicum-Lésung eingedeckt. Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick (iber die ver-

wendeten Demaskierungsmethoden und Antikérper:

Féarbung Demaskierung Primarantikérper Briickenantikdrper Sekundéarantikdrper
CD3 DAKO Puffer Rabbit anti-mouse X
Trypsin, 10 min Brutschrank ) . .
F4/80 Rat anti-mouse Rabbit anti-rat

37°C

Citrat Citronensaure Puffer . . . Anti-rabbit AP Komplex
Foxp3 Rat anti-mouse Rabbit anti-rat

680W Mikrowelle 35 min

Proteinase 24 Verdau, 15min ) )
SlgG Rabbit anti-mouse X
Brutschrank 37 °C

Alle immunhistochemischen Farbungen wurden von Frau Hermann im Histologielabor der Il

Medizinischen Klinik durchgefihrt.

Quantifizierung der Immunhistochemie

Pro Tier wurden fiir die CD3- und F4/80-Farbung bei 400-facher VergréBerung 20 Gesichts-
felder (high power field hpf) ausgezahlt. Flr die Foxp3-Farbung wurden 8 Gesichtsfelder (low
power field Ipf) bei 100-facher VergréBerung ausgezahlt. Es wurde jeweils der Mittelwert gebil-
det.

4.2.7 Immunbiologische Methoden

Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS = Fluorescence Antibody Cell Sorter) erlaubt es Zellen auf-
grund ihrer unterschiedlichen Lichtstreuung morphologisch zu beschreiben und mittels der De-
tektion von Oberflachenantigenen zu identifizieren. Nach Isolation der Zellen aus ihrem Her-
kunftsorgan werden diese mit spezifischen Antikérpern gegen Oberflachenantigene gefarbt.
Diese Antikdrper sind an Fluorochrome gebunden, die Licht bestimmter Wellenlangen emit-
tieren. Fir die Analyse im FACS missen die Zellen als Einzelzellsuspension vorliegen. Jede
einzelne Zelle wird in einem Flissigkeitsstrahl an einem Laser vorbeigefuhrt, wodurch es zur

Lichtstreuung kommt. Die Lichtstreuung wird von der Zellgrée und intrazelluldren Bestandtei-
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len bestimmt, was auf die Morphologie der Zelle schlieBen lasst.
Oberflachenantigene auf der Zelle, die mit fluorochromgekoppelten Antikérpern markiert sind,
werden Uber die Fluoreszenz des Farbstoffs detektiert und erméglichen somit eine Charakteri-

sierung der Zelle.

Einzelzellsuspensionen aus Milzen

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 1200 min~', 8 °C und 7 min lang. Milzen wurden fettfrei
prapariert und mittels Skalpell mechanisch zerkleinert. Das Gewebe wurde mit einem Sprit-
zenstempel durch ein 70 um Sieb gestrichen; dabei wurde mit 15 ml HBSS nachgespilt. Nach
einem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand verworfen und das entstandene Pellet aufge-
klopft.

Es folgte eine 8-minltige Erythrozytenlyse mit einem Puffergemisch 1:10 aus 160 mmol/l
NH,4Cl : 170 mmol/l Tris/HCI bei RT. Die Lyse wurde mit 5ml HBSS gestoppt und es folgte ein
Zentrifugationsschritt. Das lysierte Pellet wurde in 5 ml HBSS resuspendiert und Uber ein 40 pm
Sieb gegeben. Das Sieb wurde mit HBSS nachgespiilt. Nach einer Zentrifugation wurden die
Zellen in 4 ml PBS/10 % FCS aufgenommen.

Einzelzellsuspensionen aus Nieren

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4 °C und 1200 min~'. Es wurde von jedem Tier eine
Niere fur die Einzelzellsuspension eingesetzt. Nach Entfernen des Nierenhdutchens wurde die
Niere mit einem Skalpell zerkleinert und in Digestionsmedium mit 8 ug/ml Collagenase D und
400 ng/ml DNAse fiir 40 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Das Gewebe wurde mittels
eines Spritzenstempels zuerst durch ein 70um und anschlieBend durch ein 40 um Sieb ge-
driickt. Hierbei wurde reichlich mit HBSS nachgespllt. Nach einem 5-min(itigen Zentrifugati-
onsschritt wurde eine Erythrozytenlyse fir 5 min bei 4 °C durchgefiihrt. Diese wurde mit 10 ml
kaltem PBS gestoppt. Nach erneuter Zentrifugation von 10 min wurde das Homogenat in 5 mi
kaltem PBS resuspendiert und fir 15min in den Kihlschrank gestellt. Zellreste setzten sich
in der Zeit ab und im Uberstand konnte dann die Leukozytenfraktion abpipettiert werden. Zur
Erhdhung der Reinheit wurde die Fraktion nochmals durch ein 40 um Sieb gegeben, welches
mit PBS/10 % FCS nachgespiilt wurde. Nach 10-minutiger Zentrifugation wurden die Zellen in
FACS-Ro6hrchen tberfihrt und dort gefarbt.
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Farbung fiir FACS-Analysen

4 Mio. Milzzellen oder die Einzelzellsuspension einer Niere wurden mit PBS gewaschen. Es
wurde jeweils 1 pl Antikdrper in den Ruacklauf pipettiert und 30 min bei 4 °C geféarbt. Im Anschluss
wurde zweimal mit 1 ml Cellwash gewaschen und in PBS aufgenommen und am FACS Gerat

vermessen.

Fir eine intranukledre/intrazelluldre Farbung wurden die Zellen in FixPerm (1T Fixation Concen-
trate / 3T Fixation Diluent)/Cytoperm aufgenommen und bei 4 °C 30 min fixiert. AnschlieBend
wurde zweimal mit Permeabilisationspuffer/PermWash gewaschen, 1 ul Antikérper wurde in den
Rucklauf pipettiert und 30 min bei 4 °C gefarbt. Nach zweimaligem Waschen mit Permeabilisa-

tionspuffer/PermWash wurde in PBS aufgenommen und am FACS-Geréat vermessen.

Zellspezifische Isolationsmethoden

Anhand dieser Methoden kdnnen einzelne Zellpopulationen aus einem Organ isoliert werden.
Ausgangsmaterial beider Methoden ist eine Einzelzellsuspension. Der Reinheitsgrad betragt
85 % bis 95 %.

Eine mdgliche Isolationsmethode war die Sortierung der Zellen mittels FACS-Sorter. Einzelzell-
suspensionen wurden nach dem Protokoll Farbung fir FACS-Analysen angefarbt. Die Zellen
wurden nach der Fluoreszenz der Antikérper sortiert. Das FACS-Sorten wurde in der FACS
Sorting Core Unit des UKE mit dem FACS Aria Il durchgefthrt.

Eine Alternative waren Zellseparationssysteme.

Die Isolation regulatorischer T-Zellen und CD4* T-Zellen erfolgte nach dem Protokoll CD4*
CD25* Regulatory T Cell Isolation Kit mouse des Herstellers Miltenyi Biotec. Das System ar-
beitet mit magnetischen Saulen. Einzelzellsuspensionen wurden gefarbt und mit sogenannten
Microbeads (magnetisches Markieren) versetzt. Mit Microbeads markierte Zellen wurden in der
Sé&ule zurlickgehalten.

CD4* T-Zellen wurden durch Negativselektion gewonnen: alle nicht CD4* T-Zellen wurden mit
einem Biotin-Antibody-Cocktail und Anti-Biotin-Microbeads inkubiert. CD4* T-Zellen blieben so-

mit ungefarbt und konnten im Eluat aufgefangen werden.
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Die Isolation CD4* CD25* T-Zellen erfolgte im ersten Schritt identisch zur CD4* Isolation. Es
schloss sich eine Positivselektion an: CD4* CD25* Zellen wurden angefarbt (CD25 PE) und mit
Anti-PE-Microbeads versetzt. Sie verblieben auf der Saule und wurden mit einem Stempel nach

Ablaufen des Eluats herausgedrtickt.

PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate )/lonomycin-Stimulation

Die Einzelzellsuspension einer Niere wurde zentrifugiert und in jeweils 1 ml X-Vivo

(+1 pl 50 mmol/I 3-ME) aufgenommen und mit 0,05 pg/ml PMA und 1 pg/ml lonomycin fir 30 min
im Brutschrank inkubiert. Durch diese Stimulanzien wurden die Zellen rezeptorunabhangig und
antigen-unspezifisch stimuliert. Es folgt eine Produktion der Zytokine IL-17 und IFN-y, welche
die Th17- und Th1-Antwort im Endorgan beschreiben. Durch die 4-stliindige Inkubation mit Bre-
feldin A wurden die Zytokine im endoplasmatischen Retikulum angereichert und nicht ins Me-
dium sezerniert. Die Zellen wurden mit 2 ml MACS-Puffer gewaschen und mit 7 yl Maus-Serum
15min bei 4 °C inkubiert. Es folgte eine Oberflachen- und intrazellulare Farbung fir IFN-y und

IL-17. Nach einem Waschschritt wurde in PBS am FACS-Gerat gemessen.
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Schema der FACS- Messung aus Nieren und Milz-Einzelzellsuspensionen

Die Auswertung der FACS-Messung erfolgte nach folgendem Schema:
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Abbildung 4.13
Gating-Strategie fiir FACS-Analysen.
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Nach Ausschluss aller Nicht-Leukozyten und Dubletten (a) wurden alle Leukozyten durch ihre
Expression von CD45 dargestellt (b). Eine Einteilung der T-Zellen erfolgte nach CD3 (c); welche
dann in CD4* T-Helferzellen unterteilt wurden (d). Die CD4-Population wurde weiterhin unter-
schieden in IFN-y-produzierende Th1-Zellen und IL-17-produzierende Th17-Zellen (e). Regu-
latorische T-Zellen (Tregs) wurden durch die Expression ihres Transkriptionsfaktors Foxp3 ab-
getrennt (f). Makrophagen wurden durch die Koexpression von F4/80 intermediate und CD11b*
bestimmt (h). Dendritische Zellen exprimieren den spezifischen Marker CD11¢ und in geringen
Mengen F4/80. Sie wurden als F4/80 intermediate und CD11c* definiert (i).

Suppressionsassay

Hierbei wurde die Suppressionsfahigkeit von regulatorischen T-Zellen (Tregs) auf Responder T-
Zellen (Tresp) in-vitro untersucht. Eine round-bottom 96-well-Platte wurde Uber Nacht im Kihl-
schrank mit 0,5 ug/ml «CD3-Antikdrper in PBS inkubiert. Splenozyten wurden mit CD4-PE ge-
farbt und anschlieBend FACS-gesortet. Tregs der Foxp3°eIKK2""Maus sind CD4*YFP* und
kénnen gut von Tresps, welche nur CD4* sind abgetrennt werden. Alternativ wurde Gber MACS-
Séaulen zellspezifisch aufgereinigt. Die Zellen wurden in Basismedium +1 pg/ml «CD28 (Biozol
Diagnostica) suspendiert. Pro well wurden Tresp:Treg im Verhaltnis 2:1 eingesetzt und fir 3 Ta-
ge bei 37 °C, 5%CO, kultiviert. Aus dem Uberstand wurde die IL-2 Konzentration mittels ELISA
gemessen. IL-2 wird von Tresps produziert und die IL-2 Ausschittung wird durch die suppri-
mierenden Eigenschaften der Tregs gedrosselt. Tregs allein sind anerg und produzieren dieses

Zytokin in-vitro nicht.

In-vivo Treg-Proliferation

Dieser Versuch priift die Uberlebensfahigkeit von Tregs im Organismus. Es wurden Einzelzell-
suspensionen aus Milzen 7 Tage alter Foxp3YP-Cre|KK2" Mause und Foxp3°©® Mause herge-
stellt. Die Milzen wurden hier gepoolt, da 7 Tage alte Tiere nur eine geringe Treg-Frequenz
haben. AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Proliferationsfarbstoff markiert (CellTrace™
Violet Cell Proliferation Kit, Invitrogen). Die Anzahl der Tregs pro Probe wurde mittels APC-
Beads per Durchflusszytometrie bestimmt und mit PBS als Lésungsmittel auf die limitierende
Zellzahl eingestellt. Es wurde eine definierte Treg Zahl intravends in RAG1-/- M&use gespritzt.
RAG1-/- Mause besitzen keine B-und T-Zellen. Nach 7 Tagen wurde die Proliferation der Tregs

ebenfalls mittels Durchflusszytometrie anhand des Proliferationsfarbstoffs bestimmt.
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Tregs aus Foxp3°©' Tieren wurden als Kontrolle gespritzt. Dieser Versuch wurde im Institut fiir

experimentelle Immunologie in Bonn durchgefihrt.

4.2.8 Phanotypische Untersuchungen an der Foxp3YFP-Cre]KK2f Maus

Die Phanotypcharakterisierung der Foxp3YFP-Ce|[KK2 Maus fand zu den Zeitpunkten 3, 7 und
>14 Tage statt, wobei >14 Tage den Zeitpunkt beschreibt, wann der Phénotyp bei einem Indivi-
duum aufgetreten ist. Foxp3°©™ Tiere des gleichen Alters dienten als Kontrolle. Die Experimente
wurden behdrdlich genehmigt (G10/064).

