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1. Einleitung

1.1 Lupusnephritis

Die Lupusnephritis (LN) ist eine der typischen Organmanifestationen des systemischen
Lupus erythematodes (SLE) und eine der Hauptdeterminanten fir eine schlechte
Prognose!'. Abhangig von der untersuchten Population entwickeln 25-75% aller SLE-

Patienten eine renale Beteiligung®

. Trotz Fortschritten in der Behandlung weisen
Patienten mit LN weiterhin eine relevante 5-Jahres-Mortalitdt von bis zu 18% auf, bei
weiteren 10-15% kommt es trotz Therapie zum permanenten, dialysepflichtigen
Nierenversagen®® “. Zusatzlich bergen die aktuellen Standardtherapieoptionen ein
erhebliches Risiko in Form von Nebenwirkungen fir die Patienten bis hin zu tddlich
verlaufenden Therapiekomplikationen, wie in aktuellen Studien zum Vergleich von
Cyclophosphamid und Mycophenolat Mofetil (MMF) dokumentiert®™ . Es besteht also
von klinischer Seite erheblicher Bedarf an weiterer Forschung zur Pathogenese der LN,
um mit einem besseren Verstandnis der Erkrankung in Zukunft gezieltere und

effizientere Therapien zu ermoglichen.

1.2 Lokale Pathogenese der Lupusnephritis

Im Rahmen des SLE kommt es durch Ablagerung von Autoantikdrpern,
Immunkomplexen und Komplement in den Glomeruli zur Entziindung der Nieren. Das
Auftreten der Lupusnephritis korreliert mit dem Vorhandensein von bestimmten
Autoantikérpern,  beispielsweise  sind  dsDNA-Antikdrper  (AntikGrper  gegen
doppelstrangige DNA) mit Lupusnephritis assoziiert”. Anti-dsDNA-Antikdrper lassen
sich aus den entziindeten Nieren bei LN eluieren®® ° und Transfer von bestimmten
dsDNA-Autoantikdrper kann LN in Mausen ausldésen!'® ', Passend dazu lassen sich in
Nierenbiopsien von Patienten mit LN in den Glomeruli neben entzindlichen
Veranderungen Antikorper und Komplement nachweisen. Die Kausalkette, dass
Autoantikdrperablagerungen in den Glomeruli bei SLE eine Nephritis auslésen, ist also
schlissig belegt. Konsistent mit diesem pathogenetischen Konzept fokussieren die
gangigen WHO- und ISN/RPS-Klassifikationen der LN auf die Schaden in den

Glomerulit"?,

Allerdings findet sich neben diesen pathologischen Veranderungen in den Glomeruli
regelhaft auch eine Infiltration von Entziindungszellen in das renale Interstitium (siehe
Graphik 1 fiir Beispielhistologien)!'® ™. In diesem Infiltrat sammeln sich CD4+ T-Zellen,

die sich vor allem in perivascularen und periglomerularen Infiltraten. Neben den CD4+ T-



Zellen finden sich CD8+ T-Zellen, Makrophagen, B-Zellen sowie Plasmablasten/-zellen
im entziindeten Nierengewebe!™® . Das AusmaR der renalen Infiltration ist einer der
Faktoren in der Nierenbiopsie, der am engsten mit der Nierenschadigung korreliert!'> "°.
Der Nachweis von tubulointerstitieller Entzindung ohne Entzindung der Glomeruli
deutet darauf hin, dass beide Prozesse beim SLE unabhé&ngig voneinander auftreten
kénnen!" '8 Demnach kénnte der tubulointerstitiellen Entziindung eine Schliisselrolle in
der Pathogenese der LN zukommen. Allerdings ist die Entstehung und Bedeutung der

Entziindung nicht ausreichend verstanden.

NT

Graphik 1: Beispielbilder der Nierenhistologie bei proliferativer Lupusnephritis (Typ 1V).
In den Glomeruli finden sich als Korrelat der Antikérper- und Komplementablagerungen
verdickte Schlingen. Neben den Verdnderungen an den Glomeruli zeigt sich ein
deutliches Infiltrat von Entziindungszellen im Niereninterstitium. (Bilder von B. Rudolph,
Pathologie Charité)

1.21 Mogliche Rolle von B-Zellen und Plasmazellen in der lokalen
Nierenentziindung

Im Nierengewebe finden sich bei LN auch B-Zellen und Plasmazellen, zum Teil in
direktem Kontakt zu T-Helferzellen!® 2% Die Présenz von B-Zellen und Plasmazellen in
den Nieren wirft die Fragen auf, ob B-Zellen lokal zur Antikdrperproduktion angeregt

werden und welche Auswirkung die lokale Antikérperproduktion hat.



Bei einem Teil der Nierenbiopsien von Patienten mit proliferativer LN lassen sich
umschrieben T-/B-Zell-Aggregate nachweisen, zum Teil sogar Germinal-Center-
Strukturen®". Im MRL.Ipr-Mausmodell fiir den SLE konnte gezeigt werden, dass die
Aktivierung von autoreaktiven B-Zellen auflerhalb von klassischen Lymphfollikeln
stattfindet®, was auch in den entziindeten Nieren der Fall sein kénnte. Innerhalb der B-
Zellen in Nierenbiopsien von LN-Patienten lasst sich Proliferation mit klonaler Expansion
sowie somatischer Hypermutation nachweisen, was eine lokale Aktivierung und
Selektion der B-Zellen beweist. Es bilden sich in den entziindeten Nieren also tertiare
Lymphfollikelstrukturen aus, in denen B-Zellen zur Antikérperproduktion aktiviert werden
kénnen. Ob in solchen tertidren Lymphfollikeln womdglich autoreaktive T- und B-Zellen
leichter und unkontrollierter aufeinandertreffen, ist spekulativ.

Neben einer Aktivierung vor Ort stellen die entzindeten Nieren auch eine Nische flr
andernorts aktivierte Plasmablasten/-zellen dar. Im Mausmodell fiir LN ist gezeigt, dass
nach Immunisierung ein Teil der antigenspezifischen Plasmazellen in die Nieren
einwandern und die Nieren ahnlich viele Antikérperproduzenten beherbergen wie die
Milz und das Knochenmark®®!. Die Nieren der Miuse stellen also ein Reservoir fiir
antikorperproduzierende Plasmazellen dar und beherbergen auch autoreaktive
Plasmazellen®®. Aus Nierenbiopsien von LN isolierte Plasmazellen sind zur Mehrheit
autoreaktiv, wobei die dominante Zielstruktur nicht Zellkernbestandteile sind, sondern
das im Niereninterstitium exprimierte Vimentinf®.

Die entziindeten Nieren bei LN stellen demnach einen Ort dar, wo autoreaktive B-Zellen
zur Antikdrperproduktion aktiviert werden konnten, was wahrscheinlich die interstitielle
Entzindung vorantreibt. Zeitgleich stellen die Nieren ein Reservoir flr
Antikorperproduzenten dar, was wiederum zur systemischen Autoimmunreaktion beitragt

und diese aufrechterhalten konnte.

