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ZusammenfassungEs ist bekannt, dass Infektionen eine Glomerulonephritis auslösen und vershlehternkönnen. Die Pathogen-Erkennungsrezeptoren, von denen die Toll-like Rezeptoren diebekanntesten sind, spielen dabei eine wihtige Rolle. Sie erkennen sowohl exogeneLiganden, die von Viren und Bakterien stammen, als auh endogene Moleküle, diedurh Zelltod freigesetzt werden. Von besonderem Interesse sind dabei die zweiSignaladapterproteine MyD88 und TRIF, die an Toll-like Rezeptoren binden undderen Aktivierung intrazellulär weiterleiten. Während MyD88 an alle bekanntenToll-like Rezeptoren auÿer TLR3 bindet, interagiert TRIF nur mit TLR3 und TLR4.Virale RNA oder bakterielle Bestandteile können glomeruläre Mesangialzellenüber Rezeptoren des angeborenen Immunsystems aktivieren. Die Hypothese dieserArbeit war, dass auh endogene Liganden glomeruläre Mesangialzellen über Toll-likeRezeptoren aktivieren. Somit könnten Toll-like Rezeptoren durh die Vermittlungniht-infektiöser, �steriler� Entzündungsmehanismen an der Pathogenese derImmunkomplex-Glomerulonephritis maÿgeblih beteiligt sein.Aus Trif-, Myd88- und Tlr2-Knokout-Mäusen wurden zunähst primäre glomeruläreMesangialzellen gewonnen, um Toll-like Rezeptor-abhängige E�ekte im Vergleih zuWildtyp-Zellen zu untersuhen.Die Expressions-Analyse der Pathogen-Erkennungsrezeptoren primärer glomerulärerMesangialzellen aus C57BL/6-Mäusen zeigte eine deutlihe Expression derToll-like Rezeptoren 2, 3 und 4 sowie der RNA-Helikasen MDA-5 und RIG-I.In vitro-Stimulationen mit TLR-Liganden führten zu einer Freisetzung desproin�ammatorishen Zytokins Interleukin-6 aus Mesangialzellen. ApoptotisheZellen konnten ebenfalls Mesangialzellen zu einer IL-6-Produktion aktivieren, diein Myd88- und Tlr2-de�zienten Mesangialzellen jedoh niht nahweisbar war.Stimulationsexperimente mit aufgereinigter RNA aus apoptotishen Zellen zeigteneine Trif-abhängige Signalweiterleitung. Die Stimulation mit Mediumüberständennekrotisher Zellen führte hingegen zu einer starken TLR2- und MyD88-abhängigenAktivierung primärer Mesangialzellen. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dassapoptotishe und nekrotishe Zellen glomeruläre Mesangialzellen via TLR2/MyD88aktivieren, während die Stimulation mit aufgereinigter RNA apoptotisher Zellenüber TLR3/TRIF zu einer proin�ammatorishen Antwort in Mesangialzellen führte.In dieser Arbeit konnte somit erstmals nahgewiesen werden, dass auhniht-Pathogen-assoziierte Liganden glomeruläre Mesangialzellen über Toll-likeRezeptoren aktivieren.Um die funktionelle Relevanz der Toll-like Rezeptoren in der Pathogenese derGlomerulonephritis zu untersuhen, wurden Knokout-Mäuse verwendet, denenentweder das Gen für TRIF oder MyD88 fehlte und dadurh die entsprehendeix



ZusammenfassungToll-like Rezeptor-Signalkaskade unterbrohen war.Als experimentelle Grundlage diente das Modell der nephrotoxishen Serumnephritis.Mäusen wurden dabei im Kaninhen gewonnene und gegen die murine glomeruläreBasalmembran gerihtete Antikörper verabreiht. Dies führte zur Induktion einerImmunantwort gegen die fremden Antikörper mit Bildung und Ablagerung vonglomerulären Immunkomplexen. Nah drei Wohen zeigte sih das klinishe undhistologishe Vollbild einer Immunkomplex-Glomerulonephritis.Während in Wildtyp- und Trif-de�zienten Mäuse nah drei Wohen eine signi�kanteProteinurie und Retention von Harnsto� nahweisbar waren, fanden sih in denMyd88-Knokout-Mäusen normale Werte. Ebenso zeigten sih bei den Wildtyp- undTrif-de�zienten Mäusen typishe Veränderungen in der Histologie mit deutliherSklerosierung und Halbmondbildung der Glomeruli, während Myd88-de�ziente Tiereein unau�älliges histologishes Bild boten. Auh in der Immunhistohemie konntenentsprehende Veränderungen in Wildtyp- und Trif-Knokout-Mäusen nahgewiesenwerden. Im Vergleih zu den Myd88-de�zienten Mäusen fand sih eine vermehrteIn�ltration von Makrophagen und T-Lymphozyten.Sowohl klinish als auh histologish zeigten somit Trif-de�ziente Mäuse imGegensatz zu Myd88-de�zienten Mäusen eine dem Wildtyp vergleihbar ausgeprägteGlomerulonephritis.Um die immunologishen Komponenten der Pathogenese weiter zu di�erenzieren,wurde zunähst die humorale Immunantwort der Mäuse untersuht. Im Serum allerVersuhstiere konnten Antikörper gegen die injizierten Kaninhen-Immunglobuline invergleihbaren Mengen nahgewiesen werden. Folglih führte eine Deaktivierung vonMyD88 oder TRIF niht zu einer Verminderung der humoralen Immunantwort.Somit könnte der klinishe Untershied in der zellulären Immunantwort begründetsein. Diesen Gedanken unterstützte eine signi�kant und vergleihbar hoheInterferon-γ-Sekretion der mit Kaninhen-IgG reaktivierten Splenozyten von Wildtyp-und Trif-de�zienten Mäusen, bei normalen Werten der Myd88-Knokout-Tiere. Zudemkonnte eine deutlihe Reaktivierung der zytotoxishen T-Zellen ebenfalls nur in denWildtyp- und Trif-de�zienten Mäusen nahgewiesen werden. Somit wirkte derShutz vor der Entwiklung einer Immunkomplex-Glomerulonephritis bei denMyd88-Knokout-Mäusen wahrsheinlih über die zelluläre Immunantwort.Mit diesen Versuhen konnte gezeigt werden, dass die durh TRIFweitergeleitete Aktivierung von TLR3 keine Rolle in der Pathogenese derImmunkomplex-Glomerulonephritis spielt, da eine Deaktivierung des Gens keinenEin�uss auf die Ausbildung der Erkrankung im Modell der nephrotoxishenSerumnephritis hatte. Allerdings konnte durh Unterbrehung der Myd88-vermitteltenTLR-Signalkaskade die Induktion der Glomerulonephritis vollständig verhindertwerden, ebenso die Aktivierung von T-Lymphozyten, welhe maÿgeblih an derPathogenese im Modell der nephrotoxishen Serumnephritis beteiligt sind.
x



1 Einleitung1.1 Klinishe Aspekte der GlomerulonephritisDie Glomerulonephritis ist eine der häu�gsten Ursahen für die Entwiklungeiner terminalen Niereninsu�zienz. Viele Glomerulonephritiden bleiben unerkannt,da sie erst zu Symptomen führen, wenn eine hronishe Niereninsu�enz bereitseingetreten ist. Ein Weiterleben des betro�enen Patienten ist dann nur mit Hilfe einerNierenersatztherapie oder Nierentransplantation möglih.Laut QuaSi-Niere Jahresberiht 2006/2007 wurden in Deutshland mehr als 90.000Patienten mit einer Nierenersatztherapie versorgt. Davon waren etwa 65.000Patienten dialysep�ihtig und etwa 25.000 befanden sih in Nahsorge nahNierentransplantation. Dies entspriht einer Gesamtprävalenz (Dialysepatienten undPatienten in Nahsorge nah Nierentransplantation) von 1114 pro Million Einwohner.2006 wurden mehr als 17.000 Patienten erstmalig in das Verfahren einer dauerhaftenNierenersatztherapie aufgenommen. Dies entspriht einer Inzidenz von 213 pro MillionEinwohner. Analysen über den Zeitraum von 1995 bis 2006 ergaben einen jährlihenZuwahs der Prävalenz von durhshnittlih 4,4% und ein Anstieg der Inzidenz von5,1% (siehe Abbildung 1.1) [1℄.

Abbildung 1.1: Prävalenz und Inzidenz der hronishen Nierenersatztherapie: Dargestelltsind die steigende Prävalenz der Dialysepatienten und Patienten in Transplantatnahsorgeüber den Zeitraum von 1995 bis 2006, eine steigende Inzidenz der neu behandeltenDialysepatienten pro Jahr und die seit 1995 steigende Anzahl verstorbener dialysep�ihtigeroder transplantierter Patienten [1℄.
1



1 Einleitung

Abbildung 1.2: Diagnoseverteilung der Patienten mit hronisher Niereninsu�ziez beiTherapiebeginn (Inzidenz) im Jahresvergleih: Die prozentuale Verteilung zeigt einen Anstiegvon Diabetes mellitus und der vaskulären Nephropathie über den Zeitraum von 1996 bis2006. Insgesamt ist Diabetes mellitus gefolgt von der vaskulären Nephropathie die häu�gsteGrunderkrankung bei terminaler Niereninsu�zienz. Die Glomerulonephritis ist mit 13%dritthäu�gste Ursahe einer hronishen Niereninsu�zienz [1℄.In den USA verzeihnet das United States Renal Data System (URDS) einenähnlihen Anstieg der Prävalenz und Inzidenz der terminalen Niereninsu�zienz.Gemäÿ Hohrehnungen des URDS werden die Patientenzahlen in den USA weiterzunehmen. So wird die Inzidenz von 110.000 im Jahre 2006 bis zum Jahre2020 auf 150.000 anwahsen, während sih die Prävalenz von 506.000 (2006)auf 784.000 (2020) erhöhen wird [2℄. In Deutshland und in den USA ist diehronishe Glomerulonephritis nah diabetisher und hypertensiver Nephropathie diedritthäu�gste Ursahe einer hronishen Niereninsu�zienz. Die Diagnoseverteilungin Deutshland von 1996 bis 2006 zeigt, dass Diabetes mellitus und die vaskuläreNephropathie als Grunderkrankung immer mehr an Bedeutung gewinnen (sieheAbbildung 1.2). Dies lässt sih durh das immer höhere Alter der Patienten erklären,die eine höhere Inzidenz für vaskuläre Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ IIaufweisen.Chronish niereninsu�ziente und dialysep�ihtige Patienten weisen eine höhereKomorbidität und Mortalität im Vergleih zur Gesamtbevölkerung auf. KardialeErkrankungen und Infektionen zählen zu den häu�gsten Todesursahen [1℄.Somit entsteht ein gesellshaftlihes und volkswirtshaftlihes Problem, da einerseitsdie hronishe Nierenersatztherapie zu einer gravierenden Einshränkung derLebensqualität des Patienten als auh seiner Angehörigen führt. Andererseitsentstehen enorme Kosten durh die Behandlung der hronishen Niereninsu�zienzund ihrer Folgeerkrankungen.Die Nierentransplantation gilt als die beste Alternative zur Nierenersatztherapie.Laut Angaben der Deutshen Stiftung Organtransplantation (DSO) war dieHauptindikation für eine Nierentransplantation im Jahre 2007 mit mehr als 7002



1.2 Pathophysiologie glomerulärer Erkrankungentransplantierten Patienten eine Glomerulonephritis (siehe Abbildung 1.3). Trotz einerleiht gestiegenen Transplantationsrate warteten 2007 dreimal mehr Patienten auf eineNiere als Nierentransplantate zur Verfügung standen [3℄. Dieser Zustand wird sihangesihts der steigenden Inzidenz dialysep�ihtiger Patienten niht wesentlih ändern.Daher sind neue Therapieansätze zur Prävention und Verhinderung eines weiterenFortshreitens der hronishen Niereninsu�zienz unbedingt erforderlih.

Abbildung 1.3: Indikationen für eine Nierentransplantation: Die Glomerulonephritis istmit einem Anteil von 25% der transplantierten Patienten in Deutshland die häu�gstezugrunde liegende Erkrankung bei terminaler Niereninsu�zienz, die auf die Warteliste fürNierentransplantation gesetzt wird [3℄.1.2 Pathophysiologie glomerulärer Erkrankungen1.2.1 Allgemeine Pathologie des GlomerulusAls Glomerulus bezeihnet man ein Kapillarknäuel, das jeweils am Anfang derkleinsten funktionellen Einheit, dem Nephron steht. In ihrer Gesamtheit pressen dieGlomeruli täglih 120-180 Liter Ultra�ltrat aus dem Plasma in die BowmansheKapsel ab. Dabei ist die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) abhängig von einerausreihend hohen Durhblutungsrate der Glomeruli, dem Filtrationsdruk, derFiltrations�ähe und der Zusammensetzung der Filtrationsbarriere. Diese Parameterwerden streng durh Tonusänderungen in den Widerstandsgefäÿen reguliert, umeinen gleihbleibenden Blut�uss und Filtrationsdruk in den Glomeruli zu gewähren.Die Mesangialzellen, die sih überwiegend in der glomerulären Matrix be�nden,sorgen dabei durh ihre Kontraktionsfähigkeit für eine konstante Filtrations�ähe.Die Filtrationsbarriere setzt sih aus einem fenestriertem Endothel, der glomerulären3



1 EinleitungBasalmembran (GBM) und Podozyten zusammen. Auf Grund physiohemisher undelektrostatisher Eigenshaften der Filtrationsbarriere ist der abgepresste Primärharnweitgehend frei von Blutzellen und Plasmaproteinen. Eine glomeruläre Läsion hatdaher fast immer eine erniedrigte GFR und/oder eine als pathologish zu wertendeAussheidung von Plasmaproteinen und Blutzellen im Urin zur Folge.Vershiedene Kriterien harakterisieren eine Shädigung der Glomeruli:Zellproliferation, Vermehrung der extrazellulären Matrix, Sklerose, Halbmondbildung,Migration und Einlagerung des Mesangiums sowie eine Veränderung der Epithelzellenin ihrer Morphologie.Vermehrte Zellproliferation im Glomerulus kann sowohl Folge einer Zellvermehrungvon intrinsishen Nierenzellen wie Mesangial-, Epithel- und Endothelzellen als auheiner Ansammlung von Leukozyten in den Kapillaren oder im Mesangium sein.Eine Vermehrung der extrazellulären Matrix entsteht durh die Zunahme vonmesangialen Matrixkomponenten und von Bestandteilen der Basalmembran.Die glomeruläre Sklerose resultiert durh eine Zunahme der extrazellulären Matrixund/oder Plasmaprotein-Insudate, die wiederum zu einer Obliteration der Kapillarenund somit zu einer Verfestigung bzw. Sklerosierung der Kapillarshlingen führt. Wenndas gesamte Glomerulus von der Narbenbildung betro�en ist, spriht man von einerkompletten Sklerose. Bei einer segmentalen Sklerose sind nur Teile des glomerulärenShlingenapparates involviert.Halbmondbildung (Cresent) bedeutet eine Ansammlung von Zellen undextrazellulären Zellmaterial im extrakapillären Teil des Glomerulus. Sie ist Folgeeiner shweren Shädigung der Kapillaren mit Unterbrehung der Gefäÿwandund subsequenter Ausshüttung von Fibrin von der Innenseite der geshädigtenGefäÿwand nah auÿen in den extrakapillären Teil des Glomerulus. Dies ist vonGefäÿzellproliferation und einer Ansammlung von Monozyten und anderen Blutzellenbegleitet. Die zelluläre Zusammensetzung der Halbmonde hängt von der Art derShädigung der Basalmembran der Bowmanshen Kapsel ab. Sind Zellen und Kollagenan der Halbmondbildung beteiligt, so wird dies als �brozellulär bezeihnet. Ist nurKollagen im extrakapillären Teil des Glomerulus zu �nden, wird das Cresent als�brotish deklariert.Die Migration des Mesangiums wird folgendermaÿen beshrieben: Mesangialzellenund mesangiale Matrix breiten sih vom zentralen Teil der Kapillarshlingendes Glomerulus in die Peripherie aus, indem sie zwishen Edothelzellen undBasalmembran entlangwandern, sih dort einlagern und so zur Verdikung derKapillarwände beitragen.Veränderungen der Epithelzellmorphologie können nur im Elektronenmikroskopnahgewiesen werden. Im Zusammenhang mit dem Proteinverlust über diegeshädigten Kapillaren kommt es meist zu einem Verlust der Fuÿfortsätze derZellen [4℄.
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1.2 Pathophysiologie glomerulärer Erkrankungen

