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1. Einleitung
1.1 Ubersicht Vaskulitiden / ANCA-assoziierte Vaskulitis

Vaskulitiden stellen eine heterogene Gruppe an GefdBlerkrankungen dar. Dabei
unterscheidet man primire Vaskulitiden, welche idiopathischer Genese sind, von
sekundéren Vaskulitiden, welche im Rahmen einer anderen Grunderkrankung auftreten.
Weiterhin lassen sich die Vaskulitiden klassifizieren gemaf3 der Chapel Hill Consensus
Conference von 2012 anhand der GefiBgroBe, sowie Atiologie (Jennette et al., 2012).
Unter den primédren Vaskulitiden befinden sich die anti-neutrophilen zytoplasmatischen
Antikorper (ANCA)-assoziierten Vaskulitiden (AAV) und die Nicht-ANCA-assoziierten
Vaskulitiden. Bei den ANCA-assoziierten Vaskulitiden sind vor allem die kleinen bis
mittelgroBen Gefialle betroffen. Ferner lassen sich der AAV drei Entititen zuordnen: die
Granulomatose mit Polyangiitis (GPA), die Eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis
(EGPA), sowie die Mikroskopische Polyangiitis. Fiir diese Entitdten ist das Auftreten von
Autoantikdrpern gegen bestimmte zytoplasmatische Antigene, den ANCAs,
charakteristisch. Anhand des Immunfluoreszensmusters lassen sich die ANCAs weiter
unterscheiden. Dazu gehoren die cANCAs, die ein zytoplasmatisches
Immunfluoreszenzmuster aufweisen und sich gegen Proteinase-3 (PR-3) richten, diese
sprechen fiir die Entitdt der GPA. Desweiteren gibt es die pANCAs, diese weisen ein
perinukledres Immunfluoreszenzmuster auf und richten sich gegen die Myeloperoxidase
(MPO) der Neutrophilen (Gapud et al., 2012). Diese lassen sich hédufiger bei der
Mikroskopischen Polyangiitis und auch bei der EGPA finden.

1.2 Epidemiologie

Die meisten epidemiologischen Studien zur AAV entspringen aus Europa, dort betréigt die
allgemeine Inzidenz aller Formen der AAV durchschnittlich zwanzig Fille pro eine
Million Einwohner. Die EGPA stellt dabei die seltenste Subgruppe dar. Die Verteilung der
Haufigkeit der Subtypen unterscheidet sich jedoch in geographischen Arealen (Watts et
al., 2001). Prinzipiell kann die AAV in jedem Alter auftreten, die hochsten Inzidenzraten
betreffen die Altersgruppe von 65-74 Jahren (Watts et al., 2001).

1.3 Klinische Symptomatik

Die klinischen Symptome umfassen eine Vielzahl unspezifischer Beschwerden wie
Fatigue, Fieber, Gewichtsverlust, Muskel- sowie Gelenkschmerzen. Oftmals wird am
Anfang der Erkrankung auch ein ,,Grippe-dhnliches® Syndrom beschrieben. Bei der
Erkrankung kann es zu einer Schidigung vielzdhliger Organe kommen. Die haufigste
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kutane Lésion ist die leukozytoklastische Angiits, diese bewirkt typischerweise eine
Purpura, teilweise mit fokalen Nekrosen und Ulzerationen bevorzugt in den unteren
Extremititen (Jennette et al., 1994). Neurologische Manifestationen duflern sich im
peripheren Nervensystem héufig durch eine Mononeuritis multiplex (Kissel et al.,1992).
Erkrankungen des zentralen Nervensystems werden durch eine Beteiligung der
meningealen Gefdle hervorgerufen. Hiufig findet sich eine Inflammation des oberen
Respirationstraktes resultierend in einer Rhinorrhoe, Epistaxis, Sinusitis, Otitis media
und Ulzerationen der Nasenschleimhaut. Eine Erkrankung der Lunge présentiert sich mit
Husten, Himoptysen und Dyspnoe bis hin zur pulmonalen Hamorrhagie. Eine renale
Beteiligung duflert sich in einer Himaturie und Proteinurie, dabei kann es auch schnell zu
einer Verschlechterung der Nierenfunktion kommen, im Sinne einer rapid-progressiven
Glomerulonephritis. Weitere Manifestationen betreffen den Darm mit Auftreten von
Ischimien und Hamorrhagien und das Herz in Form einer Myokarditis. Bei der
Granulomatose mit Polyangiitis sind typischerweise der obere und untere
Respirationstrakt sowie die Nieren betroffen. Kennzeichnend ist insbesondere eine
granulomatdse, nekrotisierende Entziindung. Die mikroskopische Polyangiitis zeichnet
sich ebenso durch renale Manifestationen und pulmonale Blutungen aus, jedoch lassen
sich keine Granulome vorfinden. Im Gegensatz dazu, kommt es bei der EGPA zu einer
Hypereosinophilie, Asthma und einer nekrotisierenden Vaskulitis, bei der die Nieren

seltener betroffen sind (Jennette et al., 1997; Kamesh et al., 2002).

1.4 Das Immunsystem

Die Rolle des Immunsystems besteht unter physiologischen Umstdnden darin, den
Organismus vor Pathogenen zu schiitzen. Dieses kann dabei in ein angeborenes und

erworbenes Immunsystem unterschieden werden.

1.4.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem reagiert sofort bei Kontakt mit Krankheitserregern. Die
Immunantwort ist jedoch unspezifisch und bei einer zweiten Exposition gegen das gleiche
Antigen reagiert es ebenso wie bei der ersten Exposition. Dabei basiert dies auf
vorhandenen physikalischen, chemischen, humoralen und zelluldren
Abwehrmechanismen gegen Krankheitserreger. Zu den physikalischen und chemischen
AbwehrmaBnahmen gehort eine intakte duflere Haut und Schleimhaut, sowie die
Schleimproduktion, welche antimikrobielle Peptide enthdlt. Auch physiologische
Reflexe, wie der Husten- oder Schluckreflex, verhindern das Eindringen von Mikroben.
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Zu der humoralen Abwehr gehort das Komplementsystem, welches aus ca. 20 16slichen
Proteinen besteht und die Funktion von Antikérpern ergénzt. Komplementfaktoren
zirkulieren im Blut und extrazelluldren Fliissigkeiten. Diese kdnnen durch Antikdrper
oder Bestandteilen von Bakterien und Viren aktiviert werden. Als Reaktion darauf kommt
es zur Phagozytose durch Makrophagen, Lyse des Ziels oder der Rekrutierung von
weiteren inflammatorischen Zellen. Des Weiteren sind auch proinflammatorische
Zytokine Bestandteil der humoralen Abwehr, wie Interferone, Interleukine und
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), welche von aktivierten Zellen freigesetzt werden. Zu
den Zellen der angeborenen Immunantwort gehdren Granulozyten, Makrophagen,
Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), sowie dendritische Zellen. Mithilfe der Major
Histocompatibility Complex-Rezeptoren (MHC-Rezeptoren) koénnen Makrophagen,
dendritischen Zellen und B-Lymphozyten (Antigen-prisentierende Zellen, APZ)
Antigene den Zellen der spezifischen Immunabwehr prasentieren. Dabei kommen MHCI-
Rezeptoren auf fast allen kernhaltigen Zellen vor und dienen dazu intrazelluldre Antigene
zu prasentieren. MHC-II-Rezeptoren kommen vor allem auf antigenprédsentierenden
Zellen vor und dienen der Prdsentation von externen, aufgenommenen Antigenen

gegeniiber T-Lymphozyten (Janeway et al., 2001; Alberts et al., 2002).

1.4.2 Erworbenes Immunsystem

Das erworbene Immunsystem reagiert im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem
hochspezifisch und bildet Gedédchtniszellen gegen das gleiche Antigen. Dabei gibt es zwei
Klassen der Immunantwort, eine Antikdrper- und eine Zell-mediierte Antwort. Diese
werden von verschiedenen Gruppen von Lymphozyten ausgefiihrt, den B- und T-Zellen.
Bei der Antikorper-Antwort werden B-Zellen aktiviert und sezernieren Antikorper, die
Immunglobuline (Ig). Die Antikorper zirkulieren im Blutkreislauf und gelangen in andere
Korperfliissigkeiten, wo sie spezifisch an fremde Antigene binden und diese entweder
direkt neutralisieren oder das angeborene Immunsystem bei der Neutralisation des Ziels
unterstiitzen. CD8-Effektorzellen, auch zytotoxische T-Lymphozyten genannt, erkennen
und neutralisieren virusinfizierte oder entartete Kdrperzellen iiber unterschiedliche

Mechanismen. CD4-Effektorzellen, auch T-Helferzellen (Th-Zellen), differenzieren sich
anhand der einwirkenden Zytokine weiter in verschiedene Subklassen wie den Ty1- und
Tu2-Zellen. Tyl-Zellen fordern vor allem die Zell-mediierte Immunitdt, durch
Aktivierung von Makrophagen. Tu2-Zellen initiieren die humorale Immunantwort, indem
sie naive B-Zellen zur Produktion von Antikorpern aktivieren (Janeway et al., 2001;

Alberts et al., 2002).



1.5 Pathogenese der ANCA-assoziierten Vaskulitis

1.5.1 Genese der ANCA-Synthese

Fiir das Auftreten von ANCAs gibt es viele mutmaBliche genetische und 6kologische
Faktoren. Diese miissen jedoch nicht alle gleichzeitig vorliegen und unterscheiden sich
zwischen unterschiedlichen Patientenpopulationen. Das Auftreten von ANCASs an sich ist
jedoch nicht immer pathologisch. Gesunde Individuen konnen selten ebenso
Autoantikorper gegen MPO und PR3 aufweisen (Cui et al., 2010). Im Gegensatz zu
pathogenen ANCASs besitzen diese jedoch einen niedrigeren Titer, eine geringere Aviditét,
geringere Subklassen Diversitét, sowie ein geringeres Potenzial neutrophile Granulozyten
in vitro zu aktivieren (Xu et al., 2011). Pathogene ANCAs konnen aufgrund einer
vorausgehenden Infektion auftreten. Zum Beispiel konnen Peptide mikrobiollen
Ursprungs mit komplementirer Aminosdurensequenz zu Proteinase-3 eine anti-
idiotypische Immunantwort bewirken (Pendegraft et al., 2004). Medikamente wie
Propylthiouracil, Allopurinol, Minocyclin, D-Penicillamine und mit Levamisol
gestrecktes Kokain konnen ANCAs induzieren und die Entwicklung einer pulmonalen
Vaskulitis sowie Glomerulonephritis hervorrufen (Pendegraft et al., 2014). Des Weiteren
spielen Umweltfaktoren, wie die Inhalation von Stduben und die Assoziation zu Silikat-
Stduben eine Rolle bei der Pathogenese der ANCA-assoziierten Vaskulitis (Gomez et al.,
2013). Wie bei vielen anderen Erkrankungen auch, gibt es genetische Faktoren, welche
pradisponierend sein konnen. Dabei gab es Studien, welche eine starke Assoziation von
bestimmten HLAMolekiilen und der ANCA-assoziierten Vaskulitis aufwiesen (Merkel et
al., 2017).

1.5.2 Immunkaskade der Vaskulitis

Der genaue Ablauf der Immunkaskade ldsst sich fiir die neutrophilen Granulozyten wie
folgt beschreiben. Ausgangspunkt ist dabei eine Infektion, wie sie z.B. im Rahmen einer
Lungenentziindung auftreten kann. Als Folge einer Inflammation werden
proinflammatorische Zytokine wie Interleukinl-beta (IL-1b) und TNF-a sezerniert,
daraufhin werden die neutrophilen Granulozyten aktiviert und exprimieren vermehrt
MPO, PR3, sowie Adhdsionsmolekiile auf ihrer Zelloberfliche (Harper et al., 2001).
Anschlieend binden ANCAs mit dem Fab-Teil an die Zielantigene auf den Neutrophilen
und mit dem Fc-Ende an den Fc-Rezeptor eines anderen Neutrophilen. Durch diese
Bindung kommt es zu einer gesteigerten Adhédsion der Neutrophilen an die GefiaBwand.

Sauerstoffradikale, Serin-Proteasen und proinflammatorischen Cytokinen werden dann
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direkt am Endothel freigesetzt (Kallenberg et al., 2006). Dieser Prozess fiihrt zur
Schadigung der GefdaBwand und bewirkt den wvaskulitischen Endothelschaden als
Ausgangspunkt der Vaskulitis (Hu et al., 2011). Die ANCA-vermittelte Sekretion von
Zytokinen fiihrt zur Rekrutierung weiterer proinflammatorischer Zellen und fordert somit
den Entziindungsprozess (Schreiber et al., 2013). Dariiber hinaus kommt es aufgrund der
ANCA-vermittelten Aktivierung zu einer Storung der Apoptose, worauthin die
Neutrophilen eine sekundére Nekrose durchlaufen und folglich entziindliche Mediatoren
freisetzen (Xiao et al., 2002). Ein weiterer Mechanismus beinhaltet die Freisetzung von
sogenannten ,neutrophil extracellular traps®“ (NET). NETs resultieren aus einem
speziellen Zelltod, der NETosis und sind dafiir da, um Bakterien festzuhalten und zu
neutralisieren. Komponenten der NETs sind dabei ein DNA-Geriist samt Histonen, sowie
verschiedene proinflammatorische Proteine. Fiir die Pathogenese der AAV sind die
proinflammatorischen Aspekte der NETs von Bedeutung: NETs schidigen das Endothel
und aktivieren den alternativen Komplementweg. Diese Faktoren amplifizieren den
Entziindungsprozess bei der AAV. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Autoantigene
PR3 und MPO-Bestandteile der NETs sind. NETs sind in Biopsien von betroffenen
Nieren zu finden (Soderberg et al., 2016). Neben Neutrophilen, spielen auch B-Zellen
eine aullerordentliche Rolle bei der Pathogenese, da diese die Vorldufer zu Plasmazellen
sind, welche ANCAs produzieren. Zudem sind B-Zellen Antigen prédsentierende Zellen
und aktivieren T-Zellen. Viele Gruppen zeigten eine Erh6hung des B-Zell aktivierenden
Faktors (BAFF) bei der AAV (Schneeweis et al., 2010; Sanders et al., 2006). Dieser
Faktor ist ein positiver Regulator fiir das Uberleben von B-Zellen, sowie deren
Differenzierung und Proliferation. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die
Stimulation der Neutrophilen durch ANCAs zu einer Freisetzung von BAFF fiihrte und
somit potenziell die B-Zell-Reifung forderte (Bouaziz et al., 2010). Es gibt auch anti-
inflammatorische Zellen, wie die regulatorischen B-Zellen (Breg), welche
entziindungshemmende Zytokine wie IL-10 sezernieren und dadurch das Immunsystem
regulieren (Hruskova et al., 2009). Dies konnte ein relevanter Mechanismus fiir viele
Autoimmunerkrankungen sein, jedoch ist die Rolle der regulatorischen B-Zellen noch
wenig erforscht. Es gibt eine Studie, die eine Verbindung zwischen erniedrigten IL-10
Spiegeln und einem erhdhten Risiko fiir einen Riickfall der AAV aufzeigte (Wilde et al.,
2013; Tipping et al., 2006). Eine besondere Rolle bei der Pathogenese spielen auBBerdem
T-Zellen, diese konnen in befallenen Lisionen in Nieren, Lungen und nasalen Biopsien
von AAV Patienten, sowie in den Granulomen nachgewiesen werden (Tipping et al.,

2006). AuBerdem sind die T-Zell- Aktivitdtsmarker im Blut von AAV Patienten erhdht
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und assoziiert mit der Krankheitsaktivitdt (Stegmann et al., 1993; Schmitt et al., 1992).
Dariiber hinaus deutet der IgG-Isoytp darauf hin, dass ein TZell vermittelter
Subklassenwechsel stattgefunden hat (Brouwer et al., 1991). Bei den T-Zellen gibt es
mehrere Untergruppen von Bedeutung. Zum einen gibt es die regulatorischen T-Zellen
(Tregs), diese limitieren und regulieren die Immunantwort. Zum anderen gibt es CD4+ T-
Effektorzellen (Teffs), welche Entziindungsvorginge induzieren, B-Lymphozyten zur
Produktion von Antikdrpern aktivieren und durch Tregs reguliert werden. Tatsdchlich
konnte in Studien gezeigt werden, dass beide Subklassen im Rahmen der AAV erhoht
waren (Sakaguchi et al., 2006). In zwei Studien konnte aulerdem gezeigt werden, dass
die Tregs bei der GPA funktionelle Defekte aufwiesen. Dabei konnten die Tregs die
Proliferation oder Zytokin-Produktion der Effektor T-Zellen nicht inhibieren. (Abdulahad
et al., 2007; Morgan et al., 2010). Weitere Studien werden jedoch bendtigt, um die
Homdostase zwischen Tregs und Teffs ndher zu beleuchten. Bisher sind bei anderen
Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel bei der Multiplen Sklerose oder dem
Kawasaki-Syndrom, Defekte von regulatorischen T-Zellen beschrieben (Viglietta et al.,
2004; Furuno et al., 2004). Als weitere Untergruppe sind Effektor TGedichtniszellen
(Effector memory T cells, Tem) zu nennen, diese sind beteiligt an der Initiierung und
Aufrechterhaltung der Immunantwort. Auflerdem haben diese Zellen eine lange
Uberlebensdauer und reagieren schnell auf Stimulationsreize. Bei der aktiven GPA zeigte
sich, dass die Anzahl der Tems deutlich verringert war und diese im Urin detektiert
werden konnten (Abdulahad et al., 2009). Dies weist darauf hin, dass Tems in aktive
entziindliche Lisionen migrieren. Allerdings gibt es hierzu bislang nur wenige Studien
und es bleibt bisher unklar, ob eine Dysblanace von Teffs/Tmems bei der AAV in vivo
vorliegt. Wie bereits vorher beschrieben, wandern T-Zellen in Gewebe wiéhrend der
aktiven Phase der Entziindung aus. Zudem sind sie beteiligt an der Bildung von
Granulomen, wie sie zum Beispiel in den oberen Atemwegen, der Lunge und gelegentlich
auch in den Nieren zu finden sind (Viswinkel et al., 2005). In den Granulomen der GPA,
lassen sich T- und B-Zellen, Riesenzellen, sowie dendritische Zellen finden. Um die
beteiligten Zellen in den Granulomen néher zu differenzieren, eignet sich das Verfahren
der Immunhistochemie. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein Grofteil der T-Zellen
CD4+ ist (Miiller et al., 2000). Anhand der weiteren Phénotypisierung lie} sich ein
Grofiteil der beteiligten T-Zellen zu der Population der TGedéichtniszellen zuordnen
(Sallusto et al., 2004). Dabei ist es vorstellbar, dass T-Gedachtniszellen in das Gewebe
auswandern und dort als Teffs agieren (Abdulahad et al., 2006).
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Bei diversen anderen Autoimmunerkrankungen wurden bereits die Bildung von tertidren
Lymphoiden Organen (TLO), als Reaktion auf eine lokale Entziindungskontrolle,
thematisiert (Aloisi et al., 2006). TLO spiegeln dabei die Struktur von sekundéren
Lymphoidorganen wieder und bestehen aus einem B-Zell Follikel und einem
umgebenden T-Zellen Wall mit Dendritischen Zellen. In diesen TLOs erfolgt auch eine
T-Zell Aktivierung durch antigenprisentierende Zellen (wie z.B. dendritische Zellen) und
B-Zell Stimulation. Im Gegensatz zu sekundéren Lymphorganen fehlt es den TLO an
einem gerichteten Lymph- und Zellfluss. Daraus resultiert ein uneingeschrankter Zugang
zu Antigenen und weiteren Lymphozyten. Diese Faktoren begiinstigen eine
iiberschiefende T-Zell Aktivierung. Zum jetzigen Zeitpunkt zdhlen Granulome bei der
AAV als eine Art von TLO (Mueller et al., 2008). Eine Studiengruppe konnte zeigen, dass
PR3 in Granulomen présent ist und so die T-Zell Antwort verstirkt (Csernok et al., 2006).
Des Weiteren gab es eine Studie die demonstrierte, dass die B-Zell Reifung in
Granulomen erfolgt (Voswinkel et al., 2006). Ebenso wird angenommen, dass die
Produktion von ANCAs in diesen Granulomen stattfindet. Zusammenfassend ldsst sich
sagen, dass T-Zellen bei der AAV viele Auffilligkeiten aufweisen und ein
Ungleichgewicht  zwischen  den  einzelnen  Subklassen  zugunsten  der

proinflammatorischen Zelllinien herrscht (Wilde et al., 2010).

1.5.3 Th-17 Zellen und Interleukin-17 Pathway

Besonderer Beachtung bedarf es auBerdem der Th17 Zellen, diese sind charakterisiert
durch die Sekretion von IL-17A und anderen Zytokinen wie IL-17F, IL-21 und IL-22.
Zudem ist diese Zellpopulation mitbeteiligt bei Entziindungsvorgingen und bei
autoimmunen Erkrankungen (Ooi et al., 2010). Die Bedeutung der Th17-Zellen und IL-
17A konnte bereits bei anderen Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus
erythematodes (SLE) oder der rasch progressiven Glomerulonephritis gezeigt werden
(Cortvrindt et al., 2017). AuBerdem war beim SLE eine positive Korrelation zwischen der
Anzahl an zirkulierenden Th17-Zellen und der Lupus Aktivitdt auffillig (Chen et al.,
2012; Dollf et al., 2010). Im Rahmen der AAV lieB3 sich eine erhohte Anzahl von Th17
Zellen finden, unabhéngig von der Krankheitsaktivitat (Wilde et al., 2012; Abdulahad et
al., 2008). Die Effekte von IL-17A in Bezug auf die Gewebeinflammation resultieren aus
einer Expression von Chemokinen, proinflammatorischen Zytokinen und
Metallomatrixproteasen (Kolls et al., 2004). Dabei werden unter anderem Chemokine wie
CXCL1, CXCL2, CXCLS5 und CLL20 freigesetzt, wodurch wiederum vor allem

Neutrophile in die Niere rekrutiert werden (Atarashi et al., 2015). Folglich kommt es
13



dadurch zu einer Nierenschiddigung. Tatsdchlich konnte in einer Studie gezeigt werden,
dass IL-17A defiziente Maéuse geschiitzt waren vor einer anti-MPO mediierten
Glomerulonephritis (Gan et al., 2010). Erhohte Serum-Level von IL-17A und IL-23,
sowie MPO und Pr3 spezifische Th17 Zellen sind présent bei Patienten mit AAV
(Abdulahad et al., 2008). IL-23 ist ein Zytokin, welches IL-17 vorgeschaltet ist und
wichtig fiir die Stabilisierung der Th17 Zelllinie (Nogueira et al., 2010). Dieses wird auf
Entziindungsreize hin von Antigenprasentierenden Zellen sezerniert (Ivanov et al., 2007).
In einer experimentellen Studie lie sich auBerdem zeigen, dass MPOANCA direkt
Neutrophile aktivieren und die Produktion von IL-6, IL-17A und IL-23 auslésen und so
wiederum die Th17 mediierte Autoimmunitét féordern (Hoshino et al., 2008). Der genaue
Grund fiir die Expansion von Th17-Zellen bleibt bisher unklar. Jedoch ist anzunehmen,
dass der Mangel an immunologischer Kontrolle die ungewdhnliche Polarisation der
TZellen fordert. Dabei spielen funktionelle Defekte der Tregs bei der AAV eine Rolle
(Dollf et al., 2019). Als weiteres Interleukin ist IL-17C zu nennen. Bei diesem konnte in
einem Tiermodell zur nephrotoxischen Nephritis und in einem murine Lupus Modell
gezeigt werden, dass IL-17C durch Nierenzellen exprimiert wird. Dieses Zytokin zieht
insbesondere Th17-Zellen zum Entziindungsgeschehen heran und hat somit direkte
Effekte auf die Nierenzellen, indem es die Leukozytentransmigration und T-Zell

Interaktion fordert (Krohn et al., 2018; Ghali et al., 2015).

1.6 Therapieprinzipien und Komplikationen

1.6.1 Therapieansiitze

Zu Beginn der Therapie einer aktiven Vaskulitis steht die Induktion einer Remission
(Induktionstherapie). Um eine aktive Vaskulitis in der Aktivitit einzuschétzen, eignet sich
dabei der Birmingham vasculitis activity score (BVAS), dieser beinhaltetet viele klinische
Merkmale, die in neun Organsystemen gruppiert sind (Flossmann et al., 2007). Ein
rascher Beginn der immunsuppressiven Therapie ist wichtig, um potenziell lebens- oder
organfunktionsbedrohende akute, sowie chronische Organschidigungen behandeln oder
verhindern zu konnen. Durch den Einsatz einer immunsuppressiven Therapie kann die

Mortalitdt der AAV reduziert werden (Hogan et al., 1996). Bei Erkrankungsstadien mit

einer kritischen Organfunktion sollen hoch dosierte Glucocorticoide (GC) zusammen mit
Cyclophosphamid oder Rituximab verabreicht werden. In nicht organbedrohten Stadien
hoch dosierte GC zusammen mit Methotrexat. AnschlieBend wird die GC-Dosis
schrittweise reduziert. Nach Erreichen einer Remission, iiblicherweise drei bis vier

Monate nach der Induktionstherapie erfolgt eine Umstellung auf eine
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Abbildung 1: IL-17 und deren Rolle bei renaler Entziindung.

(1) IL-17C und CCL20 werden von renalen Gewebezellen unter einer Entziindungsreaktion
freigesetzt. IL-17C und CCL20 sind Chemokine, welche die Migration von Th17-Zellen in die
Niere fordern. (2) Darauthin gelangen die Th17-Zellen in die Niere und setzten 1L-17A und
IL17F frei. IL-17A/F haben direkte Effekte auf die renalen Parenchymzellen. (3) Unter Einfluss
von IL-17A sezernieren die renalen Parenchymzellen CXCL1/2/5 und bewirken somit (4) eine

verstdrkte Entziindung durch Rekrutierung von Neutrophilen.

Created with BioRender.com

remissionserhaltende Therapie. Dies ist notwendig aufgrund der ausgeprigten
Rezidivneigung. Eine Remission ist dabei definiert als die Abwesenheit von signifikanter
Krankheitsaktivitit (BVAS <I1) unter einer tdglichen niedrigen GC-Dosis. Fiir die
remissionserhaltende Therapie eignen sich Therapeutika, wie Methotrexat, Azathioprin
oder Rituximab, gegebenenfalls kombiniert mit niedrig dosierten GC. Diese Therapie soll
dabei fiir einen Zeitraum von 24 Monaten nach Erreichen der Remission fortgefiihrt
werden. Im Falle eines Rezidives wird entweder die immunsuppressive Therapie
intensiviert (Minor-Rezidiv) oder bei organbedrohenden Manifestationen (MajorRezidiv)

eine erneute Induktionstherapie erfolgen (Schirmer et al., 2017).