1.2.2 Mégliche Rolle von T-Zellen in der tubulointerstitiellen Entziindung

Mehrere Beobachtungen deuten auf eine potentielle Schlisselrolle des von T-Zellen
dominierten  Entziindungsinfiltrates in der Pathogenese der Lupusnepbhritis.
Verschiedene Tiermodelle unterstitzen die Hypothese einer pathogenen Auswirkung
des interstitiellen Infiltrates. In einem genetisch modifizierten MRL.I[pr murinen
Lupusmodell, in dem B-Zellen die Fahigkeit zur Antikdrpersekretion genommen wurde,
findet sich eine Nephritis mit einem T-Zell dominierten Infiltrat, trotz des vélligen Fehlens
von (Auto-)Antikdrpern®.  Zudem Iasst sich durch Transfer von T-Zellen in

verschiedenen Nephritismodellen eine Nierenentziindung auslésen®>%,



Der exakte Mechanismus, wie die lokal infiltrierenden Lymphozyten/Leukozyten die
Nieren schadigen, ist nicht bekannt. Allerdings weisen die in den Nieren
akkumulierenden CD4+ T-Zellen ein oligoklonales T-Zell-Rezeptor-Repertoire auf, was
eine Anreicherung von T-Zellen mit bestimmter Antigenreaktivitdt suggeriert®'>°.
Parallel dazu lasst sich in den entzindeten Nieren eine deutliche Hochregulation von
MHCII-Molekilen auf professionell Antigen prasentierenden Zellen (APCs) als auch auf
Nierentubulusepithelzellen finden®, was ebenfalls beides auf einen CD4+ T-Zell-
vermittelten, antigenspezifischen Prozess hindeutet. Rein mechanistisch wurde in einem
transgenen Mausmodell bereits der formale Beleg erbracht, dass mit einem renalen

Antigen reaktive T-Zellen ausreichen, um eine Nierenentziindung auszulésen®®’,

Inflammation
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Graphik 2: Ubersicht (iber die Pathogenese der Lupusnephritis. Initial (1) kommt es in
den meisten Féllen wahrscheinlich zu einer Ablagerung von Autoantikbérpern und
Immunkomplexen in den Glomeruli, was eine Entziindung auslést. Subsequent werden
(2) T-Zellen, Makrophagen, B-Zellen und Plasmablasten/-zellen in das Niereninterstitium
rekrutiert. Dort kénnen T-Zellen direkt mit Nierenepithelzellen interagieren und diese
schédigen. Zudem kénnen T-Zellen Makrophagen und B-Zellen aktivieren, die lber die
Sekretion von Zytokinen und Antikérpern zusétzlich die Nierenepithelzellen schédigen

kénnen.



1.3 Lupusnephritis — das klinische Problem

Die Behandlung der LN ist weiterhin unbefriedigend. Unter der Standardtherapie mit
Cyclophosphamid oder MMF drohen zum einen erhebliche Nebenwirkungen, unter
anderem das Risiko von schweren Infekten unter der Immunsuppression. Zum anderen
erreichen wiederholt in Studien nur rund 45% der Patienten eine komplette Remission
unter der Therapie® ©, was eine erhebliche Morbiditét impliziert®®.

Die schlechte Rate an kompletten Remissionen lasst zwei Schlussfolgerungen zu: Die
Patienten bendtigen eine noch intensivere Therapie, um auch in therapierefraktaren
Fallen eine Remission zu erreichen. Das wuirde bedeuten, noch mehr
Immunsuppression. Alternativ kdnnten die in den Studien genutzten Remissionskriterien
insuffizient sein und viele Patienten zu Unrecht als fehlende oder inkomplette Remission
identifizieren.

Prinzipiell ist durch Studien zur Stammzelltransplantation bei SLE belegt, dass eine
eskalierte Immunsuppression von Benefit sein kann: Einige der behandelten Patienten
erreichen eine dauerhafte ,Heilung“ ohne Erhaltungstherapie, allerdings auf Kosten
eines erheblichen Risikos der Behandlung®. Um eine gezieltere Immunsuppression zu
etablieren, haben in den letzten Jahren verschiedene kontrollierte Multizenterstudien
eine Intensivierung der Immunsuppression zur Behandlung der LN untersucht. In diesen
Studien wurde in der Regel die Standardtherapie um jeweils ein Biologicum bzw.
Placebo erganzt. Fur die Therapie der LN brachte keine der bisher untersuchten
Substanzen einen Vorteil, oder die Studie musste wegen Nebenwirkungen (in der Regel
zu starke Immunsuppression und Infekte) abgebrochen werden. So wurde eine
zusatzlich B-Zelldepletion mit Rituximab (kein Benefit*”), Ocrelizumab (kein Ansprechen
und Nebenwirkungen®") und Atacicept (Abgebrochen wegen Nebenwirkungen!*?) ohne
Erfolg untersucht. Ebenso wenig verbesserte eine T-Zell-gerichtete Therapie mit
Abatacept in zwei groBen Studien das Therapieansprechen bei LN 4.

Diese Fehlschlage kdénnen so interpretiert werden, dass bisher die falschen Ziele mit
Biologika gehemmt/depletiert/modifiziert wurden. Demzufolge werden eine weitere
Erforschung der Pathogenese der LN und weitere Studien dringend bendtigt. Eine
alternative Lesart ist, dass die bisher benutzten Kriterien zum Erreichen einer renalen
Remission insuffizient sind. In der Regel wurden als Remissionskriterien der Verlauf der
Proteinurie, des Kreatinins und des Sediments/Hamaturie benutzt. In einer
denkwirdigen Reanalyse der Daten einer der Abatacept-Studien wird die Schwéache der
Remissionskriterien  eindrucksvoll  demonstriert:  Bereits  geringfigig  andere
Remissionskriterien hatten die Ergebnisse mit sensationellem Erfolg (Komplette
Remission in 22% bzw. 24% der Falle versus 6% in der Placebogruppe) signifikant

werden lassen*® (Siehe Tabelle 1 zum Vergleich verschiedener Kriterien).



Partielle Remission Komplette Remission Quelle

- Inaktives Urinsediment - Inaktives Sediment Gordon C

- Reduktion Proteinurie auf <0.5 g/d - Reduktion Proteinurie auf <0.2 g/d | European

- Normale oder konstante GFR - Normale oder konstante GFR Consensus
2009 9

- Kreatinin £115% des Ausgangswertes | - Normales Kreatinin oder <115% Rovin BH

- Sediment: RBCs/hpf <50% des des Ausgangswertes Arthritis and

Ausgangswertes, keine Erythrozyten- - Inaktives Sediment (<5 RBCs/hpf, | Rheumatolgy

zylinder keine Erythrozytenzylinder) 2012

- 2 50% Reduktion Protein-Kreatinin - Reduktion Protein-Kreatinin Ratio | Lunar Studie

Ratio auf <1.0 auf <0.5 g/d B

(falls Ausgangswert <3.0)
oder <3.0 (falls Ausgangswert >3.0)

- Verbesserung um = 50% von 2 Para- | - Normwertiges Kreatinin (+/- 10%) | Ginzler EM,
metern (Kreatinin,Proteinurie,Sediment) | - Keine Proteinurie NEJM
ohne Verschlechterung (innerhalb 10%) | - Inaktives Sediment 2005
des anderen Parameters B
- Kreatinin £115% des Ausgangswertes | - Normale bzw. um 50% bessere Furie-R 2014
- Protein-Kreatinin Ratio auf <0.26 GFR, Kreatinin <115% des Abatacept
- Unauffalliges Sediment Ausgangswertes Studie
- Reduktion Proteinurie = 50% [43]
Alle Parameter missen 2x im Abstand | - Unauffalliges Sediment

Von 4 Wochen erflillt werden.

Tabelle 1: Verschiedene Kriterien fir komplette und partielle Remission einer LN (RBC

= red blood cells; hpf = high power field).

