Diplomarbeit

Die Blockade der Costimulationsmolekiile CD30/0x40
als neue Therapieoption in der experimentellen
Glomerulonephritis

eingereicht von

Konstantin Adrian Klotzer

zur Erlangung des akademischen Grades

Doktor der gesamten Heilkunde

(Dr. med. univ.)

an der
Medizinischen Universitat Graz
ausgefuhrt an der

Klinischen Abteilung fur Nephrologie
Universitatsklinik fur Innere Medizin
LKH Graz

unter der Anleitung von

Assoz. Prof." Priv.-Doz." Dr.» med.univ. Kathrin Eller
und

Dr.in med.univ. Katharina Artinger, PhD

Graz am 26.04.2020



Eidesstattliche Erklarung

Ich erklire ehrenwortlich, dass ich die vorliegende Arbeit selbststindig und ohne fremde
Hilfe verfasst habe, andere als die angegebenen Quellen nicht verwendet habe und die den
benutzten Quellen wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich
gemacht habe.

Graz, am 26.04.2020 Konstantin Adrian Klotzer, eh.

i



Danksagungen

Vielen Dank an Katharina Artinger und Kathrin Eller fiir die perfekte Betreuung und die
Moglichkeit an diesem Projekt mitarbeiten zu diirfen. Vielen Dank an Corinna Schabhiittl
fiir ithre nette und geduldige Hilfe im Labor. Grofen Dank an das ganze Team fiir diese
lehrreiche Zeit. Es ist nicht selbstverstindlich so herzlich in ein Team aufgenommen zu
werden!

Der Dank an meine Eltern ist nicht in Worte zu fassen. Danke fiir eure bedingungslose
Unterstiitzung und Fiirsorge. Danke fiir eure stets offenen Ohren und Herzen.

Vielen Dank an meine Schwester Sarah, zu der ich immer aufblicken konnte und die mir
jederzeit mit Rat und Tat zur Seite steht.

Danke an meine lieben Freunde und Studienkollegen fiir eine unvergessliche Studienzeit.
Und natiirlich vielen Dank an meine Freundin Melinda. Sie war mir seit unserem ersten Tag
eine wichtige emotionale Stiitze. Auch dann noch, als sie das Wort ,,Costimulation” schon

nicht mehr horen wollte.

111



Zusammenfassung

Einleitung:

Die Mitglieder der TNF-Rezeptor-Superfamilie (TNFRSF) CD30 und Ox40 sind wichtige
costimulierende Rezeptoren auf T-Zellen und sind an den inflammatorischen Mechanismen
zahlreicher T-Zell-abhdngiger Autoimmunerkrankungen beteiligt. Wir untersuchten die
Rolle dieser Rezeptoren in der nephrotoxischen Serum Nephritis (NTS), einem
experimentellen Mausmodell einer Immunkomplex-vermittelten rapid-progressiven
Glomerulonephritis (RPGN), welches ebenfalls wesentlich von T-Zellen abhéngig ist. Daten
aus unserem Labor konnten zeigen, dass CD30/0x407" Knockout-Miuse vor der NTS
geschiitzt sind und neben einer signifikant reduzierten Albuminurie wesentliche
Verbesserungen im histologischen Bild der Nieren aufweisen. Auch die therapeutische
kombinierte Blockade mit CD30 Ligand- und Ox40 Ligand-Antikdrpern erwies sich
verglichen mit den Kontrollgruppen als wirkungsvoll. Da die Expression dieser Rezeptoren
und Liganden jedoch nicht auf T-Zellen beschrinkt sind, wollten wir die Mechanismen
hinter den protektiven Effekten der Blockade in der NTS besser verstehen. Wir untersuchten
die Hypothese, dass die Expression von CD30 und Ox40 speziell auf CD4" Zellen fiir die
Beteiligung dieser Rezeptoren an der Pathogenese der NTS verantwortlich ist. Um dies zu
beweisen fiihrten wir ein Transferexperiment in T- und B-Zell defizienten Ragl”~ Miusen

durch.

Methoden:

Ragl'/ “Maéusen, welche weder reife B- noch T-Zellen besitzen, wurden pro Tier 1,5x10° aus
den Milzen von entweder CD30/0x40”" Knockout-Miusen oder CD30/0x40"* Wildtyp-
Miusen isolierte CD4" Zellen intravends injiziert. AnschlieBend wurden die Méuse mittels
subkutaner Gabe von Kaninchen IgG prdimmunisiert und schlieflich ein Kaninchen-
Antikorper gegen die glomeruldre Basalmembran intravends injiziert, um eine
Immunkomplex-Glomerulonephritis bzw. nephrotoxische Serum Nephritis (NTS) zu
induzieren. Die Tiere wurden 14 Tage nach NTS-Induktion evaluiert und beide Gruppen in
Hinblick auf Albuminurie (Albumin-Kreatinin-Quotient), Blut-Harnstoft-
Stickstoffkonzentrationen (BUN-Level) und histologischem glomeruldirem Schaden (PAS-
Score) evaluiert. Immunhistochemisch wurden in die Nieren infiltrierende CD4" Zellen
(CD4), Makrophagen (CD68) und neutrophilen Granulozyten (Ly6G) zwischen den beiden

Gruppen verglichen.
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Ergebnisse:

Ragl” Miuse rekonstituiert mit CD30/0x407 CD4" Zellen zeigten am Tag 14 nach NTS-
Induktion eine signifikant geringere Albuminurie (p<<0,01) und geringere Blut-Harnstoft-
Stickstoffkonzentrationen (p<0,001) verglichen mit der Kontrollgruppe. Die Auswertung
des glomeruldren Schadens nach PAS-Farbung ergab einen signifikant geringeren PAS-
Score in Miusen, die mit CD30/0x407- CD4" Zellen rekonstruiert wurden im Vergleich zu
Ragl” Miusen, denen WT Zellen transferiert wurden (p<0,0001). Diese Miuse zeigten auch
signifikant geringere Zahlen an CD4" Zellen (p<0,01), Makrophagen (p<0,01) und
neutrophile Granulozyten (p<0,01) in den Nieren verglichen mit der Wildtyp-Transfer-

Gruppe. Letztere entwickelten einen schweren Phianotyp der NTS.

Conclusio:

Wir konnten zeigen, dass sich die protektiven Effekte der CD30/0Ox40-Blockade auf die
Effekte dieser costimulierenden Achsen auf CD4" T-Zellen zuriickfithren lassen. Der
genetische Knockout beschrinkt auf CD4" Zellen fiihrte zu einem verbesserten Phénotyp
der NTS vergleichbar mit dem in CD30/0x407" Knockout-Mausen. Gemeinsam mit den
bisherigen Daten aus unserem Labor ergibt sich der Verdacht, dass CD30 und Ox40 fiir die
Proliferation von CD4" Zellen bedeutend sind und auf diese Weise zur Pathogenese der NTS
beitragen. Damit stellt die kombinierte Blockade proinflammatorischer Mitglieder aus der
TNFRSF, insbesondere die der CD30- und Ox40-Achse, einen neuen und

vielversprechenden Therapieansatz in der Glomerulonephritis dar.




Abstract

Introduction:

CD30 and Ox40 are members of the tumour necrosis factor receptor superfamily (TNFRSF)
and play an important role in T cell co-stimulation. To investigate their involvement in
pathogenesis of immune complex-mediated rapidly progressive glomerulonephritis, an
experimental mouse model (nephrotoxic serum nephritis) was used. Preliminary data of
nephrotoxic serum nephritis (NTS) in CD30/0x40” double knockout mice showed
significantly reduced levels of albuminuria and improved histopathological renal changes.
Furthermore, combined CD30 ligand antibody and Ox40 ligand antibody treated mice
showed a therapeutic benefit compared to the control group. However, CD30 and Ox40 are
not only expressed on T cells but also on other cells and tissues. Therefore, we wanted to get
a better understanding of the mechanisms behind the protective effects of CD30/0Ox407
knockout. It was hypothesized that the absence of CD30 and Ox40 on CD4" cell surfaces
was responsible for the protection of knockout mice and a T cell transfer experiment into

Ragl” mice was designed to prove that.

Methods:
CD4" T cells were isolated from spleens of either wildtype mice or CD30/0x40" double
knockout mice and injected into Ragl” mice. Latter are deficient in T and B cells. Thus, two

+/+

groups of mice with either CD30/0x40"* or CD30/0x40™ reconstituted T cells were created.
Each mouse was injected intravenously with 1,5x10° CD4" cells. Mice were preimmunized
with subcutaneous injection of rabbit IgG. Following this, immune complex mediated
nephrotoxic serum nephritis was induced by intravenous injection of rabbit anti-glomerular
basement membrane antibodies and mice were evaluated 14 days later. The evaluation
included albuminuria (albumin to creatinine ratio), blood wurea nitrogen levels,

histopathology and immunohistopathology of the kidneys (including staining for PAS, CD4,
CD68 and Ly6G).

Results:

Similar to CD30/0Ox407" mice, protection from disease was found in Ragl” mice
reconstituted with CD30/0x40” T cells. We found significantly reduced levels of
albuminuria (p<0,01), blood urea nitrogen levels (p<0,001) and improved histopathological

renal changes in PAS score (p<0,0001). Numbers of kidney infiltrating CD4" cells,
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macrophages and neutrophils were all significantly reduced (p<0,01). In contrast, Ragl™”

mice reconstituted with wildtype T cells developed a severe phenotype of disease.

Significance:

Data of our research group showed that CD30/0x40”" mice were protected from nephrotoxic
serum nephritis. Similarly, disease was ameliorated when CD30/0x40” CD4" cells were
transferred to Ragl”" mice. Together, these results indicate an important role for CD30 and
Ox40 signaling in T cell proliferation and their involvement in the pathogenesis of
experimental glomerulonephritis. Thus, combined TNFRSF signal blocking, particularly
combined CD30/0Ox40 signal blocking, might be a novel therapeutic strategy in

glomerulonephritis.
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1 Einleitung

1.1 Die Niere und die glomerulare Filtration
Kaum ein anderes Organ iibernimmt derart vielfiltige und komplexe Funktionen zur

Aufrechterhaltung der Homoostase im Organismus wie die Niere. Die Aufgaben der Nieren
umfassen dabei neben den offensichtlichen Funktionen als Ausscheidungsorgan und damit
der Beseitigung harnpflichtiger Substanzen auch die Aufrechterhaltung von Elektrolyt-,
Sdure-Basen- und Wasserhaushalt, die Produktion wichtiger Hormone und metabolische
Funktionen in einer Reihe von Stoffwechselprozessen. Hinzu kommt eine zentrale
Beteiligung an der Einstellung des arteriellen Blutdrucks (1, 2). Das paarig angelegte Organ
gliedert sich in mehrere Lobi renales, welche wiederum aus einer duleren Rinde (Cortex)
und der Medulla bestehen und schlieflich ins Kelchsystem der Niere miinden. In der Rinde
findet man die zahlreichen Glomeruli der Niere mit ihren efferenten und afferenten
Arteriolen sowie den proximalen und distalen Konvoluten des Tubulussystems (3).
Funktionell ist es so, dass der durch die Glomeruli gefilterte Primédrharn aus der Bowman-
Kapsel in das Tubulussystem gelangt (sieche auch Kapitel 1.2.1). Die Tubuli ziehen
anschlieBend eine Schleife durch das Nierenmark an deren Ende sie in der Rinde wieder
unmittelbaren Kontakt mit ihren Glomeruli (distales Konvolut) aufnehmen um anschlieend
mit anderen Tubuli in einem Sammelrohr zusammenzulaufen. Die Sammelrohre miinden
schlieBlich im Kelchsystem der Nieren von wo aus der endgiiltige Harn schlieBlich iiber den
Ureter in die Blase gelangt (1, 3). Fiir die Nierenfunktion wichtig ist demnach die
glomeruldre Filtrationsrate (GFR), also das durch die Gesamtheit der Glomeruli pro
Zeiteinheit filtrierte Volumen. Dieses ist neben dem effektiven Filtrationsdruck von der
Durchléssigkeit des glomeruldren Filters (hydraulische Leitfdhigkeit) und der glomeruldren
Filterflache abhangig (1). Schidden im Bereich der Glomeruli konnen entsprechend die GFR
beintrachtigen und dadurch zur Einschriankung der Nierenfunktion fithren. Solchen Schaden
konnen viele Ursachen zugrunde liegen. Solche sind z. B. arterieller Hypertonus und
Arteriosklerose aber auch vielfdltige inflammatorische Prozesse, zusammengefasst als
Glomerulonephritiden (2). Die klinischen Folgen neben dem Verlust der Nierenfunktion
sind vielféltig. Kommt es zu Schiden im glomeruléren Filter konnen Plasmaproteine sowie
Erythrozyten diesen iiberwinden. Die Folge sind Hadmaturie und Proteinurie. Der
Proteinverlust {iber die Nieren kann so groB3 sein, dass der sinkende onkotische Druck zur
Ausbildung von Odemen fiihrt. Durch Kompensationsmechanismen wird versucht die
verminderte  glomeruldre Filtration durch eine vermehrte Nierendurchblutung

auszugleichen. Es resultiert ein arterieller Hypertonus (2, 4). Diese Symptome glomerulérer
1




Erkrankungen konnen in verschiedenen Syndromen klinisch beschrieben werden.
Nephritisches und nephrotisches Syndrom werden in Tabelle 1 zusammengefasst. Dariiber
hinaus sind auch milde Verldufe mit geringer Proteinurie oder Mikrohdmaturie moglich (5,

6).

Nephritisches Syndrom Nephrotisches Syndrom

Hamaturie, subnephrotische Proteinurie, art. | Proteinurie (> 3,5 g in 24 h),

Hypertonie, Oligurie/Anurie Hypoalbuminiamie, Odeme, Hyperlipiddmie

Tabelle 1: Klinik des nephritischen und nephrotischen Syndroms.
Zusammengefasst nach Khanna R. Clinical presentation & management of glomerular diseases: hematuria,
nephritic & nephrotic syndrome und Chadban SJ, Atkins RC. Glomerulonephritis (5, 6).

1.2 Glomerulonephritis
Das Wort Glomerulonephritis (GN) ist ein komplexer Sammelbegriff zahlreicher

heterogener Erkrankungen, welche alle eine Inflammation im Bereich der Glomeruli
unterschiedlichster Ursache gemeinsam haben. Es fillt daher schwer {iber
Glomerulonephritiden zu sprechen, ohne eine spezifische Entitit dieser Erkrankungen in den
Fokus zu setzen. Gemeinsamkeiten dieser Erkrankungen bestehen auch in der klinischen
Prisentation sowie den immunsuppressiven Therapien. Der Begriff der Glomerulonephritis
sollte nicht mit glomerulidren Erkrankungen im weiteren Sinne verwechselt werden. Solche
konnen auch auf Grund bestimmter Mutationen, arteriellem Hypertonus, Thrombosen,
Diabetes Mellitus und einigen anderen Ursachen auftreten. Hier soll es um die
immunologisch-entziindlichen Erkrankungen gehen, welche auch im Rahmen von

Systemerkrankungen auftreten konnen (7).

1.2.1 Morphologien der Glomerulonephritiden
Bevor man sich jedoch mit der Glomerulonephritis auseinandersetzt, sollte man sich mit dem

Autbau des Glomerulums vertraut gemacht haben (vgl. Abbildung 1).

Zentraler Bestandteil eines Glomerulums ist ein Kapillarknduel, welches durch eine
zufiihrende Arteriole gespeist wird und in einer abfiihrenden Arteriole miindet. Dieses
Kniuel ist von der sogenannten Bowman-Kapsel umgeben. Gebildet wird diese Kapsel aus
einem Epithel von Parietalzellen aufgehéingt an einer Basalmembran. Zwischen Kapsel und
Kapillarkniduel erstreckt sich eine Art freier Raum, in welchem das glomerulédre Filtrat
gesammelt und anschliefend in das Tubulussystem drainiert werden kann. Stellt man sich

den Weg vom Inneren einer Kapillare in den Kapselraum vor, miissen folgende Schichten




tiberwunden werden: Zunéchst sind Kapillaren mit Endothelzellen ausgekleidet, welche in
direktem Kontakt mit ihrer Basalmembran stehen. Die glomerulére Basalmembran (GBM)
stellt also die nédchste Schicht nach dem Kapillarendothel dar und wird nach auflen in
Richtung Kapselraum von den sogenannten Podozyten aufgelagert. Podozyten umschlingen
mit ihren FuBfortsdtzen die Kapillaren bzw. Basalmembran und stellen damit die letzte
Schicht des glomeruléren Filters dar. Die Kapillarschlingen sind innen von einer Art Gertist
gestiitzt, welches als Mesangium bezeichnet wird. Das Mesangium besteht aus

Mesangiumzellen und einer Matrix (2, 8).
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Abbildung 1: Aufbau eines Glomerulums.

A: Glomerulum (Renal corpuscle). B: Proximaler Tubulus (Proximal tubule). 1: Basalmembran (Basement
membrane). 2: Parietalzellen (Parietal layer). 3: viszerales Blatt d. Bowman Kapsel (Bowman's capsule
visceral layer) 4: Podozyten (Podocyte). 5: Fuffortsiitze (Pedicels). 6: Kapselraum (Bowman's space). 7:
Mesangiumzellen (extraglomerular and intraglomerular cells). 8: Muskelzellen d. Arteriolen (Myocytes). 9:
Arteriola afferens (Afferent arteriole). 10: glomerulire Kapillaren (Glomerulus capillaries). 11: Arteriola
efferens (Effererent arteriole).

Quelle: Ubernommen aus Dean DF, Molitoris BA. Chapter 7 - The Physiology of the Glomerulus. In: Ronco
C, Bellomo R, Kellum JA, Ricci Z, editors. Critical Care Nephrology (3. Edition) (8) mit Erlaubnis von Elsevier.




Bevor man die komplexen Mechanismen hinter den Glomerulonephritiden verstanden hatte,
wurden diese nach ihrem histologischen Erscheinungsbild eingeteilt. Diese Einteilung
entspricht nur bedingt den zugrundeliegenden Mechanismen und wird damit als nicht
ausreichend betrachtet, diese Erkrankungen in ihrem Umfang zu verstehen (6, 9). Dennoch
sollen sie an dieser Stelle als Einstieg in dieses vielféltige Thema dienen.

In der klassischen histopathologischen Beschreibung wird das Befallsmuster der Glomeruli
beschrieben. Sind alle Glomeruli im Rahmen einer Erkrankung befallen, spricht man in der
Pathologie von einer diffusen GN. Herdformige Befallsmuster, die zum Beispiel weniger als
50% der Glomeruli betreffen, werden dagegen als fokal bezeichnet. Auch der Befall
innerhalb eines Glomerulums lésst sich beschreiben. Dabei unterscheidet man eine globale
GN mit sichtbaren Schiden beinahe aller Kapillarschlingen von einer segmentalen GN, in
welcher nur einzelne Schlingen betroffen sind (7).

Neben den Kapillarschlingen konnen natiirlich auch weitere Strukturen histologische
Auffilligkeiten zeigen. Parietalzellen der Kapsel zeigen eventuell eine vermehrte
Proliferation bis hin zur Bildung von Halbmonden. Auch das Mesangium kann vermehrt
proliferieren bzw. seine Matrix vermehren. Entlang von Basalmembranen kann es zu
Ablagerungen und Anderungen ihrer Beschaffenheit kommen. Endothel und
Kapillarschlingen kdnnen nekrotisieren, proliferieren oder schwellen und auch Podozyten
konnen von Schéden bis hin zu Nekrosen betroffen sein. Auf solche Verédnderungen bezieht
sich die klassische, aber ziemlich komplizierte pathologische Einteilung der

Glomerulonephritiden (7).

1.2.2 Diffuse extrakapillare Glomerulonephritis
Wie bereits erwihnt sollte die Einteilung der Glomerulonephritiden nach Pathophysiologie

bevorzugt werden. Dennoch soll an dieser Stelle gesondert der primér histologische Begriff
der diffusen extrakapilliren GN beschrieben werden. Dabei handelt es sich um eine
besonders schwere Form eines glomerulidren Schadigungsmusters, welches klinisch haufig
mit einem rapid-progressiven Verlauf einhergeht. Der Begriff der rapid-progressiven
Glomerulonephritis (RPGN) wird deswegen hidufig als Synonym verwendet (7).
Verschiedene Entitidten der GN konnen histologisch und klinisch zum Bild einer solchen
RPGN fiihren. Haufig wird die Anti-GBM-GN mit dem Bild einer RPGN in Verbindung
gebracht, es konnen jedoch auch Pauci-Immun und Immunkomplex-vermittelte
Glomerulonephritiden eine derartige Prédsentation zeigen (10). Je nach Ursache kann sich
das immunhistochemische Bild unterscheiden. Lichtmikroskopisch aber zeichnet sich diese

schwere Form der GN durch die Bildung sogenannter Halbmonde aus, welche unter anderem
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aus der Proliferation des extrakapilliren Kapselepithels hervorgehen (Abbildung 2).
Ebenfalls klassisch sind das Vorkommen von Kapillarschlingennekrosen sowie sichtbare
Ansammlungen von Fibrin zwischen nekrotischen Schlingen und proliferierendem
Kapselepithel (7). Zunehmend beginnt man zu verstehen, dass an der Halbmondbildung auch
proliferierende Podozyten und Fibroblasten beteiligt sind. Auch die Aktivierung von
Gerinnungsfaktoren und Ausbildung von Fibrinansammlungen scheinen nicht Folge,
sondern eher mitverantwortlich fiir die extrakapilldre Proliferation zu sein (10). Natiirlich
sind auch durch z. B. Immunkomplexe vermittelte inflammatorischen Reaktionen und
Kapillarnekrosen essenziell fiir die Ausbildung dieses typischen histologischen Bildes.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die extrakapillire GN aus einem komplexen
Zusammenspiel zwischen Kapillarschidden, dem Gerinnungssystem sowie verschiedenen
intrinsischen und immunologischen Zellen hervorgeht, wobei inflammatorische
Mechanismen unterschiedlicher Ursache den Ausloser darstellen (10). Stellvertretend fiir
diese inflammatorischen Mechanismen werden in Kapitel 1.3.4 die genauen

immunologischen Vorgénge in einem naheliegenden Mausmodell erldutert.

Abbildung 2: Glomerulonephritis mit Halbmondbildung.

Dargestellt ist das histologische Bild eines Glomerulums eines Patienten mit Anti-GBM-Krankheit. Das
Glomerulum zeigt eine deutliche extrakapilldre Proliferation mit Halbmondbildung und Fibrin-Ablagerungen.
Besonders im unteren Bereich zeigen sich schwere glomeruldre Schiden mit Rupturen der Bowman-Kapsel.
Quelle: Abbildung iibernommen aus Henderson L, Turner N. Chapter 11 Anti-GBM Disease: Mechanisms,
Clinical Features, and Treatment. In: Mason JC, Pusey CD, editors. Handbook of Systemic Autoimmune
Diseases (11) mit Erlaubnis von Elsevier.




Klinisch ist die RPGN mit einem nephritischen Syndrom und rascher progredienter
Verschlechterung der Nierenfunktion vergesellschaftet. Dabei kann es neben der
mikroskopischen oder seltener makroskopischen Hématurie auch zur Proteinurie
unterschiedlicher Auspriagung kommen (6, 12). Ohne Therapie fiihrt eine RPGN in kurzer
Zeit zur hochgradigen dialysepflichtigen Niereninsuffizienz. Um das Fortschreiten der
Erkrankung aufzuhalten und den irreversiblen Verlust der Nierenfunktion zu unterbinden,
sind eine frilhe Diagnosestellung und Therapieeinleitung elementar. Wichtigste
Prognosefaktoren stellen die restliche Nierenfunktion sowie der Anteil betroffener
Glomeruli dar. Insbesondere initial dialysepflichtige Patientinnen und Patienten weisen in

Hinblick auf den Erhalt ihrer Nierenfunktion eine sehr schlechte Prognose auf (12).

1.2.3 Formen der Glomerulonephritis nach ihrer Pathophysiologie
Lange wurden Glomerulonephritiden nach ihrem histologischen Erscheinungsbild eingeteilt.

Mit zunehmendem Verstindnis der komplexen Pathomechanismen hinter glomeruldren
inflammatorischen Erkrankungen entstand zunehmend der Anspruch eine sinnvollere und
einheitliche Klassifikation einzufithren. Im Jahr 2015 trafen fiihrende Pathologen und
Pathologinnen sowie Nephrologen und Nephrologinnen in Rochester (USA) zusammen, um
ein neues Klassifikationssystem zu etablieren. Dieses sollte sich an der Atiologie bzw.
Pathophysiologie der Erkrankungen orientieren und Ordnung in das Chaos dieser
Erkrankungsgruppe bringen. Ziel dabei war auch ein einheitliches System fiir die
Beschreibung von Biopsien einzufiihren und damit ein international einheitliches System fiir
die Erfassung von Glomerulonephritiden zu ermoglichen. Die Ergebnisse dieses
Zusammentreffens wurden im Mayo Clinic/Renal Pathology Society Consensus Report on

Pathologic Classification, Diagnosis, and Reporting of GN publiziert (9).

1.2.3.1 Einteilung nach Pathophysiologie

Folgende Klassifikation wurde darin vorgeschlagen:
Die Pathophysiologie der Glomerulonephritis wird in fiinf Gruppen eingeteilt (9).
1.) Immunkomplex GN: Ablagerungen von polyklonalen Immunglobulinen und
Komplementfaktoren.
2.) Pauci-Immun GN: Meist mit Anti-Neutrophilen cytoplasmatischen Antikorpern
(ANCA) assoziierte Gruppe ohne relevante Immunkomplexablagerungen.
3.) Anti-GBM Glomerulonephritis: Zirkulierende Anti-GBM Antikorper setzen sich an

der glomeruldren Basalmembran ab.




4.) Monoklonale Immunglobulin GN: Die hier entstehenden Immunglobulin-
Ablagerungen sind von monoklonaler Natur und meist mit entsprechenden
Erkrankungen wie z. B. monoklonalen Gammopathien assoziiert.

5.) C3 Glomerulopathie: Hier kommt es zur Ablagerung des Komplementfaktors C3
durch Stérungen im Komplementsystem selber ohne eine relevante bzw. urséchliche
Immunglobulin-Assoziation.

Fir Riickschliisse auf die Pathophysiologie sind die Immunhistochemie bzw.
Immunfluoreszenz von besonderer Bedeutung. Auch der Nachweis zirkulierender
Autoantikorper kann hilfreich sein. Die genannten Gruppen entsprechen dabei jedoch keinen
bestimmten Krankheitsentitidten. Falls diese bekannt ist, sollte die GN auch als solche
bezeichnet werden (z. B. Lupus-Glomerulonephritis und IgA-Nephropathie in der Gruppe
der Immunkomplex GNs). Erst wenn eine Atiologie bzw. Entitt festgelegt wurde, wird das
glomeruldre Schadigungsmuster beschrieben. Dies ist auch deswegen sinnvoll, weil die
Beschreibung eines solchen haufig nicht eindeutig einer bestimmten Erkrankung zugeteilt
werden kann. Dennoch gibt es natiirlich durchaus histologische Bilder, die fiir eine

bestimmte Pathophysiologie typisch sind (9).

1.2.3.2 Immunkomplex Glomerulonephritiden

1.2.3.2.1 IgA-Nephropathie
Bei dieser, auch als Morbus Berger bezeichneten FErkrankung, fiihren mesangiale

Ablagerungen von Immunglobulin-A (IgA) zum Bild einer Glomerulonephritis. Diese ist
dabei die weltweit am hdufigsten auftretende Form einer GN. Klinik und Prédsentation
konnen stark variieren. Asymptomatische Verldufe mit Mikrohdmaturie sind genauso wie
ein nephrotisches Syndrom bis hin zur terminalen Niereninsuffizienz mdglich. Das
Durchschnittsalter liegt bei 30 Jahren, wobei sowohl Kinder im Volksschulalter als auch
Erwachsene vor der Pension betroffen sein kénnen (7). Unterschieden wird aullerdem eine
primédre von einer sekunddren Form. Bei der sekundédren Form kommt es im Rahmen einer
Grunderkrankung, z. B. unter Beteiligung der Leber, zum Auftreten der IgA-Nephritis (13).
IgA ist besonders mit Schleimhéuten assoziiert und stellt den haufigsten Immunglobulin-
Subtyp im Menschen dar. Im Blut ist es nach IgG immerhin das zweithdufigste zirkulierende
Immunglobulin. Die Clearance von IgA findet zu einem relevanten Teil in der Leber statt,
aber auch Milz und Niere sind daran beteiligt. Mesangiumzellen exprimieren bestimmte
Rezeptoren, die fiir die IgA-Clearance bedeutend zu sein scheinen. Kommt es zu einem

Ungleichgewicht aus Anfall dieser Immunglobuline und deren Clearance, kann eine
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vermehrte Ablagerungen in den Nieren resultieren (13). Das Vorkommen von IgA-
Ablagerungen in der Niere ist dabei auch in gesunden Personen der Normalbevdlkerung zu
beobachten. Schlussendlich beteiligt an der Entstehung der Erkrankung sind neben einer
verminderten Clearance Besonderheiten von IgA-Rezeptoren sowie vermehrtes
Vorkommen bestimmter IgA-Subgruppen. Auch das Komplementsystem scheint wesentlich
zum individuellen Risiko einer IgA-Nephropathie beizutragen (13). Suzuki et al.
entwickelten ein konkretes Modell der Pathophysiologie von IgA-Nephritiden. Zentral sind
danach untypisch glykosylierte IgA-Subpopulationen, gegen welche in weiterer Folge
andere Antikorper gebildet werden. Dadurch entstehen zirkulierende Immunkomplexe,
welche sich schlieflich im renalen Mesangium ansammeln (14). Neben dem
immunhistologischen Nachweis mesangialer IgA-Ablagerungen, zeigt sich ein vielseitiges
histologisches Schidigungsmuster. Die hiufig verwendete Oxford Klassifikation der IgA-
Nephritis bezieht sich dabei auf vier histologische Merkmale: Mesangiale Hyperzellularitét,
endokapillire Hyperzellularitit, segmentale Glomerulosklerose sowie tubuldre Atrophie
oder interstitielle Fibrose. Das histologische Bild stellt einen wichtigen Prognosefaktor dar

(7,13, 15).

1.2.3.2.2 Akute postinfektiose Glomerulonephritis
Glomerulonephritiden konnen in Folge verschiedener Infektionen auftreten. Besonders

bekannt ist die sogenannte Poststreptokokken-GN, die liberwiegend Kinder im ersten
Lebensjahrzehnt betrifft und in Folge einer Infektion mit B-hdmolysierenden Streptokokken
auftritt. Es gibt noch weitere Erreger die gehduft mit Glomerulonephritiden assoziiert sind.
Zu diesen gehdren Hepatitis B- und C-Viren, Endokarditis-Erreger wie Staphylococcus
aureus, Mykobakterien, aber auch Pilze und Parasiten (7, 16). Die Pathophysiologie
postinfektioser Glomerulonephritiden ist nicht mit Sicherheit geklért, beinhaltet aber die
Ansammlung von Immunkomplexen im Bereich der Glomeruli. Als Ursache dieser
Ansammlungen werden verschiedene Mdglichkeiten diskutiert: Pridformierte Antigen-
Antikorper-Komplexe, die im Rahmen der Immunreaktionen gegen entsprechende Erreger
entstehen, werden im Komplex in die Glomeruli eingeschwemmt. Alternativ kann es zur
Einschwemmung und Adhérenz von Antigenen selber kommen, was in Folge die Bildung
von Immunkomplexen verursacht. Eine dritte Moglichkeit ist das Vorliegen von
Kreuzreaktionen gegen Bestandteile der Glomeruli, die im Rahmen der Immunantworten
gegen bestimmte Erreger-Antigene entstehen (7, 16). Schlussendlich lassen sich héufig
granulire ~ Immunkomplex-Ablagerungen  entlang der  GBM-AuBlenseite  in

immunhistochemischen Firbungen nachweisen. Morphologisch zeigen sich meist eine
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Proliferation von Endothel und Mesangium mit eingeengten Kapillaren. Aus histologischer
Sicht werden postinfektiose Glomerulonephritiden auch als diffuse endokapillire GN
beschrieben. Ablagerungen (sowohl Komplementfaktoren als auch Immunglobuline) lassen
sich dabei teilweise auch im Mesangium nachweisen (7).

Die Poststreptokokken-GN tritt gewdhnlich Wochen nach einer Infektion mit f-
hiamolysierenden Streptokokken auf und préasentiert sich klinisch mit sehr unterschiedlichen
Schweregraden. Vollig asymptomatische Verldufe sind hiufig, schwere Krankheitsbilder
mit der Ausbildung einer RPGN und Halbmondbildung eher selten. Die typische
Symptomatik entspricht einem nephritischen Bild mit Himaturie, Hypertonie, Odemen und
eingeschriankter Nierenfunktion. Auch eine Proteinurie bis hin zum nephrotischen Syndrom
(3,5 g in 24 h mit Hypoalbuminimie, Hyperlipidimie und Odemen (6)) ist moglich (16, 17).
Insbesondere bei Kindern ist in der Regel mit einem milden Verlauf und guter Prognose zu
rechnen. Die relativ selten betroffenen Erwachsenen, welche an einer Poststreptokokken-
GN erkranken, haben eine schlechtere Prognose als Kinder und kénnen im Rahmen der
Erkrankung eine chronische Niereninsuffizienz entwickeln. Erwachsene die erkranken, sind
meist durch Risikofaktoren wie Diabetes mellitus vorbelastet. Generell ist das Risiko nach
Infektion mit Streptokokken eine GN zu entwickeln deutlich von weiteren Faktoren
abhingig. Zu diesen gehort neben individuellen genetischen und immunologischen
Veranlagungen auch der Erregerstamm der Streptokokken (17). Die Epidemiologie zeigt
auBerdem eine grofle geographische Varianz. Wéhrend in westlichen Nationen von einer
Inzidenz deutlich unter 1 Erkrankung pro 100.000 Personen und Jahr ausgegangen wird,
zeigen insbesondere Entwicklungsldnder héaufig ein vielfach hoheres Auftreten. Obwohl
postinfektiose Glomerulonephritiden hdufig mit Streptokokken-Infektionen assoziiert
werden, haben diese Erkrankungen in den letzten Jahren deutlich abgenommen (17).
Wesentlich relevanter werden dagegen Infektionen mit Staphylokokkus aureus, die zum
Beispiel im Rahmen einer Endokarditis oder Pneumonie noch wéhrend der aktiven Infektion
zum Bild einer GN filihren konnen. Von dieser Erkrankung sind im Gegensatz zur
Poststreptokokken-GN in erster Linie Erwachsene betroffen. Der Verlauf und die Prognose
sind variabel, im Falle von Komorbiditit aber hdufig schwerwiegender. Akutes
Nierenversagen, Hamaturie und schwere Proteinurie sind typisch. Histologisch zeigen sich
in einem relevanten Anteil der Fille Halbmondbildungen. AuBlerdem werden gehiuft
Assoziationen mit IgA-Ablagerungen hergestellt, was fliir eine mdgliche

pathophysiologische Verbindung zu den IgA-Nephritiden sprechen konnte (16, 17).




1.2.3.2.3 Lupus-Nephritis
Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine schwerwiegende Autoimmun-

erkrankung, welche nahezu alle Organsysteme betreffen kann. Die Lupus-Nephritis betrifft
dabei bis zu 50% der SLE- Patienten und -Patientinnen und stellt einen wesentlichen Faktor
fiir Prognose und Morbiditdt dar. Andere hiufig betroffene Organsysteme und Strukturen
sind die Haut, Gelenke sowie serose Haute. Epidemiologisch zeigt sich eine relevante
geographische und ethnische Varianz, wobei Frauen wesentlich haufiger betroffen sind als
Minner. Die Privalenz in Europa liegt zwischen 25 und 90 Fillen pro 100.000 Personen mit
einem Altersgipfel zwischen 20 und 40 Jahren. An der Lupus-Nephritis erkranken am
haufigsten junge Frauen bzw. weibliche Jugendliche mit afroamerikanischer Herkunft (18,
19).