1.6.2 Komplikationen und Therapiefolgen

Bereits frith im Verlauf treten Komorbiditdten und chronische Organschidden auf (Robson
etal., 2015). Diese sind zum Teil durch die Vaskulitis selbst, zum anderen Teil aber durch

Arzneimittelwirkungen der immunsuppressiven Therapie bedingt (Seo et al., 2005).
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Insbesondere treten unter der immunsuppressiven Therapie vermehrt infektiose
Komplikationen auf, vor allem in den ersten zwei Monaten unter hohen GC-Dosen
(Koselj-Kajtna et al., 2002). Im ersten Jahr nach Diagnosestellung sind die Hauptursachen
der Mortalitit bei der AAV Infektionen (59%) und aktive Vaskulitis (11%) (Little et al.,
2010), in den darauffolgenden Jahren kardiovaskuldre Ereignisse, Malignome und
Infektionen (Flossmann et al., 2011). Insgesamt belduft sich das 1-, 5- und 10Jahres-
Infektions-freie Uberleben auf 75%, 65% und 53% (Rathmann et al., 2021).

1.7 Fragestellungen und Zielsetzungen der Arbeit

Die ANCA-assoziierten Vaskulitiden stellen eine seltene und heterogene Gruppe von
Erkrankungen dar, die potenziell tddlich verlaufen konnen. Bisher sind nur wenige
Therapieoptionen vorhanden. Zudem sind die Therapieoptionen stark durch die
moglichen Komplikationen der eingesetzten Medikamente limitiert. Die Th-17 Zellen
und Interleukin-17 scheinen eine wichtige Schliisselposition bei der Pathogenese
einzunehmen und konnten einen moglichen Angriffspunkt bei der Behandlung der AAV
darstellen. Bereits bei der Psoriasis konnte gezeigt werden, dass eine Blockade von IL17A
therapeutisch wirksam ist (Chiricozzi et al., 2013). Bislang fehlen jedoch Studien, ob dies
auch fiir die AAV zutreffen wiirde. Diese Dissertation entstand unter der Zielsetzung die
Effekte einer Blockade von IL-17 im Tiermodell zu untersuchen. Dazu wurden folgende

Fragestellungen bearbeitet:

1.Unterscheiden sich die Parameter fur die Krankheitsaktivitdt bei Tieren mit 1L-17

Blockade gegeniiber Kontrollen und unbehandelten Tieren?

2.Bewirkt die IL-17 Blockade Verdnderungen der Genexpression immunmodulatorischer

Gene in der Niere, Milz oder Lunge?

2. Material und Methoden

2.1 Tabelle 1: Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Material Hersteller
Pipettenspitzen Finntips™ (5ml,10ml) Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Pipettenspitzen (10ul, 100ul,200ul, 1000ul) | Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Safe-Lock Tubes (0,5mL/1,5mL/2mL) Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Normale Tubes

Eppendorf

Tube 15 mL Sarstedt
Tube 50 mL Sarstedt
Eppendorf ep TIPS 0.1-10 pl Box Eppendorf

96er wellplatte

Bioplastics, Landgraaf, Niederlande

Advanced Polyolelfin Film

Starlab, Hamburg, Deutschland

TagMan Fast Universal PCR Master Mix
(2x)

Applied Biosystems, Waltham, USA

Aqua ad iniectabilia

Braun, Melsungen, Deutschland

96er-wellplatte, F-bottom

Greiner bio-one, Kremsmiinster,

Osterreich

Easyseal Abdeckfolie

Greiner bio-one

Ethanol (100%,90%,70%)

Apotheke hauseigen, UK Essen,
Deutschland

3-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen, Venlo, Niederlande

RNeasy Mini Kit

Qiagen

Ethanol absolut

PanReac AppliChem, Darmstadt,

Deutschland
Edelstahl Beads Qiagen
Trizol Thermo Fisher Scientific
Glykogen Thermo Fisher Scientific
Chloroform Sigma-Aldrich
Isopropanol Sigma-Aldrich
Ethanol Merck Millipore, Darmstadt

DEPC-Wasser

Thermo Fisher Scientific

Quick-RNA FFPE Kit

Zymo Research, Freiburg
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Na2CO3 (Coating Bufter)

AppliChem BioChemica

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)

Thermo Fisher Scientific

Albumin Fraktion V

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween®-20

Serva, Heidelberg

Hydrochloridsdure SN (HCI)

PanReac AppliChem

Albumin ELISA KIT ALPCO, Salem, USA
Xylol Thermo Scientific
Triton® X-100 Sigma-Aldrich

PBS Puffer (10x Dulbecco’s) PanReac AppliChem
Methanol PanReac AppliChem
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Serva

(C4HI11NO3)

Ethylendinitrilotetraessigsdure Merkc Millipoore

(C10H14N208*2Na*2H20)

Super PapPen Invitrogen, Carlsbad, USA
Objekttrager Engelbrecht, Edermiinde
Deckgléser 24x32mm Engelbrecht

Labeled Polymer-HRP anti-rabbit kit

Dako, Santa Clara, USA

SAB substrate Kit High Contrast

Zytomed, Berlin

Mayers Hdmalaunlosung

Merck Millipore

Eosin 1% Leica, Nussloch

VitroClud Langenbrinck, Emmendingen
Streptavidin-HRP Polymerkonjugat Sigma
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) AppliChem
Magnesiumsulfat (MgSo4) Sigma
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Perjodsédure

Merck Millipore

Schiffs Reagenz

Merck Millipore

Avidin Biotin Blocking Kit

Linaris, Dossenheim

normal rat serum

Jacksonlmmuno Research, Ely, England

Einmalhandschuhe

Abena, Zorbig

T-PER Tissue Protein Extraction Reagent

Thermo Scientific

Protease/-Phosphatase Inhibitor Cocktail

Cell Signaling, Danvers, USA

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific

10x Tris-Glycine Bio-Rad
SDS 10% Bio-Rad
Mini-Protean Tetra Cell Bio-Rad
Mini-Protean Precast Gel 12% Bio-Rad
Glycerol Sigma
Dithiothreitol (DTT) Bio-Rad
Bromphenolblau Sigma
MilliQ Merck Millipore
Tris(hydroxymethyl)aminomethane Serva
(Tris/HCI)

Natriumchlorid (NaCl) Applichem

e-Aminocapronsdure

Fluka, Morristown, USA

Nitrocellulose Blotting Membran

GE Healthcare, Chalfont St Giles,

GrofBbritannien
Chromatographie Papier GE Healthcare
Ponceau S Losung Sigma
Polyklonaler Kaninchen Anti-Maus/Ratte | Invitrogen

CCL20 Primérantikorper

Monoklonaler Maus Anti-Kaninchen IgG
HRP Sekundérantikorper

Santa Cruz, Dallas, USA
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Ratte

Positivkontrolle rekombinantes CCL20 aus

Creative BioMart, Shirley, USA

Magermilchpulver

Fluka

Super Signal West Femto Substrat

Thermo Scientific

2.2 Tabelle 2: Antikorper Immunhistochemie

Antikorper IgGSubklas | Clon Konjuga | Hersteller | Katalog
se und Wirt t NI
/Referen
z
Anti-Ratte CD3 Kaninchen, | SP7 Unkonjugi | ThermoFish | MA1-
ert
IeG er 90582
Scientific
Anti-Ratte Ratte, IgG2a | FIK-16s | Biotin Invitrogen | 13-5773-
FoxP3 kappa 82
Isotypen- kontrolle Ratte, [gG2a | eBR2a | Biotin Invitrogen | 13-4321-
kappa )
Anti-Ratte Maus, OX-33 | Biotin BioLegend | 202303
CD45RA
Isotypen- kontrolle Maus, MOPC- | Biotin BioLegend | 400104
IgG1 kapa 21
Anti-Ratte Maus EDI Biotin Bio Rad MCA341
CD68 B
Anti- Kaninchen | Polyklon | Unkonjugi | abcam ab9535
Mensch,AntiMyeloperoxi al ert
dase
Isotypen- kontrolle Kaninchen, | Polyklon | Unkonjugi | Dianova DLN-
ert
1eG al 013121
Gesamt-
molekiil
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StreptavidinHRP Sekundér- Biotin Sigma S2438
Polymer- konjugat antikdrper

Labbeled Polymer-HRP | Sekundaér- Dako K4010
anti rabbit Kit antikdrper EnVision

2.3 Tabelle 3: PCR-Primer

Die im folgenden genannten Primer sind allesamt von Thermo Fisher Scientific

hergestellt und richten sich gegen Strukturen von der Ratte. Die Sequenzen befinden

sich im Anhang.

Gen

Chromosomen Lokalisation

Interferon, alpha 4
(INFa 4)

Chr.5: 106922563 - 106923132 on Build Rnor 6.0

Actin, beta (Actb)

Chr.12: 13715843 - 13718813 on Build Rnor 6.0

Interferon beta 1,
fibroblast (INF( 1)

Chr.5: 106865192 - 106865746 on Build Rnor 6.0

Interleukin-17C (IL-
17C)

Chr.19: 55246926 - 55248678 on Build Rnor 6.0

CD274
(CD274/Pdcd11gl)

Chr.1: 247519890 - 247539659 on Build Rnor 6.0

Transmembrandses
Protein 173 (TmeM
173)

Chr.18: 28529576 - 28535828 on Build Rnor 6.0

Mab-21 domain
containing 1

(Mb21d1)

Chr.8: 85795312 - 85803610 on Build Rnor 6.0

Matrix

Metallopeptidase 2
(MMP2)

Chr.19: 15542771 - 15570589 on Build Rnor 6.0
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Matrix

Metallopeptidase 8
(MMPS)

Chr.8: 5768808 - 5777741 on Build Rnor 6.0

Chemokin (C-X-C
motif) Ligand 1
(CXCL1)

Chr.14: 18743678 - 18745457 on Build Rnor 6.0

Chemokin (C-X-C
motif) Ligand 2
(CXCL2)

Chr.14: 18731346 - 18733391 on Build Rnor 6.0

Chemokin (C-C
motif) Ligand 2
(CCL2)

Chr.10: 69412065 - 69413863 on Build Rnor 6.0

Chemokin Ligand 20
(CCL20)

Chr.9: 88918357 - 88921011 on Build Rnor 6.0

Chemokin Ligand 10
(CXCL10/1P-10)

Chr.14: 17210733 - 17212930 on Build Rnor 6.0

Interleukin 17A
(IL17a)

Chr.9: 26841299 - 26844786 on Build Rnor 6.0

2.4 Tabelle 4: Tiermodell

Produkt Hersteller

Wystar Kyoto Ratten Charles River, Wilmington, USA
MPO Myeloperoxidase Calbiochem, San Diego, USA
Complete Freund‘s Adjuvans Chondrex, Woodinville, USA

Pertussis-Toxin

Sigma-Aldrich

Ratte Anti-Maus und Ratte
Klon: eBiol7CK15A5

Anti-IL-17A monoklonaler Antikorper eBioscience, San Diego, USA

Kaninchen Anti-Maus und Ratte

Anti-IL-17C polyklonaler Antikorper Invitrogen
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IgG Polyklonaler Antikorper aus

Kaninchen

Merck Millipore

Monoklonale IgG2a Isotype Ratte
(Isotype fiir IL-17A Antikorper)

Klon: RTK2758

BioLegend, San Diego, USA

2.5 Tabelle 5: Gerite

Gerit

Hersteller

Kiihlzentrifuge Rotina 35R

Hettich, Tuttlingen

Rotina 460 RS Zentrifuge

Hettich

Heraeus Megafuge 16R

Thermo Scientific

IKA ® Vortex

Sigma Aldrich

GLW L46 Vortex

GLW, Wiirzburg

Mikroskop AXIO Imager. Al

Carl Zeiss, Koln

Sicherheitswerkbank Klasse 11

Thermo Scientific

Eppendorf Research Pipette 1-10ul

Eppendorf

Finnpipette ® 5-50ul

Thermo Fisher Scientific

Finnpipette ® 50-200ul

Thermo Fisher Scientific

Finnpipette ® 100-1000ul

Thermo Fisher Scientific

Finnpipette ® 2-10ml

Thermo Fisher Scientific

Finnpipette ® 1-5ml

Thermo Fisher Scientific

Eppendorf Research Pipette 1-10ul

Eppendorf

Eppendorf Reference Pipette, 5-50ul

Eppendorf
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Eppendorf Reference Pipette, 50-200ul

Eppendorf

Nanodrop 1000 Spectrophotometer

Peqlab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Prazisionswaage

Kern, Balingen-Frommern

Mikroplattenleser Mithras LB940

Berthold Technologies, Bad Wildbad

Heracell ™ 150 Inkubator

Thermo Scientific

Step One Plus RealTime PCR System

Applied Biosystems

Heizblockthermostat mit 0,5mL Einsatz

Ditabis, Pforzheim

Thermomixer comfort 0,5mL

Eppendorf

Wasserbad

GFL, Lauda-Ko6nigshofen

TissueLyser

Qiagen

Nanodrop 1000 Spectrophotometer

Peqlab, Erlangen, Deutschland

pH-Meter WTW, Weilheim, Deutschland
Power Pac HC Bio Rad

Trans-Blot SD/Semi dry Electropheretic | Bio Rad

Transfer Cell

Fusion Fx 7 Peqlab/Vilber

Eppendorf bio Photometer V1.35 Eppendorf

2.6 Methoden

2.6.1 Tiermodell

Fiir diese experimentelle Arbeit wurde das Tiermodell von Mark A Little (Little et al.,
2009) herangezogen mit weiblichen Wystar Kyoto Ratten von Charles River, welche
initial zwischen 100 und 140g gewogen haben und am Ende des Versuches 180-220g
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schwer waren. Fiir die Induktion der Vaskulitis wurde den Ratten an Tag eins 1600ug/kg
humane Myeloperoxidase (MPO) in einer Emulsion mit Freund’s Adjuvans injiziert.
Dazu wurde noch 800ng Pertussis Toxin intraperitoneal appliziert. Blutentnahmen aus
der Schwanzvene wurden alle zwei Wochen und Urinentnahmen in metabolischen
Kéfigen wochentlich durchgefiihrt. Nach sechs Wochen fand eine finale Blut- und
Organentnahme statt. Dabei wurden die Nieren, Milzen und Lungen entnommen. Ein Teil
davon wurde kryokonserviert, ein anderer fiir die RNA-Aufbereitung verwendet und der
grofite Teil wurde der histologischen Aufbereitung zugefiihrt. Die Versuchsgruppen
bestanden jeweils aus sechs weiblichen Wystar-Kyoto Ratten. Der IL-17A Antikorper
entstammt aus der Ratte und ist gegen Ratte und Maus gerichtet. Fiir die IL-17A Blockade
erhielten die Ratten am Tag vor Immunisierung mit MPO jeweils 100pg oder 500ug
IL17A Antikorper intraperitoneal (i.p.). Die Applikation wurde zwei Mal die Woche fiir
insgesamt sechs Wochen durchgefiihrt (Insgesamt 200ug IL-17A Antikérper wochentlich
pro Tier). Eine weitere Gruppe an Tieren wurde an Tag 1 mit MPO immunisiert und
erhielt ab dem einundzwanzigsten Tag jeweils 100ug des IL-17A Antikdrpers zwei Mal
wochentlich 1.p. fiir insgesamt drei Wochen. Die Kontrollgruppe erhielt nur die MPO-
Immunisierung und ggfs. Gaben von Isotyp-Antikorpern. Fiir die IL-17C Blockade
erhielten die Tiere am Tag vor der MPO-Immunisierung 100 pg des Antikorpers fiir
IL17C intraperitoneal einmal wochentlich fiir insgesamt sechs Wochen. Der Antikorper
entstammt aus dem Kaninchen und ist gegen Maus und Ratte gerichtet. Die Kontrolltiere

dieser Gruppe erhielten 100ug der Isotype fiir IL-17C einmal wochentlich.
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Abbildung 2: IL-17A Blockade im MPO-Vaskulitis Modell.

Zwei Tiere erhielten vor der MPO-Immunisierung und Pertussis-Boost den IL-17A Antikorper
und dieser wurde zweimal die Woche i.p. appliziert. Zwei andere Tiere erhielten einundzwanzig
Tage nach der MPO-Immunisierung den IL-17A Antikdrper zweimal die Woche. Die zwei
letzten Tiere erhielten keinen Antikdrper und wurden demnach nur mit MPO immunisiert. Nach

sechs Wochen fand dann die finale Blut- und Organentnahme statt. Created with BioRender.com
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Abbildung 3: IL-17C Blockade im MPO-Vaskulitis Modell.

Drei Tiere erhielten vor MPO-Immunisierung und Pertussis-Boost den IL-17C Antikdrper
wochentlich und die anderen drei Tiere erhielten stattdessen die Isotype wochentlich
intraperitoneal. Nach sechs Wochen fand die finale Blut- und Organentnahme statt. Created with

BioRender.com

2.6.2 Quantifizierung von Anti-MPO und Albuminurie mittels ELISA

Fiir die Bestimmung von Anti-MPO Titern wurde ein Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) Verfahren verwendet. Die Mikrotiterplatten wurden mit 100ul eines
Coating Puffers beschichtet, dem humane Myeloperoxidase in einer Konzentration von
2ug/ml zugegeben wurde. Nach Beschichtung mit dem Puffer wurden die Platten {iber
Nacht bei vier Grad inkubiert. Am néchsten Tag wurden die Platten zunédchst dreimal mit
Wasch Puffer gewaschen. Danach wurde jeweils 150ul Blocking Puffer je well
hinzugefiigt. Die Platten wurden danach abgedeckt bei 37 Grad fiir eine Stunde inkubiert.
Nach Inkubation wurden die Platten viermal mit Wasch Puffer gewaschen. Die zu
untersuchenden Proben wurden in Wasch Puffer von 1:100 bis 1:1 638 400 verdiinnt und
100ul wurden je well appliziert. Dies erfolgte in doppelter Ausfiihrung. Zwei Wells
wurden dabei ausgelassen und dienten als Leerwert. Danach wurden die Platten bedeckt

und bei 37 Grad inkubiert. Nach Inkubation wurden die Platten wieder dreimal mit Wasch
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Puffer gewaschen. Nachfolgend wurde der Sekundérantikorper anti-Ratte IgG, welcher
mit 1:20 000 in Wasch Puffer verdiinnt wurde, mit jeweils 100ul pro well hinzugegeben.
Darauf folgte die Bedeckung der Platten und Inkubation bei 37 Grad. Nach Waschung
wurde 100ul je well von Tetramethylbenzidin Substrat hinzugefiigt und bei
Raumtemperatur fiir fiinf Minuten im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde 100ul von
IN HCL je well hinzugefiigt und die Absorption bei 450nm gemessen. Fiir die
Bestimmung der Titer wurde dann die dreifache Leerwertmenge von den gemessenen
Werten abgezogen. Fiir die Bestimmung der Albumin-Konzentration aus dem Urin wurde

ein ELISA Kit von ALPCO verwendet.
2.6.3 Histologische Aufbereitung

Nach erfolgter Einbettung der Organe in Paraffin wurden 2um dicke Paraffinschnitte
angefertigt, die in Hadmatoxylin-Eosin (HE) und Periodic Acid Schiff (PAS) geférbt
wurden. Dafiir wurden die Schnitte zuerst in einer absteigengen Alkoholreihe (Xylol,
100%-, 96%-, 70% Ethanol) bis zu destilliertem Wasser entparaffiniert. Fiir die
HEFérbung wurden die Schnitte dann fiir fiinf Minuten in Hadmalaun inkubiert und kurz
mit destilliertem Wasser abgewaschen. Danach erfolgte fiir flinf Minuten eine Inkubation
mit Scott’scher Losung und wurden dann fiir zehn Minuten unter flieBendem Wasser
gebldut. Hiernach wurden die Schnitte kurz mit destilliertem Wasser abgewaschen und in
1% Eosin-Losung fiir eine Minute gefarbt und danach kurz mit destilliertem Wasser
abgewaschen. Abschliefend wurden die Schnitte einer aufsteigende Alkoholreihe bis zum
Xylol zugefiihrt und mit Vitro-Clud eingedeckt. Fiir die PAS-Féarbung wurden die Schnitte
fiir zehn Minuten in Perjodsdure inkubiert und dann kurz mit destilliertem Wasser
abgewaschen. Danach erfolgte fiir zehn Minuten eine Inkubation mit Schiffs Reagenz und
dann eine fiir zehn Minuten eine flieBende Wisserung. Hiernach wurden die Schnitte fiir
fiinf Minuten in Hdmalaun inkubiert und mit destilliertem Wasser abgewaschen. Als
néchstes erfolgte die Inkubation mit Scott’scher Losung fiir fiinf Minuten gefolgt von
einer einer zehnminiitigen Wiasserung unter flieBendem Wasser. AbschlieBend wurden die
Schnitte einer aufsteigende Alkoholreihe bis zum Xylol zugefiihrt und mit Vitro-Clud
eingedeckt.

2.6.4 Glomerularer Nierenschaden

Die Quantifizierung des glomeruldren Nierenschadens erfolgte durch zwei geblindete
unabhingige Beobachter. Dabei wurden jeweils 100 Glomeruli pro Schnitt und
Versuchstier ausgezihlt und zwischen abnormal und normal unterschieden. Daraus wurde

dann ein prozentualer Schaden berechnet. Als abnormale Glomeruli wurden solche
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gewertet, welche eine intra- und extraglomeruldre Proliferation, Halbmondbildung und

fibrinoide Nekrosen aufwiesen.

Abbildung 4: Histologisches Bild eines abnormalen Glomerulums in der Niere.

Zu sehen ist ein histologischer Ausschnitt von einer Niere mit PAS gefarbt. Darauf sicht man ein
Glomerulum mit einem periglomerulirem Entziindungsinfiltrat sowie Proliferat der

BowmanKapsel.

2.6.5 Petechiale Lungenblutungen
Die Petechien an der Lungenoberfliche wurden makroskopisch quantifiziert, indem die
Petechien einzeln gezdhlt wurden. Dazu wurde die Lunge nach Organentnahme mit

Formalin perfundiert und somit fixiert.
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Abbildung 5: Petechiale Einblutungen an der Lungenoberfliche.

Exemplarisch ein makroskopisches Bild einer Lunge nach Organentnahme. Darauf sind viele

kleine Petechien zu sehen.

2.6.6 Prozentualer Lungenschaden

Die histologischen Schnitte der Lungen wurden mit der Bearbeitungssoftware Aperio
Image Scope Version 12.4.0.5043 von 2018 eingescannt und ausgewertet. Dabei wurde
jeweils der Lungenfliigel verwendet, der bei der Organentnahme manuell beliiftet wurde,
von dem anderen wurde Material fir die RNA-Isolierung entnommen. Fiir die
Auswertung wurde die Gesamtlungenfldche, sowie die Fliche der Infiltrate bestimmt und

anhand dessen ein prozentualer Anteil berechnet.

2.6.7 Isolierung von RNA und Bestimmung der Genexpression mittels

qPCR und der AACT Methode

Fiir die Aufbereitung der RNA bei Lungen von zwei, vier und sechs Wochen alten Tieren

(MPO Tiere) wurde in Paraffin fixiertes Material verwendet. Die Isolation der RNA
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erfolgte mittels Quick-RNA FFPE Kit von Zymo. Fiir die Aufbereitung der RNA wurde
bei Nieren und Milzen sowie bei den Lungen aus Gruppen mit der Antikorper-Blockade
unfixiertes Material verwendet. Die RNA Isolierung aus Nieren und Milzen wurde mit
dem RNeasy Mini Kit von Qiagen durchgefiihrt. Die Isolierung der RNA aus den Lungen
erfolgte anhand der Trizol Methode. Dafiir wurde das Lungengewebe mit einem Skalpell
in kleine Stiickchen geteilt und auf zwei SafeLock Cups verteilt. In jedem Cup befand
sich auBerdem eine Stahlperle und 1ml Trizol mit 10ul beta-mercaptoethanol. Nach
30miniitiger Homogenisierung mit dem Tissue Lyser bei 50/s wurde 200l Rnase freies
Chloroform hinzugefiigt und kurz durch Schwenken gemischt. Nach zwei bis drei
Minuten wurden die Cups fiir fiinfzehn Minuten bei 12000xg bei vier Grad zentrifugiert
und die obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal tiberfiihrt. Danach folgte die
Hinzugabe von 5ul Glykogen (5mg/ul) und 600ul Isopropanol. Dies wurde dann durch
Schwenken gemischt und bei -20 Grad fiir eine Stunde inkubiert. Darauthin wurde fiir 30
Minuten bei 12000xg bei vier Grad zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen.
Anschliefend wurde 1000pl von fiinfundsiebzigprozentigem Ethanol hinzugefiigt und fiir
weitere dreilig Minuten bei vier Grad inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Cups
fiir fiinf Minuten bei 12000 xg bei vier Grad zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Der Schritt mit dem Ethanol wurde noch einmal wiederholt und danach wurden die Cups
fiir zehn bis 20 Minuten offengelassen, damit iiberschiissiges Ethanol verdampfen kann.
Daraufthin wurde 20pl Wasser hinzugegeben und die Konzentration gemessen. Die
Konzentrationen sowie die Absorptionen bei 260/280nm und 260/230nm der RNA
wurden mittels Nanodrop Spectrophotometer gemessen. Danach wurde die RNA in allen
Proben auf 125 ng/ul eingestellt und bei -80 Grad gelagert. Die Synthese von cDNA aus
RNA wurde mit dem Reverse Transcription Kit von Qiagen durchgefiihrt und die fertige
cDNA bei -20 Grad gelagert. Fiir die Durchfiihrung der RealTime Polymerasen-
Kettenreaktion (PCR) wurde pro Reaktion ein MasterMix zusammengesetzt bestehend
aus lul des jeweiligen TagMan Primers, 10ul 2xMasterMix und 7ul Wasser. Je Well
wurden danach 18ul MasterMix und 2ul der cDNA Probe pipettiert. Jede probe wurde
dreifach bestimmt. AuBBerdem wurde fiir jeden Primer eine Kontrolle durchgefiihrt, bei
der anstelle von cDNA, Wasser hinzugegeben wurde. Die delta delta cycle threshold (CT)
Methode erlaubt Unterschiede in der Genexpression zwischen einer behandelten und
unbehandelten Gruppe zu berechnen. Die unbehandelte Gruppe bestand aus Wystar-
Kyoto Ratten, denen nur Natrium Chlorid verabreicht wurde. Dem gegeniiber stehen die

behandelten Tiere, die entweder nur MPO oder zusitzlich auch eine Antikdrperblockade
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erhielten. Der CT-Wert ist dabei definiert als die Nummer an PCR-Zyklen, die bendtigt
wird, damit das Fluoreszenzsignal den Schwellenwert {ibertritt. Dafiir werden die CT-
Werte des jeweiligen Gens und eines Referenzgenes (beta-Actin benotigt) in behandelten
und unbehandelten Gruppen. Der CT-Wert des Referenzgenes wird dann von dem des
untersuchten Genes subtrahiert. Dies entspricht dem delta CTWert. Fiir den delta delta
CT-Wert wird der delta CT-Wert der Kontrollgruppe von dem delta CT-Wert der
behandelten Gruppe subtrahiert. Um daraus den fold change zu berechnen, wird der delta
delta CT-Wert potenziert. Dieser gibt Aufschluss dariiber, ob ein Gen hoch- oder

herunterreguliert ist.