Das Dilemma von fehlenden zuverldssigen Kriterien, eine renale Remission
festzustellen, findet sich auch in der Klinik wieder. Fur die Behandlung der LN gibt es
keine Surrogatparameter fiir die verlassliche Uberwachung des Therapieansprechens.
Am haufigsten werden Proteinurie und Kreatinin als renale Parameter Uberpruft,
allerdings kénnen beide nicht zwischen aktiver Inflammation (also Entziindungsaktivitat
in den Nieren) und bleibender, residueller Schadigung (im Sinne einer Narbe)
unterscheiden. In einer Nachfolgeuntersuchung der Patienten aus dem Euro-Lupus-Trial

wurde untersucht, welcher der Parameter Proteinurie, Kreatinin und Erythrozyturie ein




gutes renales Ansprechen am besten vorhersagen konnte, wobei gutes renales
Ansprechen definiert wurde als ein Kreatininwert < 1 mg/dl 7 Jahre spater. Den besten
pradiktiven Wert hatte 12 Monate nach Beginn der Therapie die Proteinurie, mit einer
AUC (Area under the Receiver operator curve) von 0.83, gefolgt von Kreatinin (AUC
0.76) und Erythrozyturie (0.68)""\. Proteinurie hat demnach den besten pradiktiven Wert
fur ein gutes renales Ansprechen, obgleich eine AUC von 0.83 fir einen Biomarker ein
eher suboptimales Ergebnis ist. Aus anderen Studien ist bekannt, dass sich die
Proteinurie bei LN nur langsam zurtckbildet: 52% der LN-Patienten normalisieren ihre
Proteinausscheidung innerhalb von 2 Jahren, weitere 22% innerhalb von 5 Jahren!®. Ob
hinter einer residuellen Proteinurie eine weiter persistierende Entzindung in den Nieren
oder eine abheilende Schadigung steckt, ist nichtinvasiv nicht mit Gewissheit zu sagen.
In Studien, in denen LN eine Routine-Renierenbiopsie erhalten haben, wurde gezeigt,
dass ein relevanter Teil der Patienten mit kompletter Remission (gemessen an
Proteinurie, Kreatinin und Sediment) weiter eine histologisch aktive Erkrankung hat,
wahrend ein Teil ohne klinisches Ansprechen histologisch keine aktive Erkrankung mehr
vorweist“?,

Die Proteinurie ist also der beste renale Parameter flir das Therapieansprechen, aber
weder ein besonders genauer Marker noch ein schneller Parameter, um das
Ansprechen zu beurteilen, was den Einsatz in Klinik und Studien limitieren sollte.

Neue Biomarker kénnten helfen, dieses Dilemma zu I8sen, und kénnten die Prognose
der LN durch schnellere Diagnose und besseres Monitoring des Therapieansprechens
verbessern und sowohl Unter- als auch Ubertherapie vermeiden helfen. Zudem kénnten
innovative Biomarker der Schlissel zum Erfolg fur kommende Interventionsstudien zur

Therapie der LN sein.



2. Fragestellungen

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit steht die lokale Pathogenese der LN. In den
Arbeiten wurden verschiedene Aspekte der Pathogenese der LN erforscht und neue
Biomarker fir die LN entwickelt. Im Einzelnen wurde untersucht, inwiefern ein spezielles
Subset von B-Zellen, die B1a B-Zellen, in der Pathogenese des SLE und der LN
partizipiert. Bei gesunden Probanden und SLE-Patienten wurden autoantigenspezifische
T-Zellen analysiert, mit dem Ziel deren Nachweis zu etablieren und zu prifen, inwieweit
diese mit der Krankheitsaktivitat korrelieren. Die Rolle von CXCR3 wurde in der
Rekrutierung von T-Zellen in die entzindeten Nieren bei Patienten mit LN untersucht.
SchlieBlich wurde analysiert, ob sich die renal infiltrierenden Zellen auch im Urin

nachweisen lassen und als Biomarker fur die LN eignen.
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3. Eigene Arbeiten

3.1 B1a B-Zellen voliziehen einen Klassenwechsel zur IgG-Produktion und
akkumulieren in entziindeten Ziel-Organen wie den Nieren in einem murinen SLE-
Modell

Enghard P, Humrich JY, Chu VT, Grussie E, Hiepe F, Burmester GR, Radbruch A,
Berek C, Riemekasten G.

Class switching and consecutive loss of dsDNA-reactive B1a B cells from the peritoneal
cavity during murine lupus development.

Eur J Immunol. 2010 Jun;40(6):1809-18. PubMed PMID: 20333624.

Ausgangspunkt der Arbeit war die Beobachtung, dass sich in den entziindeten Nieren im
NZB/W F1-Mausmodell fur den SLE ein erheblicher Anteil an B1a B-Zellen nachweisen
lasst. B1a B-Zellen sind ein spezieller Typ B-Zelle, der sich normalerweise vor allem in
der Peritonealhdhle findet und nach Aktivierung IgM produziert®. Die B1a B-
Zellpopulation ist angereichert mit autoreaktiven Zellen, gilt als leicht aktivierbar und
kénnte eine wichtige Rolle in der Pathogenese des SLE spielen.

In einer detaillierten Analyse der Verteilung der B1a B-Zellen im NZB/W F1 Modell und
im Vergleich zu Kontroll-Mausstdmmen sahen wir eine Expansion des B1a B-Zell
Subtyps mit zunehmendem Alter in der Peritonealhdhle und der Milz, sowie eine
Infiltration von B1a B-Zellen in entzindeten Organen wie Thymus und Nieren.
Interessanterweise war in der Milz und den entzindeten Zielorganen ein Verlust der
IgM-Expression und vermehrt IgG-Expression zu sehen, was vermuten lasst, dass diese
Zellen beim SLE einen Ig-Klassenwechsel zu IgG vollziehen. In Transferexperimenten
von aus der Peritonealhdhle von jungen NZB/W F1-Mausen isolierten B1a B-Zellen in
altere Tiere mit bereits voll entwickeltem Lupus konnte die Migration dieser Zellen in
Milz, Thymus und Nieren bestatigt werden. Parallel sahen wir einen Verlust der IgM-
Expression und Wechsel zu IgG, was mit Durchflusszytometrie und ELISPOT bestatigt
werden konnte. Zudem zeigten die B1a B-Zellen, die sich in der Milz wiederfanden, eine
hoéhere Proliferationsrate als Ausdruck einer Aktivierung im Vergleich zu den Zellen, die
ihren Weg in die Peritonealhdhle fanden.

Unter den IgG+ B1a B-Zellen in der Milz fanden sich autoreaktive Zellen mit Spezifitat
gegen doppelstrangige DNA (dsDNA), die sich bei jungen Tieren vor der vollen
Auspragung des Lupus nicht fanden. Im Kontrast dazu konnten wir in der
Peritonealhdhle bei jungen Tieren eine mit zunehmendem Alter deutlich abnehmende

Frequenz an dsDNA-reaktiven B1a B-Zellen nachweisen; diese Abnahme an

1"



autoreaktive Spezifitdten mit zunehmendem Alter/Krankheitsprogress konnte ebenso fur
autoreaktive Zellen mit Reaktivitat mit Nukleosomen und Erythrozyten gezeigt werden,
wahrend sich die Frequenz an neoantigen-reaktiven B1a B-Zellen in der

Peritonealhdhle nicht veranderte (bzw. eher leicht zunahm).

Zusammengefasst konnte eine Expansion von B1a B-Zellen in NZB/W F1-
Lupusmausen, eine Aktivierung der Zellen und ein Klassenwechsel zu I1gG gezeigt
werden. Diese Zellen enthalten autoreaktive B1a B-Zellen, wahrend autoreaktive B1a B-
Zellen aus der Peritonealhdhle depletiert werden. Neben der Milz finden sich die B1a B-
Zellen auch in den entzindeten Zielorganen wie der Niere, wo die Zellen zu noch

héherem Anteil IgG tragen.
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3.2 Demaskierung der mit dem SmD1(83-119)-Autoantigen reaktiven CD4+ T-Zellen

durch in vitro Depletion von CD25+ regulatorischen T-Zellen bei Patienten mit SLE

Engler JB, Undeutsch R, Kloke L, Rosenberger S, Backhaus M, Schneider U, Egerer K,
Dragun D, Hofmann J, Huscher D, Burmester GR, Humrich JY, Enghard P*,
Riemekasten G*.

Unmasking of autoreactive CD4 T cells by depletion of CD25 regulatory T cells in
systemic lupus erythematosus.

Ann Rheum Dis. 2011 Dec;70(12):2176-83. Epub 2011 Sep 16.

* geteilte Letztautorenschaft

Der SLE ist gekennzeichnet durch den Bruch der Immuntoleranz gegen nukleare

. Es wird

Autoantigene, gegen die sich charakteristische Autoantikérper finden!
angenommen, dass es auch zum Bruch der T-Zell-immuntoleranz gegen diese
nuklearen Autoantigene kommt. Allerdings ist der Nachweis von autoreaktiven T-Zellen
technisch schwierig und autoreaktive CD4+ T-Zellen wurden beim SLE bisher nur
unzureichend nachgewiesen, was an der niedrigen Ausgangsfrequenz und noch partiell

intakter Immunregulation liegen kdnnte.