Die Pathogenese dieser Autoimmunerkrankung ist komplex und vielfaltig. Einerseits gibt es
bestimmte Autoantigene bzw. Autoantikorper, die eine zentrale Rolle in der Erkrankung
einzunehmen scheinen. Andererseits sind diese Antikorper jedoch nicht ausreichend, um das
Bild dieser Erkrankung zu erkliren. Zusitzliche Faktoren miissen vorliegen, um eine vollige
Dysregulation der Immunantworten loszutreten. Insgesamt sind bereits iiber 50 genetische
Polymorphismen bekannt, die mit dem gehduften Auftreten eines SLE assoziiert sind (20,
21). Besagte Autoantikorper sind gegen Bestandteile von Zellkernen wie z. B. DNA oder
Histone gerichtet (sogenannte antinukledre Antikorper = ANA). Am besten korrelieren dabei
komplementbindende Anti-dsDNA-Antikorper mit einer Nierenbeteiligung im Sinne einer
Lupus-Nephritis (19). Unter physiologischen Bedingungen wiirde die Immunogenitit dieser
Antigene nicht ausreichen, um im Organismus entsprechend schwere Immunantworten
loszutreten. Dem Immunsystem miissen besagte Antigene zundchst in einem
inflammatorischen Umfeld prasentiert werden um als fremd und pathologisch interpretiert
zu werden. In Patientinnen und Patienten mit SLE scheinen dafiir Verdnderungen in der
Apoptose und Autophagie wichtige Rollen zu spielen, welche zu einer verdnderten
Wahrnehmung des Immunsystems gegeniiber diesen korpereigenen Antigenen fiihren.
Moglicherweise sind auch Apoptoseprodukte selber, die nicht entsprechend im Organismus
beseitigt werden, die Quelle pathologischer Autoantigene (22). Genetische
Polymorphismen, die an Prozessen wie der Apoptose-Induktion oder Beseitigung
apoptotischer Zellen beteiligt sind, konnen das Risiko einen SLE zu entwickeln erhdhen.
Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR) auf angeborenen Immunzellen treffen in solchen
Féllen eher auf ihre Liganden, was weitere Entziindungsreaktionen initiiert bzw. verstérkt.

Entsprechend sind auch genetische bzw. strukturelle Besonderheiten dieser Rezeptoren mit
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einem hoheren oder niedrigeren Risiko assoziiert (21). Auch Verdnderungen im
Komplementsystem erhdhen das Risiko an Lupus zu erkranken. Besonders Antikorper, die
gegen Komplementfaktoren gerichtet sind, korrelieren mit der Erkrankung. Der
Mechanismus dahinter konnte ein negativer Einfluss auf die Beseitigung
komplementgebundener Immunkomplexe durch Makrophagen und Erythrozyten sein und
konnte insbesondere bei der Ausbildung einer Lupus-Nephritis Bedeutung haben (18). Das
Komplementsystem stellt aber auch unabhéngig von solchen Antikérpern einen Risikofaktor
dar. Genetische Polymorphismen sowohl von verschiedenen Komplementfaktoren als auch
Komplementrezeptoren korrelieren mit einem erhohten Erkrankungsrisiko (21). Es lésst sich
also festhalten, dass das Komplementsystem einerseits fiir die Beseitigung von
Immunkomplexen und apoptotischem Material entscheidend ist und dass es andererseits
angeborene Immunreaktionen gegen vorhandene Immunkomplexe verstirken kann.
AuBerdem kommen erniedrigte Konzentrationen von Komplementfaktoren im Serum haufig
wihrend akuten Lupus-Schilben vor (19). Natiirlich spielen auch adaptive
Immunmechanismen eine zentrale Rolle in der Pathogenese des SLE. Eine Konstante
zwischen Lupus-Patienten und -Patientinnen ist das Vorhandensein von antigenspezifischen
Autoantikdrpern. Damit solche produziert werden, miissen entsprechende B-Zellen zu
Plasmazellen aktiviert und stimuliert werden. Dies geschieht in streng regulierten
Mechanismen zwischen angeborenem Immunsystem, dendritischen Zellen (DC) sowie T-
und B-Zellen. Verdnderungen an unterschiedlichsten Stellen dieser Interaktionen kdnnen
zum Verlust der Toleranz adaptiver Immunzellen gegeniiber kdrpereigenen Antigenen
fiihren. Solche Verdnderungen bzw. Polymorphismen kdnnen z. B. Bestandteile des B-Zell-
Rezeptors oder von diesem ausgehender Signalwege sein. In gewisser Weise scheint die
Empfindlichkeit von B-Zellen genetisch festgelegt zu sein (21, 23). Auch T-Zellen sind in
vielerlei Hinsicht in die Pathogenese eingebunden. Eine der stirksten genetischen
Assoziationen mit Lupus sind genetische Varianten der HLA-Komplexe (engl. Human
Leucocyte Antigen). Die Mechanismen dahinter sind zwar noch nicht verstanden, eine
Beteiligung von T-Zellen ist jedoch aufgrund derer Interaktion mit MHC-Molekiilen (engl.
major histocompatibility complex) wahrscheinlich (18, 24). Dariiber hinaus zeigen T-Zellen
in  Lupus-Patienten und -Patientinnen eine erhdhte  Aktivitdt, verdnderte
Subpopulationsmuster sowie genetische Polymorphismen costimulierender Rezeptoren und
Liganden (18, 21, 23).

Die hier als Beispiele aufgefiihrten Risikofaktoren fiir die Pathogenese eines SLE bzw. einer

Lupus-Nephritis sind keineswegs krankheitsdefinierend. Viele Faktoren wie beispielsweise
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gewisse HLA Genotypen erhohen auch das Risiko fiir andere immunologische
Erkrankungen. Generell sind viele der hier genannten Faktoren eher als Normvarianten
genetischer Vielfalt zu werten, die in Summe und bei gemeinsamen Vorkommen die
Entwicklung einer solchen Autoimmunerkrankung verursachen konnen. Was also genau die
Erkrankung SLE darstellt, ist schwierig zu erfassen. Die Diagnose ,,Lupus* wird deswegen
klinisch nach definierten Klassifikationskriterien gestellt. Zu diesen gehdren nach 20179
European League Against Rheumatism/American College of Rheumatology classification
criteria for systemic lupus erythematosus (25):

Das Vorhandensein eines ANA-Titers von mindestens 1:80. Lassen sich keine
entsprechenden Titer nachweisen, sollte nicht von einem SLE gesprochen werden.
Zusitzlich werden Punkte fiir verschiedene Symptome verteilt. Diese beziehen sich auf
unterschiedliche Organsysteme, wobei pro Organsystem nur das Symptom mit der hochsten
Punktzahl hinzugezogen wird. Aullerdem diirfen fiir das entsprechende Symptom keine
naheliegenden alternativen Erkldrungen vorliegen. Zusétzliche Punkte konnen
immunologische Untersuchungen bringen. Tabelle 2 fasst die moglichen Symptome und
Befunde zusammen. Insgesamt miissen mindestens 10 Punkte vorliegen, um das
Krankheitsbild als SLE klassifizieren zu konnen. Diesen neuen Kriterien wird von den
Autorinnen und Autoren eine Sensitivitit von 96.1% und Spezifitit von 93.4%

zugeschrieben. Damit sind sie alten Kriterien {iberlegen (25).

Organsystem/ Gruppe Symptome/ Zeichen Punkte

Allgemein Fieber

Hamatologie Leukopenie
Thrombozytopenie

Autoimmunhdmolyse

Neurologie/Psychologie Delir
Psychose

Krampfanfalle

Dermatologie/ Haut Alopezie

Ulzerationen (oral)

A NN N W N B o WDN

Subakut  kutaner oder
Diskoider Lupus
Akut kutaner Lupus 6
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Serose Haute Pleura-/Perikarderguss 5
Akute Perikarditis 6
Rheumatologie Gelenkbeteiligung 6
Niere Proteinurie > 0,5g pro 24h | 4
Nierenbiopsie/Lupusnephritis | Klasse Il oder V 8
Klasse Ill oder IV 10
Antiphospholipid-AK Cardiolipin-Antikérper od. | 2
B2-Glykoprotein-1-
Antikorper od.
Lupus-Antikoagulans
Komplementfaktoren Niedrige C3 oder C4 Level |3
Niedrige C3 und C4 Level 4
Autoantikorper Anti-ds-DNS oder 6
(SLE-spezifisch) Anti-Sm

Tabelle 2: Diagnosekriterien SLE.

Dargestellt sind die Klassifikationskriterien und Punkte nach 2019 Furopean League Against
Rheumatism/American College of Rheumatology classification criteria for systemic lupus erythematosus.
Neben den Eingangskriterien miissen 10 Punkte erreicht werden, um einen SLE diagnostizieren zu koénnen
(25).

Die Lupus-Nephritis stellt wahrscheinlich die grofite Gefahr fiir Patientinnen und Patienten
mit einem SLE dar. Trotz ihres oft asymptomatischen Verlaufs ist sie eine der hdufigsten
Todesursachen in Lupus-Patienten und -Patientinnen und hat ein hohes Risiko in eine
terminale Niereninsuffizienz iiberzugehen. Klinisch présentieren sich Patientinnen und
Patienten mit Lupus-Nephritis durch eine Proteinurie, wobei deren Ausprigung vom
histologischen Schidigungsmuster abhingig ist. Bei bis zur Halfte aller Patientinnen und
Patienten mit Nephritis entwickelt sich ein nephrotisches Syndrom mit Odemen. Rund 80%
der Patientinnen und Patienten zeigen eine Héamaturie, in wenigen Fillen ist diese
makroskopisch sichtbar. Weitere hdufige Manifestationen sind arterielle Hypertonie und
Niereninsuffizienz mit Zunahme der Nierenretentionsparameter. Auch der Verlauf als rapid-
progressive GN ist moglich (18, 19).

Das histologische Bild der Lupus-Nephritis wird nach der International Society of
Nephrology/Renal Pathology Society in sechs Klassen unterteilt. Dabei sind die Klassen
sowohl prognostisch als auch therapeutisch von Bedeutung. Wiahrend die Klasse I

lichtmikroskopisch keine Verdnderungen zeigt, zeigen sich durch Immunfluoreszenz oder
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Immunhistochemie bereits mesangiale Immunkomplexablagerungen. Klinisch sind solche
Patientinnen und Patienten unauffillig. In der Klasse II fiihren diese Inmunkomplexe bereits
zur Mesangiumzellproliferation. Klasse III und IV zeichnen sich durch mesangiale und
subendotheliale Immunkomplexe aus sowie dem Bild einer endokapilldren Proliferation.
Liegt dabei eine segmentale endokapilldre Proliferation vor, von welcher weniger als 50%
der Glomeruli betroffen sind, spricht man von Klasse III. Bei der Klasse IV liegt dagegen
eine Beteiligung von iliber 50% vor. Ein histologischer Schaden dieser Ausprdgung fiihrt
haufig zur Niereninsuffizienz und bei einigen Patientinnen und Patienten zum Bild eines
nephrotischen Syndroms. Bei der Klasse V handelt es sich um massive subepitheliale
Immunkomplexablagerungen in iiber 50% der Glomeruli mit héiufig nephrotischer
Proteinurie. Diese nicht-proliferative, membrandse GN entwickelt in den meisten Féllen
keine relevante Niereninsuffizienz. Umso schwerwiegender ist dafiir die Klasse VI mit
schwerer Glomerulosklerose in tiber 90% aller Glomeruli und schwerer Niereninsuffizienz.
Weitere mogliche histologische Bilder, die jedoch nicht in dieser Klassifikation erfasst
werden, sind die seltene isolierte interstitielle Nephritis, die thrombotische
Mikroangiopathie sowie Podozytopathie (18, 26). Zusitzlich sollten fiir alle histologischen
Klassen die Aktivitit und Chronizitdt durch Bestimmung des Aktivitits- bzw.
Chronizititsindex evaluiert werden. Nach Revision of the International Society of
Nephrology/Renal Pathology Society classification for lupus nephritis (26) werden fiir die
Aktivitdit Faktoren wie die endokapillire Hyperzellularitit, die Anwesenheit von
Neutrophilen und Karyorrhexis, fibrinoide Nekrosen und hyaline Ablagerungen in den
Glomeruli, die zellulire Halbmondbildung und interstitielle Entziindungszeichen
herangezogen. Daraus ergibt sich ein Score zwischen 0 und 24 Punkten. Der
Chronizitdtsindex ergibt sich demnach aus der Glomerulosklerose und fibrosen
Halbmonden, tubuldrer Atrophie sowie interstitieller Fibrose. Um die Chronizitét

semiquantitativ zu bestimmen ergibt sich dabei ein Score zwischen 0-12 Punkten (26).

1.2.3.3 Pauci-immun Glomerulonephritis
Bei dieser Gruppe von Glomerulonephritiden fiihren Autoantikdrper zu einer Vaskulitis mit

Beteiligung der Glomeruli. Der Begriff Pauci (lat. = wenig, gering) bezieht sich dabei auf
die Menge von Immunkomplexablagerungen, welche das immunhistologische Bild nicht auf
gleiche Weise pragen wie in andere Entitdten der GN. Ursédchliche Autoantikdrper werden
als antineutrophile cytoplasmatische Antikorper (ANCA) bezeichnet und sind gegen
Antigene im Cytoplasma neutrophiler Granulozyten gerichtet. Die 2012 Revised
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International Chapel Hill Consensus Conference Nomenclature of Vasculitides (27)
definiert die ANCA-assoziierte Entziindung als nekrotisierende Vaskulitis kleiner Geféle
ohne wesentliche Immunkomplexablagerungen. Das histologische Bild zeigt typischerweise
nekrotische Kapillarschlingen mit Exsudation von Fibrin und einen halbmondférmigen
Umbau des Bowman-Kapselepithels durch Proliferation bis hin zur Glomerulosklerose.
Dieses Bild wird histologisch auch als extrakapillire oder fokal nekrotisierende
Glomerulonephritis beschrieben (7). Im Falle der ANCA-assoziierten GN lassen sich nach
histologischem Bild vier Klassen definieren. Bei der fokalen Klasse zeigen sich iiberwiegend
(>50%) normale Glomeruli ohne die oben beschriebenen Verdnderungen. Liegt in mehr als
50% der Glomeruli ein halbmondférmiger Umbau vor, klassifiziert man das Bild als
»crescentic” (engl. halbmondférmig), im Falle von mehr als 50% global sklerosierter
Glomeruli als ,,sklerosierend*. Die vierte Klasse wird als ,,gemischt™ bezeichnet. Auch bei
diesen Erkrankungen korreliert das histologische Bild mit Klinik und Prognose (28, 29).

Eine Pauci-Immun oder ANCA-assoziierte GN tritt vor allem nach dem 50. Lebensjahr auf
(28). In friiheren Lebensjahren ist sie zwar moglich, aber seltener. Meistens treten diese
Glomerulonephritiden nicht isoliert auf (sogenannte renal limited vasculitis), sondern im
Rahmen systemischer Erkrankungen. Diese sind die Mikroskopische Polyangiitis (MPA),
Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) und Eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis
(EGPA, auch als Churg-Strauss-Krankheit bezeichnet). Diese Erkrankungen werden durch
ithr klinisches und histopathologisches Bild unterschieden. Eine Glomerulonephritis kann
aber bei jeder dieser Vaskulitiden vorkommen (27, 28). Die fiir diese Erkrankungen
wahrscheinlich mitverantwortlichen ANCA kdénnen gegen zwei bekannte Hauptantigene
gerichtet sein. Diese sind die Myeloperoxidase (MPO) und Proteinase 3 (PR3). Die MPO-
ANCA treten dabei in der Immunfluoreszenz als p-ANCA-Muster und die PR3-ANCA als
c-ANCA-Muster auf. Zwischen diesen Antikdrpern gibt es relevante epidemiologische
Unterschiede. So ist das Risiko fiir verschiedene ANCA-Vaskulitis-Entititen sowie
Organmanifestationen unterschiedlich. Auch geographisch sind PR3- und MPO-ANCA
ungleichmédfig verteilt. AuBerdem scheint es Unterschiede in der Prognose beider
Antikorper zu geben. Unabhingig davon stellen beide ANCA-Titer, insbesondere fiir die
Niere, einen wesentlichen Indikator fiir die Krankheitsaktivitit dar. Interessanterweise
zeigen dagegen etwa 10% aller Patientinnen und Patienten negative Titer fiir beide ANCA
(28). PR3 und MPO finden sich im Cytoplasma von neutrophilen Granulozyten und
Monozyten. Kommt es zur Aktivierung der Granulozyten durch proinflammatorische

Cytokine, werden PR3 und MPO vermehrt auf die Oberflichen dieser Zellen transportiert.
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Dort sind sie fiir ihre spezifischen Antikorper erreichbar. Auf noch nicht abschliefend
gekliarte Art und Weise fithren die Interaktionen von ANCAs mit ihren Antigenen zur
Aktivierung dieser neutrophilen Granulozyten. In weiterer Folge kommt es zur Adhésion
dieser Zellen an das Endothel und dort zu ihren toxischen Effekten. Wesentlich an diesen
Mechanismen beteiligt sind aulerdem Fcy-Rezeptoren auf den Neutrophilen, die alternative
Komplementaktivierung und NETosis (vgl. Kapitel 1.3.4). Die Ursachen dieser ANCA-
assoziierten Autoimmunitit sind wie bei anderen immunologischen Erkrankungen vielféltig.
Einerseits spielen natiirlich genetische Faktoren wie HLA-Subtypen und andere
immunologische Polymorphismen eine wichtige Rolle. Andererseits kdnnen extrinsische
Faktoren wie bestimmte Medikamente und Infektionen bei entsprechender Veranlagung als

Trigger fungieren (28, 30).

1.2.3.4 Anti-GBM-Glomerulonephritis
Die Anti-GBM-GN ist die renale Manifestation des sogenannten Goodpasture-Syndroms.

Dabei handelt es sich nach 2012 International Chapel Hill Consensus Conference um eine
Immunkomplex-Vaskulitis kleiner Gefdle, die sich an den Kapillaren von Lunge und
Glomeruli manifestiert (31). Ursdchlich fiir diese Erkrankung sind, wie der Name bereits
vermuten ldsst, gegen die Basalmembran besagter Kapillaren gerichtete Antikorper. Das
»Goodpasture-Autoantigen* ist dabei eine Struktur innerhalb der a-3-Kette von Typ IV
Kollagenen (a3[IVINCI), wobei im Krankheitsverlauf auch Antikérper gegen weitere
Kollagenketten gebildet werden konnen. Beim Goodpasture-Syndrom handelt es sich um
eine duflerst seltene Erkrankung von welcher geschitzt eine von Millionen Personen pro Jahr
in der europidischen Bevdlkerung betroffen sind. Ménner sind etwas héufiger betroffen als
Frauen. Die Altersverteilung erscheint zweigipflig. Typische Erkrankte sind zwischen 20
und 30 Jahren oder um das 60. Lebensjahr (32). Klinisch zeigt sich typischerweise ein akutes
Nierenversagen mit nephritischem Syndrom. Die Lungenbeteiligung im Sinne pulmonaler
Blutungen und Hamoptysen ist lediglich bei einem bis zu zwei Dritteln der Erkrankten zu
beobachten. Historisch wird jedoch unter dem Goodpasture-Syndrom die Kombination aus
Lungen- und Nierenbeteiligung im Rahmen dieser Grunderkrankung verstanden. Es existiert
auch das Bild einer atypischen Anti-GBM-GN, welches einen milderen und langsameren
sowie prognostisch gilinstigeren Verlauf zeigt. Das Bild einer RPGN mit Halbmondbildung
ist dabei genauso wenig zu beobachten wie eine pulmonale Beteiligung. Dafiir entwickeln
Patientinnen und Patienten in solchen Féllen hiufig eine nephrotische Proteinurie. In solchen

Patientinnen und Patienten, die etwa 10% der Anti-GBM-GN ausmachen, werden
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serologisch haufig keine entsprechenden Antikorper nachgewiesen (33, 34). Die Anti-GBM-
GN gilt als Klassiker einer RPGN mit Halbmondbildungen, wobei wie oben bereits
beschrieben auch andere Erkrankungen dieses histologische Bild verursachen konnen. Etwa
80% aller Patientinnen und Patienten zeigen Halbmonde in tiber 50% ihrer Glomeruli, einige
von ihnen segmentale Schlingennekrosen. Einzelne Halbmonde lassen sich in bis zu 95%
der Biopsien Betroffener nachweisen. Typisch ist auch das Auftreten von Rupturen der
Bowman-Kapsel. Bedeutend fiir die Diagnose sind jedoch immunhistologische
Ablagerungen entlang der GBM, welche ein lineares Muster bilden. Verantwortlich dafiir
sind Autoantikdrper und resultierende Komplementablagerungen. Tubuli und Interstitium
sind dagegen nur selten eindrucksvoll histologisch betroffen. In frithen oder atypischen und
milden Verldufen kann es auch zu anderen histologischen Verdnderungen kommen.
Insbesondere die atypische Anti-GBM-GN zeigt ein heterogenes Bild glomeruldrer
Schiadigungsmuster und kann mit anderen Entititen verwechselt werden (7, 32, 33).

Die tatsdchlichen Ursachen hinter dieser Erkrankung sind wesentlich komplexer als das
einfache Vorkommen GBM-spezifischer Autoantikorper. Einerseits gibt es auch in dieser
Autoimmunerkrankung genetische Faktoren, die das Risiko einer Erkrankung erhéhen. Zu
diesen gehoren wieder bestimmte HLA-Polymorphismen sowie weitere genetische
Risikofaktoren, welche sich teilweise mit denen anderer inflammatorischer Erkrankungen
decken (32, 35). Hinzu kommen Umweltfaktoren, die insbesondere als finale
Triggerfaktoren agieren konnten. Zu solchen gehoren neben Atemlufttoxinen, insbesondere
Zigarettenrauch, auch virale Erreger der Atemwege. Schiden und Entziindungen der
Atemwege konnten auf diese Weise bei entsprechender Priadisposition zum Kontakt der
glomeruldren Antigene mit dem Immunsystem fithren und dabei zur Ausbildung
pathologischer Autoantikdrper beitragen (32). Neben humoralen Immunantworten spielen
auch zelluldre Faktoren eine Rolle. Besonders autoreaktive T-Zellen scheinen zur
Erkrankung beizutragen. Zusétzlich gibt es Hinweise auf eine gestorte Immunregulation
durch regulatorische T-Zellen in betroffenen Patientinnen und Patienten (33).
Erwdhnenswert ist auch das gemeinsame Auftreten von ANCA-Vasculitiden und
zirkulierenden Anti-GBM-Antikdrpern, welche in etwa 10% von Patientinnen und Patienten
mit einer ANCA-Vaskulitis nachweisbar sind. Umgekehrt haben bis zu 50% der
Patientinnen und Patienten mit Anti-GBM-Erkrankungen auch zirkulierende ANCA
nachweisbar. Zwischen beiden Erkrankungen konnte also ein Zusammenhang bestehen.

Moglicherweise fiihren zum Beispiel ANCA-assoziierte glomerulidre Schaden, dhnlich den
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inhalativen Noxen in der Lunge, zur Ausbildung weiterer Autoantikorper. Die genauen

Mechanismen sind jedoch noch nicht vollstindig verstanden (32).

1.2.3.5 Weitere Formen der Glomerulonephritis
Neben den bereits genannten existieren noch weitere Entitdten der GN. Einerseits konnen

monoklonale Gammopathien zu einer Glomerulonephritis fithren. Erkrankt ein Patient oder
eine Patientin zum Beispiel an einem B-Zell-Lymphom oder Multiplen Myelom, kommt es
zur iberméBigen Produktion monoklonaler Immunglobuline. Diese konnen genauso wie bei
der postinfektiosen GN zu Ablagerungen in den Glomeruli fiihren und in weiterer Folge tiber
die Komplementaktivierung eine massive Inflammation auslésen. Haufig resultiert das Bild
einer proliferativen Glomerulonephritis (36). Zusitzlich kann auch die sogenannte C3
Glomerulopathie histologisch eine membranoproliferative Glomerulonephritis zeigen. Diese
Erkrankungen wurden lange Zeit nicht von den rein Immunkomplex-vermittelten
Glomerulonephritiden unterschieden. Zunédchst kann lichtmikroskopisch keine sichere
Differenzierung erfolgen. Zusétzlich spielen das Komplementsystem und damit auch
immunhistochemisch nachweisbare Komplementablagerungen in beiden Entitdten
entscheidende Rollen. Der wesentliche Unterschied ist, dass bei den C3 Glomerulopathien
eine Fehlregulation des Komplementsystems selbst die Ursache fiir die pathologische
Inflammation in den Glomeruli darstellt. Eine solche Fehlregulation der alternativen
Komplementaktivierung fithrt zu einer im Verhiltnis zu den IgG-Ablagerungen
ibermdfigen C3 Komplementablagerung. Der Nachweis muss entsprechend
immunbhistologisch erfolgen. Auch unter diese Gruppe fillt die vorwiegend bei Kindern
auftretende Dense Deposit Disease (DDD), welche sich durch ein spezielles
elektronenmikroskopisches Bild auszeichnet (37). Weitere glomerulidre Erkrankungen wie
die membrandse Glomerulopathie oder Podozytopathien inklusive Minimal-Change-

Glomerulopathie, sollten nicht mehr als Glomerulonephritis bezeichnet werden (9).

1.2.4 Therapie

Den unterschiedlichen Formen der GN stehen eine Vielzahl denkbarer Therapieansitze
gegenliber. Zentral fiir die Behandlung vieler Glomerulonephritiden sind die
immunsuppressiven Wirkstoffe, welche den pathologischen inflammatorischen Prozessen
entgegenwirken sollen. AuBlerdem kommen zusdtzlich einige supportive bzw.
symptomatische Therapieansitze in Frage, die z. B. auf die Blutdrucksenkung oder

Reduktion einer vorhandenen Proteinurie abzielen. Zu diesen gehdren in erster Linie ACE-
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Hemmer bzw. Angiotensin-Rezeptor-Blocker (38). Ein anderer Therapieansatz, der
zumindest fiir postinfektiose und Infekt-assoziierte Glomerulonephritiden in Frage kommt,
ist eine addquate antibiotische Therapie. Die Evidenz dieser Therapie ist jedoch unklar und
kommt nur bei noch floriden Infektionen in Frage (19, 39). Der Fokus soll im Folgenden auf
den antiinflammatorischen Subtanzen liegen, die als Immunsuppressiva in den

verschiedenen Formen der GN zur Anwendung kommen.

1.2.4.1 Glukokortikoide

Glukokortikoide stellen den Klassiker unter immunsuppressiven Wirkstoffen dar. Diese in
der Zona fasciculata der Nebennierenrinde produzierten Steroidhormone zeigen eine Vielfalt
systemischer Effekte. Der bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist das Cortisol.
Glukokortikoide werden héufig als Stresshormone bezeichnet, die zur Bereitstellung von
Energie in entsprechenden Situationen beitragen. Thr Einfluss ist jedoch auch unabhingig
davon wesentlich fiir den Zucker-, Protein- und Fettstoffwechsel. Gleichzeitig haben
Cortisol und verwandte Proteine auch antientziindliche Effekte (40). Letztere macht man
sich in der Medizin bereits seit vielen Jahren zu Nutzen. Glukokortikoidrezeptoren (GR)
findet man in beinahe sdmtlichen Zellen und Geweben des Korpers. Entsprechend sind auch
thre Auswirkungen extrem vielfdltig und komplex. Da nicht alle Gewebe identisch auf die
Anwesenheit der GR Liganden reagieren sollen, ergibt sich die Notwendigkeit ausreichend
vieler Rezeptor-Isoformen (41). Konkret entstehen diese durch alternatives Splicing aus
einem einzelnen Genabschnitt und mehreren moglichen Startregionen fiir die Translation.
Daraus ergeben sich bis zu 40 mogliche Varianten dieses Rezeptors, die in unterschiedlichen
Zellen und Geweben in verschiedenen quantitativen Verhdltnismustern exprimiert werden
(41, 42). GR liegen gewdhnlich in Multiproteinkomplexen im Zytoplasma vor, aus denen
sie erst heraustreten, sobald sie ithre Konformation nach Bindung eines geeigneten Liganden
verdndert haben. AnschlieBend bewegen sich die freien GR-Liganden-Komplexe in den
Zellkern, wo sie an bestimmte DNA-Sequenzen binden konnen (sogenannte Glucocorticoid
Response Elements) (41). Die vielfiltigen systemischen Effekte konnen nun auf
unterschiedliche Weise initiiert werden. Die offensichtlichste Funktion ist das Aktivieren
oder Inhibieren der Transkription durch Glucocorticoid Response Elements (GREs)
regulierte Genabschnitte (41). Der weniger offensichtliche, aber durchaus bedeutende
Mechanismus, ist die Auflosung besagter Multiproteinkomplexe im Zytoplasma, durch die
auch weitere Proteine als nur der GR-Liganden-Komplex losgelost werden. Auferdem
konnen durch ihre Liganden gebundene GRs auch unabhingig von ihrer Funktion als

Transkriptionsfaktoren weitere Mechanismen auslosen. Letztgenannte Effekte sind
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wesentlich schneller wirksam als die Regulation der Gen-Transkription (41, 43). All das
fiihrt zu einer groen Komplexitét, die bis heute nicht im Detail verstanden ist (41). Fiir die
Rolle als Immunsuppressiva sind aber im Wesentlichen folgende Interaktionen
entscheidend: Das Binden an GREs fiihrt unter anderem zur Hemmung wichtiger
proinflammatorischer Genorte. Zu diesen gehoren die genetischen Korrelate zu
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder Aktivator-Protein-1 (AP-1). Auflerdem existieren
auch nicht-genetische Effekte, die mdoglicherweise fiir den schnellen Wirkeintritt der
Immunsuppression verantwortlich sind. Dabei spielen die Inhibition proinflammatorischer
Signalwege, z. B. iiber ,,mitogen-activated protein“ (MAP)-Kinasen-Wege, sowie direkte
Effekte auf immunologische Zellen, wie die Degranulation neutrophiler Granulozyten, eine
wesentliche Rolle (43, 44). Genaueres zu diesen Signalwegen wird in Kapitel 1.4 behandelt.
Gleichzeitig fithrt die Aktivierung unterschiedlichster Genabschnitte durch das Binden an
GREs zu den vielfiltigen Nebenwirkungen der Glukokortikoide. Diese konnen
verschiedenste Systeme betreffen und schwerwiegende Folgen haben. Natiirlich erhoht sich
durch die Medikation mit Glukokortikoiden das Infektionsrisiko gegeniiber zahlreichen
Erregern. Dies betrifft sowohl das Wiederauftreten und die Exazerbation chronischer
Infektionen wie viraler Hepatitiden und HIV, aber auch Infektionen mit opportunistischen
Erregern wie Candidas oder Pneumocystis jirovecii. Mallgeblich fiir das tatsdchliche
Infektionsrisiko sind einerseits die Dosis, andererseits relevante Nebenerkrankungen. Eine
weitere relevante Nebenwirkung ist das vermehrte Auftreten von Osteoporose. Besonders
nach langerer Therapiedauer kommt es zunehmend zur Abnahme der Knochensubstanz und
einem resultierenden erhohten Risiko fiir Frakturen. Auch in diesem Fall konnen andere
Risikofaktoren, die ebenfalls das Auftreten einer Osteoporose begiinstigen, diese Effekte
noch wesentlich verstirken. Die Applikation von Kalzium und Vitamin-D-Priparaten kann
die Auswirkungen schwichen und auch Bisphosphonate konnen eine Therapieoption
darstellen. Das Auftreten eines Glukokortikoid-induzierten Diabetes bzw. einer
hyperglykdmischen Entgleisung ist eine weitere hédufige Nebenwirkung. Weitere
metabolische Auswirkungen konnen Elektrolytstorungen sowie arterieller Hypertonus bis
hin zum metabolischen Syndrom sein. Klinisch relevant sind aulerdem Ulzerationen im
Intestinaltrakt, Wundheilungsstorungen und Osteonekrosen (41, 45, 46). Als sehr effiziente
und rasch wirksame Immunsuppressiva dienen Glukokortikoide in der Therapie zahlreicher
inflammatorischer Erkrankungen. Zu diesen gehoren auch einige Glomerulonephritiden wie
z. B. die Anti-GBM-Nephritis, ANCA-Vasculitiden sowie die Lupus-Nephritis. Besonders

als Induktionstherapie mit anschlieender Reduktion der Dosis haben Glukokortikoide eine
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wichtige Rolle in der akuten Behandlung entsprechender Erkrankungen oder Transplantat-
Abstofungen. Werden Glukokortikoide auch iiber langere Phasen als Erhaltungstherapie
angewendet, versucht man ihre notwendige Dosis, und damit auch das Risiko fiir relevante
Nebenwirkungen, durch die Kombination mit anderen Immunsuppressiva zu reduzieren
(39). In Zukunft kdnnten auBBerdem sogenannte selektive Glukokortikoidrezeptor-Agonisten
die Steroid-Therapie revolutionieren. Dabei handelt es sich um Wirkstoffe, die durch
Veranderungen in ihrer Struktur lediglich inflammatorische Regionen der DNA inhibieren
konnen, ohne zur Aktivierung weiterer Regionen zu fiithren, die fiir Nebenwirkungen
verantwortlich sind. Klinische Studien existieren, miissen die Wirksamkeit dieses Ansatzes

aber zundchst noch beweisen (41).

1.2.4.2 Cyclophosphamid

Cyclophosphamid ist eine der élteren immunsuppressiven Substanzen und wird bereits seit
einigen Jahrzehnten klinisch verwendet. Der alkylierende aktive Metabolit reagiert mit den
Basen Guanin und Cytosin und fiihrt zu strukturellen Verédnderungen und Verkniipfungen
der DNA-Stringe. Dies fithrt zu einem zytostatischen Effekt, insbesondere gegeniiber
proliferierenden Zellen. Je nach Dosierung wird Cyclophosphamid dabei zur Behandlung
maligner Erkrankungen eingesetzt oder aber als potentes Immunsuppressivum durch
toxische Effekte auf himatopoetische Zellen (47). Besonders in hohen Dosierungen, aber
auch iiber die kumulative Dosis, ergeben sich schwere Nebenwirkungen. Entsprechend dem
Wirkmechanismus kommt es zu einem knochenmarksupprimierenden Effekt mit
Leukopenie und einem erhohten Infektionsrisiko bis hin zur Panzytopenie. Durch die
Metabolisierung von Cyclophosphamid kommt es aulerdem zum Anfallen von Acrolein im
Harn und der Blase. Die resultierende hdmorrhagische Zystitis ist eine sehr hdufige
Nebenwirkung, kann aber durch die Gabe des Zytoprotektors Mesna verhindert werden. Die
kumulative Dosis von Cyclophosphamid stellt nach langfristiger Therapie einen
wesentlichen Risikofaktor fiir maligne Erkrankungen dar. Weitere Nebenwirkungen sind
Nephrotoxizitit, Kardiotoxizitit, Lebertoxizitit und Beeinflussung der Fertilitit beider
Geschlechter durch Gonadotoxizitit (46, 47). Cyclophosphamid wird zur Behandlung
schwerer Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Zu solchen gehoéren die Anti-GBM-
Erkrankungen, in denen Cyclophosphamid mit Glukokortikoiden kombiniert werden
kénnen. Ahnliches gilt auch fiir ANCA-Vasculitiden und die Lupus-Nephritis (39).
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1.2.4.3 Azathioprin und Mycophenolat-Mofetil

Diese Wirkstoffe werden zur Gruppe der Antimetaboliten gezdhlt und manipulieren die
Synthese von DNA und RNA. Beide Wirkstoffe verhindern die ,,de novo* Purinbiosynthese,
welche fiir die Proliferation von Lymphozyten von besonderer Bedeutung ist. Die aktiven
Metaboliten von Azathioprin sind dabei Purin-Analoga, Mycophenolat-Mofetil (MMF) ein
Hemmer der fiir die Guanosinmonophosphat-Synthese wesentlichen Inosinmonophosphat-
Dehydrogenase. Azathioprin verliert im klinischen Alltag zugunsten MMF zunehmend an
Bedeutung, hat aber im Gegensatz zu letzterem keine teratogenen Effekte (48). Andere
Nebenwirkungen sind auch hier ein erh6htes Infektionsrisiko insbesondere gegeniiber Viren
wie CMV und HSV. Auch die Knochenmarkssuppression bzw. Leukozytopenie gehdren ins
Nebenwirkungsspektrum  dieser ~ Wirkstoffe. ~ Die  héufigsten = unerwiinschten
Nebenwirkungen betreffen aber den Gastrointestinaltrakt und verursachen Ubelkeit und
Diarrhoe (46). Besonders MMF hat heute eine wichtige Rolle in der immunsuppressiven
Therapie organtransplantierter Patientinnen und Patienten (48). Auch in der Therapie von
Autoimmunerkrankungen gewinnt MMF zunehmend an Bedeutung. Die Verwendung in der
Induktionstherapie von Lupus-Patientlnnen gleichwertig zu Cyclophosphamid wird
diskutiert (39). In der Erhaltungstherapie der Lupus-Nephritis ist MMF Azathioprin in der
Reduktion von Erkrankungsschiiben iiberlegen. Keine Unterschiede gibt es dagegen in der
Haufigkeit der Entwicklung einer terminalen Niereninsuffizienz oder Sterblichkeitsrate (49).
Azathioprin kann in Kombination mit Glukokortikoiden in der Erhaltungstherapie von

ANCA-Vasculitiden verwendet werden und ist dabei MMF {iberlegen (50).