Abbildung 1.4: Membranöse Glomerulopathie: sihtbare subepitheliale Ablagerungen derImmunkomplexe (Silber Methenamin Färbung) [6℄.1.2.2 Nephrotishes SyndromDas nephrotishe Syndrom ist durh eine Proteinurie von mehr als 3,5g/Tag de�niert.Wenn die Albumin-Syntheseleistung der Leber den renalen Eiweiÿverlust nihtmehr kompensieren kann, entwikeln sih Hypalbuminämie, Hyperlipoproteinämie,Ödeme und Hyperkoagulabilität. Ursahe des nephrotishen Syndroms ist die erhöhtePermeabilität der Filtrationsbarriere für Plasmaproteine.Im folgenden werden die Glomerulonephritiden aufgeführt, die überwiegend mit einemnephrotishen Syndrom einhergehen.Membranöse Glomerulopathie Die Membranöse Glomerulopathie ist eine derHauptursahen des nephrotishen Syndroms. Sie ist meist idiopathish, kann aberauh sekundär bei Hepatitis B, Sjögren Syndrom, Transplantation, SystemishenLupus Erythematodes, Diabetes mellitus, Sarkoidose, Syphilis sowie bei bösartigenTumoren [5℄ auftreten. Ebenso kann eine Belastung mit bestimmten Pharmazeutikaund Shwermetallen (z.B. Peniillamine, Gold) eine membranöse Glomerulopathieauslösen [6℄. Die membranöse Glomerulopathie tritt meist bei Erwahsenen inder 4.-5. Lebensdekade auf. Männer sind häu�ger als Frauen betro�en. Etwa30% der Patienten entwikeln ein hronishes Nierenversagen mit entsprehenderniedrigter glomerulärer Filtrationsrate (GFR) [7℄. Klinish au�ällig ist meist dasnephrotishe Syndrom, seltener eine asymptomatishe Proteinurie oder Hämaturie.Die Diagnose wird mittels Nierenbiopsie gestellt und stützt sih auf morphologisheVeränderungen im Glomerulus. Die typishen histologishen Veränderungen sindeine im Mikroskop sihtbare Verdikung der glomerulären Basalmembran undimmunhistologish nahweisbare subepitheliale Immunkomplex-Ablagerungen (sieheAbbildung 1.4). Durh die Immunkomplexe wird das Komplementsystem aktiviert,eine Einwanderung von Entzündungszellen und glomeruläre Zellproliferation könnenjedoh niht nahgewiesen werden [8℄. 5



1 Einleitung

Abbildung 1.5: Membranoproliferative Glomerulonephritis: deutlih sihtbareKapillarwandverdikungen bei der MPGN Typ II durh Immunkomplex-Ablagerungenin der Basalmembran (Masson Trihrom Färbung) [6℄.Membranoproliferative Glomerulonephritis Die membranoproliferativeGlomerulonephritis (MPGN) ist klinish meist durh ein kombiniertes nephritishes/nephrotishes Syndrom mit Hypokomplementämie, d.h. einer Verminderung derKomplementfaktoren, gekennzeihnet. Die MPGN ist nur selten Ursahe einesnephrotishen Syndroms und tritt meist bei Kindern auf. Anhand des mikroskopishenBefundes werden Typ I, II und III mit abnehmender Häu�gkeit untershieden.Charakteristish für die MPGN Typ I sind subendotheliale und mesangialeImmunkomplexablagerungen, eine Expansion der Mesangiums und eine Verdikungder glomerulären Basalmembran. Mesangialzellen und in�ltrierende Monozytenlagern sih zwishen Endothel und Basalmembran, was zu einer Doppelkonturierungder Basalmembran führt. Die Proliferation ist meist uniform und di�us bei deridiopathishen MPGN, während eine unregelmäÿige Proliferation eher auf eineLupusnephritis bei systemishen Lupus Erythematodes (SLE) hinweist. Bei derMPGN Typ II imponieren die fortlaufenden, dihten Immunkomplex-Ablagerungenin der Basalmembran (dense deposit disease) (siehe Abbildung 1.5). Bei Typ III sindneben subendothelialen auh subepitheliale Ablagerungen nahweisbar. Sekundärtritt die MPGN bei vershiedenen hronishen Infektionen wie Hepatitis B und C,Syphilis oder bakterieller Endokarditis, bei Autoimmunerkrankungen wie SLE, beithrombotishen Mikroangiopathien und bei Paraproteinablagerungen auf [9℄[10℄.Minimal-Change-Glomerulopathie Die Minimal-Change-Glomerulopathie ist in90% der Fälle bei Kindern und 10-15% der Fälle bei Erwahsenen Ursaheeines nephrotishen Syndroms [11℄. Im Mikroskop lassen sih meist normaleGlomeruli darstellen. Immunkomplexe sind niht nahweisbar und auh sklerotisheUmbauvorgänge �nden niht statt. Einzig im Elektronenmikroskop kann eineveränderte Morphologie der Epithelzellen (Podozyten) mit Verlust der Fuÿfortsätzenahgewiesen werden. In den meisten Fällen ist die Ätiologie unklar, seltensind Arzneimittel wie Nihtsteroidale Antirheumatika (NSAID) oder maligne6



1.2 Pathophysiologie glomerulärer Erkrankungen

Abbildung 1.6: Fokal segmentale Glomerulosklerose: deutlih sihtbare segmentaleObliteration des Kapillarlumens angrenzend am vaskulären Pol des Glomerulus mitVermehrung der mesangialen Matrix, Kapseladhäsionen, und hyalinen Ablagerungen (rot)(Chromotrope 2R�Silber Methenamin Färbung) [6℄.Erkrankungen wie Morbus Hodgkin Ursahe einer Minimal-Change-Glomerulopathie[12℄.Fokal segmentale Glomerulosklerose Die Fokal segmentale Glomerulosklerosegehört mittlerweile zu den häu�gsten Ursahen des nephrotishen Syndroms beiErwahsenen in den USA. Dabei ist eine steigende Inzidenz vor allem in derafroamerikanishen und spanishen Bevölkerung bei Kindern und Erwahsenen zubeobahten [13℄. Die Glomeruli sind bei der fokalen Glomerulosklerose nur teilweise,d.h. segmental, von einer Sklerosierung betro�en (siehe Abbildung 1.6). Ein weiteresKennzeihen ist die Hyalinose, welhe durh Plasmaprotein-Insudate verursaht wird.Adhäsionen oder Synehien am tubulären Pol der Glomeruli sind Zeihen einerfrühen Sklerosierung [4℄. Wie bei der Minimal-Change-Glomerulopathie können keineImmunkomplexe nahgewiesen werden. Ein Verlust der Fuÿfortsätze der Epithelzellenkann im Elektronenmikroskop sihtbar sein, ist jedoh weniger ausgeprägt als bei derMinimal-Change-Glomerulopathie [12℄.1.2.3 Nephritishes SyndromDas nephritishe Syndrom ist durh ein aktives Sediment mit glomerulärer Hämaturieund Erythrozytenzylindern gekennzeihnet, während die Proteinurie nur geringausgeprägt ist. Je nah Ausdehnung und Progressionstendenz der Entzündung kann einlangsamer oder ein rasher Abfall der GFR eintreten. Des Weiteren führt die Natrium-und Wasserretention zu einer Volumenexpansion mit Ödembildung und Hypertension.Im folgenden werden die Glomerulonephritiden aufgelistet, die mit einem nephritishenSyndrom assoziiert sind. 7



1 EinleitungAkute postinfektiöse Glomerulonephritis Die akute postinfektiöseGlomerulonephritis (APGN) ist eine Immunkomplex-Glomerulonephritis mitgranulären Ablagerungen von IgG und C3 im Mesangium und in der glomerulärenBasalmembran. Sie tritt vor allem bei Kindern im Alter von 2-12 Jahren a. 6-30Tage im Anshluss einer abgelaufenen Infektion auf und heilt meist spontan aus [14℄.Die häu�gsten Auslöser sind Infektionen mit β-hämolysierenden Streptokokken derGruppe A der oberen Luftwege (Pharyngitis, Tonsillitis) oder der Haut (Impetigo).Seltener entwikelt sih eine APGN durh persistierende Infektionen wie bakterielleEndokarditis, tiefe Abszesse, oder in�zierte ventrikuloatriale Shunts (Therapie desHydrozephalus). Häu�ge klinishe Kennzeihen sind neben dem akuten nephritishenSyndrom eine Oligurie bis hin zum akuten Nierenversagen, das durh die Abnahmeder glomerulären Filtrationsrate begründet ist. Zudem kommt es zur Natrium- undWasserretention mit Ödembildung und daraus resultierender Hypertonie [15℄. ImMikroskop sind in der Regel eine di�us proliferative und exudative Glomerulonephritismit Proliferation des Mesangiums, eine In�ltration des Interstitiums (v.a. neutrophileGranulozyten und Makrophagen) sowie ein interstitielles Ödem nahweisbar.Elektronenmikroskopish lassen sih subepitheliale Immunkomplexablagerungen,sogenannte �humps� , nahweisen. Immun�uoreszenzfärbungen zeigen meist di�useunregelmäÿige granuläre Ablagerungen von IgG und C3 entlang der glomerulärenBasalmembran [4℄.Immunglobulin-A-(IgA-)Nephropathie Bei der IgA-Nephropathie handelt essih um eine proliferative Glomerulonephritis bisher unklarer Genese, die nahihrem Erstbeshreiber Jean Berger auh Morbus Berger genannt wird. Siewird durh die Anwesenheit von IgA-Ablagerungen im Mesangium de�niert.Di�erentialdiagnostish ist zu beahten, dass IgA-Ablagerungen auh bei der PurpuraShönlein-Henoh, SLE, bei Leberzirrhose sowie einer Reihe von in�ammatorishenErkrankungen wie M. Behterew, Psoriasis, M. Reiter auftreten können. Daslihtmikroskopishe Bild der IgA-Nephropathie variiert sehr (am häu�gsten �ndetsih eine di�use oder fokal segmentale mesangioproliferative GN) und es bestehenauh mehrere Klassi�kationen, von denen das System nah Lee, das Systemnah Haas und die WHO-Einteilung für Lupusnephritis die gebräuhlihstensind. Im Elektronenmikroskop �nden sih Immunkomplex-artige elektronendihteAblagerungen im Mesangium. Epidemiologish ist die IgA-Nephropathie die häu�gsteGlomerulonephritis weltweit, wobei untershiedlihe Prävalenzen bezüglih dereinzelnen Bevölkerungen vorhanden sind [16℄. Die höhste Prävalenz �ndet sihbei asiatisher oder amerikanisher (nativ), mittlere Prävalenz bei kaukasiher unddie niedrigste Prävalenz bei afrikanisher Abstammung. Die IgA-Nephropathie trittdoppelt so häu�g bei Männern als bei Frauen auf. Die Erkrankung wird meist im spätenKindesalter bzw. im jungen Erwahsenenalter diagnostiziert. Typish für den initialenKrankheitsbeginn sind eine asymptomatishe Hämaturie oder eine intermittierendegroÿe Hämaturie oder die Kombination aus beidem.8



1.2 Pathophysiologie glomerulärer Erkrankungen

Abbildung 1.7: Antibasalmembran-Glomerulonephritis: Die Fluoreszenz-Färbung zeigt einelineare IgG-Färbung entlang der Basalmembran [20℄.1.2.4 Nierenbeteiligung bei SystemerkrankungenSystemisher Lupus Erythematodes Beim systemishen Lupus Erythematodes(SLE) handelt es sih um eine Autoimmunerkrankung unklarer Ätiologie. DieseSystemerkrankung kann in jedem Lebensalter auftreten, betri�t aber überwiegendFrauen im Alter von 20-40 Jahren. Bis zu 70% der Patienten entwikeln eineklinish oder morphologish nahweisbare Nierenerkrankung. In Autopsiestudienvon Lupuspatienten konnten bei fast 90% renale Veränderungen nahgewiesenwerden. Die niedrigste 5-Jahres-Überlebensrate haben Patienten mit renaler undzentralnervöser Beteiligung. Somit sind Shwere und Art der Nierenbeteiligungwesentlihe Faktoren für die Prognose der Lupuspatienten. Die Lupusnephritis wirdnah histologishen Kriterien in sehs vershiedene Klassen eingeteilt. Entsheidendfür die Diagnose des SLE sind neben der typishen Klinik der serologishe Nahweisvon Autoantikörpern gegen Doppelstrang-DNA, nukleäre Antigene wie Smith, Ro,La sowie positive Befunde von antinukleären Antikörpern (ANA), Anti-RNP undAnti-Phospholipid Antikörper. Es wird angenommen, dass die Lupusnephritis durhAblagerung von zirkulierenden Immunkomplexen hervorgerufen wird. Dabei spielendie Anti-dsDNA-Antikörper, die an freie DNA binden eine wesentlihe Rolle bei derEntstehung dieser Immunkomplex-Glomerulonephritis [17℄.Antibasalmembran-Glomerulonephritis Bei der Antibasalmembran-Glomerulo-nephritis (Anti-GBM-GN) handelt es sih um eine systemishe Vaskulitis der kleinenGefäÿe. Zirkulierende Anti-GBM-Antikörper führen bei 30-40% der Patienten zu einerrash progredienten Glomerulonephritis ohne Lungebeteiligung während bis zu 70%zusätzlih im Rahmen des Goodpasture Syndroms pulmonale Symptome aufweisen.Die Autoantikörper sind gegen die α3-Kette des TypIV-Kollagens gerihtet [18℄. Beietwa einem Drittel der Patienten sind auh ANCA positiv [19℄. ImmunhistologisheUntersuhungen ergeben den Nahweis subendothelialer, linearer IgG-Ablagerungen(siehe Abbildung 1.7). 9