In unserer Arbeit haben wir die Nachweisbarkeit von autoantigenspezifschen CD4+ T-
Zellen Uber die Expression von CD154 gegen das zellkernassoziierte Autoantigen
SmD1(83-119) untersucht. Aus dem Blut isolierte Immunzellen (PBMCs) von 41
Blutproben von 38 SLE-Patienten wurden mit dem SmD1(83-119)-Autoantigen,
Kontrollantigenen (SEB und CMV Peptidpool) oder ohne Antigenzugabe restimuliert. In
9.8% der Proben konnten, gemessen an der Negativkontrolle, SmD1(83-119)-reaktive

CD4+ T-Zellen nachgewiesen werden.

Um eine mogliche Suppression der CD154-Hochregulation nach Antigenkontakt in vitro
durch regulatorische T-Zellen (Treg) zu untersuchen, wurden in einer zweiten Kohorte
von 11 SLE Patienten vor der Restimulation mit Autoantigen klassische CD4+CD25+
regulatorische T-Zellen durch Depletion von CD25+ Zellen entfernt. Durch diese
Elimination von Treg vor Restimulation konnten bei diesen 11 Patienten bei 63.6%
SmD1(83-119)-autoreaktive CD4+ T-Zellen detektiert werden, wohingegen bei den
selben Patienten mit Tregs nur bei 18.2% solche Zellen nachgewiesen werden konnten.
Die Frequenz an SmD1(83-119)-reaktiven CD4+ T-Zellen im peripheren Blut korrelierte
signifikant mit dem SLEDAI als Malf fur die Krankheitsaktivitat, wobei diese Korrelation

nach Depletion der Tregs enger war.
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Zusammengefasst konnten anhand der Hochregulation von CD154 nach
Antigenkontakt mit dem SmD1(83-119)-Autoantigen reaktive CD4+ T-Zellen bei SLE-
Patienten nachgewiesen werden und deren Menge korrelierte mit der Krankheitsaktivitat.
Durch in vitro Depletion von Tregs lasst sich die Nachweisbarkeit dieser autoreaktiven T-
Zellen steigern, was eine zumindest partiell intakte Immunregulation durch Tregs

suggeriert.
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3.3 CXCR3+CD4+ T-Zellen lassen sich im Urin nachweisen, dhneln den

intrarenalen T-Zellen und stellen einen Biomarker fiir die akute Lupusnephritis dar

Enghard P, Humrich JY, Rudolph B, Rosenberger S, Biessen R, Kuhn A, R Manz, F
Hiepe, A Radbruch, GR Burmester, G Riemekasten.

CXCR3+CD4+ T cells are enriched in inflamed kidneys and urine and provide a new
biomarker for acute nephritis flares in SLE patients.

Arthritis Rheum. 2009 Jan;60(1):199-206.

Ahnlich wie bei der Lupusnephritis finden sich in verschiedenen Mausmodellen fir die
Lupusnephritis und in anderen Nephritismodellen T-Zellen im entzindeten
Nierengewebe. Allerdings ergeben sich aus den Mausmodellen zum Tell
widersprichliche Daten, wie diese Zellen in das entziindete Nierengewebe rekrutiert
werden. Die Analyse der Rolle von Chemokinen bei Patienten mit Lupusnephritis war
bisher limitiert auf die Untersuchung von Nierenbiopsiegewebe und auf die Bestimmung
der Konzentration von Chemokinen in Blut und Urin. Um eine maglichst direkte Analyse
der T-Zellen zu erméglichen, etablierten wir den durchflusszytometrischen Nachweis von

T-Zellen im Urin.

Bei Patienten mit aktiver, proliferativer Lupusnephritis konnte regelhaft eine deutliche
Population an CD3+CD4+ T-Zellen im Urin nachgewiesen werden, die sich bei Patienten
ohne aktive Nephritis nicht fand. Bei den 38 analysierten SLE-Patienten fanden sich
ausschlieldlich bei Patienten mit aktiver, proliferativer Lupusnephritis erhéhte Mengen an
CD3+CD4+ T-Zellen im Urin (>800 CD4+ T-Zellen/100ml Urin). Auf diesen CD4+ T-
Zellen im Urin lieR sich CXCR3 nachweisen und direkt anfarben. Im direkten Vergleich
der Frequenz an CXCR3+CD4+ T-Zellen im Urin und Blut zeigte sich eine signifikante
Anreicherung von CXCR3-tragenden Zellen im Urin, was als Hinweis flr eine selektive

Anreicherung der Zellen im Urin gesehen werden kann.

Um zu untersuchen, ob das Zellbild im Urin die lokale Entziindung in den Nieren
widerspiegelt, wurden zudem Nierenbiopsie-Schnitte von 18 Patienten mit proliferativer
Lupusnephritis untersucht. Im Nierengewebe lieR sich mit immunhistochemischen
Farbungen eine deutliche Farbung von CXCR3 zeigen. Zudem fanden sich viele
CXCL10-positive Zellen, was einer der wichtigsten CXCR3-bindenden Liganden ist. Mit
Immunofluoreszenz-Doppelfarbungen konnte eine Kolokalisation von CXCR3- und
CXCL10-positiven Zellen gezeigt werden, und dass sich CXCR3 auf den renal
infiltrierenden CD3+ T-Zellen findet.
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Zusammengefasst konnten wir in der Publikation zeigen, dass 1.) CD3+CD4+ T-Zellen
im Urin von SLE-Patienten nachweisbar und ein potentieller Biomarker fir die
Lupusnephritis sind, 2.) CXCR3 bei der Rekrutierung der T-Zellen in die Nieren eine

Rolle spielen kénnte und 3.) die Zellen im Urin den Phanotyp der T-Zellen im
entzindeten Nierengewebe widerspiegeln.
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3.4 CD3+CD4+ T-Zellen im Urin als Biomarker zur Diagnose und Verlaufsparameter

fur eine aktive, proliferative Lupusnephritis

Enghard P, Rieder C, Kopetschke K, Klocke JR, Undeutsch R, Biesen R, Dragun D,
Gollasch M, Schneider U, Aupperle K, Humrich JY, Hiepe F, Backhaus M, Radbruch A,
Burmester GR, Riemekasten G.

Urinary CD4 T cells identify SLE patients with proliferative lupus nephritis and can be
used to monitor treatment response.

Ann Rheum Dis. 2014 Jan;73(1):277-83. doi: 10.1136/annrheumdis-2012-202784. Epub
2013 Mar 8.

Anknlpfend an unsere vorherigen Arbeiten haben wir in dieser Arbeit in einer groReren
Kohorte von SLE-Patienten (n=148) untersucht, inwieweit CD3+CD4+ T-Zellen im Urin

als Biomarker flr die aktive, proliferative Lupusnephritis genutzt werden kdnnten.

In unseren Messungen korrelierte die Menge an CD4+ T-Zellen im Urin bei Patienten mit
renaler Beteiligung gut mit der Krankheitsaktivitdit (SLEDAI); SLE-Patienten ohne
Nierenbeteiligung zeigten hingegen auch bei erhdhter Krankheitsaktivitat kaum T-Zellen
im Urin. Bei 29 Patienten wurde der Urin zeitgleich zu einer Nierenbiopsie analysiert,
was einen direkten Vergleich mit dem diagnostischen Goldstandard ermdoglichte: Alle
Patienten mit proliferativer Lupusnephritis und solche mit atypischer, proliferativer
Lupusnephritis zeigten erhdhte Mengen an CD3+CD4+T-Zellen im Urin (>800 CD4+ T-
Zellen/100ml Urin). Insgesamt wurde in der von uns untersuchten Kohorte von 147 SLE-
Patienten solche mit proliferativer Lupusnephritis anhand einer Erhéhung der CD4+ T-
Zellen im Urin mit einer Sensitivitdt von 100% und einer Spezifitdt von 98% identifiziert
(Flache unter der ROC-Kurve AUC 0.9969).