1.2.4.4 Rituximab

Rituximab wurde urspriinglich fiir die Therapie hdmatologischer Malignome entwickelt
(51). Es handelt sich um einen monoklonalen Antikorper, der gegen das von bestimmten B-
Zellen exprimierte Protein CD20 gerichtet ist. Zu finden ist CD20 auf der Oberfldche von
Prd-B-Zellen bis hin zu reifen B-Lymphozyten. Nicht zu finden ist es dagegen auf Pro-Zellen
und Stammzellen sowie Plasmazellen (48, 51). Antikorper- und Komplement-vermittelte
Zytotoxizitiat bzw. Apoptose tragen schlielich zur Reduktion peripherer B-Zell-Zahlen bei
(52). Dieser Effekt ist langfristig und hélt iiber einige Monate an. Die Konzentrationen an
Antikorpern sind davon nicht unmittelbar betroffen, da reife Plasmazellen CD20 nicht mehr
auf ihrer Oberfliche exprimieren. Reduziert werden dafiir aber unter anderem reife
Gedichtniszellen (51). Funktionell ist neben der unterdriickten humoralen Komponente zu

beachten, dass B-Zellen auch mit T-Zellen interagieren und durch deren Depletion wichtige
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Stimulatoren der T-Zell-Aktivierung wegfallen (48). Weitere Mechanismen werden
diskutiert (52).

Rituximab gewinnt als Immunsuppressivum zunehmend an Bedeutung. Zunichst konnte
man die Wirksamkeit in der rheumatoiden Arthritis und ANCA-Vasculitiden nachweisen, in
deren Therapieregimen es inzwischen eine zentrale Rolle eingenommen hat (48, 51). Da es
sich um einen nicht vollstindig humanisierten Antikdrper handelt, kann es gehduft zu
Infusionsreaktionen kommen. Entsprechende hypersensible Reaktionen sind relativ hdufig,
nicht aber mit einer echten Anaphylaxie gleichzusetzen. Das Auftreten von Symptomen wie
Fieber, Krankheitsgefiihl und Gliederschmerzen lassen sich durch eine medikamentose
Prophylaxe mit Methylprednisolon, Paracetamol und Antihistaminika weitgehend
verhindern (46, 51). Natiirlich gibt es auch unter Rituximab ein erhdhtes Risiko fiir
Infektionen. Besondere Beachtung sollte man dem Hepatitis B Status der Patientinnen und
Patienten schenken, da Reaktivierungen einer latenten Virushepatitis hdufig beobachtet
werden. Selten, aber dafiir umso schwerwiegender, ist das Auftreten der sogenannten
progressiven multifokalen Leukenzephalopathie, die durch eine Reinfektion mit dem JC-
Virus verursacht wird. Erhoht kann das Infektionsrisiko durch weitere Nebenwirkungen
werden. Zu solchen gehoren die Hypogammaglobulindmie und die Neutropenie. Beide
konnen als spite unerwiinschte Effekte einer Rituximabtherapie auftreten (46, 51). Bis die
Therapie mit Rituximab anschldgt und es zur Depletion der B-Zellen kommt, konnen einige
Wochen vergehen. Diese FEigenschaft macht solche Antikorper fiir die alleinige
Induktionstherapie hochakuter autoimmunologischer Verldufe ungeeignet. Anders sieht es
in Kombination mit Glukokortikoiden aus. In ANCA-Vasculitiden kann die Induktion mit
Rituximab in Kombination mit Glukokortikoiden eine gleichwertige Alternative zu
Cyclophosphamid basierten Regimen sein (53). Besonders bei wiederkehrenden Verldaufen
und schlechtem Ansprechen auf Cyclophosphamid stellt Rituximab die Therapie der Wahl
dar. Dies gilt insbesondere fiir die Erhaltungstherapie entsprechender ANCA-Patienten und
-Patientinnen (39). Die Bedeutung in der Behandlung von Lupus-Patienten und Lupus-
Patientinnen ist noch nicht abschlieBend geklért. In Patientinnen und Patienten mit schweren
Verldufen findet Rituximab bereits Verwendung und einzelne Fallberichte sprechen fiir
diesen therapeutischen Ansatz. GroBe randomisierte Studien konnten diese Erkenntnisse

jedoch bisher nicht untermauern (54, 55).
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1.2.4.5 Calcineurin-Inhibitoren
Diese Gruppe beinhaltet gleich zwei relativ bekannte und klinisch relevante

Immunsuppressiva. Diese sind zum einen Cyclosporin, zum anderen Tacrolimus oder
FK506. Beide Wirkstoffe filhren zur Hemmung des Proteins Calcineurin, welches
normalerweise fiir die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT (engl. nuclear factor of
activated T-cells) verantwortlich ist (siche auch Kapitel 1.4) und nehmen damit besonders
auf den Stoffwechsel von T-Zellen Einfluss (56). Das etwas dltere Cyclosporin war lange
Zeit der Standard nach Organtransplantationen mit einer wesentlichen Reduktion akuter
Abstofungsreaktionen. Als etwa ein Jahrzehnt spiter Tacrolimus auf den Markt kam, konnte
diese Rate sogar noch weiter verbessert werden. FK506 nimmt bis heute eine wesentliche
Rolle in modernen Immunsuppressionsregimen nach Transplantationen ein (48). Tacrolimus
konnte auBlerdem Wirksamkeit in der Induktionstherapie der Lupus-Nephritis zeigen und
war MMF dabei nicht unterlegen (57). Hiufiger werden Calcineurin-Inhibitoren jedoch in
nephrotischen Glomerulopathien wie der membrandsen Glomerulopathie oder Minimal-
Change-GN verwendet. Von Vorteil kdnnen die von der Immunsuppression unabhéngigen
antiproteinurischen Effekte sein, welche durch eine Beeinflussung des Zytoskelettes in
Podozyten verursacht werden (46, 58). Calcineurin-Inhibitoren konnen zur systemischen
Vasokonstriktion fiihren und auf diesem Weg eine arterielle Hypertonie begiinstigen. Im
Bereich der renalen GefdBBversorgung kann dies bis zur Minderperfusion der Nieren fiihren.
Je nach Schwere sind eine akute Tubulusnekrose, bei ldngerer Verabreichung auch eine
chronische Niereninsuffizienz mogliche Folgen. Davon unabhédngig wird auch eine direkte
Nephrotoxizitit diskutiert. Weitere Nebenwirkungen sind wu.a. Hyperlipidimie,
Neurotoxizitdt und ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten einer hyperkaldmischen
metabolischen Azidose. Cyclosporin und Tacrolimus zeigen dabei unterschiedliche Risiken
fiir die besagten Nebenwirkungen. Wichtig ist, dass regelmiBige Medikamentenspiegel in
Patientinnen und Patienten mit Calcineurin-Inhibitoren bestimmt werden. In der
Pharmakokinetik kann es zwischen Patientinnen und Patienten zu groBen Unterschieden
kommen, was das Risiko einer ineffizienten Immunsuppression bzw. einer erhdhten
Toxizitdt mit sich bringt (46, 48). Mit Voclosporin gibt es bereits einen vielversprechenden
neuen Kandidaten in der Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren. Erste klinische Studien, unter
anderem in Lupus- PatientInnen, wurden bereits durchgefiihrt und zeigen vielversprechende
Ergebnisse. Ob wirkliche Vorteile gegeniiber herkommlichen Calcineurin-Inhibitoren

bestehen muss zunéchst genauer evaluiert werden (59).
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1.2.4.6 Eculizumab

Eine andere Gruppe immunsupprimierender Medikamente wirken durch das gezielte
Inhibieren von Komplementfaktoren. Zu diesen gehdrt auch der humanisierte monoklonale
Antikorper Eculizumab. Dieser ist gegen den Komplementfaktor C5 gerichtet, dessen
Spaltprodukte wichtige Chemokine fiir die Neutrophilenrekrutierung und wichtige
Bestandteile der lytischen Komplementkomplexe darstellen (48). Eingesetzt wird
Eculizumab bisher in der atypischen Form des hdmolytisch-urdmischen Syndroms, bei dem
eine genetische Variante zur unkontrollierten Komplementaktivierung fiihrt (60). Durch die
zentrale Rolle des Komplementsystems in verschiedenen inflammatorischen Prozessen ist
es wenig iiberraschend, dass Eculizumab auch in anderen Situationen Wirkung zeigt. So
konnten in Patientinnen und Patienten nach Nierentransplantation und einem erhdhten
immunologischen  Risiko  durch  prédformierte =~ Antikorper,  weniger  akute
AbstoBungsreaktionen als in der Kontrollgruppe erreicht werden (61). Auch in
Glomerulonephritiden wurde Eculizumab erprobt. Positive Berichte gibt es von Patientinnen
und Patienten mit einer C3 Glomerulopathie, die Aussichten auf Therapieerfolg scheinen
jedoch sehr individuell zu sein und sind noch nicht verstanden (62). AuBBerdem konnte
Eculizumab eine Therapieoption in postinfektiosen Glomerulonephritiden darstellen (39).
Mit einem tieferen Verstindnis immunologischer Mechanismen in glomeruldren
Erkrankungen, insbesondere bezogen auf das Komplementsystem, konnten sich in Zukunft
weitere Patientinnen und Patienten mit Erkrankungen identifizieren lassen, in denen
Eculizumab oder andere Komplement-Inhibitoren einen Vorteil bringen konnten.

Natiirlich steigt auch unter der Therapie mit Komplement-Inhibitoren das Infektionsrisiko.
Im Falle von Eculizumab fiihrt die Verhinderung des lytischen Spaltproduktes C5b-9 zu
einer Beeintrichtigung der Immunantworten gegen bekapselte Erreger wie Neisseria
meningitidis. Ein vollstdndiger Impfstatus gegen entsprechende Erreger ist elementar, wobei

selbst bei gegebener Impfimmunitit eine Infektion nicht ausgeschlossen ist (46, 48).

1.2.4.7 Plasmapherese
Schlussendlich steht mit der Plasmapherese eine weitere hochtechnologische Therapieoption

zur Verfligung. Das Grundprinzip der Plasmapherese ist die extrakorporale Reinigung des
Blutes vor toxischen Substanzen durch die Auftrennung in zelluldre Bestandteile und das
Plasma. Je nach Technik wird letzteres komplett ausgetauscht und durch ein Ersatzplasma
ersetzt oder aber durch bestimmte Filtertechnologien wie der Immunadsorption direkt

gereinigt (63). Als Faustregel fiir die Indikation einer solchen Therapie gilt nach der
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Meinung mancher Autorinnen und Autoren ein spezifisches zirkulierendes pathologisches
Protein (in erster Linie Autoantikdrper) mit einem Molekiilgewicht von iiber 15 kDa (64).
Anwendung findet dieses Verfahren in einigen neurologischen Autoimmunerkrankungen
wie z. B. der Myasthenia gravis oder dem Guillain-Barré-Syndrom (65). Grundsétzlich gibt
es zahlreiche weitere Erkrankungen in denen die Plasmapherese als Therapieoption in Frage
kommt, die Evidenzlage ist dabei aber hdufig nicht zufriedenstellend (66). RegelmiBig zur
Anwendung kommen diese Verfahren auch in der Behandlung der Thrombotisch-
thrombozytopenischen Purpura (TTP), SLE sowie dem Goodpasture-Syndrom (67-69). Die
kiirzlich publizierte PEXIVAS Studie untersuchte die Rolle der Plasmapherese in der
Behandlung von schweren ANCA-Vasculitiden. Dabei zeigte sich jedoch kein signifikanter
Vorteil in der Plasmapherese-Gruppe in Hinblick auf das Auftreten eines terminalen
Nierenversagens oder den Tod der Patientinnen und Patienten mit einem
Beobachtungszeitraum von 7 Jahren (70). Mehr randomisierte Studien sind notwendig, um
Klarheit tiber den Sinn dieser aufwéndigen Verfahren fiir einzelne Erkrankungen zu
schaffen. Einen Uberblick iiber die Evidenzlevel der Plasmapherese in verschiedenen
Erkrankungen bietet eine umfangreiche Guideline der American Society for Apheresis

(ASFA) (71).

1.3 Experimentelle Glomerulonephritis: Nephrotoxische Serum
Nephritis

1.3.1 Allgemein

Bei der nephrotoxischen Serum Nephritis (NTS) handelt es sich um eine von Masugi et al.
erstmals bereits 1932 beschriebene experimentelle Glomerulonephritis im Tiermodell.
Typische Versuchstiere sind Kaninchen, Ratten und Méuse, wobei die Vulnerabilitét
gegeniiber der Erkrankung auch wesentlich vom Stamm der Tiere abhingig ist (72). Das
Grundprinzip dieses Modells ist die intravendse Injektion heterologer Antikorper, die durch
die Immunisierung einer fremden Spezies, klassischerweise Schafe, Ziegen oder Kaninchen,
mit glomeruldren Basalmembrananteilen der verwendeten Versuchstierart gewonnen
werden. Viele Autorinnen und Autoren unterscheiden dabei zwei Phasen der Erkrankung.
In einer ersten, sogenannten heterologen Phase, kommt es zundchst durch die Ablagerung
heterologer Immunglobuline im Bereich der GBM zu einer konzentrationsabhingigen
histologischen Verdnderung und Proteinurie. In einer zweiten, sogenannten autologen Phase,
kommt es zu adaptiven Immunreaktionen gegen die heterologen Immunglobuline mit

deutlicher Verschlechterung des Krankheitsverlaufes (72, 73). Wihrend in der heterologen
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Phase angeborene Immunmechanismen wie die Rekrutierung von neutrophilen
Granulozyten und die Beteiligung des Komplementsystems die entscheidende Rolle spielen,
bedarf es fiir die autologe Phase zunichst der Ausbildung adaptiver Immunantworten mit
zentraler Rolle antigenspezifischer T-Zellen. Mit dem Beginn der autologen Phase ist
deswegen erst etwa eine Woche nach NTS-Induktion zu rechnen (74).

Liegt der Fokus auf der Untersuchung der autologen bzw. adaptiven Phase der Erkrankung
oder sollen Intensitit erhoht und der Krankheitsverlauf beschleunigt werden, wird hdufig auf
eine abgewandelte Durchfiihrung dieses Modells zuriickgegriffen. Dabei werden die
Versuchstiere wenige Tage vor Applikation des Anti-GBM-Serums gegen IgG der
jeweiligen Spezies des Anti-GBM-Serums immunisiert. Dadurch wird nach Injektion des
NTS-Serums ein direkter Beginn der autologen Phase erzielt (72-74).

Zu beachten ist jedoch auch, dass solche verwendeten Antiseren keinesfalls ausschlieBlich
gegen die GBM gerichtet sind. Sie sollten eher als unrein betrachtet werden, da auch andere

Strukturen im Nierengewebe gebunden werden (74).

1.3.2 Die NTS als Modell einer Glomerulonephritis
Die NTS steht dabei fur keine konkrete Krankheitsentitit. Je nach Autor oder Autorin wird

sie einmal als Modell einer Immunkomplex-Glomerulonephritis (73, 75) oder aber als
Modell einer Anti-GBM-Glomerulonephritis beschrieben (76). Ein Streitpunkt zwischen
diesen unterschiedlichen Betrachtungsweisen ist die Funktion der heterologen Antikorper in
der autologen Phase als fremdes Antigen, wihrend bei humanen Anti-GBM-
Glomerulonephritiden echte Autoimmunitit in Form von autologen Anti-GBM-
Immunglobulinen vorliegt. Odobasic et al. schreiben dagegen lediglich der frithen
heterologen Phase eine Pathogenese im Sinne einer (in-situ) Immunkomplex-GN zu,
wihrend die autologe Phase einer RPGN entspricht, in der heterologe Antikorper als
»planted antigen‘ fungieren (73).

In Hinblick einerseits auf die oben beschriebenen Betrachtungsweisen, andererseits auf
Grund ihres rapid-progressiven klinischen Verlaufs mit hdufig beschriebener histologischer
Halbmondbildung, wird hier die NTS in weiterer Folge als Modell einer Immunkomplex-

vermittelten rapid-progressive Glomerulonephritis bezeichnet (75, 77).
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1.3.3 Pathohistologie und Klinik

Der Phénotyp der NTS ist variabel und neben der Konzentration bzw. Qualitdt der Antiseren
auch von den jeweils verwendeten Spezies und Zuchtstimmen, sowohl auf Serum-
Spendenden als auch Serum-Empfangenden bezogen, abhingig. Dies fiihrt bereits in der
friilhen heterologen Phase zu einem vielfdltigen Bild zwischen kaum histologischen
Veranderungen bis hin zur Halbmondbildung und Glomerulosklerose. Weitere beschriebene
histologische Verdnderungen sind die glomeruldre Thrombosierung und Nekrotisierung,
Mesangiumproliferation, tubuldre Schdden sowie Schiden des Kapillarendothels.
Gleichzeitig kommt es zu zunehmender Infiltration von Leukozyten. In der autologen Phase
verdndert sich dieses Infiltrat von einer iiberwiegenden Ansammlung neutrophiler
Granulozyten in Richtung einer zunehmenden Migration von Monozyten sowie einer
periglomeruldren und interstitiellen Rekrutierung von T-Zellen (72, 74).

Dieselbe Variabilitit, die fiir das histologische Bild dieses Krankheitsmodells gilt, gilt auch
fiir dessen klinischen Verlauf. Typischerweise zeigen die Versuchstiere relativ bald eine
Proteinurie bis hin zum nephrotischen Syndrom mit Hyperlipoproteindmie, der Ausbildung
von Odemen und Aszites, sowie einer abnehmenden Nierenfunktion mit Anstieg
harnpflichtiger Substanzen. Die Erkrankung kann bis hin zum terminalen Nierenversagen

und Versterben der Tiere fortschreiten (72, 74).

1.3.4 Die immunologischen Mechanismen der NTS
Die NTS ist ein weit etabliertes und im Laufe der Zeit sehr gut untersuchtes Tiermodell.

Viele wesentliche Abldufe sind bereits beschrieben und verstanden. Die aus diesem
Krankheitsmodell gewonnenen Erkenntnisse haben einen wesentlichen Beitrag fiir das
Verstidndnis humaner Glomerulonephritiden und anderer immunologisch-vermittelten
Erkrankungen geleistet. Im Folgenden sollen zunédchst die heute fiir die NTS bekannten
Vorginge grob skizziert werden. Die genauen immunologischen Mechanismen werden
anschlieBend im Detail beschrieben. Da bei den hier beschriebenen Experimenten ebenfalls
die ,,beschleunigte” Durchfithrung in Méusen mit vorausgehender Immunisierung gewahlt
wurde, soll der Fokus dabei neben der NTS in der Maus auf den adaptiven Vorgéngen liegen.
Nach der Injektion besagter heterologer Antikdrper, binden diese Strukturen der
glomeruldren Basalmembran und des Endothels. Hier filhren die Immunglobuline zur
Aktivierung angeborener Immunmechanismen und des Komplementsystems. Phagozyten
des angeborenen Immunsystems wie neutrophile Granulozyten, Makrophagen und

dendritische Zellen (DCs) spielen hier eine zentrale Rolle. Einerseits verstirken sie die
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proinflammatorischen Signale innerhalb der Niere, andererseits fithren sie zur Schidigung
des Gewebes (74, 78). Von besonderer Bedeutung sind ihre Funktionen als Antigen-
prasentierende Zellen (APCs). Allen voran die dendritischen Zellen fungieren als wichtiges
Verbindungsglied zum adaptiven Immunsystem. Wahrscheinlich wandern diese Zellen,
nachdem sie fremde Antigene in Form der heterologen Antikdrper phagozytiert haben, in
drainierende Lymphknoten, um sie dort auf ihrer Oberfldche antigenspezifischen T-Zellen
zu présentieren (75, 79, 80). Dadurch aktivierte CD4" Zellen wandern in die entziindlichen
Gewebe und treffen dort auf Makrophagen, neutrophile Granulozyten und DCs, die alle iiber
MHC-II Molekiile phagozytierte Antigene préasentieren. Die Lymphozyten treten nun mit
solchen APCs, vorausgesetzt sie tragen das zum T-Zell-Rezeptor (TCR) passende Antigen,
in Wechselwirkung. Von CD4" Zellen ausgehende Signale verstirken die Aktivitit der
Phagozyten. Aulerdem kommt es zur Rekrutierung weiterer neutrophiler Granulozyten und
Makrophagen in das entziindliche Gewebe (75, 81). Von CD4" Zellen unterscheidet man
mehrere Subpopulationen. Thre Unterschiede in Funktion und Bedeutung fiir die NTS
werden, genauso wie die weiterer T-Zellen, im Detail weiter unten beschrieben.
Gleichzeitig kommt es auch durch Stimulation von B-Zellen zur Differenzierung zu
Plasmazellen und damit zur Produktion autologer und gegen die Kaninchen-
Immunglobuline gerichteter Antikorper. Moglicherweise verstirken diese die Ausbildung
von Immunkomplexen entlang der GBM und tragen dadurch zum glomeruldren Schaden bei
(74).

Wie schnell diese adaptiven Immunmechanismen anlaufen, ist von der Art der Durchfiihrung
abhéingig. Bei vorausgehender Immunisierung haben die antigenspezifischen Lymphozyten
bereits einige Tage Zeit heranzureifen und konnen nach Injektion der Anti-GBM-Antikorper
relativ schnell ihren Funktionen nachgehen. Bei Durchfiihrungen ohne vorausgehende
Immunisierung treten die adaptiven Mechanismen erst liber Tage langsam zu den
angeborenen Immunreaktionen hinzu (74). Im Weiteren werden die einzelnen Vorgénge und

beteiligten Zellen im Detail beschrieben.

1.3.4.1 Renale Dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind mit die wichtigsten heute bekannten professionellen Antigen-
priasentierenden Zellen. Gleichzeitig bilden sie eine in sich recht heterogene Gruppe
unterschiedlicher Phidnotypen und konnen auch in ihrer Funktion stark variieren. Am
bekanntesten sind DCs fiir ihre herausragende Fihigkeit zur Aktivierung naiver T-Zellen in

den sekundér lymphatischen Geweben (82, 83). Thre Potenz in Hinblick auf letzteres hingt
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von ihrem Reifegrad ab, dieser wiederum von aktivierenden Signalen iiber PRRs wie z. B.
Toll-like-Rezeptoren (TLRs) oder auch in Form von Cytokinen (84, 85). Konkret bedeutet
dies, dass mit zunehmendem Reifegrad der DCs diese zunehmend die Phagozytose aus ihrer
Umgebung einstellen und den Phénotyp hin zu APCs verdndern, z. B. durch vermehrte
Expression von MHC-Molekiilen und costimulierenden Signalen wie CD80 und CD86 (83,
84). SchlieBlich verdndern reife DCs auch das Expressionsmuster von Chemokinrezeptoren,
um in die lymphatischen Gewebe wandern zu konnen. Beispielsweise der Chemokinrezeptor
CCR7, der mit dem in lymphatischen Geweben vermehrt vorkommenden Chemokin CCL21
interagiert, ermdglicht den nun hocheffizienten APCs sich in den T-Zell-Zonen der sekundér
lymphatischen Gewebe niederzulassen und dort naive Lymphozyten zu aktivieren (85).
Dong et al. konnten in ihren Experimenten die Rolle der DCs konkret fiir
Entziindungsreaktionen in Mausnieren demonstrieren. Dafiir erzeugten sie durch das
Abklemmen  der  Nierenarterie einen  ischdmischen = Gewebeschaden — mit
Entziindungsreaktionen. Die DCs der Mausniere, die sich im Vergleich zu anderen Geweben
durch eine besonders starke phagozytotische Aktivitit auszeichnen, zeigten dabei eine in
gesunden Nieren nicht auftretende Wanderung in die lokalen Lymphknoten, um dort im
Nierenparenchym aufgenommene Antigene den spezifischen CD4" Zellen zu prisentieren
(86). Es ist naheliegend, dass dhnliche Schritte auch in der NTS ablaufen. Einige Autorinnen
und Autoren vermuten, dass die heterologen Antikdrper im Nierenparenchym durch DCs
aufgenommen und von diesen in die drainierenden Lymphknoten transportiert werden um
dort das adaptive Immunsystem zu sensibilisieren und spezifische Lymphozyten zu
aktivieren (75, 79, 80). Man sollte jedoch beriicksichtigen, dass bei der beschleunigten NTS
mit vorausgehender Immunisierung der Erstkontakt der DCs mit den heterologen
Antikorpern als Antigen nicht in der Niere, sondern am Ort der Prdimmunisierung
stattfindet. Wahrscheinlich werden die ersten antigenspezifischen T-Zellen also auch in den
lymphatischen Geweben dieser Regionen mit ithrem Antigen in Kontakt gebracht, von wo
aus sie schlieBlich als Effektorzellen ihren Weg in das renale Parenchym finden.

Die Funktionen als APCs im lymphatischen Gewebe sind jedoch nicht die einzigen
relevanten Aufgaben dendritischer Zellen. Ortsstindige renale DCs (rDC) scheinen
wesentliche immunregulierende Funktionen zu besitzen. Je nach Krankheitsphase lassen
sich ihnen sowohl pro- als auch antiinflammatorische Eigenschaften zuordnen (87). Die
Expression von Oberfldchenproteinen auf Monozyten, DCs und Makrophagen, die alle eine
enge Verwandtschaft besitzen, ist kompliziert und variabel. Cytokinrezeptoren auf DCs, die

deren Einwanderung in die spezifischen Gewebe vermitteln, sind je nach Gewebe
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unterschiedlich. Auf den rDCs findet man CX3-Chemokinrezeptor-1 (CX3CR-1) und
CCR2. Diese beiden Rezeptoren scheinen entscheidend fiir die Immigration der DCs in die
Niere zu sein (88). CX3CR-1 besitzt einen spezifischen Liganden, CX3CL1, dessen
Expression in grolen Mengen in Nieren und Intestinaltrakt von Méausen nachgewiesen
werden konnte. Auch auf den eng verwandten Makrophagen in der Niere findet man
CX3CR-1. Die Bedeutung dieser Rezeptoren scheint sich aber zwischen DCs und
Makrophagen zu unterscheiden und fiir die Makrophagenrekrutierung, wie Experimente mit
CX3CR-1-defizienten Méusen zeigten, nicht die gleiche Rolle zu spielen (89). Grundsétzlich
konnten im Modell der NTS sowohl inflammatorische als auch immunsupprimierende
regulatorische Effekte der DCs beobachtet werden. Insbesondere in der frithen Phase der
NTS zeigten sich die protektiven Wirkungen der rDCs. Riedel et al. zeigten, dass die
Depletion von unreifen DCs die Zahl der eingewanderten invarianten natiirlichen Killer-T-
Zellen (iNKT-Zellen) reduzierte und dabei das klinische Bild im Mausmodell
verschlechterte. Eigentlich zéhlen iNKT-Zellen zwar zu den Lymphozyten, iibernehmen
aber Funktionen in den friihen angeborenen Immunreaktionen (81). Diese iNKT-Zellen
zeigten in der NTS jedoch eine erhdhte Expression von antiinflammatorischen Cytokinen
wie Interleukin (IL)-4 und IL-10. Vermittelt wurde die Interaktion zwischen DCs und iNKT-
Zellen durch ihren Rezeptor CXCR6 und dem auf unreifen DCs exprimierten Liganden
CXCL16, eine Achse die interessanterweise auch inflammatorische T-Zellen vermittelt (90).
Auch eine Rolle des auf DCs vermehrt exprimierten ICOS Liganden, dem u. a. T-Zell
supprimierende Eigenschaften zugeschrieben werden, wird diskutiert (91, 92).

Wihrend die DCs in den frithen Phasen der NTS begiinstigend auf den Krankheitsverlauf
einwirken, werden sie in spateren Phasen bzw. chronisch verlaufenden Nierenerkrankungen
proinflammatorisch. In fritheren Experimenten wurde diese Verdanderung im Verhalten der
dendritischen Zellen zeitlich zwischen dem 4. Und 7. Tag nach NTS Induktion eingeordnet
(92). Die inflammatorische Wirkungsweise dieser ,,gereiften* renalen DCs ist vielseitig.
Schlussendlich kommt es zu einer Stimulation von T-Zellen, welche die wesentlichen
Vermittler von Gewebeschidden darstellen (77). Der proinflammatorische Einfluss von DCs
lasst sich in Experimenten mit Méusen erahnen, die den bereits oben beschriebenen Rezeptor
CX3CR1 nicht exprimieren. Dadurch waren DCs auch nicht in der Lage das
Niereninterstitium zu erreichen. Der Krankheitsverlauf war signifikant besser als in Wildtyp
(WT) Méusen, Entziindungszeichen wie zum Beispiel die Anzahl an CD4" Zellen reduziert

(89).
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DCs sind wie in den sekundédren Lymphorganen auch in ihrer geweberesidenten Form APCs.
Als diese prasentieren sie im weiteren Verlauf den T-Zellen deren spezifische Antigene und
schaffen ein Umfeld der Stimulation. DCs sind dabei nicht in den Glomeruli selber zu finden,
sondern bilden periglomeruldre Infiltrate (79). Es kommt zur vermehrten Expression
costimulierender Signale (z. B. CD80 und CD86) und proinflammatorischer Molekiile wie
Tumornekrosefaktor (TNF) -a, IL-23 und IL-12. Interessanterweise nehmen in dieser Phase
der Erkrankung auch die Expression des supprimierenden ICOS Liganden ab wéhrend die
Level an IL-10 weiterhin steigen (92). Ein weiterer von manchen Autorinnen und Autoren
vermuteter Zusammenhang ist die Rolle von dendritischen Zellen fiir die Rekrutierung von
Tul-Zellen. Die Einwanderung dieser wird iiber den Cytokinrezeptor CXCR3 vermittelt,
einer seiner Liganden CXCL9 vermehrt im entziindlich verdnderten Nierengewebe
exprimiert (77, 93).

Ein proinflammatorisches und fiir die Kommunikation zwischen DCs und T-Zellen
wichtiges Molekiil ist auch Interleukin-1b. Dieses wirkt u.a. positiv auf die Expansion und
Differenzierung von CD4" Zellen zu Ty17 Zellen. Fiir die Produktion von IL-1b scheint ein
Asc-abhingiges Inflammasom in den DCs bedeutend zu sein, mit dessen Hilfe es aus Pro-
IL-1b gewonnen wird (94). Schlielich muss auch bedacht werden, dass DCs eine besondere
Rolle als APCs innerhalb der Niere zukommt. Der glomeruldre Filter ldsst mit
heranschreitender glomeruldrer Schidigung immer groBere Proteine passieren. Auch diese
werden von den phagozytierenden DCs aufgenommen, prozessiert und présentiert. T-Zellen
reagieren auf dieses groflere und vielféltigere Angebot an Antigenen mit entsprechenden
entziindlichen Cytokinen, ein Vorgang der die erst mit zunehmendem Schaden einsetzende

inflammatorischen Effekte der DCs erkldren konnte (92).

1.3.4.2 Das adaptives Inmunsystem in der NTS

1.3.4.2.1 CD4" Zellen

T-Zellen, allen voran die sogenannten T-Helferzellen, spielen eine wesentliche
pathogenetische Rolle im Mausmodell der experimentellen GN. Die klassischen T-Zellen,
die schon relativ frith in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen vermutet wurden,
sind die Tul-Zellen. Diese durch die Produktion von Interferon (IFN)-y charakterisierten
Lymphozyten, galten als wesentliche Effektoren der zelluldren Gewebezerstdrung im Sinne
einer Typ-4-Hypersensibilitdtsreaktion in Autoimmunerkrankungen (95). Mit zunehmenden
Erkenntnissen iiber die molekularen und zelluldren Mechanismen, zeichnete sich auch ein

viel komplexeres Bild der tatsdchlichen Vorgénge ab. Nach und nach wurden mehr adaptive
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und angeborene Zellen in der Entstehung der NTS als relevant identifiziert. Allen voran eine
CD4" Zell-Subpopulation namens Tul7 Zellen (96). Beobachtungen in anderen
Autoimmunmodellen wie der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE)
zeigten einen schweren Verlauf in IFN-y-defizienten Méusen (97). IFN-y stellt eines der
wesentlichen Effektormolekiile der Tu1-Zellen dar. Die scheinbare Abwesenheit von IFN-y
in besagten Autoimmunmodellen fiihrte zur Suche nach alternativen Effektoren. Heute ldsst
sich diese Liicke im Verstdndnis solcher Erkrankungen mit den spéter entdeckten Tul7-
Zellen fiillen (98). Lange wurde diskutiert, welche dieser beiden T-Zell Gruppen
schlussendlich fiir die Gewebedestruktion im Modell der NTS verantwortlich ist. Inzwischen
lasst sich aber gut nachvollziehen, dass beide wesentliche proinflammatorische Rollen
spielen, zu unterschiedlichen Zeitpunkten aber unterschiedliche Relevanz haben (96).

Wihrend Tul7-Zellen bereits relativ friih nach NTS-Induktion in das Nierenparenchym
einwandern und ihren quantitativen Hohepunkt je nach Studie ungefidhr um das Ende der
ersten Woche haben, lassen sich die Tul-Zellen erst einige Tage spéter nachweisen. Zu
dieser Zeit hat sich die Zahl an Ty17-Zellen schon wieder wesentlich verringert. Die Zahl
an Tyl-Zellen dagegen steigt auch deutlich nach zwei Wochen weiter an (77). Panzer et al.
untersuchten neben der zeitlichen Abfolge auch die molekularen Mechanismen hinter diesen
Ablaufen, welche auf irgendeine Art zeitlich gesteuert werden miissen. Thre Vermutung war,
dass ein Zusammenspiel aus den T-Zell-Effektormolekiilen IL-17 bzw. IFN-y und
bestimmten Chemokinen fiir die zeitlichen Abldufe verantwortlich ist. Tul7-Zellen tragen
den Chemokinrezeptor CCR6 auf ihrer Oberfliche widhrend Tul-Zellen CXCR3
exprimieren. Die jeweiligen Liganden zu diesen Rezeptoren CCL20 (fir CCR6/Tul7-
Zellen) bzw. CXCL9 (fiir CXCR3/Tu1-Zellen) vermitteln die Invasion der genannten Zellen
tiber ihre Expression auf intrinsischen renalen Zellen. Folglich fiihrt die ,,friihe* Expression
von CCL20 zur Rekrutierung von Ty17-Zellen und damit zur vermehrten Sekretion von IL-
17. Dieses wiederum hat positiven Einfluss auf die Expression von CXCL9 und damit auf
die Invasion von IFN-y produzierenden Tul-Zellen. IFN-y schlieft schlussendlich einen
negativen Riickkopplungsmechanismus und hemmt die Expression von CCL20, was
wiederum den Riickgang von Ty17-Zellen unter zunehmender Ty1-Prisenz erkléren wiirde

(93, 99, 100).