4.2.9 Statistik

Es wurden Mittelwerte + SEM aller statistischer Daten angegeben. Die Signifikanz wurde mit
dem zweiseitigen Student'schen T-Test ermittelt. Die Wahrscheinlichkeit eines Fehlers erster
Art wurde mit x=0,05 angenommen. Die Signifikanzen flir Ergebnisse des Suppressionsassays
wurden mittels einfaktoriellem ANOVA-Test berechnet. Das Signifikanzniveau wurde bei beiden

Verfahren auf p =0,05 festgesetzt.
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5 Ergebnisse

5.1 Systemische NF-«xB-Hemmung in der NTN
5.1.1 NTN mit CpdA-Behandlung

In diesen einfihrenden Experimenten sollte der Einfluss einer durchgéngigen, vor NTN-Induktion
beginnenden, Behandlung mit dem IKK2-Inhibitor CpdA, untersucht werden. Der experimentel-
le Aufbau wurde in 4.2.1 beschrieben. Alle Experimente wurden mit NTN-Serum einer Charge
durchgefiihrt. In diesem Fall wurden 0,4 ml ip appliziert. Fir diese Experimente wurden C57BL6
WT-Tiere aus der Eigenzucht des UKE verwendet. Kontrolltiere werden folgend als ,Kon*, mit
CpdA behandelte als ,NTN+CpdA*® und nephritische Tiere ohne Intervention als ,NTN" abge-
kirzt. Soweit nicht anders angegeben, handelt es sich um 3 voneinander unabhangige Expe-
rimente. Eine alleinige CpdA-Applikation hatte keine pathogene Wirkung auf die Niere (Daten

nicht gezeigt).

Krankheitsinduktion

Die Albumin/Kreatinin-Ratio an Tag 2 nach Induktion der Erkrankung lag in der NTN+CpdA-
Gruppe bei 445,10 + 57,54 (n=15) und in der NTN-Gruppe bei 402,80 + 56,39 (n=19). Somit
war kein Unterschied in der initialen Erkrankung zwischen den beiden Gruppen festzustellen.
Ein weiterer Parameter flr eine Krankheitsinduktion ist der Nachweis der direkten Bindung des
Anti-GBM-Antikdrpers in der Niere. Hierflir wurde eine Schaf-IgG-Farbung an Tag 2 nach NTN
angefertigt. Sie zeigte die spezifische Bindung des Schaf-lgGs entlang der glomeruléaren Ba-
salmembran. In der Literatur spricht man hier von einem ,eingepflanzten Antigen“ [48], welches
dann die autologe Phase der NTN ausldst. Im Interstitium war keine Schaf-IgG-Bindung ersicht-
lich.
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Abbildung 5.14

Induktion der NTN.

Links: Albumin/Kreatinin-Ratio an Tag 2 nach NTN in Kon, NTN+CpdA und NTN-Tieren. Rechts: Exemplarische Schaf-lgG-
Immunhistochemie der Niere an Tag 2 nach NTN (200-fach vergroBert).

Renale NF-<B-Hemmung

Die Wirkung des CpdA wurde indirekt lber die renale Aktivierung von NF-kB nachgewiesen.
Die Abbildung zeigt einen EMSA aus nuklearen Proteinen, die aus Nieren von Kon, NTN+CpdA
und NTN-Tieren isoliert wurden. In Kon und NTN+CpdA-Tieren war keine NF-kB-Aktivierung
nachweisbar, wohingegen NTN-Tiere an Tag 10 nach Krankheitsinduktion eine deutliche NF-

kB-Aktivierung aufwiesen.
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Abbildung 5.15

NF-xB-Hemmung durch CpdA.

Der Graph zeigt einen exemplarischen EMSA fiir NF-xB aus Nieren von Kon, NTN+CpdA und NTN-Tieren. Die Spezifitdt der Banden
ist durch die Probe ,komp*“ gezeigt. Es wurde eine NTN-Probe zuséatzlich mit 10-facher Menge unmarkierter NF-kB-Oligoconsensus-site
inkubiert und aufgetragen.

Glomerulérer Schaden und Nierenfunktion

NTN-Tiere, die mit CpdA behandelt wurden, wiesen einen geringeren glomeruldren Schaden
in Form von Halbmondbildung auf. Jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (p=0,056).
Unbehandelte Tiere wiesen im Schnitt 12 + 1 % (n=15) Halomonde pro Paraffinschnitt auf, wo-
hingegen CpdA-behandelte Tiere 7 + 1% (n=18) Halbmonde zeigten. Kontrolltiere zeigten er-
wartungsgeman keine Halbmonde (n=9). Abb. 5.16 zeigt exemplarisch die Beschaffenheit der
Glomeruli im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Eine Halbmondbildung ging in beiden NTN-

Gruppen mit einer Zerstérung des glomeruléaren Tafts einher.
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Abbildung 5.16
Glomerularer Schaden.
Links: Der Graph zeigt die glomeruldre Halbmondbildung 10 Tage nach NTN in Kon, NTN+CpdA und NTN-Tieren. Rechts: Exemplarische

PAS-Farbung der Glomeruli 10 Tag nach NTN (400-fach vergroBert).

Die Albumin/Kreatinin-Ratio als Maf fiir die Nierenfunktion zeigte an Tag 10 in CpdA-behandelten
Tieren 18,36 + 3,42 (n=13) und in der NTN-Gruppe 10,45 + 1,51 (n=18). Dieser Unterschied
war signifikant mit p=0,0271. In Bezug auf die Serum-Harnstoff-Konzentration zeigte sich na-
hezu kein Unterschied in den beiden nephritischen Gruppen. CpdA-behandelte Tiere wiesen

26,67 + 1,60 mg/dl (n=15) und unbehandelte Tiere 29,06 + 1,10 mg/dl (n=18) Harnstoff auf.

Abbildung 5.17
Nierenfunktion.
Links: Albumin/Kreatinin-Ratio an Tag 10 nach NTN in Kon, NTN+CpdA und NTN-Tieren. Rechts: Serum-Harnstoff-Konzentration der

Tiere an Tag 10 nach NTN.

Die intrarenale Expression von Zytokinen wurde mit n=14 pro Versuchsgruppe durchgefiihrt.
IL-13 und TNF-& wurden ausgewahlt, da sie NF-kB-Zielgene sind [49] [50]. Das Chemokin
CCL20 férdert die Chemotaxis von Th17-Zellen [51]. Alle Angaben geben die x-fache Erhé-

hung in Bezug auf die unbehandelte Kontrolle an. Die TNF-a-mRNA-Expression war in der
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CpdA+NTN-Gruppe 1,80 + 0,87 und in der NTN-Gruppe 1,05 + 1,40 erhéht. IL-13 war in den
CpdA-behandelten Tieren 4,17 + 1,56 erhéht; in der NTN-Gruppe 2,48 + 0,53. Das Chemokin
CCL20 war in der NTN+CpdA-Gruppe 11,08 + 4,40 und in der NTN-Gruppe um 5,14 + 0,77

erhdht. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war fur kein Zytokin signifikant.

Abbildung 5.18

Expression proinflammatorischer Zytokine.

mRNA-Expression von TNF-«, IL-13 und CCL 20 10Tage nach NTN in NTN+CpdA und NTN-Tieren. Das Expressionslevel wurde in
Bezug auf die nicht-nephritische Kontrolle berechnet und 18S wurde als interner Standard genutzt.

Infiltration von Immunzellen in die Niere

In der NTN spielen Immunzellen der adaptiven Immunantwort eine gro3e Rolle. In der autologen
Phase der Erkrankung beginnt die spezifische Immunantwort gegen das Schaf-IgG. Es kommt
zur Infiltration von T-Zellen, die Mechanismen induzieren, welche mafgeblich an der glomeru-
laren Schédigung beteiligt sind [20]. In diesen Experimenten sollte der Effekt der systemischen
NF-kB-Hemmung auf das Infiltrationsverhalten von Makrophagen, als auch T-Zellen untersucht

werden.

Die lichtmikroskopische Ausz&hlung von CD3* T-Zellen ergab keinen Unterschied zwischen den
CpdA-behandelten und nicht behandelten Tieren (p=0,2785). Pro Gesichtsfeld waren durch-
schnittlich 33,19 + 4,78 (n=15) CD3* T-Zellen in der CpdA-behandelten Gruppe und 41,91 + 6,20
(n=16) in der NTN-Gruppe vorhanden.

Unter der Behandlung mit CpdA infiltrierten tendenziell weniger CD4* T-Zellen/ 10° T-Zellen in
die nephritische Niere ein, als bei NTN-Tieren (p=0,31). 4,3 £ 0,7 % der T-Zellpopulation be-
standen aus CD4* T-Zellen in Nieren von NTN+CpdA-Tieren (n=14), wohingegen es 5,6 + 0,9 %
in der NTN-Gruppe waren (n=18). Kontrolltiere wiesen 3,8 + 0,6 % CD4* T-Zellen auf (n=7).
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Abbildung 5.19

(a) Infiltration von CD3* T-Zellen. Links: Lichtmikroskopische Ausz&hlung CD3-positiver T-Zellen. Rechts: Exemplarische CD3 Immun-
histochemie der Niere 10 Tage nach NTN (200-fach vergréBert).

(b) Infiltration von CD4* T-Zellen. Links: Graphische Darstellung der infiltrierten CD4* T-Zellen pro 10° CD3* T-Zellen. Rechts: Ex-
emplarische Darstellung der CD4* T-Zellen im Dot Plot gegated auf CD3. Prozentangaben geben den durchschnittlichen Anteil CD4*
T-Zellen in der CD3* Population an.

CD4* T-Zellen kdnnen in proinflammatorische Th1- und Th17-Zellen, sowie protektive regulato-
rische T-Zellen (Tregs) unterschieden werden. Aus diesem Grund wurde die CD4*+ Population
auf ihre Subtypen hin untersucht. Die durchflusszytometrische Untersuchung der Th1-Antwort
zeigte, dass die Infiltration von Th1-Zellen in nephritischen Mausen gegeniuber den Kontrol-
len (n=6) erhdht ist. Jedoch besteht innerhalb der NTN-Gruppen kein signifikanter Unterschied
(p=0,86). CpdA behandelte NTN-Tiere (n=13) und nichtbehandelte NTN-Tiere (n=14) wiesen
beide 0,50 + 0,05 % Th1-Zellen innerhalb der CD4*-Population auf. In CpdA-behandelten Tie-
ren ist jedoch die Th17-Antwort signifikant abgeschwécht (p=0,029). Sie zeigten 1,8 + 0,3 %
(n=13) Th17-Zellen, wohingegen NTN-Tiere 3,8 + 0,8 % (n=14) Th17-Zellen innerhalb des CD4*

T-Zellpools aufwiesen.
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Abbildung 5.20

IFN-v- und IL-17-Antwort in der Niere.

Links: Graphische Darstellung der infiltrierten Th1-und Th17-Zellen pro 10° CD4* T-Zellen. Rechts: Exemplarische PMA/lonomycin-
Stimulation aus Einzelzellsuspensionen der Niere. Die Plots sind gegated auf CD4* T-Zellen. Prozentangaben geben den durchschnitt-
lichen Anteil IFN-y* und IL-17* Zellen in der CD4* Population an.

Die CpdA-Behandlung wirkte sich ebenso auf die protektive T-Zellpopulation aus. Tregs wur-
den sowohl immunhistologisch als auch durchflusszytometrisch untersucht. Die lichtmikrosko-
pische Auszahlung der immunhistologischen Farbung fir Foxp3 ergab 3,10 &+ 0,52 (n=15) Tregs
pro Gesichtsfeld in der NTN+CpdA-Gruppe und 6,85 + 0,90 (n=18) Tregs in der NTN-Gruppe.
Dieser Unterschied war mit p=0,0017 signifikant. Kontrolltiere wiesen maximal 3 Tregs pro
Paraffinschnitt auf; pro Gesichtsfeld waren das 0,13 + 0,07 (n=8) Tregs. Die durchflusszyto-
metrische Analyse ergab in CpdA-behandelten Tieren eine signifikante Erniedrigung der Tregs
(p=0,0012) gegentiber den NTN-Tieren; durchschnittlich 3,0 + 0,2 % (n=12) der CD4* T-Zellen
in NTN+CpdA zu 5,1 + 0,5% (n=14) in NTN.
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Abbildung 5.21

Infiltration von Tregs.

Oben links: Lichtmikroskopische Auszahlung Foxp3-positiver Zellen. Oben rechts: Exemplarische Foxp3-Immunhistochemie der Niere
10 Tage nach NTN (400-fach vergréBert). Unten links: Graphische Darstellung der durchflusszytometrischen Treg-Auswertung. Unten
rechts. Exemplarische Darstellung der Tregs im Dot-Plot gegated auf CD3. Prozentangaben geben den durchschnittlichen Anteil von
Tregs in der CD4* Population an.

In einem weiteren Schritt wurde die Funktionalitéat der CpdA-behandelten Tregs mittels in-vitro-
Suppressionsassay gepruft. Der Test ergab keinerlei Einschréankung in der Suppressorfunktion
der Tregs aus Tieren, die wahrend der NTN mit CpdA behandelt wurden. Sie konnten die IL-2-
Produktion von Responderzellen aus Kontrolltieren signifikant auf 16,35 + 1,30% (p<0,001)
herabsenken. Responderzellen der NTN+CpdA-Tiere konnten 93,30 + 21,18 % der IL-2-Kon-
zentration der Kontroll-Responderzellen erreichen. NTN-Tiere zeigten 89,59 + 22,06 %. Die Sup-
pression durch NTN-Tregs konnte die IL-2-Konzentration auf 80,80 + 21,59 % senken und durch
Kontroll-Tregs auf 38,63 + 14,52 % (p=0,0193).
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Abbildung 5.22

Suppressionsfihigkeit CpdA-behandelter Tregs.

In-vitro-Suppressionsassays wurden aus Responderzellen und Tregs von Kon, NTN+CpdA und NTN-Mausen durchgefiihrt. Es wurde
die IL-2-Konzentration im Uberstand der Kokultur gemessen.