Bei einer Gruppe von Patienten mit Lupusnephritis (n=14) wurden zudem der Verlauf der
T-Zellen im Urin im Krankheitsverlauf unter Therapie untersucht, wobei sich zwei
Gruppen abzeichneten: Zum einen Patienten, bei denen sich unter der Therapie die
Menge an CD3+CD4+ T-Zellen im Urin normalisierte (<800 Zellen/100ml Urin), zum
anderen Patienten mit einer Persistenz oder sogar ansteigenden T-Zell-Zahlen im Urin.
Nach 6 Monaten Therapie zeigten Patienten mit normalisierter Zellzahl eine geringere
Krankheitsaktivitdt und ein glnstigeres Kreatinin-Niveau als Patienten mit Persistenz

oder sogar ansteigenden Mengen von CD4+ T-Zellen im Urin.
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Zusammengefasst konnte in dieser Studie in einer groReren Kohorte von SLE-
Patienten die Anwendbarkeit der Menge an CD3+CD4+ T-Zellen im Urin als Biomarker
zur Diagnose einer proliferativen Lupusnephritis und zur Verlaufsbeurteilung unter

Therapie gezeigt werden.
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3.5 CD4+ T-Zellsubtypen, CD8+ T-Zellen, Makrophagen und B-Zellen im Urin als

Biomarker fiir die akute Lupusnephritis

Kopetschke K, Klocke J, GrieRbach AS, Humrich JY, Biesen R, Dragun D, Burmester
GR, Enghard P, Riemekasten G.

The cellular signature of urinary immune cells in Lupus nephritis: new insights into
potential biomarkers.

Arthritis Res Ther. 2015 Apr 3;17:94. doi: 10.1186/s13075-015-0600-y.

* geteilte Letztautorenschaft

In dieser Arbeit wurden die im Urin bei Lupusnephritis nachweisbaren Immunzellen
weiter im Detail untersucht. Neben den CD3+CD4+ T-Zellen wurden CD3+CD8+ T-
Zellen, Makrophagen und B-Zellen im Urin quantifiziert. Zusatzlich wurden die
CD3+CD4+ T-Zellen weiter in Hinblick auf Aktivierungsstatus, Naive- oder
Memory/Effektor-Phanotyp und Prasenz von regulatorischen T-Zellen analysiert.
Zusatzlich zu SLE-Patienten mit (n=19) und ohne (n=78) aktiver Lupusnephritis wurden
Patienten mit diabetischer Nephropathie (n=14) und ANCA-assoziierter Vaskulitis mit

Nierenbeteiligung (n=11) untersucht.

Bei Patienten mit aktiver Lupusnephritis fanden sich CD4+ T-Zellen (Median
1415/100ml), CD8+ T-Zellen (Median 1911/100ml) und CD14+ Makrophagen (Median
33808/100ml) und in geringen Mengen auch CD19+ B-Zellen (Median 231/100ml) im
Urin. Bei SLE Patienten ohne aktive Nephritis fanden sich signifikant weniger von allen
Zellarten, und die Menge von allen Zellarten korrelierte mit der Krankheitsaktivitat.
Interessanterweise konnte bei einem Teil der Patienten ohne aktive Nephritis eine
deutliche Population an CD14+ Makrophagen im Urin nachgewiesen werden, deren

Bedeutung aktuell unklar ist.

Auch bei einigen der untersuchten Patienten mit diabetischer Nephropathie und ANCA-
assoziierter Vaskulitis mit Nierenbeteiligung konnten CD4+ und CD8+ T-Zellen,
Makrophagen sowie geringe Mengen an B-Zellen im Urin nachgewiesen werden. Somit
ist der Nachweis dieser Zellen nicht spezifisch fiir die Lupusnephritis, sondern spiegelt
wahrscheinlich generell eine Nierenentziindung wider. Allerdings fand sich bei Patienten
mit Lupusnephritis eine niedrigere CD4/CD8-Ratio im Urin, was im Vergleich zur
diabetischen Nephropathie signifikant war.

Hinsichtlich des Phanotyps der CD4+ T-Zellen im Urin fanden sich im Vergleich zum Blut

signifikant mehr CD40L+ und Ki-67+ Zellen im Urin, was auf eine klrzliche Aktivierung
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dieser Zellen hindeutet. Die CD4+ Zellen im Urin waren angereichert mit
CD45R0O+CCR?7- Memory/Effektor-T-Zellen. Im Urin konnten zudem FoxP3+CD127-
regulatorische T-Zellen (Tregs) nachgewiesen werden. Die Frequenz an Tregs war im
Urin numerisch héher als im Blut, allerdings war dieser Unterschied nicht signifikant.
Ahnlich wie in der Gesamtpopulation der CD4+ T-Zellen sahen wir auch bei den Tregs
eine signifikant hdhere Proliferationsrate im Urin als im Blut (gemessen an KI-67+

Zellen).

Als Biomarker fir die aktive Lupusnephritis zeigten sowohl die CD4+ T-Zellen (AUC
0.9982) als auch die CD8+ T-Zellen (AUC 1.0) eine sehr scharfe Trennung von
Patienten mit und ohne aktiver Lupusnephritis. Beide Marker waren dabei in unserer
Kohorte klassischen Markern wie Proteinurie oder Kreatinin Uberlegen. Eine weitere
Phéanotypisierung der CD4+ T-Zellen brachte hinsichtlich der Genauigkeit als Biomarker
keinen Vorteil. Makrophagen und B-Zellen im Urin zeigten sich als Biomarker weniger

geeignet.

Zusammengefasst kdnnen im Urin neben CD4+ T-Zellen auch CD8+ T-Zellen,
Makrophagen und B-Zellen nachgewiesen werden. Als Biomarker zeigten CD4+ und
CD8+ T-Zellen die besten Resultate, wobei eine weitere Subcharakterisierung der CD4+
T-Zellen die Genauigkeit als Biomarker nicht verbesserte. Die Nachweisbarkeit von
Immunzellen im Urin ist nicht spezifisch flr die Lupusnephritis, sondern fand sich auch

bei anderen Nierenerkrankungen mit intrarenaler Inflammation.
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4. Diskussion

In den vorgestellten Arbeiten konnten wir in den letzten Jahren einen Beitrag zum
besseren Verstandnis der LN liefern und neue Biomarker fur die LN entwickeln. Mit der
Etablierung der Durchflusszytometrie von Immunzellen im Urin ist es zuséatzlich
gelungen, einen methodischen Ansatz zu etablieren, der direkten Zugang zu den in der
lokalen Pathogenese der LN partizipierenden Immunzellen ermdglicht. Diese Methodik
bietet ein direktes ,Fenster in die Nieren®, was fur die weitere Erforschung der humanen

LN auRerst relevant sein konnte.

B1a B-Zellen sind ein spezielles Subset von B-Zellen, welches phylogenetisch und
ontogenetisch frih entsteht. B1a B-Zellen finden sich normalerweise vor allem in
Korperhdhlen wie der Bauchhdhle. Diese Zellen sind leicht aktivierbar, tragen vor allem
IgM und sind die Quelle von > 80% der IgM-Molekiile im Serum®®°%. Ihre Aufgabe liegt
am ehesten in einer schnellen Produktion von Antikdérpern bei Infekten, wie
beispielsweise fiir Influenza gezeigt®?.

B1a B-Zellen sind allerdings angereichert mit autoreaktiven Spezifitdten, unter anderem
gegen DNAP>® Zyusammen mit der niedrigen Aktivierungsschwelle macht sie das zu
einer potentiellen Sollbruchstelle, an der die Produktion von Autoantikérpern induziert
und die Immuntoleranz beim SLE gebrochen werden kdénnte. In verschiedenen

sk was ein

Mausmodellen fiir den SLE findet sich eine Expansion des B1a B-Zellpool
weiterer Hinweis fir einen Beitrag zur Pathogenese des SLE sein konnte. Obwohl B1a
B-Zellen normalerweise IgM tragen, konnte ein Klassenwechsel zu IgG gezeigt
werden®.