2.6.8 Tabelle 6: Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper und
Zielstrukturen
Von den in Paraffin eingebetteten Lungen wurden Serienschnitte von eins bis zehn

angefertigt. Dabei wurde immer die Lunge verwendet, von der kein Gewebe fiir die RNA

bereitgestellt wurde.

Féarbung/Antikérper Zielstruktur
1. Schnitt HE
2. Schnitt PAS
3. Schnitt Anti-CD3 T-Zellen
4. Schnitt Anti-FoxP3 Untergruppe der
regulatorischen  T-
Helferzellen
5. Schnitt Anti-CD45R B-Zellen
6. Schnitt Anti-CD68 Makrophagen
7. Schnitt Anti-MPO Neutrophile
Granulozyten

Fir die jeweiligen Férbungen wurden die Schnitte zuerst in einer absteigengen
Alkoholreihe (100%-, 96%-, 70% Ethanol) bis zu destilliertem Wasser entparaffiniert.
Anschlieend wurde das zu fairbende Gewebe mit PapPen umrandet. Fiir die Farbung von
FoxP3 und CD3 wurde noch eine Zellpermeabilisierung mit 0,5% beziehungsweise 0,2%

Trition X Losung fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Hinterher erfolgte
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eine dreifache Waschung mit einer Phosphat-gepufferten Salzlosung (PBS). Danach
wurde ein Peroxidase Block durchgefiihrt mit SmL 30% H202 und 45mL Methanol fiir
zehn Minuten bei Raumtemperatur. Hiernach wurde eine Hitzedemaskierung mit
Citratpuffer oder mit Tris/EDTA fiir 45 Minuten in einem Wasserbad bei 95°
durchgefiihrt. Bei der Farbung mit CD3 wurden die Schnitte danach mit einem Protein
Block aus 5% normalem Ziegenserum fiir dreiig Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Fir Farbungen mit einem biotingebundenen Sekunddrantikdrper wurde noch ein
Avidin/Biotin Block durchgefiihrt. Danach erfolgte die Inkubation mit dem
Primérantikdrper beziehungsweise der Isotypenkontrolle (bei 4° {iber Nacht oder fiir ein
bis zwei Stunden bei Raumtemperatur). Hiernach wurde der Sekundirantikorper
appliziert und anschieend mit DAB inkubiert. Zum Schluss wurden die Schnitte kurz
mit Himatoxilin gefarbt und mit Scott’schem Puftfer und flieBendem Wasser gebldut und
nach Entwiésserung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe mit Vitro-Clud eingedeckelt.
2.6.9 Statistik

Die folgenden Ergebnisse wurden mittels der Software GraphPadPrism 8.0.1 analysiert.
Als statistische Verfahren wurden dabei der Kruskal-Wallis und der Mann-Whitney U-
Test verwendet. Der Kruskal-Wallis Test ist ein nichtparametrisches Testverfahren,
welcher verwendet wird, um zu iiberpriifen, ob es signifikante Unterschiede zwischen den
Medians von drei oder mehr unabhéngigen Gruppen gibt. Der Mann-Whitney-U-Test ist
ein nichtparametrischer Test, welcher iberpriift, ob ein signifikanter Unterschied
zwischen zwel unabhdngigen Gruppen vorliegt. Die
bereitgestellten Daten werden als Median prasentiert, einschlielich der Angabe des 25.
und 75. Perzentils. Eine statistische Signifikanz wird bei einem p-Wert <0,05

angenommen.

3. Ergebnisse

3.1 Unterschiede in Parametern fiir Krankheitsaktivitit

3.1.1 Quantifizierung des Nierenschadens unter IL-17A und IL-17C
Blockade

Um die Krankheitsaktivitdt ndher zu definieren, eignet sich fiir die Betrachtung des
Nierenschadens das Ausmal3 der Albuminurie. Es wurden Tiere, die keine IL-17A-
Blockade erhielten, mit Tieren verglichen, die sich einer drei- oder sechswochigen
IL17A-Blockade (a-IL-17A 3W bzw. a-IL-17A 6W) unterzogen. Die Ergebnisse werden

als Median dargestellt, einschlieflich der 25. und 75. Perzentile zur besseren
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Einschédtzung der Verteilung. Hinsichtlich der IL-17A Blockade zeigten die Tiere von
Woche eins bis sechs durchweg keine Verminderung der Albuminurie verglichen mit
unbehandelten Tieren (Albuminurie in mg pro 24 Stunden; Woche 1: a-IL-17A 3W vs.
Unbehandelt: 0,11mg (0,09; 0,15) vs. 0,17mg (0,13; 0,26), p= 0,31; a-IL-17A 6W vs.
Unbehandelt: 0,15mg (0,10; 0,22) vs. 0,17mg (0,13; 0,26), p>0,99; Woche 2: a-IL-17A
3W vs. Unbehandelt: 0,17mg (0,13; 0,27) vs. 0,24mg (0,16; 0,36), p=0,45; a-IL-17A 6W
vs. Unbehandelt: 0,23mg (0,19; 0,25) vs. 0,24mg (0,16; 0,36), p>0,99; Woche 3: a-IL-
17A 3W vs. Unbehandelt: 0,34mg (0,31; 1,15) vs. 1,64mg (0,51; 7,21), p=0,55; a-IL-17A
6W vs. Unbehandelt: 3,89mg (0,53; 9,75) vs. 1,64mg (0,51; 7,21), p>0,99; Woche 4: a-
IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 3,96mg (0,86; 8,85) vs. 13,93mg (1,97; 29,40), p=0,75; a-
IL-17A 6W vs. Unbehandelt: 12,79mg (3,94; 29,28) vs. 13,93mg (1,97; 29,40), p>0,99;
Woche 5: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 4,19mg (1,50; 24,02) vs. 24,59mg (5,51; 33,09),
p>0,99; a-IL-17A 6W vs. Unbehandelt: 18,16mg (3,95; 67,69) vs. 24,59mg (5,51; 33,09),
p>0,99; Woche 6: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 4,71mg (1,65; 33,64) vs. 21,03mg
(3,91; 50,37), p=0,84; a-IL-17A 6W vs. Unbehandelt: 14,05mg (4,07; 38,77) vs. 21,03mg
(3,91; 50,37), p>0,99). Ratten, welche die Isotypenkontrolle fiir IL-17A {iber sechs
Wochen erhielten, zeigten eine in der Tendenz erhdhte Proteinausscheidung von Woche
drei an, die bis Woche sechs stetig zunahm. In den ersten zwei Wochen war die
Albuminurie auf einem dhnlichen Niveau verglichen mit unbehandelten Tieren (Woche
1: Isotype fiir IL-17A vs. Unbehandelt: 0,13mg (0,11; 0,32) vs. 0,17mg (0,13; 0,26),
p>0,99; Woche 2: Isotype fiir IL-17A vs. Unbehandelt: 1,07mg (0,15; 12,85) vs. 0,24mg
(0,16; 0,36), p>0,99; Woche 3: Isotype fiir IL-17A vs. Unbehandelt: 47,69mg (25,68;
57,04) vs. 1,64mg (0,51; 7,21), p=0,08; Woche 4: Isotype fiir IL-17A vs. Unbehandelt:
67,85mg (24,27; 98,23) vs. 13,93mg (1,97, 29,40), p=0,37; Woche 5: Isotype fiir IL-17A
vs. Unbehandelt: 62,25mg (32,76; 122,9) vs. 24,59mg (5,51; 33,09), p=0,38; Woche 6:
Isotype fiir IL-17A vs. Unbehandelt: 90,19mg (35,41; 188,69) vs. 21,03mg (3,91; 50,37),
p=0,32). Bei der Gabe des Antikdrpers gegen IL-17A zeigte sich ab Woche drei nach
Krankheitsinduktion eine signifikante Reduktion der Albuminurie im Vergleich mit der
Isotype fiir IL-17A (Woche 4: a-IL-17A 3W vs. Isotype fiir IL-17A: 3,96mg (0,86; 8,85)
vs. 67,85mg (24,27; 98,23, p=0,02; Woche 5: a-IL-17A 3W vs. Isotype fiir IL-17A:
4,19mg (1,50; 24,02) vs. 62,25mg (32,76; 122,9), p=0,04; Woche 6: a-IL-17A 3W vs.
Isotype fiir IL-17A: 4,71mg (1,65; 33,64) vs. 90,19mg (35,41; 188,69), p=0,02). Die
sechswochige Blockade von IL-17A bewirkte keine Reduktion der Albuminurie im
Vergleich zur Isotypenkontrolle (Woche 1: a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 0,15mg

(0,10; 0,22) vs. 0,13mg (0,11; 0,32), p>0,99; Woche 2: a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-
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17A: 0,23mg (0,19; 0,25) vs. 1,07mg (0,15; 12,85), p>0,99; Woche 3: a-IL-17A 6W vs.
Isotype fiir IL-17A: 3,89mg (0,53; 9,75) vs. 47,69mg (25,68; 57,04), p=0,24; Woche 4:
a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 12,79mg (3,94; 29,28) vs. 67,85mg (24,27; 98,23),
p=0,60; Woche 5: a-IL17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 18,16mg (3,95; 67,69) vs.
62,25mg (32,76; 122,9), p>0,99; Woche 6: a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 14,05mg
(4,07; 38,77) vs. 90,19mg (35,41; 188,69), p=0,34). Mit einer héheren anti-IL-17A Dosis
war lediglich in der ersten Beobachtungswoche eine signifikante Reduktion der
Albuminurie zu erzielen verglichen mit unbehandelten Tieren (Woche 1: a-IL-17A (5x)
vs. Unbehandelt: 0,08mg (0,06; 0,09) vs. 0,17mg (0,13; 0,26), p=0,0029). Bei
Betrachtung der Albuminurie von Ratten mit der hoheren anti-IL-17A Dosis, sowie der
héheren Dosis fiir die Isotype fiir IL-17A zeigte sich keine signifikante Anderung der
Albuminurie. Die Behandlung mit anti-IL-17C sowie deren Isotype fiihrte in den ersten
beiden Beobachtungswochen zu einer signifikanten Reduktion der Albuminurie
verglichen mit unbehandelten Tieren (Woche 1: a-IL-17C vs. Unbehandelt: 0,06mg (0,04;
0,10) vs. 0,17mg (0,13; 0,26), p=0,03; Isotype fiir IL-17C vs. Unbehandelt: 0,07mg (0,05;
0,10) vs. 0,17mg (0,13; 0,26), p=0,046; Woche 2: a-IL-17C vs. Unbehandelt: 0,08mg
(0,05; 0,11) vs. 0,24mg (0,16; 0,36), p=0,0088; Isotype fiir IL-17C vs. Unbehandelt:
0,10mg (0,09; 0,14) vs. 0,24mg (0,16; 0,36), p=0,04). Zwischen den Wochen drei und
sechs war kein Unterschied in der Proteinausscheidung zwischen Tieren zu verzeichnen,
die mit anti-IL-17C behandelt wurden und unbehandelten Tieren. Die Albuminurie
zwischen der dritten und sechsten Beobachtungswoche war bei der Isotype fiir IL-17C
tendenziell hoher als die Albuminurie bei unbehandelten Tieren (Woche 3: a-IL-17C vs.
Unbehandelt: 5,71mg (1,60; 28,92) vs. 1,64mg (0,51; 7,22), p=0,54; Isotype fiir IL-17C
vs. Unbehandelt: 3,08mg (2,23; 36,06) vs. 1,64mg (0,51; 7,22), p=0,46; Woche 4: a-IL-
17C vs. Unbehandelt: 35,63mg (2,26; 65,14) vs. 13,93mg (1,97; 29,40), p=0,75; Isotype
fiir IL-17C vs. Unbehandelt: 35,88mg (26,92; 79,18) vs. 13,93mg (1,97; 29,40), p=0,14;
Woche 5: a-IL-17C vs. Unbehandelt: 40,25mg (16,80; 71,20) vs. 24,59mg (5,51; 33,09),
p=0,68 ; Isotype fiir IL-17C vs. Unbehandelt: 88,93mg (28,14; 108,2) vs. 24,59mg (5,51;
33,09), p=0,06; Woche 6: a-IL-17C vs. Unbehandelt: 59,95mg (18,84; 64,11) vs.
21,03mg (3,91; 50,37), p=0,77; Isotype fiir IL-17C vs. Unbehandelt: 73.01mg (36,23;
102,4) vs. 21,03mg (3.91; 50,37), p=0,18). Die Behandlung mit anti-IL-17C fiihrte im
Vergleich zur Isotypenkontrolle fiir IL-17C nicht zu einer geringeren Eiweiausscheidung
(Woche 1: a-IL-17C vs. Isotype fiir IL-17C: 0,06mg (0,04; 0,10) vs. 0,07mg (0,05; 0,10),
p>0,99; Woche 2: alL-17C vs. Isotype fiir IL-17C: 0,08mg (0,05; 0,11) vs. 0,10mg (0,09;

0,14), p>0,99; Woche 3: alL-17C vs. Isotype fiir IL-17C: 5,71mg (1,60; 28,92) vs.
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3,08mg (2,23; 36,06), p>0,99; Woche 4: a-1L-17C vs. Isotype fiir IL-17C: 35,63mg (2,26;
65,14) vs. 35,88mg (26,92; 79,18), p=0,94; Woche 5: a-IL-17C vs. Isotype fir IL-17C:
40,25mg (16,80; 71,20) vs. 88,93mg (28,14; 108,21), p=0,69; Woche 6: a-IL-17C vs.
Isotype fiir IL-17C: 59,85mg (18,84; 64,11) vs. 73,01mg (26,23; 102,37), p>0,99).
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Abbildung 6: Albuminurie unter Behandlung mit dem anti-IL-17A und anti-IL-17C
Antikorper.

(A)  Ratten, welche drei Wochen mit anti-IL-17A behandelt wurden, zeigten in der dritten
Beobachtungswoche eine signifikant niedrigere Albuminurie vergleichen mit der Isotype. Die
sechswochige Blockade von IL-17A fiihrte zu keiner signifikanten Anderung verglichen mit
Isotypenkontrollen.

(B)  Dreiwdchig behandelte anti-IL-17A Tiere zeigten zwischen der vierten und sechsten
Beobachtungswoche eine signifikant niedrigere Albuminurie verglichen mit Isotypen. (C) In den
ersten drei Beobachtungswochen bewirkte die IL-17C Blockade keine Reduktion der
EiweiBausscheidung verglichen mit der Isotype. In den ersten beiden Behandlungswochen zeigt
sich eine signifikante Reduktion der Albuminurie von anti-IL-17C behandelten Tieren, sowie
Tieren bei denen die Isotype fiir IL-17C verwendet wurde im Vergleich zu unbehandelten Tieren.
(D) Die Blockade von IL-17C fiihrte zu keiner Anderung zwischen der vierten und sechsten
Behandlungswoche.

Der p-Wert wurde durch den Kruskal-Wallis Test berechnet. Das Signifikanzniveau betrigt fiir *
5% und fiir ** 1%.

Als weiterer Parameter fiir die Quantifizierung des Nierenschadens eignet sich die

histologische Betrachtung der Glomeruli der Nieren hinsichtlich pathologischer
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Veranderungen. Dabei bewirkte die Blockade von IL-17A in den verschiedenen
Konditionen keine wesentlichen Anderung des glomeruldren Nierenschadens im
Vergleich zu unbehandelten Tieren und den Isotypenkontrollen (glomeruldrer
Nierenschaden in % pathologisch verdnderter Glomeruli: a-1L-17A 3W vs. Unbehandelt:
3,88% (0,63; 7,31) vs. 2,75% (1,50; 9,75), p=0,77; a-IL-17A 6 W vs. Unbehandelt: 4,63%
(0,25; 13,94) vs. 2,75% (1,50; 9,75), p=0,93; Isotype fiir IL-17A vs. Unbehandelt: 5,88%
(2,38; 11,63) vs. 2,75% (1,50; 9,75), p=0,64; a-IL-17A 6 W (5x) vs. Unbehandelt: 2,00%
(0,19; 11,44) vs. 2,75% (1,50; 9,75), p=0,62; Isotype fiir IL-17A (5x) vs. Unbehandelt:
4,75% (1,25; 7,88) vs. 2,75% (1,50; 9,75), p>0,99; a-IL17A 3W vs. Isotype fiir IL-17A:
3,88% (0,62; 7,31) vs. 5,88% (2,38; 11,63), p=0,43; a-IL-17A 6W vs. Isotype flr IL-17A:
4,63% (0,25; 13,94) vs. 5,88% (2,38; 11,63), p=0,60; a-IL-17A 6W (5x) vs. Isotype fiir
IL-17A (5x): 2,00% (0,19; 11,44) vs. 4,75% (1,25; 7,88), p=0,55). Die Blockade von
IL17C bewirkte ebenfalls keine Reduktion des glomeruldren Nierenschadens verglichen
mit unbehandelten Tieren und Isotypenkontrollen (a-IL-17C vs. Unbehandelt: 9,25%
(3,50; 14,75) vs. 2,75% (1,50; 9,75), p=0,30; a-IL-17C vs. Isotype fiir IL-17C 9,25%
(3,50; 14,75) vs. 20,00% (10,75; 24,75), p=0,20). Lediglich die Isotype fiir IL-17C wies
einen erhohten Anteil pathologisch verdnderter Glomeruli auf, wenn man diese mit den

unbehandelten Tieren verglich (20,00% (10,75; 24,75) vs. 2,75% (1,50; 9,75), p=0,014).
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A Glomeruléarer Nierenschaden: IL-17A Blockade
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Abbildung 7: Histologisch quantifizierter glomeruléirer Nierenschaden bei IL-17A und
IL-17C Blockade.

(A) Es zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen anti-IL-17A behandelten Tieren
und Kontrollen.
(B) Die Isotype fiir IL-17C wies einen hoheren glomeruldren Nierenschaden auf im

Vergleich zu unbehandelten Tieren. Zwischen der IL-17C Blockade und der

Isotypenkontrolle war kein Unterschied zu verzeichnen. Der p-Wert wurde durch den

Mann-Whitney-U-Test berechnet.
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3.1.2. Ausmal} der Lungendestruktion unter IL-17A und IL-17C
Blockade

Fiir die Beurteilung der Lungendestruktion eignet sich die Betrachtung der Anzahl an
petechialen Blutungen auf der Lungenoberfldche. Unter der Behandlung mit anti-IL-17A
lieB sich keine signifikante Reduktion der Lungeneinblutungen im Vergleich zu
unbehandelten Tieren und Isotypenkontrollen erzielen. Ebenso erbrachte eine
Dosissteigerung von anti-IL-17A keine Minderung der petechialen Einblutungen
verglichen mit der erhohten Dosis der Isotype fiir IL-17A (Anzahl an petechialen
Blutungen an der Lungenoberfldche: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 50,00 Blutungen
(15,00; 90,00) vs. 100,00 Blutungen (21,25; 175,00), p=0,306; o-IL-17A 6W vs.
Unbehandelt: 70,00 Blutungen (35,00; 80,00) vs. 100,00 Blutungen (21,25; 175,00),
p=0,430; a-IL-17A 3W vs. Isotype fiir IL-17A: 50,00 Blutungen (15,00; 90,00) vs. 25,00
Blutungen (18,75; 46,25), p=0,29; a-IL-17A 6 W vs. Isotype fiir IL-17A: 70,00 Blutungen
(35,00; 80,00) vs. 25,00 Blutungen (18,75; 46,25), p=0,053; a-IL17A (5x) vs. Isotype fiir
IL-17A (5x): 21,50 Blutungen (7,50; 87,50) vs. 30,00 Blutungen (20,00; 75,00), p=0,51).
Bei Betrachtung der petechialen Blutungen von anti-IL-17C behandelten Ratten zeigte
sich im Vergleich zu unbehandelten Tieren und der Isotypenkontrolle ebenfalls kein
signifikanter Unterschied (a-IL-17C vs. Unbehandelt: 50,00 Blutungen (25,00; 200,00)
vs. 100 Blutungen (21,25; 175,00), p=0,85; a-IL-17C vs. Isotype fur IL-17C: 50,00
Blutungen (25,00; 200,00) vs. 100 Blutungen (50,00; 100,00), p=0,90).
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A Petechiale Lungenblutungen: IL-17A Blockade
250

200
1504
100 . i

a1
o
1

Petechialer Blutungsscore

N\ N\ QN Q N
& SR R NN
& A &
& A QA P A <
NSRS N
" 8 0} 2 4\?‘ \\\/
\)(\ O\\\Q NS Q’\\‘r
© ¥R
06

B Petechiale Lungenblutungen: IL-17C Blockade

o 250
(@)
%
2 2004 _
[@)]
[
2 150
E
m
5 100~
©
S 504 e
s 4
(]
a o T T T
N N N
S & &
o N AL
¥ O >
S S N
& N N4
Q ¢ N
N s
g

Abbildung 8: Pulmonale Vaskulitis unter IL-17A und IL-17C Blockade

(A) Die Behandlung mit anti-IL-17A, sowie die fiinffache Dosis davon, zeigten keine Reduktion
der petechialen Blutungen verglichen mit Isotypenkontrollen.

B) Die Behandlung mit anti-IL-17C bewirkte keine Anderung der Anzahl der Lungenblutungen.
Der p-Wert wurde durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet.
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Als weiterer Parameter fiir den Lungenschaden dient der histologisch quantifizierte Anteil
destruierter Lungenareale. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
dreiwochigen Behandlung mit anti-IL-17A und unbehandelten Tieren (Prozentualer
Anteil von Infiltraten in Lungenschnitten: 0,65% (0,10; 1,90) vs. 1,11% (0,21; 2,30),
p=0,859). Ebenso war durch die sechswochige Blockade von IL-17A kein Unterschied
zu verzeichnen (1,40% (0,61; 2,02) vs. 1,11% (0,21; 2,30), p=0,937).

Anteil Infiltrate von Gesamtflache in Lungen: IL-17A Blockade

(o)) 37
c
Q
‘@ i
g T
n 2
[¢D)
o
s |
(@]
>
L 1-
©
:"_é -
S 0 . .
& & &
Q Q Q
X
& f ﬁ
L N >
O v v
\)(\ & &

Abbildung 9: Prozentualer Anteil infiltrierter Lungenareale unter IL-17A Blockade.

Bei der Behandlung mit anti-IL-17A zeigte sich keine Anderung befallener Lungenareale
verglichen mit unbehandelten Tieren. Der p-Wert wurde durch den Mann-Whitney-U-Test
berechnet.
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Abbildung 10: Histologische Ubersichtsaufnahmen von Lungen.
Der Totungszeitpunkt war bei allen Tieren nach sechs Wochen. (A) Lungenschnitt einer Ratte,

welche nur mit MPO immunisiert wurde. (B) Lungenschnitt eines Kontrolltieres, welchem nur

NaCl verabreicht wurde. (C) Lungenschnitt einer Ratte unter sechswochiger IL-17A Blockade.

3.2.Beteiligte Zelltypen an der Lungendestruktion bei unbehandelten
und mit anti-IL-17A behandelten Tieren

Fiir die Darstellung der verschiedenen Zelltypen in den Lungeninfiltraten eignete sich die
immunhistochemische Anfarbung von Oberflachenstrukturen und
Transkriptionsfaktoren. Zudem wurden die Féarbungen exemplarisch zwischen
unbehandelten und mit drei bzw. sechs Wochen mit anti-IL-17A behandelten Individuen
verglichen. Dabei war bei dem unbehandelten Tier (Abbildungen 11) ein hoher Anteil der
Zellen CD3 und CD68 positiv. Ein geringerer Anteil der Zellen war positiv fiir MPO.

Zellen, die eine Positivitit fiir FoxP3 und CD45RA zeigten, fanden sich nur vereinzelt.
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Abbildung 11: Bilderreihe lichtmikroskopischer Aufnahmen von immunhistochemischen

Lungenschnitten eines unbehandelten Tieres.

Dargestellt sind die Farbungen fiir anti-CD3 (A), fiir anti-FoxP3 (B), fiir anti-CD45RA (C), sowie
fiir anti-CD68 (D) und fiir anti-MPO (E).

Viele Zellen zeigten sich positiv fiir CD3 und nur wenige Zellen fiir FoxP3. Vereinzelte Zellen
waren positiv flir CD45RA. Eine groe Menge an Zellen zeigten Positivitét fiir CD68 und fiir
MPO.

Bei dem Tier welches drei Wochen lang mit anti-IL-17A behandelt wurde (Abbildung
12), zeigten sich ebenfalls viele CD3 und CD68 positive Zellen. Vereinzelt lieBen sich
FoxP3 positive Zellen finden. Positive Zellen fiir MPO waren in einem geringeren
Umfang enthalten. Zellen mit einer Positivitit fiir CD45RA waren wiederum kaum

enthalten.
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Abbildung 12: Bilderreihe lichtmikroskopischer Aufnahmen von immunhistochemischen

Lungenschnitten von einem Tier mit dreiwdchiger anti-IL-17A Behandlung.

Dargestellt sind die Farbung fiir CD3 (A), fiir FoxP3 (B), fiir CD45RA (C), sowie fiir CD68 (D)
und fiir MPO (E). Ebenso zeigte sich ein hoher Anteil von CD3 und CD68 positiven Zellen.
Geringerer Anteil von MPO-positiven Zellen war zu sehen. Lediglich einzelne FoxP3 positive

Zellen und kaum CD45RA positive Zellen waren zu sehen.

Bei den Lungeninfiltraten eines sechs Wochen lang mit anti-IL-17A behandelten Tieres
(Abbildung 13) waren ebenso viele CD3 und CD68 positive Zellen. Ein kleinerer Anteil
der Zellen zeigte Positivitit fiir MPO. FoxP3 und CD45RA positive Zellen waren nur

vereinzelt vorhanden.
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Abbildung 13: Bilderreihe lichtmikroskopischer Aufnahmen von immunhistochemischen

Lungenschnitten von einem Tier mit sechswochiger anti-IL-17A Behandlung.

Dargestellt sind die Farbung fiir CD3 (A), fiir FoxP3 (B), fiir CD45RA (C), sowie fiir CD68 (D)
und fiir MPO (E). Es zeigte sich ein hoher Anteil an CD3 und CD68 positiven Zellen, sowie ein
kleinerer Anteil an MPO positiven Zellen. FoxP3 positive Zellen fanden sich vereinzelt und

CD45RA positive Zellen waren kaum zu finden.