Die Immunhistochemie der Makrophagen ergab eine signifikant erniedrigte Infiltration der Ma-
krophagen in der NTN+CpdA-Gruppe (p =0,0282), wobei CpdA-behandelte Tiere 34,33 + 5,50
(n=15) und NTN-Tiere 50,39 4+ 4,30 (n=17) pro Gesichtsfeld aufwiesen. Kontrolltiere zeigten
9,5+ 1,7 (n=8) Makrophagen. In der FACS-Auswertung wurden Makrophagen als F4/80 in-
termediate und CD11b* definiert. Es ist aufgefallen, dass F4/80 high Makrophagen deutlich
weniger des spezifischen Markophagenmarkers CD11b exprimieren. F4/80 intermediate Ma-
krophagen hingegen zeigten eine hohe Expression von CD11b. Die FACS-Analyse der Makro-
phagen konnte nur in einem Experiment durchgefiuhrt werden und ergab ebenfalls eine signifi-
kante Reduktion der Makrophagen in der NTN+CpdA-Gruppe verglichen mit der NTN-Gruppe
(p=0,0012). Pro 10° Leukozyten wiesen Kontrolltiere 5116 + 37 (n=2), CpdA-behandelte Tiere
5751 + 179 (n=5) und NTN-Tiere 7344 4+ 269 (n=7) Makrophagen auf.
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Abbildung 5.23

Infiltration von Makrophagen.

Oben links: Lichtmikroskopische Ausz&hlung F4/80-positiver Zellen. Oben rechts: Exemplarische F4/80-Immunhistochemie der Niere 10
Tage nach NTN (200-fach vergréBert). Unten links: Graphische Darstellung der durchflusszytometrischen Makrophagen-Auswertung.
Unten rechts. Exemplarische Darstellung der Makrophagen gegated auf F4/80. Prozentangaben geben den durchschnittlichen Anteil
von Makrophagen in der CD45* Population an.

Da der Effekt der CpdA-Behandlung den gréBten Einfluss auf Tregs zeigte, war nun der nachs-
te Schritt zellspezifisch IKK2 in Tregs auszuschalten. Hierfiir wurde die Foxp3CeIKK2"! Maus

generiert; in der ein Verlauf der NTN mit IKK2-defizienten Tregs untersucht werden sollte.
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5.2 Treg-spezifische IKK2-Deletion
5.2.1 Phanotyp der Foxp3©IKK2"! Maus

Durch das Kreuzen einer IKK2" Maus mit einer Foxp3YFP-C"® Maus konnte ein zellspezifischer
Knockout der IKK2 unter Kontrolle des Foxp3-Promotors erzielt werden. Der Foxp3-Promotor ist
spezifisch fir regulatorische T-Zellen (Tregs). Diese Mauslinie hat demzufolge IKK2-defiziente
Tregs ab dem Zeitpunkt zu dem der Foxp3-Promotor aktiv wird. Im Ursprungsorgan der Tregs,
dem Thymus, geschieht dies ab Tag 3 nach der Geburt [52]. Eine Besonderheit der Foxp3YFP-Cre
Maus ist, dass sie die Cre-Rekombinase als Fusionsprotein mit Yellow Fluorescent Protein
(YFP) exprimiert. Tregs dieser Maus kénnen somit durch die YFP-Expression identifiziert wer-

den. Im weiteren Teil dieser Arbeit wird diese Mauslinie als Foxp3©IKK2™ gefiihrt.

Die Tiere zeigten das spontane Auftreten eines Scurfy-Phanotyps. Die Scurfy Maus tragt eine
Mutation im Foxp3-Gen und entwickelt spontan eine lymphoproliferative Autoimmunerkrankung
[33]. Diese Entwicklung konnte bei der Foxp3¢IKK2"" Maus ebenfalls beobachtet werden;
die Mause erreichten nicht das Alter von 8 Wochen. Aus diesem Grund konnte keine NTN
in diesen Tieren induziert werden, jedoch wurde die Bedeutung der IKK2 fiir Tregs genauer
untersucht. Abb. 5.24(a) zeigt das Ergebnis einer Genotypisierung der Foxp3CeIKK2"" Maus.
Tiere, die homozygot waren fiir Foxp3©™ (cre/cre) und IKK2™ (fl/fl) entwickelten einen Phéanotyp
ahnlich der Scurfy Maus. Die phanotypischen Veranderungen traten nicht bei heterozygoten

Geschwistern auf.
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Abbildung 5.24

(a) Genotypisierung fiir Foxp3©™ und IKK2"1,

Foxp3C©™® Genotypisierung von wt (wt/wt), heterozygoten (wt/cre) und homozygoten (cre/cre) Tieren. Genotypisierung far IKK2"" zeigt wt
(wt/wt), heterozygote (wt/fl) und homozygote (fl/fl) Tiere.

(b) Expression der IKK2 in Tregs von Foxp3©IKK2"" und Foxp3°© Tieren.

Aus Milzeinzelzellsuspensionen wurden je 10.000 Tregs gesortet. Aus diesen Zellen wurde RNA isoliert, in cDNA transkribiert und mittels

PCR auf die Expression von IKK2 geprift. GAPDH wurde als interne Kontrolle verwendet.
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In Abb. 5.24(b) ist gezeigt, dass die IKK2 in CD4*Foxp3(YFP)* T-Zellen der Foxp3CeIKK2
Maus nicht exprimiert wurde. Die ersten Anzeichen fiir das Auftreten der Erkrankung traten
spontan zwischen Tag 12-27 nach der Geburt auf. Die Tiere wiesen eine gekrimmte Korper-
haltung und reduzierte Mobilitat auf. Ihre Haut war schuppig; die Ohren waren geschwollen und

der Schwanz wies wulstartige Ringe auf, wie in Abb. 5.25 zu erkennen ist.
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Abbildung 5.25

(a) Phanotyp der Foxp3°IKK2"" Maus.

Phanotypische Veranderungen bei >14 d alten Foxp3©IKK2"" Mausen im Vergleich zur Foxp3°®™® Maus des gleichen Alters.
(b) Kérpergewicht der Foxp3©IKK2"! Maus.

Darstellung des Kérpergewichts der Foxp3®®IKK2" und Foxp3©™® Maus an >14 d. Balken zeigt den Median.

Abb. 5.26 zeigt, dass die Tiere eine ausgepragte Splenomegalie und vergréBerte Lymphknoten
im Vergleich zur Foxp3°©"® Maus aufwiesen. Das Kérpergewicht der erkrankten Tiere unterschied
sich nicht vom Kérpergewicht der Foxp3©™ Maus. Die Foxp3°IKK2"" Maus wies ein mittleres
Kérpergewicht von 10,25 + 1,509 (n=7) und die Foxp3°™ Maus ein von 10,87 & 1,509 (n=9)
auf (p=0,89). Das mittlere Milzgewicht der betroffenen M&use war bis zu 5 mal héher als das
der Kontrolltiere: 0,48 +0,30g zu 0,09 + 0,01 g (je n=9) in Foxp3°™. Dieser Unterschied war
signifikant (p=0,0468).
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Abbildung 5.26
(a) Milz und Lymphknoten der Foxp3°IKK2"" Maus.

Beide lymphatischen Organe sind zum Zeitpunkt des Auftreten des Phanotyps dargestellt.

(b) Milzgewicht der Foxp3°IKK2"" Maus.

Logarithmische Darstellung des Milzgewichts der Foxp3°™®IKK2™ und Foxp3°©™® Maus an >14 d. Balken zeigt den Median.

5.2.2 Histologische Untersuchungen der Foxp3©*IKK2"" Maus

Histologische Untersuchungen zum Zeitpunkt >14d von Milz, Leber und Lunge zeigten eine
gestorte Gewebestruktur und zahlreiche mononukleédre Infiltrate. In der Leber waren an Tag
>14 Infiltrate in den Portalfeldern zu sehen. In der Niere fanden sich keine histologischen Ver-
anderungen im Vergleich zur Kontrollmaus. Die oben genannten Veranderungen wurden am
Tag der Geburt noch nicht festgestellt. Fiir weitere Untersuchungen wurden der Thymus als pri-
mar lymphatisches, die Milz als sekundar lymphatisches, sowie die Lunge als peripheres Organ

gewahlt.
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Abbildung 5.27
PAS-Farbung von Leber und Niere.
Farbung zum Zeitpunkt >14d der Foxp3CrelKK2fl/fl und Foxp3©™® Maus (50fach vergréBert).

Die strukturelle Entwicklung des Thymus der Foxp3©eIKK2! Maus im Zeitraum 3 d bis zum Auf-
treten des Phanotyps unterschied sich nicht zur Foxp3©® Maus. Die Milz zeigte eine fehlerhafte
Gewebeorganisation auf, beginnend zwischen Tag 7 und 14. An Tag 7 sah man in der Foxp3°©®
Maus eine erste strukturelle Organisation der Milz in rote und weif3e Pulpa. Zu diesem Zeitpunkt
zeigte die Milz der Foxp3CeIKK2"" Maus ein ,IneinanderflieBen” der weiBen und roten Pulpa,
welches auch bis zum Auftreten des Phanotyps unveréndert blieb. Darliber hinaus fanden sich
mehr Bereiche mit extramedulldrer Himatopoese und eine erhéhte Anzahl an Megakaryozyten
als in den Kontrollmausen. Bei Foxp3°©™ Tieren &lter als 14 d sah man eine klare Abgrenzung
von weiBer und roter Pulpa. Die Reifung der Lunge der Foxp3CeIKK2"" Maus war im Beob-
achtungszeitraum nicht unterschiedlich zur Foxp3°©"® Maus. Es zeigten sich keine Auffalligkeiten

bezliglich der Gewebearchitektur.
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Abbildung 5.28
PAS-Farbung von Thymus, Milz und Lunge zu verschiedenen Zeitpunkten.
Farbung der ausgewahlten Organe einer Foxp3°IKK2™ und Foxp3©™® Maus an Tag 3, 7 und >14 (50fach vergroBert).
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Ab Auftreten des Phanotyps kam es zu peribronchialen und perivaskuléren Infiltraten. Diese

Infiltrate bestanden aus T-Zellen und Makrophagen.

CD3

Foxp3cre

Foxp3°relKK2

Abbildung 5.29
Infiltrate in der Lunge der Foxp3°IKK2"" Maus.
CD3-und F4/80-Immunhistochemie der Lunge zum Zeitpunkt >14 d der Foxp3©IKK2"" und Foxp3©™ Maus (50 und 400fach vergroBert).

5.2.3 Expression von Foxp3* T-Zellen in lymphatischen und nicht-lymphatischen
Organen

Thymus, Milz und Lunge wurden nach der histologischen Untersuchung auf ihre Treg-Frequenz
untersucht. Es wurde eine Oberflachenfarbung fiir CD4 gemacht und Foxp3 wurde Uber die
YFP-Cre-Expression dargestellt. Alle FACS-Plots sind gegated auf CD3* T-Zellen und jeweils
exemplarisch fiir 3 unabhangige Experimente. Alle prozentualen Angaben in diesem Experi-

ment geben den durchschnittlichen Anteil der Tregs im CD4* Pool an.

Die immunhistochemische Farbung fiir Foxp3 im Thymus von Foxp3CeIKK2! Mausen zeig-
te im Beobachtungszeitraum keinen Unterschied in der Besiedlung und Anzahl der Tregs im
Vergleich zur Foxp3©™® Maus. Eine quantitative Analyse mittels FACS zeigte vergleichbare Fre-
quenzen von Tregs im Thymus beider Tierlinien an Tag 7 (p=0,48). Foxp3°™ Tiere wiesen durch-
schnittlich 2,0 + 0,2 % Tregs (n=4) und Foxp3CIKK2"" Tiere 1,3 + 0,8 % (n=3) Tregs auf. Zum
Zeitpunkt der vollstandigen Auspragung des Phénotyps waren keine Veranderungen der Treg-

Frequenz im Thymus der Foxp3¢eIKK2™! Maus verglichen mit einer Kontrollmaus gleichen Al-
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ters zu sehen (p=0,50). Foxp3CreIKK2! Mause zeigten 4,10 + 0,68 % Tregs (n=6), wobei die
Kontrollen 3,50 + 0,18 % (n=5) Tregs aufwiesen.
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Abbildung 5.30

Treg Frequenzen im Thymus.

Links: Foxp3-Immunhistochemie des Thymus einer Foxp3©IKK2"" und Foxp3®® Maus an Tag 3, 7 und >14 (400fach vergréBert).
Rechts: Exemplarische FACS-Analyse des Thymus einer 7 und >14d alten Foxp3°®IKK2" und Foxp3°©™® Maus.

Die Immunhistochemie in Abb. 5.31 zeigt, dass die Besiedlung mit Tregs in der Milz der Foxp3©r®
Maus von Tag 3 bis Tag 7 zunahm. Bei Tieren >14 d blieb die Besiedlung mit Tregs in der Milz
stabil. Foxp3CeIKK2! Mause wiesen Tregs an Tag 3 in der Milz in vergleichbarem AusmaB wie
die Kontrolliméuse auf. Auch zeigten sie immunhistochemisch einen Anstieg der Tregs im Zeit-
raum 3-7 Tage, jedoch ist die Frequenz der Tregs an Tag 7 um das fast 4-fache (p=0,006) und
an Tag >14 signifikant um ein 7-faches (p<0,0001) niedriger als in den Kontrolltieren. Foxp3°©®
Mé&use hatten durchschnittlich 9,1 + 0,4 % Foxp3* Zellen in der Milz an Tag 7 (n=4); an Tag >14
8,8 + 0,3 % (n=7). Foxp3¢eIKK2"" Mause hingegen zeigten an Tag 7 eine Treg-Frequenz von
2,45 +1,60% (n=4); an Tag >14 sank die diese auf 1,5+ 0,2% (n=13). Die Lokalisation der

Zellen in der weiBen Pulpa war in beiden Tierlinien identisch.
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Abbildung 5.31

Treg Frequenzen in der Milz.