In unserer Arbeit zu B1a B-Zellen konnten wir einen Klassenwechsel zu IgG zeigen und
eine Akkumulation von IgM-IgG+ B1a B-Zellen in Milz und entziindeten Zielorganen wie
den Nieren nachweisen. Interessanterweise fand sich parallel eine Depletion von
autoreaktiven Spezifititen aus der Peritonealhdhle. Das kann als Hinweis gedeutet
werden, dass diese Zellen friih im Leben entstehen, spater im Leben aber kein neuer
Influx von Zellen z.B. aus dem Knochenmark erfolgt. Damit ware erklart, wie es zu einer
Depletion des autoreaktiven peritonealen B-Zellpools durch Aktivierung und
Auswanderung dieser Zellen kommen kann. Was zur Aktivierung der autoreaktiven B1a
B-Zellen fuhrt, ist unklar, insbesondere eine Interaktion mit autoreaktiven T-Zellen, der
zum Klassenwechsel notwendig sein kdnnte, ist ungewiss.

Autoreaktiven CD4+ T-Zellen wird in der Pathogenese des SLE eine entscheidende
Rolle zugeschrieben®, wobei als charakteristische Zielstruktur nukledre Peptide
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gelten®!. Diese autoreaktiven T-Zellen fiihren unter anderem zur Aktivierung von

autoreaktiven B-Zellen mit konsekutiver Produktion der fir den SLE typischen
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Autoantikérper. Der Nachweis von autoreaktiven CD4+ T-Zellen gilt allerdings aufgrund
der geringen Frequenz und der limitierten Nachweistechniken als schwierig, weshalb es
nur wenige valide Daten mit direktem Nachweis autoreaktiver CD4+ T-Zellen bei SLE-
Patienten (und bei anderen Autoimmunerkrankungen) gibt. Aktuell werden zum
Nachweis von antigenspezifischen CD4+ T-Zellen vor allem zwei Methoden verwendet:
Der Nachweis einer Hochregulation von CD40L auf CD4+ T-Zellen nach
Antigenstimulation und der proliferationsbasierte Nachweis in T-Zell-Bibliotheken (, T cell
library“). CD40L (CD154) wird nach antigenspezifischer Aktivierung auf T-Zellen schnell
exprimiert und kann mit Durchflusszytometrie nachgewiesen werden®!. Stehen
genugend Zellen zur Verfliigung, kann die Sensitivitat der Methode durch Anreicherung
mit Zellsortierung von CD40L-exprimierenden Zellen vor der Detektion noch erhoht
werden®. Zur Generation von T-Zell-Bibliotheken werden CD4+ T-Zellen aufgereinigt
und jeweils 2000 Zellen in kleinen Kulturen in vitro expandiert. Nach einer
Expansionsphase von circa 14 Tagen werden die T-Zell-Kulturen mit verschiedenen
Antigenzugaben stimuliert und deren Proliferation gemessen. Durch den vorgeschalteten
Expansionsschritt kdnnen auch sehr niedrige Frequenzen an antigenspezifischen Zellen
detektiert werden!®®.

Das SmD1@gs.119-Peptid ist ein Teilstick des Sm(Smith)-Antigens. Anti-Sm-
Autoantikérper finden sich zwar nur bei rund 30% aller SLE-Patienten, der Nachweis der
Sm-Autoantikdrper gilt aber als hochspezifisch fir den SLE und die Autoantikérper
korrelieren mit der Krankheitsaktivitat® ®”l. Autoantikérper gegen das SmD1 g3 119-Peptid
haben demgegenuber eine Uberlegene Sensitivitat (70%) und eine weiterhin sehr gute
Spezifitat von 93.7% fiir die Diagnose des SLE™. In einen Mausmodell fiir den SLE
konnte zudem gezeigt werden, dass eine Immunisierung mit SmD13.119) ZU einer
Akzeleration des SLE ahnlichen Krankheitsbildes fiihrt®. Ebenso in einem Mausmodell
konnten mit SmD1 gs.119) reaktive CD4+ T-Zellen nachgewiesen werden, die B-Zellen zur
Produktion von anti-dsDNA-Autoantikdrpern aktivierent™.

Es ist uns in einer Arbeit gelungen, anhand der Hochregulation von CD40L nach
Antigenkontakt mit dem nukledren Peptid SmD1s3.119) reaktive CD4+ T-Zellen im
peripheren Blut von SLE-Patienten nachzuweisen!’". Bei SLE-Patienten fanden sich
haufiger autoreaktive CD4+ T-Zellen als bei gesunden Probanden, und die Frequenz der
autoantigenspezifischen Zellen korrelierte mit der Krankheitsaktivitat. Diese Experimente
bieten Einblicke in die Pathogenese des Lupus und belegen, dass der Nachweis von
autoreaktiven T-Zellen méglich ist”".

Verschiedene Beobachtungen weisen auf eine aktive Partizipation von T-Zellen in der
lokalen Pathogenese der LN hin: Das Infiltrat korreliert mit der Prognose!> ' in

diversen Tiermodellen lasst sich durch Transfer von T-Zellen eine Nierenentziindung
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auslésen®%. In den entziindeten Nieren findet sich eine deutliche Hochregulation von
MHCII-Molekulen auf professionell Antigen-prasentierenden Zellen sowie auf
Nierentubulusepithelzellen®®, und die lokal akkumulierenden CD4+ T-Zellen zeigen ein
oligoklonales T-Zell-Rezeptor-Repertoire®'*. Dementsprechend stellt die Rekrutierung
von T-Zellen in das entzindete Nierengewebe einen entscheidenden Schritt dar, der
zudem pharmakologisch ,angreifbar” ware.

Verschiedene Chemokine und ihre respektiven Rezeptoren steuern die Migration von
Lymphozyten und ihre Rekrutierung in entziindetes Gewebe. Typische ,Verdachtige®,
welche die Rekrutierung von CD4+ T-Zellen in entzindete Organe vermitteln, sind die
Chemokinrezeptoren CCR1, CCR5 wund CXCR3 und die entsprechenden
Chemokinliganden!”*". Diese Chemokinrezeptoren werden bevorzugt auf Th1 T-Zellen
exprimiert, und die Expression der genannten Chemokinrezeptoren wurde fir die
humane LN beschrieben!” "¢,

In verschiedenen Mausmodellen fir die LN wurden die genannten Chemokinrezeptoren
mit zum Teil widersprichlichen Ergebnissen untersucht. Blockade von CCR1 mildert die
Nephritis im MRL.lpr-Modell’”, wahrend der Knock-Out die Nierenentziindung im
nephrotoxischen Nephritismodell (NTN-Modell) verscharft”®. Ahnlich verhélt es sich mit
dem Knock-Out von CCRS5, der im NTN-Modell zu einer Aggravierung der Nephritis
fuhrt™, hingegen im MRL.Ipr-Modell den Krankheitsverlauf mildert®. Blockade von
CXCR3 wirkt im NTN-Modell protektiv, ebenso zeigen im MRL.Ipr-Modell CXCR3-
Defizienz bzw. Knock-Out der entsprechenden Liganden einen abgeschwachten
Verlauf® #_ Im NZB/W F1-Modell allerdings zeigt eine genetische Deletion von CXCR3
keinen Einfluss auf die LN,

Diese gegenlaufigen Beobachtungen in murinen Modellen fir die LN kdnnen
wahrscheinlich mit den Besonderheiten der einzelnen Modelle und der gewahlten
Intervention (Knock-Out oder Blockade) erklart werden. Inwieweit die genannten Modelle
auf den menschlichen SLE Ubertragbar sind und ob das murine Chemokinsystem
reprasentativ fir das humane System untersucht werden kann, ist zudem diskutabel.
Dementsprechend sind humane Untersuchungen zur Rekrutierung von T-Zellen bei der
LN zwingend erforderlich, um potentielle Ziele fiir eine pharmakologische Intervention zu
validieren.