1.3.4.2.2 yo-T-Zellen
Tul7-Zellen kommt also eine entscheidende Bedeutung in der noch relativ frithen aber

bereits adaptiven und antigenspezifischen Phase zu. Adaptive Immunantworten brauchen

jedoch Zeit und im Modell der NTS finden auch lange vor der Tul7-Rekrutierung eine
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Vielzahl an Vorgingen statt. IL-17 ldsst sich ebenfalls sehr friih im Nierenparenchym
nachweisen, da auch andere Zellen zur Produktion dieses Cytokins beféhigt sind. In der
experimentellen Glomerulonephritis sind diese wohl in erster Linie eine bestimmte Art von
T-Zellen, die sogenannten yo-T-Zellen (101). Dabei handelt es sich um eine Untergruppe
von Lymphozyten, die sich durch einen alternativen und wesentlich weniger divergenten T-
Zell-Rezeptor auszeichnen. Funktionell werden sie dhnlich den NKT-Zellen zwischen
angeborenem und adaptivem Immunsystem eingeordnet (102). yo-T-Zellen wird eine
»Wichter“-Funktion im gesunden Nierengewebe zugeschrieben. Bereits wenige Tage nach
NTS-Induktion beginnt eine Gruppe von ihnen unter dem Einfluss von IL-23,
moglicherweise sezerniert von DCs, und dem Transkriptionsfaktor RORyt (engl. RAR-
related orphan receptor yt) mit der Ausschiittung von IL-17. Blockiert man diese Zellen im
Mausmodell, kommt es in der friihen Krankheitsphase zu einer reduzierten Infiltration von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten (103). Zusammengefasst scheint es so, als
wiirden nicht-adaptive Zellen wie y5-T-Zellen die Mediation der Entziindungsvorginge
liberbriicken, bis schlieBlich CD4" Zellen diese Aufgaben zunehmend {ibernehmen (103).
Inwiefern das durch yo-T-Zellen produzierte IL-17 auch einen Einfluss auf die Rekrutierung
von Tu17-Zellen hat, bleibt unklar. Sowohl ein stimulierender Effekt auf die Expression von
CCL20 (99) als auch ein positiver Riickkopplungsmechanismus auf die Tul7-
Differenzierung (104) ist fiir IL-17 bereits beschrieben. Dieser mogliche Mechanismus ist

jedoch insbesondere fiir die NTS noch nicht belegt worden.

1.3.4.2.3 Die Rekrutierung angeborener Immunzellen durch T-Zellen
Die hier beschriebenen Mechanismen der T-Zell-Rekrutierung erklaren noch nicht wie CD4"

Zellen schlussendlich zum Phénotyp der NTS beitragen. T-Zellen fungieren als Stimulatoren
angeborener Immunreaktionen und konnen als Verstirker innerhalb ihrer Effektormodule
verstanden werden. Der Begriff der Effektormodule bezieht sich dabei auf das
Zusammenspiel angeborener und adaptiver Reaktionen, die gemeinsam den verschiedenen
Arten von Pathogenen angepasst werden konnen (81, 105). Je nach Art eines Erregers
werden unterschiedliche Immunantworten des angeborenen Immunsystems aktiviert, an
deren Ende schlieBlich auch die Aktivierung unterschiedlicher T-Zell-Subpopulationen
steht. Diese adaptiven und antigenspezifischen T-Zellen erhdhen schlieBlich die Effizienz
angeborener Immunzellen. So vermitteln z. B. ihre Cytokine die weitere Rekrutierung und

Aktivierung von Phagozyten (81, 105). Diese Mechanismen spielen jedoch nicht nur bei der
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Bekdmpfung von Pathogenen eine Rolle, sondern finden auf &hnliche Weise auch in
autoinflammatorischen Prozessen statt.

Interleukin-17A ist zum Beispiel bekannt die Expression von Chemokinen wie CXCLI,
CXCL2 und CXCLS zu vermitteln (106, 107), welche eine Rolle bei der Invasion von
neutrophilen Granulozyten {iber deren Chemokinrezeptor CXCR2 spielen. Disteldorf et al.
untersuchten  diesen = Zusammenhang im  Mausmodell der experimentellen
Glomerulonephritis. Hier zeigte sich, dass IL-17A die Expression von CXCLS5 auf
Tubuluszellen induziert und Tu17-Zellen auf diese Weise, sobald sie sich im Nierengewebe
angesammelt haben, die Rekrutierung von gewebeschiddigenden neutrophilen Granulozyten
vermitteln. TNF-a wirkt dabei synergistisch und verstarkt diese Wirkung noch weiter. Das
Chemokin CXCLI vermittelte dagegen die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten in
der fritheren und T-Zell unabhéngigen Phase der NTS und erwies sich in den Experimenten
von Disteldorf et al. als IL-17A unabhingig (108). Wie oben bereits beschrieben, stehen
auch y3-T-Zellen im Verdacht, die friihe Rekrutierung von Neutrophilen iiber IL-17 zu
vermitteln. Glaubt man jedoch den beschriebenen Experimenten zu CXCL1 und IL-17,
miissen andere Molekiile als IL-17 fiir die Rekrutierung von Neutrophilen durch y5-T-Zellen
verantwortlich sein.

Bei der Rekrutierung von Makrophagen spielen andere Chemokine eine Rolle als bei der
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten durch Tul7-Zellen. Wie oben bereits
beschrieben exprimieren Monozyten die das Nierengewebe erreichen die Rezeptoren CCR2
und CX3CR1, wobei letzterer in der NTS eher eine Rolle fiir die Invasion dendritischer
Zellen und weniger bei der Makrophagenrekrutierung spielt (88, 89). Insofern scheint hier
besonders CCR2 und sein Ligand CCL2, auch als MCP-1 bezeichnet, von Bedeutung zu sein
und als Werkzeug fiir die Rekrutierung von Makrophagen durch T-Zellen in Frage zu
kommen. Die Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen ist ein wesentlicher
Bestandteil der durch Tul-Zellen vermittelten Immunantworten auf ,korperfremde*
Antigene. Entsprechend erwies sich die Rekrutierung von Makrophagen auch in der
experimentellen Anti-GBM-GN als Tul abhéngig (95, 109). Nichtsdestotrotz gibt es von
den genauen Mechanismen der Makrophagenrekrutierung unterschiedliche Vorstellungen.
Als Tesch et al. bereits Ende der 90er Jahre die Rolle von CCL2 im NTS Modell
untersuchten, zeigte sich damals vor allem auf kortikalen Tubuluszellen eine hohe
Expression dieses Proteins. Die Bedeutung fiir die Invasion von Makrophagen in die
Glomeruli und damit fiir den glomeruldren Schaden war damals eher untergeordnet (110).

Paust et al. wiederum vermuteten in ihren etwas jiingeren Studien in der NTS sowohl CCL2
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als auch CCLS5 fiir wesentliche Vermittler einer Tul-induzierten Makrophagen-Invasion
(111). Andere Experimente, allerdings in Form eines LPS-Modells an Ratten, zeigten unter
inflammatorischen Bedingungen auch in den Glomeruli eine hohe Expression von CCL2 mit
resultierender Invasion von Makrophagen. Die Autorinnen und Autoren vermuteten dort,
dass es sich bei der erhohten CCLS Expression um eine direkte Folge der
Makrophagenrekrutierung handelte, nicht aber, wie von Paust et al. beschrieben, um deren
Ursache (112). Diese widerspriichlichen Daten sind mdéglicherweise auf unterschiedliche
experimentelle Modelle in unterschiedlichen Spezies zuriickzufiihren. Dennoch liegt die
Vermutung nahe, dass CCL2 eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von Makrophagen in
der NTS spielen konnte, womoglich aber auch andere Chemokine Einfluss haben.

Die andere Frage ist, wie T-Zellen nun Einfluss auf diese Mechanismen nehmen kdnnen.
Favorisiert wird von vielen Autorinnen und Autoren das Tul-Effektormolekiil IFN-y,
welches eine entscheidende Rolle bei der Rekrutierung von Makrophagen im NTS Modell
zu haben scheint (75, 113). IFN-y ist grundsitzlich in der Lage die Expression von MCP-
Molekiilen (engl. Monocyte chemoattractant protein) wie CCL2 im Gewebe zu erhéhen und
gleichzeitig die Produktion von Granulozyten rekrutierenden Chemokinen zu hemmen
(114). Dennoch brachten Versuche mit IFN-y negativen MRL/Ipr Méusen, die eine der
Lupus-Nephritis dhnelnden Erkrankung entwickeln, Zweifel an dieser Vorstellung in der
Mausniere. Es bestétigte sich zwar der Einfluss von IFN-y auf die Makrophagenrekrutierung,
die Mechanismen aber die man dahinter vermutete, waren von CCL2 unabhingig. Die
Autorinnen und Autoren vermuteten eher einen Einfluss von IFN-y auf die Expression von
Adhisionsmolekiilen wie ICAM-1 (engl. intercellular adhesion molecule 1) und VCAM-1
(engl. vascular cell adhesion molecule 1) und damit CCL2 und IFN-y als zwei voneinander
unabhéngige Faktoren (115). Auch wenn die Details noch nicht im vollen Umfang
aufgedeckt sind, ldsst sich zusammenfassend feststellen, dass ein durch Tul-Zellen
verstirktes proinflammatorisches Milieu zur Rekrutierung von weiteren Makrophagen fiihrt.
In-vitro Experimente an Ratten zeigten, dass auch intrinsische renale Zellen wie z. B
Mesangiumzellen an diesen Mechanismen beteiligt sein konnten. Diese produzierten

stimuliert mit IL-1 ndmlich ebenfalls CCL2 (116).

1.3.4.2.4 CD8" Zellen

Eine andere Gruppe von T-Zellen sind die sogenannten zytotoxischen CD8" Lymphozyten.
Diese Zellpopulation ist in der Lage pathologische korpereigene Zellen, zum Beispiel wenn

solche durch einen Virus befallen sind, durch die Aktivierung apoptotischer Signalwege
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abzutdten. Auf diese Weise konnen Erreger, die durch herkdmmliche Effektoren nicht
erreicht werden konnen, ebenfalls in ihrer pathologischen Aktivitit eingedimmt werden. Fiir
diese zytotoxische Aktivitit muss eine aktivierte CD8" Zelle mit dem MHC-Klasse-I
Molekiil einer infizierten Zelle interagieren. Uber diese Strukturen prisentieren
korpereigene Zellen Antigene aus ihrem Inneren und ermdglichen es dadurch den
antigenspezifischen CD8" Zellen eine infizierte Zelle zu identifizieren. In Folge dessen
kommt es schlieBlich zur Induktion der Apoptose (85).

Die Durchfiihrung der NTS in TAP-1-defizienten Méusen, die sich durch eine massiv
eingeschrinkte Antigenprasentation iiber MHC-I auszeichnen, konnte zeigen, dass diese Art
der T-Zell vermittelten Zytotoxizitét keine besondere Rolle in diesem Mausmodell zu haben
scheint (117). Nicht auszuschlieBen ist dagegen ein Einfluss auf den Krankheitsverlauf durch
proinflammatorische Helferfunktionen. Zytotoxische T-Zellen sind grundsitzlich in der
Lage tiiber IFN-y die Invasion von Makrophagen zu verstirken (85) und eine &hnliche

Funktion wurde fiir die NTS in Ratten vermutet (109).

1.3.4.2.5 Regulation der immunologischen Abliufe
Dem Immunsystem stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfligung, um

Entziindungsreaktionen entgegenzuwirken und regulatorisch auf die potentiell tddlichen
Mechanismen FEinfluss zu nehmen. Dabei ist die Balance zwischen Inflammation und
Regulation in Autoimmunerkrankungen hiufig verschoben (85, 118). Wesentlich sind eine
Gruppe von CD4" Zellen, deren Aufgaben sich von denen proinflammatorischer
Lymphozyten unterscheiden. Diese werden als regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen)
bezeichnet. Grundsitzlich konnen naive T-Zellen unter entsprechendem Cytokin-Milieu zu
solchen regulatorischen Zellen differenzieren und werden dann als induzierte Treg-Zellen
(iTreg) bezeichnet. Andererseits entstehen sogenannte natiirliche regulatorische T-Zellen
(nTreg) im Thymus aus autoreaktiven T-Zellen (85). Regulatorische T-Zellen haben die
zentrale Bedeutung des Transkriptionsfaktors Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3)
gemeinsam. Thre regulatorische Aktivitit ergibt sich einerseits aus der hohen Expression von
CTLA-4 und CD25, andererseits aus der Ausschiittung regulatorischer Cytokine (85, 119).
CTLA-4 (engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4) konkurriert wahrscheinlich
um die CD28 Liganden B7.1 und B7.2 und nimmt anderen T-Zellen dadurch wichtige
costimulierende Signale (sieh auch Kapitel 1.4). Auf dhnliche Weise konkurriert der relativ
stark affine Rezeptor CD25 um IL-2 mit der Umgebung. Die wichtigsten Cytokine
regulatorische T-Zellen sind TGF-$ und IL-10. Diese hemmen z. B. die Proliferation und
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Differenzierung von T-Zellen und reduzieren die Expression von MHC-Molekiilen und
costimulierenden Signalen auf APCs (85).

Um die Rolle regulatorischer T-Zellen in der NTS zu verstehen, fiihrten Wolf et al. ein
Transferexperiment durch. Dazu wurden immunisierten Méusen einen Tag vor Injektion des
NTS-Serums CD4"CD25" T-Zellen transferiert und mit Miusen, denen CD4"CD25 T-
Zellen transferiert wurden, verglichen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich ein
signifikant gebessertes Bild der Erkrankung. Interessanterweise lie3en sich die transferierten
regulatorischen T-Zellen nicht in den Nieren selber vermehrt nachweisen, sondern
sammelten sich in den sekundér lymphatischen Geweben an. Dennoch kam es zu einer
wesentlichen Reduktion der Invasion immunologischer Zellen in das Nierenparenchym und
einem verringerten inflammatorischen Bild (120). Dass diese Mechanismen tatséchlich eine
Rolle in der NTS spielen, zeigte sich in Experimenten mit CCR7-negativen Méusen. CCR7
spielt eine zentrale Rolle fiir die Migration einiger Immunzellen in die sekundér
lymphatischen Gewebe. Zu diesen gehoren auch die regulatorischen T-Zellen. Wird CCR7
von nephritischen Méusen nicht exprimiert, verschlechtert sich das Erkrankungsbild. Die
Experimente von Eller et al. konnten zeigen, dass die Effekte in solchen Knockout (KO)
Maiusen durch den Transfer CCR7 exprimierender regulatorischer T-Zellen aufgehoben
werden (121). Die beschriebenen Studien beweisen einerseits, dass regulatorische T-Zellen
dem Bild der NTS in nephritischen Méusen entgegenwirken und andererseits, dass sie ihre
immunsupprimierenden Effekte von den sekundér lymphatischen Geweben aus vermitteln.
CCR7 muss also in diesem GN-Modell besonders fiir die Migration regulatorischer T-Zellen
in die lymphatischen Gewebe bedeutend sein.

Auch Mastzellen scheinen protektive Effekte in der NTS zu haben. Mastzell-defiziente
Maiuse entwickelten einen schwereren Phianotyp als Kontrollgruppen, welche mit Mastzellen
rekonstituiert wurden (122). Auch wenn Mastzellen in erster Linie fiir ihre Beteiligung an
IgE-vermittelten allergischen Reaktionen bekannt sind, scheinen sie in vielen
Immunantworten modulierende Einfliisse auf angeborene und adaptive Mechanismen zu
haben (123). Die protektiven Effekte regulatorischer T-Zellen sowie die der Mastzellen
scheinen, zumindest in der experimentellen GN, zusammenzuhidngen. Anscheinend
vermitteln regulatorische T-Zellen die Rekrutierung von Mastzellen in sekundér
lymphatische Gewebe, wo diese ihre protektiven Funktionen ausfiihren. Darauf hinweisend
ist, dass regulatorische T-Zellen in Abwesenheit von Mastzellen ihre beglinstigenden

Eigenschaften fiir das Bild der NTS verlieren (124).
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1.3.4.2.6 B-Lymphozyten
B-Lymphozyten sind in ihrer Form als Plasmazellen die wichtigen Antikérperproduzenten

humoraler Immunantworten. Vermittelt durch ihren spezifischen B-Zell-Rezeptor (BCR)
kommt es zur Aufnahme von Antigenen. Anschliefend werden diese prozessiert auf MHC-
Klasse-II Molekiilen auf ihrer Oberfliche prasentiert und von den TCRs bereits
differenzierter T-Helferzellen erkannt (sogenannte follikuldre T-Helferzellen). Diese
Interaktion ist notwendig, um B-Zellen zu aktivieren und damit die Antikoérper-Produktion
in Gang zu setzen. Der Kontakt von T- und B-Lymphozyten findet dabei im Grenzgebiet
zwischen T-Zell-Zone und den B-Zell-Follikeln der lymphatischen Gewebe statt (125).
Ahnlich der Kommunikation zwischen dendritischen Zellen und naiven T-Zellen, spielen
auch zwischen follikuldren T-Zellen und B-Zellen costimulierende Molekiile und Cytokine
eine wesentliche Rolle. Aktivierte follikuldre T-Helferzellen exprimieren auf ihrer
Oberfliche zum Beispiel den CD40 Liganden, der tiber CD40-Rezeptoren auf B-Zellen
wichtige Uberlebenssignale vermittelt. Auf Zhnliche Weise verstirkt auch der CD30 Ligand
(CD30L) die Aktivierung von B-Zellen. Als Beispiel fiir die an dieser Stelle relevanten
Cytokine sei das von follikuldren T-Zellen sezernierte IL-21 genannt, das ebenfalls positiven
Einfluss auf die Proliferation von B-Zellen zu haben scheint (125).

Diese Vorginge stellen die Grundlage fiir eine Vielzahl weiterer Schritte dar, an deren Ende
aktivierte reife Plasmazellen die lymphatischen Gewebe verlassen um antigenspezifische
Antikorper zu produzieren (125). B-Zellen und Autoantikorper haben eine zentrale Rolle in
einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen. Der Klassiker bezogen auf die Niere ist wohl
die Anti-GBM-Glomerulonephritis, bei der gegen Bestandteile der glomeruldren
Basalmembran gerichtete Antikdrper zu einer schweren Nierenschddigung fiihren (32).
Bezogen auf die NTS ist die Rolle der B-Zellen jedoch nicht ganz eindeutig. Es ist zu
erwarten, dass im Rahmen der Immunantwort auf die heterologen Antikérper auch humorale
adaptive Komponenten eine Rolle spielen. Gegen die vom Kaninchen stammenden
Antikorper gerichtete autologe Immunglobuline konnten eine wesentliche Rolle bei der
Bildung von Immunkomplexen im Bereich der GBM spielen (74). Allerdings konnten Li et
al. bereits Ende der 90er Jahre zeigen, dass sich auch ohne die Ablagerung autologer
Antikdrper bzw. ohne die Anwesenheit funktionstiichtiger B-Lymphozyten der Schweregrad
und histologische Phinotyp der Erkrankung nicht dnderten (126). Auch umgekehrt zeigte
sich in Ratten, dass die Ablagerung von autologen Antikorpern entlang der GBM ohne die
Anwesenheit von Lymphozyten nicht ausreichte, um einen akuten Nierenschaden

hervorzubringen (109). Ergénzend sei angemerkt, dass auch in anderen Glomerulonephritis-
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Modellen eine gewissen Unabhdngigkeit von humoralen Immunantworten beobachtet

werden konnte (127, 128).

1.3.4.3 Das angeborene Immunsystem
T-Zellen verstiarken, wie bereits besprochen, Effektoren des angeborenen Immunsystems

und tragen auf diese Weise wesentlich zu Gewebeschidden in Autoimmunerkrankungen bei.
Trotz ihrer groen Bedeutung fiir Erkrankungen wie den Glomerulonephritiden, lassen sich
pathologische Mechanismen nicht ausreichend verstehen, wenn man nicht auch die
Funktionsweisen angeborener Immunantworten berilicksichtigt. Wie bereits oben
beschrieben, fithren die unterschiedlich differenzierten T-Zell-Subtypen zu einer
Verianderung von Chemokinexpressionsmustern im Gewebe und damit zur vermehrten

Rekrutierung von Neutrophilen und Makophagen (vgl. Kapitel 1.3.4.2.3).

1.3.4.3.1 Die Initiierung der Entziindungsreaktion
Das angeborene Immunsystem ist dabei aber nicht unbedingt auf antigenspezifische adaptive

Zellen angewiesen. Vielmehr sind es die Neutrophilen, Makrophagen und dendritischen
Zellen, die einerseits als Sensorzellen Entziindungsreaktionen tliberhaupt erst lostreten und
andererseits in die Gewebe eingedrungene Pathogene beseitigen (129). Antigenspezifische
T-Zellen brauchen Zeit um zu differenzieren und in die Gewebe zu gelangen, wohingegen
Makrophagen und dendritische Zellen bereits unter physiologischen Umsténden in der Niere
zu finden sind (130). Die Induktion einer Entziindungsreaktion angeborener
Immunmechanismen erfolgt iiber unterschiedliche Rezeptoren, die nicht nur auf den
Immunzellen, sondern teilweise auch einer Vielzahl intrinsischer renaler Zellen exprimiert
werden. Zu diesen Rezeptoren zdhlt man in erster Linie Fc-Rezeptoren,
Komplementfaktorrezeptoren sowie die PRRs. Wihrend Fc-Rezeptoren die konstante Fc-
Region von Antikorpern bzw. Immunkomplexen binden und Phagozyten zur Phagozytose
anregen (129), scheinen sie auch auf Mesangiumzellen in murinen Anti-GBM-Modellen
eine entziindungsmediierende Rolle zu haben (131). Das Komplementsystem nimmt mit
seinen Bestandteilen ebenfalls Einfluss auf die Phagozytose. Auf Neutrophilen,
Makrophagen und DCs exprimierte Komplement-Rezeptoren verstirken die Aktivitit dieser
phagozytierenden Zellen und erméglichen die Registrierung von komplementgebundenen
Strukturen und Pathogenen (132). Die wesentliche Bedeutung fiir das Komplementsystem
in experimentellen GN Modellen, insbesondere seine Rolle fiir die Aktivitdt und

Rekrutierung von Neutrophilen, konnte bereits in einigen Studien gezeigt werden (133-135).
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Besonders starke Signale, welche zur Produktion proinflammatorischer Cytokine fiihren,
sind das Auftreten sogenannter Damage-associated molecular patterns (DAMPs), welche
durch PRRs erkannt werden konnen. Treten durch Zelluntergang im interstitiellen Gewebe
vermehrt Molekiile wie DNA, RNA, ATP etc. auf, werden diese durch z. B. TLRs gebunden
und Entzlindungsreaktionen ausgeldst (129). PRRs werden dhnlich den Fc-Rezeptoren nicht
ausschlieBlich von Phagozyten und anderen Immunzellen exprimiert, sondern treten in der
Mausniere in grof3er Zahl auch auf intrinsischen Zellen auf (136).

Im Modell der NTS kommt es nach Induktion zur Ablagerung heterologer Antikdrper an der
glomeruldren Basalmembran. Diese artfremden Antikdrper werden vom murinen
Immunsystem als ,,fremd* erkannt, was frither oder spéter, je nachdem ob die Méuse vorher
immunisiert wurden, zur Ablagerung homologer Antikorper und Komplementaktivierung
fihrt (75, 77). Es folgt die Rekrutierung von Immunzellen mit resultierendem
Gewebeschaden. Damit ist die Grundlage fiir die Aktivierung von Fc-, Komplement- und
Pattern-Recognition-Rezeptoren gegeben und die Expression proinflammatorischer
Botenstoffe im Gewebe steigt massiv an. Fu et al. fiihrten genauere Untersuchungen zum
Thema Fc- und Pattern-Recognition-Rezeptoren im NTS Modell durch und konnten so die
wesentlichen Rollen einer Vielzahl von TLRs fiir den Schweregrad der Erkrankung
beweisen (137). Unter Verabreichung zusitzlicher TLR Liganden bei NTS-Induktion, kam
es zu einem synergistischen costimulierenden Effekt, der bereits in den ersten Stunden nach
Induktion zu einer erhdhten Expression von proinflammatorischen Molekiilen wie IL-1, IL-
6, TNF-o und CCL2 fiihrte. Erhohte Expressionsmuster lieBen sich dabei nicht nur fiir
Makrophagen, sondern auch Mesangiumzellen nachweisen. Letztere waren dabei jedoch
besonders auf die Anwesenheit costimulierender Signale wie LPS angewiesen und zeigten
unter isolierter Stimulation mit Antikdrpern und ihren Fc-Regionen kaum Reaktion.
Moglicherweise erklért dies die widerspriichlichen Ergebnisse anderer Studien, aus denen
eine untergeordnete Rolle der Fc-Rezeptoren auf Mesangiumzellen fiir den
Krankheitsverlauf der NTS hervorgingen (138). Fu et al. heben aullerdem hervor, dass
zitkulierende Leukozyten wie neutrophile Granulozyten in dieser frilhen und fiir die
Entziindung weichenstellenden Phase noch nicht im Gewebe anzutreffen waren. Als Folge
der vermehrten Expression von Cytokinen und Chemokinen kommt es zur Rekrutierung und
Invasion zirkulierender Immunzellen, allen voran von neutrophilen Granulozyten (129,
139). Diese stellen eine fiir den Organismus besonders wichtige Zellpopulation dar, die nach
Registrierung von Pathogenen schnell ins entziindliche Gewebe immigrieren kdnnen, um

dort Krankheitserreger effizient zu beseitigen. Dem entsprechend spielen sie in vielen
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Autoimmunerkrankungen eine wichtige Rolle und tragen auch im Glomerulum wesentlich
zur Pathogenese bei (78).

Eine besondere Rolle unter den Phagozyten des angeborenen Immunsystems haben auch die
dendritischen Zellen. Thre Funktionen im Nierengewebe sind vielfdltig (siche oben) und ihre
Rolle in Bezug auf entziindliche Erkrankungen komplex. Wie auch andere Phagozyten
tragen sie wesentlich zu einem inflammatorischen Umfeld sowie zur direkten als auch
indirekten Rekrutierung von Neutrophilen (z. B. im Rahmen bakterieller Infektionen) bei

(77, 103). Ihre Funktionen wurden bereits an friitherer Stelle beschrieben.

1.3.4.3.2 Die ,Waffen* des angeborenen Immunsystems und Gewebeschdiiden
Die komplizierten Mechanismen der Phagozytenrekrutierung zwischen angeborenen

Immunzellen und T-Zellen ist fiir addquate Immunantworten entscheidend. Diese Abliufe
sind aber auch diejenigen, welche in Autoimmunerkrankungen zu massiven Gewebeschiden
fiihren konnen. Die bloe Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen
erklart noch nicht die im Verlauf der NTS entstehenden Schiden an den Glomeruli. Im
Folgenden sollen deswegen genau jene ,,Waffen* der Immunzellen beschrieben werden, die
einerseits die Beseitigung von Erregern bzw. Fremdantigenen im physiologischen Umfeld,
andererseits den Untergang des korpereigenen Gewebes im Rahmen von
Autoimmunerkrankungen herbeifiihren.

Fiir gewohnlich kommt es nach der Phagozytose durch Neutrophile oder Makrophagen zur
intrazelluldren Beseitigung des Erregers. Dies geschieht unter Zuhilfenahme von
antimikrobiellen Peptiden und anderen Enzymen wie z. B. sauren Hydrolasen, toxischen
Sauerstoffmetaboliten und Stickstoffmonoxid. Kontakt zwischen toxischen Molekiilen und
Erreger findet dabei innerhalb der Phagolysosomen statt (129). Allerdings kann es unter
bestimmten Bedingungen, z. B. bei starker Stimulation oder bei fiir die Phagozytose zu
groBBen Erregern (140), auch zur Ausschiittung dieser Molekiile nach extrazelluldr kommen
und dadurch der Untergang von korpereigenen Zellen verursacht werden. Kommen
Phagozyten mit Immunkomplexen oder Komplementfaktoren wie CS5a in Kontakt,
verstirken sie ihre toxische Aktivitdt und die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS). Liegen also zum Beispiel komplementgebundene Pathogene vor und werden diese
phagozytiert, resultiert eine stirkere toxische Aktivitit der Phagozyten als beim

Nachkommen ihrer Scavenger-Funktionen (129).
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1.3.4.3.2.1 Neutrophile Granulozyten
Neutrophile Granulozyten gelten dabei als die Immunzellen mit der stirksten

gewebetoxischen Aktivitdt (141). Korpereigene Gewebe sind grundsétzlich durch Anti-
Proteinasen und Antioxidantien vor der Sekretion der in Granula gespeicherten Molekiile
geschiitzt. Gelangen jedoch so hohe Level an Proteasen, Nukleasen und Hydrolasen sowie
den reaktiven Sauerstoffspezies in die Umgebung, sodass diese Schutzmechanismen nicht
mehr ausreichen, kommt es zum Untergang von korpereigenen Zellen (141, 142). Weiss und
Stephen stellten bereits Ende der 80er Jahre die Theorie auf, dass vor allem die Kombination
aus Sauerstoffmetaboliten und toxischen Enzymen einen potenten gewebeschédigenden
Mechanismus darstellen (143). Dabei fithren die durch NADPH erzeugten ROS zu einem
Umfeld, in dem Anti-Proteinasen gehemmt werden und toxische, durch neutrophile
Granulozyten sezernierte Enzyme ihre Aktivitdt steigern. Auf diese Weise werden
umliegende Strukturen angegriffen und sind den bakteriziden Enzymen schutzlos
ausgeliefert. Inwiefern sich dieses Erkldrungsmodell auch auf in-vivo Mausmodelle und die
Glomerulonephritis iibertragen lassen, ldsst sich nicht abschlieBend beantworten. ROS,
Stickoxide und die vielfdltigen Enzyme der neutrophilen Granulozyten tragen aber auf alle
Fille wesentlich zur Schadigung der GBM und des Endothels bei (78, 140).

Ein weiterer diskutierter Mechanismus glomeruldren Schadens ist der Einfluss von
Wasserstoffperoxid auf das durch Neutrophile sezernierte Enzym Myeloperoxidase. Dieses
Enzym katalysiert eine Reaktion mit Halogenen und fithrt zur Entstehung von
hypohalogenigen Sduren sowie weiteren Halogenverbindungen (144). Solche sind hoch
bakterizid, im Setting einer glomeruldren Autoimmunerkrankung jedoch auch fatal fiir die
GBM und Zellmembranen von Endothel und Epithelzellen (78, 145). Die Induktion einer
NTS in MPO-negativen Méusen bewies den Einfluss auf den glomeruldren Schaden in den
frithen Phasen des Krankheitsmodells. Die Funktionen der MPO scheinen dabei jedoch
wesentlich weitreichender und komplexer zu sein und sind insbesondere fiir den spéteren
Krankheitsverlauf und in Bezug auf ihren supprimierenden Effekt auf T-Zellen noch nicht
vollstindig verstanden (146).

So ldsst sich nachvollziehen inwiefern Tyl7-Zellen den Krankheitsverlauf der NTS
beeinflussen. Nachdem nicht-adaptive Mechanismen bereits sehr friih zu einer ersten Welle
der Neutrophilenrekrutierung fithren, kommt es nach Invasion von Tyl7-Zellen zu einer
quantitativ hochrelevanten zweiten Welle an einwandernden Neutrophilen (108).
Angemerkt sei, dass diese zwei unterschiedlichen Wellen der Neutrophilen-Invasion

anscheinend rdumliche Differenzen aufweisen, denn wihrend die ersten Neutrophilen direkt
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in die Glomeruli einwandern, sammeln sich die der zweiten Welle eher im Interstitium (75,

108).

1.3.4.3.2.2 Makrophagen
Genauso wie Neutrophile sind auch Makrophagen fiir die volle Ausprigung des

Krankheitsbildes der NTS absolut notwendig (147, 148). Thre Bedeutung in dieser
experimentellen Form deckt sich mit ihrer Rolle in humanen Glomerulonephritiden. So
korrelierte die Anzahl der Makrophagen in einer Biopsiestudie zur Lupus-Nephritis
signifikant mit dem Outcome der Erkrankung (149). Auch in diesen Phagozyten tragen
proteolytische Enzyme, ROS und NO zur Toxizitit gegeniiber eingedrungenen Erregern bei
und fiihren bei Sekretion in die Umgebung zu Gewebeschiden (78, 150). Duffield et al.
konnten jedoch auch andere Mechanismen fiir die NTS identifizieren, an denen
Makrophagen beteiligt sind. Die Depletion dieser Phagozyten ab Tag 15 nach NTS-
Induktion verringert nicht nur die glomerulire Halbmondbildung und den tubuléren
Schaden, sondern auch die interstitielle Fibrosierung der Mausnieren (148). Die Autorinnen
und Autoren konnten dabei zeigen, dass die Anwesenheit aktivierter entziindlicher
Makrophagen mit der Zahl an Myelofibroblasten sowohl periglomerulir (->
Halbmondbildung) als auch interstitiell (-> interstitielle Fibrose) korrelierte und
moglicherweise auch direkten Einfluss auf deren Matrixsynthese nehmen. Dass
Makrophagen Einfluss auf die Fibrosierung von Glomerlui und Interstitium nehmen kénnen
ist bereits einige Jahre bekannt (78), doch die genauen Vorgénge werden bis heute scharf
diskutiert (151). Auch in Ratten fiihrt die Inhibition von Makrophagen in der spéteren
fibrotischen Phase (zwischen Tag 14 und 35) zur signifikanten Reduktion der glomeruldren
und interstitiellen Fibrose. In diesen Untersuchungen zeigte sich aulerdem, dass wéhrend in
der akuten NTS der M1 Phinotyp der Makrophagen dominierte, wéhrend der chronischen
fibrotischen Phase ein Switch zum alternativ aktivierten M2 Phénotyp zu beobachten war
(152). Tragt man Beobachtungen aus dieser aber auch weiteren tierexperimentellen oder
human Studien zusammen, konnten neben TGF-B1 auch die Produktion von zum Beispiel
CTGEF (engl. Connective tissue growth factor), PDGF (engl. Platelet-derived growth factor)
und FGF (engl. fibroblast growth factor) durch diese speziellen Makrophagen und deren
Einfluss auf Myelofibroblasten eine Rolle bei der Fibrosierung spielen (151-154). Bezogen
auf die NTS in Miusen bleiben diese Mechanismen jedoch vorerst spekulativ.

Die wihrend der akuten Phase der Erkrankung {iberwiegenden M1 Makrophagen werden im
Rahmen von Typ 1 Immunantworten durch Tyl Zellen auf ,klassische Weise* aktiviert

(105). Diese antigenspezifische Regulation durch das adaptive Immunsystem ermdéglicht
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dabei genau dort die Toxizitdt zu erhdhen, wo sie auch wirklich benétigt wird und schiitzt
dadurch vor unnétigen Kollateralschdden. Makrophagen présentieren iiber MHC-II-
Molekiile ihre intrazelluldren phagozytierten Antigene und kommen dadurch mit den
entsprechenden spezifischen Tul Zellen in Kontakt. Das durch diese wiederrum sezernierte
IFN-y in Kombination mit dem membrangebundenen CD40 Liganden aktiviert die
Makrophagen. M1-Makrophagen erhohen daraufhin die TNF-o und IL-12 Sekretion. Thre
toxische Aktivitdt steigt, Molekiile wie NO und O> werden vermehrt produziert, die
Makrophagen selber sensibler fiir die weitere Aktivierung (105). Auf Grund dieser
Zusammenhidnge sprechen manche Autorinnen und Autoren auch von den Makrophagen als
»FuBsoldaten™ der T-Zellen, die auf deren Signale hin als hochtoxische Exekutive agieren
(155).