Links: Foxp3-Immunhistochemie der Milz einer Foxp3®®IKK2"" und Foxp3©™® Maus an Tag 3, 7 und >14 (400fach vergroBert).
Rechts: Exemplarische FACS-Analyse der Milz 7 und >14d alter Foxp3©IKK2"" und Foxp3©™ Maus.

Die Lunge von Foxp3CeIKK2M Tieren zeigte eine gegeniiber den Kontrolltieren reduzierte Treg-
Frequenz auf immunhistochemischer Ebene. Die durchflusszytometrische Untersuchung an Tag
7 und >14 ergab eine Erniedrigung der Treg-Frequenz. Foxp3°IKK2™ Tiere zeigten an Tag 7
durchschnittlich 1,66 + 0,85 % Tregs (n=4), wohingegen gesunde Foxp3°™ Tiere 3,80 + 0,49 %
(n=4) Tregs aufwiesen (p=0,073). Zum Zeitpunkt >14d zeigten Foxp3°eIKK2"" Tiere eine um
das 3,6-fache erniedrigte Treg-Frequenz im Vergleich zur Kontrolimaus (p=0,0014); durchschnitt-
lich waren es 2,33 + 0,96 % Tregs (n=4) bei Foxp3°re IKK2"" Tieren und 8,48 + 0,76 % Tregs

bei Foxp3°™ Kontrollen (n=5).
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Abbildung 5.32
Treg Frequenzen in der Lunge.
Links: Foxp3-Immunhistochemie der Lunge einer Foxp3©™®IKK2" und Foxp3©™ Maus an Tag 3, 7 und >14 (400fach vergroBert). Rechts:
Exemplarische FACS-Analyse der Lunge 7 und >14d alter Foxp3°®IKK2"" und Foxp3©™ Maus.

5.2.4 IFN-y-und IL-17-Antwort in Endorganen der Foxp3°rIKK2"" Maus

Die reduzierte Treg-Frequenz in der Milz und der Lunge der Foxp3©eIKK2"! Maus legte nahe
die proinflammatorischen Gegenspieler zu untersuchen. In einem weiterfihrenden Experiment
wurde die IFN-y-und IL-17-Antwort zum Zeitpunkt >14 Tage untersucht. Es wurden je Tierli-
nie n=7 Milzen und n=3 Lungen untersucht. In der Milz der Foxp3°IKK2"! Maus konnte ein
signifikanter Anstieg der IFN-y-Produktion verglichen mit der Foxp3°©™ Kontrolle (p=0,0445) fest-
gestellt werden. Durchschnittlich waren hier 2,78 + 0,00 % Th1-Zellen zu finden, wobei gesunde
Kontrollen durchschnittlich 1,02 + 0,00 % Th1-Zellen zeigten. Auch die Lunge der Foxp3°eIKK2"
Maus zeigte eine Erhéhung der IFN-y-Antwort im Vergleich zur Kontrollmaus. Hier fanden
sich 11mal mehr Th1-Zellen als bei den Kontrollen. Foxp3¢IKK2M Tiere zeigten 8,2 + 3,3 %
Th1- Zellen, wohingegen Foxp3°©™ Tiere 0,70 + 0,25 % Th1-Zellen aufwiesen. Jedoch war die-
ser Unterschied aufgrund einer starken Streuung nicht signifikant (p=0,08). In der Milz der
Foxp3CreIKK2"" Maus zeigten sich nur geringfiigig mehr Th17-Zellen verglichen mit der Kon-
trolle (p=0,108). 0,06 + 0,01 % (n=3) in Milzen der Foxp3°™ und 0,19 + 0,07 % in Milzen der
Foxp3°reIKK2" Maus. Die Lunge zeigte keinen Unterschied in den beiden untersuchten Tierlini-
en hinsichtlich der Expression von Th17-Zellen. Foxp3°©eIKK2"" Mause zeigten 0,300 + 0,032 %
Th17-Zellen in der Lunge und Foxp3°©® Méuse 0,320 + 0,045 %.
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Abbildung 5.33
IFN-y- und IL-17-Antwort in Endorganen der Foxp3°IKK2"" Maus.
Exemplarische PMA/lonomycin-Stimulation von Einzelzellsuspensionen aus Milz und Lunge der Foxp3®®IKK2"" und Foxp3©® Maus
an Tag >14. Die Plots sind gegated auf CD4* Zellen und exemplarisch fur 2 unabhéngige Experimente. Prozentangaben geben den
durchschnittlichen Anteil IFN-y* und IL-17* Zellen in der CD4* Population an.

5.2.5 Suppressive Funktion IKK2-defizienter Tregs

Da die IKK2-Defizienz in Tregs der Foxp3CIKK2"" Maus die Anzahl dieser Zellen in der Pe-
ripherie verringert, lag es nahe zu untersuchen ob dieser Knockout auch einen Effekt auf die
Funktion der Tregs hatte. Der Funktionalitatstest mittels in-vitro-Suppressionsassay zeigte, dass
Tregs aus Foxp3©eIKK2™1 Mausen Responder-T-Zellen im gleichen MaBe supprimieren kénnen
wie Tregs aus gleichaltrigen Foxp3°©® Mausen. Die IL-2-Ausschiittung in der Kokultur mit Tregs
wurde prozentual zur IL-2-Ausschittung in der Einzelkultur der Responder-T-Zellen berechnet.
Tregs der Foxp3©® Maus konnten die IL-2-Ausschiittung auf 29,8 + 14,6 % (n=4) drosseln, wo-
hingegen Tregs der Foxp3C¢IKK2" Maus die IL-2-Konzentration auf 10,5 + 5,9 % (n=4) suppri-
mieren konnten (p=0,0002). Zwischen der Suppressionsfahigkeit von Tregs aus Foxp3°eIKK2

und Foxp3°©™® Tieren bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,27).
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Abbildung 5.34

Suppressionsfahigkeit von Tregs aus Foxp3°IKK2"" Mausen.

In-vitro-Suppressionsassays wurden mit 7-10 Tage alten Tieren durchgefiihrt. Suppressive Funktion der Tregs ist in % IL-2 im Uberstand
der Kulturen ausgehend von der TResp-Kultur aus Foxp3©™ Mausen angegeben. Der Graph zeigt 4 unabhangige Experimente.

5.2.6 Apoptose in Organen der Foxp3¢IKK2" Maus

cFlip und A20 sind NFkB-regulierte Apoptosehemmer [53] [54]. Die drei gewahlten Organe
der Foxp3CeIKK2"" Maus wurden zum Zeitpunkt >14d auf die Expression dieser Hemmer
Uberprift. Die mRNA-Expression wird als das x-fache der Kontrolle angegeben. Im Thymus
fand sich eine hoch signifikante Erniedrigung der Expression von A20 auf 0,18 4+ 0,10 (n=3,
p=0,0018) und cFlip auf 0,24 + 0,07 (p=0,0004). In der Milz zeigte sich das gleiche Muster.
A20 und cFlip waren stark erniedrigt (p=0,0459 und p=0,0089); A20 auf 0,4 + 0,2 und cFlip auf
0,59 + 0,10 (n=3). In der Lunge war A20 auf 0,33 und cFlip auf 0,16 herunterreguliert. Signifi-
kanzen in der Lunge kénnen hier nicht berechnet werden, da nur eine Gewebeprobe der Lunge

einer Foxp3CreIKK2" Maus zur Verfligung stand.
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Abbildung 5.35

(a) RT-PCR fiir Apoptosehemmer.

Expression der Apoptosehemmer A20 und cFlip in Thymus, Milz und Lunge der Foxp3©IKK2"" Maus an Tag >14. Als Kontrolle diente
jeweils die Expression von A20 und cFlip in den untersuchten Organen einer Foxp3°™ Maus gleichen Alters.

(b) Caspase-3-Immunhistochemie der Milz. Caspase-3 Expression in der Milz von Foxp3°¢IKK2™ im Vergleich zu Foxp3°™® Tieren
an Tag >14 (200fach vergréBert).

Die Milz als strukturell am stérksten verandertes Organ wurde immunhistochemisch auf den
Apoptosemarker Caspase-3 gefarbt. Die Milz der Foxp3©eIKK21! Maus zeigte vermehrt Caspase-

3-positive Zellen.

5.2.7 Proliferationsfihigkeit der Tregs aus Foxp3°¢IKK2" Mausen

Um das Uberleben der IKK2-defizienten Tregs zu tiberpriifen wurden Milz-Einzelzellsuspensionen
mit einer definierten Treg-Anzahl von 7 Tage alten Foxp3C¢IKK2" und Foxp3C™® Mé&usen in
RAG1-/- Mause intravends gespritzt. 4 % der Tregs aus Foxp3CreIKK2! Mausen waren nach 7
Tagen noch im Organismus der RAG1-/- Maus zu finden, im Gegensatz zu 36 % der Tregs aus

Foxp3°™ Kontrollmausen.
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Abbildung 5.36
Proliferationsfahigkeit von Tregs aus Foxp3¢IKK2"! Mausen.

Eine definierte Treg Zahl (37.000) wurde in RAG1-/-Mause transferiert und nach 7 Tagen wurde die Proliferation der Tregs tberpruft. Der
Graph zeigt ein Experiment.
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5.3 CD4* T-zellspezifische IKK2-Deletion in der NTN

Der Einfluss einer IKK2-Defizienz in Tregs auf die NTN konnte aufgrund des Auftretens des
Scurfy-Phanotyps und damit verbundenem frihen Letalitat der Tiere nicht untersucht werden.
Aus diesem Grund wurde der konstitutive Knockout eine Ebene héher in der T-Zell-Hierarchie, in
CD4* T-Zellen, durchgefihrt. Durch diesen Knockout wirde nicht nur der immunregulatorische
Teil der Tregs, sondern auch der proinflammatorische Teil der T-Effektorzellen beeintrachtigt

werden.

5.3.1 Charakterisierung CD4°"IKK2"!' Maus

Alle in NTN-Experimente eingeschlossenen Tiere wurden auf die Expression der Cre-Rekom-
binase und der IKK2"" genotypisiert. Es wurden nur Cre-positive und fiir IKK21 homozygote
Tiere in den Experimenten verwendet. Der zellspezifische Knockout wurde mittels PCR (ber-
prift. Abbildung 5.37 b) zeigt das Fehlen der IKK2 in CD4* T-Zellen der CD4%"¢IKK2"" Maus.

a) b)
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Abbildung 5.37

(a) Genotypisierung fiir CD4°™ und IKK2", CD4°"® Genotypierung aus Mausschwanzbiopsien von wt (wt) cre-positiven (cre) Tieren.
IKK2"" Genotypisierung zeigt wt (wt/wt),heterozygote (wt/fl) und homozygote (fl/fl) Tiere.

(b) Expression der IKK2 in CD4* Zellen von CD4°"IKK2"" und CD4Cre Tieren. Aus Milzeinzelzellsuspensionen wurden je 10.000
CD4* Zellen gesortet. Aus diesen Zellen wurde RNA isoliert, in cDNA transkribiert und mittels PCR auf die Expression von IKK2 gepriift.
GAPDH wurde als interne Kontrolle verwendet.

Die CD4CreIKK2" Maus zeigte im Vergleich zur Foxp3CeIKK2"! Maus keine duBerlich sichtba-
ren Krankheitszeichen. Die Tiere wurden jedoch im Alter von 14 Tagen histologisch untersucht,
um Veranderungen im Kdérperinneren auszuschlieBen, die im Alter von 14 Tagen nach AufB3en
hin noch nicht sichtbar erscheinen. Abbildung 5.38 zeigt eine normale Organentwicklung der
Milz und des Thymus von CD4°"¢IKK2M! Tieren.
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Abbildung 5.38
PAS-Farbung von Thymus und Milz.
PAS-Farbung von Thymus und Milz einer CD4°"®IKK2"" und CD4%"® Maus an Tag 14 (50fach vergroBert).

Darlber hinaus wurden die Treg-Frequenzen im Alter von 14 Tagen in Thymus und Milz be-
stimmt. Sowohl im Thymus als auch in der Milz waren Tregs in CD4°IKK2" Tieren im Ver-
gleich zu CD4C" Kontrollen um das 6,5 und 7-fache erniedrigt. Trotz diesen Unterschieds ent-

wickelte sich die Maus normal, zeigte keinerlei spontane Immunerkrankung und erreichte das

herkbmmliche Lebensalter, sodass NTN-Experimente mit dieser Mauslinie méglich waren.
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Abbildung 5.39

Treg Frequenzen in Milz und Thymus an Tag 14 nach der Geburt.

Jeweils links: Foxp3-Immunhistochemie der Milz bzw. des Thymus einer CD4°®IKK2"" und CD4°™® Maus an Tag 14 (400fach vergrd-
Bert). Jeweils rechts: Exemplarische FACS-Analyse der Milz bzw. des Thymus 14 Tage alter CD4°"®IKK2"" und CD4°™® Maus (je n=3,
1 Experiment). Es wurde eine Oberflachenfarbung fiir CD4 und eine intranukledre Farbung fiir Foxp3 durchgefiihrt. Die Plots sind ge-
gated auf CD3 Zellen und sind zeigen ein Experiment. Prozentangaben geben den durchschnittlichen Anteil Foxp3* Zellen in der CD4*
Population an.