3.3. Hohe des anti-MPO Verdiinnungstiters

Neben der Quantifizierung des Organschadens eignet sich auch die Hohe und der Verlauf
der optischen Dichte der MPO-Photometrie bei einem Verdiinnungstiter von 1:100 als
Marker fiir die Krankheitsaktivitdt. Nach der zweiten Beobachtungswoche (Abb. 14A)
war der Verdiinnungstiter unter anti-IL-17A Behandlung dhnlich hoch ausgeprigt wie der
bei Isotypenkontrollen (Hohe der optischen Dichte bei einem Verdiinnungstiter von

1:100: o-IL-17A 3W vs. Isotype fiir IL-17A: 1,33 OD (0,95; 1,55) vs. 1,67 OD (1,42;
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1,90), p=0,208; a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 1,45 OD (1,24; 1,58) vs. 1,67 OD
(1,42; 1,90), p=0,746). Die Erhohung der anti-IL-17A Dosis zeigte ebenso wie die
Behandlung mit der einfachen Dosis keine Reduktion des Verdiinnungstiters in Referenz
zu dem Titer von Isotypenkontrollen (a-IL-17A 6W (5x) vs. Isotype fiir IL-17A (5x): 1,56
OD (1,14; 2,17) vs. 1,47 OD (1,24; 1,70), p>0,999). Nach der vierten
Beobachtungswoche war der Titer unter IL17A Blockade unveréndert gegentiber dem der
Kontrolltiere (a-IL-17A 3W vs. Isotype fiir IL-17A: 1,62 OD (1,50; 1,74) vs. 1,88 OD
(1,87; 1,93), p=0,100; a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 1,70 OD (1,60; 1,77) vs. 1,88
OD (1,87; 1,93), p=0,339). Die Dosiserhohung von anti-IL-17A fiihrte zu keiner
Reduktion der Titerstufe im Vergleich zur Isotypenkontrolle (a-IL17A 6W (5x) vs.
Isotype fiir IL-17A (5x): 1,90 OD (1,68; 2,28) vs. 1,90 OD (1,72; 1,97), p>0,999). Nach
sechs Wochen zeigte sich unter IL-17A Blockade im Vergleich zu Ratten, welche die
Isotypenkontrolle erhielten, kein signifikanter Unterschied (a-IL-17A 3W vs. Isotype fiir
IL-17A: 1,73 OD (1,58; 1,76) vs. 1,86 OD (1,71; 1,96), p=0,425; a-IL-17A 6W vs.
Isotype fiir IL-17A: 1,77 OD (1,64; 1,84) vs. 1,86 OD (1,71; 1,96), p>0,999).
Gleichermaflen lieB sich auch keine Minderung der Titerhohe unter der Blockade von IL-
17A mit der Dosiserhhung erzielen im Vergleich zur Isotypenkontrolle (a-IL-17A 6W
(5x) vs. Isotype fiir IL-17A (5x): 2,04 OD (1,80; 2,31) vs. 1,92 OD (1,81; 2,09), p>0,999).
Zwischen anti-IL-17C behandelten Tieren und Isotypenkontrollen war in der zweiten
Beobachtungswoche kein signifikanter Unterschied festzustellen (2,16 OD (1,89; 2,25)
vs. 1,93 OD (1,68; 2,09), p>0,999). Ebenso zeigte sich keine Anderung der Titerhdhe
nach vier Wochen zwischen anti-IL-17C behandelten Tieren und Isotypenkontrollen (2,21
OD (1,97; 2,27) vs. 2,13 OD (1,95; 2,16), p>0,999). Auch nach sechs Wochen
Beobachtungsdauer fand sich kein Unterschied des Autoantikorpertiters bei Tieren mit
IL-17C Blockade und Kontrollen (2,32 OD (2,01; 2,33) vs. 2,16 OD (1,99; 2,25),
p>0,999).
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Abbildung 14: Anti-MPO Verdiinnungstiter von Tieren mit anti-IL-17A und anti-IL-17C
Behandlung.

(A) Unter der Behandlung mit anti-IL-17A zeigten sich keine wesentlichen Titerverinderungen.
(B) Ebenso war kein Unterschied zwischen anti-IL-17C behandelten Tieren und Isotypenkontrollen

zu verzeichnen. Der p-Wert wurde durch den Kruskal-Wallis-Test berechnet.
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3.4. Genexpression immunmodulatorischer Gene unter IL-17A und IL17C

Blockade

3.4.1 Unterschiede der Genexpression bei den blockierten Zielgenen IL-17A

und IL-17C
Tabelle 7: Ubersicht der Genexpression von IL-17A und IL-17C unter Antikérpertherapie
a-IL-17A3W | o-IL-17TA6W | a-IL-17A6W | o-IL-17C 6W
(5%)
Lunge: IL-17A N ! > 7
Niere: I[L-17C - - > >
Milz: IL-17C > > > —
Lunge: IL-17C 1 ) > \

Als Referenzwert fiir die Pfeilrichtung gilt dabei die zugehdrige Isotypenkontrolle (Isotype fiir
IL-17A und 5x Isotype fiir IL-17A, sowie die Isotype fiir IL-17C). 1 erhdhte Genexpression, |

erniedrigtes Expressionsniveau, <> unverdndertes Expressionsniveau, 7 tendenzielle Erh6hung
der Expression ohne statistische Signifikanz, v tendenzielle Minderung der Expression ohne

statistische Signifikanz

Die Behandlung bei Tieren mit anti-IL-17A fiihrte zu einer tendenziell verminderten
Genexpression von IL-17A in der Lunge im Gegensatz zu unbehandelten Tieren (Fold
Change iiber Kontrolle: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 2,43 fold change (fc) (0,46; 3,78)
vs. 7,00 fc (0,50; 9,39), p=0,26; a-IL-17A 6W vs. Unbehandelt: 0,77 fc (0,39; 3,91) vs.
7,00 fc (0,50; 9,39), p=0,33). Verglichen mit der Isotype fiir IL-17A zeigten sechswochig
anti-IL-17A behandelte Ratten eine geringere pulmonale IL-17A Expression (a-IL-17A
3W vs. Isotype fiir IL-17A: 2,43 fc (0,46; 3,78) vs. 6,48 fc (2,92; 12,11), p=0,07; a-IL-
17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 0,77 fc (0,39; 3,91) vs. 6,48 fc (2,92; 12,11), p=0,04).
Die Erhohung der Dosis von IL-17A fiihrte zu keinem Unterschied der Genexpression
verglichen mit unbehandelten Tieren und der Dosissteigerung der Isotype fiir IL-17A (a-
IL-17A 6W (5x) vs. Unbehandelt: 4,09 fc (0,58; 9,89) vs. 7,00 fc (0,50; 9,39), p=0,776;
a-IL-17A 6W (5x) vs. Isotype fiir IL-17A (5x): 4,09 fc (0,58; 9,89) vs. 2,79 fc (0,96; 6,54),
p=0,78). Die Blockade von IL-17C fiihrte zu einer erhohten Genexpression von IL-17A
in der Lunge verglichen mit unbehandelten Ratten (45,25 fc (14,51; 124,50) vs. 7,00 fc
(0,50; 9,39), p=0,009). Im Vergleich zur Isotypenkontrolle ergab sich eine tendenzielle
Erhéhung (45,25 fc (14,51; 124,50) vs. 16,51 fc (0,92; 50,58), p=0,70).
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Abbildung 15: pulmonale Genexpression von IL-17A unter anti-IL-17A Behandlung und anti-IL-
17C Behandlung.

(A) Bei der sechswochigen Blockade von IL-17A zeigte sich eine Erniedrigung der
Genexpression verglichen mit der Isotypenkontrolle. Die Dosissteigerung von anti-IL-17A ergab
wiederrum keinen Unterschied im Vergleich zur Isotypenkontrolle.

(B)  Die Blockade von IL-17C fiihrte zu einer tendenziellen Erhdhung der pulmonalen IL-17A
Expression verglichen mit den Kontrolltieren. Der p-Wert wurde durch den Mann-Whitney-U
Test berechnet. Das Signifikanzniveau betragt fiir * 5% und fiir ** 1%. Kontrolltiere haben nur

Freund’s Adjuvans erhalten.

Die Genexpressionshdhe von IL-17C in der Niere war bei unbehandelten Tieren nach
zwei (fold change iiber Kontrolle: 0,84 fc (0,75; 1,04)) und vier Wochen (1,14 fc (0,59;
1,29)) Beobachtungsdauer unverdndert. Nach sechs Wochen stieg die Hohe der
Expression von IL-17C tendenziell an (0,89 fc (0,61; 1,57)). In der Milz war die
Expression von IL-17C zwei Wochen nach Krankheitsinduktion herunterreguliert (0,49
fc (0,38; 0,75)) und stieg nach vier Wochen stark an (0,88 fc (0,65; 9,40)). Nach sechs
Wochen fiel die Genexpressionshohe wieder leicht ab (1,30 fc (0,65; 2,55)), verglichen
mit den vier Wochen Tieren. In der Lunge war die Expressionshéhe von IL-17C zum

Zeitpunkt von zwei Wochen deutlich vermindert (0,23 fc (0,11; 0,52)) und stieg nach vier
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Wochen nur leicht an (0,81 fc (0,47; 1,23)). Nach sechs Wochen war die Expressionshohe
von IL-17C tendenziell erhoht (0,87 fc (0,59; 1,78)).
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Abbildung 16: Verlauf der Genexpression von IL-17C bei zwei-, vier- und sechs Wochen

unbehandelten Tieren in Niere, Milz und Lunge.

Dargestellt sind die Verldufe der Genexpression von IL-17C bei unbehandelten Tieren zwischen Woche
zwei und sechs in der Niere (A), der Milz (B) und der Lunge (C).

In der Niere zeigte sich nach zwei und vier Wochen keine Anderung der Expressionshéhe und nach
sechs Wochen war ein leichter Anstieg von IL-17C zu bemerken.

In der Milz waren die Genexpressionswerte nach vier Wochen deutlich erhoht und fielen dann

nach sechs Wochen wieder ab. In der Lunge zeigte sich von Woche zwei bis sechs ein leichter

Anstieg von IL-17C. Kontrolltiere haben nur Freund’s Adjuvans erhalten.
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Unter anti-IL-17A Behandlung zeigte sich keine Verédnderung der Genexpression von
IL17C in der Niere verglichen mit unbehandelten Tieren und Isotypenkontrollen (fold
change tiber Kontrolle: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 0,82 fc (0,55; 1,28) vs. 0,74 fc
(0,35; 1,12), p=0,49; a-IL-17A 6 W vs. Unbehandelt: 0,73 fc (0,49; 1,22) vs. 0,74 fc (0,35;
1,12) 1,39 fc, p=0,76; a-IL17A 3W vs. Isotype fiir [L-17A: 0,82 fc (0,55; 1,28) vs. 0,68
fc (0,52; 0,80), p=0,41; a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 0,73 fc (0,49; 1,22) vs. 0,68
fc (0,52; 0,80), p=0,75). Wahrenddessen war bei der Dosissteigerung von anti-IL-17A im
Vergleich zu unbehandelten Tieren eine erniedrigte Genexpression zu verzeichnen (0,32
fc (0,26; 0,39) vs. 0,74 fc (0,35; 1,12), p=0,036). Ebenso zeigte die Dosissteigerung der
Isotype fiir IL-17A eine erniedrigte renale Expression verglichen mit unbehandelten
Tieren (0,29 fc (9,25; 0,72) vs. 0,74 fc (0,35; 1,12), p=0,045). Zwischen der erh6hten
Dosis von anti-IL-17A und der Isotypenkontrolle
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Abbildung 17: Renale Genexpression von IL-17C unter IL-17A und IL-17C Blockade.

(A) Die renale IL-17C Genexpression war unter drei und sechs Wochen IL-17A Blockade
unverindert. Die Dosissteigerung von anti-IL-17A fiihrte zu einer reduzierten Genexpression
im Vergleich zu unbehandelten Tieren.

(B) Die Blockade von IL-17C fiihrte zu keiner verdnderten renalen 1L.-17C Expression. Der
p-Wert wurde durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau betragt fiir

* 5%. Kontrolltiere haben nur Freund’s Adjuvans erhalten.
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befand sich kein signifikanter Unterschied (a-IL-17A (5x) vs. Isotype fiir IL-17A (5x):
0,32 fc (0,26; 0,39) vs. 0,29 fc (9,25; 0,72), p=0,95). Die Blockade von IL-17C erbrachte
keine Anderung der renalen Expressionshdhe von IL-17C vergleichen mit unbehandelten
Tieren und Isotypenkontrolle (a-IL-17C vs. Unbehandelt: 1,46 fc (1,39; 2,84) vs. 0,74 fc
(0,35; 1,12), p=0,05; a-IL-17C vs. Isotype fiir IL-17C: 1,46 fc (1,39; 2,84) vs. 2,41 fc
(0,95; 3,65), p>0,99). Die Behandlung mit dem Antikorper fiir anti-IL-17A fiihrte zu
keiner Reduktion der Genexpression von IL-17C in der Milz verglichen mit
unbehandelten Tieren und Kontrolltieren. (fold change iiber Kontrolle: a-IL-17A 3W vs.
Unbehandelt: 0,46 fc (0,29; 0,56) vs. 0,56 fc (0,27; 1,03), p=0,55; a-IL-17A 6W vs.
Unbehandelt: 0,29 fc (0,22; 0,49) vs. 0,56 fc (0,27; 1,03), p=0,18; a-IL-17A 3W vs.
Isotype fiir IL-17A: 0,46 fc (0,29; 0,56) vs. 0,34 fc (0,29; 0,51), p=0,66; a-IL-17A 6W vs.
Isotype fiir IL-17A: 0,29 fc (0,22; 0,49) vs. 0,34 fc (0,29; 0,51), p=0,49). Die Blockade
von IL-17A mit der erhdhten Dosis zeigte wiederum eine signifikante Reduktion der

Genexpression von IL-17A, im Vergleich zu unbehandelten Tieren, jedoch
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Abbildung 18: Genexpression von IL-17C in der Milz bei Neutralisation von IL-17A und IL-17C.

(A)  Die Expression von IL-17C zeigte sich in der Milz unverédndert unter IL-17A Blockade
verglichen mit der Isotypenkontrolle. Die Dosissteigerung fiihrte zu einer signifikanten

Minderung der Expressionshohe gegeniiber unbehandelten Tieren.

(B)  Bei Blockade von IL-17C lieB sich keine Anderung des Expressionsniveaus von IL-17C in
der Milz erzielen. Das Signifikanzniveau betrdgt fiir **1%. Kontrolltiere haben nur Freund’s

Adjuvans erhalten.
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nicht im Vergleich zur erhohten Dosis der Isotype (a-IL-17A (5x) vs. Unbehandelt: 0,20
fc (0,16; 0,24) vs. 0,56 fc (0,27; 1,03), p=0,008; a-IL-17A (5x) vs. Isotype fiir IL-17A
(5x%): 0,20 fc (0,16; 0,24) vs. 0,33 fc (0,19; 0,39), p=0,14). Die Blockade von IL-17C wies
keine Minderung der Genexpression von IL-17C in der Milz auf, verglichen mit
unbehandelten Tieren (0,53 fc (0,21; 0,63) vs. 0,56 fc (0,27; 1,03), p=0,870). Zwischen
den anti-IL-17C behandelten Tieren und den Kontrolltieren ergab sich kein Unterschied

(0,53 fc (0,21; 0,63) vs. 0,67 fc (0,53; 1,32), p=0,40).

Unter Blockade von IL-17A zeigte sich eine tendenzielle Erh6hung der Genexpression
von IL-17C in der Lunge verglichen mit unbehandelten Tieren (fold change iiber
Kontrolle: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 4,55 fc (2,72; 6,81) vs. 2,08 fc (0,76; 4,86),
p=0,06; a-IL17A 6W vs. Unbehandelt: 4,68 fc (3,25; 5,90) vs. 2,08 fc (0,76; 4,86),
p=0,13). Zwischen anti-IL17A behandelten Tieren und der Isotypenkontrolle ergab sich
eine signifikante Steigerung der pulmonalen IL-17C Expressionshdhe (a-1L-17A 3W vs.
Isotype fiir IL-17A: 4,55 fc (2,72; 6,81) vs. 1,32 fc (0,94; 1,64), p=0,0095; a-IL-17A 6W
vs. Isotype fiir IL-17A: 4,68 fc (3,25; 5,90) vs. 1,32 fc (0,94; 1,64), p=0,0095). Die
Erhéhung der Dosis von anti-IL-17A bewirkte keine signifikante Anderung der
Expression verglichen mit unbehandelten Tieren und Kontrolltieren (a-IL-17A (5x) vs.
Unbehandelt: 0,83 fc (0,59; 1,12) vs. 2,08 fc (0,76; 4,86), p=0,10; a-IL-17A (5x) vs.
Isotype fiir IL-17A (5x): 0,89 +£0,39 fc vs. 1,17 fc (0,80; 1,72), p=0,27). Des Weiteren
bewirkte die Blockade von IL-17C eine tendenzielle Erhéhung der pulmonalen IL-17C
Expression im Vergleich zu unbehandelten Tieren und eine tendenzielle Minderung
verglichen mit den Kontrolltieren (a-IL-17C vs. Unbehandelt: 5,24 fc (2,23; 28,30) vs.
2,08 fc (0,76; 4,86), p=0,23; a-IL-17C vs. Isotype fiir IL-17C: 5,24 fc (2,23; 28,30) vs.
41,59 fc (37,66; 55,55), p=0,100). Die Behandlung mit der Isotype fiir IL-17C ergab ein
signifikant hoheres Expressionslevel verglichen mit unbehandelten Tieren (41,59 fc

(37,66; 55,55) vs. 2,08 fc (0,76; 4,86), p=0,004).

53



A Lunge: IL-17A Blockade

2 **

o 8+

<

(@)

N

5 67

o)

B

| IE

c 4

©

:

[&]

-O—

EZ i
"
N~

<0

=

m\&&@@,/o)
’@@\\0@
&
QO é$ ~$ <G~€i Qéﬁ
N N
N XA
¥ Y O
Y N R
\90@&
i)
2

B

IL-17C: fold change tUber Kontrolle

Lunge: IL-17C Blockade

60- t * %k |

40-

20

Abbildung 19: Pulmonale Genexpression von IL-17C unter Behandlung mit anti-IL-17A

und anti-IL-17C Antikorper.

(A) Die Behandlung mit anti-IL-17A fiihrte zu einer signifikant h6heren Genexpression von

IL-17C im Vergleich zu den Kontrolltieren. Die Dosissteigerung von IL-17A erbrachte keine

Anderung.

(B) Durch die Blockade von IL-17C liel sich eine tendenzielle Reduktion der

Genexpression verzeichnen verglichen mit der Isotypenkontrolle. Der p-Wert wurde durch

den MannWhitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau betrdgt fiir ** 1%. Kontrolltiere

haben nur Freund’s Adjuvans erhalten.

3.4.2 Unterschiede der Genexpression bei den von IL-17A und IL-17C

beeinflussten Genen

Ein weiteres bedeutendes Gen ist CCL20, welches unter inflammatorischen Bedingungen

in der Niere freigesetzt wird und Th17-Zellen stimuliert. Diese exprimieren darauthin

unter anderem IL-17A welches iiber den IL-17 Rezeptor zur Freisetzung weiterer Gene

fiihrt (z.B. CXCL1) und die Inflammation in der Niere weiter verstarkt. Demnach kann
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die Genexpression von CCL20 anzeigen, ob die entziindliche Aktivitit unter IL-17

Blockade verandert ist.

Tabelle 8: Ubersicht der Genexpression von CCL20 und CXCL1 unter

Antikorpertherapie
a-IL-17A3W | a-IL-17A6W | a-IL-17A6W | a-IL-17C 6W
(5%)
Niere: CCL20 — “— > —
Milz: CCL20 - > > N
Lunge: CCL20 > > - Ve
CXCL1: Niere — 7 > —
CXCL1: Milz ) 7 > —
CXCL1: Lunge - > > 7

Als Referenzwert fiir die Pfeilrichtung gilt dabei die zugehorige Isotypenkontrolle (Isotype fiir
IL-17A und 5x Isotype fiir IL-17A, sowie die Isotype fiir [L-17C). 1 erhdhte Genexpression, |

erniedrigtes Expressionsniveau, <> unverdndertes Expressionsniveau, 7 tendenzielle Erh6hung
der Expression ohne statistische Signifikanz, v tendenzielle Minderung der Expression ohne

statistische Signifikanz

Vorher bietet es sich jedoch an, den Verlauf der Genexpression von CCL20 in den
Organen bei unbehandelten Tieren zu verschiedenen Zeitpunkten ndher zu betrachten.
Dabei fiel auf, dass die Genexpression bei unbehandelten Tieren nach vier Wochen in der
Niere am hochsten ist (fold change itiber Kontrolle: 1,81 fc (0,40; 4,14)), verglichen mit
zwel (0,43 fc (0,15; 1,04)) und sechs Wochen (1,29 fc (0,52; 1,61)) unbehandelten Tieren.
Dagegen zeigte sich in der Milz ein ansteigender Verlauf der Expressionshéhe von CCL20
mit einem Maximum bei sechs Wochen (4,68 fc (2,23; 7,94)). Bei zwei Wochen zeigten
sich deutlich niedrigere Werte (0,47 fc (0,38; 0,67)). Nach vier Wochen stieg die
Expression von CCL20 an (1,06; 10,54)). In der Lunge waren nach zwei und nach vier
Wochen keine Verdnderung der Expressionshdhe zu sehen (0,84 fc (0,57; 2,50); 1,03 fc
(0,39; 3,00)). Nach sechs Wochen =zeigte sich dagegen ein erniedrigter
Genexpressionsspiegel (0,33 fc (0,14; 12,0)).
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Abbildung 20: Verlauf der Genexpression von CCL20 bei zwei-, vier- und sechs Wochen

unbehandelten Tieren in Niere, Milz und Lunge.

Dargestellt sind die Verldufe von CCL20 bei unbehandelten Tieren zwischen Woche zwei und sechs in
der Niere (A), der Milz (B) und der Lunge (C).

In der Niere zeigte sich nach zwei Wochen eine verminderte Genexpression von CCL20, welche

nach vier Wochen deutlich anstieg und nach sechs Wochen wieder etwas abfiel. In der Milz waren

die Genexpressionswerte nach zwei Wochen deutlich vermindert und stiegen nach vier Wochen

an. Nach sechs Wochen war die Expression von CCL20 stark erhoht im Vergleich zu zwei und

vier Wochen Tieren. In der Lunge zeigte sich von Woche zwei bis vier ein unverdnderter Stand

von CCL20. Dieser fiel nach sechs Wochen noch leicht ab.

Kontrolltiere haben nur Freund’s Adjuvans erhalten.
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Unter Blockade von IL-17A ergab sich keine Minderung der renalen Expressionshohe
von CCL20 verglichen mit unbehandelten Tieren und Isotypenkontrollen (fold change
iiber Kontrolle: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 0,89 fc (0,35; 2,50) vs. 1,45 fc (1,21;
1,72), p=0,34; a-IL-17A 6 W vs. Unbehandelt: 1,58 fc (0,56; 3,95) vs. 1,45 fc (1,21, 1,72),
p=0,97; a-IL-17A 3W vs. Isotype fiir IL-17A: 0,89 fc (0,35; 2,50) vs. 1,00 fc (0,77; 1,44),
p=0,85; a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 1,58 fc (0,56; 3,95) vs. 1,00 fc (0,77; 1,44),
p=0,85). Vergleichbares zeigte sich bei der Verwendung der Isotype fiir IL-17A (1,00 fc
(0,77; 1,44) vs. 1,45 fc (1,21; 1,72), p=0,127). Die Erhéhung der Dosis von anti-IL-17A
bewirkte keine Anderung der Genexpression im Vergleich zu unbehandelten Tieren und
Kontrolltieren (a-IL-17A (5x) vs. Unbehandelt 1,40 fc (1,05; 2,64) vs. 1,45 fc (1,21;
1,72), p=0,90; a-IL-17A (5x) vs. Isotype fiir [L-17A (5x): 1,40 fc (1,05; 2,64) vs. 1,41 fc
(1,05; 2,35), p=0,95). Dagegen fiihrte die Blockade von IL-17C zu einer Verminderung
der Genexpression von CCL20 im Vergleich zu unbehandelten Tieren (0,26 fc (0,25; 0,81)
vs. 1,45 fc (1,21; 1,72), p=0,01). Verglichen mit der
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Abbildung 21: Renale Genexpression von CCL20 unter IL-17A und IL-17C Blockade.

(A) Die Behandlung mit anti-IL-17A fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Expressionshéhe von
CCL20.

(B) Durch Die Behandlung mit anti-IL-17C lief} sich eine Reduktion der Genexpressionshdhe erzielen
im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Der p-Wert wurde durch den Mann-Whitney-U-Test
berechnet. Das Signifikanzniveau betrigt fiir * 5%. Kontrolltiere haben nur Freund’s Adjuvans

erhalten.
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Isotype fiir IL-17C zeigten anti-IL-17C behandelte Tiere keine signifikante Reduktion
der Expressionshohe (a-IL-17C vs. Isotype fiir IL-17C: 0,26 fc (0,25; 0,81) vs. 0,89 fc
(0,81; 1,28), p=0,20).

In der Milz war die Genexpression von CCL20 unter anti-IL-17A Behandlung
unverdndert gegeniiber unbehandelten Tieren und Kontrolltieren (fold change iiber
Kontrolle: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 0,36 fc (0,25; 0,50) vs. 0,30 fc (0,20; 0,80),
p=0,92; a-IL17A 6W vs. Unbehandelt: 0,38 fc (0,21; 1,01) vs. 0,30 fc (0,20; 0,80),
p=0,92; a-IL-17A 3W vs. Isotype fiir IL-17A: 0,36 fc (0,25; 0,50) vs. 0,29 fc (0,25; 0,40),
p=0,35; a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 0,38 fc (0,21; 1,01) vs. 0,29 fc (0,25; 0,40),
p=0,75). Ebenso bewirkte die Dosissteigerung von anti-IL-17A keine Minderung der
Expressionshohe verglichen mit unbehandelten Tieren und Tieren, welche die hdhere
Dosis der Isotype fiir IL-17A erhielten_(a-IL-17A (5x) vs. Unbehandelt: 0,54 fc (0,23;
0,82) vs. 0,30 fc (0,20; 0,80), p=0,70; a-IL-17A (5x) vs. Isotype
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Abbildung 22: Genexpression von CCL20 in der Milz unter Neutralisation von IL-17A und IL-
17C.

(A)  Die Applikation von anti-IL-17A fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der Expression
von CCL20 in der Milz.