Das Verstindnis der M2-Makrophagen ist dagegen stark im Wandel. Der ,,alternative*
Aktivierungsweg durch Tu2-Zellen iiber IL-4 und IL-13, der vor einigen Jahren noch als
definierend fiir diese spezielle Subpopulation galt, ist heute nicht mehr ausreichend, um der
Komplexitdt der Makrophagenpolarisierung gerecht zu werden. Zahlreiche mogliche
Signalwege sind heute identifiziert und auch die Reduktion der M2-Makrophagen auf
Reparaturfunktionen im Nierengewebe entspricht, wie die oben beschriebenen Experimente
zeigen, nicht der Realitdt (105, 156). Was also im Detail zum Shift von einer M1- zu einer
M2-Dominanz in der spéteren Phase der chronischen NTS fiihrt, ist noch nicht ausreichend

verstanden.

1.4 Costimulation
Das adaptive Immunsystem zeichnet sich durch eine beispiellose Prézision aus. Unmengen

an antigenspezifischen Rezeptoren ermoglichen es den Lymphozyten exakt dort zu wirken
wo sie auch bendtigt werden und mit viel hoherer Effektivitit zuzuschlagen als es dem
angeborenen Immunsystem alleine moglich wire.

Ein Lymphozyt ist also hochspezifisch fiir ein bestimmtes, im Idealfall pathologisches,
Antigen bzw. molekulares Strukturmerkmal eines Erregers. T-Zellen erkennen ihre
spezifischen Antigene iiber den sogenannten T-Zell-Rezeptor (TCR), B-Lymphozyten
entsprechend iiber den B-Zell-Rezeptor. Die Signale, die durch diese Rezeptoren vermittelt
werden, reichen alleine jedoch nicht aus, um einen Lymphozyten zu aktivieren. Es bedarf
weiterer Kommunikation zwischen Lymphozyten und anderen Immunzellen, um adaptive
Immunantworten loszutreten. Die Rezeptoren und Liganden, die solche zusétzlichen Signale

vermitteln, werden unter dem Begriff der Costimulation zusammengefasst. Die Komplexitit
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und Vielfiltigkeit dieser groBen Gruppe von Rezeptoren und Liganden stellt im Verstandnis
immunologischer Prozesse eine gro3e Herausforderung dar. Gleichzeitig jedoch sehen im
Verstiandnis dieser komplexen Kommunikations-Achsen viele ein grofles Potential fiir die
Therapie von z. B. Autoimmunitit oder Malignomen. Die hier in einem murinen Modell der
Glomerulonephritis untersuchten Rezeptoren CD30 und Ox40 gehdren ebenfalls zu dieser
heterogenen Gruppe. Im Folgenden soll der Schwerpunkt auf der Bedeutung
costimulierender Signale fiir T-Zell-Antworten, insbesondere auf denen der CD4" Zellen,

liegen.

1.4.1 Der T-Zell-Rezeptor-Komplex und seine Signalwege
Der T-Zell-Rezeptor (und auf &hnliche Weise auch B-Zell-Rezeptor) bendtigt fiir die

Erkennung seines spezifischen Antigens und die anschlieBende Umwandlung dieser
Information in intrazelluldre Signale mehr als seine hochvariablen Proteinketten, die zur
Erkennung von spezifischen Antigenen befahigt sind (157).

Zusétzlich notwendige Strukturen sind einerseits wichtig, um die Interaktion mit Antigen-
MHC-Komplexen zu stabilisieren, andererseits um Signalkaskaden auf molekularer Ebene
loszutreten. Solche Proteine sind zum Beispiel der CD3-Komplex sowie die Corezeptoren
CD4 und CDS8. Spricht man vom TCR, meint man jedoch meist die gesamte funktionelle
Einheit (157). Diese ist folgendermallen aufgebaut:

Die extrazelluldre und antigenspezifische Struktur des TCR besteht aus zwei Anteilen, die
man gemeinsam als TCR-aB-Heterodimer bezeichnet. Hinzu kommen invariante Proteine,
die in erster Linie der Signaltransduktion dienen. Diejenigen von ihnen, die ebenfalls einen
grofleren extrazelluldren Anteil haben, werden als CD3-Komplex zusammengefasst. Hinzu
kommt noch ein zum groften Teil intrazellulires Homodimer aus Signalproteinketten,
bezeichnet als C-Dimer (158). CD3-Komplex und {-Dimer besitzen sogenannte ITAMS
(engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motivs), die durch Phosphorylierung ihrer

Tyrosin-Anteile den Beginn der Signaltransduktion ermdglichen (159).
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Abbildung 3: T-Zell-Rezeptor-Komplex.

Dargestellt ist das of3-Heterodimer und (-Dimer. Die extrazelluldren Proteine y, 0 und zweimal & bilden
gemeinsam den CD3-Komplex. Ebenfalls dargestellt ist der fiir T-Zellen namengebende Corezeptor CD4 bzw.
CDS8. a- und f3-Dimer des TCR besitzen jeweils eine variable (V) und eine konstante (C) Region. Die variablen
Regionen erméglichen gemeinsam das Erkennen spezifischer Antigene.

Quelle: Abbildung iibernommen aus Actor JK Introductory Immunology. Chapter 4 - T Lymphocytes:
Ringleaders of Adaptive Immune Function (160) mit Erlaubnis von Elsevier.

Die Bindung zwischen MHC-Antigen-Komplexen und dem TCR-Komplex bedarf jedoch
noch weiterer Unterstiitzung. Man vermutet, dass die Bindung zwischen Antigen und dem
hochvariablen TCR-Heterodimer eine zusétzliche Stabilisierung durch MHC-Molekiile und
Corezeptoren benétigt (157). T-Helferzellen sind dabei fiir den CD4-Corezeptor positiv,
welcher mit dem MHC-II-Komplex der APCs interagiert. Im Gegensatz dazu sind CD8"
zytotoxische Lymphozyten von MHC-I-Komplexen abhingig. Auflerdem sind diese
Corezeptoren durch intrazelluldr-assoziierte Kinasen fiir die Phosphorylierung der ITAMs
mitverantwortlich (161). Die genauen Abldufe dieser Mechanismen sind noch Gegenstand
aktueller Forschung.

Als Folge auf die phosphorylierten ITAM-Sequenzen kommt es zur Rekrutierung weiterer
Tyrosin-Kinasen (in T-Zellen ZAP-70, in B-Zellen auf dhnliche Weise Syk) und damit zu
einer Kettenreaktion an Aktivierungen unterschiedlicher Proteine, Second Messenger und
Transkriptionsfaktoren wie AP-1, NFAT und NF«B (engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells). Dafiir besonders bedeutend ist die durch ZAP-70 vermittelte
Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-K), die zur Produktion des Second
Messengers Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) fiihrt (157). Die fiir die

costimulierenden Rezeptoren Ox40 und CD30 relevanten Signalwege, die teilweise mit
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denen der T-Zell-Rezeptoren synergistisch geteilt werden, sollen weiter unten im Detail

besprochen werden (vgl. Kapitel 1.4.4.2).

1.4.2 Costimulation und die CD28-Familie

Signale der TCR-Komplexe reichen nicht aus, um naive T-Zellen zu aktivieren und in
Effektorzellen zu differenzieren. Weitere Rezeptoren werden bendtigt, um die Signale, die
durch Bindung des passenden MHC-II-Antigen-Komplexes losgetreten werden, zu
verstirken (162). Diese zusétzlich notwendigen Rezeptoren und ihre Liganden werden unter
dem Begriff der Costimulation zusammengefasst. Costimulation kann dabei als Hiirde
gesehen werden, welche zum Beispiel sicherstellt, dass nur aktivierte APCs auch
entsprechende T-Zellen aktivieren kdnnen. Der Prototyp dieser Rezeptoren ist CD28 mit
seinen vor allem auf APCs exprimierten Liganden B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86). Die durch
CD28 verstarkten Signale beeinflussen die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren, die
Expression von Cytokinen sowie Chemokinen und kontrollieren den Zellzyklus.
Zusammengefasst bedeutet dies Einfluss auf Proliferation, Uberleben, Tod und
Differenzierung der Zellen (157).

Genauso wie bei den TCR-Signalen spielt auch bei den CD28-Signalen die Aktivierung der
PI3-Kinase eine zentrale Rolle. Das dadurch vermehrt produzierte PIP3 fiihrt iiber den Akt-
Signalweg schlielich zur erhohten Stoffwechselaktivitit der Lymphozyten, zur Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren AP-1, NFAT und NFxB {iber den Phosphoinositid-
Phospholipase C (PLC)-y-Signalweg und zur Umstrukturierung des Zytoskeletts iiber den
Vav-Signalweg (157, 163). Alle diese Signalwege werden mit dem TCR-Rezeptor geteilt,
wobei fiir die Aktivierung dieser die Bildung von Microclustern aus TCR und CD28
entscheidend ist (164, 165). Signalwege werden genauer im Kapitel 1.4.4.2 besprochen.
Nicht alle mit CD28 verwandten Rezeptoren wirken stimulierend auf T-Zellen. CTLA-4
zahlt zu solchen co-inhibitorischen Molekiilen und teilt sich mit CD28 die Liganden B7.1
und B7.2. Ob fiir die inhibitorischen Eigenschaften von CTLA-4 durch dieses induzierte
Signalwege verantwortlich sind oder ob die Konkurrenz durch CTLA-4 um B7.1 und B7.2
die ausschlaggebende Komponente darstellt, ist nicht abschlieBend geklart (85, 166).
Weitere inhibierende Vertreter der CD28-Superfamilie sind PD-1 (engl. Programmed cell
death protein 1) und BTLA (engl. B- and T-lymphocyte attenuator).
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1.4.3 Die TNF-Rezeptor-Superfamilie
Neben der CD28-Proteinfamilie wird auch noch die Superfamilie der TNF-Rezeptoren

(TNFRSF) zur Costimulation gezahlt. Diese Gruppe besteht aus mindestens 29 bekannten
Vertretern von enger struktureller Verwandtschaft (167). Nicht alle Liganden dieser
Rezeptor-Familie sind auch spezifisch flir einen einzelnen Rezeptor. Manche von ihnen
binden auch zwei oder mehr verschiedene TNF-Rezeptoren, was sich durch die enge
strukturelle Verwandtschaft erkldren ldsst. Andererseits scheint es auch zu Interaktionen mit
anderen Rezeptorfamilien wie die der Immunglobulin-Superfamilie zu kommen (162, 168).
Grundsitzlich gibt es viele Ahnlichkeiten in der Funktion dieser beiden Rezeptorfamilien.
Die Signalwege der TNFR-Familie sind dabei teilweise jedoch andere als die der Antigen-
Rezeptoren und der CD28-Familie.

Das am lidngsten bekannte Mitglied der TNFRSF ist CD40 mit seinem Liganden CD154.
Dieser Rezeptor besitzt in B-Lymphozyten &hnliche Funktionen wie CD28 auf T-Zellen
(157, 164). Rezeptoren der TNFRSF sind elementar fiir die Funktionen verschiedener T-
Zell-Subpopulationen. In naiven T-Helferzellen spielen sie zwar nicht so bedeutende Rollen
fiir die Aktivierung bei Antigenkontakt wie CD28, dafiir sind sie aber absolut wesentlich
was die nachfolgenden Abldufe angeht. So werden Proliferationsvermdgen, Zelliiberleben
und Effektorfunktionen durch die TNFRSF beeinflusst, wobei sowohl T-Helferzellen,
Gedichtnis-T-Zellen als auch regulatorische und zytotoxische T-Zellen auf diese Weise
direkt reguliert werden konnen (169). Viele dieser fiir T-Zellen wichtigen Rezeptoren
befinden sich an einem gemeinsamen Genlokus. Chromosom 1p36 enthélt die genetischen
Informationen sowohl fiir die hier untersuchten Rezeptoren CD30 und Ox40 als auch fiir 4-
1BB, HVEM, TNFR2, GITR und DR3 (162, 168, 170).

Die extreme Vielfalt an Rezeptoren dieser Familie und ihre Expression auf einer Vielzahl
unterschiedlicher immunologischer und nicht-immunologischer Zellen erschweren das
Verstindnis der Funktionen einzelner dieser Rezeptoren und ihrer Liganden. Stellvertretend
werden weiter unten die Vertreter CD30 und Ox40 im Detail besprochen. Diese Vielfalt
liefert gleichzeitig eine groBe Anzahl potentieller therapeutischer Angriffspunkte in einem
zentralen immunologischen Kommunikationssystem. Dadurch wird die TNFRSF zu einem
attraktiven Forschungsfeld. Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber eine kleine Auswahl von

Rezeptoren und ihren Liganden aus dieser Familie.
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Rezeptor Andere Eigenschaft Ligand
Bezeichnung auf
T-Zellen
GITR CD357 stimulierend GITRL
Ox40 CD134 stimulierend Ox40L
HVEM CD270 stimulierend LIGHT, LTa3,
BTLA, CD160
DR3 stimulierend TL1A
4-1BB CD137 stimulierend 4-1BBL
CD30 stimulierend CD30L
TNFR2 CD120b stimulierend TNFa, LTo3
CD27 stimulierend | CD27L (CD70)
TNFR1 CD120a beides TNFo
Fas CD95 inhibierend Fas Ligand
TRAILR1 DR4/CD261 | inhibierend TRAIL
TRAILR2 DR5/CD262 | inhibierend TRAIL

Tabelle 3: Ausgewéihlte Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Superfamilie.

Aufgelistet sind eine Auswahl von auf T-Zellen regelmdfig exprimierten Rezeptoren und ihren Liganden.
Insgesamt sind mindestens 29 Rezeptoren der TNFRSF bekannt.

Zusammengefasst aus Croft et al. The TNF family in T cell differentiation and function--unanswered questions
and future directions sowie Ward-Kavanagh et al. The TNF Receptor Superfamily in Co-stimulating and Co-
inhibitory Responses (162, 170).

Nicht alle Rezeptoren der TNFRSF werden auf T-Zellen exprimiert und umgekehrt scheinen
viele von ihnen auch in verschiedenen Geweben unabhingig von den immunologischen
Funktionen physiologische Aufgaben zu besitzen. Auch die Liganden der TNFRSF werden
nicht nur auf APCs, sondern auch auf einer Vielzahl anderer teilweise nicht-
immunologischer Zellen exprimiert. Naheliegend ist also auch eine Bedeutung fiir die
Kommunikation zwischen Immunzellen und zahlreichen anderen Geweben, die fir die
Regulation immunologischer Prozesse bedeutsam sein konnte (168, 169). Ebenfalls
bemerkenswert ist die Expression von Liganden der TNFRSF auf T-Zellen sowie die
Exkretion ldslicher TNFR Liganden in thre Umgebung. Inwiefern diese Mechanismen der
Kommunikation der Lymphozyten untereinander, andererseits der Aktivierung anderer
Leukozyten durch T-Zellen dienen, ist nicht abschlieBend geklart (170). Die Expression
l6slicher Liganden deutet auBerdem auf einen komplexen systemischen Einfluss
entsprechender Immunantworten hin (162).

Viele der auf T-Zellen moglichen TNFRSF-Rezeptoren werden nicht konstitutiv exprimiert.
Typischerweise folgt eine vermehrte Expression dieser Rezeptoren erst wenn eine T-Zelle
bereits aktiviert wurde. Es gibt jedoch, abhéngig von T-Zell-Subpopulation und beobachteter

Spezies, auch Ausnahmen. Besonders murine regulatorische T-Zellen und Gedachtniszellen
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haben die Tendenz viele dieser Rezeptoren, die sonst erst etwa 24h nach Antigenkontakt
detektiert werden konnen, konstitutiv zu exprimieren. Aus dieser Beobachtung ldsst sich
folgern, dass Rezeptoren der TNFRSF weniger an der Aktivierung von Immunzellen
beteiligt sind, als eher bei der Aufrechterhaltung von Immunantworten eine entscheidende
Rolle spielen (164, 169). Dennoch auch auf naiven T-Zellen haufig konstitutiv exprimierte
Rezeptoren sind CD27, DR3, GITR, HVEM und TNFR2 (170).

TNFRSF-Rezeptoren und ihre Liganden besitzen eine Trimer-Struktur. Kommt es zur
Interaktion zwischen passendem Liganden und Rezeptor, fiihren die Wechselwirkungen zur
Zusammenlagerung und Konformationsinderung (162, 168). Durch TNF-Rezeptoren
ausgeloste Signalkaskaden werden durch die Rekrutierung sogenannter TNR-Rezeptor-
assoziierter-Faktor (TRAF) Adaptorproteine losgetreten. Mit proinflammatorischen TNF-
Rezeptoren assoziierte Adaptorproteine vermitteln wahrscheinlich sowohl die Aktivierung
von Proteinkinasen wie PI-3- und MAP-Kinasen als auch den NFxB-Signalweg (157, 170).
Diese NFxB-Signalwege unterscheiden sich dabei von den durch TCR- bzw. CD28-
vermittelten, als ,,kanonisch* bezeichneten, NFkB-Signalwegen. Letztere spielen besonders
bei der Aktivierung naiver T-Zellen eine Rolle, wihrend der ,,nicht-kanonische* Signalweg
besonders fiir Effektorfunktionen differenzierter T-Zellen von Bedeutung zu sein scheint.
Rezeptoren der TNF-Familie aktivieren nach Bindung ihrer Liganden jedoch haufig sowohl
den kanonischen als auch den nicht-kanonischen NFxkB-Weg (169, 171).

Bis heute sind mindestens sechs eng verwandte TRAF-Adaptorproteine bekannt. Einerseits
vermitteln diese den Zusammenschluss groBer Multiproteinkomplexe, andererseits wirken
die meisten der TRAFs auch als E3-Ubiquitin-Ligasen. Sowohl die Organisation von
Multiproteinkomplexen als auch die Ubiquitinierung von Proteinen der Signalkaskaden
vermitteln die Transduktion und Weiterleitung von oben genannten Signalwegen (PI-3K,
NFkB, etc.). Bedacht werden sollte jedoch auch, dass die TRAF-Adaptorproteine nicht
exklusiv mit Rezeptoren der TNF-Superfamilie assoziiert sind. Auch der TCR, verschiedene
TLRs (168) sowie einige Cytokin-Rezeptoren transduzieren ihre Signale mit Hilfe
bestimmter TRAF-Adaptorproteine (172). Welche Rolle die verschiedenen TRAF-Molekiile
schlieBlich fiir die Heterogenitit der TNFRSF spielen und inwiefern fiir einzelne Rezeptoren
spezifische TRAF-Kombinationen fiir deren Funktion ausschlaggebend sind, ist nicht
abschlieBend geklért. Klar ist aber, dass unterschiedliche TNFRSF-Rezeptoren auch
unterschiedliche TRAF-Kombinationen rekrutieren und diese auch Einfluss auf ihre
Funktionen zu haben scheinen. Bedacht werden miissen jedoch damit verbundene

komplexere Effekte wie die Konkurrenz um TRAFs und Synergismus (170).
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Nicht alle Rezeptoren der TNFRSF haben einen primér aktivierenden Effekt auf
Lymphozyten. Genauso existieren auch in dieser Gruppe inhibitorische ,,Todesrezeptoren®,
die zur Apoptose oder programmierten Nekrose fiihren konnen. TNFRSF-Rezeptoren, die
inhibitorisch auf T-Zellen wirken, sind Fas, TRAILR1, TRAILR2 und TNFR1 (170). Durch
Mitglieder wie Fas vermittelte apoptotische Signale werden ebenfalls durch Adaptorproteine
ausgelost. Nach Bindung eines passenden Liganden kommt es zur Rekrutierung von FADD
(engl. Fas-associated protein with death domain) und dadurch in weiterer Folge zur
Rekrutierung von Caspasen. Ein weiteres Protein, das an der Signaltransduktion
apoptotischer Signale beteiligt ist, ist das mit dem TNFR1 assoziierte TRADD (engl. Tumor
necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein). TNFR1 kann jedoch
iiber TRADD-abhéngige Signale auch proinflammatorischen Einfluss auf Zellen nehmen
und unterscheidet sich in diesem Sinn etwas von seinen verwandten Rezeptoren (167, 170,

172).

1.4.4 Ox40
1.4.4.1 Ox40-Expression

0x40 kann auf einer Vielzahl immunologischer Zellen wie z. B. neutrophilen Granulozyten
exprimiert werden (173, 174). Entscheidend scheint dieser Rezeptor jedoch besonders auf
T-Zellen zu sein. Dabei stellt er auf solchen einen Marker fiir Aktivitit dar. Aufnaiven CD4"
und CD8" Zellen ist Ox40 dagegen nicht zu finden. Erst wenn es zur Aktivierung und in
weiterer Folge zur Differenzierung in Effektorzellen kommt, wird dieser Rezeptor auf ihrer
Oberflidche exprimiert (173). Besonders zahlreich ist er neben aktivierten CD4" Zellen auf
regulatorischen T-Zellen und CD4" Gedéchtniszellen zu finden. Die Expression folgt etwa
48h nach den TCR-Signalen, auf Gedéchtniszellen bereits nach wenigen Stunden (174).
Der zugehorige Ox40 Ligand (Ox40L) wird im klassischen Verstindnis dieser Interaktion
auf APCs exprimiert. Zu diesen gehoren neben dendritischen Zellen auch Makrophagen und
B-Zellen. Auch Ox40L wird erst nach Aktivierung dieser Zellen exprimiert (173). Davon
abgesehen sind auch eine Vielzahl anderer, teilweise nicht-immunologischer Zellen und
Gewebe in der Lage, diesen Liganden zu exprimieren. Dazu gehdren Endothelzellen, glatte
Muskelzellen, Mastzellen, natiirliche Killerzellen sowie T-Zellen selbst (173-175).

Die genetischen Informationen dieses Rezeptor-Liganden-Paares findet man in Genen auf
dem Chromosom 1 (1p36) mit den Bezeichnungen TNFRSF4 und TNFSF4 (174). Der
Ox40L besitzt, wie andere Mitglieder der TNFR-Superfamilie, eine Trimer-Struktur.

Kommt es zur Interaktion mit seinem Rezeptor, bindet ein Ox40L-Molekiil drei Ox40-
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Molekiile (173, 176). Auf den meisten Zellen werden Ox40 und Ox40L wie bereits erwahnt
nicht konstitutiv exprimiert. Die Expression von Ox40 auf herkdmmlichen T-Zellen bendtigt
zunédchst Signale durch den TCR, sobald dieser ein passendes Antigen gebunden hat.
Verstiarkt werden diese Signale von zum Beispiel CD28 und dem IL-2-Rezeptor. Besonders
letzterer nimmt nach Meinung mancher Autorinnen und Autoren eine entscheidende Rolle
ein (177). Einfluss konnen auch andere Molekiile wie IL-1 sowie weitere costimulierende
Signale nehmen (174). Der Ox40L auf APCs wird ebenfalls durch stimulierende Signale wie
die durch CD40 und TLRs verstdrkt exprimiert. Zusammenfassend ldsst sich daher
festhalten, dass die Kommunikation iiber Ox40 und seinen Liganden zwischen T-Zellen und
APCs zunéchst ein entsprechendes inflammatorisches Umfeld bendtigt, um die Expression

dieser Proteine liberhaupt erst zu ermdglichen (173, 174).

1.4.4.2 Signalwege durch die Ox40-Achse
Die Effekte der Ox40-Achse auf unterschiedliche Zellpopulationen sind variabel. Dennoch

sind es hdufig dhnliche Signalkaskaden, welche fiir die Beeinflussung unterschiedlicher
Zellen durch Ox40 verantwortlich sind. Wie bereits weiter oben beschrieben, rekrutieren
Rezeptoren der TNFRSF sogenannte TRAF-Proteine. Im Falle von Ox40 sind diese TRAF2,
TRAF5 und TRAF6. Die bei Aktivierung aus diesen Molekiilen gebildeten
Multiproteinkomplexe starten Signalwege, die zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-«B fiihren (174). Bei der Aktivierung von NF-«kB unterscheidet man grundsétzlich einen
kanonischen von einem nicht-kanonischen Signalweg (171). Wéhrend die Signale des T-
Zell-Rezeptors NF-kB iiber den kanonischen Signalweg aktivieren, konnen durch Ox40
rekrutierte TRAFs auch den nicht-kanonischen Weg nutzen (172, 178). Signale durch Ox40
konnen also einerseits die NF-kB Aktivierung durch TCR-Signale verstarken, andererseits
durch andere Signalwege diesen Transkriptionsfaktor ganz eigenstindig aktivieren. Die
Funktion der NF-kB Transkriptionsfaktoren in T-Zellen ist wiederum vielfdltig. Gelangen
die aktiven Untereinheiten aus dem Zytoplasma in den Zellkern, kommt es zum Beispiel zur
Expression von Cytokinen und damit zur erhohten Aktivitit und verstirkten
Effektorfunktionen.  Andererseits kommt es durch den  FEinfluss dieser
Transkriptionsfaktoren auch zur vermehrten Expression antiapoptotischer Proteine wie
solcher aus der Bcel-2-Familie (171, 173, 178). Wie auch der TCR ist Ox40 in der Lage die
PI-3-Kinase zu rekrutieren, die liber PIP; zur Aktivierung von Akt fiihrt. Hier scheinen also
die Signale durch Antigenerkennung und die Signale durch Ox40/0x40L-Costimulation
zusammenzulaufen und einander zu verstirken (173, 179). Bei Akt handelt es sich um eine

Serin/Threonin-Proteinkinase, die vereinfacht gesprochen die Stoffwechselaktivitit der
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Zellen erhoht (157). Akt wirkt wahrscheinlich zusdtzlich {iber seinen Einfluss auf die
Proteine Survivin, mTOR (engl. mammalian target of rapamycin) und die Aurorakinase B,
welche positive Effekte auf die Zellzyklusprogression haben (178, 180). Durch Akt
stimulierte mTOR-Signalwege haben noch weiteren Einfluss auf den Zellstoffwechsel und
unterstiitzen die Synthese von mRNA und Ribosomen sowie die Proteintranslation in T-
Zellen allgemein (157). Die hier beschriebenen Signalwege der TRAFs und der Akt-
Aktivierung iiber die PI-3-Kinase sind jedoch nicht als vollkommen unabhéngig
voneinander zu betrachten. Eher ist es vermutlich so, dass z. B. TRAF2 als Adaptorprotein
auch eine Rolle bei der Aktivierung der PI-3-Kinase bzw. Akt spielt (181).

Ein dritter wichtiger Signalweg, der durch Ox40 beeinflusst werden kann, ist die Aktivierung
der Transkriptionsfaktoren der NFAT-Familie. Die Signalkaskade, die zur Aktivierung von
NFAT fiihrt, beginnt mit dem vermehrten Einstrom von Ca?". Die erhohte Konzentration
dieser Ionen im Cytoplasma fiihrt zu strukturellen Verinderungen im Protein Calmodulin,
was wiederum zur Aktivierung von Calcineurin flihrt. Calcineurin ermdoglicht schlieBlich
durch die Dephosphorylierung von NFAT dessen Translokation in den Zellkern (157). Der
TCR erreicht diesen vermehrten Ca®* Einstrom durch den PLC-y/Inositoltrisphosphat (IP3)
Signalweg. Auch an dieser Stelle scheint Ox40 die Signalwege bei Antigenerkennung zu
verstirken und den Einstrom an Ca®" zu erhohen (178, 182). NFAT spielt schlieBlich, wie
sein Name nuclear factor of activated T cells bereits sagt, eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von T-Zellen (183). Dafiir ausschlaggebend sind die durch diese
Transkriptionsfaktoren verstirkte Proliferation und Cytokinproduktion, insbesondere die
von IL-2 (178).

Die hier aufgelisteten Signalwege sind sicher nicht die einzigen, die mit der Ox40/0x40L
Achse assoziiert sind. Dennoch verdeutlichen sie einerseits, auf welche Art die
Kommunikation zwischen Leukozyten iiber diese Rezeptoren und Liganden die
Immunantwort beeinflussen konnen, andererseits wo Signale des TCR mit denen von Ox40

zusammenflieBen.

1.4.4.3 Effekte der Ox40-Achse

Im Folgenden sollen die tatsdchlichen Effekte der Ox40-Achse auf die einzelnen
Lymphozyten-Subgruppen beschrieben werden. Im Hinterkopf sollte man dabei jedoch
haben, dass der Einfluss durch Ox40-Signale sehr komplex zu sein scheint und die genauen
Mechanismen noch nicht in allen Details verstanden sind. Diese Defizite im Verstindnis
spiegeln sich auch in den héufig widerspriichlichen Ergebnissen experimenteller Studien

wider.
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Wie bereits weiter oben beschrieben, wird Ox40 auf naiven CD4" Zellen nicht konstitutiv
exprimiert. Erst einige Stunden nach Stimulation mit einem passenden Antigen durch APCs
wird dieser Rezeptor vermehrt auf der Oberflache der T-Zellen exprimiert und ist fiir seinen
Liganden erreichbar (174). Diese Beobachtung impliziert, dass die Ox40/0Ox40L-Achse
nicht an der frithen Aktivierung naiver T-Zellen beteiligt zu sein scheint, dafiir aber
entscheidend die Aufrechterhaltung primdrer T-Zell-Antworten beeinflusst (174, 184).
Damit dies effizient geschehen kann, muss natiirlich auch die Expression des Ox40L auf
APCs vermehrt erfolgen. Erst dann kann eine bereits durch ihr Antigen stimulierte T-Zelle
in weiterer Folge durch Ox40 zusétzlich stimuliert werden und damit die Proliferation und
Differenzierung entsprechender Lymphozyten aufrechterhalten und verstarkt werden (173,
174). Die Ox40-Achse vermittelt auBerdem auf bereits aktivierten bzw. differenzierten CD4"
Zellen das langfristige Uberleben. Dabei konnten, neben der Ox40L-Expression durch
APCs, besonders Interaktionen zwischen T-Zellen untereinander eine wichtige Rolle spielen
(185). Solche T-Zell-T-Zell-Interaktionen sind naheliegend, da sowohl Rezeptor als auch
Ligand auf T-Zellen exprimiert werden. Die Details dieser Achse sind jedoch noch nicht
vollstindig verstanden.

Eine weitere Frage, die beantwortet werden muss, ist inwiefern die Ox40-Achse
Immunreaktionen in eine bestimmte Effektoren-Richtung lenken kann. Die Effekte von
Ox40 scheinen dabei jedoch unspezifisch zu sein und die T-Zell-Differenzierung nicht in
Richtung einer bestimmten Subpopulation zu manipulieren (174). Der positive Effekt auf
Uberleben und Proliferation von CD4" Zellen ist also mdglicherweise eher als quantitativer
Faktor zu werten und bedarf zusétzlicher Signale durch z. B. Cytokine, um zusétzlich auch
bestimmte Effektor-Differenzierungen zu dirigieren (173, 174, 177).

Die Ox40-Achse kann jedoch auch auf andere Weise zur Inflammation beitragen. Es gibt
experimentelle Studien, die eine Rolle fiir Ox40 bei der Migration von T-Zellen in
entzlindliche Gewebe nahelegen. Dass der Ox40L unter anderem auch auf Endothel
exprimiert werden kann, wurde bereits erwéhnt. Auch wenn die Adhésion am Endothel nicht
einzig und alleine durch die Ox40-Achse vermittelt wird, so ist dies doch ein mdglicher
Mechanismus, der die positiven Effekte auf die Proliferation der Lymphozyten ergéinzen
konnte (186). Manche Autorinnen und Autoren vermuten auch einen Einfluss der Ox40-
Achse auf die Expression von Chemokinrezeptoren wie z. B. CXCRS, was ebenfalls eine
verstarkte Invasion Ox40-costimulierter T-Zellen erklaren wiirde (174, 187).
Gedidchtnis-T-Zellen, welche nach durchgemachten Immunantworten als adaptives

Gedichtnis Immunitidt ermdglichen, exprimieren Ox40 nach erneutem Kontakt mit ithrem
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Antigen wesentlich schneller als T-Zellen wéihrend primédren Immunantworten. Bereits nach
wenigen Stunden werden Ox40-Rezeptoren deutlich hochreguliert und vermehrt auf der T-
Zell-Oberflache exprimiert (184). Damit iibereinstimmend sind experimentelle Studien, in
denen Ox40-Agonisten zum vermehrten Auftreten von Gedachtnis-T-Zellen fiihrten und die
Abwesenheit von Ox40 Gedichtniszellen quantitativ reduzierte (174, 188, 189). Dieser
Effekt wird moglicherweise nicht ausschlieBlich durch Ox40-Signale auf Gedéchtniszellen
verursacht. Genauso konnte auch die initial verringerte klonale Expansion der Effektorzellen
fiir eine resultierende Reduktion des immunologischen Gedéchtnisses verantwortlich sein
(189, 190).

Auch die Proliferation bzw. das Uberleben von zytotoxischen CD8" Zellen konnen durch
Ox40 beeinflusst werden und #hneln in diesem Sinne den CD4" Zellen (173).
Interessanterweise wurden dabei gro3e Unterschiede in der Bedeutung der Ox40-Achse fiir
Immunantworten gegen verschiedene virale Erreger festgestellt. Mit anderen Worten
bedeutet dies, dass Ox40 fiir die Aktivierung antigenspezifischer CD8" Zellen gegen die
einen viralen Erreger bedeutsam ist, fiir die CD8" Zell Antworten gegen andere Viren aber
keine Rolle spielt (191). Auch bei der Bekdmpfung von entarteten Zellen scheint Ox40 auf
zytotoxischen T-Zellen wichtig zu sein. In experimentellen Studien zeigte sich die
Notwendigkeit von Ox40-Signalen sowohl fiir das Priming als auch fiir die zytotoxischen
Funktionen Tumor-spezifischer CD8" Zellen. Ahnlich wie bei den aktivierten CD4" Zellen
scheint die Ox40-Achse auch fiir das Uberleben der geprimten CD8" Zellen entscheidend zu
sein (192, 193).

0x40 scheint nicht nur auf herkdommliche T-Zellen massiven Einfluss zu haben, sondern
auch auf die sogenannten regulatorischen T-Zellen (Trg) (173). Interessanterweise
exprimieren in Méusen nTreg den Rezeptor Ox40 sogar konstitutiv (177, 178). Vieles deutet
jedoch darauf hin, dass Ox40 auf ,Tre nicht das Uberleben und die Proliferation unterstiitzt,
sondern deren regulatorischen Funktionen hemmt (173). Auch bei der Induktion von iTreg
kann Ox40 eine Rolle spielen. In experimentellen Studien konnte man zeigen, dass durch
die Ox40-Achse ausgehende Signale die Expression von FoxP3 hemmen und dadurch die
Entstehung von regulatorischen T-Zellen verhindern (194). Viele Fragen zum Thema Treg
und Ox40 sind jedoch noch ungeklirt. So gibt es zum Beispiel auch Hinweise, dass Ox40
unter gewissen Bedingungen die Proliferation regulatorischer T-Zellen verstirken kann
(177). Moglicherweise kann Ox40 also einerseits positiven Einfluss auf regulatorische T-
Zellen nehmen indem Proliferation und Uberleben geférdert werden, andererseits aber die

Konversion neuer regulatorischer T-Zellen verhindern und gleichzeitig die Empfindlichkeit
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herkdmmlicher T-Zellen gegeniiber regulatorischen Treg-Signalen verringern. Ebenfalls
bedacht werden sollte, dass das durch Ox40 rekrutierte Adaptormolekiil TRAF6 im Verdacht
steht, diese periphere Toleranz herkommlicher T-Zellen durch Signale regulatorischer T-
Zellen zu vermitteln (195).

Zusammengefasst 14sst sich festhalten, dass die Ox40-Achse in der Mehrzahl der Fille als
proinflammatorisch gewertet werden kann. Es unterstiitzt Proliferation und Uberleben von
sowohl T-Helferzellen als auch zytotoxischen CD8" Zellen und stellt damit einen wichtigen
quantitativen Faktor fiir das adaptive Immunsystem dar. Gleichzeitig haben Ox40/0x40L
auch positiven Einfluss auf das immunologische Gedéchtnis und wirken der Induktion und
Funktion regulatorischer T-Zellen entgegen. Andererseits gibt es immer wieder gegenteilige
Beobachtungen, was sich moglicherweise durch zeitliche Faktoren und gewebe- bzw.

erregerspezifische Unterschiede erkléren ldsst.