Die CD4°¢re|KK2™! Maus wurde bereits 2003 von Schmidt-Supprian beschrieben [55]. Hierbei
wurde festgestellt, dass adulte Tiere mit IKK2-defizienten CD4* T-Zellen eine veranderte peri-
phere Zusammensetzung ihrer T-Zellpopulationen aufweisen. In der Milz weist diese Maus eine
um das 3-fache reduzierte Treg-Frequenz auf. Ebenfalls wurde eine Reduzierung der Memory

T-Zellen um das 4-fache festgestellt. Sobald CD4* T-Zellen den Thymus verlassen und in die

Peripherie einwandern, ist ihr Uberleben von einer NFkB-Aktivierung abhangig.

Aufgrund dieser Daten wurde in der vorliegenden Arbeit die periphere T-Zell-Frequenz der Zel-
len, welche im NTN-Modell eine entscheidende Rolle im Krankheitsverlauf spielen, untersucht.
Die CD4°IKK2™! Maus wies im Vergleich zur CD4°"® Maus eine 2,5-fache Reduktion der CD4*

T-Zellen und eine 1,5-fache Reduktion der Tregs auf.
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Abbildung 5.40

T-Zell Frequenzen in Milz 8 Wochen alter Tiere.

Links: Exemplarische FACS-Analyse von CD4* T-Zellen und Tregs aus der Milz einer CD4°"®IKK2"" und CD4°"® Maus im Alter von 8
Wochen. Beide Populationen sind gegated auf CD3 dargestellt. Prozentangaben geben den durchschnittlichen Anteil von CD4* T-Zellen
innerhalb der CD3* Population und Tregs innerhalb der CD4* Population an. Rechts: Exemplarische Foxp3-Immunhistochemie der Milz
einer 8 Wochen alten CD4C™®IKK2"" und CD4%"® Maus (400fach vergroBert).

5.3.2 NTN in der CD4C"e|KK2/f Maus

Krankheitsinduktion

Fir alle NTN-Experimente mit dieser Mauslinie wurden CD4C™ Tiere als Kontrolle verwendet.
In Vorexperimenten wurden auch unbehandelte Kontrollen der CD4°¢IKK2! und CD4C"® Maus
verwendet. Diese waren erwartungsgemaf gesund und die Nieren wiesen histologisch keine
Unterschiede zu gesunden C57BL6-Wildtyp-Tieren auf (Daten nicht gezeigt). Soweit nicht an-
ders angegeben, handelt es sich um 6 voneinander unabhéngige Experimente. CD4C¢|KK2"
und CD4C" Tiere wiesen eine vergleichbare Krankheitsinduktion mit einer Proteinurie an Tag 2
nach NTN und einer durchschnittlichen Albumin/Kreatinin-Ratio von 264,30 + 30,71 (n=34) und
286,90 + 46,57 (n=20) auf. Eine immunhistochemische Farbung fir Schaf-IgG an Tag 2 zeigte
die Ablagerung der Immunkomplexe aus GBM-Antigen und Schaf-IgG entlang der GBM. Das

Tubulointerstitium war frei von Schaf-IgG.
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Abbildung 5.41
Induktion der NTN.

Links:Albumin/Kreatinin-Ratio an Tag 2 nach NTN in CD4°®IKK2"" und CD4®® Mausen. Rechts: Exemplarische Schaf-IgG-
Immunhistochemie der Niere an Tag 2 nach NTN (200fach vergréBert).

Glomerularer Schaden und Nierenfunktion

CDA4CeIKK2" Mause wiesen eine signifikant hdhere Halbmondbildung im Vergleich zu den
Kontrollen auf (p=0,035). CD4°eIKK2"" Tiere zeigten durchschnittlich 8,5+ 1,0 (n=29) und
CD4° Tiere 5,3 + 1,0 (n=17) Halbmonde pro Paraffinschnitt. Eine NTN mit C57BL6 zeigt nach

10 Tagen eine deutliche hdéhere Halbmondbildung (bis zu 30 %). Es ist wahrend der ersten

Experimente, welche auch nephritische WT-Kontrollen beinhalteten, aufgefallen, dass Tiere, die

das CD4C Transgen tragen, einen geringeren glomeruldren Schaden aufwiesen als WT-Tiere.

Die NTN verlief in diesem Fall milder. Diese Beobachtung konnte von weiteren Arbeitsgruppen

innerhalb der Nephrologie bestéatigt werden.
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Abbildung 5.42
Glomerulérer Schaden.
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Links: Der Graph zeigt die glomerulare Halbmondbildung 10 Tage nach NTN in CD4°IKK2"" und CD4°"® Mausen. Rechts: Exemplari-
sche PAS-Farbung der Glomeruli 10 Tag nach NTN (400fach vergréBert).
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Die Albumin/Kreatinin-Ratio an Tag 10 zeigte keinen signifikanten Unterschied. CD4°"eIKK2/
Mé&use zeigten eine leicht hdhere Ratio von 34,40 + 16,63 (n=34), wohingegen CD4°"® Tiere
eine durchschnittliche Ratio von 18,60 + 3,65 (n=21) hatten. Einige Tiere in beiden Gruppen
waren zwar an Tag 2 proteinurisch, wiesen jedoch eine sehr geringe Albumin/Kreatinin-Ratio

an Tag 10 auf.

Beide nephritischen Gruppen zeigten eine Erhéhung des Serum-Harnstoffs gegeniber den
gesunden Kontrollen. CD4CIKK2" Mause wiesen hier mit 30,3 + 1,8 mg/dl (n=29) eine si-
gnifikant geringere Harnstoff-Konzentration als CD4°"® Mause mit 39,7 + 2,7 mg/dl (n=15) auf
(p=0,0047).
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Abbildung 5.43

Nierenfunktion.

Links: Albumin/Kreatinin-Ratio an Tag 10 nach NTN in CD4%®IKK2"" und CD4°"® Mausen. Rechts: Serum-Harnstoff-Konzentration der
nephritischen Tiere an Tag 10 nach NTN im Vergleich zu gesunden CD4°®IKK2"" und CD4°"® Mausen.

Der Entziindungszustand in den Nieren 10 nach NTN-Induktion kann durch die mRNA-Expression
von proinflammatorischen Zytokinen widergespiegelt werden. Die Expression der Zytokinlevel
wurde hier als x-fach der unbehandelten Kontrolle aus der gleichen Mauslinie berechnet. Die
intrarenale mRNA-Expression von TNF-« war in Nieren von CD4¢¢|KK2" Mausen 25,8 + 8,0
erhdht (n=13); bei den nephritischen CD4°™ Kontrollen um 5,5 + 1,5 (n=11). Dieser Unterschied
war mit p = 0,03 signifikant.

Die Expression von IL-1 war in CD4°" Tieren um 2,4 + 0,4 (n=11) und in CD4°"¢IKK2" Tieren
um 6,3 & 0,7 (n=17) erhéht. Diese stérkere Erhéhung in den CD4°¢IKK211 Mausen war gegen-
ber den nephritischen CD4°" Kontrollen signifikant (p = 0,0005). In der Expression von CCL20
zeigten sie ebenfalls eine signifikante Erhdhung (p =0,002). Nephritische CD4°¢IKK2! Mause
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exprimierten 63,1 & 8,0 (n=17) und CD4°"® M&use 26,5 + 4,9 (n=11) mehr CCL20-mRNA.
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Abbildung 5.44

Expression proinflammatorischer Zytokine.

mRNA-Expression von TNF-«, IL-13 und CCL20 10 Tage nach NTN in CD4°¢IKK2"" und CD4°™ Mausen. Das Expressionslevel wurde
in Bezug auf die jeweilige nicht-nephritische Kontrolle berechnet und 18S wurde als interner Standard genutzt. Alle Graphen stellen 5
voneinander unabhangige Experimente dar.

Infiltration von Immunzellen in die Niere

NTN-Vorexperimente mit systemischer NF-kB-Hemmung zeigten eine Reduktion der infiltrieren-
den Th17-Zellen und Tregs in die nephritische Niere. In diesem Teil der Arbeit sollte vor allem
der zellspezifische Einfluss einer IKK2-Defizienz in CD4* T-Zellen auf das Infiltrationsverhalten

von Immunzellen in der NTN untersucht werden.

Die lichtmikroskopische Ausz&hlung von CD3* T-Zellen ergab keinen signifikanten Unterschied
(p=0,35) zwischen CD4C¢IKK2"" und CD4°"® Mausen. Durchschnittlich waren 70 + 6 (n=28)
CD3* T-Zellen in Nierenschnitten von CD4°¢IKK2"" Tieren und 61 + 5 (n=13) CD3* T-Zellen in
CD4Cr Tieren zu finden. Die weiterflihrende Analyse der T-Zellen in Bezug auf ihre Subpopu-
lationen wurde durchflusszytometrisch vorgenommen. Es wanderten signifikant weniger CD4*
T-Zellen in die Nieren von CD4°¢IKK2"" als in CD4°® Mausen ein. Pro 1000 CD3* T-Zellen
fanden sich 339 + 28 (n=23) CD4* T-Zellen in Nieren von CD4°"IKK2! Mausen und 495 + 52
(n=16) CD4* T-Zellen in Nieren von CD4°" Tieren wieder. Dieser Unterschied war signifikant
(p=0,0071).
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Abbildung 5.45

(a) Infiltration von CD3* T-Zellen.

Links: Lichtmikroskopische Auszahlung CD3-positiver Zellen. Rechts: Exemplarische CD3-Immunhistochemie der Niere 10 Tage nach
NTN (200 fach vergroBert).

(b) Infiltration von CD4* T-Zellen.

Links: Graphische Darstellung der infiltrierten CD4* T-Zellen pro 10° CD3* T-Zellen aus 5 unabhangigen Experimenten. Rechts: Exem-
plarische Darstellung der CD4* T-Zellen im Dot Plot gegated auf CD3. Prozentangaben geben den durchschnittlichen Anteil CD4* Zellen
in der CD3* Population an.

Die weitere Zusammensetzung des CD4* Pools wird im Folgenden genauer dargestellt. Die
durchflusszytometrische Auswertung der IFN-y-Antwort ergab eine tendenzielle Erhéhung der
Th1-Zellen in der Niere von CD4CIKK2"" Mausen verglichen mit den Kontrollen. In die Nie-
ren von CD4CeIKK2" M&usen infiltrierten 4,2 + 1,2% (n=12) Th1-Zellen, wohingegen es bei
CD4C® Mausen 1,8 4 0,5% (n=6) Th1-Zellen waren. Dieser Unterschied war jedoch nicht si-

gnifikant (p=0,19).
Innerhalb der Th17-Antwort gab es zwischen den beiden Tierlinien keinen Unterschied. Die Fre-

quenz der IL-17 produzierenden Zellen betrug in nephritiscnen CD4C¢IKK2"" Mausen durch-
schnittlich 3,2 + 1,3 % (n=12) und in CD4°" Tieren 2,1 + 1,1 % (n=12).
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Abbildung 5.46

IFN-v- und IL-17 Antwort in der Niere.

Links: Graphische Darstellung der infiltrierten Th1- und Th17-Zellen pro 10° CD4* T-Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten. Rechts:
Exemplarische PMA/lonomycin-Stimulation von Einzelzellsuspensionen aus der Niere nephritischer CD4°®IKK2"" und CD4°™® Mause
gegated auf CD4. Prozentangaben geben den durchschnittlichen Anteil IFN-y* und IL-17* Zellen in der CD4* Population an.

Tregs konnten sowohl histologisch als auch durchflusszytometrisch untersucht werden. Beide
Methoden zeigten, dass Tregs in Nieren von CD4C¢IKK2" M&usen signifikant erniedrigt waren
im Vergleich zu den CD4°" Kontrollen. Die immunhistologische Auswertung ergab durchschnitt-
lich 2,5+ 0,4 (n=22) Tregs pro Gesichtsfeld in nephritischen CD4°IKK2"" und 20,6 + 3,3
(n=13) Tregs in CD4C"® Tieren (p <0,0001). In der FACS-Analyse konnten pro 10 CD4* T-Zellen
134,60 4 25,16 (n=12) Tregs in Nieren von CD4°" Tieren gemessen werden, wohingegen es
in Nieren von CD4°¢IKK2M Tieren 62,83 + 22,82 (n=12) Tregs waren (p=0,0462).
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Abbildung 5.47

Infiltration von Tregs.

Oben links: Lichtmikroskopische Auszahlung Foxp3-positiver Zellen. Oben rechts: Exemplarische Foxp3-Immunhistochemie der Niere
10 Tage nach NTN (200 fach vergréBert). Unten links: Graphische Darstellung der durchflusszytometrischen Treg-Auswertung aus 3
unabhangigen Experimenten. Unten rechts: Exemplarische Darstellung der Tregs im Dot-Plot gegated auf CD3. Prozentangaben geben
den durchschnittlichen Anteil von Tregs in der CD4* Population an.

Die Suppressionsféahigkeit IKK2-defizienter Tregs wurde in 5.2.5 gezeigt. Wie zu erwarten zeigte
sich, dass Tregs aus CD4CeIKK2"! Mausen die IL-2 Produktion von Responder-T-Zellen aus
CD4C Mausen signifikant auf 4,81 + 0,56 % drosseln kénnen (p < 0,0001). Die IL-2-Produktion
der IKK2-defizienten CD4* stand hier im Vordergrund. Hierbei wurde auch der Einfluss des
CD4C Transgens auf die IL-2 Produktion und die Suppressionsfahigkeit mitgepriift. Es war
auffallig, dass Responder-T-Zellen aus CD4C® und CD4C¢IKK2! Mausen deutlich weniger
IL-2 sezernierten als Responder-T-Zellen aus C57BL6-Tieren. Im Vergleich zu WT-Respondern
konnten CD4C"-Responder nur 46,51 + 11,38 % IL-2 sezernieren und Responder aus
CD4CeIKK2" Mausen 34,33 + 8,03 %.
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Abbildung 5.48

Suppressionsfahigkeit der Tregs aus CD4°®IKK2" Tieren.