(B)  Durch die Blockade von IL-17C war eine tendenzielle Reduktion der
Genexpressionshohe im Vergleich zu unbehandelten Tieren und Kontrollen zu verzeichnen. Der
p-Wert wurde durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau betrigt fiir *

5%. Kontrolltiere haben nur Freund’s Adjuvans erhalten.
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fiir IL-17A (5x): 0,54 fc (0,23; 0,82) vs. 0,59 fc (0,32; 0,78), p=0,86). Die Behandlung
mit anti-IL17C fiihrte zu einer leichten Minderung der Genexpression von CCL20
verglichen mit unbehandelten Tieren und Kontrolltieren (a-IL-17C vs. Unbehandelt: 0,25
fc (0,20; 0,45) vs. 0,30 fc (0,20; 0,80), p=0,44; a-IL-17C vs. Isotype fiir IL-17C: 0,25 fc
(0,20; 0,45) vs. 1,25 fc (0,96; 2,16), p=0,100). Dagegen fiihrte die Applikation von der
Isotype fiir IL-17C zu einer erhohten Expression von CCL20 im Vergleich zu
unbehandelten Tieren (1,25 fc (0,96; 2,16) vs. 0,30 fc (0,20; 0,80), p=0,025).

In der Lunge war die Genexpression von CCL20 unverdndert gegeniiber der von
unbehandelten Tieren und Isotypenkontrollen (fold change iiber Kontrolle: a-IL-17A 3W
vs. Unbehandelt: 0,84 fc (0,34; 1,08) vs. 1,21 fc (0,80; 1,47), p=0,15; a-IL-17A 6W vs.
Unbehandelt: 0,77 fc (0,35; 1,50) vs. 1,21 fc (0,80; 1,47), p=0,33; a-IL-17A 3W vs.
Isotype fiir IL-17A: 0,84 fc (0,34; 1,08) vs. 1,47 fc (1,00; 2,15), p=0,11; a-IL-17A 6W vs.
Isotype fiir IL-17A: 0,77 fc (0,35; 1,50) vs. 1,47 fc (1,00; 2,15), p=0,17). Durch die
Erhéhung der anti-IL-17A Dosis war keine Anderung der Genexpression zu verzeichnen
im Vergleich zu unbehandelten Tieren und Kontrollen (alL-17A 6W (5x) vs.
Unbehandelt: 1,64 fc (0,82; 4,12) vs. 1,21 fc (0,80; 1,47), p=0,27; a-IL-17A 6W (5x) vs.
Isotype fiir IL-17A (5x): 1,64 fc (0,82; 4,12) vs. 1,02 fc (0,67; 1,55), p=0,39).
Demgegeniiber stehen die Ergebnisse bei der Blockade von IL-17C, dort zeigte sich eine
deutliche Erhohung der Genexpression von CCL20 verglichen mit unbehandelten Tieren
(a-IL-17C vs. Unbehandelt: 8,17 fc (3,55; 35,90) vs. 1,21 fc (0,80; 1,47), p=0,009).
Zwischen anti-IL-17C behandelten Tieren und Isotypenkontrollen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (aIL-17C vs. Isotype fiir IL-17C: 8,17 fc (3,55; 35,90) vs.
2,57fc (0,76; 8,85), p=0,40).
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Abbildung 23: Pulmonale Genexpression von CCL20 unter anti-IL-17A Antikérper und anti-IL-
17C Antikorper Behandlung.

(A)  Die Behandlung mit anti-IL-17A fiihrte zu &hnlichen Genexpressionswerten, wie bei
unbehandelten Tieren und Kontrolltieren. Durch Erhohung der anti-IL-17A Dosis lieB sich keine
Minderung der Expressionswerte verzeichnen.

(B)  Die Blockade von IL-17C fiihrte zu einer starken Zunahme der Expression von CCL20 in
der Lunge verglichen mit unbehandelten Tieren. Verglichen mit Kontrolltieren ergab sich keine
signifikante Erhohung. Der p-Wert wurde durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das

Signifikanzniveau betrégt fiir ** 1%. Kontrolltiere haben nur Freund’s Adjuvans erhalten.

Als proinflammatorisches Gen bewirkt CXCLI1 eine Inflammation insbesondere der
Niere und wird direkt stimuliert durch die Anwesenheit von IL-17A. Demnach konnte die
Blockade von IL-17A und indirekt auch durch die Blockade von IL-17C eine Minderung
der entziindlichen Aktivitit bewirken, durch die Herabsetzung der Ausschiittung von
CXCLI.

Bei unbehandelten Tieren zeigte sich nach einem Beobachtungszeitraum von zwei

Wochen ein leicht erhohter Genexpressionsspiegel von CXCL1 in der Niere (fold change
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Abbildung 24: Verlauf der Genexpression von CXCL1 bei zwei-, vier- und sechs Wochen

unbehandelten Tieren in Niere, Milz und Lunge.

Dargestellt sind die Verldufe von CXCLI1 bei unbehandelten Tieren zwischen Woche zwei und sechs in
der Niere (A), der Milz (B) und der Lunge (C).

In der Niere zeigt sich nach zwei Wochen und vier Wochen eine leichte erh6hte Expression von CXCL1,
welche nach sechs Wochen gering abfillt.

In der Milz sind die Genexpressionswerte nach zwei Wochen und vier Wochen unveriandert und

steigen nach sechs Wochen an. In der Lunge zeigt sich bei Woche zwei eine tendenziell erhéhte

Genexpression von CXCL1, welche iiber die Wochen vier und sechs geringfiigig abfallt.

Kontrolltiere haben nur Freund’s Adjuvans erhalten.
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iiber Kontrolle: 4,10 fc (1,51; 5,74)). Dieser stieg nach vier Wochen weiter leicht an (2,71
fc (0,74; 10,38)) und fiel nach sechs Wochen wiederum geringfiigig ab (3,02 fc (1,23;
3,98)). In der Milz zeigte sich von Woche zwei (1,30 fc (0,81; 1,76)) bis Woche vier ein
dhnlicher Stand der Expressionshohe (1,08 fc (1,03; 2,83)). Nach sechs Wochen (3,71 fc
(2,94; 4,30)) war ein Anstieg der Expressionshohe von CXCL1 bei unbehandelten Tieren
verglichen mit den Wochen zwei und vier zu verzeichnen. In der Lunge zeigten sich die
hochsten Genexpressionswerte bei zwei Wochen unbehandelten Tieren (1,48 fc (1,07;
1,76)). Diese nahmen iiber Woche vier (0,65 fc (0,31; 1,28)) bis sechs (0,76 fc (0,60;
1,42)) leicht ab.

Unter der Blockade von IL-17A war die Genexpression von CXCL1 in der Niere
unverdndert zu der von unbehandelten Tieren und Isotypenkontrollen (fold change iiber
Kontrolle: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 1,56 fc (1,43; 2,65) vs. 3,05 fc (1,74; 3,91),
p=0,19; a-IL17A 6W vs. Unbehandelt: 2,52 fc (1,82; 3,87) vs. 3,05 fc (1,74; 3,91),
p=0,70; a-IL-17A 3W vs. Isotype fiir [IL-17A: 1,56 fc (1,43; 2,65) vs. 1,83 fc (1,03; 2,09),
p>0,999; a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 2,52 fc (1,82; 3,87) vs. 1,83 fc (1,03;
2,09), p=0,059). Durch die Verwendung der Isotype fiir IL-17A lieB sich die Expression
von CXCL1, gegeniiber der Gruppe der Unbehandelten, senken (1,83 fc (1,03; 2,09) vs.
3,05 fc (1,74; 3,91), p=0,046). Die Behandlung mit der hoheren Dosis von anti-IL-17A
bewirkte keine Anderung der Expressionhdhe verglichen mit der Gruppe der
Unbehandelten und Isotypen (a-IL-17A 6 W (5x) vs. Unbehandelt: 2,06 fc (0,88; 3,30) vs.
3,05 fc (1,74; 3,91), p=0,244; a-IL-17A 6W (5x) vs. Isotype fiir IL-17A (5x): 2,06 fc
(0,88; 3,30) vs. 2,60 fc (1,49; 3,58), p=0,39). Ebenso bewirkte die Blockade von IL-17C
keine Anderung der renalen Genexpression von CXCL1 im Vergleich zu unbehandelten
Tieren und Kontrolltieren (a-IL-17C 6W vs. Unbehandelt: 2,46 fc (2,42; 5,47) vs. 3,05 fc
(1,74; 3,91), p>0,99; a-IL-17C 6W vs. Isotype fiir IL-17C: 2,46 fc (2,42; 5,47) vs. 5,18
fc (3,51; 10,81), p=0,40).

62



A Niere:IL-17A Blockade B Niere: IL-17C Blockade

Q2 Q2
EEE |—|* 9 15+
c c
o (@)
¥ h'4
. 3
Hen ] B 10—
(O] )
2 4 =3
] @©
S S 5
© ©
3 2 A 3 |
3 .
Q 0 T | — T T T Q 0 T T T
O O

QAR )\ 5\ %)

AL & &6
L 3 & Qe e L .8
Y aF ¥ A ARSI
VAR v £ 9
SN ar N e

SQ \\’\' ‘\\3\ 6Q
M & @ 3
3 \ﬁQ 2
Q
g

Abbildung 25: Renale Genexpression von CXCL1 in der Niere bei Blockade von IL-17A und IL-
17C.

(A) Die Blockade von IL-17A fiihrte in der Niere zu keiner signifikanten Anderung der
Expressionshohe von CXCLI.

(B)  Ebenso bewirkte die Blockade von IL-17C keine Anderung der Genexpression von CXCLI.
Der p-Wert wurde durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau betrégt fiir *

5%. Kontrolltiere haben nur Freund’s Adjuvans erhalten.

Die Expression von CXCL1 in der Milz war unter IL-17A Blockade &hnlich derer
unbehandelter Tiere (fold change iiber Kontrolle: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 1,66 fc
(1,32; 2,47) vs. 1,35 fc (1,09; 2,05), p=0,456; a-IL-17A 6W vs. Unbehandelt: 2,04 fc
(0,75; 2,95) vs. 1,35 fc (1,09; 2,05), p=0,595). Ratten, welche drei Wochen mit anti-IL-
17A behandelt wurden, zeigten eine signifikant hohere Expression von CXCLI
verglichen mit den Kontrolltieren (1,66 fc (1,32; 2,47) vs. 0,94 fc (0,72; 1,34), p=0,008).
Sechs Wochen anti-IL-17A behandelte Tiere zeigten nur eine tendenzielle Erhohung der
Expressionshohe im Vergleich zu den Kontrollen (2,04 fc (0,75; 2,95) vs. 0,94 fc (0,72;
1,34), p=0,228). Die Applikation der hoheren Dosis von anti-IL-17A bewirkte keine
Anderung der Genexpression gegeniiber unbehandelten Tieren und Isotypenkontrollen
(a-IL-17A (5x) vs. Unbehandelt: 1,43 fc (0,84; 2,65) vs. 1,35 fc (1,09; 2,05), p=0,966; a-
IL-17A (5x) vs. Isotype fiir IL-17A (5x): 1,43 fc (0,84; 2,65) vs. 2,56 fc (1,34; 3,84),
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p=0,114). Die Blockade von IL-17C bewirkte keine verédnderte Expressionshohe von
CXCLI1 gegeniiber unbehandelten Tieren und Kontrollen (a -IL-17C 6W vs.
Unbehandelt: 1,55 fc (1,15; 4,06) vs. 1,35 fc (1,09; 2,05), p=0,52; a-IL-17C 6W vs.
Isotype fiir IL17C: 1,55 fc (1,15; 4,06) vs. 3,50 fc (0,94; 3,51), p>0,999).
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Abbildung 26: Genexpression von CXCL1 in der Milz unter IL-17A und IL-17C Blockade.

(A) Durch die dreiwdchige Behandlung mit anti-IL-17A war eine Erhdhung der
Genexpressionhohe von CXCL1 im Vergleich zur Isotype zu verzeichnen. Die Verwendung der
héheren Dosis von  anti-IL-17A  bewirkte keine Anderung der
Expressionshohe.

(B) Durch die Blockade von IL-17C lieB sich keine Reduktion der Expressionshohe erzielen.
Der p-Wert wurde durch den Mann-Whitney-U-Test berechnet. Das Signifikanzniveau betragt fiir

* 5% und fiir ** 1%. Kontrolltiere haben nur Freund’s Adjuvans erhalten.

Die Blockade von IL-17A bewirkte keine Anderung der pulmonalen Expressionshdhe von
CXCLI1 verglichen mit unbehandelten Tieren und Kontrollen (fold change {iber
Kontrolle: a-IL-17A 3W vs. Unbehandelt: 1,29 fc (0,76; 1,75) vs.1,21 fc (0,99; 1,83),
p=0,60; o-IL17A 6W vs. Unbehandelt: 1,32 fc (0,99; 1,65) vs. 1,21 fc (0,99; 1,83),
p=0,825; a-IL-17A 3W vs. Isotype fiir IL-17A: 1,29 fc (0,76; 1,75) vs. 0,99 fc (0,54;
1,32), p=0,352; a-IL-17A 6W vs. Isotype fiir IL-17A: 1,32 fc (0,99; 1,65) vs. 0,99 fc
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(0,54; 1,32), p=0,171). Bei der Erhohung der anti-IL-17A Dosis zeigten sich dhnliche
Werte wie bei den unbehandelten Tieren und Isotypen (a-IL17A 6W (5x) vs.
Unbehandelt: 1,53 fc (0,63; 2,52) vs. 1,21 fc (0,99; 1,83), p=0,955; a-IL-17A 6 W (5%) vs.
Isotype fur IL-17A (5x): 1,53 fc (0,63; 2,52) vs. 1,00 fc (0,71; 1,49), p=0,456). Im
Gegensatz dazu war die Genexpression von CXCL1 durch anti-IL-17C Behandlung
deutlich erhoht gegeniiber der von unbehandelten Tieren (3,39 fc (3,37; 14,15) vs. 1,21
fc (0,99; 1,83), p=0,009). Gegeniiber der Isotypenkontrolle war keine signifikante
Erhoéhung zu verzeichnen (a-IL17C 6W vs. Isotype fiir IL-17C: 3,39 fc (3,37; 14,15) vs.
2,11 fe (1,98; 3,81), p=0,400). Bei der Verwendung der Isotype fiir [L-17C zeigten sich
erhohte Werte fiir die Expression von CXCL1 verglichen mit unbehandelten Tieren (22,11
fc (1,98; 3,81) vs. 1,21 fc (0,99; 1,83), p=0,036).
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Abbildung 27: Pulmonale Expression von CXCL1 von Ratten mit anti-IL-17A und antilL-
17C Antikoérper Behandlung.

(A) Unter IL-17A Blockade waren dhnliche Genexpressionswerte wie bei unbehandelten Tieren und
Isotypen zu verzeichnen.

(B) Die Behandlung mit anti-IL-17C fiihrte zu einem deutlichen Anstieg der Expression von

CXCLI1 verglichen mit unbehandelten Tieren. Der p-Wert wurde durch den Mann-WhitneyU-

Test berechnet. Das Signifikanzniveau betragt fiir ¥ 5% und fiir ** 1%. Kontrolltiere haben

nur Freund’s Adjuvans erhalten.
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4. Diskussion

Die Intention dieser Dissertation liegt in der nidheren Beleuchtung der therapeutischen
Blockade von IL-17 in einem Rattenmodell der ANCA-assoziierten Vaskulitis. Dabei
zeigte die dreiwochige Blockade von IL-17A eine erniedrigte Proteinausscheidung,
jedoch keine Minderung des Organschadens in der Lunge, sowie keine Reduktion der
Hohe von anti-MPO Autoantikorper Titern. Die Neutralisation von IL-17C ergab eine
unverdnderte Albuminurie und anti-MPO Antikorper Titerhohe im Vergleich zu der
Isotypenkontrolle. Auf Ebene der Genexpression bewirkte die sechswochige Behandlung
mit anti-IL-17A eine signifikant niedrigere pulmonale Expression von IL-17A. Die
pulmonale Expression von IL-17C war dagegen unter Blockade von IL-17A signifikant
erhoht. Bei der Blockade von IL-17C ergaben sich keine signifikanten Anderungen des

Expressionsniveaus.

Bei der Analyse des Nierenschadens zeigte sich unter dreiwdchiger Behandlung mit
antilL-17A eine signifikant niedrigere Albuminurie ab der dritten Behandlungswoche
verglichen mit der Isotypenkontrolle fiir IL-17A. Dagegen fiihrte eine sechswdchige
Behandlung, sowie eine flinffache Dosissteigerung von anti-IL-17A zu keiner Minderung
der Proteinausscheidung, verglichen mit den Kontrolltieren. Im Vergleich zu
unbehandelten Tieren zeigte sich in der ersten Behandlungswoche eine erniedrigte
Ausscheidung von Albumin bei Ratten welche mit der fiinffachen anti-IL-17A Dosis
behandelt wurden. Der histologisch quantifizierte glomeruldre Nierenschaden war unter
Blockade von IL-17A unverdndert. Die Forschungsgruppe von Gan et al. beschiftigte
sich mit einem Mausmodell zur fokal nekrotisierenden Glomerulonephritis bei IL-17A
defizienten Méusen. Die Erkrankung wurde dabei induziert durch Injektion von murinem
MPO und anti-Maus Globulin der glomeruldren Basalmembran. Dabei wiesen IL-17A
defiziente Mduse nach zwanzig Tagen eine deutlich abgeschwichte renale Schidigung,
hinsichtlich der histologisch quantifizieren glomeruldren Schdadigung und der Hohe der
Albuminurie auf (Gan et al., 2010). Des Weiteren befasste sich die Forschungsgruppe von
Paust et al. mit einem Mausmodell zur nephrotoxischen Nephritis (NTN), bei dem die
Krankheit durch Injektion von nephrotoxischem Schaf-Serum ausgeldst wurde. Dabei
zeigten IL-17A defiziente Mause sechs Tage nach Krankheitsinduktion einen teilweisen
Schutz vor Nierenschdden, welche charakterisiert waren durch eine reduzierte

glomeruldre und interstitielle Schidigung und einem erniedrigten Harnstoff-Stickstoff
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Level im Serum verglichen mit den Wildtyp-Méusen. Eine Reduktion des glomeruldren
Nierenschadens war auch durch die Applikation eines anti-IL-17A Antikdrpers nach sechs
Tagen zu verzeichnen. Hingegen fiihrte eine Antikorperbehandlung mit anti-IL17A
zwischen dem zehnten und zwanzigsten Tag zu keiner reduzierten renalen Beteiligung.
Dies war auch bei IL-17A defizienten Mausen zwanzig Tage nach Krankheitsinduktion
zu verzeichnen gewesen (Paust et al., 2012). Dies konnte auf eine vornehmlich frithe
Beteiligung von IL-17A im Krankheitsprozess hinweisen. Odobasic et al. fiihrte eine
Studie mit Induktion einer Glomerulonephritis durch Injektion von Antikérpern gegen die
glomeruldre Basalmembran (anti-GBM Globulin) durch, bei dem IL-17A defiziente
Maiuse nach sechs Tagen eine verringerte histologische Nierenschidigung aufwiesen.
Dies kehrte sich jedoch um, sodass Méduse mit Defizienz fiir IL-17A eine verstérkte renale
Beteiligung nach einundzwanzig Tagen aufwiesen (Odobasic et al.,, 2011).
Zusammengefasst ist eine friihe Beteiligung der Th17 Immunantwort, sowie der Rolle
von IL-17A bei Formen der Glomerulonephritis moglich. Diese konnte jedoch in der
vorliegenden Arbeit bei Betrachtung der Albuminurie nicht eindeutig festgestellt werden.
Vielmehr zeigte sich im Rahmen dieser Dissertation ein spéterer Vorteil der IL-17A
Neutralisation bei nur dreiwdchig behandelten Tieren. Uberraschenderweise zeigte sich
bereits in der dritten Beobachtungswoche mit anti-IL-17A eine Reduktion der
Albuminurie im Vergleich zur Isotype. Die Applikation des anti-IL-17A Antikorpers
erfolgte dabei jedoch erst ab dem einundzwanzigsten Tag. Aller Wahrscheinlichkeit nach
hatten diese Tiere von Beginn an eine etwas niedrigere Proteinausscheidung. Ein Grund
fiir die verschiedenen Ergebnisse der dargestellten Studien und diesen Ergebnissen konnte
an den unterschiedlichen Modellen fiir die Induktion der Glomerulonephritis liegen. Bei
Verwendung von anti-GBM Globulin kommt es zur Nierenschiddigung durch
Ablagerungen von Immunkomplexen in der Niere. Dagegen liegt bei der
ANCAassoziierten Vaskulitis eine pauci-immune Glomerulonephritis vor ohne

Ablagerungen von Immunkomplexen. AuBerdem wurde eine andere Spezies verwendet.

Die Behandlung mit anti-IL-17C und der zugehdrigen Isotype zeigte in den ersten beiden
Behandlungswochen eine signifikant niedrigere Albuminurie verglichen mit
unbehandelten Tieren. Bei dem Vergleich der Proteinausscheidung zwischen anti-IL-17C
behandelten Tieren und denjenigen welche mit der passenden Isotype behandelt wurden,

zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Die Hohe des glomeruldren Schadens war
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jedoch erhoht unter der Isotypenkontrolle und unverdndert bei der IL-17C Blockade
verglichen mit unbehandelten Tieren. Zwischen Tieren mit IL-17C Blockade und
Isotypenkontrollen war kein Unterschied zu verzeichnen. Die Arbeitsgruppe von Krohn
et al. beschéftigte sich ebenso mit dem bereits erwdhnten NTN-Modell. Dort war bei
IL17C defizitiren Mausen nach zehn Tagen eine geringerer histologischer Nierenschaden
und Harnstoft-Stickstoff Level zu verzeichnen. Auflerdem wurden die Knockout- und
Wildtypmause mit einem anti-IL-17A Antikorper behandelt, worauthin die Unterschiede
der Nierenschddigung zwischen IL-17C defizienten- und Wildtyp Méiusen verringert
wurden (Krohn et al., 2018). Im Rahmen dieser Dissertation konnte dagegen keine
abgeschwichte Nierenbeteiligung unter Neutralisation von IL-17C nachgewiesen
werden. Grund dafiir konnte wie Dbereits erwdhnt die unterschiedlichen
Krankheitsmodelle, sowie die Wahl der untersuchten Spezies sein. Aulerdem wurde ein
deutlich fritherer Zeitpunkt untersucht. Moglicherweise wiren die protektiven
Eigenschaften der IL-17C Defizienz in spéteren Krankheitsstadien nicht mehr

nachzuweisen.

Ein weiterer Fokus dieser Dissertation lag bei der pulmonalen Vaskulitis. Die Anzahl an
petechialen Lungenblutungen wies keinen Unterschied auf zwischen unbehandelten
Ratten und denen mit Neutralisation von IL-17A oder IL-17C. Bei dem Vergleich des
Anteils an Infiltraten in den Lungen fand sich keine Differenz zwischen den
unbehandelten und den drei bis sechs Wochen mit dem anti-IL-17A Antikorper
behandelten Tieren. Mithilfe von weiteren immunhistochemischen Untersuchungen
lieBen sich die beteiligten Zelltypen der Infiltrate ndher charakterisieren. Dabei fand sich
dort prinzipiell ein hoher Anteil von T-Zellen, sowie Makrophagen vornehmlich im
Alveolarraum. Auflerdem lieBen sich einige Neutrophile nachweisen. Lediglich vereinzelt
fanden sich B-Zellen und regulatorische T-Zellen. Die Bedeutung von IL-17A wurde
bereits bei anderen Lungenerkrankungen untersucht. Patienten mit Asthma bronchiale
hatten erhohte IL-17A Werte im Sputum, Serum, bronchialen und nasalen Biopsien.
Weiterhin korreliert das Expressionsniveau von IL-17A in bronchialen Biopsien mit dem
Grad der Neutrophilen in den Atemwegen und waren ausgepréigter bei Patienten mit
mittlerem- bis schwerem- oder Exazerbations-geneigtem Asthma als bei Patienten mit
milderen Asthma Verldufen (Ritzmann et al., 2022). In einer Studie von Ivanov et al.

wurde die Rolle von IL-17A hinsichtlich der chemotaktischen Wirkung untersucht. Dort
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wurden Miuse intranasal mit LPS oder IL-23 stimuliert und die Versuchstiere erhielten
vorher systemisch eine Isotypenkontrolle oder eine Blockade von IL-17A. Diejenigen
Tiere, welche eine anti-IL-17A Behandlung erhielten zeigten nach drei Tagen eine
niedrigere Anzahl von Neutrophilen und Makrophagen in der bronchoalveoldren Lavage
(BAL) im Vergleich zur Isotypenkontrolle (Ivanov et al., 2007). In einer weiteren Studie
von Ferreti et al. wurde die Lipopolysaccharid (LPS) induzierte Lungeninflammation
beziiglich der Rolle von IL17A untersucht. Méause wurden intranasal mit LPS oder PBS
stimuliert und zeigten in der BAL nach einem Tag die hochsten IL-17 Werte, sowie einen
Influx von Neutrophilen nach einem Tag. Makrophagen und Lymphozyten waren nach
zwei Tagen ansteigend nachzuweisen. Ein Tag nach intranasaler Stimulierung erhielt eine
Versuchsgruppe intranasal einen anti-IL-17A Antikorper, wodurch sich der Einstrom von
Neutrophilen in der BAL um 50% nach zwei Tagen reduzierte (Ferretti et al., 2003). Park
et al. filhrte Versuche mit transgenen Méusen durch, welche IL-17A in epithelialen
Lungenzellen exprimierten durch Gebrauch des CC10 Promotors. Nach drei Monaten
generierten Mause ein hypertrophiertes Lungenepithel sowie Infiltrationen von
Eosinophilen und Makrophagen im Lungenparenchym im Vergleich zu gleichaltrigen
Kontrollen. Zwischen fiinf und zehn Monaten entwickelten transgene Maiuse fokale
Akkumulationen und Infiltrationen von mononukledren Zellen, inklusive CD4
Lymphozyten. Neutrophile lieBen sich nicht vermehrt nachweisen (Park et al., 2005).
Insgesamt legen diese Studien nahe, dass IL-17A zu einem frithen Anstieg von
Neutrophilen in den Atemwegen fiihrt. Deswegen wire es moglich, dass in der
vorliegenden Dissertation kein Unterschied unter IL-17A Blockade zu verzeichnen war,
weil Verdnderungen zu einem viel fritheren Zeitpunkt zu sehen wiren. Weitere
Untersuchungen, insbesondere zur pulmonalen Vaskulitis, sind notwendig, um diese
These ndher zu beleuchten.