1 EinleitungANCA- und Paui-Immun-Glomerulonephritis Vaskulitiden sind entzündliheGefäÿerkrankungen mit granulozytärer In�ltration der Gefäÿwände und desperivaskulären Gewebes. Folgen sind Gewebeblutungen und ishämish-nekrotisheOrganshäden. Bei den ANCA-assoziierten systemishen Vaskulitiden wie der WegenerGranulomatose und dem Churg-Strauss-Syndrom trägt zusätzlih die granulomatöseEntzündung zur Organshädigung bei. Eine renale Beteiligung wird vor allembeobahtet, wenn kleine Gefäÿe betro�en sind. In der Immunhistologie sind keine odernur minimale Immunglobulinablagerung nahweisbar (Paui-Immun GN).1.3 Die Immunkomplex-Glomerulonephritis1.3.1 Pathophysiologie der Immunkomplex-GlomerulonephritisEin Glomerulus kann durh vershiedene Ursahen geshädigt werden. Auslöserkönnen Sto�wehselstörungen, Durhblutungsstörungen, toxishe Substanzen undInfektionen sein. Die meisten glomerulären Erkrankungen werden durh Störungendes Immunsystems ausgelöst und sind daher entzündliher Natur. Immunvermittelteglomeruläre Erkrankungen sind harakterisiert durh Bildung und Ablagerungvon Immunkomplexen (IK) im Glomerulus, und werden daher auh alsImmunkomplex-Glomerulonephritiden zusammengefasst (siehe Abbildung 1.8).Zu den häu�gsten Formen zählen die IgA-Nephropathie, akute postinfektiöseGN, membranoproliferative GN und die sekundär durh Systemisher LupusErythematodes entstehende Lupusnephritis. Zwei wesentlihe Mehanismen werdenfür die Entstehung eines IK-vermittelten glomerulären Shadens verantwortlihgemaht. Zum einen können sih die Immunkomplexe in situ bilden, indem Antikörperan gewebeständige Antigene binden. Andererseits können Immunkomplexe auhin der Blutzirkulation entstehen und durh ihre positive Ladung an der negativgeladenen GBM anlagern [23℄[24℄. Kleine kationishe Immunkomplexe lagern sihsubepithelial der GBM ab und können so eine membranöse Nephropathie verursahen,während gröÿere Immunkomplexe in der Regel zusammen mit anderen Molekülenwie Komplementfaktoren und Matrixproteinen im Mesangium und entlang derKapillaren akkumulieren und so eine proliferative Glomerulonephritis auslösen[25℄. Immunkomplexe im Glomerulus führen unter anderem zu einer Aktivierungvon Mesangialzellen. So geht man davon aus, dass eine Entzündungsreaktion imMesangium von einer Interaktion der Immunkomplexe mit Mesangialzellen abhängigist, die eine Aktivierung des Komplementsystems und anderer Entzündungsprozessezur Folge hat. Nah dieser initialen Aktivierung synthetisieren Mesangialzellenvershiedene Entzündungsmediatoren wie Zytokine und Chemokine und tragenso zu einer Verstärkung der glomerulären Entzündung bei (siehe Abbildung1.9) [22℄. Histologish ist eine Glomerulonephritis durh Leukozytenin�ltration,Zellproliferation, Matrix-Ablagerungen in den Glomeruli, Halbmondbildung undglomeruläre Sklerose gekennzeihnet.10



1.3 Die Immunkomplex-Glomerulonephritis

Abbildung 1.8: Shematishe Darstellung der Antibasalmembran-Antikörper-GN und derImmunkomplex-Glomerulonephritis: A. Normales Glomerulus: Die Kapillarshlingen sind vonder glomerulären Basalmembran, die sih aus gefenstertem Endothel, der Basalmembran undPodozytenfortsätze zusammensetzt, umgeben. Die Bowman'she Kapsel bildet die äuÿersteShiht des Glomerulus. Das Mesangium liegt zentral und bildet sih aus Mesangialzellenund extrazellulärer Matrixproteine. B. Im Blut zirkulierende Antibasalmembran-Antikörperbinden linear an Basalmembranantigene (Goodpasture-Autoantigene sind Bestandteiledes Typ-IV-Kollagens, gegen die der Organismus Antikörper der IgG-Klasse bildet).C. Immunkomplex-Glomerulonephritis: Zirkulierende Antikörper, die z.B. bei derakuten postinfektiösen Glomerulonephritis oder Lupusnephritis vorkommen, bindensih an den Kapillaren und der innneren Basalmembran. In B und C kommtes durh Komplementaktivierung, Chemokine und andere Entzündungsmediatoren zurFreisetzung leukotaktisher Faktoren und damit zur Einwanderung von Entzündungszellen.Cresent/Halbmondbildung entsteht durh Proliferation der Kapselepithelzellen. D. ANCA(antineutrophile ytoplasmatishe Antikörper)-assoziierte Glomerulonephritis (WegenerGranulomatose) [21℄.
11



1 Einleitung

Abbildung 1.9: Entstehung der Immunkomplex-Glomerulonephritis: Immunkomplexekönnen glomeruläre Mesangialzellen aktivieren, die wiederum Entzündungsmediatoren wieChemokine und proin�ammatorishe Zytokine freisetzen. Dies führt shlieÿlih zu einerShädigung des glomerulären Filterapparates [22℄.1.3.2 Bedeutung glomerulärer Mesangialzellen bei derGlomerulonephritisDas Mesangium liegt zentral im Glomerulus zwishen fenestrierten Endothelzellender Kapillaren und der glomerulären Basalmembran. Es besteht aus Mesangialzellen,die in die mesangiale Matrix eingebettet sind [26℄[27℄. Durh seine zentraleLage spielt das Mesangium eine wesentlihe Rolle bei der Entwiklung undProgression glomerulärer Erkrankungen. So können Mesangialzellen sowohl systemishüber das kapilläre Endothel als auh lokal durh in�ltrierende Leukozytenproin�ammatorishe Signale und Stimuli erhalten. Bei allen hronishen undprogressiven Nierenerkrankungen wird eine Expansion des Mesangiums durhZellproliferation und Vermehrung der extrazellulären Matrix als typisheshistologishes Merkmal beshrieben [28℄. Im Allgemeinen ist eine Aktivierungvon Mesangialzellen durh pathologishe Stimuli mit den Hauptmerkmalen einesglomerulären Shadens wie In�ltration von Leukozyten, Zellproliferation und12



1.3 Die Immunkomplex-GlomerulonephritisFibrose vergesellshaftet. Durh Adhäsionsmoleküle und Chemokin-Freisetzung ausMesangialzellen wird die Leukozytenmigration in das Glomerulus vermittelt, was denBeginn eines glomerulären Shadens harakterisiert. Die Expansion des Mesangiums,welhe shlieÿlih zu einer irreversiblen Glomerulosklerose führen kann, ist meisteine Folge eines Ungleihgewihts zwishen Matrixproduktion und -degradation, daswiederum von Wahstumfaktoren und proin�ammatorishen Zytokinen abhängigist. Mesangialzellen produzieren eine Vielzahl von Entzündungmediatoren undspielen somit eine zentrale Rolle in der Pathogenese immunvermittelter glomerulärerErkrankungen [29℄[30℄[31℄.Glomeruläre Mesangialzellen besitzen Eigenshaften glatter Muskelzellen. NebenSmooth Musle Atin bestehen die Zellen aus den Intermediär�lamenten Desmin undVimentin. Durh ihre Kontraktilität können sie die glomeruläre Filtration beein�ussenund entsprehend auf Vasokonstriktoren und -relaxantien reagieren.Zusätzlih besitzen Mesangialzellen Eigenshaften antigenpräsentierender Zellen mitder Fähigkeit zur Phagozytose und Synthese von Immunmediatoren [32℄. Zudemwurde die Expression der Adhäsionsmoleküle ICAM-1 und VCAM-1 nahgewiesen[33℄[34℄[35℄. Diese Moleküle sind essentiell für die Aufnahme zirkulierender Leukozytenin das Gewebe. Zytokine wie TNF-α und IL-1β, aber auh LPS führen zu einerverstärkten Expression dieser Adhäsionsproteine und damit zu einer vermehrtenInteraktion von Leukozyten und Mesangialzellen [36℄.Vershiedene Faktoren tragen zur Leukozytenin�ltration in das Glomerulus bei.Dazu zählen neben Komplementfaktoren (C5a), Platelet Ativating Fator (PAF),Leukotriene (LTB4) auh die proin�ammatorishen Zytokine und Chemokine [37℄.Chemokine können lokal sezerniert werden und vermitteln die Rekrutierung vonLeukozyten während der Initiation und Progressionsphase der renalen Entzündung.Sie sind dabei an der Adhäsion, Migration und Chemotaxis beteiligt. Chemokinewerden vor allem von intrinsishen renalen Zellen gebildet, aber auh die in�ltrierendenLeukozyten können Quelle einer lokalen Chemokin-Produktion sein [38℄[39℄. EineExpression von CC-Chemokinen wie MCP-1, RANTES, MIP-1α, CXC-Chemokine wieIL-8, IP-10 und MIP-2 auf Mesangialzellen konnte nahgewiesen werden. Weiterhinkonnte gezeigt werden, dass proin�ammatorishe Stimuli wie TNFα, IL-1β, IFN-γeine Produktion von MCP-1, IL-8, IP-10 und MIP-2 in Mesangialzellen induzieren[40℄[41℄[42℄. Ebenso führen vasoaktive Substanzen wie Angiotensin II zu einervermehrten Expression von IP-10, MIP-1α und MCP-1 [43℄.Glomeruläre Mesangialzellen exprimieren auh Chemokin-Rezeptoren wie CXCR3,CCR1 und CCR7, was darauf hinweist, dass intrinsishe renale Zellen auh aufChemokine reagieren können, die während der initialen Phase der glomerulärenShädigung sezerniert werden [44℄. IP-10 induziert Proliferation und Migration,CXCL9/MIG führt ebenfalls zu einer Proliferation, während RANTES Migrationbeein�usst und MIP-2 wiederum die Expression von MCP-1 und RANTES inMesangialzellen fördert[45℄[46℄.Das Kennzeihen vieler Glomerulonephritiden ist die Proliferation der Mesangialzellenim Mesangium. Eine Reihe von Faktoren regulieren die Mesangialzellreplikation indemsie Zellproliferation, Überleben/Fortbestand und Apoptose kontrollieren. Es wurde13



1 Einleitungbeshrieben, dass Wahstumfaktoren wie PDGF, EGF und IGF, proin�ammatorisheZytokine wie TNF-α, IL-1 und IL-6 neben Angiotensin II und anderen dieZellfunktionen in Mesangialzellen parakrin und autokrin beein�ussen und sozur Proliferation anregen können[47℄[48℄. Eine Hohregulation dieser proliferativenFaktoren konnte bei vershiedenen entzündlihen Prozessen in der Niere sowie beikultivierten Mesangialzellen nahgewiesen werden.Proin�ammatorishe Zytokine wie IL-1, TNF-α und IL-6 aktivieren auhT-Helfer-Zellen. TNF-α wird bei entzündlihen glomerulären Läsionen vonMesangialzellen wie auh von in�ltrierenden Makrophagen ausgeshüttet [49℄. IL-6induziert Zellproliferation und Di�erenzierung unter anderem auh in Mesangialzellen[50℄. Bei Patienten mit mesangioproliferativer Glomerulonephrtitis konnte IL-6vermehrt nahgewiesen werden [51℄[52℄. Radeke et al. konnten auÿerdem zeigen, dassInterleukin-6 die Progression hronisher, entzündliher Prozesse im Glomerulus durhInduktion von ROS (Reative oxygen speies), Proteinasen und Matrixmolekülenbegünstigt [29℄.Weiterhin konnten F-Rezeptoren für IgG und IgA auf Mesangialzellen nahgewiesenwerden [53℄. Sogenannte F-Rezeptoren können den F-Teil von Immunglobulinen unddamit auh Immunkomplexe erkennen. Experimentelle Studien konnten zeigen, dassF-Rezeptoren (FR) eine wihtige Rolle bei der Entstehung der Immunkomplex-GNspielen [54℄. Kultivierte Mesangialzellen können IgA bzw. IgG-Immunkomplexeniht nur binden, sondern auh aufnehmen. Dies führt zu einer Produktionvershiedener Moleküle, die shlieÿlih In�ammation, Proliferation, Migrationund Matrixproduktion beein�ussen können. Immunkomplexe können die Synthesevon proin�ammatorishen Zytokinen wie TNF-α, IL-1 oder IL-6 bewirken. DieIgG-Bindung und Aufnahme kann durh Stimulation der Mesangialzellen mit IFN-γ,Komplement- und Wahstumsfaktoren sowie Angiotensin II hohreguliert werden.Auh die F-Rezeptor-Expression in Mesangialzellen kann durh Zytokine wie IFN-γund IL-10 stimuliert werden [55℄.Die genannten Mehanismen zeigen somit, dass glomeruläre Mesangialzellen vonzentraler Bedeutung in der Pathogenese der immunvermittelten Glomerulonephritidensind.1.3.3 Modell der nephrotoxishen SerumnephritisDas Modell der nephrotoxishen Serumnephritis (NSN), einer experimentellenAntibasalmembran-Glomerulonephritis wurde erstmals von Masugi 1934 [56℄beshrieben und wird bis heute als experimentelle Methode verwendet, um in vivoimmunvermittelte glomeruläre Erkrankungen zu untersuhen.Bei diesem Mausmodell wird ein nephrotoxishes Serum, das Antikörper gegen dieglomeruläre Basalmembran enthält, den Versuhstieren appliziert. Dies führt zueiner histologish wie klinish nahweisbaren shweren Glomerulonephritis in einemZeitraum von zwei bis drei Wohen (siehe auh Methodenteil und Abbildung 2.1). Inder akuten Phase der experimentellen Antibasalmembran-Glomerulonephritis kommtes durh Antikörperablagerung im Glomerulus zu einer Aktivierung von Komplement14