1.4.4.4 Ox40 in Krankheit und experimentellen Tiermodellen
Die Ox40-Achse wurde bereits in zahlreichen experimentellen Krankheitsmodellen

untersucht. Von besonderem Interesse sind dabei autoimmunologische Erkrankungen, die
Auskunft iiber einen potentiellen therapeutischen Nutzen geben konnen. Besonders viele
Daten zur Ox40-Achse gibt es bereits zur experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis
(EAE). Dieses Modell erwies sich in Experimenten von Lishomwa et al. als Ox40L-
abhingig. Knockout-Méuse zeigten dabei eine verringerte T-Zell-Proliferation und
reduzierte Cytokinexpression (196). Ahnliches bestitigte sich auch in einem Experiment mit
neutralisierenden Ox40L-Antikorpern, wobei in diesem Fall der therapeutische Effekt laut
den Autorinnen und Autoren nicht durch verringerte T-Zell-Proliferation bzw.
Cytokinexpression zustande kam, sondern die reduzierte Migration der CD4" Zellen in die
inflammatorischen Gewebe ausschlaggebend war (197). Zusitzlich gehen andere
Autorinnen und Autoren davon aus, dass die Expression von Ox40 auf CD4" Zellen im EAE-
Modell ausschlieflich antigenspezifische und damit Krankheit-mediierende T-Zellen
betrifft, was die Attraktivitdt dieser costimulierenden Achse fiir eine gezielte therapeutische
Blockierung noch bestérkt (198).

Andere Forschungsteams untersuchten eine potentielle Rolle fiir Ox40/0Ox40L in weiteren
Geweben. Totsuka et al. konnten in einem Mb. Crohn Modell zeigen, dass die Applikation
neutralisierender Ox40L-Antikorper zu einer deutlichen Verbesserung der Klinik fiihrte, was
unter anderem als Folge weniger Kolon-infiltrierender CD4" Zellen geschah (199).

Im Modell der experimentellen Autoimmunuveitis arbeiteten Wu et al. mit einem

agonistischen Ox40-Antikorper und verstdrkten auf diese Weise die Signalgebung der Ox40-
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Achse. Dabei zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe ein wesentlich verstirkt-
pathologischer Phénotyp (200).

Auch aus nephro-immunologischen Krankheitsmodellen gibt es bereits Daten. Odobasic et
al. (201) arbeiteten mit einem Mausmodell einer Glomerulonephritis, in welchem die
Versuchstiere 10 Tage vor Applikation eines nephritischen Anti-GBM-Serums gegen die
Immunglobuline der Serum-Spezies (Schaf-IgG) immunisiert wurden. Das Team applizierte
erkrankten C57B1/6]J Méausen ab Tag 10 tdglich Ox40L-Antikorper und evaluierte die Tiere
auf mogliche Auswirkungen einer solchen Therapie. Hierbei zeigte sich entgegen
vorpublizierter Daten ein unerwartetes Ergebnis: Diejenigen Méuse, welche mit dem
Antikorper behandelt wurden, zeigten eine schwerere Erkrankung im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Zusitzlich zeigte sich eine vermehrte Proliferation der CD4" Zellen bei
reduzierten Apoptoseraten. Davon ausgenommen waren die regulatorischen T-Zellen im
lymphatischen Gewebe. In der Ox40L-Antikorper-Gruppe zeigten diese im Vergleich zur
Kontrollgruppe weniger Proliferation und eine geringere regulatorische Aktivitét (201). Wie
bereits eingangs erwihnt, ist dieser positive Effekt der Ox40-Achse auf die Proliferation
regulatorischer T-Zellen bereits in fritheren Studien beschrieben worden (177). Anzumerken
ist, dass dieselbe Gruppe bereits in einer fritheren Versuchsreihe im selben GN-Modell
diesen negativen Effekt der Ox40L-Antikdrper hat zeigen konnen. Interessanterweise wurde
dabei jedoch auch beschrieben, dass die Applikation derselben Antikdrper in CD807"/ CD86"
" Miusen einen positiven Effekt auf die Erkrankung zu haben scheint (202). Daraus folgerte
man, dass die Ox40-Achse in dieser Durchfiihrung eines GN-Modells erst unter
Abwesenheit der anderen costimulierenden Signale via B7.1 und B7.2 pathologisch wird
und ansonsten einen protektiven Effekt haben konnte (202). Zusétzlich sollte nochmals
erwdhnt werden, dass die Ox40-Achse eine komplexe Dynamik zu haben scheint und im
zeitlichen Verlauf eine variable Rolle in Erkrankungen spielen kdnnte. So beschreiben z. B.
Ruby et al. variable Effekte einer Therapie mit Ox40-Agonisten im EAE Modell, abhéngig
davon, zu welchem Zeitpunkt der Erkrankung die Therapie erfolgte (203). Gaspal et al.
untersuchten ebenfalls den Einfluss der kombinierten Blockade costimulierender Signale in
einem Autoimmunmodell an FoxP3-defizenten Maiusen. Diese entwickeln ohne
regulatorische T-Zellen innerhalb kiirzester Zeit eine schwerwiegende und multisystemische
letale Autoimmunerkrankung. In diesem eindrucksvollen Tierexperiment reicht die
Blockade der Ox40- bzw. CD30-Achse alleine nicht aus, um die Mause vollstindig zu
schiitzen. Auch wenn Ox40 die grofere Rolle zu spielen scheint, sind nur bei kombinierter

Blockade von CD30 und Ox40 die Mause vor der Erkrankung geschiitzt (204).
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Wie auch in den Tiermodellen ist die Expression von Ox40 im Menschen auf
inflammatorische Regionen beschrinkt (174). Ox40 ist dabei nicht krankheitsspezifisch. Es
gibt eine grofle Reihe autoinflammatorischer Erkrankungen, in denen die Expression dieses
Rezeptors auf Immunzellen identifiziert werden kann. Zu diesen gehdren zum Beispiel SLE
(205), Asthma bronchiale (206) und systemische Sklerose (207, 208). Besonders Lupus ist
in verschiedener Hinsicht mit der Ox40-Achse assoziiert. Zundchst einmal konnten
Cunninghame Graham et al. haploide Genotypen des Ox40L (TNFSF4) identifizieren,
welche mit einem erhohten SLE Risiko vergesellschaftet waren (209). Dabei kommt es
wahrscheinlich zu einer erhohten Expressionsneigung des Ox40L. Auf dhnliche Weise
konnte auch ein Zusammenhang solcher genetischen Polymorphismen mit dem Risiko einer
systemischen Sklerose hergestellt werden (210). Auch in der Pathogenese des SLE spielen
CD4" Zellen eine zentrale Rolle. Obwohl in élteren Studien keine signifikanten Unterschiede
in der Ox40-Expression peripherer T-Zellen oder anderer Leukozyten identifiziert wurden
(205), konnten Dolff et al. in SLE-Patienten und SLE-Patientinnen eine signifikant hiufigere
Expression auf mit der Krankheitsaktivitit korrelierenden Tul7 Zellen zeigen (211).
Patientinnen und Patienten mit einer Lupus-Nephritis zeigen dariiber hinaus in
Nierenbiopsien eine deutliche perivaskuldre und tubulointerstitielle Infiltration Ox40-
exprimierender Lymphozyten sowie eine Expression von Ox40L entlang der glomeruldren
Kapillarwinde (205, 211). Die Korrelation zwischen Erkrankungsaktivitit und Ox40-
Expression auf CD4" Zellen konnte in weiteren Studien bestitigt werden. Zusitzlich zeigt
sich eine hohere Expression von Ox40 auf CD4" Zellen in Patientinnen und Patienten mit

Lupus-Nephritis im Vergleich zu Patientinnen und Patienten ohne Nierenbeteiligung (212).

1.4.4.5 Ox40-Defizienz im Menschen

Byun et al. gelang es einen menschlichen Phénotyp genetischer Ox40-Defizienz zu
beschreiben. Es handelte sich dabei um ein junges Midchen, das bereits im Alter von 14
Jahren an einem Kaposi-Sarkom erkrankte. Diese Art von Humanes Herpesvirus 8
assoziiertem Tumor ist in Kindern ohne HIV oder immunsuppressiver Therapie extrem
selten. Aufder Suche nach einer Ursache fiir das Auftreten dieser Erkrankung entdeckte man
bei der Patientin eine homozygote Missense-Mutation des TNFRSF4 Gens. Dies fiihrte im
Vergleich zur Kontrollgruppe zur reduzierten Expression von Ox40 auf aktivierten T-Zellen.
Generell zeigte die Patientin keine verdnderten Leukozytenzahlen, der Anteil naiver T-
Zellen war jedoch aufgrund reduzierter Effektorzellzahlen hoher. Insbesondere CD4°

Effektor-Memory-Zellen (Tem) zeigten eine reduzierte Zahl sowie reduzierte Aktivitdt auf
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erneute Stimulation mit ihren spezifischen Antigenen. Auch B-Gedéchtniszellen kamen
reduziert in der Patientin vor, zeigten jedoch eine normale Antikorper-Reaktion auf
Stimulation (213). Bedenkt man, dass die zum Zeitpunkt der Publikation 19 Jahre alte
Patientin aufler dem Kaposi-Sarkom und einer Leishmaniose keine weiteren schweren und
auf eine massive Immundefizienz hinweisende Erkrankung aufwies, ldsst sich
schlussfolgern, dass eine reduzierte Ox40-Interaktion im Menschen nicht zwangslaufig mit
schweren unkontrollierten Nebenwirkungen einhergehen muss (213, 214). Die Rolle der
Ox40-Expression in Hinblick auf die Entstehung der Kaposi-Sarkome konnte aulerdem mit
der Expression des Ox40L auf Endothelzellen in Zusammenhang stehen. Moglicherweise
begilinstigt die fehlende Ox40-Ox40L-Interaktion zwischen Lymphozyten und
Endothelzellen Infektionen mit HHV-8 und schlieBlich auch der Entstehung dieser
Malignome (213).

1.4.4.6 Therapeutische Nutzung

Es wurde bereits eine Phase II Studie zur Therapie von Asthma bronchiale mit einem Anti-
Ox40L-Antikorper durchgefiihrt (215). Die dabei verwendeten Antikorper wurden iiber drei
Monate in 4 intravendsen Applikationen verabreicht. An zwei Zeitpunkten wurde ein
Provokationstest der allergischen Asthma-Patientlnnen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich
keine Verbesserung der Klinik im Vergleich zur Kontrollgruppe. Lediglich IgE-Level im
Serum und die Anzahl eosinophiler Granulozyten im Sputum konnten dabei reduziert
werden. Auch wenn die Ergebnisse dieser Studie duferst erniichternd waren, zeigten sich
zumindest keine Nebenwirkungen der Therapie. Aulerdem lassen sich moglicherweise die
Ergebnisse  dieser Studie mit angepasster Dosierung und  modifizierten
Verabreichungsintervallen verbessern.

Mit GBR 830 existiert inzwischen auch ein gegen den Ox40-Rezeptor gerichteter Antikdrper
in klinischen Studien. Dieser wird bereits in einer Phase II Studie zur Behandlung der
atopischen Dermatitis getestet, wobei sich in einer ersten Studie bereits eine gute
Vertraglichkeit der Therapie und eine deutliche klinische Verbesserung der Dermatitis im
Vergleich zum Placebo zeigten (216, 217). Ein anderer Ox40-Antikoérper wurde in
Patientinnen und Patienten mit Colitis Ulcerosa erprobt. Ergebnisse dazu stehen im Januar
2020 noch aus (218).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Blockierung der Ox40-Achse einen
vielversprechenden Therapieansatz in der Behandlung unterschiedlicher T-Zell assoziierter

immunologischer Erkrankungen darstellen konnte. Die vielversprechenden Ergebnisse
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tierexperimenteller Studien und die ersten Erfahrungen im Menschen machen diesen

costimulierenden Rezeptor zu einem attraktiven Forschungsgebiet.

1.4.5 CD30
Genauso wie Ox40 gehort CD30 (auch als Ki-1-Antigen bezeichnet) zur Gruppe der

TNFRSF. Entsprechend gibt es grofle Parallelen zwischen diesen beiden costimulierenden
Rezeptoren. Das Gen zu CD30, TNFRSF8, liegt in der gleichen chromosomalen Region wie

0Ox40 und weitere Rezeptoren aus dieser Familie: Chromosom 1p36 (162).

1.4.5.1 Die CD30-Achse und ihre Signalwege
Auch die liber CD30 aktivierten Signalwege sind denen durch Ox40 sehr dhnlich. Dies

betrifft sowohl die kanonische als auch nicht-kanonische Aktivierung des Transkriptions-
faktors NF-xB, Signalwege tiber MAP-Kinasen inklusive der Aktivierung von AP-1, sowie
die Aktivierung von Akt iiber die PI-3-Kinase (162, 219-221). Auf die Details dieser
wahrscheinlich sehr dhnlichen Signalkaskaden wurde bereits weiter oben eingegangen (s.
Kapitel 1.4.4.2). Durch CD30 rekrutierte TRAF-Adaptorproteine sind TRAF2 und TRAF3
(162, 219). Andere Autorinnen und Autoren vermuten dagegen, dass auch TRAF1 und
TRAFS5 durch CD30 rekrutiert werden konnen, womit mdglicherweise TRAF6 (rekrutiert
durch Ox40, aber nicht durch CD30) eine entscheidende Rolle fiir die Unterschiede zwischen
diesen Rezeptoren spielen konnte (172). Ergénzend sei jedoch erwdhnt, dass die CD30-
Achse wie auch die Ox40-Achse Transkriptionsfaktoren wie NF-kB auch unabhéngig von

TRAFs aktivieren kann (221).

1.4.5.2 CD30-Expression

Eine weitere Parallele zu Ox40 ist die Expression auf aktivierten CD4" und CD8" Zellen.
Auch Virus-infizierte oder entartete Lymphozyten konnen CD30 aufweisen. Zusétzlich
zeigen aber auch proliferierende B- und T-Zellblasten in lymphatischen Geweben eine
CD30-Expression. Hinzu kommen NK-Zellen, Makrophagen, Endothelzellen und
eosinophile Granulozyten (221-223).

Der CD30L wird als costimulierendes Signal ebenfalls aut APCs wie dendritischen Zellen
exprimiert. Hinzu kommt eine Expression auf aktivierten T-Zellen, was auch fiir die CD30-
Achse die Frage nach T-Zell-T-Zell-Interaktionen in den Raum wirft. Auch B-Zellen kénnen
den CD30L auf ihrer Oberfldche tragen. Eine vermehrte Expression findet man zusitzlich
auf nicht-immunologischen Zellen in entziindeten Geweben. Ein Beispiel dafiir sind

Kardiomyozyten (162, 219, 221-223).
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Wie auch fiir Ox40 ist die inflammatorische Umgebung entscheidend fiir die Expression von
CD30. Lymphozyten neigen erst nach Aktivierung durch ihren TCR zur Hochregulation
dieses Rezeptors auf ihrer Oberflache. Cytokine wie IL-2 und IL-4, sowie Signale iiber
CD28 und CD40, verstirken die Expression noch weiter. Die maximale Expression erfolgt

in vitro erst 3 bis 6 Tage nach Stimulation (221-223).

1.4.5.3 Effekte der CD30-Achse

Die CD30-Achse hat als costimulierendes Signal zunéchst einen wichtigen Einfluss auf
Proliferation und Effektorfunktionen von CD4" Zellen (162, 219, 223). CD30 wurde lingere
Zeit stark mit Tu2-Antworten assoziiert, da sich in einigen Studien eine vermehrte
Expression auf Tu2-Zellen im Vergleich zu anderen CD4" Subtypen zeigte (224). Es
existieren zwar dhnliche Ergebnisse fiir Ox40, allerdings sprechen auch die IL-4-abhédngige
Expression sowie die Abhéngigkeit von STAT6 fiir eine relevantere Tn2-Assoziation als es
fiir Ox40 der Fall ist (223). Heute zeigt sich jedoch zunehmend, dass auch CD30 unabhéngig
von der Subpopulation auf simtlichen CD4" Zellen exprimiert wird und die Assoziation mit
Immunreaktion vom Typ II (vgl. (85)) moglicherweise liberschitzt wurde (162, 219, 225).
Auch Shinoda et al. vermuteten nach zahlreichen Studien in diesem Forschungsfeld, dass
die CD30-Achse nicht an der Differenzierung naiver T-Zellen in eine bestimmte
Subpopulationsrichtung verantwortlich ist, sondern generell das Uberleben solcher
aktivierter T-Zellen sicherstellt. Konkret konnten sie zeigen, dass sowohl Tul- als auch
Tul7-Antworten in CD30L”" Miusen massiv reduziert wurden und sich entsprechend
keinesfalls sagen ldsst, dass die CD30-Achse spezifisch flir Tu2 Antworten ist (226).

Nishimura et al. konnten auch eine Rolle fiir den CD30L in der Generierung von CD8"
Gedichtniszellen zeigen. Dabei zeigten sich in CD30L” Miusen nach einer Infektion mit
Listerien eine verringerte Bildung langlebiger CD8" Tcwm (engl. central memory) Zellen bei
zundchst normaler Ausbildung von CDS8" Effektorzellen. Ein dabei vermuteter
Mechanismus war die fehlende Induktion der CCR7-Expression, welche von der CD30-
Achse abhiingig zu sein scheint (227). Ahnlich wie auch bei der Ox40-Achse existieren eine
Vielzahl widerspriichlicher Studien iiber CD30 und seinen Liganden. Wéhrend Nishimura
et al. die CD30-Achse als ausschlaggebend fiir die Ausbildung eines effizienten CD8" T-
Zell-Gedéchtnisses beschreiben, konnten andere Gruppen gegenteiliges beobachten: Bei der
AbstoBungsreaktion transplantierter Organe spielen ebenfalls CD8" Gedichtniszellen eine
entscheidende Rolle. Regulatorische T-Zellen sind in der Lage diesen CD8" Zellen
entgegenzuwirken und deren Apoptose zu induzieren. Die Suppression durch Treg Zellen ist

dabei ebenfalls von der CD30-Achse abhingig (228).
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Auch Arbeiten an Psoriasis-Modellen konnten eine protektive Rolle der CD30-Achse
zeigen. Dabei scheint CD30L die Expression von CCR6 auf yd-T-Zellen zu unterdriicken
und die Expression von IL-17 zu reduzieren. Dies bestétigte sich in einem therapeutischen
Effekt agonistischer CD30-Antikorper (229). In anderen Mausmodellen zeigten yd-T-Zellen
eine Abhéngigkeit von der CD30-Achse. So kommt es in Infektionen mit Mycobacterium
bovis ohne Beteiligung der CD30-Achse zu einer reduzierten IL-17 Expression besagter
Zellen (230).

B-Zellen sind grundsétzlich in der Lage sowohl CD30 als auch den CD30L zu exprimieren.
Uber die genaue Rolle der CD30-Achse fiir B-Zellen ist dagegen weniger bekannt.
Knockout-Méuse zeigen zwar eine Beeintrachtigung humoraler Inmunantworten sowie eine
verringerte Aktivitit lymphatischer Keimzentren. Die genauen Mechanismen, die zu dieser
Beeintrachtigung fiihren, sowie die Frage, ob es sich dabei um direkte Auswirkungen von
CD30-Signalen handelt oder die verdanderten T-Zell-Umgebungen sekundér verantwortlich
sind, ist jedoch nicht abschlieBend geklart (231).

1.4.5.4 CD30 in Krankheit und experimentellen Tiermodellen
Die CD30-Achse wurde in einer grofen Zahl weiterer Krankheitsmodelle untersucht. Wie

auch die Ox40-Achse, scheint die CD30-Achse eine Rolle in murinen Asthma-Modellen zu
spielen. CD30”" Miuse zeigten dabei im Vergleich zu Wildtyp-Miusen deutlich reduzierte
inflammatorische Prozesse in den Atemwegen. Zusétzlich ist die Antikorper-Blockade der
CD30-Achse in diesem Modell in der Lage die Krankheit zu verhindern (232).

Genetische Studien wiesen auBerdem auf eine mogliche Assoziation der CD30-Achse mit
sogenannten Non-Obese Diabetic (NOD) Méusen hin (233). NOD-Maéuse entwickeln auf
Basis autoimmunologischer Prozesse einen dem humanen Typ 1 Diabetes dhnelnden
Phénotyp. CD30 und sein Ligand werden in diesem Modell vermehrt auf T-Zellen der
pankreatischen lymphatischen Gewebe exprimiert. Die Blockade von CD30L mit
neutralisierenden Antikdrpern erwies sich dagegen als praventiv und konnte die Ausbildung
der Erkrankung verhindern (234).

Von besonderem Interesse sind die bereits erwdhnten Arbeiten von Gaspal et al. an FoxP3-
defizenten Méusen (siche Kapitel 1.4.4.4). Erst unter zusitzlichem Wegfall der CD30-Achse
waren die Tiere ausreichend vor den schweren autoimmunologischen Verldufen geschiitzt,
auch wenn Ox40 in diesem Fall die wichtigere Rolle zu spielen scheint (204).

Urspriinglich wurde CD30 auf Hodgkin-Lymphomen entdeckt und auch heute noch ist
CD30 vor allem fiir seine Rolle in hdmatologischen Erkrankungen bekannt (235, 236).
Neben Hodgkin-Lymphomen zeigen auch Burkitt-Lymphome und andere non-Hodgkin-
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Lymphome regelmifBig eine libermidfige CD30 Expression. AuBlerdem zeigen manche
malignen B-Lymphozyten eine Expression des CD30L (221). Zusétzlich zur CD30/CD30L-
Expression auf malignen Zellen, stellt die losliche Form des Rezeptors sCD30 einen
moglichen Aktivitits- und Prognosefaktor dar (237, 238). Seit einigen Jahren existiert in der
Lymphomtherapie ein Antikorper, der gegen den CD30-Rezeptor gerichtet ist. Dieser ist als
Brentuximab Vedotin auf dem Markt und mit einem antimitotischen Konjugat versehen.
Brentuximab Vedotin wird in einigen Studien zur Therapie CD30-positiver Lymphome
erprobt und ist durch seine hohe toxische Spezifitit ein vielversprechender Zugang (239).

Der 16sliche sCD30 Rezeptor spielt, wie oben bereits fiir Lymphome beschrieben, auch bei
anderen Erkrankungen als prognostischer Marker bzw. Verlaufsparameter eine Rolle. Zu
diesen gehoren neben weiteren Malignomen auch rheumatologische und immunologische
Erkrankungen sowie Infektionen und AbstoBungsreaktionen (221, 231). Cabrera et al.
untersuchten die Expression von CD30 auf T-Zellen von SLE-Patienten und -Patientinnen.
Auch hier zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen Lupus-Erkrankten und der
gesunden Kontrollgruppe. Die Expression korrelierte mit der Erkrankung und zeigte ihren
quantitativen Hohepunkt auf CD8" Zellen erkrankter Personen. Im Gegensatz zu den
Konzentrationen der 16slichen Form des Rezeptors, zeigten sich dabei keine Unterschiede

zwischen Patientinnen und Patienten mit einem aktiven bzw. inaktiven SLE (240).

1.4.5.5 Therapeutische Nutzung
Die vielfiltige Beteiligung der CD30-Achse an inflammatorischen Erkrankungen macht

CD30 und seinen Liganden in einer Vielzahl verschiedener Erkrankungen zu einem
vielversprechenden Therapieansatz. Mit Brentuximab Vedotin existiert ein potenter
toxischer Antikorper gegen CD30 und CD30-exprimierende Zellen. Auch wenn dieses
Medikament aus der Lymphomforschung stammt, laufen bereits erste Studien in anderen
Erkrankungen. Solche sind Systemische Sklerose, Graft-versus-Host-Reaktionen und SLE
(241-243). Ein gegen den Rezeptor gerichteter und mit einem toxischen Molekiil
konjugierter Antikorper ist jedoch nicht die einzige denkbare Option in die CD30-Achse
einzugreifen. Insbesondere die hier beschrieben Studien in Tiermodellen zeigen, dass auch
eine Therapie mit neutralisierenden anti-CD30L Antikorpern eine Option darstellen
konnten. Denn auch wenn Brentuximab im Vergleich zu herkdmmlichen Chemotherapien
relativ gut vertragen wird, so kommt es in der bei Lymphomen verabreichten Dosis zu
relevanten Nebenwirkungen. Am héufigsten treten dabei Neuropathie sowie Neutropenie auf

(239).
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1.4.6 Therapeutische Anwendung costimulierender Signale
Nicht nur CD30 und Ox40 sind interessante Rezeptoren fiir zielgerichtete Therapien.

Einige Wirkstoffe, die costimulierende Signalwege manipulieren, sind bereit in Verwendung
bzw. in klinischen Studien erprobt. Im Folgenden sind Beispiele solcher Signalwege
aufgelistet, die bereits klinische Anwendung finden. Es ist zu erwarten, dass die Liste solcher

Wirkstoffe in den nichsten Jahren zunehmen wird.

1.4.6.1 TNF-a Blockade
TNF-a ist wohl der bekannteste Vertreter aus der Gruppe der TNFRSF Liganden. Es

existieren bereits einige Medikamente, die seine Beteiligung an inflammatorischen
Prozessen einzuddmmen versuchen und zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen zum
Einsatz kommen. TNF- a besitzt gleich zwei Rezeptoren an die es binden kann: TNFR1 und
TNFR2. Die Signale, die aus der Interaktion zwischen Liganden und seinem Rezeptor
resultieren, konnen dabei sowohl stimulierend als auch inhibierend sein. Besonders TNFR2
ist ganz im Sinne eines costimulierenden Rezeptors wichtig flir die Proliferation,
Differenzierung sowie das Uberleben von T-Zellen. TNFR1 wird dagegen auch auf einer
Vielzahl nicht-immunologischer Gewebe exprimiert (162). TNF-a existiert in zwei Formen.
Einmal als membrangebundenes Protein, das Zell-Zell-Interaktionen ermdoglicht, und in
seiner loslichen Form (sTNF-a)). Aus diesen Faktoren resultiert eine besonders komplexe
Achse innerhalb der TNFR-Superfamilie. Gegen TNF-a gerichtete Wirkstoffe konnten in
zahlreichen Autoimmunerkrankungen Wirkung zeigen, wobei die Effekte in erster Linie auf
die Neutralisierung der l6slichen Form zuriickzufiihren sind (244).

Es existieren inzwischen eine ganze Reihe von Antikérpern gegen TNF-a. Zu diesen
gehdren Adalimumab, Infliximab oder Golimumab. Ebenfalls an TNF-a wirkt das
Fusionsprotein Etanercept. Hinzu kommen eine Reihe immer neuer Biosimilars. Auch wenn
es Unterschiede in z. B. Affinitdit und Pharmakokinetik gibt, so zeigen doch alle dieser
Wirkstoffe in einigen Erkrankungen vergleichbare Ergebnisse. Erfolgreich eingesetzt
werden sie bereits in der rheumatoiden Arthritis und anderen rheumatologischen
Erkrankungen, chronischen Darmerkrankungen sowie Psoriasis (244-246).

Die relevantesten Nebenwirkungen dieser Anti-TNF-Therapien sind ein erhdhtes
Infektionsrisiko, insbesondere fiir chronische Infektionen wie Tuberkulose, und ein erhohtes
Risiko fiir Malignome (247). Alleine fiir Adalimumab sind auf www.clinicaltrials.gov im

Januar 2020 iiber 600 aktuelle Studien gelistet.
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1.4.6.2 CTLA-4-Immunglobuline

Die Gruppe der unterschiedlichen costimulierenden Rezeptoren und Liganden sind groB.
Einige dieser Signale werden bereits therapeutisch manipuliert, um auf diese Weise das
Immunsystem den Bediirfnissen der Patientinnen und Patienten anzupassen.

Eines dieser zum Zwecke einer Immunsuppression blockierten Signale ist die CD28-B7
Achse. Das Medikament Abatacept bindet die CD28 Liganden B7.1 und B7.2. Dabei
entspricht Abatacept strukturell im Prinzip dem inhibitorischen Rezeptor CTLA-4, welcher
durch seine hohere Affinitit zu den B7 Liganden mit CD28 in Konkurrenz tritt (157). Diese
kompetitive Hemmung fiihrt zur Blockade der CD28-Achse. Sogenannte CTLA-4-
Immunglobuline wie Abatacept oder auch Belatacept wurden in Studien bereits in der
Therapie zahlreicher Erkrankungen erprobt. Positive Ergebnisse stammen aus Studien zu
Psoriasis (248), Riesenzellarteriitis (249) und rheumatoider Arthritis (250). Auflerdem
scheinen sie Effizienz in der Verhinderung von AbstoBungsreaktionen nach
Nierentransplantation zu besitzen. Im Langzeitverlauf zeigte sich die Belatacept-basierte
Immunsuppression sogar den Cyclosporin-basierten Regimen in Hinblick auf Transplantat-
und PatientInneniiberleben iiberlegen (251, 252). Keine oder sogar negative Wirkungen
zeigten sich in der Therapie von SLE-Erkrankten, Multipler Sklerose, chronischen
Darmerkrankungen und Lebertransplantationen (253, 254). Auflerdem zeigten sich unter
CTLA-4-Ig Therapie im Vergleich zu Calcineurin-Inhibitoren vermehrt Fille von
lymphoproliferativen Erkrankungen und akuten Abstofungen nach Nierentransplantation.
Dafiir zeigen Abatacept und Belatacept im Vergleich zu Tacrolimus weniger
nephrotoxischen Charakter (254). Es ist zu erwarten, dass in den nichsten Jahren noch viele
weitere Ergebnisse aus CTLA-4-Immunglobulin-Studien folgen werden. Die Seite
www.clinicaltrials.gov listet im Januar 2020 fiir Abatacept 256 und fiir Belatacept 62

laufende bzw. geplante Studien.

1.4.6.3 CD40-Blockade

Die CD40-Achse stellt ein weiteres costimulierendes Signal aus der TNFR-Superfamilie dar.
Neben der Aktivierung von T-Zellen und Verstirkung von CD28-Signalen spielt CD40 eine
besondere Rolle fiir die Aktivierung von B-Zellen und humoralen Immunantworten (157).
Es existieren verschiedene Ansdtze zur Manipulation dieser Achse. Eine davon ist die
Neutralisierung des CD40L (CD154) mit Antikorpern. Studien mit solchen Antikorpern
fiihrten jedoch zu vermehrten thromboembolischen Ereignissen aufgrund der Expression

von CD40L auf aktivierten Thrombozyten (255). Neuere CD40L-Antikorper sind
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moglicherweise von diesen Nebenwirkungen ausgenommen und kénnten in Zukunft in
klinischen Studien zum Einsatz kommen.

Der zweite Ansatz ist die Blockade des CD40-Rezeptors mit hemmenden Antikorpern.
Solche sind z. B. ASKP1240 (Bleselumab), CFZ533 und einige weitere Antikorper
unterschiedlicher Affinitdt gegen CD40. Erste Studien zeigen keine thromboembolischen
Nebenwirkungen. Auflerdem konnten CD40-Antikorper in Transplantationspatientlnnen
und Autoimmunerkrankungen bereits Wirkung zeigen (255, 256).

Bleselumab konnte in einer randomisierten Placebo-kontrollierten Studie an Psoriasis
Patientinnen und Patienten keine klinische Verbesserung bewirken. Dafiir wurde die
Therapie insgesamt gut vertragen (257). Vielversprechendere Ergebnisse stammen dafiir aus
einer sehr jungen randomisierten Phase II Studie nach Nierentransplantation (258). Zu
diesem Zeitpunkt (Januar 2020) sind auf www.clinicaltrials.gov mindestens 12 Studien zu

CFZ533 gelistet, davon zwei an SLE-PatientInnen (259, 260).

1.5 Vorbestehende Daten (unpublizierte Daten von Artinger et al.)

Diese Diplomarbeit beschiftigt sich mit einem Teilexperiment eines gréfleren
Forschungsprojekts der klinischen Abteilung flir Nephrologie am Universitdtsklinikum
Graz. Im Folgenden sollen die vorhandenen Daten dieses Rahmenprojekts erlautert werden,
um ein besseres Verstdndnis der Daten zu erzielen und in einen entsprechenden Kontext
einzuordnen. Alle im Folgenden genannten Ergebnisse sind unpublizierte Daten der
Arbeitsgruppe  um  Frau Prof™ Priv.-Doz." Dr."med. univ. Kathrin Eller.

Hauptverantwortlich fiir dieses Projekt ist Frau Dr."med.univ. Katharina Artinger, PhD.

1.5.1 Nephritische Mause exprimieren vermehrt CD30, Ox40 und deren
Liganden auf CD4* Zellen

Mause in denen die NTS induziert wurde, zeigten nach 14 Tagen einen signifikant hoheren
Anteil Ox40 bzw. Ox40L exprimierender CD4" Splenozyten im Vergleich zu gesunden
Maiusen (p<0,05). Auch CD30 und CD30L wurden vermehrt exprimiert, die Unterschiede

zu den gesunden Méusen waren jedoch nicht signifikant.

1.5.2 CD30/0x407- Mause sind vor der NTS geschiitzt

In Knockout-Miusen, die weder CD30 noch Ox40 auf ihren Zellen exprimieren kdnnen,
wurde die NTS induziert. Nach 14 Tagen wurden die Méuse mit nephritischen Wildtyp-
Maiusen verglichen. Wéhrend letztere das volle Krankheitsbild der NTS ausbildeten, waren
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die Knockout-Méuse geschiitzt. Eine signifikante Verbesserung zeigte sich sowohl in der
histologischen Auswertung der Nieren als auch in der Konzentration harnpflichtiger
Substanzen (Blut-Harnstoff-Stickstoff-Level). Knockout-Mause zeigten auBerdem eine
geringere Albuminurie. Die Durchfiihrung einer Realtime-PCR zeigte in den Lymphknoten
der Méuse auBBerdem am Tag 14 nach NTS-Induktion signifikante Unterschiede in der IFN-
v Expression, wihrend die Expression von IL-17 keine signifikanten Unterschiede zwischen
Knockout-Méusen und Wildtyp-Méusen zeigte. Es wurde zusitzlich eine
Immunfluoreszenz-Farbung fiir CD4 sowie den Proliferationsmarker Ki-67 in den
Lymphknoten der Versuchstiere durchgefiihrt. Dabei zeigten sich wesentliche Unterschiede
zwischen nephritischen Knockoutméausen und der Kontrollgruppe. CD4" Zellen in sekundér
lymphatischen ~ Geweben der CD30/Ox40”" Miuse zeigten weniger dieses

Proliferationsmarkers im Vergleich zu Wildtyp-Mé&usen.

1.5.3 Die kombinierte therapeutische Antikorperblockade von CD30L
und Ox40L verbessern den Phanotyp der NTS

Maiuse wurden der NTS unterzogen und ab Tag 3 nach Induktion mit Anti-Ox40L- und Anti-
CD30L-Antikorpern therapiert. Eine Kontrollgruppe nephritischer Maiuse erhielt
unspezifische Antikdrper in der gleichen Dosis. Es wurde in beiden Gruppen intraperitoneal
appliziert. Eine Wiederholung der Dosis erfolgte dreimal pro Woche.

14 Tage nach Induktion wurden die Méuse evaluiert. Auch hier zeigte sich eine Reduktion
der Albuminurie und weniger glomeruldrer Schaden in der Anti-CD30L/Anti-Ox40L
therapierten Gruppe. Nieren der therapierten Maduse zeigten signifikant weniger

infiltrierende CD4" Zellen und neutrophile Granulozyten.