Bei ndherer Betrachtung der anti-MPO Autoantikorper Titer stellte sich unter IL-17A
Blockade keine Reduktion des Autoantikorper Titers im Vergleich zur Isotypenkontrolle
dar. Lediglich nach sechs Wochen zeigte sich eine Reduktion des Autoantikdrpertiters bei
dreiwdchiger Behandlung mit anti-IL-17A im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Ebenso
bewirkte die Blockade von IL-17C keine Reduktion des anti-MPO Titers zwischen der
zweiten und sechsten Behandlungswoche verglichen mit der Isotypenkontrolle. Im
Vergleich zu unbehandelten Tieren bewirkte die Behandlung mit anti-IL-17C signifikant

hohere anti-MPO Titerwerte. In dem bereits erwahnten Versuch mit IL-17A defizienten
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Maiusen zeigten sich keine Unterschiede der Autoantikorpertiter im Vergleich zu den
Kontrolltieren. Bei den IL-17A knockout Mausen wurde die Titeranalyse zwanzig Tage
nach Krankheitsinduktion durchgefiihrt, bei der kein signifikanter Unterschied in der
Hohe von anti-MPO IgG festzustellen war (Gan et al., 2010). Ebenso zeigte sich im
Rahmen dieser Dissertation zwischen zwei und sechs Behandlungswochen keine
Differenz zwischen mit anti-IL-17A behandelten Ratten und Kontrolltieren. Dies konnte
bedeuten, dass die Autoantikdrperhdhe unabhéngig von IL-17A reguliert wird. Wen et al.
zeigte in einem Lupus-Modell, dass eine Neutralisation von IL-17A zu erniedrigten
Autoantikérpern fiihrt. Die Erkrankung wurde in dem Mausmodell induziert durch
subkutane Applikation von aktivierter Lymphozyten-abgeleiteten DNA (ALD-DNA) in
PBS und einem dquivalenten Volumen von komplettem Freund’s Adjuvans. Weiterhin
wurden zwei Booster Immunisierungen mit ALD-DNA mit inkompletten Freund’s
Adjuvans in Woche zwei und vier durchgefiihrt. Die Blockade von IL-17A wurde erzielt
durch einen neutralisierenden Antikorper gegen IL-17A vor der ADL-DNA
Immunisierung, sowie danach in Intervallen von drei Tagen fiir insgesamt zehn Wochen.
Maiuse, welche mit anti-IL-17A behandelt wurden, zeigten dabei zwischen Woche sechs
und zehn deutlich niedrigere anti-doppelstrang DNA (dsDNA)
Antikorperkonzentrationen im Vergleich zur Isotypenkontrolle (Wen et al., 2013). Im
Pristaninduzierten Lupus Modell von Krohn et al. zeigten IL-17C defiziente Méuse nach
zwolf Monaten keine Reduktion von anti-dsDNA und anti-U1-snRNP Autoantikdrpern
(Krohn et al., 2018). Diese Ergebnisse sich jedoch nicht eindeutig vergleichbar zu denen
dieser Dissertation. Zum einen wurde die Autoimmunitét gegen andere Zielstrukturen
induziert und zum anderen wurde die Analyse der Autoantikérperhdhe bei Krohn et al. zu
einem deutlich spiteren Zeitpunkt durchgefiihrt. Die Forschungsgruppe von Xiao et al.
beschéftige sich ausgiebig mit der Fragestellung, inwiefern anti-MPO Antikorper an der
Krankheitsentstehung der ANCA-assoziierten Vaskulitis beteiligt sind. In einem
Mausmodell erhielten die MPO-knockout Tiere eine Stimulation mit murinem MPO.
Danach wurden Splenozyten von Kontroll- und MPO-immunisierten Tieren isoliert.
Diese Milzzellen wurden Rag?2 defizienten Médusen (Méuse denen funktionierende B- und
T Lymphozyten fehlen) injiziert. Dabei zeigten die Versuchstiere, welche anti-MPO
Splenozyten erhielten, ansteigende anti-MPO Titer ab dem dritten bis zum fiinfzehnten
Tag. Dieser Effekt war abhéngig von der Dosis der verabreichten anti-MPO Splenozyten.

Rag2-knockout Méuse mit hoherer Dosis von anti-MPO Splenozyten entwickelten
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Nierenschéden, gemessen am Serum-Kreatinin, sowie histologischen Schiden. Méuse
mit geringerer Dosis von anti-MPO Splenozyten, sowie Kontrolltiere entwickelten nur
milde renale Schiden. In einer weiteren Versuchsreihe wurden Rag2-defizienten und
Wildtyp-Méusen anti-MPO Antikorper intravends appliziert. Versuchstiere, welche den
anti-MPO Antikorper erhielten, entwickelten nach drei Tagen eine deutlich hdhere
Héamaturie, Proteinurie und Leukozyturie im Vergleich zu Kontrolltieren. Weiterhin
zeigten alle anti-MPO immunisierten Miuse nach sechs Tagen eine fokal nekrotisierende
Glomerulonephritis mit Halbmondbildung. Kontrolltiere entwickelten keine
histologischen Lésionen. Auflerdem zeigten zwei der sechs Wildtyp-Mause, welche
antiMPO Antikorper erhielten, fokale pulmonale alveoldre Kapillaritis (Xiao et al., 2002).
Ebenso wurde in dieser Dissertation ein Tiermodell verwendet, bei dem die Pathogenitét
von anti-MPO Antikdrpern deutlich wurde. Wystar-Kyoto Ratten entwickelten nach
Immunisierung mit humanem MPO deutliche anti-MPO Titer, sowie eine Albuminurie
und pulmonale Vaskulitis. Des Weiteren wurde in einem Experiment von Nagao et al. die
Wirkung von anti-MPO Antikorpern auf Neutrophile untersucht. Dort wurde Mausen
Kaninchen antiMPO Globulin intravenés appliziert. Die Akkumulation von Neutrophilen
in Glomeruli wurde nach ein, drei und sechs Stunden beobachtet. Es zeigten sich
signifikant hohere Infiltration von Neutrophilen bei MPO-immunisierten Tieren,
vergleichen mit der Kontrollgruppe. Der Maximalwert wurde nach einer Stunde erreicht
und war danach fallend (Nagao et al., 2011). Dies zeigt, dass anti-MPO Antikorper direkte
Wirkungen auf Neutrophile ausiiben. Es wurden jedoch nur sehr frithe Zeitpunkte
analysiert. Welche Auswirkung eine langerfristige anti-MPO Antikorper Stimulierung
ausiibt (wie bei den ANCAassoziierten Vaskulitiden), ist daraus nicht abzulesen. In einer
Studie von Hoshino et al. konnte gezeigt werden, dass peritoneale Neutrophile IL-17A
produzieren in Reaktion auf Stimulation mit MPO-ANCA (Hoshino et al., 2008).

Auf Ebene der Genexpression war unter sechswochiger Blockade von IL-17A in der
Lunge die Expression von IL-17A signifikant reduziert. Im Gegensatz dazu zeigte sich
unter Neutralisation von IL-17A eine signifikant héhere pulmonale Expression von
IL17C verglichen mit den Kontrolltieren. Die Dosiserhohung von anti-IL-17A fiihrte zu
keiner Anderung des Expressionsniveaus. Bei der Blockade von IL-17C zeigte sich in der
Lunge eine tendenziell erhohte IL-17A Expression und eine tendenziell niedrigere IL17C
Expression verglichen mit der Isotypenkontrolle. In der Niere und Milz fiihrte die

Blockade von IL-17A und IL-17C zu keinen Verdnderungen der Genexpression. Die
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Hohe der Genexpression wurde bei den bereits beschriebenen Studien mit den knockout
Tieren von IL-17A und IL-17C nicht untersucht. Allerdings fand sich bei IL-17C
defizienten Miusen eine signifikant erniedrigte Serumkonzentration von IL-17A (Krohn
et al. 2018). Yamaguchi et al untersuchte in einem Mausmodell eine LPS induzierte
Lungeninflammation, welche nach 24 Stunden durch Neutrophile dominiert war. Dabei
fand sich bei IL-17C defizienten Méusen in der BAL-Fliissigkeit eine signifikant hohere
Konzentration von IL-17A im Vergleich zu den Wildtyp Tieren nach 24 Stunden
(Yamaguchi et al, 2018). Die Ergebnisse dieser Dissertation legen einen
Riickkopplungsmechanismus zwischen IL-17A und IL-17C nahe, da unter Blockade von
IL-17A die pulmonale IL-17C Expression erhoht war und unter IL-17C Blockade die IL-
17A Expression tendenziell erhoht war. In der Niere und Milz zeigte sich ein solcher
Mechanismus nicht. Zhang et al. befasste sich in einem Model zur post-ischdmischen
Reperfusion unter IL-17C Blockade einen Effekt auf die akute Nierenschddigung ausiibt.
Dabei wurden Méause mit einem anti-IL-17C Antikorper oder einer IgG Kontrolle drei
Stunden nach Reperfusion behandelt. Bei Neutralisation von IL-17C war die renale IL-
17A Expression vierundzwanzig Stunden nach Reperfusion reduziert (Zhang et al.,
2023).In einem murinen Lupus Nephritis Modell zeigten IL-17A knockout Miuse keine
verdnderte renale IL-17C Expression nach 24 Wochen (Schmidt et al., 2015). Unter
Blockade von IL-17A war die Hohe der Expression von CCL20 in der Niere, Milz und
Lunge unverindert im Vergleich zu Kontrolltieren. Die Behandlung mit dem antilL.-17C
Antikorper fiihrte zu einer tendenziell niedrigeren renalen und lienalen CCL20
Expression. Dagegen fiihrte die Blockade von IL-17C in der Lunge zu einer tendenziell
hoheren CCL20 Expression verglichen mit den Isotypenkontrollen. Die Behandlung mit
dem anti-IL-17A und anti-IL-17C Antikorper fiihrte in der Niere zu keiner veranderten
Expression von CXCLI. In der Milz bewirkte die dreiwdchige anti-IL-17A Behandlung
eine signifikant hohere Expression von CXCLI. In der Lunge bewirkte die Behandlung
mit anti-IL-17C eine tendenziell hohere Expression von CXCL1. Bei dem bereits
vorgestelltem Mausmodell zur nephrotoxischen Nephritis erzielten IL17C defiziente
Maiuse nach zehn Tagen eine tendenzielle Reduktion der renalen Expression von CXCL1
und CCL20 (Krohn et al., 2018). Mduse wiesen im Modell von Paust et al. zur NTN ein
erhohtes Expressionsniveau von CCL20 zwischen dem dritten und zehnten Tag auf. Des
Weiteren war bei IL-17A defizienten Méausen nach sechs Tagen eine erniedrigte renale

CCL20 Expression nachzuweisen. Méuse, welche zwischen dem zehnten und
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zwanzigsten Tag mit einem anti-IL-17A Antikdrper behandelt wurden, zeigten keinen
Unterschied im Expressionsniveau von CLL20 verglichen mit Kontrolltieren (Paust et al.,
2012). Im NTN-Modell wies Disteldorf et al. eine frithe Expression von CXCL1 nach
drei Tagen in der Niere nach. Bei IL-17A defizitiren Mdausen war das renale
Expressionsniveau von CXCLI1 nicht signifikant reduziert nach zehn Tagen im Vergleich
zu Kontrolltieren. AuBBerdem wurden einige Mause nach Krankheitsinduktion mit einem
anti-CXCL1 Antikorper behandelt, wodurch die renale Infiltration durch Neutrophile
nach drei Tagen signifikant reduziert wurde. Dieser Unterschied war jedoch nach vierzehn
Tagen nicht mehr zu verzeichnen (Disteldorf et al., 2015). In einem Mausmodell zur IgA
Nephropathie wurde die Krankheit durch Applikation von LPS, Carbon tetrachlorid,
sowie Rinderserumalbumin indiziert. Dabei zeigten immunisierte mit anti-CCL20
behandelte Miuse geringere renale und pulmonale histologische Schdden nach elf
Wochen (Meng et al., 2014). Das renale Expressionsniveau von CCL20 wurde bei IL-
17A defizienten Miusen sechs Tage nach Krankheitsinduktion analysiert. Dagegen
erfolgt die Auswertung im vorliegenden Fall sechs Wochen nach Krankheitsinduktion.
Die renale CXCL1 Expression zeigte bei Disteldorf et al. ebenso keine Beeinflussung
durch Defizienz von IL-17A. Weiterhin ist aus dieser Studie ersichtlich, dass CXCLI1 fiir
eine frithe Rekrutierung von Neutrophilen verantwortlich ist. Bei Ausschaltung von IL-
17C konnte Krohn et al. lediglich eine tendenzielle Reduktion des renalen
Expressionsniveaus von CCL20 und CXCL1 nach zehn Tagen erzielen. Unklar ist,
inwiefern die Expression dieser Effektorzytokine im weiteren Krankheitsverlauf durch
IL-17A oder IL-17C beeinflusst werden wiirde. Eine weitere experimentelle Arbeit
befasste sich mit Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) und dessen Neutralisierung. TNF-a
existiert in frei l8slicher Form und in membrangebunder Form, welches sich an
Zelloberflichen befindet. Dabei konnen beide Formen durch Antikorper blockiert
werden. Bei Bindung eines TNF-a Antikdrpers an membrangebundenes TNF-a kann eine
Komplement-abhéngige Toxizitdt ausgeldst werden, welche die Lyse der Zelle zur Folge
hat. Mitoma et al. verwendete in seinen Experimenten eine T-Zell Linie, welche
transmembrandses TNF-a auf ihrer Zelloberfliche tragt. Diese T-Zellen wurden fiir vier
Stunden mit drei unterschiedlichen TNF-a Antagonisten in humanem Serum inkubiert.
Danach wurde der Anteil lysierter Immunzellen bestimmt, wobei einer der Antikdrper
signifikant weniger Zellen lysieren konnte. Bei Inaktivierung des Serums durch Hitze war

dieser Effekt nicht nachzuweisen, sodass der zytotoxische Effekt hochstwahrscheinlich
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durch eine Komplement Aktivierung ausgelost wurde (Mitoma et al., 2008).
Moglicherweise spielt ein solcher Mechanismus auch bei der Blockade von IL-17A und
IL.-17C eine Rolle. Prinzipiell ist es bei Autoimmunerkrankungen forderlich, wenn
Immunzellen zerstort werden. Sollte ein solcher Prozess jedoch bei renalen
Parenchymzellen aktiviert werden, welcher dessen Zerstorung zur Folge hat, wére das
nachteilig fiir den Krankheitsverlauf. Weiterhin konnte neben der Neutralisierung der

Zytokine auch eine Blockade der Interleukin-17 Rezeptoren therapeutisch relevant sein.
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% \Mw

62 g

Nierenschaden Lungendestruktion Zelltypen Anti-MPO Antikérper Genexpression

[\ [\

Albuminurie  Glomerulérer Schaden Lunge IL-17A Lunge IL-17C

4 \% %fo Vs VNN

v b 4 v

Reduziert ~ Unverandert Unverandert Unverandert Zelltypen in Infiltraten Unverandert Reduziert Tenden2|ell Erhoht Tendenziell
bei 3W unverandert: erhohi erniedrigt
Unveréndert Uberweigend T-Zellen,

bei 6W und Makrophagen,

5x Dosis Neutrophile

Vereinzelt B-Zellen, Treg

f IL-17A Blockade
/f* IL-17C Blockade

Abbildung 28: Zusammenfassung der Ergebnisse der IL-17A und IL-17C Blockade

Created with BioRender.com

74



5. Zusammenfassung

Die Anti-neutrophilen-zytoplasmatischen Antikérper (ANCA )-assoziierten Vaskulitiden stellen
eine Gruppe seltener und lebensbedrohlicher Erkrankungen dar, bei der eine dysregulierte
Immunantwort mafBgeblich an der Krankheitsentstehung beteiligt ist. Gegenstand aktueller
Forschung stellen dabei die T-Helfer-17 -Zellen (Th17) und die Gruppe der Interleukine-17 (IL-
17) dar. Diese Dissertation soll dabei die Auswirkungen einer Blockade von IL-17A und IL-17C
in einem Rattenmodel der ANCA-assoziierten Vaskulitis ndher beleuchten. Im Rahmen dieser
Dissertation wurde ein experimentelles Rattenmodel zur ANCA-assoziierten Vaskulitis

eingesetzt.

Hinsichtlich des Nierenschadens zeigte sich unter dreiwdchiger anti-IL-17A Antikorper
Behandlung eine verminderte renale Albuminausscheidung. Dieser Effekt lieB sich nicht unter
sechswochiger Therapie, sowie Dosissteigerung von anti-IL-17A beobachten. Unter der
Blockade von IL-17C kam es zu keiner verdnderten Albuminurie. Der histologische glomerulére

Nierenschaden zeigte keine Reduktion unter Blockade von IL-17A oder IL-17C.

Weiterhin ergab die Auswertung der petechialen Lungenblutungen keinen Unterschied bei der
Neutralisation der Interleukine. Immunhistochemisch lie3 sich ein hoher Anteil an T-Zellen,

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten bei den pulmonalen Infiltraten nachweisen.

Auf humoraler Ebene war die Hohe der Autoantikdrper unverdandert bei anti-IL-17A und anti-

IL-17C Antikorper Behandlung.

Auf Genexpressionsniveau ergab die sechswochige Blockade von IL-17A eine erniedrigte
pulmonale IL-17A Expression und unter drei- und sechswochiger Blockade eine erhdhte
pulmonale IL-17C Expression. Die Neutralisation von IL-17C zeigte dagegen eine tendenziell
niedrigere pulmonale IL-17C und tendenziell hohere IL-17A Expression. Das Expressionsniveau
von Chemokin-ligand 20 (CCL20) und C-C-X Ligand 1 (CXCL1) lieB sich durch Blockade von
IL-17A und IL-17C nicht signifikant &ndern.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Blockade von IL-17A oder IL-17C keine eindeutige

Reduktion der Krankheitsaktivitit bewirkt hat.
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Summary

The anti-neutrophil-cytoplasmatic-antibody (ANCA)-associated vasculitides represent a
group of rare and life-threatening diseases in which a dysregulated immune response is
crucially involved in the pathogenesis. Current research focuses on T-helperl7 (Th17)
cells and the group of Interleukins-17 (IL-17). This dissertation aims to elucidate the
effects of blocking IL-17A and IL-17C in a rat model of ANCA-associated vasculitis. An

experimental rat model of ANCA-associated vasculitis was used in this thesis.

Regarding renal damage, three weeks of anti-IL-17A antibody treatment showed
decreased renal albumin excretion. This effect could not be observed under six weeks of
therapy, as well as dose increase of anti-IL-17A. There was altered albuminuria under
blockade of IL-17C. Histological glomerular renal damage showed no reduction under

blockade of IL-17A or IL-17C.

Furthermore, evaluation of the petechial pulmonary bleedings revealed no difference by
neutralization of interleukins. Immunohistochemically a high proportion of T cells,

macrophages and neutrophil granulocytes could be detected in the pulmonary infiltrates.

Regarding humoral immunity, the level of autoantibodies was unchanged with anti-IL17A

and anti-IL-17C antibody treatment.

At the gene expression level, six-week blockade of IL-17A resulted in decreased
pulmonary IL-17A expression and increased pulmonary IL-17C expression under three-
and six-week blockade. In contrast, neutralization of IL-17C tended to show lower
pulmonary IL-17C and tended to show higher IL-17A expression. The gene expression
levels of Chemokin-ligand 20 (CCL20) und C-C-X-motif-ligand 1 (CXCL1) could not be
significantly altered by IL-17A and IL-17C blockade.

In conclusion, blockade of IL-17A or IL-17C did not unequivocally reduce disease activity.

76



6.Literaturverzeichnis

1.

10.

11.

Abdulahad, W.H., Kallenberg, C.G., Limburg, P.C., and Stegeman, C.A. (2009). Urinary
CDA4+ effector memory T cells reflect renal disease activity in antineutrophil
cytoplasmic antibody-associated vasculitis. Arthritis Rheum 60, 2830-2838.
10.1002/art.24747.

Abdulahad, W.H., Stegeman, C.A., Limburg, P.C., and Kallenberg, C.G. (2008).
Skewed distribution of Th17 lymphocytes in patients with Wegener's granulomatosis in
remission. Arthritis Rheum 58, 2196-2205. 10.1002/art.23557.

Abdulahad, W.H., Stegeman, C.A., van der Geld, Y.M., Doornbos-van der Meer, B.,
Limburg, P.C., and Kallenberg, C.G. (2007). Functional defect of circulating regulatory
CD4+ T cells in patients with Wegener's granulomatosis in remission. Arthritis Rheum
56, 2080-2091. 10.1002/art.22692.

Abdulahad, W.H., van der Geld, Y.M., Stegeman, C.A., and Kallenberg, C.G. (2006).
Persistent expansion of CD4+ effector memory T cells in Wegener's granulomatosis.
Kidney Int 70, 938-947. 10.1038/sj.ki.5001670.

Alberts B, J.A., Lewis J, Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. (2002). Molecular
Biology of the Cell, 4th Edition (Garland Science).

Aloisi, F., and Pujol-Borrell, R. (2006). Lymphoid neogenesis in chronic inflammatory
diseases. Nat Rev Immunol 6, 205-217. 10.1038/nri1786.

Atarashi, K., Tanoue, T., Ando, M., Kamada, N., Nagano, Y., Narushima, S., Suda, W.,
Imaoka, A., Setoyama, H., Nagamori, T., Ishikawa, E., Shima, T., Hara, T., Kado, S.,
Jinnohara, T., Ohno, H., Kondo, T., Toyooka, K., Watanabe, E., Yokoyama, S., Tokoro,
S., Mori, H., Noguchi, Y., Morita, H., Ivanov, Il, Sugiyama, T., Nufiez, G., Camp, J.G.,
Hattori, M., Umesaki, Y., and Honda, K. (2015). Th17 Cell Induction by Adhesion of
Microbes to Intestinal Epithelial Cells. Cell 163, 367-380. 10.1016/j.cell.2015.08.058.

Bouaziz, J.D., Calbo, S., Maho-Vaillant, M., Saussine, A., Bagot, M., Bensussan, A.,
and Musette, P. (2010). IL-10 produced by activated human B cells regulates CD4(+) T-
cell activation in vitro. Eur J Immunol 40, 2686-2691. 10.1002/eji.201040673.

Brouwer, E., Tervaert, J.W., Horst, G., Huitema, M.G., van der Giessen, M., Limburg,
P.C., and Kallenberg, C.G. (1991). Predominance of IgG1 and 1gG4 subclasses of anti-
neutrophil cytoplasmic autoantibodies (ANCA) in patients with Wegener's
granulomatosis and clinically related disorders. Clin Exp Immunol 83, 379-386.
10.1111/j.1365-2249.1991.tb05647 .x.

Chen, D.Y., Chen, Y.M., Wen, M.C., Hsieh, T.Y., Hung, W.T., and Lan, J.L. (2012).
The potential role of Th17 cells and Th17-related cytokines in the pathogenesis of lupus
nephritis. Lupus 21, 1385-1396. 10.1177/0961203312457718.

Chiricozzi, A., and Krueger, J.G. (2013). IL-17 targeted therapies for psoriasis. Expert
Opin Investig Drugs 22, 993-1005. 10.1517/13543784.2013.806483.

a4



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Cortvrindt, C., Speeckaert, R., Moerman, A., Delanghe, J.R., and Speeckaert, M.M.
(2017). The role of interleukin-17A in the pathogenesis of kidney diseases. Pathology
49, 247-258. 10.1016/j.pathol.2017.01.003.

Csernok, E., Ai, M., Gross, W.L., Wicklein, D., Petersen, A., Lindner, B., Lamprecht,
P., Holle, J.U., and Hellmich, B. (2006). Wegener autoantigen induces maturation of
dendritic cells and licenses them for Th1 priming via the protease-activated receptor-2
pathway. Blood 107, 4440-4448. 10.1182/blood-2005-05-1875.

Cui, Z., Zhao, M.H., Segelmark, M., and Hellmark, T. (2010). Natural autoantibodies to
myeloperoxidase, proteinase 3, and the glomerular basement membrane are present in
normal individuals. Kidney Int 78, 590-597. 10.1038/ki.2010.198.

Disteldorf, E.M., Krebs, C.F., Paust, H.J., Turner, J.E., Nouailles, G., Tittel, A., Meyer-
Schwesinger, C., Stege, G., Brix, S., Velden, J., Wiech, T., Helmchen, U., Steinmetz,
O.M., Peters, A., Bennstein, S.B., Kaffke, A., Llanto, C., Lira, S.A., Mittriicker, H.W.,
Stahl, R.A., Kurts, C., Kaufmann, S.H., and Panzer, U. (2015). CXCLJ5 drives neutrophil
recruitment in TH17-mediated GN. J Am Soc Nephrol 26, 55-66.
10.1681/asn.2013101061.

Dolff, S., Quandt, D., Wilde, B., Feldkamp, T., Hua, F., Cali, X., Specker, C., Kribben,
A., Kallenberg, C.G.M., and Witzke, O. (2010). Increased expression of costimulatory
markers CD134 and CD80 on interleukin-17 producing T cells in patients with systemic
lupus erythematosus. Arthritis Research & Therapy 12, R150. 10.1186/ar3100.

Dolff, S., Witzke, O., and Wilde, B. (2019). Th17 cells in renal inflammation and
autoimmunity. Autoimmun Rev 18, 129-136. 10.1016/j.autrev.2018.08.006.

Ferretti, S., Bonneau, O., Dubois, G.R., Jones, C.E., and Trifilieff, A. (2003). IL-17,
produced by lymphocytes and neutrophils, is necessary for lipopolysaccharide-induced
airway neutrophilia: IL-15 as a possible trigger. J Immunol 170, 2106-2112.
10.4049/jimmunol.170.4.2106.

Flossmann, O., Bacon, P., de Groot, K., Jayne, D., Rasmussen, N., Seo, P., Westman,
K., and Lugmani, R. (2007). Development of comprehensive disease assessment in
systemic vasculitis. Ann Rheum Dis 66, 283-292. 10.1136/ard.2005.051078.

Flossmann, O., Berden, A., de Groot, K., Hagen, C., Harper, L., Heijl, C., Hoglund, P.,
Jayne, D., Lugmani, R., Mahr, A., Mukhtyar, C., Pusey, C., Rasmussen, N., Stegeman,
C., Walsh, M., and Westman, K. (2011). Long-term patient survival in ANCA-
associated vasculitis. Ann Rheum Dis 70, 488-494. 10.1136/ard.2010.137778.

Furuno, K., Yuge, T., Kusuhara, K., Takada, H., Nishio, H., Khajoee, V., Ohno, T., and
Hara, T. (2004). CD25+CD4+ regulatory T cells in patients with Kawasaki disease. J
Pediatr 145, 385-390. 10.1016/j.jpeds.2004.05.048.