1.4 Das Immunsystemund einer Ansammlung von Entzündungszellen. Die Induktion des NSN-Modells inMäusen und Ratten ergab zudem eine verstärkte Expression von Chemokinen imZusammenhang mit der Einwanderung von Leukozyten [57℄[41℄. Des Weiteren wurdeeine Akkumulation der extrazellulären Matrix und eine Mesangialzellproliferationnahgewiesen, die von einer Hohregulation proin�ammatorisher Zytokine wie IL-1und TNF-α, von Wahstumsfaktoren und der induzierbaren NO Synthase (iNOS)begleitet waren [30℄[43℄[58℄.1.4 Das ImmunsystemDer menshlihe Körper ist zeitlebens der Gefahr ausgesetzt, sowohl von �auÿen�durh umgebende Mikroorganismen als auh von �innen� durh entartete eigene Zellenin seiner Integrität gestört zu werden. Trotz dieser ständigen Exposition wird eingesunder Mensh selten krank. Dies ist auf die Leistung unseres Immunsystemszurükzuführen, die darin besteht, den Organismus in seiner Unversehrtheit zubewahren. Das Immunsystem muss eindringende Pathogene erkennen und e�ektivbeseitigen, ohne den eigenen Organismus dabei anzugreifen. Die Untersheidung von�fremd� und �eigen� ist dabei eine wesentlihe Aufgabe der Immunabwehr. Weiterhinsoll ein verbesserter Shutz bei erneutem Kontakt mit demselben infektiösen Agensgewährleistet werden.Dazu bedient sih das Immunsystem zweier untershiedlih organisierter, abermiteinander in Kontakt stehender E�ektorsysteme: dem angeborenen und erworbenenImmunsystem. Das Zusammenspiel beider gewährleistet eine e�ektive Immunabwehrdes menshlihen Körpers. Viele Infektionen werden erfolgreih von der angeborenenImmunität abgefangen und verhindern so eine Erkrankung. Solhe Infektionen, dieniht vom angeborenen Immunsystem allein abgewehrt werden können, lösen eineImmunantwort der erworbenen Abwehr aus und führen in der Regel zu einemimmunologishen Gedähtnis, welhes im Falle einer Reinfektion für eine shnellereund e�zientere Abwehr verantwortlih ist.1.4.1 Angeborene und erworbene ImmunabwehrDer Hauptuntershied zwishen angeborenem und erworbenem Immunsystembesteht in den vershiedenen Erkennungsmehanismen und Rezeptoren (sieheauh Tabelle 1.1). Das angeborene Immunsystem stellt die erste wirksameAbwehrreaktion gegen eindringende Krankheitserreger dar, indem es eine Infektionunter Kontrolle bringen und sogar vollständig beseitigen kann, bevor das erworbeneImmunsystem aktiv wird. Zum angeborenen Immunsystem zählen die Epithelien,die als Barriere für Krankheitserreger dienen, zelluläre Bestandteile, die sowohlim Blut als auh im Gewebe agieren, und Plasmaproteine. Die Epithelienbedeken die inneren und äuÿeren Ober�ähen des Körpers. Durh hemishe,mehanishe oder mikrobielle Eigenshaften bilden sie eine Shutzbarriere undstellen damit die erste Abwehrfunktion gegen eindringende Mikroorganismen dar.15



1 EinleitungDie zellulären Bestandteile der angeborenen Immunabwehr sind Makrophagenund neutrophile Granulozyten, die auh als Phagozyten zusammengefasst werdenund für die Aufnahme und Abtötung der Erreger verantwortlih sind. NatürliheKillerzellen (NK-Zellen) haben eine wihtige Rolle in der Abwehr von intrazellulärenErregern wie Viren. Daneben trägt auh das Komplementsystem zur Beseitigungvon Krankheitserregern bei. So sind Komplementfaktoren an einer wirksamenPhagozytose und Lyse von Mikroorganismen beteiligt, aber spielen auh einewihtige Rolle in der Antikörperproduktion nah Aktivierung des erworbenenImmunsystems. Die Abwehrstrategie des angeborenen Immunsystems untersheidetsih vom erworbenen Immunsystem in sofern, dass es niht die Erkennung vonjedem möglihen Antigen als Ziel hat, sondern sih auf die Erkennung von wenigen,im höhsten Maÿe konservierte Strukturen spezialisiert hat, die in einer groÿenGruppe von vershiedenen Mikroorganismen vorhanden sind. Diese Strukturen nenntman Pathogen-assoziierte molekulare Patterns (PAMP) und die entsprehendenRezeptoren des angeborenen Immunsystems Pattern-Reognition-Rezeptoren (PRRs)/Pathogen-Erkennungsrezeptoren. Rezeptoren des angeborenen Immunsystems sindin der genomishen DNA kodiert, wodurh die Spezi�tät jeder dieser Rezeptorengenetish determiniert ist. Vorteil dieser Keimbahn-kodierten Rezeptoren ist, dass siedurh natürlihe Selektion eine de�nierte Spezi�tät zur Abwehr von Mikroorganismenentwikelt haben. Pathogen-Erkennungsrezeptoren können Pathogene unabhängigihres Lebenszyklus erkennen, sind auf allen Zellen exprimiert und unabhängigvom immunologishen Gedähtnis. Die einzelnen Pathogen-Erkennungsrezeptorenreagieren auf spezi�she PAMP, aktivieren eine spezi�she Signalweiterleitung undführen so zu einer Abwehrantwort. Die Basis des angeborenen Immunsystems ist ihreKonservierung von der P�anze über die Fruht�iege bis hin zu den Säugetieren.Bekannte molekulare Pathogen-assoziierte Patterns sind bakterielleLipopolysaharide, Peptidoglykane, bakterielle DNA oder Doppelstrang RNA.Obwohl sih diese Strukturen hemish sehr voneinander untersheiden, habendie molekularen Pathogen-assoziierten Strukturen gemeinsame Eigenshaften.Pathogen-assoziierte Strukturen werden in der Regel von Mikroorganismen produziertund niht vom Menshen bzw. Wirt. Zum Beispiel kommen Lipopolysaharide(LPS) nur in Bakterien vor. Die von den Pathogen-Erkennungsrezeptoren erkanntenStrukturen sind zudem meist essentiell für das Überleben der Mikrorganismen,d.h. sie ändern sih wenig in der Evolution. Weiterhin �nden sih molekularePathogen-assoziierte Patterns gleihzeitig bei einer groÿen Anzahl vershiedenerMikroorganismen. LPS beispielsweise ist ein Hauptbestandteil der äuÿeren Zellwandder Gruppe der gramnegativen Bakterien. Der LPS-Rezeptor TLR4 kann somitInfektionen durh gramnegative Bakterien erkennen und die Immunantwortaktivieren.Das erworbene Immunsystem ist erst in der späteren Phase der Immunabwehran der Elimination von Pathogenen beteiligt. Es zeihnet sih durh seineAntigen-Spezi�tät aus, die durh klonale Selektion aus einem immensen Angebotvon Lymphozyten mit vershiedenen Antigen-spezi�shen Rezeptoren gebildet wird.Diese Antigen-spezi�shen Rezeptoren werden durh Gen-Rearrangement gebildet,16



1.4 Das Immunsystemso dass jeder Lymphozyt mit einem strukturell einzigartigen Rezeptor ausgestattetist. Diese Rezeptoren werden niht vererbt und müssen daher von jedem Individuumneu gebildet werden. Nah Antigenkontakt kommt es zur Proliferation der einzelnenLymphozytenklone und shlieÿlih zur Aktivierung von Antikörper-produzierendenB-Zellen. Ein Teil der proliferierenden Lymphozyten di�erenzieren zu Gedähtniszellenund bilden so ein immunologishes Gedähtnis aus, um einen verstärkten Shutzgegen eine erneute Infektion zu gewährleisten.Tabelle 1.1: Allgemeine Untershiede zwishen angeborenem und erworbenenImmunsystem, modi�ziert nah Janeway et al. [59℄.Angeboren ErworbenRezeptoren: im Genom kodiert kodiert in GenabshnittenRearrangement niht notwendig notwendigDistribution: niht-klonal klonalalle Zellen einer Klasse identish vershiedenErkennung: konservierte molekulare Patterns Struktureinheiten(z.B. LPS) (Proteine, Peptide, KH)Fremd-Eigen-Untersheidung: ausgereift: niht ausgereift:Selektion während Evolution Selektion in SomazellenReaktionszeit: sofort verzögertImmunanwort: kostimulatorishe Moleküle klonale ExpansionZytokine: IL-6, IL-1β IL-2Chemokine: IL-8 E�ektor-Zytokine: IL-4,IFN-γ1.4.2 Pathogen-Erkennungsrezeptoren und ihre LigandenDas angeborene Immunsystem bedient sih einer Reihe vonPathogen-Erkennungsrezeptoren, die auh Pattern-Reognition-Rezeptoren (PRR)genannt werden und auf der Zellober�ähe, in intrazellulären Kompartmentsoder im Zytosol exprimiert sind. Die bisher am besten untersuhtenPathogen-Erkennungsrezeptoren sind die sogenannten Toll-like Rezeptoren(TLR). TLR �ndet man als evolutionär konservierte Rezeptoren vom WurmCaenorhabditis elegans bis hin zu den Säugetieren [60℄[61℄[59℄. Das Protein Toll,Namensgeber der TLR, wurde erstmals 1985 in der Arbeitsgruppe von ChristianeNüsslein-Volhard als ein Genprodukt, das für Entwiklung der dorso-ventralenAhse in Drosophila-Embryos von Bedeutung ist, entdekt [62℄[63℄. Das Toll-Genkodiert ein Transmembran-Protein, das Leuinreihe Wiederholungen enthält [64℄.Nah Endekung des humanen IL-1 Rezeptors (IL-1R) stellte sih heraus, dasssowohl Toll als auh IL-1R über die gleihe zytoplasmatishe Toll/Interleukin-1Rezeptor (TIR)-Domäne verfügen [65℄. Auÿerdem konnten beide Rezeptoren17



1 EinleitungTranskriptionsfaktoren der NF-κB (nulear fator�κB)-Familie aktivieren, welheeine wihtige Rolle bei der Induktion der Immunantwort bei Säugetieren spielt.Des Weiteren konnte bei der adulten Fliege nahgewiesen werden, dass Toll einewesentlihe Bedeutung bei der Abwehr von Pilzinfektionen hat [66℄.Die Entdekung der Toll-like Rezeptoren (TLR) in Säugern als homologesProtein des Toll-Rezeptors der Tau�iege o�enbarte neue Perspektiven für dasVerständnis der Immunreaktion und Infektabwehr. So gelang es erstmals RuslanMedzhitov 1997 in der Arbeitsgruppe von Charles A. Janeway Jr. das menshliheHomolog des Toll-Rezeptors (hToll, jetzt TLR4) nahzuweisen [67℄. Bis heutesind 10 Toll-like Rezeptoren beim Menshen (TLR1-10) und 12 in Mäusen(TLR1-9, TLR11-13) identi�ziert worden. Toll-like Rezeptoren sind integrale TypI-Membran-Glykoproteine, deren extrazelluläre hufeisenförmige Domäne vershiedeneLeuin-reihe Motive enthält [68℄. Die intrazelluläre Domäne ist homolog zu derdes IL-1 Rezeptors und wird daher als Toll/IL-1R (TIR)-Domäne bezeihnet [69℄.Mikrobielle Pathogene werden von TLR über bestimmte Mustererkennungsmoleküleerkannt (siehe Tabelle 1.2). Im Zuge der Erforshung der Toll-like Rezeptoren wurdedie Aufmerksamkeit auh vermehrt auf die TLR-unabhängigen Abwehrmehanismendes angeborenen Immunsystems gelenkt. So wurde durh die Entdekung der NOD(nukleotide-binding oligomerization domain)-like Rezeptoren (NLR) sowie der RIG(retinoi-aid-induible protein)-like Rezeptoren (RLR) neue Grundsteine für dasVerständnis der Immunabwehr in den einzelnen Zellkompartments gelegt. Währenddie Toll-like Rezeptoren auf der Zellmembran oder endosomalen Membran lokalisiertsind, be�nden sih die NLR und RLR im Zytosol der Zelle und können so vershiedenePathogen-assoziierte Moleküle untersheiden.TLR1 TLR1 bildet zusammen mit TLR2 ein Heterodimer, welhesTriayllipopeptide erkennt. Diese Coexpression von TLR1 und 2 wurde erstmalsvon Wyllie et al. [70℄ in HeLa-Zellen beshrieben, welhe erst durh Expressionbeider TLR auf löslihe Strukturen von Neisseria meningitides reagierten. Studienmit Tlr1-Knokout-Mäusen konnten die Erkennung von Triayllipopeptiden undLipoproteinen von Mykobakterien sowie von Borrelia Burgdorferi nahweisen [71℄[72℄.Tlr1-de�ziente Makrophagen wiesen dagegen eine normale Immunanwort nahStimulation mit Diayllipoproteinen auf, so dass TLR1 eine wesentlihe Rolle bei derUntersheidung von Diayl- und Triayllipoproteine spielt. Diayllipoproteine werdenvon dem strukturell ähnlihen Heterodimer TLR2 und 6 erkannt (siehe unten).TLR2 TLR2 kann vershiedene Pathogene erkennen: Lipoproteine vongram-negativen Bakterien, Myoplasmen, Treponema pallidum und BorreliaBurgdorferi, Peptidoglykane wie Lipoteihonsäure von gram-positiven Bakterien,Lipoarabinmannan von Mykobakterien, Glyosylphosphatidylinositol vonTrypanosoma ruzi [73℄, Phenol-löslihes Modulin von Staphyloous epidermis[74℄, Zymosan von Pilzen, Glykolipide von Treponema maltophilum [75℄[76℄. Diesegroÿe Breite und Vielfalt der Pathogen-Erkennung wird derzeit durh die Möglihkeit18



1.4 Das Immunsystemvon TLR2 erklärt, Herterodimere mit TLR1 oder TLR6 zu bilden. So werdenDiayllipoproteine aus Mykoplasmen, Lipoteihonsäure (LTA) aus Streptokokken derGruppe B und Zymosan von dem Heterodimer TLR2/6 erkannt [77℄, während dasTLR1/2-Heterodimer auf Triayllipoproteine aus Mykobakterien reagiert [78℄.TLR3 Lena Alexopoulou konnte 2001 in der Arbeitsgruppe von Rihard Flavellnahweisen, dass Doppelstrang-RNA (dsRNA) Ligand von Toll-like Rezeptor 3 ist[79℄. DsRNA wird während der Replikation und Vermehrung von Viren gebildet undspielt so eine wihtige Rolle bei der Erkennung von Virusinfektionen. So ergabenStudien mit Tlr3-Knokout-Mäusen, dass diese gegenüber Infektionen mit West NileVirus, LCMV (lymphoyti horiomeningitis virus), VSV (vesiular stomatitis virus),MCMV (murine ytomegalie virus) und Reovirus im Vergleih zur Wildtyp-Kontrolleemp�ndliher reagieren [80℄[81℄. Ein synthetishes Analogon für dsRNA stellt diePolyriboinosin-Polyriboytidyl-Säure, verkürzt poly(I:C) dar, das wie virale dsRNATLR3 aktiviert und zu einer Induktion von Typ I-Interferonen führt. Trotz der bisherpublizierten Daten zu TLR3 bleibt unklar welhe Rolle TLR3 bei der Erkennungund Abwehr von Viren spielt. So gibt es auh Rezeptoren, welhe im Zytosollokalisiert sind und TLR-unabhängig dsRNA und damit Viren erkennen können (sieheRNA-Helikasen).TLR4 Durh Versuhe mit Tlr4-Knokout-Mäusen konnte gezeigt werden, dassTLR4 eine essentielle Rolle für die Signalweiterleitung von Lipopolysahariden (LPS),welhe in den Zellwänden von gramnegativen Bakterien vorkommen, spielt [82℄. Fürdie Erkennung von LPS sind noh das LPS-binding Protein (LBP), CD14 und MD-2notwendig [83℄. So bindet LPS zuerst an das LPS-binding Protein, welhes wiederummit CD14, einem GPI-Anker-Molekül assoziiert ist. LPS ist ein äuÿerst potentesImmunstimulanz, welhes bei entsprehender Exposition bis zum Shok führen kann.Weitere Liganden von TLR4 sind Taxol, das aus der Eibenrinde gewonnen und klinishgegen Tumoren eingesetzt wird [84℄, das Fusionsprotein des Respiratory SynytialVirus (RSV) [85℄ und das Envelope-Glykoprotein des Mouse Mammary tumor Virus(MMTV) [86℄. Mehrere sogenannte endogene Liganden wie Heat-Shok - Proteinewurden ebenfalls als Liganden von TLR4 beshrieben (siehe unten).TLR5 TLR5 erkennt Flagellin, ein monomerer Bestandteil von Flagellen aufBakterien [87℄. Zudem konnte gezeigt werden, dass Flagellin Lungenepithelzellenaktiviert [88℄ und so die These untersützt, dass TLR5 eine bedeutende Rolle bei derImmunabwehr in Muosazellen spielt. Im Darm ist TLR5 vor allem auf intestinalenCD11-positiven Lamina propria-Zellen exprimiert. Diese Zellen erkennen pathogeneBakterien, die niht der normalen Darm�ora entsprehen. In Tlr5-Knokout-Mäusenkonnte der verminderte Transport von Salmonella typhimurium vom Intestinumzu mesenterishen Lymphknoten nahgewiesen werden [89℄. Zudem sheint TLR5auh bei der Immunabwehr im Harntrakt eine wesentlihe Bedeutung zu haben,da Tlr5-de�ziente Mäuse im Vergleih zu Wildtyp-Tieren anfälliger gegenüber19