1.5.4 Zusammenfassung
Die grundsitzliche Beobachtung, die diesen Experimenten zugrunde liegt, ist die vermehrte

Expression der TNFRSF-Mitglieder CD30 und Ox40 sowie deren Liganden auf CD4" Zellen
nephritischer Méuse (siehe Kapitel 1.5.1). Aus dieser Beobachtung ergab sich die Frage nach
einer potentiellen Beteiligung der CD30- und Ox40-Achse in den Pathomechanismen der
NTS. Experimente in Doppel-Knockout-Miusen (CD30/0x407") konnten zeigen, dass diese
Maiuse vor der NTS geschiitzt waren (sieche Kapitel 1.5.2). SchlieBlich konnte in einer
weiteren Durchfiihrung der NTS gezeigt werden, dass sich die kombinierte Blockade der
Liganden CD30L und Ox40L therapeutisch nutzen lassen und entsprechend behandelte
Maiuse im Vergleich zu einer Kontrollgruppe einen milderen Verlauf der Erkrankung zeigten

(siehe Kapitel 1.5.3).
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Um die Mechanismen hinter den protektiven Effekten der CD30- und Ox40-Blockade besser
zu verstehen, wurde ein Transferexperiment durchgefiihrt. Ziel dabei war die Rolle dieser
Rezeptoren fiir CD4" Zellen besser eruieren zu konnen. Die Hypothese lautete, dass CD30
und Ox40 wesentlich an den pathologischen Immunantworten der CD4" Zellen beteiligt sind

und auf diese Weise zur Pathogenese der NTS beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Mé&use
Neben Wildtyp-Mausen mit C57BL/6J Hintergrund wurden zwei Gruppen von Méusen mit

genetischen Besonderheiten fiir die hier beschriebenen Experimente verwendet. Alle Mause
waren mannlich. Fiir die durchgefiihrten Tierversuche lag eine Genehmigung des
Osterreichischen Ministeriums fiir Bildung, Wissenschaft und Forschung vor
(Tierversuchsgesetz 2012, BGBI. I Nr. 114/2012): BMWF-66.010/0054-WF/V/3b/2015.
Versuchstieren wurden an ausgewéhlten Tagen Urinproben entnommen. Die Maduse wurden
durch eine zervikale Dislokation getdtet. Die den Méusen entnommenen Nieren wurden
halbiert und in Formalin oder Tissue- Tek OCTTM Compound (Sakura Finetek, Torrance,
CA, USA) eingebettet bzw. schockgefroren.

2.1.1 Rag1”’- Mause

Antikorper und T-Zell-Rezeptoren liegen in einer beinahe unendlichen Vielfalt vor. Dabei
ist nicht jede erdenkliche Bindungsstelle genetisch an einem bestimmten Ort festgelegt. Erst
durch die sogenannte somatische Genumlagerung, in der verschiedene Gene kombiniert
werden, kommt es zum vielfiltigen Rezeptorrepertoire. Ein wesentliches Protein in diesen
komplexen Umlagerungsprozessen ist die V(D)J-Rekombinase (261). Das Gen Ragl (engl.
recombination activation gene) ist, wie der Name bereits vermuten ldsst, wesentlichen an
der Aktivierung dieser Rekombinationsprozesse beteiligt. Ist Ragl nicht in Mé&usen
vorhanden, so stoppt der Reifeprozess der Lymphozyten in einer frithen Phase und es werden
keine reifen T- oder B-Lymphozyten ausgebildet. Die Generierung solcher Ragl™”
homozygoter Méiuse beschrieben erstmals Mombaerts et al. im Jahre 1992 (262). Neben den
fehlenden reifen B- und T-Zellen zeigten solche Miuse wenige Unterschiede im Phéinotyp.
Mause blieben fertil und zeigten keine schwerwiegenden Fehlbildungen. Zellzahlen im
Thymus waren massiv reduziert, neurologische Defizite wurden trotz vermehrter Expression
des Ragl Gens auf Neuronen ausgeschlossen. Diese Umstiinde machen Ragl” Miuse zu
interessanten Versuchstieren, in denen die wesentlichen adaptiven Immunmechanismen
antigenspezifischer B- und T-Zellen ausgeschaltet sind (262).

14 Miuse homozygot fiir die Rag1™!M°™ Mutation wurden von Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME, USA) erworben. Eine der Méuse starb unmittelbar nach Prdiimmunisierung
(siche unten). Eine Ursache konnte nicht festgestellt werden. Die Maus gehorte zur

Transfergruppe der Wildtyp CD4" Zellen.
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2.1.2 CD30/0x407- Knockout-Mause

Die Funktionen und Rollen der Rezeptoren CD30 und Ox40 wurden bereits an friiherer
Stelle beschrieben. Die hier verwendeten Doppel-Knockout-Méuse sind genetisch nicht in
der Lage CD30 und Ox40 zu exprimieren und stammen aus der Zucht des Labors um Peter
J. L. Lane. Die Erzeugung dieser Doppel-Knockoutmiuse wurde von diesem Team bereits
beschrieben (263). Grundsitzlich erfolgte die Zucht durch das Kreuzen von CD30”" und
0x407- Miusen mit Genotypisierung nachfolgender Generationen. Muse mit Allelen beider
Mutationen wurden erneut gekreuzt. Uber mehrere Generationen entstanden auf diese Weise
Tiere, die sowohl fiir den CD30- als auch den Ox40-Knockout homozygot waren (263). Die
hier verwendeten Méause waren Nachkommen auf diese Weise gewonnener Méuse und

wurden erneut genotypisiert.

2.1.2.1 Genotypisierung

Die Genotypisierung und damit Identifikation geeigneter Méuse erfolgte anhand aus der
Schwanzspitze isolierter DNA. Dies ist unter Verwendung herkdmmlicher Standard-Kits
moglich. Die eigentliche Typisierung erfolgte durch die Durchfiihrung einer PCR (engl.
polymerase chain reaction) und Gel-Elektrophorese der auf diese Weise vermehrten DNA-
Fragmente:

1. Fir die PCR wurde ein der Polymerase (DreamTaq, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) angepasster Mastermix (MM) verwendet (7,57 ul DreamTag
MM und 4,69 pl Wasser pro Probe).

2. Vorwirts- und Riickwirts-Primer fiir die entsprechenden DNA-Abschnitte
(CD30KO ,0x40KO, CD30WT, Ox40WT) werden dem MM hinzugefiigt (0,37 pl
pro Primer und Probe).

Sequenzen der Primer:

0X40 (KO und WT) 5": 5'-AAG ATG GCT CAG TGC AAC TTC C-3°
OX40KO 3": 5'-GGC CGC TTT TCT GGA TTC ATC G-3°

OX40WT 3": 5'-CAA GGT GGG TGG AGA GGG CAA-3’

CD30KO forward: 5'-GAT CAG CCA CGG CTC CCG AC-3’
CD30KO reverse: 5'-TAT CAG GAC ATA GCG TTG GCT AC-3’
CD30WT forward: 5'-GGA CAC AAG TTG AGC CCA GT-3’
CD30WT reverse: 5-TGG TGT GTT CCG TGG ATA CC-3’

3. Jeweils 2 pl Proben (isolierte DNA), Positivkontrolle, Negativkontrolle und eine
Wildtyp-Probe wurden mit je 13 pl aus obigem Mix inkubiert.
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4. Cycling: Mit einem der Polymerase angepassten Programm wird im Thermo-Cycler
die PCR durchgefiihrt.

5. Elektrophorese-Gel-Vorbereitung: aus 2g Agarose und 100 ml GelRed (1:10.000 in
0,5% TRIS-Acetat-EDTA-Puffer) wurde in der Mikrowelle (3 Minuten) ein Gel
hergestellt. Dieses wurde fliissig in eine Kammer gefiillt. Ein Kamm formte, wéhrend
das Gel auskiihlte und erstarrte, die Aussparungen fiir die Proben.

6. Elektrophorese: Das erstarrte Gel wurde nach etwa einer Stunde in eine
Elektrophorese-Kammer umgefiillt (0,5% TRIS-Acetat-EDTA-Puffer). 3 ul DNA
Gel Loading Dye (Thermo Fisher Scientific) wurde in jeweils 5 pl einer Probe
suspendiert und anschlieBend gemeinsam in die Gel-Aussparungen pipettiert.
Ebenfalls in die Aussparung kommen eine Negativkontrolle, Positivkontrolle sowie
ein DNA-Marker (DNA-Leiter mit 100 Basenpaaren als Vergleichsldnge).
Anschliefend wurde die Kammer fiir 45 Minuten bei 80V und 400A unter Strom
gesetzt. Danach wurde in einer UV-Kammer via Computer das FErgebnis

ausgewertet.

Diese Arbeitsschritte wurden fiir alle Proben potenzieller Doppelknockout-Mause fiir die
moglichen Genotypen durchgefiihrt (CD30 Wildtyp, CD30 Knockout, Ox40 Wildtyp, Ox40
Knockout). Abhédngig von den bei der PCR verwendeten Primern vermehrte sich die
Erbinformation fiir die Rezeptoren falls die entsprechende genetische Information in der
Probe vorhanden war. Die Gelelektrophorese trennt die isolierten und evtl. vermehrten
DNA-Fragmente nach Grof3e auf. Dabei demaskieren sich Unterschiede in den DNA-Proben
und es kann mit Hilfe der Kontrollen auf das Vorhandensein des Rezeptors (Wildtyp) bzw.
auf dessen Fehlen (Knockout) riickgeschlossen werden. Abbildung 4 zeigt reprisentative
Ausziige aus einer Gelelektrophorese zur Genotypisierung. Wird dabei die Mutation
(Knockout) fiir CD30 bzw. Ox40 nachgewiesen, ohne den Nachweis der Bande fiir den
Wildtyp dieses Rezeptors, so ist die entsprechende Maus fiir den Knockout homozygot. Nur
Maiuse die homozygot fiir den Knockout von CD30 und Ox40 waren wurden fiir die

Experimente herangezogen.
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Abbildung 4: Gelelektrophorese zur Genotypisierung.

Dargestellt sind reprasentative Bandenmuster zur Genotypisierung von Mausen auf das Vorliegen des CD30-
bzw. Ox40-Knockouts. Einzelne Beispiele wurden beschriftet:

M1 (weiBl): Wildtyp-Maus

M2 (rosa): homozygote Doppelknockout-Maus (CD30/0x407")

KO (rot): CD30/0x407 als Kontrolle, WT (tiirkis): Wildtyp-Maus als Kontrolle, neg (blau): Negativkontrolle.

2.2 Gewinnung des NTS-Serums
Von zentraler Bedeutung fiir das Tiermodell der NTS ist die Gewinnung eines Serums,

welches heterologe Anti-GBM-Antikorper enthédlt und fiir die Induktion der
Immunreaktionen verantwortlich ist. Dieses Serum erhélt man grundsétzlich durch die
Immunisierung einer fremden Spezies gegen GBM-Bestandteile der Miuse. In diesem Fall

wurde das Serum aus einem Kaninchen gewonnen.

2.2.1 Gewinnung der Antigene
Ziel ist zundchst die Gewinnung der GBM-Antigene, die in weiterer Folge fiir die

Immunisierung der Kaninchen verwendet werden sollen. Zu diesem Zweck werden zunichst
die Nieren herkdmmlicher Miuse, unabhidngig vom Genotyp, gewonnen. Als nidchstes muss
die Trennung von Cortex und Medulla erfolgen. Dies kann mit Hilfe eines scharfen Skalpells

durchgefiihrt werden, nachdem die Nieren aus ihrer Kapsel gelost wurden.
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Um im néchsten Schritt Glomeruli aus dem Nierencortex zu isolieren, wird eine
Siebetechnik verwendet. Dazu wird eine grob homogenisierte Masse der Nierenrinden durch
ein feines Sieb gedriickt und in einer Puffer-Losung gesammelt. Fragmente die im Sieb
verbleiben werden verworfen. Fiir einen solchen ersten Siebevorgang eignet sich eine
NetzgroBe von etwa 150 um. Die gewonnene Losung wird anschlieend erneut durch ein
Sieb gelassen. Die dabei verwendete NetzgroBe ist jedoch kleiner. Die Schritte werden so
lange mit immer feineren Sieben wiederholt bis die isolierten Glomeruli auf einem der Siebe
hiangen bleiben (z. B. zwischen 75 und 45 pum). Von diesem konnen sie wieder in eine
geeignete Losung heruntergewaschen und gesammelt werden.

Es folgen mehrere Durchgidnge der Zentrifugation an deren Ende das gewonnene Glomeruli-
Sediment in einer Pufferlosung gelost werden kann. Eine Kontrolle unter dem Mikroskop
sollte erfolgen, um die Reinheit der Isolation zu bestimmen. Grundsétzlich ist jedoch bei
aller Sorgfalt mit einer Kontamination von zum Beispiel Nierentubuli zu rechnen (264-266).
Im néchsten Schritt miissen die Glomeruli von ihrer Basalmembran getrennt werden. Um
dies zu erreichen kann eine Methode verwendet werden, die in dhnlicher Weise erstmals von
Meezan et al. beschrieben wurde (267). Zusitzlich kann eine Behandlung im Ultraschallbad
erfolgen (265, 266). Auf diese Weise lysierte Glomeruli werden zentrifugiert und
anschlielend hintereinander mit verschiedenen Substanzen wie Desoxyribonuklease oder
Desoxycholsdure behandelt und wiederholt zentrifugiert. Am Ende erhilt man die isolierten

Basalmembrananteile der Glomeruli (sowie der kontaminierenden Tubuli).

2.2.3 Immunisierung gegen die isolierten Antigene
Die auf diese Weise isolierten glomeruldaren Basalmembrananteile werden in weiterer Folge

zur Immunisierung eines Kaninchens genutzt. Isolierte Basalmembranen einer Maus sind
ohne Weiteres jedoch nicht in der Lage ausreichend starke Immunreaktionen in Kaninchen
auszulosen. Aus diesem Grund werden die isolierten Antigene mit einem Adjuvans
kombiniert bevor sie den Kaninchen injiziert werden. Dafiir eignet sich besonders gut die
sogenannte komplette Freund Adjuvans, welche Bestandteile von Mycobacterium
tuberculosis enthélt und dadurch heftige Immunreaktionen in Versuchstieren ausldst.

Die Injektion erfolgt subkutan an mehreren Hautstellen des Kaninchens. Nach zum Beispiel
4 und 6 Wochen folgen Booster-Injektionen. Einige Tage spiter werden die Versuchstiere
auf eine Weise euthanasiert, die die Gewinnung einer ausreichenden Menge Blut der
Kaninchen ermoglichen. Auf diese Weise kann anschlieBend das nephrotoxische Serum

gewonnen werden (72).
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2.3 Isolation der CD4" Zellen

2.3.1 Grundprinzipien der Zellisolation
Fiir die Isolation der CD4" Zellen wurde ein Isolations-Kit der Firma Miltenyi Biotec

verwendet (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Das Grundprinzip hinter dieser
als MACS Cell Separation vermarkteten Technologie ist die Trennung von Zellen mit Hilfe
ferromagnetisch-konjugierter Antikérper und einem Magnetfeld. Dabei stehen zur Isolation
grundsitzlich zwei Moglichkeiten zur Verfligung: Zundchst lassen sich durch die
Verwendung eines bestimmten Antikodrpers eine spezifische Gruppe von Zellen markieren.
Verwendet man nun ein Magnetfeld, um diese bestimmten markierten Zellen
zuriickzuhalten, erreicht man die positive Selektion dieser Zellpopulation. Der Nachteil
dieser Methode ist, dass isolierte Zellen nun von Antikérpern gebunden und verunreinigt
vorliegen. Die zweite Methode umgeht dieses Problem, indem nicht nach einem bestimmten
Antigen markiert wird, sondern alle anderen Zellen, die nicht zu der zu isolierenden Gruppe
gehoren, durch eine Vielzahl konjugierter Antikorper markiert werden. Auf diese Weise
werden am Ende moglichst alle Zellen zuriickgehalten, die nicht zu der gewiinschten
Population gehoren. Diese Technologie wird in verschiedenen MACS Cell Isolation Kits
angeboten. Dabei ist ein fiir die Isolation einer bestimmten Population ausgerichteter
Antikorper-Cocktail vorgegeben, der auBler den gewiinschten Zellen alle anderen
ferromagnetisch markiert. Auch in den hier beschriebenen Experimenten wurde ein solches
negativ selektierendes Kit verwendet. Der Vorteil gegeniiber der positiven Selektion ist, dass
nach Transfer keine Antikorper das natiirliche Agieren der Zellen manipulieren kdnnen. Mit
dem MACS Separator werden noch sogenannte MACS Columns verwendet. Dabei handelt
es sich um eine ferromagnetische Matrix, welche die magnetische Separation noch verstérkt.
Die Matrix ist dabei so aufgebaut, dass Zellen ungehindert und ohne Schidigung
hindurchlaufen konnen aber bereits bei geringster Markierung mit einem konjugierten
Antikorper zuriickgehalten werden (268).

Diese Technologie ermoglicht die Gewinnung einer reinen und unbeschéddigten
Zellsuspension unter den Columns von sehr hoher Spezifitit. Im Folgenden wird die

Durchfiihrung der CD4" Zell Isolation mit Hilfe eines MACS Kits beschrieben.

2.3.2 CD4* Zell Isolation aus Wildtyp- oder Knockout-Mausen
Fiir die Zellisolation wurde das Miltenyi Biotec MACS CD4* T Cell Isolation Kit mouse

(Bestellnummer 130-104-454) verwendet. Alle Arbeitsschritte erfolgten rasch sowie streng
nach Protokoll und wenn notwendig auf Eis. Verwendete Losungen wurden auf 4°C gekdihlt.

Fiir die Separation wurde ein MACS Separator mit geeigneter Column verwendet (269).
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. Herstellung einer Zellsuspension: Zunidchst wurden 4 Wildtypméuse sowie 4
CD30/0x407" Miuse getdtet und deren Milzen unverziiglich explantiert. Mit Hilfe
eines Zellsiebs (Falcon Cell Strainer, Netzgrof3e 70 um) und dem MACS Puffer
(entspricht PBS (engl. phosphate-buffered saline) mit 0.5% BSA (engl. bovine serum
albumin) und 2 mM EDTA) wurde eine Einzelzellsuspension hergestellt. Dies
geschah in zwei Gruppen fiir die Wildtyp- sowie Knockout-Miuse. Anschlieend
wurden fiir beide Suspensionen die Zellzahlen mit Hilfe eines Mikroskops und einer
Zihlkammer bestimmt.

. Die Zellsuspensionen wurden zentrifugiert und anschlieBend im MACS Puffer
resuspendiert. Die verwendeten Volumina der Substanzen wurden den Zellzahlen
angepasst.

. Der Antikorper-Cocktail, der fiir die Isolation von CD4" Zellen angepasst wurde,
enthilt eine Vielzahl monoklonaler Antikorper, die mit Biotin konjugiert vorliegen.
Diese Antikdrper sind gegen folgende Antigene gerichtet: CD8a, CD11b, CDl lc,
CD19, CD45R (B220), CD49b (DX5), CD105, Anti-MHC Class II, Ter-119, und
TCRy/s.

Volumina des Biotin-Antikorper-Cocktails wurden den Zellzahlen angepasst. Die
Zellsuspensionen wurden flir 5 Minuten im Kiihlschrank inkubiert.

. Eine zweite Gruppe von monoklonalen Antikdrpern ist gegen das Biotin der ersten
gerichtet und mit den supermagnetischen MicroBeads konjugiert. Es folgte die
Inkubation der Zellsuspensionen fiir 10 Minuten im Kiihlschrank. Auch her wurden
die Volumina angepasst.

. Magnetische Zell-Separation: Die nach Protokoll behandelten Zellsuspensionen
wurden anschlieBend je durch eine Column innerhalb eines MACS Separators laufen
gelassen. Anschliefend wurde mit einer geeigneten Pufferlosung nachgespiilt. Die
unter den Columns gesammelten Suspensionen entsprechen den isolierten CD4"

Zellen. Zellen in den Suspensionen wurden abzentrifugiert und in PBS resuspendiert.

2.4 Zelltransfer
14 Ragl”" Miusen wurden in zwei Gruppen CD4" Zellen aus entweder Wildtyp-Miusen

oder Knockout-Méusen transferiert. Die Zellsuspensionen wurden auf Eis transportiert und

nach moglichst kurzer Verzogerung injiziert.

Pro Maus wurden 1,5x10° CD4" Zellen intravends in die Schwanzvene verabreicht. Dies

entspricht etwa Zellen aus 1 Milz aufgeteilt auf 2 Ragl” Muse.
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Abbildung 5: CD4" Zelltransfer in Ragl”- Miuse.

Nach der Isolation von CD4" Zellen wurden diese in Ragl”- Miuse transferiert. Dabei gab es zwei Gruppen.
Der einen Gruppe wurden Zellen aus Wildtyp-Mé&usen und der anderen Gruppe Zellen aus Knockout-Mausen
transferiert. Einen Tag spéter wurde mit der Immunisierung begonnen.

2.5 NTS-Induktion

Die Prinzipien und Mechanismen der nephrotoxischen Serum Nephritis wurden bereits in

Kapitel 1.3 beschrieben. Die Herstellung des NTS-Serums wurde in Kapitel 2.2 skizziert.

Die hier beschriebene Durchfiihrung entspricht in etwa einer bereits beschriebenen (270).

1.

Immunisierung der Maiuse: Die Immunisierung gegen Kaninchen-
Immunglobuline erfolgte einen Tag nach Transfer der CD4" Zellen. Dafiir wurde
eine Immunisierungs-Mixtur aus 0,01g getrocknetem und nicht vitalem
Mycobacterium tuberculosis H37a (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) und 180
pl Kaninchen IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA)
in 1 ml Freund Adjuvans (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) und 820 pl PBS
hergestellt. Dies entspricht einer Konzentration von 2 mg/ml Kaninchen IgG.

Die Immunisierung erfolgte subkutan ins Hinterbein mit jeweils 0,1ml pro Maus.
NTS-Induktion: Drei Tage nach Immunisierung wurde den Méusen das NTS-
Serum injiziert. Verabreicht wurden 0,15ml intravends in die Schwanzvene pro

Maus.
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2.6 Bestimmung des Albumin-Kreatinin-Quotienten
Die Albuminurie ist ein wichtiger Marker glomeruldren Schadens. Unter physiologischen

Bedingungen verhindert der glomeruldre Filter, dass groBBere Mengen Albumin diesen
iiberwinden konnen. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind dabei einerseits die
MolekiilgroBe des Albumins und andererseits die negativen Ladungen der glomerulidren
Basalmembran. Kleinere Mengen Albumin, die es auch unter physiologischen Bedingungen
schaffen den glomeruldren Filter zu iiberwinden, werden normalerweise im proximalen
Tubulus resorbiert (271).

Um Albumin im Harn zu bestimmen, sind unterschiedliche Messmethoden moglich. Lange
Zeit galt die Sammlung eines 24-Stunden Harns als Goldstandard in der Proteinurie-
Diagnostik. Diese Methode hat den Vorteil, dass iiber den Tag auftretende Schwankungen
in der Albumin-Konzentration des Harns weniger Einfluss auf die Vergleichbarkeit
zwischen verschiedenen Gruppen nehmen konnen, da sich Schwankungen iiber den Tag
verteilt relativieren. Diese Methode ist jedoch mit einem groen Aufwand verbunden und ist
im Falle eines Mausmodells kaum wumzusetzen. Die Bestimmung der Albumin-
Konzentration zu einem beliebigen Zeitpunkt ist dagegen stark von verschiedenen Faktoren
abhingig. Um dennoch eine Aussagekraft der Konzentrationen zu einem bestimmten
Zeitpunkt erreichen zu konnen, ist es notwendig, diese im Kontext der Hydrierung zu
relativieren. An dieser Stelle kommt dem Albumin-Kreatinin-Quotienten eine wichtige
Rolle zu. Geht man davon aus, dass bei gestortem glomeruldrem Filter der Verlust des
Albumins in den Harn zeitlich relativ konstant verlduft, ergibt sich die Moglichkeit als
Bezugswert einen zweiten konstant in den Harn abgegebenen Wert hinzuzuziehen. Aus
dieser Uberlegung ergibt sich die Aussagekraft des Albumin-Kreatinin-Quotienten, der
wesentlich besseren Riickschluss auf den Grad der Albuminurie ermdglicht als die Albumin-
Konzentration an sich (272).

Zu berlicksichtigen ist aber, dass Kreatinin unter anderem ein Stoffwechselprodukt der
Muskulatur darstellt und deswegen auch in der Kreatinin-Ausscheidung zwischen Personen
gro3e Unterschiede herrschen konnen. Im Falle einer Studie an Méausen mit gleichem
Geschlecht, genetischem Background und denselben Lebensbedingungen, stellt der
Albumin-Kreatinin-Quotient dennoch einen hiufig verwendeten und fiir unsere Zwecke
zuverldssigen Marker fiir den Grad der Proteinurie dar (271).

Unter einem ELISA (engl. Enzyme-linked Immunosorbent Assay) versteht man einen
quantitativen Immunoassay, der auf der Verwendung eines Enzyms als Marker basiert.

Grundsatzlich werden Antikorper auf einer festen Phase fixiert (sogenanntes Coaten), an
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welchen nun ein spezifisches Antigen binden kann. Ein zweiter AntikOrper ist mit dem
bereits erwdhnten Enzym markiert und bindet ebenfalls an das fixierte Antigen. Je hoher die
Konzentration der Antigene, desto mehr Enzym-markierte Antikérper konnen sich binden.
SchlieBlich ldsst sich anhand des Substratumsatzes dieses Enzyms auf die Konzentration der
Antikorper und damit auch auf die Konzentration der Antigene schlieBen. Die Fixierung
tiber den ersten Antikdrper ermdglicht dabei, dass die Antikdrper-Antigenkomplexe
gewaschen werden konnen, ohne dass bereits fixierte Molekiile weggespiilt werden. Die
Verwendung zweier Antikorper (einer fixiert in der stationdren Phase und ein zweiter
gekoppelt an ein Enzym) wird auch als Sandwich-Elisa bezeichnet (273). Um schlussendlich
auf die Konzentrationen eines Molekiils schlieBen zu koénnen, miissen quantitative
Unterschiede des Substratumsatzes festgehalten werden. Dies geschieht unter Zuhilfenahme
eines Photometers.

Die Photometrie ermdglicht durch die Lichtabsorption einer Losung Riickschliisse auf deren
Konzentration zu ziehen. Dafiir macht man sich das Lambert-Beersche Gesetz zunutze,
welches vereinfacht besagt, dass bei gleicher Lichtintensitét und Wellenlédnge die Absorption
(und damit auch die Intensitit des transmittierenden Lichts) abhédngig von der
Stoffmengenkonzentration ist. Diese GesetzmiBigkeit ermoglicht anhand der nach
Durchstrahlung einer Losung gemessenen Lichtintensitit die Stoffkonzentration zu
bestimmen. Dies ist auch mdglich, wenn sich mehrere Molekiile geldst vorfinden (wie es z.
B. in Urin der Fall ist). In diesem Fall hilft die Verwendung einer bestimmten Wellenldnge,
die vom zu bestimmenden Stoff besonders gut absorbiert wird, um auf die Konzentration
eines einzelnen Molekiils zu schlieBen. In der Praxis wird haufig auf Verwendung einer
Standardlésung zuriickgegriffen, mit deren Hilfe eine Standardkurve angegeben werden
kann. Gemessene Optical Density (OD) konnen mit Hilfe dieser in Konzentrationen
umgerechnet werden (274, 275).

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde ein Sandwich-Elisa durchgefiihrt, um die
Albuminkonzentrationen in Harnproben der Versuchstiere zu bestimmen. Um den Albumin-
Kreatinin-Quotienten zu berechnen, wurde aullerdem die Kreatininkonzentration
photometrisch bestimmt. Verwendet wurde dafiir ein Standard Kit der Firma Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Die Berechnung des Albumin-Kreatinin-Quotienten erfolgte in pg

pro mg Kreatinin.
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2.6.1 Albumin-ELISA

Alle durchgefiihrten Schritte wurden rasch und streng nach vorliegendem Protokoll

durchgefiihrt. Urinproben der Mduse wurden an Tag 14 nach Injektion des NTS-Serums

gesammelt.

1.

6.

Coating einer NUNC-Immuno MicroWell-Platte (Sigma-Aldrich) mit Anti-Albumin
Antikorpern (goat anti-mouse, A90-134A-5, Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery,
TX, USA): Die Antikdrper wurden auf 1 pg /ml in einem dem Protokoll angepassten
Coating-Puffer (1,59 g Na;COs und 2,93 g NaHCOs in 1 L destilliertem Wasser)
gelost. 100 pl pro Well wurden pipettiert. Es folgte eine Inkubation {iber Nacht bei
4°C. Anschlieend wurde die Platte vorsichtig mit einer geeigneten Pufferlésung
(0,05% Tween/PBS-Puffer) gewaschen.

Blocken: Nach dem Coating muss die Platte geblockt werden. Dies geschah mit einer
Ldsung von 0,5% bovinem Serumalbumin (in oben genanntem Tween/PBS-Puffer).
Die Block-Losung wurde pipettiert und fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend
wurde erneut gewaschen.

Verdiinnungsreihe der Proben und Standard: Aus den vorhandenen Urinproben
wurden Verdiinnungsreihen hergestellt. Die Verdiinnungen erfolgten ebenfalls in der
0,5% BSA Losung. Von einer Standardlosung wurde ebenfalls eine
Verdiinnungsreihe angelegt. Proben, Standard und Negativprobe wurden in
geeigneten Konzentrationen in Gruppen aus je drei Wells aufgetragen (100 pl pro
Well). Es folgte eine Inkubation fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur mit
anschlieBendem Waschdurchgang.

Auftragung  eines  zweiten  Anti-Albumin  Antikérpers mit = HRP
(Meerrettichperoxidase)-Konjugat  (goat anti-mouse, A90-134P-7, Bethyl
Laboratories,): Die Antikorper wurden auf 0,02 ug /ml in einem 0,05% Tween/PBS-
Puffer verdiinnt. 100 pul pro Well wurden aufgetragen und fiir zwei Stunden inkubiert
sowie anschliefend gewaschen.

Substratzusatz und Stopp-Reaktion: Ein Substrat aus Tetramethylbenzidin-
Pufferlosung und Wasserstoffperoxid wurde hinzugefiigt (100 pl pro Well) und fiir
15 Minuten in Dunkelheit inkubiert. Der Substratumsatz wurde anschlieend durch
Hinzufligen von Schwefelséure gestoppt (50 pnl pro Well).

Die Platte wurde anschlieend sofort im Photometer bei 450nm ausgewertet.

Mit der aus dem Standard gebildeten Standardkurve (korrigiert durch eine 4-Parameter

Regression), lieBen sich die Konzentrationen der Proben eruieren (abgelesen im linearen
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Bereich der Kurve). Die exakten Werte in pg /ml wurden rechnerisch (bezogen auf die

Verdiinnung) mit Hilfe der Photometer Software bzw. Kurvenkorrektur bestimmt.

2.6.2 Kreatinin-Assay

Zur Bestimmung der Kreatinin-Konzentrationen wurde ein auf der Jaffe-Reaktion
basierendes Standard-Kit der Firma Sigma-Aldrich verwendet. Bei der Jaffe-Reaktion
kommt es zu einer chemischen Reaktion von Kreatinin und Pikrinsdure, welche zu einem
rotlich-orangenen Farbumschlag fiihrt. Dieser Farbumschlag wird zur kolorimetrischen
Bestimmung der Kreatininkonzentration genutzt (276).
Alle Schritte wurden streng nach Protokoll durchgefiihrt.
1. Verdiinnung der Proben: Alle Proben wurden 1:10 in destilliertem Wasser verdiinnt.
2. Eine alkalische Losung auf Pikrinbasis wurde nach Protokoll hergestellt.
3. Negativprobe, Standard (im Kit enthalten) und verdiinnte Proben wurden auf eine
Microplatte in Dreierguppen aufgetragen (18 ul pro Well).
4. 176 pl der Losung pro Well wurden hinzugefiigt und fiir 12 Minuten inkubiert.
AnschlieBend wurde die Platte bei 490nm im Photometer abgelesen.
5. AnschlieBend wurden 6 pl pro Well einer im Kit enthaltenen Sdure pipettiert und
resuspendiert sowie 5 Minuten inkubiert.
6. Erneutes Ablesen im Photometer bei 490nm.
Errechnet wurden die endgiiltigen Konzentrationen aus den ODs nach folgender Formel:

¢ (mg/dL) = (Probeinitiai - Probefina) : (Standardiiia - Standardfina) x 3

2.7 BUN-Level
2.7.1 Harnstoff-Stickstoff

Wichtige Riickschliisse auf die Nierenfunktion geben sogenannte
Nierenretentionsparameter. Diese werden physiologisch durch die Niere ausgeschieden und
liegen bei eingeschrinkter Nierenfunktion in erh6hten Konzentrationen im Serum vor. In der
Klinik besonders bedeutsam sind dabei die Kreatinin- sowie Harnstoffkonzentrationen.
Diese sind dabei nicht nur rein diagnostisch bedeutsam, sondern fungieren auch als
Indikatoren fiir die Notwendigkeit einer Dialyse (277). Um Harnstoffkonzentrationen aus
Blutproben bestimmen zu konnen, stehen eine Reihe laborchemischer Verfahren zur
Verfligung. Haufig kommt die Bestimmung sogenannter Blood-Urea-Nitrogen (BUN) Level
zum Einsatz. Grundsitzlich haben BUN-Level und Harnstoffkonzentration die gleiche
Aussagekraft, werden aber in unterschiedlichen Regionen unterschiedlich hiufig verwendet.

Blut-Harnstoff-Stickstoff-Konzentrationen beziehen sich dabei nur auf den im Harnstoff
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gebundenen  Stickstoffanteil. =~ Wéhrend die  Stoffmengen also in  beiden
Bestimmungsmethoden identisch sind (1 Mol Harnstoff enthilt genau 1 Mol N»), miissen
Konzentrationen auf Grund unterschiedlicher molarer Massen ineinander umgerechnet
werden (278). Unter physiologischen Bedingungen wird Harnstoff von der Leber aus
Ammoniak und Hydrogencarbonat gebildet. Ammoniak ist dabei ein Endprodukt des
Proteinstoffwechsels, jedoch bereits in niedrigen Konzentrationen duflerst giftig. In Form

des Harnstoffs kann es schlieBlich iiber die Nieren ausgeschieden werden (279).

2.7.2 Kolorimetrische Bestimmung
Blutproben getoteter Mause wurden zentrifugiert und das Serum bis zur Durchfiihrung der

Assays eingefroren.

Fiir die Bestimmung der BUN-Level wurde ein einfaches kolorimetrisches BUN-Assay
Standardkit Urea Nitrogen (BUN) Colorimetric Detection Kit (Thermo Fisher Scientific)
verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden streng nach Protokoll durchgefiihrt.

1. Verdiinnungsreihen fiir Standard und Proben: Der mitgelieferte Standard wurde in
einer Verdiinnungsreihe mit destilliertem Wasser verdiinnt (5, 2.5, 1.25, 0.625,
0.3215 und 0.156 mg/dL). Proben wurden ebenfalls in destilliertem Wasser 1:10
verdiinnt. AnschlieBend wurden verdiinnte Proben, Standardreihe und eine
Negativprobe auf eine 96-Well- Mikrotiterplatte aufgetragen (50 pl pro Well)

2. Reagenzien: AnschlieBend wurden die beiden Color Reagenzien nacheinander in die
Wells hinzugegeben (75 pl pro Reagenz, erst A dann B). Es folgte eine Inkubation
fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur.

3. In einem geeigneten Photometer wurde bei 450nm abgelesen. Aus den Werten der
Standardreihe wurde eine Standardkurve erstellt (einfache lineare Regression).
Kurvenkorrektur und Berechnung der genauen Konzentrationen (bezogen auf die

Verdiinnung) wurden durch die Photometersoftware bestimmt.