Gan, P.Y., Steinmetz, O.M., Tan, D.S., O'Sullivan, K.M., Ooi, J.D., lwakura, Y.,
Kitching, A.R., and Holdsworth, S.R. (2010). Th17 cells promote autoimmune anti-

78



23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

myeloperoxidase glomerulonephritis. J Am Soc Nephrol 21, 925-931.
10.1681/asn.2009070763.

Gapud, E.J., Seo, P., and Antiochos, B. (2017). ANCA-Associated Vasculitis
Pathogenesis: A Commentary. Curr Rheumatol Rep 19, 15. 10.1007/s11926-017-0641-
0.

Ghali, J.R., Holdsworth, S.R., and Kitching, A.R. (2015). Targeting IL-17 and IL-23 in
Immune Mediated Renal Disease. Curr Med Chem 22, 4341-4365.
10.2174/0929867322666151030163022.

Gbmez-Puerta, J.A., Gedmintas, L., and Costenbader, K.H. (2013). The association
between silica exposure and development of ANCA-associated vasculitis: systematic
review and meta-analysis. Autoimmun Rev 12, 1129-1135.
10.1016/j.autrev.2013.06.016.

Harper, L., Cockwell, P., Adu, D., and Savage, C.O. (2001). Neutrophil priming and
apoptosis in anti-neutrophil cytoplasmic autoantibody-associated vasculitis. Kidney Int
59, 1729-1738. 10.1046/j.1523-1755.2001.0590051729.x.

Hogan, S.L., Nachman, P.H., Wilkman, A.S., Jennette, J.C., and Falk, R.J. (1996).
Prognostic markers in patients with antineutrophil cytoplasmic autoantibody-associated
microscopic polyangiitis and glomerulonephritis. J Am Soc Nephrol 7, 23-32.
10.1681/asn.V7123.

Holden, N.J., Williams, J.M., Morgan, M.D., Challa, A., Gordon, J., Pepper, R.J.,
Salama, A.D., Harper, L., and Savage, C.O. (2011). ANCA-stimulated neutrophils
release BLyS and promote B cell survival: a clinically relevant cellular process. Ann
Rheum Dis 70, 2229-2233. 10.1136/ard.2011.153890.

Hoshino, A., Nagao, T., Nagi-Miura, N., Ohno, N., Yasuhara, M., Yamamoto, K.,
Nakayama, T., and Suzuki, K. (2008). MPO-ANCA induces IL-17 production by
activated neutrophils in vitro via classical complement pathway-dependent manner. J
Autoimmun 31, 79-89. 10.1016/j.jaut.2008.03.006.

Hruskova, Z., Rihova, Z., Mareckova, H., Jancova, E., Rysava, R., Zavada, J., Merta,
M., Loster, T., and Tesar, V. (2009). Intracellular cytokine production in ANCA-
associated vasculitis: low levels of interleukin-10 in remission are associated with a
higher relapse rate in the long-term follow-up. Arch Med Res 40, 276-284.
10.1016/j.arcmed.2009.04.001.

Hu, N., Westra, J., and Kallenberg, C.G. (2011). Dysregulated neutrophil--endothelial
interaction in antineutrophil cytoplasmic autoantibody (ANCA)-associated vasculitides:
implications for pathogenesis and disease intervention. Autoimmun Rev 10, 536-543.
10.1016/j.autrev.2011.04.004.

Ivanov, S., Bozinovski, S., Bossios, A., Valadi, H., Vlahos, R., Malmhall, C., Sjéstrand,
M., Kolls, J.K., Anderson, G.P., and Lindén, A. (2007). Functional relevance of the IL-

79



33.

34.

35.

36.

37.

38.
39.

40.

41.

42.

43.

44,

23-1L-17 axis in lungs in vivo. Am J Respir Cell Mol Biol 36, 442-451.
10.1165/rcmb.2006-00200C.

Janeway CA Jr, T.P., Walport M, Traver, P., Shlomchik, M.,. (2001). Immunobiology:
The Immune System in Health and Disease, 5th Edition (Garland Science).

Jennette, C.J., Milling, D.M., and Falk, R.J. (1994). Vasculitis affecting the skin. A
review. Arch Dermatol 130, 899-906.

Jennette, J.C., and Falk, R.J. (1997). Small-vessel vasculitis. N Engl J Med 337, 1512-
1523. 10.1056/nejm199711203372106.

Kallenberg, C.G., Heeringa, P., and Stegeman, C.A. (2006). Mechanisms of Disease:
pathogenesis and treatment of ANCA-associated vasculitides. Nat Clin Pract Rheumatol
2, 661-670. 10.1038/ncprheum0355.

Kamesh, L., Harper, L., and Savage, C.0O.S. (2002). ANCA-Positive Vasculitis. Journal
of the American Society of Nephrology 13, 1953-1960.
10.1097/01.Asn.0000016442.33680.3e.

Kissel, J.T., and Mendell, J.R. (1992). Vasculitic neuropathy. Neurol Clin 10, 761-781.

Kolls, J.K., and Lindén, A. (2004). Interleukin-17 family members and inflammation.
Immunity 21, 467-476. 10.1016/j.immuni.2004.08.018.

Koselj-Kajtna, M., Koselj, M., Rott, T., Kandus, A., and Bren, A. (2002). Infectious
complications of immunosuppressive treatment for anti-neutrophil cytoplasm antibody-
related vasculitis. Transplant Proc 34, 3001-3002. 10.1016/s0041-1345(02)03514-5.

Krohn, S., Nies, J.F., Kapffer, S., Schmidt, T., Riedel, J.H., Kaffke, A., Peters, A.,
Borchers, A., Steinmetz, O.M., Krebs, C.F., Turner, J.E., Brix, S.R., Paust, H.J., Stahl,
R.A.K., and Panzer, U. (2018). IL-17C/IL-17 Receptor E Signaling in CD4(+) T Cells
Promotes T(H)17 Cell-Driven Glomerular Inflammation. J Am Soc Nephrol 29, 1210-
1222. 10.1681/asn.2017090949.

Little, M.A., Nightingale, P., Verburgh, C.A., Hauser, T., De Groot, K., Savage, C.,
Jayne, D., and Harper, L. (2010). Early mortality in systemic vasculitis: relative
contribution of adverse events and active vasculitis. Ann Rheum Dis 69, 1036-1043.
10.1136/ard.2009.109389.

Little, M.A., Smyth, L., Salama, A.D., Mukherjee, S., Smith, J., Haskard, D.,
Nourshargh, S., Cook, H.T., and Pusey, C.D. (2009). Experimental autoimmune
vasculitis: an animal model of anti-neutrophil cytoplasmic autoantibody-associated
systemic vasculitis. Am J Pathol 174, 1212-1220. 10.2353/ajpath.2009.080458.

Meng, T., Li, X., Ao, X., Zhong, Y., Tang, R., Peng, W., Yang, J., Zou, M., and Zhou,
Q. (2014). Hemolytic Streptococcus may exacerbate kidney damage in IgA nephropathy
through CCL20 response to the effect of Th17 cells. PLoS One 9, €108723.
10.1371/journal.pone.0108723.

80



45.

46.

47.

48.

49.

50.

ol.

52.

53.

Merkel, P.A., Xie, G., Monach, P.A., Ji, X., Ciavatta, D.J., Byun, J., Pinder, B.D., Zhao,
A., Zhang, J., Tadesse, Y., Qian, D., Weirauch, M., Nair, R., Tsoi, A., Pagnoux, C.,
Carette, S., Chung, S., Cuthbertson, D., Davis, J.C., Jr., Dellaripa, P.F., Forbess, L.,
Gewurz-Singer, O., Hoffman, G.S., Khalidi, N., Koening, C., Langford, C.A., Mahr,
A.D., McAlear, C., Moreland, L., Seo, E.P., Specks, U., Spiera, R.F., Sreih, A., St Clair,
E.W., Stone, J.H., Ytterberg, S.R., Elder, J.T., Qu, J., Ochi, T., Hirano, N., Edberg, J.C.,
Falk, R.J., Amos, C.I., and Siminovitch, K.A. (2017). Identification of Functional and
Expression Polymorphisms Associated With Risk for Antineutrophil Cytoplasmic
Autoantibody-Associated Vasculitis. Arthritis Rheumatol 69, 1054-1066.
10.1002/art.40034.

Mitoma, H., Horiuchi, T., Tsukamoto, H., Tamimoto, Y., Kimoto, Y., Uchino, A., To,
K., Harashima, S., Hatta, N., and Harada, M. (2008). Mechanisms for cytotoxic effects
of anti-tumor necrosis factor agents on transmembrane tumor necrosis factor alpha-
expressing cells: comparison among infliximab, etanercept, and adalimumab. Arthritis
Rheum 58, 1248-1257. 10.1002/art.23447.

Morgan, M.D., Day, C.J., Piper, K.P., Khan, N., Harper, L., Moss, P.A., and Savage,
C.0. (2010). Patients with Wegener's granulomatosis demonstrate a relative deficiency
and functional impairment of T-regulatory cells. Immunology 130, 64-73.
10.1111/5.1365-2567.2009.03213.x.

Mueller, A., Holl-Ulrich, K., Lamprecht, P., and Gross, W.L. (2008). Germinal centre-
like structures in Wegener's granuloma: the morphological basis for autoimmunity?
Rheumatology (Oxford) 47, 1111-1113. 10.1093/rheumatology/ken202.

Miiller, A., Trabandt, A., Gloeckner-Hofmann, K., Seitzer, U., Csernok, E.,
Schonermarck, U., Feller, A.C., and Gross, W.L. (2000). Localized Wegener's
granulomatosis: predominance of CD26 and IFN-gamma expression. J Pathol 192, 113-
120. 10.1002/1096-9896(2000)9999:9999<::Aid-path656>3.0.Co;2-m.

Nagao, T., Suzuki, K., Utsunomiya, K., Matsumura, M., Saiga, K., Wang, P.-C.,
Minamitani, H., Aratani, Y., Nakayama, T., and Suzuki, K. (2011). Direct activation of
glomerular endothelial cells by anti-moesin activity of anti-myeloperoxidase antibody.
Nephrology Dialysis Transplantation 26, 2752-2760. 10.1093/ndt/gfr032.

Nogueira, E., Hamour, S., Sawant, D., Henderson, S., Mansfield, N., Chavele, K.M.,
Pusey, C.D., and Salama, A.D. (2010). Serum IL-17 and IL-23 levels and autoantigen-
specific Th17 cells are elevated in patients with ANCA-associated vasculitis. Nephrol
Dial Transplant 25, 2209-2217. 10.1093/ndt/gfp783.

Odobasic, D., Gan, P.Y., Summers, S.A., Semple, T.J., Muljadi, R.C., Iwakura, Y.,
Kitching, A.R., and Holdsworth, S.R. (2011). Interleukin-17A promotes early but
attenuates established disease in crescentic glomerulonephritis in mice. Am J Pathol 179,
1188-1198. 10.1016/j.ajpath.2011.05.039.

Ooi, J.D., Kitching, A.R., and Holdsworth, S.R. (2010). Review: T helper 17 cells: their
role in glomerulonephritis. Nephrology (Carlton) 15, 513-521. 10.1111/.1440-
1797.2010.01343.x.

81



54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Park, H., Li, Z., Yang, X.0., Chang, S.H., Nurieva, R., Wang, Y.H., Wang, Y., Hood,
L., Zhu, Z., Tian, Q., and Dong, C. (2005). A distinct lineage of CD4 T cells regulates
tissue inflammation by producing interleukin 17. Nat Immunol 6, 1133-1141.
10.1038/ni1261.

Paust, H.J., Turner, J.E., Riedel, J.H., Disteldorf, E., Peters, A., Schmidt, T., Krebs, C.,
Velden, J., Mittrucker, H.W., Steinmetz, O.M., Stahl, R.A., and Panzer, U. (2012).
Chemokines play a critical role in the cross-regulation of Thl and Th17 immune
responses in murine crescentic glomerulonephritis. Kidney Int 82, 72-83.
10.1038/ki.2012.101.

Pendergraft, W.F., 3rd, and Niles, J.L. (2014). Trojan horses: drug culprits associated
with antineutrophil cytoplasmic autoantibody (ANCA) vasculitis. Curr Opin Rheumatol
26, 42-49. 10.1097/bor.0000000000000014.

Pendergraft, W.F., 3rd, Preston, G.A., Shah, R.R., Tropsha, A., Carter, CW., Jr.,
Jennette, J.C., and Falk, R.J. (2004). Autoimmunity is triggered by cPR-3(105-201), a
protein complementary to human autoantigen proteinase-3. Nat Med 10, 72-79.
10.1038/nm968.

Rathmann, J., Jayne, D., Segelmark, M., Jonsson, G., and Mohammad, A.J. (2021).
Incidence and predictors of severe infections in ANCA-associated vasculitis: a
population-based cohort study. Rheumatology (Oxford) 60, 2745-2754.
10.1093/rheumatology/keaa699.

Ritzmann, F., Lunding, L.P., Bals, R., Wegmann, M., and Beisswenger, C. (2022). IL-17
Cytokines and Chronic Lung Diseases. Cells 11. 10.3390/cells11142132.

Robson, J., Doll, H., Suppiah, R., Flossmann, O., Harper, L., Héglund, P., Jayne, D.,
Mahr, A., Westman, K., and Lugmani, R. (2015). Damage in the anca-associated
vasculitides: long-term data from the European vasculitis study group (EUVAS)
therapeutic trials. Ann Rheum Dis 74, 177-184. 10.1136/annrheumdis-2013-203927.

Sakaguchi, S., Setoguchi, R., Yagi, H., and Nomura, T. (2006). Naturally arising Foxp3-
expressing CD25+CD4+ regulatory T cells in self-tolerance and autoimmune disease.
Curr Top Microbiol Immunol 305, 51-66. 10.1007/3-540-29714-6_3.

Sallusto, F., Geginat, J., and Lanzavecchia, A. (2004). Central memory and effector
memory T cell subsets: function, generation, and maintenance. Annu Rev Immunol 22,
745-763. 10.1146/annurev.immunol.22.012703.104702.

Sanders, J.S., Huitma, M.G., Kallenberg, C.G., and Stegeman, C.A. (2006). Plasma
levels of soluble interleukin 2 receptor, soluble CD30, interleukin 10 and B cell activator
of the tumour necrosis factor family during follow-up in vasculitis associated with
proteinase 3-antineutrophil cytoplasmic antibodies: associations with disease activity
and relapse. Ann Rheum Dis 65, 1484-1489. 10.1136/ard.2005.046219.

Schirmer, J.H., Aries, P.M., de Groot, K., Hellmich, B., Holle, J.U., Kneitz, C., Kotter,
I., Lamprecht, P., Mdller-Ladner, U., Reinhold-Keller, E., Specker, C., Zanker, M., and

82



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Moosig, F. (2017). S1-Leitlinie Diagnostik und Therapie der ANCA-assoziierten
Vaskulitiden. Zeitschrift flir Rheumatologie 76, 77-104. 10.1007/s00393-017-0394-1.

Schmidt, T., Paust, H.J., Krebs, C.F., Turner, J.E., Kaffke, A., Bennstein, S.B., Koyro,
T., Peters, A., Velden, J., Hinemérder, S., Haag, F., Steinmetz, O.M., Mittrlcker, H.W.,
Stahl, R.A., and Panzer, U. (2015). Function of the Th17/interleukin-17A immune
response in murine lupus nephritis. Arthritis Rheumatol 67, 475-487. 10.1002/art.38955.

Schmitt, W.H., Heesen, C., Csernok, E., Rautmann, A., and Gross, W.L. (1992).
Elevated serum levels of soluble interleukin-2 receptor in patients with Wegener's
granulomatosis. Association with disease activity. Arthritis Rheum 35, 1088-1096.
10.1002/art.1780350914.

Schneeweis, C., Rafalowicz, M., Feist, E., Buttgereit, F., Rudolph, P.E., Burmester,
G.R., and Egerer, K. (2010). Increased levels of BLyS and sVCAM-1 in anti-neutrophil
cytoplasmatic antibody (ANCA)-associated vasculitides (AAV). Clin Exp Rheumatol
28, 62-66.

Schreiber, A., and Kettritz, R. (2013). The neutrophil in antineutrophil cytoplasmic
autoantibody-associated vasculitis. J Leukoc Biol 94, 623-631. 10.1189/jlb.1012525.

Seo, P., Min, Y.1., Holbrook, J.T., Hoffman, G.S., Merkel, P.A., Spiera, R., Davis, J.C.,
Ytterberg, S.R., St Clair, E.W., McCune, W.J., Specks, U., Allen, N.B., Lugmani, R.A.,
and Stone, J.H. (2005). Damage caused by Wegener's granulomatosis and its treatment:
prospective data from the Wegener's Granulomatosis Etanercept Trial (WGET). Arthritis
Rheum 52, 2168-2178. 10.1002/art.21117.

Soderberg, D., and Segelmark, M. (2016). Neutrophil Extracellular Traps in ANCA-
Associated Vasculitis. Front Immunol 7, 256. 10.3389/fimmu.2016.00256.

Stegeman, C.A., Tervaert, J.W., Huitema, M.G., and Kallenberg, C.G. (1993). Serum
markers of T cell activation in relapses of Wegener's granulomatosis. Clin Exp Immunol
91, 415-420. 10.1111/.1365-2249.1993.tb05918.x.

Tipping, P.G., and Holdsworth, S.R. (2006). T cells in crescentic glomerulonephritis. J
Am Soc Nephrol 17, 1253-1263. 10.1681/asn.2005091013.

Viglietta, V., Baecher-Allan, C., Weiner, H.L., and Hafler, D.A. (2004). Loss of
functional suppression by CD4+CD25+ regulatory T cells in patients with multiple
sclerosis. J Exp Med 199, 971-979. 10.1084/jem.20031579.

Voswinkel, J., Mueller, A., Kraemer, J.A., Lamprecht, P., Herlyn, K., Holl-Ulrich, K.,
Feller, A.C., Pitann, S., Gause, A., and Gross, W.L. (2006). B lymphocyte maturation in
Wegener's granulomatosis: a comparative analysis of VH genes from endonasal lesions.
Ann Rheum Dis 65, 859-864. 10.1136/ard.2005.044909.

Voswinkel, J., Miller, A., and Lamprecht, P. (2005). Is PR3-ANCA formation initiated
in Wegener's granulomatosis lesions? Granulomas as potential lymphoid tissue
maintaining autoantibody production. Ann N Y Acad Sci 1051, 12-19.
10.1196/annals.1361.042.

83



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

Wen, Z., Xu, L., Xu, W., Yin, Z., Gao, X., and Xiong, S. (2013). Interleukin-17
expression positively correlates with disease severity of lupus nephritis by increasing
anti-double-stranded DNA antibody production in a lupus model induced by activated
lymphocyte derived DNA. PLoS One 8, e58161. 10.1371/journal.pone.0058161.

Wilde, B., Thewissen, M., Damoiseaux, J., Hilhorst, M., van Paassen, P., Witzke, O.,
and Cohen Tervaert, J.W. (2012). Th17 expansion in granulomatosis with polyangiitis
(Wegener's): the role of disease activity, immune regulation and therapy. Arthritis Res
Ther 14, R227. 10.1186/ar4066.

Wilde, B., Thewissen, M., Damoiseaux, J., Knippenberg, S., Hilhorst, M., van Paassen,
P., Witzke, O., and Cohen Tervaert, J.W. (2013). Regulatory B cells in ANCA-
associated vasculitis. Ann Rheum Dis 72, 1416-1419. 10.1136/annrheumdis-2012-
202986.

Wilde, B., Thewissen, M., Damoiseaux, J., van Paassen, P., Witzke, O., and Tervaert,
J.W. (2010). T cells in ANCA-associated vasculitis: what can we learn from lesional
versus circulating T cells? Arthritis Res Ther 12, 204. 10.1186/ar2923.

Xiao, H., Heeringa, P., Hu, P., Liu, Z., Zhao, M., Aratani, Y., Maeda, N., Falk, R.J., and
Jennette, J.C. (2002). Antineutrophil cytoplasmic autoantibodies specific for
myeloperoxidase cause glomerulonephritis and vasculitis in mice. J Clin Invest 110,
955-963. 10.1172/jci15918.

Xu, P.C., Cui, Z., Chen, M., Hellmark, T., and Zhao, M.H. (2011). Comparison of
characteristics of natural autoantibodies against myeloperoxidase and anti-
myeloperoxidase autoantibodies from patients with microscopic polyangiitis.
Rheumatology (Oxford) 50, 1236-1243. 10.1093/rheumatology/ker085.

Yamaguchi, S., Nambu, A., Numata, T., Yoshizaki, T., Narushima, S., Shimura, E.,
Hiraishi, Y., Arae, K., Morita, H., Matsumoto, K., Hisatome, 1., Sudo, K., and Nakae, S.
(2018). The roles of IL-17C in T cell-dependent and -independent inflammatory
diseases. Sci Rep 8, 15750. 10.1038/s41598-018-34054-x.

Zhang, F., Yin, J., Liu, L., Liu, S., Zhang, G., Kong, Y., Wang, Y., Wang, N., Chen, X.,

and Wang, F. (2023). IL-17C neutralization protects the kidney against acute injury and
chronic injury. EBioMedicine 92, 104607. 10.1016/j.ebiom.2023.104607.

84



7. Verzeichnisse

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

AAV ANCA-assoziierte Vaskulitiden

ALD-DNA aktivierte Lymphozyten-abgeleiteten
DNA

ANCA Anti-neutrophile zytoplasmatische
Antikorper

APZ Antigen-priasentierende Zellen

BAFF B-Zell aktivierender Faktor

BAL Bronchoalveolédre Lavage

Breg Regulatorische B-Zellen

BVAS Birmingham vasculitis activity score

CD Cluster of differentiation

CT Cycle threshold

dsDNA Doppelstrang-DNA

EGPA Eosinophile Granulomatose mit
Polyangiitis

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FAB Fragment antigen binding

FC Fragment crystallisable

fc Fold Change

GBM Glomerulédre Basalmembran

GC Glucocorticoide

GPA Granulomatose mit Polyangiitis

HE Himatoxylin-Eosin
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1.p. intraperitoneal

Ig Immunglobuline

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid

MHC Major Histocompatibility Complex
MPO Myeloperoxidase

NET Neutrophil extracellular traps
NK-Zellen Nattirliche Killerzellen

NTN Nephrotoxische Nephritis

PAS Periodic Acid Schiff

PBS Phosphat buffered saline

PCR Polymerase chain reaction

PR-3 Proteinase-3

SLE Systemischer Lupus erythematodes
Teffs CD4+ T-Effektorzellen

Tem Effektor T-Gedéchtniszellen
Tu-Zellen T-Helferzellen

TLO Tertidre lymphoide Organe

TNF Tumornekrosefaktor

Tregs Regulatorische T-Zellen
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8.Anhang

8.1 Primersequenzen

Gen

Sequenz

Interferon, alpha 4

1 atggctagge tetgtgettt cetgatggtt ctggtggtga tgagetactg gtecageetge

61 tgtctaggat gtgacctgee teceactete aatctcagga acaagagage cttcacacte

121 ctggcacaaa tgaggagact ctcccctgte tectgectga aggacagaca ggactttgga
181 ttcccccagg agaaggtgga tgeccageag atccagaagg ctcaaaccat cectgttetg
241 catgagctgt cccageaggt cetgaacatce ttcacatcaa aggactcatce tgetgettgg

301 aatgcaaccc tcctagacte attctgeaat gacctccace ageagetcag tgacctcaaa

361 gtctgtetga tgcageaggt tggaatgeaa gaaccteece taacccaaga agacteectg
421 ctggcetgtge gggaatactt ccacaggate actgtgtacc tgacagagaa gaaacacage
481 ccetgtgect gggaagtggt cagageagaa gtgtggagag cectgtette ctcagtctac 541
ttgctagcaa aactgagtga ggagaagtga

Actin, beta

1 gtcgagtceg cgteccacceg cgagtacaac cttettgeag cteeteegte geeggtecac

61 acccgecacc agttcgecat ggatgacgat atcgetgege tegtegtega caacggetee
121 ggcatgtgea aggeeggcett cgegggegac gatgetcece gggeegtett cecetecate
181 gtgggccgece ctaggcacca gggtgtgatg gtgggtatgg gtcagaagga ctectacgtg
241 ggcgacgagg cccagageaa gagaggeate ctgacectga agtaccccat tgaacacgge 301
attgtcacca actgggacga tatggagaag atttggcacc acactttcta caatgagctg

361 cgtgtggeec ctgaggagea ceetgtgetg ctcaccgagg ccectetgaa cectaaggee
421 aaccgtgaaa agatgaccca gatcatgttt gagaccttca acaccccage catgtacgta
481 gccatccagg ctgtgttgte cetgtatgee tetggtegta ceactggeat tgtgatggac
541 tccggagacg gggtcaccca cactgtgeee atctatgagg gttacgeget cecteatgee
601 atcctgegte tggacctgge tggecgggac ctgacagact acctcatgaa gatcetgace
661 gagcgtgget acagettcac caccacaget gagagggaaa tegtgegtga cattaaagag
721 aagctgtgct atgttgeect agacttcgag caagagatgg ccactgecge atcctettee

781 tccctggaga agagcetatga getgectgac ggtcaggtea tcactatcgg caatgagegg
841 ttccgatgee cegaggctet cttccagect tecttectgg gtatggaate ctgtggeate

901 catgaaacta cattcaattc catcatgaag tgtgacgttg acatccgtaa agacctctat

961 gccaacacag tgetgtetgg tggeaccace atgtacccag geattgetga caggatgeag
1021 aaggagatta ctgccetgge tectageace atgaagatca agatcattge tectectgag
1081 cgcaagtact ctgtgtggat tggtggetct atcetggect cactgtceac cttccageag
1141 atgtggatca gcaagcagga gtacgatgag tccggeccct ccatcgtgea ccgeaaatge
1201 ttctaggcgg actgttactg agetgegttt tacacccttt ctttgacaaa acctaacttg

1261 cgcaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa

Interferon beta 1,
fibroblast

1 atggccaaca ggtggacccet ccacattgeg ttectgetgt gettetecac cactgeecte

61 tccatcgact acaagcaget ccagttccga caaageacta geattcggac atgtcagaag
121 ctectgagge agetgaatgg aaggetcaac ctcagetaca ggacggactt caagatcect
181 atggaggtga tgcacccgte acagatggag aagagttaca ctgectttge cattcaagtg
241 atgctccaga atgtetttct tgtcttcaga agcaatttct ccageactgg gtggaatgag
301 actattgttg aaagtctctt ggatgaacta catcagcaga cagagcttct ggagataata
361 ctaaaggaaa agcaagagga aagattgact tgggtgacat ccacgactac tttaggcttg
421 aagagctatt actggagggt acaaaggtac cttaaagaca agaagtacaa cagctatgec
481 tggatggtgg tccgageaga agtcttcagg aacttttcca ttattctaag acttaataga 541
aacttccaga actga