In-vitro-Suppressionsassays wurden aus Responderzellen und Tregs von CD4°IKK2"! und CD4°® Mausen durchgeftihrt. Es wurde
die IL-2-Konzentration im Uberstand der Kokultur gemessen. Der Graph zeigt 3 unabhangige Experimente mit je n=3-4.

Die Infiltration von Makrophagen als Zellen der angeborenen Immunantwort wurde im Weite-
ren untersucht. Die lichtmikroskopische Auszahlung der F4/80-Immunhistochemie ergab keinen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen. CD4C¢IKK2"! Tiere zeigten 91,71 + 7,20 (n=30)
F4/80* Zellen pro Gesichtsfeld und CD4C" Tiere wiesen 76,35 + 7,30 (n=15) Zellen auf. F4/80
intermediate Makrophagen hingegen zeigten eine hohe Expression von CD11b. Die Infiltrati-
onsrate von Makrophagen in die Niere von CD4¢"¢|KK2! Mausen und CD4°" zeigt keinen Un-
terschied. Pro 105 Leukozyten zeigten Nieren von CD4C¢|IKK2" M&usen 3304 + 243 (n=27)
und Nieren von CD4°® Mausen 3728 + 228 (n=24) Makrophagen (p=0,212).
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Abbildung 5.49

Infiltration von Makrophagen.

Oben links: Lichtmikroskopische Auszahlung F4/80-positiver Zellen (M+). Oben rechts: Exemplarische F4/80-Immunhistochemie der
Niere 10 Tage nach NTN (200 fach vergréBert). Unten links: Graphische Darstellung der durchflusszytometrischen Makrophagen Aus-
wertung. Unten rechts: Exemplarische Darstellung der Makrophagen im Dot-Plot gegated auf F4/80. Prozentangaben geben den durch-

schnittlichen Anteil von Makrophagen in der CD45* Population an.

Eine weitere proinflammatorisch wirkende Zellpopulation in der NTN sind reife dendritische Zel-
len (DCs). Im Verlauf der NTN sind sie in der heterologen Phase protektiv und entwickeln sich in
der autologen Phase zu entziindungsférdernden Zellen, die eine NTN aggravieren. In zwei un-
abhangigen Experimenten wurde die Infiltration von DCs in die Niere untersucht. Hierbei konnte
festgestellt werden, dass Nieren der CD4°¢IKK2"! M&use signifikant mehr DCs zeigten, als die
der Kontrollen (p=0,049). CD4°®IKK2" Mause zeigten pro 10° Leukozyten durchschnittlich
5817 + 1223 (n=6) DCs wohingegen es bei CD4%"® Mausen 2688 + 279 (n=5) DCs waren.
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Abbildung 5.50
Infiltration von dendritischen Zellen.
Links: Graphische Darstellung der durchflusszytometrischen Auswertung dendritischer Zellen aus 2 Experimenten. Rechts: Exemplari-

sche Darstellung der DCs im Dot-Plot gegated auf F4/80 intermediate. Prozentangaben geben den durchschnittlichen Anteil von F4/80
intermediate/CD11c* Zellen in der CD45* Population an.
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6 Diskussion

Diese Arbeit zeigt die Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-kB fir die Infiltration von Im-
munzellen in der nephrotoxischen Nephritis. Dabei wird die essentielle Funktion von NF-«B far
das Uberleben und die Proliferation regulatorischer T-Zellen dargestellt. Im Folgenden sollen

wichtige Ergebnisse interpretiert und diskutiert werden.

Ziel dieser Arbeit war es den Effekt einer NF-kB-Hemmung auf das Infiltrationsverhalten von
unterschiedlichen Immunzellen in der NTN zu charakterisieren. Aus der Literatur ist bekannt,
dass T-Zellen maBgeblich an Effektormechanismen, die zur glomeruldren Schadigung beitra-
gen, beteiligt sind [56]. Die Funktion von NF-kB in T-Zellen riickt in den letzten Jahren immer
mehr in den Fokus. Es konnte gezeigt werden, dass das NF-kB-Protein p50 an der Aktivierung
von T-Zellen und die IKK2-Kinase am Schutz vor Apoptose beteiligt ist [57] [58]. Eine NF-«B-
Hemmung ist in Vorexperimenten durch die systemische Applikation des IKK-2-Inhibitors CpdA
im Modell der NTN durchgefiihrt worden. NTN+CpdA-Experimente sollten zeigen ob diese In-
tervention eine Verbesserung der NTN erzielt und welche T-Zellpopulationen in ihrem Infiltrati-
onsverhalten in die Niere verandert werden. Es lag die Hypothese zu Grunde, dass die Hem-
mung der NF-«xB-Aktivierung die Infiltration von T-Zellen in die Niere verhindert und es somit
zu einer Verbesserung der NTN kommt. Der antiinflammatorische Effekt von NF-kB-Inhibitoren
ist in-vivo bereits u.a. im Rattenmodell der rheumatoiden Arthritis demonstriert [59]. Im nachs-
ten Schritt wird die Bedeutung der NF-kB-Hemmung spezifisch in CD4* und regulatorischen

T-Zellen untersucht.

Effekt von NF-«<B auf infiltrierende Immunzellen in der NTN

In den NTN-Experimentreihen dieser Arbeit wird zum einen NF-kB systemisch gehemmt und
des weiteren zellspezifisch in CD4* T-Zellen. Bei der systemischen Hemmung handelt es sich
um eine pleiotrope Hemmung, die sowohl ortsstédndige Zellen der Niere, Zellen der angebore-
nen und adaptiven Immunantwort, sowie die Expression von Chemokinen, betrifft. Der zellspe-
zifische IKK2-Knockout in CD4* T-Zellen wirkt sich in der NTN lediglich auf Th1, Th17 und Tregs

aus.

Die Applikation des IKK2-Inhibitors CpdA wahrend der NTN erzielt eine deutlich verminderte

NF-kB-Aktivierung in der Niere. Ein Monitoring der CpdA-Plasmaspiegel ware von Vorteil gewe-
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sen um die Wirkung des Inhibitors zu zeigen; jedoch stand eine Technik zur Messung der CpdA-
Plasmaspiegel nicht zur Verfligung. Wie bereits in anderen Publikationen, ist die Wirkung des
Inhibitors indirekt mittels EMSA gezeigt [39]. Alle NTN-Experimente wurden mit NTN-Serum der
gleichen Charge durchgefihrt. Es ist aufféllig, dass die Serum-Harnstoff-Werte in den nephri-
tischen Gruppen der CpdA-Experimente nicht deutlich héher liegen als die der Kontrollgruppe.
CpdA-behandelte Tiere zeigen zwar eine verminderte Halbmondbildung; diese ist jedoch nicht
signifikant (Abb. 5.16). Es werden eher Serum-Harnstoff-Werte von 50 mg/dl bis 100 mg/dl und
eine Halbmondbildung von Uber 30 % erwartet [24]. Ein weiterer Punkt ist die verhaltnismaiig
geringe Infiltrationsrate von T-Zellen in die nephritische Niere (Abb 5.19). Zusammen mit der
relativ geringen Halbmondbildung und der kaum messbaren Th1-Antwort in Abb. 5.20 lassen
diese Ergebnisse auf eine milde NTN schlieBen, was durch das mir zur Verfligung stehende

NTN-Serum begriindet werden kann.

Die NTN-Serum-Dosis wurde auf 0,4 ml titriert. Eine Dosissteigerung auf 0,45 ml oder 0,5ml
war nicht méglich, da diese Dosen eine Letalitéat von Uber 50 % verursachten. Voraussichtlich
kénnten mit dem Einsatz eines potenteren NTN-Serums in dieser Experimentreihe gréBere
Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Basierend auf den hier vorliegenden
Ergebnissen ist davon auszugehen, dass eine starke NF-«xB-Aktivierung einhergehend mit einer

starkeren Entzindung durch die IKK2-Hemmung starker gehemmt wirde.

Der CD4*-spezifische Knockout der IKK2 flhrt zu einer Aggravierung der NTN. 10 Tage nach
Krankheitsinduktion weisen CD4C¢IKK2"" Tiere erhdhte Zytokinlevel (Abb. 5.44), eine héhe-
re Albumin/Kreatinin-Ratio und eine signifikant héhere Halbmondbildung als CD4°" Tiere auf.
Die erhdhten Harnstoffwerte in CD4CIKK2"" Tieren im Vergleich zur CD4C® Kontrolle sind
widersprichlich; jedoch werden die Parameter Albumin/Kreatinin und Serum-Harnstoff erfah-
rungsgeman in der experimentellen Nephrologie nicht als aussagekraftig genug bewertet, um
daran das AusmaB des glomeruldren Schadens zu beurteilen [60] [36]. CD4°¢IKK2"1-NTN-
Experimente wurden ebenfalls mit dem milden Serum der NTN+CpdA-Experimente durchge-
fihrt und in Vorexperimenten ist dariiber hinaus aufgefallen, dass CD4C™® Tiere im Vergleich
zu WT-Tieren weniger Halbmonde ausbilden. Es liegt die Vermutung nahe, dass die transgene
Expression der Cre-Rekombinase in CD4* T-Zellen diese Zellen schwéacht und es dadurch zu
einem Schutz vor T-zellbasierten Entziindungsvorgdngen kommt. Einen weiteren Hinweis auf
einen Einfluss des CD4-Transgens liefert die IL-2 Produktion von CD4°"®-Responder T-Zellen

in Abb. 5.48, welche im Vergleich zu WT-Respondern stark erniedrigt ist. Die erniedrigte IL-2-
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Produktion von CD4°"¢IKK2" Respondern war zu erwarten, da IL-2 ein NF-«xB-Zielgen ist [61].
Aus diesem Grund wurden NTN-Experimente mit WT, homozygoten und heterozygoten CD4Cr®
Tieren durchgeflihrt. Erste Ergebnisse zeigen eine héhere Halbmondbildung in heterozygoten

CDA4C'e Tieren als in Homozygoten und bestétigen somit diese Vermutung.

In den NTN+CpdA-Experimenten zeigen die Daten zur Nierenfunktion (Abb. 5.17) und die Ana-
lyse der proinflammatorischen Zytokine in Abb. 5.18, dass der Entziindungszustand in CpdA-
behandelten NTN-Tieren 10 Tage nach Krankheitsinduktion sogar leicht erhéht ist. NF-«B ver-
mittelt nicht nur proinflammatorische Vorgange, sondern ist auch an der Ausheilung von Ent-
zindungen beteiligt [39]. Die Ausheilungsphase der NTN beginnt erfahrungsgemaf 14 d nach
Krankheitsinduktion. Bedingt durch das milde NTN-Serum in diesen Experimenten kénnte die-
se Phase auch schon friher begonnen haben. Einen Hinweis darauf gibt die Bestimmung der
Proteinurie mittels Multistix. Einige Tiere weisen an Tag 9 eine Proteinurie von +1 auf (Daten in
Form von Albumin/Kreatinin-Ratio), obwohl sie an Tag 2 stark proteinurisch (+3 bis +4) waren.
In einem LPS-induzierten Nephritis-Modell wird gezeigt, dass NF-kB biphasisch aktiviert wird.
Zu Beginn der Entziindung finden sich vorrangig p65/p50-Heterodimere in der Niere und in der
Ausheilungsphase der Erkrankung dominieren antiinflammatorische p50/p50-Homodimere [62].
Eine NF-«B- Hemmung bis in die Ausheilungsphase einer Entziindung kénnte den Heilungsvor-

gang verzégern und anhaltende proinflammatorische Prozesse férdern [63].

NF-«B ist an der Gentranskription der proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-«, welche
Makrophagen aktivieren, und durch die Expressionsregulation der Adh&sionsmolekile ICAM-
1, VCAM und E-Selektin an der Leukozytendiapedese zum Ort der Entziindung beteiligt [38]
[64]. Dieser Prozess kénnte durch die CpdA-Behandlung herunterreguliert sein, womit sich die
signifikant reduzierte Makrophageninfiltration in der NTN+CpdA-Gruppe erklart. Dieser Mecha-
nismus kann auch Grund fir die geringere Treg-und Th17-Infiltration sein. Die Deletion der
IKK2 in CD4* T-Zellen hat in der NTN keinen Einfluss auf das Chemokinmilieu. Wie dadurch
zu erwarten ist in dieser Experimentreihe die Makrophageninfiltration unveréandert (Abb. 5.49).
Bedingt durch die periphere Zusammensetzung der T-Zellen in der CD4C"IKK2"! Maus wé-
re ein Kompensationsmechanismus der angeborenen Immunantwort in Form einer erhéhten
Makrophageninfiltration jedoch denkbar. Die erh6hte mRNA-Expression von TNF-«, IL-1$3 und
CCL20 in NTN-Experimenten mit der CD4°®IKK2"" Maus kénnen einerseits auf den erhéh-
ten Entzindungszustand in den Tieren zurlickzuflihren sein, andererseits ist eine reflektorische

Zytokinerhdhung als Antwort auf die geringere T-Zell-Frequenz in der Peripherie dieser Tiere
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maoglich.

In beiden experimentellen Anséatzen findet eine Beeinflussung der CD4* T-Zellen statt. In bei-
den Systemen kommt es zu einer Dampfung von pro- und antiinflammatorischen Effekten.
CD4Cre|lKK2" Mause zeigen die peripher geringen Treg- und CD4*-Zahlen und die CpdA-
Behandlung der NTN senkt die Infiltration von Th17-Zellen und Tregs in die Niere. Letzteres
erklart auch den nicht signifikant besseren Verlauf beziglich des glomeruldren Schadens in
NTN+CpdA-Experimenten.