2.8 PAS-Féarbung
Die PAS-Firbung basiert auf der sogenannten PAS-Reaktion (engl. Periodic acid-Schiff

reaction). Diese dient als histologische Farbemethode zum Nachweis von Glykolgruppen,
wie sie in einer Vielzahl von Kohlenhydraten vorkommen. Der chemische Mechanismus
hinter dieser Farbemethode ist die Oxidation der Glykolgruppen zu Aldehydgruppen durch
Perjodsdure. Die Schiff sche Reagenz farbt diese Aldehydgruppen schlieBlich rétlich ein,
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wodurch Glykoproteine, Glykolipide und andere fiir den Aufbau von Geweben zentrale
Strukturen gegen ihre Umgebung hervorgehoben werden (280). In der Niere fiihrt die PAS-
Féarbung zu einer deutlichen Betonung extrazelluldrer Strukturen wie der Basalmembran
aber z. B. auch von Mesangiumzellen. Mit dieser Farbemethode lassen sich auch
glomerulidre Schiden wie eine Glomerulosklerose nachweisen (281). PAS-Positivitit in den
Glomeruli korreliert demnach mit den Schiadigungen der Glomeruli und ermdglicht durch
die Verwendung eines PAS-Scoring-Systems den Vergleich zwischen verschiedenen
Gruppen.
In Formalin fixierte Mausnieren wurden in Paraffin eingebettet und in einem Mikrotom zu
4 pum dinnen Querschnitten verarbeitet. Fir die Fiarbung wurden folgende Schritte
durchgefiihrt:
1. Entparaffinierung und Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe mit
anschlieender Spiilung in Aqua destillata.
2. Inkubation in Perjodséure iiber 10 Minuten und anschlieBender Spiilvorgang
3. Inkubation in der Schiff'schen Reagenz iiber 10 Minuten mit anschlieBendem
mehrminiitigem Waschvorgang in Leitungswasser
4. Gegenfiarbung in einer Hématoxylinfirbung (Gill III, Sigma-Aldrich) mit
anschlieendem Bliuen in Leitungswasser
5. Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe und nach dem Trocknen
eindecken
Das semiquantitative PAS-Scoring-System basiert auf der Auszdhlung von mindestens 50
Glomeruli. Dabei erfolgt eine Einteilung in vier Kategorien: 0-3
0: das Glomerulum zeigt keine PAS-Positivitdt. 1: bis 1/3 des Glomerulums ist PAS-positiv.
2: 1/3 bis 2/3 sind PAS-positiv. 3: mehr als 2/3 des Glomerulums ist PAS-positiv.
Schnitte der Mausnieren wurden verblindet ausgewertet. Ein Mittelwert der mindestens 50
ausgewerteten Glomeruli wurde bestimmt und als PAS-Score fiir die entsprechende Probe

festgelegt.

2.9 Immunhistochemie
Unter Immunhistochemie versteht man die Verwendung spezifischer Antikdrper, um

bestimmte Strukturen in histologischen Préparaten hervorzuheben. Werden Gewebeschnitte
mit einem bestimmten Antikorper markiert, ermodglicht das farbliche Sichtbarmachen der
Antigen-Antikorper-Komplexe festzustellen, wie viele der besagten Antigene sich an

welcher Stelle befinden. Unterschieden wird bei dieser Methode zwischen einem direkten
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und indirekten Nachweis. Diese Bezeichnungen beziehen sich darauf, ob ein direkt gegen
das zu bestimmende Antigen gerichteter Antikorper farblich markiert wurde oder ob ein
zweiter ,,indirekter Antikorper, welcher gegen den ersten Antikorper gerichtet ist, fiir die
farbliche Markierung verantwortlich ist. Konkret sind solche Antikorper hdufig mit
Enzymen konjugiert, die zu einem farbigen Substratumsatz in ihrer Néhe fiihren (282).

Besagte Antigene, die sich auf eine solche Weise sichtbarmachen lassen, werden hiufig zu
einer Gruppe namens Cluster of Differentiation gezahlt und ermoglichen zwischen
Immunzellen zu unterscheiden. Zu diesen gehdren auch CD4, CD8 und CD68. Ebenfalls bei

der Differenzierung zwischen Immunzellen helfen kann das Antigen Ly6G.

29.1 CD4
CD4 und der T-Zell-Rezeptor wurden bereits in Kapitel 1.4.1 skizziert.

Bei CD4 handelt es sich um einen Corezeptor der Bindung mit MHC-II-Molekiilen. Er ist
besonders mit T-Helferzellen assoziiert, 14sst sich aber auch auf regulatorischen T-Zellen,
unreifen Thymozyten und in kleineren Mengen teilweise auch auf weiteren Immunzellen
wie Makrophagen nachweisen. In erster Linie dient die immunhistochemische Farbung nach
CD4" Zellen jedoch dem Nachweis von T-Helferzellen unabhingig von deren Effektor-
Differenzierung (282).

2.9.2 CD68

Bei CD68 (oder auch Makrosialin) handelt es sich um ein vor allem intrazellulédr
membranassoziiertes Glykoprotein aus der LAMP-Familie (engl. lysosomal/endosomal-
associated membrane glycoprotein) mit gehduftem Vorkommen in Monozyten bzw.
Makrophagen, wobei es moglicherweise als Scavenger-Rezeptor an der Phagozytose
besagter Zellen beteiligt ist (283). CD68 kann in einer geringeren Menge auch auf weiteren
Immunzellen wie dendritischen Zellen oder Granulozyten exprimiert werden, dient im

Gewebe aber in erster Linie zum Nachweis von Makrophagen (283).

2.9.3 Ly6G
Die Rolle der Ly6-Proteinfamilie ist vielféltig und nicht in allen Details eindeutig geklért.

Wihrend einige Ly6-Proteine auf einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen exprimiert werden,
ist Ly6G relativ spezifisch fiir neutrophile Granulozyten (284). Antikorper gegen Ly6G
werden deswegen nicht nur in der Immunhistochemie verwendet, sondern stellen auch ein
haufig verwendetes Mittel dar um Neutrophile in experimentellen Studien zu eradizieren
(285). Wie fiir andere Mitglieder dieser Gruppe ist auch die Funktion von LyG6 relativ

unbekannt, es scheint jedoch im Menschen kein identisches Protein zu geben (284).
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Der immunhistochemische Nachweis ermoglicht die Markierung von neutrophilen

Granulozyten. Deswegen ist Ly6G trotz der vielen offenen Fragen ein hiufig verwendetes

Ziel entsprechender Farbungen.

2.9.4 Durchfihrung

Schockgefrorene Nierenpriaparate wurden im Kryo-Mikrotom geschnitten (4 um). Pro Probe

und Farbung wurden 2 Schnitte hergestellt. Diese wurden vor der Farbung 30 Minuten bei

Raumtemperatur getrocknet. Gefarbt wurde jedes Priparat fir CD4, CD68 und Ly6G.

AuBerdem erfolgte parallel eine Isotyp-Kontrolle, um die Spezifitit der Firbungen

nachzuweisen.

1.

Die Schnitte wurden in Aceton bei 4°C fiir 8 Minuten fixiert. Die luftgetrockneten
Schnitte wurden anschlieBend mit einem Fettstift umrandet.

Um unspezifische Bindungen zu verhindern, mussten die Schnitte zunéchst geblockt
werden. Hintergrund der Blockierung sind unspezifische Bindungen, welche
unabhéngig von der Antikorperspezifitdt auftreten konnen. Entsprechende Stellen im
Gewebe werden durch die verwendete Losung fiir die spezifischen Antikdrper
unzuginglich gemacht. Avidin bindet im Gewebe vorkommendes endogenes Biotin.
Die Blockierung geschah mit einer Losung aus 20% FCS (fetales Kélberserum), 10%
Serum der Spezies des zweiten Antikorpers (Ziege, siche unten), 70% PBS und
wenigen Tropfen Avidin (4 pro mL). Von dieser Losung wurden 200 pl auf jeden
Schnitt aufgetragen und 20 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert.
AnschlieBend wurde zundchst in PBS und anschlieBend in Gelatine-Losung
gewaschen (jeweils 2 Minuten).

Auftragen des ersten Antikorpers: Dieser erste Antikorper stellt den
antigenspezifischen Teil der Farbung dar und sollte auf das zu identifizierende
Antigen angepasst werden. Die hier verwendeten Antikdrper stammen aus Ratten
und waren gegen CD4 (clone YTS191.1; Serotec, Oxford, UK), CD68 (clone FA-
11; Serotec) und Ly6G (clone 1A8; Abcam, Cambridge, UK) gerichtet.

Fiir jeden Antikorper wurden Losungen aus 2 pl des Antikorpers pro ml und 4
Tropfen Biotin pro ml angefertigt. Auf jeden Schnitt wurden 200 pl der jeweiligen
Losung aufgetragen und fiir 60 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert.
AnschlieBend wurde mehrmals fiir mehrere Minuten in PBS gewaschen.

Auftragen des zweiten Antikorpers: Ein Biotin-konjugierter Ziegen Anti-Ratten IgG-
Antikorper (Jackson ImmunoResearch Laboratories) wurde auf alle Schnitte

aufgetragen (ebenfalls 200 pl in einer 5 pl /mL Konzentration) und fiir 45 Minuten
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in einer dunklen feuchten Kammer inkubiert. AnschlieBend wurde erneut mehrmals
in PBS gewaschen.

5. Verstarkung der Signale mit einem Avidin-Biotin-Komplex: Avidin und mit
Peroxidase konjugiertes Biotin binden an den zweiten Antikdrper und bilden auf
diese Weise stirkere Signale. Verwendet wurden ein Standard-Kit (VECTASTAIN
ELITE ABC HRP KIT, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) aus welchem
nach Protokoll eine ABC-Losung hergestellt wurde. Von dieser wurden 200 pl pro
Schnitt aufgetragen und fiir weitere 45 Minuten in Dunkelheit inkubiert.
AnschlieBend Waschen in PBS (mehrmals fiir wenige Minuten) und 0,1 M
Essigsaure-Acetat-Puffer (3 Minuten).

6. Farbung: Die Biotin-gebundene Peroxidase katalysiert einen Substratumsatz und
damit Farbumschlag im Bereich der Antigen-Antikorper-Komplexe. Die zur
Einfarbung verwendete Losung bestand aus einer 3-Amino-9-Ethylcarbazol-Losung
(3ml), 0,1 M Essigsaure-Acetat-Puffer (60ml) und Wasserstoffperoxid (30 pl). Diese
wurde kurz vor Verwendung in Dunkelheit aus Stocklosungen hergestellt. Die
Schnitte wurden fiir wenige Minuten in diesem Chromogen entwickelt. Der optimale
Farbumschlag wurde unter regelméfigen Kontrollen im Mikroskop abgewartet. Es
folgte ein Waschvorgang in Aqua destillata.

7. Als Gegenfarbung folgte eine Hamatoxylinfarbung (Gill III, Sigma-Aldrich) wie
bereits in Kapitel 2.8 beschrieben. Schnitte wurden eingebettet und ausgewertet.

Fiir die quantitative Auswertung wurden CD4" Zellen und Ly6G™ Zellen in 6 HPF-Feldern
(engl. high power field; 400x VergroBerung) randomisiert und verblindet sowohl im Bereich
der Medulla als auch im Cortex nachgezdhlt.

Fir die semiquantitative Auswertung der CD68" Zellen wurde ein Scoring-System
verwendet. Dazu wurden CD68" Zellen pro LPF (engl. low power field; 200x VergoBerung)
ausgezahlt. Dabei erfolgt eine Einteilung in fiinf Kategorien:

0: 0-4 Zellen pro LPF. 1: 5-10 Zellen pro LPF. 2: 11-50 Zellen pro LPF. 3: 50-200 Zellen
pro LPF. 4: >200 Zellen pro LPF.

Ein Mittelwert aus mindestens 6 LPFs wurde fiir jede Probe bestimmt.

2.10 Statistische Auswertung und Darstellung
Die statistische Auswertung sowie Erstellung der Grafiken erfolgte mit der Software Prism

8 fiir Macintosh (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Zu vergleichende Gruppen

wurden zunichst auf Normalverteilung gepriift. Dafiir wurde in der verwendeten Software
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ein Lilliefors-Test (Kolmogorow-Smirnow-Lilliefors-Test) und Shapiro-Wilk-Test
herangezogen. Konnte nach diesen von einer Normalverteilung der Stichproben in den zu
vergleichenden Gruppen ausgegangen werden, wurde ein zweiseitiger Student-t-Test fiir
zwel unabhdngige Stichproben durchgefiihrt. War dies nicht der Fall, wurde ein nicht-
parametrischer Mann-Whitney-U-Test herangezogen. Als statistisch signifikant wurde ein p
< 0,05 definiert.

Fir die Darstellung wurde je nach Datensatz ein Balkendiagramm (Mittelwert und
Standardfehler), Boxplot (Standarddarstellung mit Minimum, 1. Quartil, Median, 2. Quartil
und Maximum) oder eindimensionaler Scatterplot (Median oder Mittelwert und

Standardfehler) gewihlt. Alle Grafiken wurden entsprechend beschriftet.
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3 Ergebnisse — Resultate

3.1 Rag1’” Méiuse sind vor der NTS geschiitzt, wenn transferierte
CD4* Zellen weder CD30 noch Ox40 exprimieren

Ragl”~ Miuse, denen CD4" Zellen aus Wildtyp-Miusen transferiert wurden, bildeten einen
deutlichen Phénotyp der NTS aus. Dies war sowohl an der Albuminurie, den
Nierenretentionsparametern als auch am pathohistologischen glomeruldren Schaden zu
erkennen. Transferierte man dagegen CD4" Zellen aus CD30/0x40”" Miusen, waren die

Ragl” Miuse im Wesentlichen vor der Erkrankung geschiitzt.

3.1.1 Albuminurie
Es wurde die Albuminurie in den beiden zu vergleichenden Gruppen, gemessen am

Albumin-Kreatinin-Quotienten, bestimmt. Ragl”" Miuse, welchen CD4" Zellen aus den
WT-Miusen (CD30/0x40"") transferiert wurden, zeigten an Tag 14 nach NTS Induktion
eine massive Albuminurie. Diejenigen Ragl™”~ Miuse dagegen, denen CD4" Zellen aus den
CD30/0x407" Miusen transferiert wurden, zeigten zum selben Zeitpunkt einen signifikant

geringeren Albumin-Kreatinin-Quotienten (p<0,01; Abbildung 6).

3.1.2 BUN-Level

Blut-Harnstoff-Stickstoffkonzentrationen wurden als Nierenretentionsparameter an Tag 14
nach NTS-Induktion bestimmt (Abbildung 7). Auch hier zeigten Ragl” Miuse,
rekonstituiert mit WT CD4" Zellen, signifikant hohere Konzentrationen als nach Transfer
der Knockout-CD4" Zellen (p<0,001). Der Mittelwert betrug dabei 46,85 pg/ml (+2,453)
bzw. 32 pg/ml (£1,428).

*%k
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5.0x1054

Albuminurie [ug/mg Kreatinin]
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WT CD30/0x407

CD4* Zelltransfer

Abbildung 6: Albuminurie (Albumin-Kreatinin-Quotient) an Tag 14 nach NTS-Induktion.

Dargestellt sind die Gruppen nach CD4* Zelltransfer aus Wildtyp-Mausen (WT, links, n=6) und Knockout-
Miusen (CD300x407, rechts, n=7).

Mittelwert und Standardfehler. **p<0,01
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Abbildung 7: Blut-Harnstoff-Stickstoffkonzentrationen an Tag 14 nach NTS-Induktion.

Dargestellt sind die Gruppen nach CD4" Zelltransfer aus Wildtyp-Méausen (WT, links, n=6) und Knockout-
Miusen (CD300x407, rechts, n=7).

Boxplot mit Median. ***p<0,001

3.1.3 PAS-Score

Zur Evaluierung des histologischen glomeruliren Schadens wurde eine PAS-Firbung
durchgefiihrt (Abbildung 8). Verglichen wurden die Nierenpréparate der beiden Gruppen via
PAS-Score (Abbildung 9). Ragl”- Miuse nach CD4" Zelltransfer aus Knockout-Méusen
(PAS-Score Mittelwert von 0,2407 +0,0423) zeigten ein signifikant (p<0,0001) besseres
Bild bezogen auf den glomerulidren Schaden als nach Transfer von CD4" Wildtyp-Zellen
(PAS-Score Mittelwert von 1,449 +0,1027).

A: Reprisentatives Glomerulum einer Ragl”- Maus nach WT CD4" Zelltransfer.
B: Reprisentative Glomeruli einer Ragl”-Maus nach Transfer CD300x407- CD4" Zellen.
Mabfstab entsprich 50 um bzw. 400x Vergroferung.
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Abbildung 9: Darstellung des PAS-Score.

Dargestellt sind die Gruppe nach WT Transfer (WT, links, n=6) und Transfer von CD4" Zellen aus Knockout-
Miusen (CD300x407-, rechts, n=7).

Scatterplot mit Median. ****p<0,0001

3.2 Immunhistochemische Farbungen Zeigen massive
Unterschiede in der Menge infiltrierender Immunzellen in die
Niere

Zusitzlich wurden die Nierenpréiparate der Versuchstiere immunhistologisch nach CD4"
Zellen, CD68" Zellen (Makrophagen) und Ly6g"™ neutrophilen Granulozyten eingeférbt
(Abbildung 12).

Die Auswertung der Praparate von Tag 14 zeigen in WT-Transfer Mausen signifikant hohere
Zahlen aller untersuchten infiltrierenden Leukozyten.

In Ragl” Miusen, die mit CD30/0x40”- CD4" Zellen rekonstituiert wurden, lieBen sich
dagegen kaum CD4" Zellen in den Nieren nachweisen (p<0,01; Abbildung 10). Ahnlich
eindrucksvoll sind die Unterschiede infiltrierender Makrophagen zwischen beiden Gruppen
(p<0,01; Abbildung 11). Die evaluierten Priparate zeigten insgesamt wesentlich weniger
neutrophile Granulozyten als CD4" Zellen oder Makrophagen. Dennoch waren auch in
diesem Fall signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festzustellen (p<0,01;

Abbildung 10).
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Abbildung 10: CD4" Zellen und Neutrophile pro 6 HPFs.
Transfer von WT CD4" Zellen (WT, jeweils links, n=6) und Knockout CD4" Zellen (CD300x407, jeweils rechts, n=7).
Scatterplot mit Mittelwert und Standardfehler. **p<0,01
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Abbildung 11: CD68-Staining Score.
Transfer von WT CD4" Zellen (WT, links, n=6) und Knockout CD4+ Zellen (CD300x407", rechts, n=7).
Scatterplot mit Mittelwert und Standardfehler. **p<0,01
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Abbildung 12: Nierenpriparate nach immunhistochemischer Firbung.

Repriésentative Ausschnitte nach CD4" Transfer aus WT-Méusen (jeweils links, A,C,E) oder nach CD4"
Transfer aus Knockout-Mausen (jeweils rechts, B,D,F).

A und B: CD4 (entspricht CD4" Zellen) in 400x Vergrofierung

Cund D: CD68 (entspricht Makrophagen) in 200x Vergroferung

E und F: Ly6G (entspricht neutrophilen Granulozyten) in 400x Vergroferung

Der MaBstab entspricht S0um (A,B) bzw. 100um (C-F)
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4 Diskussion

T-Zellen sind zentral in der Pathogenese der nephrotoxischen Serum Nephritis. Dieses
experimentelle Mausmodell einer Immunkomplex-vermittelten Glomerulonephritis ist
hochgradig abhingig von addquaten adaptiven Immunantworten, insbesondere der CD4"
Effektorzell-Subpopulationen Tu1- und Tyl7-Zellen. Vorausgehende Arbeiten aus unserem
Labor konnten zeigen, dass die TNFRSF-Mitglieder CD30 und Ox40 sowie deren Liganden
nach Induktion der NTS vermehrt auf CD4" Zellen exprimiert werden. Diese Beobachtung
deckt sich mit Forschungsergebnissen aus humanen Glomerulonephritiden (211, 212, 240).
Experimente mit CD30/0x40”" Miusen zeigten eindrucksvolle protektive Effekte durch die
Blockade der CD30- und Ox40-Achsen. Knockout-Miduse entwickelten eine signifikant
mildere Form der NTS und waren im Wesentlichen vor der Erkrankung geschiitzt.
Rezeptoren aus der TNFR-Superfamilie stellen wichtige costimulierende Signale fiir
Lymphozyten dar und sind wesentlich an deren Proliferation, Uberleben und
Effektorfunktionen beteiligt. Einige von ihnen, und so auch CD30 und Ox40, werden aber
nicht nur auf T-Zellen exprimiert, sondern scheinen weitreichendere Funktionen in der
Kommunikation zwischen immunologischen aber auch nicht-immunlogischen Zellen und
Geweben zu iibernehmen (173-175, 221, 223). Die Beobachtung der induzierten Expression
dieser Rezeptoren auf T-Zellen in Erkrankungen wie der experimentellen
Glomerulonephritis und die zentrale Rolle von T-Zellen fiir die Pathogenese der NTS fiihrten
zur Hypothese, dass die Expression von CD30 und Ox40 auf CD4" Zellen wesentlich den
Phénotyp in diesem Mausmodell beeinflussen kann und der Wegfall ihrer costimulierenden
Eigenschaften in besagten T-Zellen fiir die protektiven Effekte in CD30/0x407" Knockout-
Méusen verantwortlich sind. Um diese Hypothese zu beweisen, fiihrten wir ein
Transferexperiment durch. Dadurch konnten wir den genetischen Knockout von CD30 und
Ox40 auf CD4" Zellen beschrinken, ohne dass weitere Zellen bzw. Gewebe in den
Versuchstieren die Signale dieser Achsen verlieren. Die dabei beobachteten Unterschiede
zur Kontrollgruppe waren lediglich durch den Einfluss der beiden Rezeptoren auf CD4"
Zellen zu erkldren. Der Einfluss auf andere Zellen und Gewebe, die an den
Pathomechanismen der NTS beteiligt sind, wurde durch den Versuchsaufbau
ausgeschlossen.

Die milden Verliufe in CD30/0Ox40”" Miusen bestitigten sich in Ragl”™ Miusen
rekonstituiert mit CD30/0x40”- CD4* Zellen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten sich

nicht nur eine signifikant geringere Albuminurie und signifikant niedrigere Konzentrationen
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harnpflichtiger Substanzen, sondern auch ein wesentlich giinstigeres histologisches Bild der
GN. Der glomerulire Schaden gemessen an PAS-Positivitit war in Ragl”™ Miusen
rekonstituiert mit CD30/0x40"" CD4" Zellen wesentlich schwerwiegender als in den kaum
verdnderten Glomeruli der Knockout-Transfer-Gruppe. Damit lie8 sich die Hypothese
beweisen, dass der Wegfall dieser Rezeptoren auf CD4" Zellen fiir die protektiven Effekte
in Knockout-Méusen verantwortlich ist. Gleichzeitig belegen die hier beschriebenen
Experimente aber auch die unverzichtbare Bedeutung der CD4" T-Zellen fiir die
Pathogenese der NTS. Trotz Fehlen anderer Lymphozyten wie reifen CD8" Zellen oder B-
Zellen in Ragl” Miusen (262), zeigte sich der Phinotyp der NTS in vollen Ziigen. Diese
Ergebnisse decken sich mit anderen Studien in dhnlichen Modellen (117, 126). Der
glomeruldre Schaden in dieser Form der experimentellen GN ist demnach lediglich von
CD4" Zellen absolut abhéngig, wihrend andere Lymphozyten nur méBigen Einfluss auf die
Schwere der Erkrankung zu haben scheinen.

Die immunhistochemische Auswertung der Nierenpriparate ergab zusitzlich zu den
Unterschieden im glomeruldren Schaden in der PAS-Farbung eine deutliche Reduktion
infiltrierender Zellen in der CD30/Ox407" CD4" Zell-Transfergruppe. Besonders die
Unterschiede in den Zahlen an CD4" Zellen und Makrophagen waren immens. Makrophagen
und neutrophile Granulozyten sind die eigentlichen Vermittler glomeruldren Schadens in der
NTS (78, 147, 155). CD4" Zellen kdnnen je nach Differenzierung in unterschiedliche
Effektorzellen die Rekrutierung sowie Aktivitit dieser Phagozyten beeinflussen (77, 105).
Auch wenn die Unterschiede zwischen den Gruppen fiir CD4" Zellen, Makrophagen und
neutrophile Granulozyten alle signifikant waren, imponiert besonders der Unterschied in der
Positivitét fiir CD4 und CD68. Die NTS zeigt klassischerweise eine zeitliche Dynamik, in
welcher zunichst Ty17-Zellen und neutrophile Granulozyten das histologische Bild in den
Nieren priagen und spéter diese zunehmend durch Tul-Zellen und Makrophagen ersetzt
werden (77). Da die Méuse hier erst am Tag 14 evaluiert wurden, ist es wenig iiberraschend,
dass zu diesem Zeitpunkt Makrophagen und vermutlich Tul-Zellen das
immunhistochemische Bild prigen und neutrophile Granulozyten deutlich seltener
vorkommen. Diese Erkldrung deckt sich mit den Ergebnissen aus den vorausgehenden
Knockout-Experimenten. Dort wurden zum gleichen Zeitpunkt in den Lymphknoten der
nephritischen Méuse signifikante Unterschiede in der Realtime-PCR-Auswertung fiir [FN-y
gefunden, wéhrend fiir IL-17 keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden konnten

(siche Kapitel 1.5.2). Demnach iiberwiegten in den sekundir lymphatischen Geweben die
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Tul-Zellen mit ihrem charakteristischen Effektormolekiil IFN-y, was auch fiir das hier
beschriebene Transferexperiment eine naheliegende Erklarung darstellt.

Eine wichtige Frage ist auf welche Weise die Signale via CD30 und Ox40 in CD4" Zellen
zur Pathogenese dieser Erkrankung beitragen. Die deutlich reduzierten Zahlen an CD4"
Zellen im Nierenparenchym weisen auf einen quantitativen Effekt hin. In der Literatur
werden unterschiedliche und teilweise widerspriichliche Effekte dieser costimulierenden
Achsen auf CD4" Zellen beschrieben. Es gibt jedoch deutliche Hinweise darauf, dass CD30
und Ox40 positiven Einfluss auf die Proliferation und das Uberleben von T-Zellen besitzen
und weniger die Differenzierung in Richtung bestimmter Subpopulationen beeinflussen
(162, 174, 177, 226). Angemerkt sei, dass In-vitro-Experimente an aus CD30/0x40™
Méusen isolierten CD4" Zellen unter Tul- bzw. Tul7-Stimulationsbedingungen keine
Hinweise auf wesentliche Unterschiede in Richtung einer der beiden Effektor-
Subpopulationen zeigten (Daten hier nicht gezeigt). Die Hypothese wire demnach, dass
aufgrund einer allgemein reduzierten Proliferationskapazitit der CD4" Zellen im Verlauf der
NTS-Pathogenese die klonale Expansion entsprechender antigenspezifischer Zellen
ausbleibt und dadurch die inflammatorischen Prozesse im Nierenparenchym im
Wesentlichen verhindert werden. Fiir diese Hypothese sprechen unsere Ergebnisse, dass der
Proliferationsmarker Ki-67 in Lymphknoten nephritischer Knockoutméuse deutlich weniger
in CD4" Zellen nachweisbar ist als in der Kontrollgruppe.

Weitere Faktoren, die das Bild der reduzierten CD4" Zahlen zusétzlich begiinstigen konnten,
sind eine beeinflusste Migration von CD30/0x407" Lymphozyten in die Nieren. Zumindest
fiir Ox40 und seinen Liganden wurde eine Rolle fiir die Adhision von aktivierten
Lymphozyten am Endothel beschrieben (186). Zusitzlich gibt es Hinweise aus Studien an
der EAE, dass Ox40L-Antikorper die Migration der T-Zellen in inflammatorische Gewebe
behindern konnten (197). AuBerdem konnte die Ox40-Achse an der Expression von
Chemokinrezeptoren beteiligt sein (187). Konkret fiir die NTS bleiben solche oder dhnliche
Mechanismen spekulativ.

Die deutlichen protektiven Effekte in CD30/Ox407- Miusen legen nahe, dass die
therapeutische Blockade ebenfalls einen Vorteil fiir den Krankheitsverlauf mitbringen
konnte. Vorausgehende Studien zeigten, dass die kombinierte Antikorper-Blockade des
CD30L und Ox40L einen deutlichen Vorteil gegeniiber der Kontrollgruppe brachte (siehe
Kapitel 1.5.3). Die protektiven Effekte waren zwar nicht so eindrucksvoll wie in den
Knockout-Méusen, zeigten aber ebenfalls signifikante Unterschiede in der Anzahl von in die

Nieren infiltrierter CD4" Zellen und neutrophiler Granulozyten. Moglicherweise lassen sich
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die Ergebnisse denen der Knockout-Mdusen angleichen, wenn die Antikdrper in einer
anderen Dosierung bzw. anderen Intervallen verabreicht werden. AuBerdem konnten
Antikorper mit einer hoheren Affinitit oder besseren neutralisierenden Eigenschaften
deutlichere Ergebnisse liefern. Dennoch bestétigt sich, dass die Blockade der CD30- und
0Ox40-Achse eine potentielle Therapieoption darstellen konnte.

In den aufgefiihrten Experimenten wurden Mitglieder der TNFR-Superfamilie kombiniert
blockiert, um den Verlauf der NTS zu begiinstigen. Eine berechtigte Frage ist, inwiefern und
warum diese kombinierte Blockade der Blockade einer einzelnen costimulierenden Achse
iiberlegen sein konnte. Zunéchst zeigte sich bereits in den Arbeiten von Gaspal et al., dass
nur die kombinierte Blockade von CD30 und Ox40 in FoxP3-defizienten Miusen einen
schweren Verlauf zuverldssig verhindern konnten (204). Auch in der beschriebenen
Therapie der nephritischen Méause zeigte sich die kombinierte Verabreichung der CD30L-
und Ox40L-Antikorper der Einzelblockade dieser Liganden iiberlegen (Daten hier nicht
gezeigt). Zusitzlich gibt es in der Literatur zur Blockade einer dieser Achsen auch negative
Auswirkungen. Odobasic et al. untersuchten kiirzlich die Effekte der Blockade des Ox40L
in der NTS. Dabei zeigten die mit Ox40L-Antikorpern therapierten Méause ein schlechteres
Outcome als die Kontrollgruppe (201). Grundsétzlich sind diese Ergebnisse iiberraschend,
da in zahlreichen anderen Studien in Tiermodellen die Ox40-Achse meist einen negativen
Einfluss auf die Erkrankungsverldufe zeigte (197, 200, 286). Andererseits konnten Ruby et
al. in der EAE zeigen, dass die Rolle der Ox40-Achse wesentlich vom Zeitpunkt innerhalb
des Erkrankungsverlaufs abhingig ist (203). Diese zeitliche Dynamik konnte sich auch in
den Unterschieden der Ergebnisse von Odobasic et al. widerspiegeln, denn neben einer
anderen NTS-Serum-Spezies gab es wesentliche Unterschiede in der zeitlichen
Durchfiihrung zu den hier beschrieben Experimenten. Die widerspriichlichen Ergebnisse der
Blockade einzelner TNFRSF-Achsen zeigt, wie wichtig die kombinierte Anwendung
entsprechender Antikorper fiir den Therapieerfolg sein konnten. Dabei ist anzunehmen, dass
die Effekte der kombinierten Blockade iiber einfache synergistische Mechanismen hinaus
gehen. Odobasic et al. fithrten bereits einige Jahre zuvor Studien in der experimentellen GN
durch, in denen sie die Rolle der CD28 Liganden B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) evaluierten.
Dabei zeigte sich, dass obwohl in dieser Studie die Ox40-Achse in Wildtyp-Méusen
protektiv zu sein scheint, die Blockade des Ox40L in CD80/CD867- Miusen einen giinstigen
Effekt auf die Erkrankung hat (202). Diese Ergebnisse sprechen fiir komplexe Interaktionen
zwischen den Signalwegen costimulierender Rezeptoren. Im Falle der TNFRSF konnten

TRAF-Proteine fiir solche Interaktionen entscheidend sein. Viele dieser Adaptorproteine
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werden, wie in Kapitel 1.4 bereits beschrieben, von den verschiedenen Rezeptoren geteilt
(170, 172). Damit konnten Faktoren wie die Konkurrenz um TRAFs Einfluss auf die
Signaltransduktion haben. CD30 und Ox40 konnen wahrscheinlich beide TRAF2 und
TRAFS rekrutieren, wobei noch mehr gemeinsame TRAFs mdoglich sind. Ox40 ist zusétzlich
in der Lage, Signale iiber die Rekrutierung von TRAF6 zu vermitteln (172, 174), welcher in
Folge an der Vermittlung peripherer Toleranz von T-Zellen beteiligt sein kdnnten (195).
Eine mogliche Hypothese zur Interaktion zwischen Ox40- und CD30-Signalen konnte also
lauten, dass CD30 in der Lage ist die proinflammatorischen Signale der Ox40-Achse nach
deren Wegfall zu tibernehmen, antiinflammatorische Signale durch die TRAF6 Rekrutierung
jedoch wegfallen. Erst durch zusidtzliche Blockade der CD30-Achse iiberwiegt
schlussendlich der Wegfall proinflammatorischer Signale und damit ein giinstiger Effekt auf
den Krankheitsverlauf. Ein tieferes Verstindnis der molekularen Signaltransduktion
innerhalb der TNFRSF ist notwendig, um diese oder dhnliche Hypothesen zu beweisen.
Die hier durchgefiihrten Studien konnten zeigen, dass die kombinierte Blockade der CD30-
und Ox40-Achse einen vielversprechenden Therapieansatz in der experimentellen
Glomerulonephritis darstellt. Selbst die vollkommen geschiitzten Knockout-Méause zeigten
keine offensichtlichen Nebenwirkungen. Es bestand keine erhohte Infektionsneigung,
wohlbemerkt ohne dass die Méuse einem besonderen Risiko ausgesetzt worden wiren.
Nawaf et al. beschreiben auBerdem in CD30/0x40”" Miusen einen effizienten Schutz vor
Pneumokokken nach entsprechender Impfung (287). Insofern ist anzunehmen, dass die
kombinierte Blockade dieser TNF-Rezeptoren auch im Menschen zu einer gezielten
immunsuppressiven Therapie genutzt werden konnte, ohne dass schwere Infektionen die
Indikationen massiv einschrinken. Weitere Hinweise, die diese Annahme unterstiitzen,
stammen aus Erfahrungen mit bereits verwendeten Wirkstoffen, welche auf die CD30- oder
Ox40-Achse abzielen. In einer Phase II Studie wurde ein gegen Ox40L gerichteter
monoklonaler Antikérper zur Behandlung von Asthma bronchiale eingesetzt. Trotz
unzureichender Effekte in dieser Studie, war die Anwendung zumindest sicher (215).
Schwerwiegendere Nebenwirkungen zeigt dagegen der CD30-Antikérper Brentuximab
Vedotin. Dieser stammt aus der Lymphomforschung und ist mit einem toxischen Molekiil
konjugiert (239). Moglicherweise wiirde ein neutralisierender Antikdrper ohne toxisches
Konjugat diese  Nebenwirkungen reduzieren und die Anwendbarkeit in
autoimmunologischen Erkrankungen erhohen.

Bedenkt man die Komplexitit immunologischer Mechanismen und die feingliedrigen

Abstimmungen zwischen den zahlreichen beteiligten Zellen und Geweben, ist es
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naheliegend, dass mit zunehmendem detaillierten Verstindnis immunologischer
Erkrankungen in Zukunft auch immer komplexere Therapien bedeutend werden konnten.
Hier konnte gezeigt werden, dass die kombinierte Blockade zweier strukturell eng
verwandter Rezeptoren aus der TNFR-Superfamilie einen vielversprechenden
Therapieansatz in der experimentellen Glomerulonephritis darstellt. Diese Erkenntnisse sind
wahrscheinlich auch auf humane Glomerulonephritiden anzuwenden und konnten
bisherigen immunsuppressiven Therapien, die immer noch mit schweren Nebenwirkungen
einhergehen, iiberlegen sein. Ein tieferes molekulares Verstdndnis der Mechanismen und
Interaktionen costimulierender Rezeptoren und ihrer Liganden ist wichtig, um neue
Therapiestrategien zu entwickeln. Die TNFR-Superfamilie bietet mit ihrer Vielfaltigkeit das
Potential, T-Zell vermittelte Immunantworten prizise zu regulieren und dadurch

Autoimmunerkrankungen effizient mit mdglichst wenigen Nebenwirkungen zu therapieren.
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