Interleukin-17C

1 atggccactg tcactgecac tgtgatgtgt ctectgette tagectggtt gectactggg

61 ataacccacc aagatccecc attctggggg aaaccccgaa gecataagac gacattgagg
121 tgctactcgg ctgaggaget ctetcacggg caggetecte cgeacctget aactcgaagt
181 gccaggtggg ageaggeect ccetgtggee ctagtggeea gtetggagge cacaggecge
241 aggagacagc aagaaggacc tctacctgga acacagtgece cegtgetgeg geccagaggag
301 gtgctggaag ctgacaccca cgagegetee atctcaccat ggagatatcg catcgacaca
361 gatgagaacc getaccegea gaagetggea gtggeggaat gettgtgteg gggttgeate
421 aacgccaaga cgggtegega gaccgetgee ctgaactetg tgeagetget gecagagecta
481 ctggtgctga gacgacggec ctgetcecaa gacggtgeeg cagaccctac accaggatct
541 ttcaccttce acactgagtt catccgegtg cetgteggtt geacctgtgt tettcccagg

601 tctacgcagt ga
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CD274

1 atgaggatat ttgctgtect tatagtcaca gectgeagtc acgtgetage ggcatttace

61 atcacagctc caaaggacct gtacgtggtg gagtatggea geaatgtcac gatggaatge
121 agattcccag tagaacagaa attggacctg cttgecttag tggtgtactg ggaaaaggaa
181 gacaaggaag ttattcagtt tgtggaggga gaggaggacc tgaagectca acacageage
241 ttcaggggga gagecttctt gccaaaggac cagcettttga aggggaacge ggtgcttcag
301 atcacagatg tcaagctgea ggacgeaggt gtctactget geatgatcag ctatggtgga
361 gecggactaca agcgaatcac attgaaagtc aacgetccat accgcaaaat caaccaaaga
421 atttccatgg atccagecac ttctgagceat gaactaatgt gecaggetga gggttaccea
481 gaagccgaag tgatctggac aaacagtgac caccagtcee tgagtgggga aacaactgte
541 accacttcce agactgagga gaagcettctc aacgtgacca gegttctgag ggtcaacgea
601 acagctaatg atgttttcca ctgtacgttc tggagagtac actcagggga gaaccacacg
661 gctgaactga tcatcccaga actgectgta ccacgtctee cacataacag gacacactgg
721 gtactcetgg gatcegtecet tttgttecte atcgtggggt tcaccgtctt cttetgettg

781 agaaaacaag tgagaatgct agatgtggaa aaatgeggct tcgaagatag aaattcaaag 841
aaccgaaatg atacacagtt cgaggagacg taa

Transmembrandses
Protein 173

1 cteteetggg cttctactaa attcttaget tagageccga gatttcagga agtagagtgt

61 getgtttacc ctetcaatct cteetgtgea atccteccte ctgatgtect agggatagat

121 agtggagggt ttgggggcat cttgaaatce tgtgggggec cetgteactt tgggteettg 181
tgtgagteet geetggtgtce tactgeageg tgttgeatee cacggacctt tagaggaatc

241 cggagtgcgg ggctgtgact getgtetgec ctttgagagg ceacttgeeg gtegetacgg 301
aagggttctt catagtctct ccagttccag gaacacttcg gtctaggaag cagaagatge

361 catactccaa cctgeatcea tccatcccac ggeccagaag ttaccgettc aaactggeag
421 ccttegtett getggtggge agectgatga gectttggat gacaggggaa ccaccaagtc
481 acactctgca ttacctagea cttcacgtag cctcgecagea acttggatta ctgttgaaaa
541 agctetgetg tetggetgaa gagttgtgee atgtccagte caggtaccag ggeagcetact
601 ggaaggctgt gecgegeetge gtggggagte ceatctgett tatggeectg atcctactgt
661 cattttattt ctactgctce ctcgaaaata cttctgacet gegeettget tggeatettg

721 gcateetggt cctttcaaag tccctaagea tgaccetgga cettcagage ttggecccag
781 cagaagtctc tgcggtetgt gaagaaaaga acttcaatgt tgcecatgga ctggeetggt
841 cgtactacat tgggtacctg aagctgatct tgeccaggact geaggecegg atccggatgt
901 tcaatcagct acacaacaac atgetctegg gtgeggggag ceggeggetg tatatectet
961 tcccattgga ctgtggggte cctgatgate tgagtgtgge tgacccecaat attegattee
1021 gagatatgct gccecageaa aacacagace gtgetggegt caagaatcgg gettattcea
1081 acagtgtcta tgaacttctg gagaatggge agccggeagg tgectgtate ctggagtacg
1141 ccaccccctt geagaccttg tttgecatgt cacaggatgg caaagetgge ttcagteggg
1201 aggaccggct tgagcaggcec aaactcttet gtcggacact tgaggaaatt ctggetgatg
1261 tcectgagte tcgaaaccac tgecgectea ttgtetacca agaatccgaa gagggaaaca
1321 gtttcteget gtetcaggag gtgetcegge acattcggea agaagaaaag gaggaagtta
1381 ccatgagtgg ccececegacc tecagtggeac ctegtecete cctactgtee caagagecga
1441 gacttctcat cagtggceatg gagcagcecte teccactceg cacggaccte atctgaggea
1501 tgagacagcc ttgeetgggt ceccagtgacc cttcagecte ttgactggge teecctttaa
1561 tggctgggge cetecatagag acttcacate tccagatgag tcecacatte cecgggeaage

1621 cacttcacct ctetgagect cageetgece cactccaaag gecatcataa ggtatteect
1681 geccactcag ggtttttgtg aagacaatac atgtagaagt ttggtgtcaa tgectggtaa
1741 acttgagaga taggccaagt atttcccatg atgatcagca ttctccacte tetgttgact
1801 tgtgtgggtt gttccageag acctetgace cagcettetgg tcatgtgtgt tcaacgggag
1861 cctcagtaga tggagagagg gagaaggaac atgtgttctg taggcagtca cagtgggecg
1921 ccctgecagg ctgtettete agtaaacata tttattctca ggtttctaga atggtctett

1981 ctecttgeee cageactggt atttgtgtga cactggagta cttactgtet gtggtetett
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Mab-21 domain
containing 1

1 ctettggace gecetetteet ggegetgaat cetgegectg ctggtggege ttacagacag

61 gctacgttce cgecacattt ttaagtttcg tttccagegg tcactgagag ttececttee

121 cgeggecttt ctccgaagte gattatactt tetggecageg aaggaagaac ggeagatatg

181 gaagatccge gtagaaggac gacggegeeg cgegetaaga agecgtetge gaagegegee
241 ccgacgegge ccageggaac ccgggeeace gtgteccacg cgggaagetg cggeecgeaa
301 agaggggcege gatcgegacg ggtggagegt gacggggaca ccacggagaa gecacacace
361 ccagegeece gagtgegtee cagaagggec getgagegea ccgaggatge acageccttg
421 gecacggacg cggetggage ctccgagagg cecgeggtee gggageecca geggeaagtc
481 atcctcgate ctgagecgee cgetgtgeeg gagecceagg cgeccgagga teccgaggeg
541 ccgactgtcg caaggggacce tgtccgeaga aggggegeac getecatceg geageecaga
601 gegtcgeaag ggtccaggaa ggagecagac aagetaaaga aggtgetgga caaattgaga
661 ttgaaacgca aagaaatctc ggeggeggee gagacggtga ataaagtegt ggatcaactg
721 ctgcgeagaa tgcagagacg ggagtecgag ttcaaaggeg tggageaget gaacaccgge
781 agctattatg aacatgtgaa gatttctget cctaatgaat ttgatgttat gtttaaactg

841 gaagtcccca gaatcgagcet agaagaatat tacgaaactg gtgetttcta tegtgtgaag

901 ttcaagagaa ttccacgagg aaatcctctg agtcattttt tagaagggga agtattatca

961 gctaccaagg tgctgtcaaa gtttagggaa ctcattaaag aagaagtgaa agagatcaaa
1021 gatacagatg tcaccgtgga ggaggaaaaa ccaggaagec ctgetgtaac ccttetcate
1081 aggaaccctg aagaaatatc tgtggatata atcctggctt tggaatcgaa aggeagetgg
1141 cctattagta ccaaaggagg actacctatt caagactgge tcggeacaaa agtgaggacc
1201 aatctaagac gagagccgtt ttatcttgta cccaagaatg caaaagatgg aaatcgtttt

1261 caaggttagt taaatgtaaa gattgccggg aagggtgtac aaggetcgtt agtgtectet
1321 gcaaagacag gaaaagatga acacagagtg tgctggcatt ttcagagetg tcaggctaaa
1381 cagaccgcaa aatgagtgca gecagetcag cctgagaagt gtgtggetgt cctactcgag 1441
aaggctgeag geaggageac aggg

Matrix
Metallopeptidase 2

1 ctggegtetg cccgeccttg tttecgetge atccagactt ceceegggtgg ctggaggcete

61 tgtgtgcatc cagaacttta gatatacaaa gggattacta ggacctgeaa geacccgeag

121 ccgtggtgeg tactggtacg tgggatceeg ttatgagace ctgageecgg agaagetgag

181 gcaattgagt aaaggggtct cagaacgceg tggagageag gegeeageeg ggtggaccee
241 agggcacage cagcgacctc agggtgacac gecggageecg ggagegeaag gatggaggea
301 cgattggtct ggggagtget cgtecggecct ctgegggtte tetgegtect gtgetgeetg

361 ctgggccacg ccatcgetge accgtegeec atcatcaagt teceeggega tgtetcecee

421 aaaacagaca aagagttggc agtgcaatac ctgaacactt tctatggctg ccccaaggag

481 agttgcaacc tctttgtget gaaggacacc ctcaagaaga tgecagaagtt ctttgggetg

541 ccccagacag gtgaccttga ccagaacace atcgagacca tgecggaaace aagatgtgge
601 aacccagatg tggccaacta caacttcttt ccccgeaage ccaagtggga caagaatcag

661 atcacataca ggatcattgg ttacacacct gacctggacc ctgagacagt ggatgatgec

721 tttgeteggg ccttaaaagt atggagegac gtaactccac tacgctttte tcgaatccat

781 gatggggaag ctgacatcat gatcaacttt ggtcgatggg agcatggaga tggataccea

841 tttgacggca aggacggact cctggeacat gectttgeee cgggeactgg tgttggggga

901 gattctcact ttgatgacga tgagetgtgg actctaggag aaggacaagt ggtcegagta 961
aagtatggga acgctgatgg cgagtactge aagttcccct tettgtttaa tggtcgggaa

1021 tacagcagct gcacagacac tggeeggagt gacggettee tetggtgtte caccacgtac 1081
aactttgaga aggacggcaa atatggcttc tgtccccacg aagecttgtt taccatgggt

1141 ggcaatggag atggacagcce ctgeaagtte cegttceget tccagggeac ctettacaac
1201 agctgtacca ccgagggeeg tacagacgge taccgetggt gtggeaccac cgaggattat
1261 gaccgggata agaagtatgg attctgccea gagactgceta tgtccactgt gggtggaaat 1321
tcagaaggtg ccccatgtgt cttcecctte acttttctgg geaacaagta tgagagetge

1381 accagcgetg gecgaagega tggeaaggtg tggtgtgeaa ccacaaccaa ctacgatgat
1441 gaccggaagt ggggcttctg tcccgaccaa ggatatagee tattecttgt ggeageccat
1501 gagttcggec atgecatggg getggaacac tcacaggace ctggagettt gatggecect 1561
atctacacct acaccaagaa cttccgacta tccaatgatg acatcaaggg gatccaggag

1621 ctetatggge ceteecctga tgetgatact gacactggta ctggacccac gectacactg
1681 ggacctgtca ctccegagat ctgeaageaa gacattgtct ttgatggceat tgetcagate

1741 cgtggtgaga tcttcttctt caaggategg tttatttgge ggacagtgac accacgtgac

1801 aagcccacag gteccttget ggtggecaca ttetggeetg agetcecgga aaagattgat
1861 gecgtgtacg aggecceaca ggaagagaag getgtgttct tcgcagggaa tgagtactgg
1921 gtctattctg ccagceacttt ggaaagagga taccccaage cactgaccag cctgggttta
1981 ccecctgatg tccageaagt agacgetgcce tttaactgga gtaagaacaa gaagacatac
2041 atcttttctg gggacaagtt ctggagatac aatgaagtaa agaagaaaat ggaccecggt
2101 ttcccgaage tcatcgeaga ctectggaat gecatecctg ataacctgga tgeagtegtg
2161 gacctgeagg gtggtggtca cagetattte ttcaagggtg cttattacct gaagttggag

2221 aaccaaagtc tgaagagtgt gaagtttgga agcatcaaat cggactgget gggetgetga
2281 getggecectg ttectgacggg cegtacaate ttcactgeac accgggecca ggacectggg
2341 gaaggacgtg aagaggectg gttaccetgt ctectgetet gtagttaate agecttetee
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2401 ttcacctggt gatttcagat ttaagagggt ggcttetttt ttgtgcccaa agaaaggtgc

2461 tgaccgtatc cctcccaggt getactttet cccgeccace caaggggatg cttggatatt
2521 cacaatgcag ccctectttg ggctgeeetg gtgctcecaca cttcaggtte tccageatga 2581
atgatctttt gtgggttaca gcacactcag agtcaacaga gactgtctta ggagggeact

2641 ggtggctcaa cagectggea cagggeagtg ggatacaggt gtgecaaggt ggaaaccaga
2701 gacatctggt gtctcectta cggetgeect ggeactttta ctactttage tgtttgettt

2761 gtttgccectt tgetgtttgg ttcaaccttt tcagttttce accacactge atttttctca

2821 ccgaaggact ccggttgtcg gacatcactg cacgatgceat ctggeetgge ctatggatgg
2881 cteecctecet cactttgtgt agaagcaact ccagtcactt cetecactgg ttggaggaga
2941 accaagtcat cggetteetg ctcagectte ttgettetee ctttaacagt tceccatggg

3001 aaatggcaaa aagtataaat aaaggcaccc tttgagtgge aaaaaaaaaa aaa

Matrix
Metallopeptidase 8

1 atgcttcace tgaagacact tccatttetg ttcttcttce acacacagcet tgecacagee

61 ctcccagtge ctccagaaca cctggaagag aaaaatatga aaactgetga gaattaccta
121 cgaaaattct accacttacc aagcaatcag ttccggtctg caaggaatge cactatgatt
181 gcecgagaage ttaaggagat gecagegctte tteggettge ccgagacagg gaagecagat
241 gcagctacaa tagagataat ggaaaagect cgetgtggag tgcccgacte tggtgatttc
301 ttgctaactc cgggaagecc caagtggaca cacactaacc tgacctacag gattataaac 361
cataccccac agatgtcaaa ggetgaagtg aaaacagaaa tcgagaaagc ttttaaaatc

421 tggagtgtgc catcaaccct gaccttcact gagaccttag agggagaage agacatcaac
481 attgctttcg tctcaagaga ccatggtgac aattctecat ttgatggace caatggaatc

541 cttgeecatg cetttcaacc aggeeggggt attggaggag atgeacattt tgattcagaa
601 gaaacgtgga ctcaagactc caagaattac aacctgtttc tcgtggetge tcatgaattt
661 ggacattcct tgggactcte tcactccact gatcetggtg ccttgatgta cccaaactat

721 gcttacagag aacccagcac ctattcacta cctcaagatg atatcaatgg aattcagaca
781 atctatggac cttcagacaa ccctgtccaa cetactggac ccageacgece cacagectgt
841 gacccecace tgagatttga tgetgeecace acactecgtg gggagattta cttetttaaa
901 gacaagtact tctggagacg gcatccccag ctgagaacag ttgacctcaa tttcatatct
961 ctgttctgge ccttectace taatggtett caggetgett atgaagactt tgatagagac

1021 ctagttttct tatttaaagg cagacagtac tgggetctaa gtgectatga cttgecageaa
1081 ggttacccca gagatatate caactatgga ttcccaagga gtgtccaage cattgatgea
1141 getgtttcet ataacgggaa gacatacttc ttcgtaaaca accaatgetg gagatacgac
1201 aatcaaagaa gatccatgga tccaggttac cccactagea tagcaagegt gttcccagga
1261 ataaactgta gaattgatgc agttttccag caggattcct tcttectctt cttcagtgga
1321 ccacaatatt ttgcatttaa tcttgtcagt cgcagagtca ctagagttge aagaagcaat 1381
ttatggctta actgtccata g

Chemokin (C-X-C
motif) ligand 1

1 cctaaaccag ctccageact ccagactcca gecacactee aacagageac catggtctca

61 gceaceeget cgcttetetg tgecagegetg cetgtgetgg ccaccageeg ccaagecaca
121 ggggegeeeg tegecaatga getgegetgt cagtgeetge agacagtgge agggattcac
181 ttcaagaaca tccagagttt gaaggtgatg ccgecaggac cceactgeac ccaaaccgaa
241 gtcatagcca cactcaagaa tggtcgegag gettgeettg acectgaage ceccatggtt
301 cagaagattg tccaaaagat gctaaagggt gtccccaagt aatggagaaa gaagatagat
361 tgcaccgatg gegtetgtet ggtgaacget ggettctgac aacactagtt ttacacattt

421 tacgatttct attgagggtc ctatttattt tatgtattta tttattccac caagtgtgtg

481 gtttttattt tacattaata tttaacgatg tggatgcgtt tcatcgatgg tegttcaatt

541 ccaattgtgc agtttaaaga tggtaggcgt taaatatcte gttaaattaa tatttattgg

601 gagaccatta ggtgtcaacc actgtgctag aaggtgttga gcgggaagaa gggeggagag
661 atgagagtct gggatcgtgt tttgtgttag ggtgaggaat gtgtgagagg ctatgttgta

721 tgttttgaaa gaatgttatt tattgaaagt tgtctttcat attttatggt caacattgat

781 gtgttgaagc ttccettgga cattttatgt ctagtttgta gggeacaatg cettttatat

841 tctttaacca atgctectte tegtetcagg acagagaagt tcaaaggact gttacaaatg 901
aaataaaaat aaaagtttta ttaaaaaat

92




Chemokin (C-X-C
motif) ligand 2

1 actgcaccte tgggectcea geaagcetcee teetgtgete aagactccaa ceactetttg

61 gtccagagec atggeeccte cecactcgeca getecteaat getgtactgg tectgeteet

121 cctgetggee accaaccatc agggtacagg ggttgttgtg gecagtgage tgegetgtea
181 atgcctgacg accctaccaa gggttgactt caagaacate cagagettga cggtgaccee 241
tccaggaccc cactgegece agacagaagt catagecact cttaaggatg gtcatgaagt

301 ttgtctcaac cctgaageece cettggttca gaggatcgtc caaaagatac tgaacaaagg
361 caaggctaac tgacctggaa aggaagaaca tgggctceetg tacctcaacg ggeagaatca
421 aagagaaaag aaacaaactg cacccaggaa gectggateg tacctgatgt geetegetgt
481 ctgagtttat ctatttattt atatatgtat ttatttattt attttcagtg cctagatgtt

541 gttacattta ctatgatatt taaagatatg cattggccag ctcactgtag tatcttaaga

601 ggtcatttta atatgttgaa gtttattgta ataatgttca atgtgttcag tcagcattat

661 tttacttatg tagttggaag gtgatgcatt tttaaatcta tatttattac tttctggggg

721 gggaggggga gttgggtact gactacacca cctccacact gtgatagaga ttggggatga
781 ggggggtege ggggcaaaca gacgeagtca gagggctttc aaggcaggac tgtgectgte
841 cacgtcattt tctgtaagee ccgagaaggg cgggacgact gttatttetg tctecgtgtt

901 tctacactat gtgtacaaca tttctgatge tgaatgttca acaatcgtaa tgtgaatatc 961
ccctggacat tetatgtctt ctetgtaagg cacagtgect cgtttageaa ttgttttgte 1021
atgctttctc atgtcttgaa gtggggacat ttatttattc atgtactttt acaaataaca 1081
aaaaaaataa aaatttttac t

Chemokin (C-C-
motif) ligand 2

1 gcagagacac agacagaggc cagcccagaa accagecaac tetcactgaa gecagatcte
61 tcttccteea ccactatgea ggtetetgte acgettetgg geetgttgtt cacagttget

121 geetgtagea teccacgtget gtetcagecea gatgeagtta atgececact cacetgetge
181 tactcattca ctggcaagat gatcccaatg agtcggetgg agaactacaa gagaatcace
241 agcagcaggt gtcccaaaga agetgtagta tttgtcacca agetcaagag agagatctgt
301 getgacceca ataaggaatg ggtccagaag tacattagaa aactggacca gaaccaagtg
361 agatcagaaa ctacagtctt ctataaaatt gcatcaacce taaggacttc agcacctttg
421 aatgtgaact tgacccataa atctgaagct aatgcatcea ctetcttttc cacaaccace
481 tcaagcactt ctgtagaagt gaccagtatg acagagaact agtgtgattt ggaatgtgat
541 gecttaagta atgttaaact tatttaactt attgatatta cactattcce ttccatgaat

601 actagaaatc cttaaatgca agatgtagat ccattttttt atttctctgt gaatcetggt

661 tcaacacttt caatgtatga gagatgaatg ggtaaacttt gtgtttgaga gtccaaggta
721 ttgtttaaaa tattattatg gatattccta attattaaaa gaaatatatt atttttgtac

Chemokin (C-C
motif) ligand 20

1 agcagggcac tgggtaccca geactgagea gatcaattce tggagetgag aatggectge
61 aagcatctge ccttectgge tttggegggg gtactgetgg cttacctetg cagecagtea
121 gaagcagcaa gcaactttga ctgetgecte acgtacacaa agaacgtgta tcatcatgeg
181 agaaattttg tgggtttcac aacacagatg gccgacgaag cttgtgacat taatgcetate
241 atctttcacc tgaagtcgaa aagatccgtg tgecgetgace caaagcagat ctgggtgaaa
301 aggattttgc acctcctcag cctaagaacc aagaagatgt aaaaacggat gettttctgg
361 gatggaattg gacacagcce aaggaggaaa tgatcacage tggggttgga ggtttcacct
421 gcacatcact gcacagacct gatttgtgte ccagtggtct tgtccaatgg atgaagttga
481 ttcatattge atcatagtgt gtcatattta agctcatatt agagttaagt tgtatttggt

541 gttatttata gatccgaatt ttctatgttt agctatttaa tgttaatttc ccacaatcta

601 tgaagggcgc ttagtaaaag gttcaatatt atgtttaagg cagtaagttt atatggccct
661 tcttggaaac aataagctat tgtaaaaata tttaatgttt tctgtgtget taattgtttc

721 ttaaattgat acgatttact tataaaacag aaaggaatta taagaatata ttgaaaaaaa
781 aaaaaatgaa aggcaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa

Chemokine (C-CX
motif) ligand 10,
IP-10

1 ccteggetga getgeattee aatcccaget acatccggag cccagcetaca ttcgagecca

61 gccacatcee gagecaacct tccagaagea ccatgaacce aagtgetget gtegttetet
121 gectegtget getgagtetg agtgggacte aagggatecee tetcgecaaga acggtgeget
181 gcacctgeat cgacttccat gaacagacge tgagacccag ggecatagga aaacttgaaa
241 tcattcetge aagtctatce tgtecgeatg ttgagatcat tgecacaatg aagaagaaca
301 atgagaagag gtgtctgaat ccggaatctg aggecatcaa gagettattg aaageggtga
361 gccaaagaag gtcaaaaaga getccgtaac tagagagaag ccactcgecea cagtgetgag
421 accgatggac agcagagaga cggtctctec accteecttt acccagtgtg cggetagtee
481 taactgtcec tgtttcteet gaccatggte ccatcagetg gtactcccac tacagegtga
541 tggacaaggc ctggtcctga gacaaaagta actccageag caaggettee caattctcta
601 agagctggtc cgaatcttce ctcaggeage tatgacgget ctectagetc tgttccgtaa
661 gctatgtgea ggtactaatc tcttcageat gtgecatgee ccagectget ccacacacee
721 tecttctece tagetctaag ctcatcagtt ctgagttcac ctgagetect ttatttcaaa

781 tgcagtccag gtgagatgge aaatcaagtt tgtcagaaca aacttaccac caccttccca
841 agggaatttc ataactcaga atactcacag gaacctagac atgcatgttt aaatattatt

901 taatgaccga ctgtacaaag tggaactcct agatgtattt tttgtacgat tttcattgta

961 tatgtaagaa cttgtgtggt taagtatgta tcaatgggta gttaaagttt acataggcaa
1021 atgctttgaa tgctacatat tacaagatgt gttggatggt tttcaaaata aaatgtactg
1081 tattgaatgt agtatgagac aaaaaagtaa taaagtaata ataactgaca tga
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Interleukin-17A

1 catccaccte acacgaggcea caagctcate ccgtaccage tgatcaggac gagegaccat

61 gagtcccegg agaattccat ccatgtgect gatgetgttg ctgetactga acctggagge

121 tacagtgaag gcagcggtac tcatccctea aagttcagtg tgtccaaacg ccgaggecaa 181
taactttctc cagaacgtga aggtcaacct gaaagtcctc aactccctta getcaaaage

241 gagctccaga aggecctcag actacctcaa cegttceact tcaccetgga ctetgageeg
301 caatgaggac cctgatagat atccttctgt gatctgggag geacagtgee gecaccageg
361 ctgtgtcaac getgagggga agttggaccea ccacatgaat tetgttctca tccagcaaga
421 gatcctggte ctgaagaggg agectgagaa gtgeccctte actttccggg tggagaagat
481 getggtggge gtgggcetgea cetgegttte ctetattgte cgecatgegt cetaaacaga 541
gacctgaggc tagecectaa gaaacccctg cgtttetetg caaacttect tgtettttta

601 aaacagttca cagttgaatc tcagcaagtg atatggattt aaaggcgggg ttagaattgt

661 ctgecetteea ccctgaaaag aaggegeaga ggggatacaa attgettett gtttttetgt 721
gggctttaaa ttatttatgt atttactcta tcccgagata actttgagge ataagttatt

781 ttaatgaatt atctacatta ttattatgtt tcttaatgca gaagacaaaa ttcaagacta

841 agaaatttta ttatttaaaa ggtaaaacct atatttatat gagctattta tgggtctatt

901 tatttttctt aagtgctaag atcatgatta tcagatctac ctaaggaagt cctaaataat

961 attaaatatt aattgaaatt tcagttttac tatttgctta tttaaggttc ccteetctga

1021 atggtgtgaa agtcaaacct cgttttatgt ttttaaatta ttgaggcttc gaaaaattgg

1081 gcaatttagc ttcctactgt gtgtttaaaa accttgtaac aatatcacta taataaattt 1141

ttgg
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