Die nephrologische Forschung an humanen Proben/Zellen hat sich bisher in der Regel
auf die Analyse von Nierenbiopsien, die Analyse von I8slichen Molekilen in Serum und
Urin und auf Zellkulturexperimente beschrankt. Eine Untersuchung der Zellen im
Sediment findet sich nur in wenigen Publikationen. Analysen der Zellen im Urin mit
Durchflusszytometrie — der ,State of the Art“-Methode zur Analyse von Zellen in

Suspension — finden sich bisher nur bei einigen wenigen Autoren®®. Zur Untersuchung
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der Rekrutierung von CD4+ T-Zellen bei der humanen LN haben wir den Nachweis von
CD4+ T-Zellen im Urin etabliert. Auf diesen Zellen fand sich eine deutliche Expression
des Chemokinrezeptors CXCR3 und eine Anreicherung von CXC3+ CD4+ T-Zellen im
Vergleich zum peripheren Blut. Passend zu den Zellen im Urin wurde in
Nierenbiopsiematerial ebenfalls eine deutliche Expression von CXCR3 gesehen, und die
entsprechenden Zellen fanden sich in unmittelbarer Nachbarschaft von Produzenten des
CXCR3-Liganden CXCL10. Wir folgen der Annahme, dass eine Anreicherung von
CXCR3+ T-Zellen im Urin im Vergleich zum Blut eine selektive Rekrutierung dieser
Zellen widerspiegelt. Zusammen mit dem Nachweis einer lokalen Produktion eines der
entsprechenden CXCR3-Liganden in den Nieren deuten wir unsere Ergebnisse als
starke Hinweise auf eine Partizipation von CXCRS3 in der Rekrutierung von CD4+ T-
Zellen in der humanen LN. Diese Experimente sind zwar nur beschreibend und nicht
funktionell beweisend flr eine Rekrutierung der Zellen via CXCR3 per se, allerdings sind
bei Patienten jenseits von Interventionsstudien kausal beweisende Untersuchungen
kaum mdglich.

Der Nachweis von Immunzellen im Urin wirft die Frage auf, wie die Zellen in den Urin
gelangen und wie reprasentativ diese Zellen fir die intrarenalen Zellen sind. Neben
CD4+ T-Zellen konnten wir im Urin CD8+ T-Zellen, Makrophagen und in geringer Menge
B-Zellen nachweisen. T-Zellen und Makrophagen lassen sich nicht nur im Urin von LN-
Patienten nachweisen, sondern auch bei anderen Nierenerkrankungen mit
entzindlichem  Infiltrat im  Nierengewebe  wie der (ANCA)-assoziierten
Glomerulonephritis  (ANCA  GN), der IgA-Nephropathie (IgAN) und bei
Nierentransplantatempfangern (NTX) mit Rejektion. Der genaue Ursprung dieser Zellen
ist bisher nicht eindeutig belegt. Der Phanotyp der Zellen im Urin ahnelt den in der
Nierenhistologie nachweisbaren intrarenalen Zellen und unterscheidet sich von den
Zellen des peripheren Blutes. Zumindest flr einige Molekile ist gezeigt, dass der
Kontakt von Immunzellen mit Urin innerhalb von 4-8h zu keiner nennenswerten
Veranderung der Expression fuhrt, was ein adaquates Zeitfenster fir die Analyse von

[85] und unverdifentiichte Daten) - hyiage Ahnlichkeit der Immunzellen in

frischen Urinproben ist'
Nierengewebe und Urin legt nahe, dass die Zellen nicht Uber eine passive Blutung in
den Urin gelangen, sondern aus dem Nierengewebe stammen®*®”l. Daher wurde die
Durchflusszytometrie des Urins zur Differentialdiagnose einer Hamaturie bereits
vorgeschlagen: Bei Patienten mit Glomerulonephritis(GN)-assoziierter Hamaturie lieRen
sich grélRere Mengen an T-Zellen und Makrophagen im Urin nachweisen. Bei Patienten
mit Nierenstein-assoziierter Hamaturie, ideopathischer Hamaturie und erblich bedingter

Hamaturie wie dem Alport-Syndrom lieBen sich hingegen kaum T-Zellen und
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Makrophagen im Urin nachweisen'® . Dementsprechend kann ein Ursprung der Zellen
aus dem Nierengewebe angenommen werden.

In der Nierenpathologie diverser renaler Erkrankungen lassen sich infiltrierende T-Zellen
und Makrophagen in verschiedenen anatomischen Kompartimenten nachweisen, etwa in
den Glomeruli, dem Niereninterstitum und als Tubulitis zwischen den
Tubulusepithelzellen. Ob die Immunzellen im Urin ihren Ursprung in einem bestimmten
anatomischen Kompartiment haben, ist aktuell ungeklart. Die Menge an T-Zellen und
Makrophagen im Urin korreliert gut mit dem Vorhandensein von glomerularen Crescents
und der glomeruldren Schadigung (gemessen als Score), was einen glomerularen
Ursprung der Zellen nahelegt®™ °. Weiterhin teilen die Makrophagen im Urin einige
phanotypische Ahnlichkeiten mit den intraglomerularen Makrophagen, beispielsweise die
Expression von CD16®". Die {berwiegende Mehrheit der renal infiltrierenden
Leukozyten/Lymphozyten findet sich allerdings im Niereninterstitum und weist
Ahnlichkeiten mit den Zellen im Urin auf. Beispielsweise finden sich bei der LN CXCR3+
T-Zellen in Niereninterstitium und Urin, aber nicht in den Glomeruli® 2%, CD8+ T-Zellen
finden sich bei LN ebenso in Urin und Niereninterstitium, aber kaum in den Glomeruli®*
81 Auch bei NTX-Patienten findet sich eine Ubereinstimmung des Zellphdnotyps im Urin
und im Niereninterstitium und eine Korrelation der Menge an Memory/Effektor-T-Zellen
im Niereninterstitium und im Urin®?, was ebenfalls suggeriert, dass die Immunzellen im
Urin das Infiltrat im Niereninterstitium widerspiegeln.

Passend zum mutmalfilichen Ursprung der Immunzellen im Urin kdnnen wahrscheinlich
zwei prinzipielle renale Schadigungsmuster anhand des Vorhandenseins oder Fehlens
von T-Zellen und Makrophagen im Urin unterschieden werden. Bei verschiedensten
Formen von Nierenerkrankungen, die mit einem entziindlichen renalen Infiltrat
einhergehen, lassen sich erhdhte Mengen an T-Zellen und Makrophagen im Urin
nachweisen. Das trift sowohl auf klassisch immunologisch vermittelte
Nierenerkrankungen wie LN, ANCA GN und NTX-Rejektion zu, als auch auf
Nierenerkrankungen wie die diabetische Nephropathie, wo die Nierenentzindung
sekundar auftritt. Im Gegensatz dazu berichten verschiedene Autoren von nur
minimalen Mengen an Immunzellen im Urin bei weniger entzindlichen
Nierenerkrankungen. Bei nicht-proliferativen nephrotischen Syndromen wie der Minimal-
Change-Nephropathie, der membrandsen Nephropathie und der fokal segmentalen
Glomerulosklerose (FSGS) finden sich beispielsweise sehr wenige bis gar keine T-

85, 89, 90, 93981 |n den meisten Studien wurden diese

Zellen und Makrophagen im Urin'
Erkrankungen zwar nur in kleiner Zahl als Kontrollgruppe analysiert, die

Ubereinstimmung der Daten verschiedener Publikationen ist aber so konsistent, dass
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anzunehmen ist, dass sich bei nicht-proliferativen und nicht-entzindlichen
Nierenerkrankungen keine relevanten Mengen an Immunzellen im Urin finden.

Moglicherweis ist das Zellbild im Urin zur Detektion bestimmter pathologischer
Veranderungen sogar sensitiver als die Nierenbiopsie. Viele pathologische
Veranderungen sind in den Nieren nicht homogen verteilt, sondern treten eher grob
verstreut auf, und kénnen dementsprechend in der Nierenbiopsie verfehlt werden. Von
den Glomeruli ist bekannt, dass eine zu geringe Menge an Glomeruli in der

%l Ahnliches gilt wahrscheinlich fiir das

Nierenbiopsie die Sensitivitit reduziert!
Niereninterstitium. Der Urin hingegen spiegelt mutmaRlich die Verhaltnisse in den
gesamten Nieren wider, was eine bessere Sensitivitdt annehmen Iasst.