Aus der Literatur zur CD4C¢IKK2" Maus ist bekannt dass IKK2-defiziente T-Zellen NF-xB al-
ternativ Uber IKK1 aktivieren kdénnen [55] und Proliferation, T-Zellaktivierung tber den TCR
(CD3/CD28- Signal) sowie die Konversion in Th1-und Th17-Zellen nicht beeintrachtigt sind [65].
In der NTN mit CpdA-Behandlung wird eine Hemmung der IKK1 durch CpdA ausgeschlos-
sen, da der Inhibitor eine hohe Spezifitat fir IKK2 aufweist [44]. Die Aktivierungsvorgange von
T-Zellen sind von zentraler Bedeutung fir den Krankheitsverlauf der NTN. Dendritische Zel-
len (DCs) erkennen das NTN-Serum und prasentieren es tber MHCI/Il naiven T-Zellen. Diese
binden das Antigen Uber den TCR (CD3) und in einem zweiten Schritt kommt es zum kosti-
mulatorischen Signal zwischen B7 auf der DC und CD28 auf der T-Zelle [12]. Diese beiden
Vorgénge initiieren zusammen die Aktivierung und Differenzierung der naiven T-Zelle zur Th1-
und Th17-Effektorzellen, welche in der NTN den glomerularen Schaden bewirken [66]. Die stark
erniedrigte Infiltrationsrate von CD4+ T-Zellen in die Niere von CD4CIKK2M Mausen ist somit
auf die peripher niedrigere T-Zellzahl in diesen Tieren zurlickzufihren, zumal die Infiltration von

T-Lymphozyten insgesamt nicht unterschiedlich zur nephritischen CD4°"® Maus ist.

Betrachtet man die CD4* T-Zellsubpopulationen detaillierter, so lasst sich zwischen den beiden
experimentellen Ansatzen bezliglich der Infiltration von Th1-und Th17-Zellen ein Unterschied
feststellen. In der NTN mit CpdA-Behandlung kann aufgrund der geringen Th1-Antwort nur die
Th17-Zellpopulation bewertet werden. Sie ist durch die pharmakologische Intervention herun-
terreguliert, was auf die systemisch antiinflammatorische Wirkung des Inhibitors zurickzufiihren
sein kann. Die Expression des Chemokins CCL20 gibt an dieser Stelle keinen Anhaltspunkt,
da eine erniedrigte MRNA-Expression bei geringerer Th17-Infiltration zu erwarten wére. Ein
Einfluss des CpdA auf das Konversionsverhalten von naiven T-Zellen wird aufgrund der Unter-
suchungen in IKK2-defizienten CD4* T-Zellen ausgeschlossen. CD4°¢IKK2" Mause zeigen
in der Nephritis eine tendenzielle Erhdhung der Th1-und Th17-Antwort, welche auch mit einer

erhdhten Expression der inflammatorischen Zytokine, sowie CCL20 einhergeht. Beide Befunde
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erklaren den gréBeren glomerularen Schaden in CD4°"IKK2"" Tieren [56].

Sowohl die systemische NF-kB-Hemmung als auch der CD4*-spezifische Knockout der IKK2
zeigen in der NTN eine erniedrigte Treg-Zahl in der Niere. Erst seit Kurzem ist bekannt, das NF-
kB mit dem Treg-spezifischen Transkriptionsfaktor Foxp3 interagiert [67]. Das NF-«B-Protein
c-Rel reguliert die Expression von Foxp3 sowohl im Thymus als auch in der Peripherie. c-Rel-
defiziente Mause weisen eine um das 5-fache niedrigere Treg-Frequenz in der Milz auf. Ru-
an et al. postulieren zudem eine zentrale Rolle fir c-Rel als Initiator eines Transkriptions-
Enhenceosoms flir Foxp3 [68] [69]. Die kontinuierliche Expression von Foxp3 ist sowohl fir
das Uberleben als auch fiir die Funktion von Tregs notwendig [70]. Foxp3 ist demnach ein An-
griffspunkt fir CpdA und wirde die geringere Treg-Zahl in der NTN+CpdA-Gruppe erklaren.
Auch fiir die NTN in CD4C"IKK2" Mausen wére das, neben der geringen Treg-Zahl in der Pe-
ripherie, ein nachvollziehbarer Mechanismus. Die Untersuchungen zur Foxp3°eIKK21! Maus

zeigen, dass IKK2 unverzichtbar fiir die Foxp3-Expression ist.

Die aggravierte NTN in CD4C¢IKK2! M&usen ist zum einen auf das Fehlen der Tregs zurlick-
zuftihren; die tendenzielle Erhéhung von Th1 und Th17-Zellen hingegen ist nicht ausreichend
um dieses Phanomen zu erklaren. Es ist bekannt, dass Tregs die Aktivierung und Reifung von
DCs durch die Herunterregulation der Reifungsmarker CD80 und CD86 auf der Oberflache der
DC hemmen kénnen [71]. DCs reifen im Verlauf der NTN und entwickeln dadurch ab Tag 7 einen
proinflammatorischen Phanotyp, der die NTN nachweislich verschlechtert [72]. Das Fehlen der
Tregs in CD4CeIKK2! Mausen beglinstigt eine ungehemmte Reifung und Proliferation der DCs
[73], wodurch sich die erhdhte DC-Infiltration in die Niere dieser Tiere erklart (Abb. 5.50).

Die Funktion der Tregs aus CpdA-behandelten Tieren ist nicht beeintrachtigt. Jedoch ist die
suppressive Kapazitat von NTN-Tregs nicht wie erwartet auf dem Niveau der Kontroll-Tregs. Ein
Grund dafir kdnnte sein, dass NTN-Tregs in-vivo schon suppressive Effekte vermittelt haben
und im in-vitro-Experiment diese Kapazitat schon erschopft ist. Diese Beobachtung wurde von
der Arbeitsgruppe Experimentelle Immunologie von Frau Prof. Tiegs bestétigt. Die suppressive
Funktion von Tregs ist nicht durch NF-kB direkt reguliert, sondern ergibt sich aus einem Zusam-
menspiel von CTLA-4, IL-2, TGF-f3 und IL-10 [74]. Eine verminderte suppressive Aktivitat der
Tregs durch eine NF-kB-Hemmung oder einen zellspezifischen IKK2-Knockout war somit nicht
zu erwarten.

Sowohl die CpdA-Behandlung, als auch die CD4*-spezifische Deletion der IKK2 bewirken in

der NTN den unerwarteten inhibitorischen Effekt auf protektiv wirkende regulatorische T-Zellen.
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Der Effekt einer NF-xB-Hemmung auf diese Zellpopulation wurde in einem Krankheitsmodell
bislang noch nicht untersucht und gab Anlass die Funktion von NF-kB in Tregs im Modell der

Foxp3CeIKK2"" Maus genauer zu untersuchen.

IKK2-Defizienz in regulatorischen T-Zellen verursacht eine

lymphoproliferative Erkrankung

Die IKK2-Defizienz in Tregs der Foxp3¢IKK2"! Maus fiihrt zu einer Autoimmunerkrankung der
Tiere, welche dem Scurfy-Phanotyp der Foxp3-/- Maus &hnelt [33]. Die Tiere zeigen stark redu-
zierte Treg-Frequenzen in der Milz und der Lunge (Abb. 5.31, 5.32); im Thymus hingegen bleibt
die Treg-Besiedlung der Foxp3©eIKK21 Maus wéhrend des gesamten Beobachtungszeitraums
auf dem Level der Foxp3°©'® Kontrollméuse.

Die antiapoptotische Wirkung von NF-kB scheint an dieser Stelle entscheidend zu sein [41].
In T-Zellen sind Aktivierungs- und Proliferationsprozesse ausgehend vom TCR-Signal NF-kB-
reguliert [75]. PKCO stimuliert CARMAT1, Bcl10 und MALT; diese formen den CBM-Komplex,
der in einem weiteren Schritt IKK2 phosphoryliert. Tiere mit einer Defizienz fir die NF-xB Pro-
teine CARMA, Bcl10 und c-Rel zeigen peripher reduzierte Treg-Zahlen [76] [57] [77] [68] [55].
Obwonhl die Mechanismen der Treg-Entwicklung im Thymus noch nicht vollstandig aufgeklart
sind, stellen die Wissenschaftler Lio und Hsieh ein 2-Stufen-Modell der Treg-Entwicklung auf
[78]. In einem ersten TCR-abhangigen Schritt bendtigt die Treg-Generation im Thymus ein
TCR/CD28-Signal zwischen einem CD4* Thymozyten und einer autoantigenprasentierenden
Thymus-Epithelzelle [79] [80]. Dies fuhrt zu einer Hochregulation von CD25, welches in einer
héheren IL-2-Empfindlichkeit resultiert [81]. In einem zweiten TCR-unabhangigen Schritt, nach-
folgend dem IL-2-Rezeptor, kommt es zur Aktivierung von STAT5, welches dann die Foxp3-
Expression anregt.

In der Treg-Entwicklung wird Foxp3 somit erst im letzten Schritt hinzugeschaltet. Ein kiirzlich
publizierter Thymozyten-spezifischer NF-kB-Knockout gibt eine Einsicht in den friihen Zeitpunkt
der Treg-Entwicklung. Die thymozytenspezifische Expression einer stabilen IkBx zeigte eine re-
duzierte Expression von CD4*CD25*Foxp3* T-Zellen sowohl im Thymus als auch in der Milz.
Die Arbeitsgruppe postuliert einen zellintrinsischen Effekt, da die exogene Zuflihrung von IL-
2 keinen Einfluss auf die Treg-Zahlen hatte [82]. Die Entwicklung der Tregs im Thymus der

Foxp3CreIKK2" Maus verlauft normal, was anhand der Treg-Zahlen zu den untersuchten Zeit-
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punkten zu sehen ist. Tregs kdnnen in diesen Tieren im Thymus generiert werden, da der IKK2-
Knockout erst nach Aktivierung des Foxp3-Promotors stattfindet. Der Foxp3-Promotor wird im
Thymus erst an Tag 3 nach der Geburt aktiv [52]. Das ist der kritische Zeitpunkt, an dem Tregs
aus dem Thymus in die Peripherie wandern [83] und es ist bekannt dass eine Foxp3-Expression
im Thymus allein nicht vor dem Scurfy-Ph&notyp schitzt [84].

In der Foxp3°eIKK2"" Maus sind diese in der Peripherie angelangten Tregs nicht (iberlebens-
fahig, wie in dem Transferexperiment in Abb. 5.36 gezeigt. Die Gberlebensnotwendigen Signale
iiber den NF-kB-Signalweg kénnen nicht verarbeitet werden. Das Uberleben von Tregs in der
Peripherie bendtigt eine kontinuierliche Foxp3-Expression [70], TCR-Signalverarbeitung Uber
die IKK2-Kinase [55] und exogen zugefiihrtes IL-2 [85]. Es ist bekannt, dass NF-«xB die Foxp3-
Expression reguliert [69]. Dies kénnte ein Weg sein (ber den das defekte NF-kB-Signalling
in Foxp3CeIKK2! Mausen zu den reduzierten Treg-Zahlen fiihrt. Eine kontinuierliche Foxp3-
Expression kann somit Giber den IKK2-Knockout in der Peripherie nicht aufrechterhalten werden.
Eine weitere Erklarung Iasst sich in der NF-kB-abhangigen Signalverarbeitung nachfolgend dem
TCR und auch dem IL-2- Rezeptor finden. Die IL-2-Signalverarbeitung beinhaltet c-Rel, p50 und
p65 [86].

In Thymus, Milz und Lunge der Foxp3CeIKK2"" Maus wurde auch eine erniedrigte Expressi-
on der Apoptosehemmer A20 und cFlip festgestellt. Im Thymus ist viel Apoptose zu erwarten,
da autoreaktive T-Zellen durch Apoptose ausselektiert werden. In den beiden peripheren Orga-
nen jedoch ist dieses Ergebnis auf die gestérte Eigentoleranz zurtickzufiihren. Hier ware eine
kombinierte FACS-Messung von Vorteil gewesen, um darzustellen ob noch weitere Zellen Apop-
tosevorgangen unterliegen. Die Apoptose der Tregs wird mittels Transferexperiment in RAG1-/-
M&usen demonstriert.

Durch die fehlenden Tregs in der Foxp3°IKK2"" Maus kommt es zu einer gestérten peripheren
Eigentoleranz, da ein Missverhaltnis von T-Effektorzellen zu Tregs herrscht. Untersuchungen zur
Scurfy-Maus haben ergeben, dass es bei dieser Genmutation zu einer starken Proliferation von
autoantigenen T-Effektorzellen kommt [87]. Dies ist ebenfalls in der Foxp3°eIKK2! Maus zu
beobachten. Die proinflammatorische Immunantwort wird nicht mehr supprimiert und es kommt
zu den in Abb. 5.29 gezeigten Infiltraten und UberschieBenden Th1-und Th17-Immunantworten
(Abb 5.33).
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Klinische Bedeutung

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der antiinflammatorisch angelegte Einsatz eines IKK2-Inhibi-
tors nicht nur Auswirkungen auf den Pathomechanismus der Entziindung hat, sondern ebenfalls
protektive Mechanismen - wie z.B. regulatorische T-Zellen - der Immunantwort hemmt. Dies
kann den Verlauf der Entzindung beeintrachtigen und diese sogar aggravieren. Derzeit sind
einige IKK2-Inhibitoren bereits in Phase-I-Studien in Erprobung und neue Inhibitoren sind in der
Entwicklung [88].