1 Einleitung

Abbildung 1.10: Struktur der Toll-like Rezeptoren 2, 3 und 4 und ihre Interaktion mitLiganden: Pam3CSK4 ist ein synthetishes tripalmityliertes Lipopeptid, das das azetylierteAminoterminus bakterieller Lipopeptide imitiert. Es bindet an das Heterodimer TLR2/1.Virale Doppelstrang-RNA (dsRNA) bindet an TLR3 und Lipopolysaharide gramnegativerBakterien binden an TLR4 und MD2 [68℄.
20



1.4 Das Immunsystemtransurethralen Esherihia oli-Infektionen sind [90℄.TLR6 Wie TLR1 bildet auh TLR6 ein Heterodimer mit TLR2, so dass TLR6 für dieErkennung und Untersheidung von TLR2-Liganden von Bedeutung ist [91℄. So zeigtenTlr6-Knokout-Mäuse keine Immunantwort nah Gabe von Diayllipoproteinen ausMykoplasmen, während durh Gabe von Triayllipoproteinen aus gramnegativenBakterien eine dem Wildtyp entsprehende Immunantwort ausgelöst wurde [77℄.TLR7 Imidazoquinoline wie Imiqumod und R-848 sind low-moleular-weightMoleküle, welhe eine Immunantwort durh IFN-α-Synthese und Ausshüttunganderer Zytokine in vershiedenen Zellenarten hervorrufen können. Hemmi etal. konnten 2001 nahweisen, dass Imidazoquinoline Liganden für TLR7 sind,da weder Tlr7- noh Myd88-Knokout-Mäuse eine Immunantwort nah Gabevon Imidazoquinolinen zeigten [92℄. Anshlieÿende Studien ergaben, dass TLR7Einzelstrang-RNA (ssRNA) erkennt, welhe aus vershiedenen Viren wie HIV (humanimmunode�ieny virus), VSV (vesiular stomatitis virus) und In�uenza-Virusstammt [93℄[94℄[95℄. SsRNA kann auh vom Menshen selbst gebildet werden. DieUntersheidung zwishen viraler und eigener ssRNA wird durh die Lokalisation vonTLR7 erklärt. So liegen TLR7 wie auh TLR9 in der endosomalen Membran, wo eigenessRNA unter normalen Bedingungen niht hingelangt.TLR9 TLR9 erkennt wie TLR3 und TLR7 Nukleinsäuren. Während TLR3 und 7durh RNA aktiviert wird, kann TLR9 DNA aus Viren und Bakterien detektierenund eine Signalkaskade zur Abwehr initiieren. Für die Erkennung der DNA sindsogenannte CpG-Motive von Bedeutung [96℄. Zwei vershiedene Motive wurden bisheute als Liganden für TLR9 identi�ziert: CpG-A und CpG-B. Das zuerst endektekonventionelle CpG-B-Motiv ist ein potentes Immunstimulanz für die Induktion vonIL-12 und TNF-α, während CpG-A eine vermehrte IFN-α-Freisetzung und wenigereine IL-12-Ausshüttung von pDCs (plasmaytoid dendriti ells) zur Folge hat [97℄.TLR9 ist wie TLR7 im endosomalen Kompartment der Zelle lokalisiert.TLR11 Der murine Toll-like Rezeptor 11 ist im Blasenepithel exprimiert undreguliert die Immunabwehr gegen pathogene Bakterien im Harntrakt [98℄. Des weiterenkonnte Pro�lin, das aus Toxoplasma gondii gewonnen wurde, als Ligand für TLR11identi�ziert werden [99℄.RNA-Helikasen Kato et al. konnte 2005 zeigen, dass Viren auh TLR-unabhängigdas Immunsystem aktivieren kann. So werden die RNA-Heliasen RIG-I und MDA-5durh virale RNA aktiviert, das über eine Signalkaskade eine NF-κB-Aktivierungzur Folge hat. Während TLR virale RNA im endosomalen Kompartment derZelle erkennen, sind die Helikasen im Zytosol lokalisiert und detektieren dorteine Virus-Infektion [112℄. Studien mit RIG-I-Knokout-Mäusen zeigten eineverminderte Interferon-Antwort nah Infektion mit Newastle Disease Virus, Vesiular21



1 EinleitungTabelle 1.2: Pathogen-Erkennungsrezeptoren (PRR) und ihre Liganden:Pathogen-Erkennungsrezeptoren erkennen spezi�she Pathogen-assoziierte molekulareStrukturen (PAMP).PRR Ligand/PAMP Herkunft ReferenzTLR1 Triayl Lipopeptide (Myko)Bakterien [71℄TLR2 Peptidoglyane, gram-pos. Bakterien [100℄[76℄[101℄Lipoteihonsäure(LTA), gram-pos. BakterienLipoarabinomannan, Mykobakterien [102℄GPI-Anker-Proteine, TrypanosomaPhenol-löslihes Modulin, Staphyloous epidermisZymosan, Saharomyes [91℄Glyolipide Treponema maltophilumTLR3 dsRNA Viren [79℄TLR4 LPS gram-neg. Bakterien [82℄Taxol Eibenrinde [84℄RSV Fusionsprotein RSV [85℄MMTV envelope protein [86℄TLR5 Flagellin Bakterien [87℄TLR6 Diayllipopeptide Mykoplasmen [77℄TLR7,8 ssRNA, Viren [92℄Imidazoquinoline VirenTLR9 CpG DNA [96℄TLR11 Pro�lin [99℄RIG-I 3P-RNA Viren [103℄MDA-5 dsRNA Viren [104℄NOD1,2 Peptidoglykane Bakterien [105℄[106℄IPAF,NAIP5 Flagellin Bakterien [107℄[108℄NALP3 RNA, Bakterien [109℄ATP, [110℄Harnsäurekristalle [111℄TLR8 ist nur beim Menshen kodiert. Liganden für TLR10, 12 und 13 sind bislang nohniht identi�ziert worden. Bisher bekannte RIG-like Rezeptoren sind RIG-I und MDA-5. Diewihtigsten NOD-like Rezeptoren sind NOD1 und 2, IPAF, NAIP5 und NALP3.Stomatitis Virus, In�uenza-Virus, Sendai-Virus sowie dem japanishen EnzephalitisVirus. MDA-5-Knokout-Mäuse wiesen eine verminderte Immunantwort gegenPiorna-Viren wie dem Enzephalomyokarditis-Virus, Theiler's Virus und Mengo-Virusauf [113℄. Hornung und Pilhelmair konnten shlieÿlih 2006 5'-Triphosphat-RNA alsspezi�shen Liganden für RIG-I identi�zieren [103℄[114℄. Für MDA-5 konnte bishernur die synthetishe dsRNA Poly(I:C) als Ligand nahgewiesen werden [113℄.NOD-like Rezeptoren NOD-like Rezeptoren (NLR) sind wie die RNA-Heliasenim Zytosol lokalisiert. Bislang sind 20 Rezeptoren dieser Familie bekannt, von denen22



1.4 Das Immunsystemdie bekanntesten NOD1, NOD2, IPAF, NAIP5 und NALP3 sind. NOD1 und NOD2erkennen wie TLR2 Peptidoglykane [105℄[106℄, während IPAF und NAIP5 durhFlagellin aus Salmonella typhimurium (IPAF) und Legionella pneumophila (NAIP5)aktiviert werden [108℄[107℄. Nalp3 ist essentiell für die Erkennung bakterieller RNA[109℄, ATP [110℄ und von Harnsäurekristallen [111℄.1.4.3 Signaltransduktion der Pathogen-ErkennungsrezeptorenTLR-abhängige Signaltransduktion Mit Ausnahme von TLR3 bedienensih alle Toll-like Rezeptoren des Myeloid Di�erentiation Faktors 88 (MyD88)als Adaptermolekül zur Signalweiterleitung. So führt eine Aktivierung derToll-like Rezeptoren über MyD88, IRAK-4 (IL-1R-assoziierte Kinase 4),IRAK-1 (IL-1R-assoziierte Kinase 1), TRAF6 (TNFR-assoziierten Faktor 6)zu einer Aktivierung des IKK-Komplexes (inhibitor of kappa B kinase) mitsubsequenter Degradation von Iκ-B. Dies hat shlieÿlih eine Translokation desTranskriptionsfaktors NF-κB in den Zellkern und die Produktion in�ammatorisherZytokine zur Folge. Darüber hinaus sheint das Adapterprotein TIRAP (TIR-domainadaptor protein) zusammen mit MyD88 eine wesentlihe Bedeutung in derSignalweiterleitung von TLR2 und 4 zu haben [115℄. Einzigartig in pDCs führtdie Aktivierung von TLR7 und 9 über eine Interaktion mit IRF7 zu einer Induktionvon IFN-α/β [116℄. Kawai et al. konnte shon 1999 zeigen, dass es noh einenMyD88-unabhängigen Transduktionsweg gibt. So führte eine Stimulation von TLR4in MyD88-de�zienten Makrophagen immer noh zu einer, wenn auh verspätetenAktivierung von NF-κB [117℄. Etwas später konnte shlieÿlih das AdapterproteinTRIF (TIR domain-ontaining adaptor induing IFN-β) identi�ziert werden [118℄.TRIF leitet die Aktivierung von TLR3 und 4 weiter und führt über zwei vershiedeneSignalwege zu einer Translokation der Transkriptionsfaktoren NF-κB- und IRF3. DieAktivierung von IRF3 hat die Induktion von IFN-β zur Folge. TRIF ist somit einzigesAdaptermolekül für Toll-like Rezeptor 3, während sih TLR4 beider Adapterproteinebedient (siehe Abbildung 1.11).TLR-unabhängige Signaltransduktion Nah Aktivierung der RNA-Helikasenwerden die Signale über IPS-1 (in der Literatur auh als Cardif, MAVS und VISAbeshrieben) weitergeleitet [120℄. IPS-1 ist durh seine spezielle Struktur in derMitohondrien-Membran verankert und führt über zwei vershiedene Signalwege zueiner Translokation von NF-κB und Transkription von in�ammatorishen Zytokinenund über die Aktivierung von IRF3 und 7 zu einer IFN-α/β-Ausshüttung (sieheAbbildung 1.12).Auh die NOD-like Rezeptoren haben untershiedlihe Signalwege. So führt dieStimulation von NOD 1 und 2 zu einer Translokation von NF-κB, während dieAktivierung von NAIP5, IPAF und NALP3 eine Induktion der Zytokine IL-1β undIL-18 zur Folge hat [106℄[111℄. 23



1 Einleitung

Abbildung 1.11: Signaltransduktion der Toll-like-Rezeptoren: Die Singalweiterleitungerfolgt über die zwei Adapterproteine MyD88 und TRIF. MyD88 vermittelt die Translokationvon NF-κB durh Aktivierung aller TLR mit Ausnahme von TLR3. TLR3 und 4 führen überTRIF zu einer Translokation von NF-κB und IRF3. Einzig in pDCs führt die Stimulationvon TLR7 und 9 zu einer Aktivierung von IRF7 (interferon regulatory fator 7) und damitzur Produktion von IFN-α/β [119℄.1.4.4 Endogene LigandenWie beshrieben sind Toll-like Rezeptoren essentiell für die Erkennung von Pathogen-assoziierten molekularen Patterns (PAMP) und die darauf erfolgende Aktivierungdes (erworbenen) Immunsystems. Eine weitere wihtige Rolle sheinen die TLR beider Erkennung von sogenannten endogenen Liganden zu spielen. Diese endogenenLiganden stammen vom Wirt selbst, es handelt sih also um eine �sterile Infektion�.Die bisher in der Literatur beshriebenen endogenen Liganden stammen meist austoten bzw. sterbenden Zellen und entzündetem Gewebe. Daher werden diese Ligandenauh als Danger/Damage-assoiated Moleular Patterns (DAMP) bezeihnet. PollyMatzinger postulierte shon 1994, dass das Immunsystem neben Infektionen auhauf niht-physiologishen Zelltod, Gewebeshaden oder Stress reagiert und stelltedamit die so genannte �Danger Hypothese� auf (siehe Abbildung 1.13)[122℄[121℄.24



1.4 Das Immunsystem

Abbildung 1.12: Signaltransduktion der RNA-Helikasen: Bei einer Virus-Infektion tretenwährend der viralen Replikation Doppelstrang-Ribonukleinsäuren auf. Diese können vonden RNA-Helikasen RIG-I und MDA-5 erkannt werden und lösen über IPS-1, das in derMitohondrien-Membran verankert ist, eine Signalkaskade aus, die letzlih zu einer Induktionvon IFN-α/β und anderen Zytokinen führt [119℄.Demnah ist ein abnormer Zelltod, der entweder durh eine Infektion oder durhandere pathologishe Prozesse wie Tumorwahstum ausgelöst werden kann, einepotentielle Bedrohung für den Organismus. Spätere Studien konnten diese Theseshlieÿlih unterstützen. So konnte Gallui in der Arbeitsgruppe von Matzinger eineAktivierung von Dendritishen Zellen nah Stimulation mit nekrotishem Zellmaterialnahweisen [123℄. Ebenso zeigte Shi et al., dass Zellshaden oder -tod eine Stimulationvon zytotoxishen T-Lymphozyten bewirkt und damit ein potentes Adjuvans desImmunsystems darzustellen sheint [124℄. Das Immunsystem kann somit sowohl durhinfektiöse wie auh durh niht-infektiöse Stimuli aktiviert werden: einerseits durhdie shon beshriebenen PAMP aus Mikroorganismen und andererseits durh DAMPaus geshädigten Zellen oder Gewebe. In der Tabelle 1.3 sind die in dieser Arbeitrelevanten Danger-assoiated Moleular Patterns aufgeführt.Die meisten endogenen Liganden wurden bisher für TLR2 und 4 beshrieben.Hyaluronsäure und Heparansulfat sind degradierte Moleküle aus der extrazellulären25