Wie bereits in der Einleitung dargelegt gibt es einen dringenden Bedarf an Biomarkern
fiir die LN — als Surrogatparameter fur klinische Studien und in der klinischen Praxis,
zum Monitoring und zur rechtzeitigen Adjustierung der Therapie. Rein mechanistisch ist
es plausibel anzunehmen, dass ein Biomarker, der die intrarenale Entzindung
spezifisch widerspiegelt, am ehesten im Urin zu finden ist. Verschiedene Publikationen
haben in den letzten Jahren vor allem Chemokine und Zytokine im Urin als Biomarker fur
die LN mit ELISA oder RT-PCR untersucht. Die Prasenz von zwei Gruppen von
Chemokinen/Zytokinen scheint die LN besonders gut widerzuspiegeln, was
wahrscheinlich Schlisselmomente in der Pathogenese reflektiert. CCL2 (MCP-1) wurde
in verschiedenen Studien mit guten Resultaten als Biomarker untersucht und kénnte
sogar pradiktiv fir kommende Schiibe sein® . CCL2 ist vermutlich fiir die
Rekrutierung von Makrophagen in die Nieren verantwortlich, und Blockade von CCL2
mildert die LN in einem Mausmodell'®" "2 Die zweite Gruppe umfasst CXCL10 und
IFNgamma, die bei LN alle erhéht im Urin nachweisbar sind und auf eine Th1-vermittelte
Entziindung in den Nieren hindeuten!'®* 'l Die Urinspiegel von TWEAK (TNF-like weak
inducer of apoptosis) korrelieren ebenfalls gut mit dem Vorhandensein einer aktiven LN.
Interessanterweise wird angenommen, dass die Expression von TWEAK durch CCL2
und CXCL10 induziert wird"®. Neben den genannten gibt es zahlreiche weitere, in
einzelnen Studien untersuchte l6sliche Biomarker im Urin. Es zeichnet sich allerdings
ab, dass kein einzelner I8slicher Biomarker eine befriedigende Genauigkeit fur den
klinischen Einsatz bietet, weshalb die Kombination von verschiedenen I&slichen
Biomarkern aktuell propagiert und evaluiert wird!'®® "%,

In unseren Arbeiten konnten wir zeigen, dass sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen im
Urin eine hervorragende Sensitivitat und Spezifitdt zur Diagnose und womdglich
Verlaufskontrolle der proliferativen LN haben. Praktisch zeitgleich und unabhangig von
unseren Untersuchungen kam eine zweite Arbeitsgruppe zu sehr ahnlichen

Ergebnissen, was die Validitit der Daten starkt®®” %! Woran kénnte es liegen, dass im
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Urin T-Zellen eine Uberlegene Sensitivitat und Spezifitdt gegenliber Zytokinen und
Chemokinen aufweisen? T-Zellen integrieren vermutlich mehrere, potentiell redundante
Chemokinsignale bei ihrer Rekrutierung, und die von T-Zellen produzierten Effektor-
Zytokine sind ebenfalls pleiotrop. Demzufolge ware es gut erklarbar, dass T-Zellen den
Entziindungsprozess besser widerspiegeln als einzelne Chemokine oder Zytokine, die
fur den Krankheitsprozess verzichtbar sind und interindividuell eine heterogene
Expression aufweisen kdnnten. Da die Durchflusszytometrie durch den breiten Einsatz in
der Hamatoonkologie in grélReren Krankenhausern etabliert und verflgbar ist, ware die
Nutzung von T-Zellen im Urin als Biomarker logistisch durchaus machbar. Eine
multizentrische Studie zur weiteren Validierung der Urin-T-Zellen ware zur
Implementierung dieses vielversprechenden Markers wunschenswert, scheiterte aber
bisher an der Finanzierung.

Da sich T-Zellen auch bei anderen Nierenerkrankungen im Urin finden, waren diese
Zellen zwar kein fir die LN spezifischer Marker. Es ist aber anzunehmen, dass dies
ebenso fur Chemokine, Zytokine und andere Immunmediatoren gilt und diese Molekdle
nicht LN-spezifisch sind, sondern eine renale Entzindung widerspiegeln. Auf eine
Nierenbiopsie zur Sicherung der Diagnose wird demnach wahrscheinlich auch in Zukunft
nur im Ausnahmefall verzichtet werden kénnen. Der Bedarf an einem validen Biomarker
zur Entscheidung, wer einer Nierenbiopsie bendétigt, und zur Verlaufsbeurteilung ist

davon unberuhrt.
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5. Zusammenfassung

In den vorliegenden Arbeiten konnte zum Versténdnis einiger Schlisselmomente in der
Pathogenese der LN beigetragen werden. Mit den B1a B-Zellen wurde ein spezielles
Subset von B-Zellen untersucht, die eine Schwachstelle fur den Bruch der
Immuntoleranz bei SLE darstellen kénnten. Fir diese Zellen konnte eine aktive
Partizipation an der Pathogenese mit Klassenwechsel und Infiltration von Milz und
entzindeten Zielorganen gezeigt werden. Bei Patienten mit SLE konnten autoreaktive
CD4+ T-Zellen nachgewiesen werden, die mit der Krankheitsaktivitat korrelieren und B-
Zellen Hilfe zur Autoantikdrperproduktion geben koénnten. Mit CXCR3 wurde ein
Rekrutierungsweg von CD4+ T-Zellen in die entziindeten Nieren bei Patienten mit LN
untersucht und validiert.

Zudem wurde in unseren Arbeiten mit den T-Zellen im Urin ein neuer Biomarker fir die
LN entwickelt. Die Menge von T-Zellen im Urin scheint exzellent das Vorliegen einer
aktiven, proliferativen LN widerzuspiegeln und eine Verlaufsbeurteilung unter Therapie
zu ermoglichen. Damit sind T-Zellen im Urin einer der aktuell genauesten, in Erprobung
befindlichen Biomarker fiir die LN.

Mit der Etablierung des Nachweises von T-Zellen und anderen Immunzellen im Urin bei
LN konnte aufierdem eine methodische Plattform etabliert werden, die eine nichtinvasive
Quelle fur Immunzellen aus den Nieren bietet. Dieser Ansatz bietet ein ,Fenster in die
Nieren® zur besseren Analyse der lokalen Entziindungsvorgange und kdnnte zu einer

mehr human-zentrierten Erforschung von Nierenerkrankungen beitragen.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

ANCA - Anti-Neutrophile cytoplasmatische Antikorper

GN - Glomerulonephritis

APC — Antigen-prasentierenden Zelle

AUC - Area under the Receiver operator curve, Flache unter der ROC-Kurve

CD - Cluster of Differentiation

dsDNA-Antikorper - AntikGrper gegen doppelstrangige DNA

hpf = high power field

IgAN — IgA-Nephropathie

ISN/RPS - International Society of Nephrology/Renal Pathology Society

LN - Lupusnephritis

MMF - Mycophenolat Mofetil

NTN - Nephrotoxisches Nephritismodell

NTX — Nierentransplantat

PBMC - Peripheral Blood Mononuclear Cell (mononukleéare Zellen des
peripheren Blutes)

RBC - Red blood cells, rote Blutkdrperchen

SLE - Systemischer Lupus erythematodes

SLEDAI - Systemic Lupus Erythematosus. Disease Activity Index; Score, der die

SLE-Krankheitsaktivitat widerspiegelt

Sm — Smith, Protein und Zielstruktur von Autoantikérpern beim SLE

SmD1(83-119) — Teilstiick des Sm-Proteins

Treg — Regulatorische CD4+ T-Zelle

TWEAK - TNF-like weak inducer of apoptosis

WHO - Weltgesundheitsorganisation
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