Fir den Verlauf einer Entziindung sind sowohl pro-, als auch antiinflammatorische Prozesse
wichtig; es kann jedoch variieren wann Resolutionsprozesse in einer Erkrankung beginnen. Der
Zeitpunkt pro-und antiinflammatorischer Phasen im Rahmen eines Entziindungsgeschehens
beim Patienten kann in der klinischen Anwendung patientenspezifisch nur schwer beantwortet

werden.

Dartber hinaus ist noch zu wenig Uber die pro-und antiapoptotische Wirkung von NF-kB in
verschiedenen Zelltypen und deren Reifestadium, bekannt. Die IKK2-Deletion in Lymphozyten
provoziert Apoptose, in Hepatozyten hingegen wird kein antiapoptotischer Effekt von NF-xB
beobachtet [89] [58]. Eine NF-kB-Aktivierung kann durch unterschiedliche Stimuli, wie TNF-«,
LPS, doppelstrangige RNA oder oxidativen Stress erfolgen [90]. Durch eine systemische NF-«kB-
Hemmung wirden die Signalweiterleitung aller dieser Stimuli beeintrachtigt werden. Dartiber
hinaus gibt es auch NF-kB-unabhangige Signalwege, die die Aktivierung von NF-«B beeinflus-
sen [91]. Diese Signalwege werden mit einem IKK2-Inhibitor nicht erfasst und Untersuchungen
zur CD4CreIKK2" von Schmidt-Supprian zeigen auch die alternative NF-«xB-Aktivierung iiber
IKK1, wenn IKK2 fehlt [55].

Des weiteren kann NF-«kB bzw. IKK2 in verschiedenen Zellen unterschiedliche Funktionen ver-
mitteln. An einem Kolitis-assoziierten Tumormodell wurde gezeigt, dass ein Epithel-spezifischer
IKK2-Knockout die Inflammation im Gewebe nicht erniedrigt und keinen Effekt auf die Tumorgré-
Be hat. Eine IKK2- Deletion in myeloiden Zellen hingegen erniedrigte signifikant die TumorgréiBe
[92].

Ein weiterer Punkt ist die Signalstérke, mit der NF-«xB aktiviert wird. Ein gutes Beispiel daflr ist
die Reifung eines CD4+CD8+ Thymozyten zur CD4* T-Zelle. Kommt es zu einer starken NF-«B-
Aktivierung lber den TCR, so handelt es sich wahrscheinlich um eine autoreaktive T-Zelle, die

durch die Induktion von Apoptose eliminiert wird. Ein moderates NF-«B-Signal hingegen fiihrt
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zur positiven Selektion und aus dem doppelpositiven Thymozyten wird eine einfach positive
CD4* T-Zelle [93].

All diese Aspekte zeigen auf, dass NF-«B/IKK2 pleiotrope Effekte vermittelt und es noch wei-
terer zellspezifischer Untersuchungen zu den verschiedenen Rollen von NF-kB bedarf, bevor

NF-kB-Inhibitoren Anwendung in der Therapie entzindlicher Erkrankungen finden.

Ausblick

Basierend auf der antiinflammatorischen Rolle von NF-«B in der Ausheilung von Entziindungen
ware es wichtig den Effekt einer IKK2-Hemmung in lediglich in der frihen Phase der NTN, bei-
spielsweise bis Tag 6, zu untersuchen. Es ware zu erwarten, dass Resolutionsprozesse unge-
hindert ablaufen kénnen und diese Intervention zum schnelleren Ausklingen der NTN beitragt.
Zur Bestatigung der Ergebnisse waren NTN-Experimente mit anderen IKK2-Inhibitoren sinnvoll

und kénnten zur Aussagekraft einer NF-kB-Hemmung in der NTN beitragen.

Der Einfluss des CD4C"-Transgens auf die Effektorfunktion von CD4* T-Zellen kdnnte auch in
anderen Tiermodellen problematisch werden. Hiervon kénnten vor allem Modelle zur Untersu-
chung T-zellvermittelter Erkrankungen betroffen sein. Ein Beispiel wéare die EAE als Modell der
Multiplen Sklerose, bei der autoreaktive CD4* T-Zellen die Myelinscheiden von Nervenzellen
zerstéren [94]. Die Analyse zellspezifischer Effekte mit dem Einsatz von CD4°™ Tieren in T-
zellvermittelten Mausmodellen, sollte daher zuvor den Einfluss des CD4C™-Transgens in dem

jeweiligen Modell untersuchen.

Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen der T-zellspezifischen IKK2-Deletion ware der
nachste Schritt die Untersuchung der IKK2-Funktion in Th17-Zellen. Dafiir steht die IL-17AC®
Maus zur Verfligung. Es stellt sich die Frage, ob die eine IL-17ACIKK2" eine veranderte peri-
phere Th17-Frequenz aufweist und wie sich diese Zellen in der NTN verhalten. Hierbei kénnte
der Unterschied in der IKK2-Abhangigkeit zwischen Tregs und Th17-Zellen herausgestellt wer-

den.
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8 Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

A

ATP

Aqgua dest.
AP

B

BSA

CD
CT
cpm
cDNA

CO,

DNA
DEPC
dNTP

DTT

EDTA
EGTA

EMSA

Adenosintriphosphat
Destilliertes Wasser

Alkalische Phosphatase

Bovine Serum Albumin

Cluster of Differentiation

cycle threshold

counts per minute

complementary Desoxyribonucleic Acid

Kohlendioxid

Tag(e)

Desoxyribonucleic Acid
Diethyldicarbonat
Desoxyribonukleosidtriphosphat

Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycoltetraacetat

Electrophoretic Mobility Shift Assay
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ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
F

FACS fluorescence activated cell sorting
FCS fotales Kalberserum

FW Forward

G

°C Grad Celsius

g Gramm

H

H,O Wasser

HCI Salzséure

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
HRP Horseradish Peroxidase

h Stunde(n)

|

IL Interleukin

IgG Immunglobulin Klasse G

K

KCl Kaliumchlorid

L

I Liter

M

mol Mol

min Minute(n)
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Mio. Million

ml Milliliter (Liter x 10°%)

mg Milligramm (Gramm x 10°%)
MMLV Moloney murine leukemia virus
mRNA messenger ribonucleic acid

N

NaCl Natriumchlorid

NaH,PO4 x H,O Natriumhydrogenphosphat
NaHPO,4 x 2H,0 Dinatriumhydrogenphosphat

ng Nanogramm (Gramm x 107)
NH,4Cl Ammoniumchlorid

NalO3 Natriumiodat

NaNO, Natriumnitrit

nmol Nanomolar (Mol x 107°)

NTN Nephrotoxische Serum Nephritis
NP-40 Nonylphenolethoxylat MG 40
NF-xB nuclear factor ’kappa-light-chain-enhancer’

of activated B-cells

P

P Phosphor

PAS Periodic Acid Schiff stain

PBS Phosphate Buffered Saline
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate
PNK Polynucleotidkinase

pmol Pikomol (Mol x 107'2)
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Pg
PCR

qRT-PCR

RNA
RNAse
rpm
RV

RT

RPMI 1640

SEM

TCR
TEMED
Treg
Tresp
Tris
TBE

TAE

Pikogramm (Gramm x 107'2)

Polymerase Chain Reaction

guantitative Realtime-PCR

Ribonucleis Acid
Ribonuklease
rounds per minute
Reverse
Raumtemperatur

Zellmedium von Roswell Park Memorial

Institute entwickelt

Sekunde(n)

Standardfehler

T-Zellrezeptor
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
regulatorische T-Zelle (CD4*CD25*Foxp3+)
Responder-T-Zelle (CD4%)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Tris-Borat-EDTA

Tris-Acetat-EDTA

Umdrehungen
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Hg

WT

YFP

Mikrogramm (Gramm x 107)

Volt

Wildtyp

Yellow Fluorescent Protein
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H&P-Satze

-Mercaptoethanol H: 301-310-330-315-318-410
P: 280-273-302+352-304+340-305+351+338-309-310

DTT H: 302-315-319
P: 302+352-305+351+338

O

EDTA H: 319
P: 305+351+338

D

Ethanol H: 225
P: 210
Ethidiumbromid H: 341-330-302

P: 281-302+352-305+351+338-304+340-309-310

&

Formalin H: 351-331-311-301-314-317
P: 301+310-303+361+353-305+351+338 320-361-405-501

lonomycin H: 302

O
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Isofluran

Perjodsaure

PMA

Salzsiure

Trypanblau

H: 336
P: 304+340-312-403+233-405-501

O

H:271-314
P:210-301+330+331-305+351+338

H: 315

b

H: 314-335
P: 260-301+330+331-303+361+353 305+351+338-405-501

&

H: 350
P:201-308+313

Verwendete krebserregende, erbgutverandernde und
fortpflanzungsgefahrdende Stoffe (KMR-Stoffe)

Ethidiumbromid

KMR Stoff Kategorie 2



8 ANHANG 112
Lebenslauf
Eveline Christina Piotrowski, geb. Piella
geboren am 02.03.1983 in Peiskretscham
verheiratet

Beruflicher Werdegang

seit Januar 2010 Promotion in der Ill. Medizinischen Kilinik,
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Thema: ,Die Rolle von NF-«kB in der
Glomerulonephritis®, Prof. Dr. Thaiss
Disputation 13. Dezember 2012

seit Mai 2008 wissenschaftliche Tatigkeit in der IIl.

Februar - Marz 2008

seit Februar 2008

Ausbildung

Januar 2008

Mai - Oktober 2007

November 2006 - Mai 2007

Oktober 2002 - Oktober 2006

Medizinischen Kilinik, Universitatsklinikum

Hamburg-Eppendorf

Praktikum Universitat Dlsseldorf,
Institut fir Pharmakologie, Prof. Dr. Kojda

nebenberufliche Tétigkeit in 6ffentlicher Apotheke

Dritter Abschnitt der pharmazeutischen Priifung
(Note 2,0)

Pharmaziepraktikum in der Apotheke des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf

Pharmaziepraktikum in der Sanavita Apotheke

Oberhausen

Pharmaziestudium an der Heinrich-Heine
Universitat Disseldorf

Zweiter Abschnitt der pharmazeutischen Priifung Oktober 2006 (Note 1,4)

Erster Abschnitt der pharmazeutischen Priifung August 2004 (Note 3,25)

Juni 2002 Abitur (Note 1,6)



8 ANHANG 113

Versicherung an Eides statt

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit eigenstandig und ohne
fremde Hilfe verfasst, keine andere Quelle als die angegebenen benutzt und die den benutzten

Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht habe.

Die vorliegende Arbeit mit dem Titel

Rolle von NF-«B in der experimentellen Glomerulonephritis

Einfluss einer NF-xB-Hemmung auf infiltrierende Immunzellen in der

nephrotoxischen Nephritis

habe ich noch keiner anderen Universitét vorgelegt, um ein Promotionsverfahren zu erdffnen.

Hamburg, den 01. November 2012

Eveline Piotrowski



8 ANHANG 114

Erklarung uber friihere Promotionsversuche

Der vorgelegten Arbeit ging ein friiherer Promotionsversuch voraus. Von Mai 2008 bis Sep-
tember 2009 hatte ich an einer Promotion in der Ill. Medizinischen Klinik des UKE in der
Arbeitsgruppe von Frau Dr. Algenstaedt gearbeitet. Diese Arbeit wurde aufgrund struktureller

Anderungen in der Ill. Medizinischen Kilinik abgebrochen.

Hamburg, den 1. November 2012

Eveline Piotrowski



8 ANHANG 115

Danksagung

Herrn Prof. Dr. Thaiss méchte ich fiir die Uberlassung des Themas, die intensive Betreuung

und die zuverlassige Zusammenarbeit sehr danken.

Herrn Prof. Dr. Duchstein danke ich fiir die wissenschaftliche Betreuung und Begutachtung

meiner Arbeit, sowie flr die netten Doktorandentreffen.

Bei Dr. Zahner méchte ich mich fir die wissenschaftlichen Austausch, die Unterstitzung in der

Einarbeitung und die konstruktiven Diskussionen bedanken.

Ich danke Prof. Dr. Panzer fir die Integration in die Klinische Forschergruppe und die konstruk-
tive Kritik.

Prof. Dr. Stahl danke ich fir die Mdglichkeit zur Promotion in der Ill. Medizinischen Klinik.

Ich danke Prof. Dr. Kurts, André Tittel, Janine Gotot und Martin Otte fiir die spannende wissen-

schaftliche Kooperation und den regen Austausch.

Bei Dr. Annette Erhardt mdchte ich mich fir die Hilfestellungen zum Suppressionsassay bedan-

ken.

Meinen Kollegen in den Laboren der lll. Medizinischen Klinik danke ich fiir jegliche organisato-

rische Hilfe und Unterstitzung, sowie die nette Zusammenarbeit.

Vielen Dank an die Tierpfleger aus Barriere 104, vor allem Ivonne Deutschmann, die uns durch
ihre aufmerksame Arbeit auf den Phanotyp der Foxp3°¢®IKK2"" Maus hingewiesen hat und

meine Arbeit an diesen Tieren zu jeder Tageszeit unterstitzt hat.

Ein besonderer Dank gilt meiner Kollegin und Freundin Anna Hermann fiir die perfekte Zusam-

menarbeit im Labor, die motivierenden Worte und die tolle gemeinsame Zeit.

Ich danke meinem Mann Robert fiir das kritische Lesen meiner Arbeit, die ermunternden Zeich-

nungen, die Hilfe bei Layout und Setzen mit IATEX und dass er immer flr mich da ist.

Ich danke von Herzen meinen Eltern Lydia und Heinrich Piella, die mir diesen Weg erst ermég-

licht haben und mich in jeglicher Hinsicht uneingeschrankt unterstitzen.

© 2012



	DA final EP.pdf