1 Einleitung

Abbildung 1.13: Das �Danger-Modell� als Alternative zum �Stranger-Modell�: DangerAssoiated Moleular Patterns (DAMP) aus totem Zellmaterial können dendritishe Zellenstimulieren, so dass diese in Lymphknoten wandern, ihre Antigene präsentieren undshlieÿlih das erworbene Immunsystem aktivieren [121℄.Matrix und können bei allgemeinen Entzündungen oder Arthritis auftreten.Das High-mobility Group Box 1-Protein (HMGB1) wird von nekrotishen Zellenausgeshüttet und aktiviert neben TLR2 und 4 auh den Rezeptor RAGE (reeptorfor advaned glyation end-produts). Ebenso werden die Moleküle Fibronektin,Fibrinogen und Heat Shok Proteine (HSP) aus toten oder sterbenden Zellenfreigesetzt. Einige dieser Moleküle treten vermehrt in Gelenken von Patienten mitrheumatoider Arthritis auf, was auf eine Beteiligung endogener Liganden bei derEntstehung dieser Krankheit hindeutet. Karikó et al. konnten RNA aus nekrotishenZellen sowie mRNA als endogene Liganden für TLR3 nahweisen [125℄. Ebensokonnten Brentano et al. eine TLR3-abhängige Induktion von Zytokinen durh RNA ausnekrotishem Zellmaterial zeigen. So führte die Koinkubation von RASFs (rheumatoidarthritis synovial �broblast) mit nekrotishen Synoviazellen von Patienten mitRheumatoider Arthritis zu einer Ausshüttung von IL-6 und IFN-β, welhe durhzusätzlihe Gabe von Benzonase (degradiert Nukleinsäuren) oder Hydroxyhloroquin(verhindert die Bildung von Endosomen) verringert war [126℄. TLR7 und 9 erkennen26



1.4 Das Immunsystemniht nur virale oder bakterielle Nukleinsäuren, sie können auh eigene DNA oderRNA detektieren und so eine Immunantwort auslösen. Dies hat bei der Entwiklungund Manifestation von Autoimmunerkrankungen wie dem Systemishen LupusErythematodes (SLE) eine zentrale Bedeutung. Versuhe mit Knokout-Mäusen ineinem SLE-Modell zeigten, dass TLR7-De�zienz eher zu einer Verbesserung von SLE,während ein Gen-Knokout von TLR9 zu einer Vershlehterung führte [127℄.Tabelle 1.3: Exemplarishe Übersiht der endogenen Liganden bzw. sogenannterDamage/Danger Assoiated Moleular Patterns (DAMP)TLR Ligand/DAMP Herkunft ReferenzTLR2 Nekrotishe Zellen [128℄[129℄TLR2/4 renale Ishemie/Reperfusion [130℄[131℄HSP60/70 Zellshaden [132℄HMGB1 Nekrotishe Zellen [133℄Hyaluronsäure Zell-/Gewebeshaden [134℄[135℄TLR4 Fibronektin Zell-/Gewebeshaden [136℄Heparansulfat Zell-/Gewebeshaden [137℄Fibrinogen Zell-/Gewebeshaden [138℄TLR3 dsRNA Nekrotishe Zellen [125℄[126℄TLR7 ssRNA/Immunkomplexe apoptotishe/nekrotishe Zellen [139℄[140℄[141℄TLR9 DNA/Immunkomplexe apoptotishe/nekrotishe Zellen [142℄[143℄1.4.5 Toll-like Rezeptoren und NierenerkrankungenEs ist bekannt, dass Infektionen und Störungen des Immunsystems bei einerReihe von Nierenerkrankungen eine wesentlihe Rolle spielen. Mit der Endekungder Toll-like Rezeptoren und ihrer Liganden ergaben sih neue Konzepte zurInterpretation und Analyse sowohl immunologish als auh niht-immunologishbedingter Nierenerkrankungen. Trotz vermehrter Erforshung des angeborenenImmunsystems im Bereih der Nephrologie sind viele Fragen zu den molekularenMehanismen der Pathogenerkennung in der Niere und der immunvermitteltenShädigung der Niere noh unbeantwortet. Des Weiteren ist das Zusammenspiel vonImmun- und niht-Immunzellen in der Niere und deren Rolle bei Nierenerkrankungenvon groÿem Interesse. Die bisherigen Daten in der Literatur unterstützen gleihzeitigden hohen Stellenwert des angeborenen Immunsystems bei Nierenerkrankungen.Im Rahmen bakterieller Infektionen können Zellwandbestandteile der Bakterien in denBlutkreislauf freigesetzt werden. Lipopolysaharide der bakteriellen Zellwand könnenüber die Aktivierung von Toll-like Rezeptor 4 und MyD88 zu einer systemishenAusshüttung von Zytokinen führen, die wiederum ein akutes Nierenversagen undsogar einen septishen Shok auslösen können [144℄.Des Weiteren kann ein akutes Nierenversagen durh Ishämie oder nephrotoxisheSubstanzen ausgelöst werden. Dies führt in der Regel zu einer Shädigung27



1 Einleitungder Tubuluszellen. Nekrotishe Tubuluszellen können dann potentielle endogeneTLR-Liganden freisetzen und so das angeborene Immunsystem in der Niere aktivieren.Vor allem TLR2 und TLR4 sheinen eine wesentlihe Rolle bei oxidativen Stresszu spielen [145℄. Man geht davon aus, dass hier endogene Liganden im Sinne einer�sterilen Entzündung� während der Ishämie gebildet bzw. freigesetzt werden unddurh Aktivierung der Toll-like Rezeptoren zu einer Nierenshädigung beitragen [130℄.Weiterhin führt die systemishe Gabe von TLR2-Liganden im Modell dernephrotoxishen Serumnephritis zu einer Aggravation der Glomerulonephritis undeiner verstärkten Produktion von Antikörpern und spezi�shen T-zellen gegenglomeruläre Antigene [146℄.Bei Harnwegsinfektionen sheint die Erkennung von E.oli über TLR4 von Bedeutungzu sein. So konnte gezeigt werden, dass in TLR4-de�zienten renalen Zellen die Abwehrgegen uropathogene E.oli-Bakterien beeinträhtigt ist [147℄.Bakterien und Viren können DNA-Moleküle freisetzen. Extrazelluläre DNA-Partikelwerden meist durh DNasen abbgebaut. Intrazellulär gibt es mehrere Rezeptoren,die DNA erkennen. Diese Rezeptoren be�nden sih entweder im Zytosol oder wieTLR9 im Endosom. Systemishe Virusinfektionen können mit einer Nierenbeteiligungeinhergehen. Häu�ge DNA-Viren, die mit einer Nierenshädigung assoziiert sind,sind beispielsweise Herpes-Viren, Ebstein-Barr-Virus, Adenoviren oder Polyomaviren.Experimentell führte die systemishe Gabe von CpG-DNA (TLR9-Ligand) zu einemdeutlih früheren Ausbruh der Lupusnephritis im Mausmodell der Lupusnephritismit MRLlpr/lpr-Mäusen sowie zu einer Aggravation einer shon bestehendenGlomerulonephritis [148℄.Bei der transplantierten Niere können Infektionen mit CMV oder Polyomavirusvom BK-Typ eine Transplantatdysfunktion oder Abstoÿungsreaktion hervorrufen.Bisher konnte TLR9 auf dendritishen Zellen als ein Rezeptor für CMV identi�ziertwerden [149℄. Die Relevanz von TLR9 in renalen dendritishen Zellen bei derAbwehr von Viren ist bislang allerdings noh ungeklärt. Erwähnenswert ist, dass aufintrinsishen renalen Zellen wie Mesangial- oder Tubuluszellen die Toll-like Rezeptoren7 und 9 im Gegensatz zu Immunzellen niht exprimiert werden. Dies muss beider Interpretation von in vivo-Experimenten mit entsprehenden Knokout-Mäusenberüksihtigt werden.Neben DNA können auh RNA-Moleküle von Viren insbesondere bei deren Replikationfreigesetzt werden. Ein für die Niere relevantes RNA-Virus ist das HepatitisC-Virus, das sih im Mesangium der Glomeruli anreihert und oft mit einerGlomerulonephritis assoziiert ist. Wörnle et al. konnten zeigen, dass TLR3-mRNAbei einer Hepatitis C-assoziierten Glomerulonephritis hohreguliert wird. Weiterhinkonnte eine vermehrte Expression von TLR3 auf glomerulären Mesangialzellen nahStimulation mit den proin�ammatorishen Zytokinen INF-γ und TNF-α nahgewiesenwerden. Die systemishe Gabe des synthetishen TLR3-Liganden Poly(I:C) führte zueiner Anreiherung der dsRNA in den Endosomen der Mesangialzellen sowie zu einervermehrten Expression von IL-1, IL-6, IL-8 und MCP-1. Diese Daten lassen somit eineTLR3-vermittelte Aktivierung lokaler und systemisher Immunmehanismen durhMesangialzellen bei der Hepatitis-C-assoziierten Glomerulonephritis vermuten [150℄.28



1.5 FragestellungDiese Daten bilden derzeit die Grundlage für neue Konzepte in der nephrologishenForshung. Wir wissen, dass die Rezeptoren des angeborenen Immunsystems durhentsprehende Liganden-Interaktion Immunzellen aktivieren. Eine solhe extrarenaleAktivierung des Immunsystems z.B. durh Infektionen kann eine Shädigung derNiere durh Zytokinfreisetzung oder Bildung von zirkulierenden Immunkomplexenverursahen. Bakterien oder Viren, die die Niere erreihen, aktivieren dabei sowohlintrarenale Immunzellen als auh intrinsishe niht-Immunzellen der Niere.1.5 FragestellungDie Spezi�tät der wenigen Rezeptoren des angeborenen Immunsystems füruniverselle Pathogen-assoziierte Moleküle ist niht absolut. Es ist bekannt, dassPattern-Reognition-Rezeptoren auh durh �Selbst�-Moleküle aktiviert werdenund entsprehend eine Abwehrsignalkaskade in Gang setzen. Die Rolle undBedeutung dieser Rezeptoren bei der Aktivierung dieser niht-infektiösen, �sterilen�Entzündungsmehanismen, insbesondere bei der Pathogenese der Glomerulonephritissind Gegenstand vorliegender Arbeit.Zu Beginn dieser Arbeit 2005 wurde insbesondere die Ligand-Rezeptor-Interaktionvon Toll-like Rezeptor 3 kontrovers diskutiert. Die intrazelluläre Helikase MDA-5 warals weiterer Rezeptor für dsRNA und damit auh für Poly(I:C) noh unbekannt.Die Daten von Karikó et al. zeigten, dass endogene mRNA sowie RNA aus nekrotishenZellen zu einer TLR3-vermittelten Immunaktivierung führen [125℄. Ebenso konntenBrentano et al. eine TLR3-abhängige Induktion von Zytokinen durh RNA ausnekrotishem Zellmaterial von Patienten mit Rheumatoider Arthritis nahweisen.Gleihzeitig lieÿen die Daten von Wörnle et al. einen hohen Stellenwert von Toll-likeRezeptor 3 bei der Aktivierung lokaler und sytemisher Immunmehanismen durhMesangialzellen vermuten [150℄.Eine genaue Analyse von möglihen endogenen Liganden, insbesondere von möglihenendogenen RNA-Molekülen und ihrer Interaktion mit Toll-like Rezeptoren aufMesangialzellen sollte daher die Mehanismen der sterilen Entzündung in der Niereidenti�zieren. In vivo sollte die funktionelle Relevanz von Toll-like Rezeptoren imModell der nephrotoxishen Serumnephritis (Antibasalmembran-Glomerulonephritis)überprüft werden.Gegenstand dieser Arbeit war somit zunähst, primäre glomeruläre Mesangialzellenaus TLR-de�zienten Mäusen zu gewinnen, um Toll-like Rezeptor-abhängige E�ekteim Vergleih zu Wildtyp-Zellen zu untersuhen. Dabei sollten folgende Fragestellungenbeantwortet werden:1. Können in glomerulären Mesangialzellen durh Toll-like Rezeptor-Ligandenentsprehend ihrem Expressionspro�l Immunmehanismen vergleihbar denImmunzellen ausgelöst werden? 29



1 Einleitung2. Gibt es eine Toll-like Rezeptor-abhängige Aktivierung von Mesangialzellen durhendogene Liganden?3. Wenn ja, spielen diese endogenen TLR-Liganden eine Rolle bei der Pathogeneseder Glomerulonephritis in vivo?Zur Beantwortung der letzten Frage wurde das Modell der nephrotoxishenSerumnephritis in TLR-de�zienten Mäusen herangezogen. Um alle Toll-likeRezeptoren gleihzeitig untersuhen zu können, bedienten wir uns Trif- undMyd88-Knokout Mäusen. TRIF und MyD88 sind die Signaladapterproteine allerbisher gefundenen Toll-like Rezeptoren.Wir gingen davon aus, dass die Unterbrehung der SignalweiterleitungTLR-vermittelter Aktivierung einen verzögerten Krankheitsverlauf derGlomerulonephritis zur Folge habe. Möglihe endogene Liganden - beispielsweiseaus nekrotishem Zellmaterial- , die TLR-vermittelt zu einer Vershlehterung derGlomerulonephritis beitragen, hätten durh die Depletion der TLR-Adaptermolekülenur eine abgeshwähte oder sogar keine Wirkung. Dies könnte letztendlih zu einerVerbesserung des Krankheitsbildes beitragen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material2.1.1 GeräteDurh�uÿzytometerFACSCalibur Beton Dikinson, San Jose, USAELISA-ReaderTean, GENios Plus Tean, Crailsheim, DELISA-WasherMiroplate-Washer Elx50 Biotek, Bad Friedrihshall, DFluoreszenz-MikroskopLeia DC 300F Leia Myrosystems, Cambridge, UKOlympus BX50 Olympus Mikroskope, Hamburg, DSpektrophotometerBekman DU 530 Bekman Coulter, Fullerton, CA, USATaqMan Sequene Detetion SystemABI Prism 7700 Sequene Detetor PE Biosystems, Weiterstadt, DZellinkubatorTyp B5060 EC-CO2 Heraeus Sepateh, Münhen, DZentrifugenHeraeus, Minifuge T VWR International, Darmstadt, DHeraeus, Biofuge primo Kendro Laborprodukte GmbH, Hanau, DHeraeus, Sepateh Biofuge A Heraeus Sepateh, Münhen, Dsonstige GeräteKryostat RM2155 Leia Mirosystems, Bernsheim, DHomogenisator ULTRA-TURRAX T25 IKA GmbH, Staufen, DMidiMACS Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, DpH-Meter WTW WTW GmbH, Weilheim, DThermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, DVortex Genie 2 Bender&Hobein AG, Zürih, ShweizWaage BP 110 S Sartorius, Göttingen, DWaage Mettler PJ 3000 Mettler-Toledo, Greifensee, Shweiz 31



2 Material und Methoden2.1.2 Chemikalien, Pu�er und LösungenChemikalienÄther Merk, Darmstadt, DAlbustix Teststreifen Bayer, DBovines Serum Albumin (BSA) Rohe, Mannheim, D4'-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) Vetor lab., Burlingame, USADEPC Fluka, Buhs, ShweizDNase Typ III Sigma, Deisenhofen, DDMSO Merk, Darmstadt, DEDTA Calbiohem, SanDiego, USAEinbettmedium Jung, Leia Mirosystems, Nussloh, DEosin Sigma, Deisenhofen, DEthanol Merk, Darmstadt, DFACSFlow Beton Dikinson, Heidelberg, DFormalin Merk, Darmstadt, DHCl (5N) Merk, Darmstadt, DKollagenase Typ I Sigma, Deisenhofen, D
β-Merkaptoethanol Roth, Karlsruhe, DTrypan Blau Sigma, Deisenhofen, DPu�erFACS Lysing Solution BD/Beton Dikinson, Heidelberg, DMACS-Pu�er: Tris-Ammoniumhlorid (TAC)-Pu�er:2mM EDTA 50ml Tris-Pu�er0,5% BSA 450ml 0,83% AmmoniumhloridpH 7,2 pH 7.2FACS-Pu�er: Paris-Pu�er:PBS 20 mM Tris-HCl0,1% Na Azid 125 mM NaCl0,2% BSA 10 mM KCl10 mM Na-Aetat5 mM GlukosepH 7,410x HBSS ohne Ca, Mg: 10x HBSS mit Ca, Mg:für 1l: für 1l zu HBSS(10x) ohne Ca, Mg:4g KCl 3,5g NaHCO30,6g KH2PO4 1,4g CaCl280g NaCl 1g MgCl2x6H2O0,621g Na2HPO4x2H2O 1g MgSO4x7H2O10g D-Glukose32



2.1 MaterialLösungenPräimmunisierungs-Lösung:0,1mg/ml Rabbit IgG gelöst in Complete Freund`s AdjuvansKollagenase-Lösung/DNAse-Lösung:1mg/ml Kollagenase, 0,1 mg/ml DNase in 1x HBSS ohne Ca,MgNephrotoxishes Serum:Hitzeinaktiviert und steril�ltriert, eigene Herstellung durh V. Vielhauer2.1.3 Materialien für die ZellkulturDMEM-Medium GIBCO/Invitrogen, Paisley, UKRPMI-1640-Medium GIBCO/Invitrogen, Paisley, UKOpti-MEM-Medium GIBCO/Invitrogen, Paisley, UKFötales Kälberserum (FCS) Biohrom KG, Berlin, DITS, Insulin, Transferrin, Selenium Rohe, Mannheim, DDulbeo's PBS (1x) PAA Laboratories GmbH, Cölbe, DEDTA PAA Laboratories GmbH, Cölbe, DPeniillin/Streptomyin (100x) PAA Laboratories GmbH, Cölbe, DZellkulturshalenPreseperation Filter Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, DLS-Säulen Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, DStahlsiebeCell Strainer 70 µm Nylon BD Biosienes, Erembodegem, BelgienKollagenase Typ IV Worthington, Lakewood, NY2.1.4 TLR-Liganden, Zytokine und StimulanzienPoly(I:C), dsRNA Invivogen, Toulouse, FRPam3CysSK4 Invivogen, Toulouse, FRUltrapure lipopolysaharide(LPS) Invivogen, Toulouse, FRImiquimod Sequoia Researh Produts Ltd, Oxford, UKCpG-ODN 1668 TIB Molbiol, Berlin, DIFN-γ PeproTeh, Roky Hill, NJTNF-α PeproTeh, Roky Hill, NJPolymyxin B Invivogen, Toulouse, FRDexamethasone Ratiopharm, DLipofetamin 2000 Reagent Invitrogen, Paisley, UKComplete Freund's Adjuvans Sigma Aldrih, Steinheim, DRabbit IgG Chrome Pure Jakson Immunoresearh, Su�olk, UKRat IgG Chrome Pure Jakson Immunoresearh, Su�olk, UKSheep IgG Chrome Pure Jakson Immunoresearh, Su�olk, UKHamster IgG Chrome Pure Jakson Immunoresearh, Su�olk, UK 33



2 Material und Methoden2.1.5 ReagenziensätzeELISA-KitsMaus IL-6 BD/Beton Dikinson, Heidelberg, DMaus IFN-γ BD/Beton Dikinson, Heidelberg, DMaus MIG/CxCl 9 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, DAlbumin Bethyl Laboratories, Montgomery, USAMACS-ZellanreiherungAnnexin V MiroBead Kit Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, DAnnexin V FACS Kit Miltenyi Biote, Bergish Gladbah, DRNA IsolationRNeasy Mini Kit Quiagen, Hilden, DZellproliferationCell Titer 96 Proliferation Assay Promega, Mannheim, D2.1.6 Antikörper(Immun-)HistologieSmooth Musle Atin (SMA) Chemion International, Hampshire, UKZytokeratin 18 Chemion International, Hampshire, UKPhalloidin Invitrogen, Karlsruhe, DCD3 Serote, Oxford, UKIgG Caltag Laboratories, Burlingame, USAC3 Nordi Immunologial Laboratories, Tilburg, NLF4/80 Serote, Oxford, UKMa2 Cederlane, Ontario, CANFACSCD4-APC BD/Beton Dikinson, Heidelberg, DCD8a-PE-Cy5 BD/Beton Dikinson, Heidelberg, DCD3e-FITC BD/Beton Dikinson, Heidelberg, DCD45-PE BD/Beton Dikinson, Heidelberg, DCD69-PE BD/Beton Dikinson, Heidelberg, DF4/80-FITC BD/Beton Dikinson, Heidelberg, DELISAIgG-FITC, goat-anti-mouse Jakson Immunoresearh, Su�olk, UK2.1.7 Primer für die real-time RT-PCRDie Primer für die real-time RT-PCR wurden von der Firma ABI Biosystems,Weiterstadt in Deutshland bezogen. In Tabelle 2.1 sind die in dieser Arbeitverwendeten Primer aufgeführt. Als Referenzgene wurden 18-RNA und GAPDHherangezogen.34



2.1 MaterialReferenzgen SequenzmGAPDH Forward: 5'-CATGGCCTTCCGTGTTCCTA-3'Reverse: 5'-ATGCCTGCTTCACCACCTTCT-3'FAM: 5'-CCCAATGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3'18s rRNA Forward: 5'-GCAATTATTCCCCATGAACG-3'Reverse: 5'-AGGGCCTCACTAAACCATCC-3'Tabelle 2.1: Verwendete real-time PCR-Primer für die Expressions-Analyse der Toll-likeRezeptoren und RIG-like Rezeptoren.Gen Aession SequenzodeTLR1 AF316985 Forward: 5'-GTCAAAGCTTGGAAAGAATCTGAAG-3'Reverse: 5'-AATGAAGGAATTCCACGTTGTTTC-3'FAM: 5'-ATCTTACCCTGAACAATG-3'TLR2 AF124741 Forward: 5'-CACCGGTCAGAAAACAACTTACC-3'Reverse: 5'-CAAGATCCAGAAGAGCCAAAGAG-3'FAM: 5'-AGACAAAGCGTCAAATC-3'TLR3 AF355152 Forward: 5'-CGAAAGTTGGACTTGTCATCAAATC-3'Reverse: 5'-ACTTGCCAATTGTCTGGAAACAC-3'FAM: 5'-CACTTAAAGAGTTCTCCC-3'TLR4 AF110133 Forward: 5'-TTCAGAACTTCAGTGGCTGGATT-3'Reverse: 5'-CCATGCCTTGTCTTCAATTGTTT-3'FAM: 5'-ATCCAGGTGTGAAATT-3'TLR5 AF186107 Forward: 5'-CCCAGCTTGGATGAAATATCTGTAA-3'Reverse: 5'-CCCAGTCTTTTCTTCTTGAACACTTA-3'FAM: 5'-CGGGCACCAGTACT-3'TLR6 AB020808 Forward:5'-TGAATGATGAAAACTGTCAAAGGTTAA-3'Reverse: 5'-GGGTCACATTCAATAAGGTTGGA-3'FAM: 5'-TGGTGAGTTCTGATAAAA-3'TLR7 AY035889 Forward:5'-TGCCACCTAATTTACTAGAGCTCTATCTTTAT-3'Reverse: 5'-TAGGTCAAGAACTTGCAACTCATTG-3'FAM: 5'-CCAAGAAAATGATTTTAATAAC-3'TLR9 NM031178 Forward: 5'-CAATCTGACCTCCCTTCGAGTACTT-3'Reverse: 5'-GCCACATTCTATACAGGGATTGG-3'FAM: 5'-ATTGCCGTCGCTGCGACCATG-3'Ddx58/ Mm554529 FAM 5'-CCAAACCAGAGGCCGAGGAAGAGCA-3'RIG-II�h1/ Mm459183 FAM 5'-GACACCAGAGAAAATCCATTTAAAG-3'MDA-5
35



2 Material und Methoden2.1.8 ZelllinienZelllinie Zellart ReferenzMMC murine Mesangialzellen [35℄NIH3T3 Fibroblasten [151℄TFB Tubulus FibroblastenMTC murine Tubuluszellen2.1.9 VersuhsmäuseMausstamm ReferenzC57BL/6 Wildtyp Charles River, Sulzfeld, DTrif-mutant(C57BL/6) [152℄Myd88-/-(C57BL/6) [153℄Tlr2-/-(C57BL/6) [76℄Die Knokout-Mäuse wurden mindestens bis zur F6-Generation mit C57BL/ 6-Mäusenrükgekreuzt.2.2 Zellkultur2.2.1 Allgemeine ZellkulturbedingungenDie Kultivierung von primären Zellen und Zelllinien erfolgte im Brutshrank bei37� und einer 5% CO2-Begasung. Zellkulturen wurden für die Passage und dieStimulationsexperimente ausshlieÿlih unter einer Sterilbank gehandhabt. Hier sorgenFilter und ein laminarer Luftstrom für eine keimfreie Umgebung. Ober�ähen derWerkbank und sämtlihe Gebrauhsgegenstände wie Medium, Pipetten, et. wurdenvor Ingebrauhnahme zusätzlih mit Desinfektionsmittel behandelt.2.2.2 Bestimmung der Zellzahl und VitalitätZellzahl und Vitalität wurden mittels Neubauer Zählkammer und Färbung mitTrypanblau bestimmt. Beim Vitaltest mit Trypanblau dringt der Farbsto� selektivin das Zytoplasma toter Zellen ein, da deren Membran durhlässig geworden ist.Während lebende Zellen im Mikroskop hell ersheinen, werden die toten Zellen tiefblaugefärbt und können so voneinander untershieden gezählt werden. Die Zellzahl wirdanhand folgender Formel berehnet: Zellzahl (Mittelwert aus vier Groÿquadraten) xVerdünnungsfaktor x 104 = Zellzahl/ml.36



2.2 Zellkultur2.2.3 Einfrieren und Auftauen von ZellenEinfrieren Um die Zellen einfrieren zu können, wurden die Zellen zunähst wie beider Passage durh EDTA abgelöst und zetrifugiert. Nah Resuspendieren mit demEinfriermedium (FCS mit 10% DMSO) mit einer Konzentration von ungefähr 1 MioZellen/ml wurde jeweils 1 ml Zellsuspension in vorbeshriftete Kryoröhrhen überführtund in einer speziellen Kühlbox bei -80� für 24 Stunden eingefroren. Shlieÿlihwurden die eingefrorenen Zellen im Flüssigstiksto� konserviert.Auftauen Die aufzutauenden Zellen wurden im 37� warmen Wasserbad erwärmtbis die Eiskristalle aufgelöst waren. Anshlieÿend wurde die Zellsuspension untersterilen Bedingungen in Zellkulturshalen mit vorgewämten Medium überführt. Nah24 Stunden konnte das Medium gewehselt werden.2.2.4 Gewinnung und Kultivierung von primärenMesangialzellenPrimäre Mesangialzellen wurden aus Nieren folgender Mausstämme gewonnen:Wildtyp, Trif-/-, Myd88-/-, Tlr2-/-.Mesangialzellisolation Für die Isolation von glomerulären primärenMesangialzellenwurden 4-6 Wohen alte Mäuse durh zervikale Dislokation getötet. Nah medianerLaparatomie wurden die Nieren dargestellt und die Nierenkapsel mittels eines kleinenShnittes am Nierenpol entfernt. Die Nieren wurden bis zur weiteren Verwendungin RPMI-Medium überführt und auf Eis gelagert. Unter sterilen Bedingungen wurdemit einem Skalpell die Nierenrinde vom Nierenmark getrennt und die Rindenanteilein kleine Stüke bis zu einer breiartigen Konsistenz zerkleinert. Die Nierenmassewurde durh 4 Stahlsiebe mit 150, 106, 63 und 45/50µm Mashenweite mit Hilfeeines Spatels und Nahspülen von 4� kalten PBS gepresst. Die vom umliegendenGewebe isolierten Glomeruli wurden im vierten Sieb (45/50µm) aufgefangen. DieNierenglomeruli wurden mit RPMI-Medium in ein 50ml-Falon gespült und für10 Minuten bei 900g und 4� zentrifugiert. Anshlieÿend wurden die Glomerulimit Kollagnase IV (100µg/ml) in RPMI-Medium im 37� warmen Wasserbad für15 min inkubiert. Nah weiterem Zentrifugieren wurden die angedauten Glomeruliresuspendiert und in 6-Well-Platten ausgesät. Die Kultivierung erfolgte in RPMI-1640Medium mit stabilem Glutamat (GlutamaX), 20% FCS (Fötales Kälber-Serum), 1%Peniillin-Streptomyin und ITS (Insulin, Transferrin, Selenium).Kultivierung und Passage der primären Mesangialzellen Nah 3 bis 6 Tagenkonnte ein radiäres Auswahsen von Mesangialzellen und Epithelzellen aus denGlomeruli beobahtet werden. Der erste Mediumwehsel erfolgte nah 3 bis 4 Tagen,als die ersten Zellen ausgewahsen und die Glomeruli adhärent waren. Nah 14 bis 20Tagen waren die Zellen kon�uent gewahsen und die Epithelzellen von den primären37



2 Material und MethodenMesangialzellen verdrängt. Für die Passage wurden die Zellen mit 1ml 1,5mM EDTAin PBS pro Well für 10 min im Brutshrank inkubiert, um die Zellen vom Bodenabzulösen. Durh Beklopfen und mit Hilfe eines Zellspatels wurden die restlihen Zellenabgelöst. Die Zellsuspension wurde in ein 15ml-Falon überführt und bei 800rpm für5 min zentrifugiert, in RPMI-Medium (+20% FCS, 1% PS, ITS) resuspendiert undmit der Verdünnung 1:2 erneut in 6-Well-Platten ausgesät. Das Medium wurde bis zurKon�uenz alle 3 bis 4 Tage gewehselt.2.2.5 Gewinnung von Zellüberstand nekrotisher ZellenZur Gewinnung von nekrotishem Zellüberstand wurde die von Sa�di etal. beshriebende Methode [154℄ herangezogen. Kon�uent gewahsene Zellen in10m-Zellkulturshalen wurden 3-4 mal jeweils für 30-40 Sekunden bei -80�eingefroren und im 37� warmen Brutshrank wieder aufgetaut. Nah dieser Prozedurwaren die adhärenten Zellen abgelöst und wurden bei 2000g herunterzentrifugiert. DerÜberstand wurde in ein frishes Röhrhen überführt, mit 10mM HEPES gepu�ert undbei -20� gelagert. Nah erneutem Auftauen für Stimulationsexperimente wurden dieReste jeweils verworfen.2.2.6 Gewinnung und Aufreinigung von apoptotishenThymozytenAus 6-Wohen alten Wildtyp-Mäusen wurde der Thymus herauspräpariert und durheine 70µm-Sieb gespült, um eine Einzelzellsuspension zu gewinnen. Die isoliertenThymozyten wurden mit 100µM Dexamethason in RPMI-Medium ohne FCS für 3-4Stunden im Brutshrank inkubiert, um die Zellen in Apoptose zu treiben. Die sobehandelten Thymozyten wurden mit Annexin V MiroBeads inkubiert, um AnnexinV-postive Zellen mittels MiroBead-Tehnik anzureihern. Annexin V MiroBeadsbinden an Phosphatidylserin, das nur bei apoptotishen oder nekrotishen Zellenauÿen auf der Zellmembran nahweisbar ist. Die magnetish gebundenen Zellenwerden dann in LS-Säulen mittels einem Magneten aufgefangen, während alle nihtgebundenen Zellen verworfen werden. Das Ergebnis wurde anshlieÿend mittelsDurh�usszytometrie kontrolliert.2.2.7 Gewinnung von SplenozytenFür die Präparation von Splenozyten wurde die Milz unter sterilen Bedingungenentnommen und durh ein 70µm Zellsieb in ein 50ml Falon gepresst. Das Siebwurde mit gekühltem sterilen PBS nahgespült und die so gewonnene Zellsuspensionherunterzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann mit TAC-Pu�er resuspendiert und im37�-Wasserbad für exakt 5 Minuten inkubiert, um die Erythrozyten zu lysieren. DieLyse wurde mit MACS-Pu�er gestoppt und die Zellsuspension erneut durh ein 70µmZellsieb gespült. Anshlieÿend wurden die Zellen gezählt und nah Bedarf entwederfür den adoptiven Transfer oder T-Zell-Aktivierungs-Assay weiterverwendet.38



2.2 Zellkultur2.2.8 T-Zell-Aktivierungs-AssayDie präparierten Milzzellen wurden mit DMEM-Medium mit 5% FCS, 1%Peniillin/Streptomyin resuspendiert und auf 24-Well Zellkulturshalen in einerKonzentration von 3x106 Zellen/Well ausgesät. Die Zellen wurden mit 20µg/mlKaninhen-IgG, das den Versuhsmäusen zur Präimmunisierung gespritzt wurde,stimuliert. Als Kontrollen dienten Ratten-IgG, Shaf-IgG und Hamster-IgG. Nah 72Stunden wurde der Zellüberstand gewonnen und bis zur IFN-γ-Bestimmung bei -20�aufbewahrt. Die Zellen wurden für die FACS-Analyse präpariert (siehe unten).2.2.9 StimulationsexperimenteStimulation der Toll-like- und RIG-like-Rezeptoren Die primären Mesangialzellen(pMC) wurden in 24-Well Zellkulturshalen stimuliert, sobald die Zellen eine80-90% Kon�uenz zeigten. Für die Stimulationsversuhe wurde RPMI-Medium mit1% FCS ohne Peniillin/Streptomyin verwendet und die Zellen jeweils für 24inkubiert. Folgende komerziell erwerblihen PRR-Liganden wurden in dieser Arbeitverwendet: TLR2: Pam3CysSK4, TLR3: Poly(I:C)-RNA, TLR4: ultrapures LPS,TLR7: Imiquimod, TLR9: CpG-DNA 1668, MDA-5: Poly(I:C)-RNA. Zur Stimulationvon RIG-I wurde 3P-RNA freundliherweise von V. Hornung zur Verfügung gestellt.Da MDA-5 und RIG-I intrazelluläre Rezeptoren sind, mussten die Liganden mitdem Transfektionsreagenz Lipofetamin 2000 inkubiert werden. Dazu wurden für eineStimulation in 2 vershiedene 1,5 ml-Röhrhen je 25µl Opti-MEM vorpipettiert, 1µgLigand in das eine Röhrhen und 1µl Lipofetamin 2000 in das andere Röhrhengegeben, einzeln gemisht und shlieÿlih zusammengeführt für 20 Minuten beiRaumtemperatur inkubiert. Vor der Stimulation mit den Liganden wurden den Zellenjeweils mit 10µg/ml Polymyxin B (auÿer Stimulation mit LPS) für mindestens 30Minuten behandelt, um eine LPS-Kontamination und damit eine falsh positiveReaktion zu unterdrüken. Nah 24 Stunden Inkubation wurde der Mediumüberstandgesammelt und bei -20� aufbewahrt, um die Zytokin-Ausshüttung mittels ELISAspäter zu analysieren. Für manhe Stimulationsversuhe wurden die Zellen mit IFN-γund TNF-α vorstimuliert. Dies geshah 24 Stunden vor der eigentlihen Stimulationmit RPMI-Medium mit 1% FCS mit Peniillin/Streptomyin. Soweit niht andersangegeben, erfolgte die Vorstimulation mit 200 U/ml IFN-γ und 500 U/ml TNF-α.Nah 24 Stunden Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewashen und das Mediumfür den eigentlihen Stimulationsversuh gewehselt.Stimulation mit apoptotishen Thymozyten Die aufgereinigten Thymozytenwurden in RPMI-Medium resuspendiert und in einem Verhältnis von 1:1, 1:10 und1:50 (Anzahl der Zellen pMC:Thymozyten) auf vorstimulierte primäre Mesangialzellengegeben, für 24 Stunden inkubiert, die Zellüberstände geerntet und bei -20� bis zurweiteren Analyse gelagert. 39



2 Material und MethodenStimulation mit Gesamt-RNA aus Zellen Gesamt-RNA aus primärenMesangialzellen und apoptotishen Thymozyten wurden mittels RNAeasy Kitextrahiert und die Konzentration bestimmt. Je 1µg RNA wurde mit 1µl Lipofetamin2000 inkubiert und auf die primären Mesangialzellen gegeben. Nah 24 Stundenwurden die Zellüberstände gewonnen und bei -20� aufbewahrt.Stimulation mit nekrotishen Zellüberständen Die gewonnenen Zellüberständenekrotisher Zellen wurden in einem Verhältnis 1:10, 1:5 und 1:1 (VolumenMedium:nekrotisher Zellüberstand) auf die primären Mesangialzellen gegeben und für24 Stunden inkubiert. Die Zellüberstände wurden geerntet und bei -20� aufbewahrt.2.3 Tierexperimente2.3.1 TierhaltungFür die Experimente wurden jeweils 5 Mäuse unter sterilen Bedingungen inautoklavierten Filter-Top-Kä�gen, bei einem 12-stündigen Hell-Dunkel Rhythmus undfreiem Zugang zu Wasser und Futter gehalten. Alle experimentellen Verfahren wurdennah den Vorshriften des deutshen Tiershutzgesetzes durhgeführt und sind durhdie Regierung von Oberbayern genehmigt worden.2.3.2 Studiendesign der nephrotoxishen SerumnephritisDas Modell der nephrotoxishen Serumnephritis wurde an folgenden Maus-Stämmenin Gruppen zu je 10 Tieren untersuht: C57BL/6-Wildtyp, Trif-/-, Myd88-/-. DieInduktion der nephrotoxishen Serumnephritis (NSN) erfolgte in 7-10 Wohen altenmännlihen Mäusen. Dazu mussten die Mäuse zunähst präimmunisiert werden bevordas neprotoxishe Serum appliziert werden konnte. Innerhalb 3 Wohen entwikeltendie Tiere eine histologish nahweisbare Glomerulonephritis mit Proteinurie. Die Tierewurden nah 21 Tagen getötet, um Nierengewebe zu gewinnen. Gleihzeitig wurdenNierenzellen zur FACS-Analyse präpariert sowie Serum und Urin zur laborhemishenDiagnostik gewonnen (siehe Abbildung 2.1).Präimmunisierung Für die Präimmunisierung wurde eine Emulsion aus CompleteFreund's Adjuvans und Kaninhen-IgG mittels Homogenisator hergestellt. Je 100µlder Präimmunisierungs-Lösung wurde in die rehte und linke Flanke subkutan untersterilen Bedingungen appliziert.Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis Drei Tage nah derPräimmunisierung wurden den Tieren intravenös 100 µl nephrotoxishes Serum,das gegen die glomeruläre Basalmembran (GBM) gerihtet ist, unter sterilenBedingungen injiziert.40



2.3 Tierexperimente

Abbildung 2.1: Das Modell der nephrotoxishen Serumnephritis: drei Tage nahPräimmunisierung wird das nephrotoxishe Serum intravenös appliziert. Es kommtzur Bildung von glomerulären Immunkomplexen und es folgt die Aktivierung desKomplementsystems und des erworbenen Immunsystems. Innerhalb von 21 Tagen entwikeltsih eine histologish und klinish nahweisbare Glomerulonephritis mit einer ausgeprägtenLymphozytenin�ltration.Urin-, Blut- und Gewebeentnahme Zur Darstellung des Proteinurie-Verlaufswurde alle 7 Tage (Tag 0, 7, 14, 21) Urin unter sterilen Bedingungen abgenommen.Am Tag 21 nah Gabe des nephrotoxishen Serums wurden die Versuhstiere mitMethoxy�uran narkotisiert, so dass die Blutabnahme retroorbital erfolgen konnte.Anshlieÿend wurden die Nieren mit PBS über die linke Herzkammer bis zur gänzlihenBlutleere gespült. Danah wurden die Nieren herauspräpariert und die Kapsel entfernt.Für die histologishe Aufbereitung wurden Nierenshnitte in Histokasetten in 10%Formalin über Naht aufbewahrt. Für die Nierenzellisolation zur anshlieÿendenFACS-Analyse wurden Teile der Niere auf Eis gegeben. Zudem wurde die Milz zurGewinnung von Splenozyten für den T-Zell-Aktivierungs-Assay herauspräpariert undin steriles PBS auf Eis gegeben. Serum wurde durh Herunterzentrifugieren (5000rpm)von Vollblut gewonnen und bis zur Analyse bei -20� gelagert. 41



2 Material und Methoden2.4 Immunologishe Methoden2.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)Zur Bestimmung von Proteinen in den Zellkulturüberständen wurden vershiedeneEnzyme-linked Immunosorbent Assays(ELISA) durhgeführt. Der ELISA ist einhäu�g angewendeter quantitativer Immunoassay, bei dem man sih eines Enzymsals Marker bedient und die Antigenkonzentration anhand des Substratsumsatztesbestimmt. Antikörper oder Antigen sind dabei an einen festen Träger, d.h.auf einer ELISA-Platte gebunden (oating). Durh vershiedene Washshrittewerden freie Antigene von gebundenen Antigenen getrennt. In dieser Arbeit wurdeder ELISA nah der Sandwih-Methode (das gemessene Antigen be�ndet sihzwishen zwei spezi�shen Antikörpern) angewendet, bei der das gemessene Signalproportional zur Proteinkonzentration ist. Hierzu wurden 96-Well-Platten verwendet,welhe mit einem bestimmten Fängerantikörper über Naht im Kühlshrank bei4� beshihtet werden. Nah Abbloken freier Proteinbindestellen werden dieProben sowie eine Standardreihe pipettiert und für 2 Stunden inkubiert. Es wirdnun der biotinylierte Detektionsantikörper mit dem Enzym Meerrettih-Peroxidase(horseradish peroxidase/HRP) hinzugegeben und je nah Assay für 1-2 Stundeninkubiert. Nah mehreren Washshritten erfolgt die Enzymreaktion mit TMB(3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin) welhe durh Zugabe einer Stopplösung (H2SO4)nah 20-30 Minuten beendet wird. Die Messung der Farbreaktion erfolgt mittelsELISA-Reader, welher die Absorption proportional zur gebundenen Proteinmengemiÿt. Anhand des pipettierten Standards mit gegebener Proteinmenge kann dieKonzentration der Proben errehnet werden.IL-6, MIG/CXCL9, IFN-γ In den Zellüberständen stimulierter Zellen wurdenfolgende Zytokine mittels ELISA-Kits nahgewiesen: IL-6, MIG/CXCl9 undIFN-γ. Die Durhführung erfolgte nah Herstellerangaben und wurde durh einenELISA-Plate-Washer erleihtert. Mittels ELISA-Reader wurde die Absorption derProben bei 450 nm gemessen und mit Hilfe MS-Exel ausgewertet.Autologer IgG-ELISA Zum Nahweis der Induzierbarkeit des Modells dernephrotoxishen Serumnephritis wurde die Menge an gebildetem IgG im Serum derVersuhsmäuse (Tag 21) gegen das injizierte Kaninhen anti-GBM-Serum gemessen.Dazu wurden shwarze 96-Well-Platten mit Kaninhen-IgG über Naht bei 4�inkubiert. Das Mäuse-Serum wurde in vershiedenen Verdünnungsstufen (1 : 100,1 : 200, 1 : 400, 1 : 800) und in dreifaher Ausführung auf die Platten gegeben.Als Sekundärantikörper wurde anti-Maus-IgG-FITC verwendet, dessen Emission imELISA-Reader bei 535 nm gemessen wurde.Albumin-ELISA Um die Albumin-Konzentration im Urin der Mäuse zu bestimmenwurde ein komerzielles ELISA-Kit nah Herstellerangaben verwendet. Es wurde jeweils42



2.4 Immunologishe Methodeneine Urin-Verdünnungsreihe von 102-107 angesetzt und diese in 3-faher Ausführungbestimmt.2.4.2 ProliferationsassayDie Messung der Zellproliferation primärer Mesangialzellen nah Stimulation mitvershiedenen TLR-Liganden erfolgte mittels Cell Titer 96 Proliferation Assay nahHerstellerangaben. Dieser Assay beruht auf einer kolorimetrishen Messung zurBestimmung der lebenden Zellen. Dazu wird eine stabile wässrige Lösung bestehendaus MTS (3- (4,5-Dimethyl-2-yl)- 5- (3-Carboxymethoxyphenyl)- 2- (4-sulfophenyl)-2H- Tetrazolium, Inner Salt) und PES (Phenazin Ethosulfat), direkt auf dieZellen gegeben. Nah Inkubation von 1-4 Stunden wird die Absorption mit demELISA-Reader bei 490nm gemessen. Die gemessene Absorption entspriht der Mengedes durh Reduktion von MTS gebildeten löslihen Formazanproduktes. Die Reduktionkann nur bei Vorhandensein von NADH/NADPH ablaufen, das wiederum nur vonsto�wehselaktiven Zellen gebildet werden kann. Die gemessene Absorption ist dadurhdirekt proportional zur Anzahl lebender Zellen.2.4.3 Durh�usszytometrie (FACS)Zur Bestimmung von Ober�ähenantigenen wurde die Durh�usszytometrie bzw.FACS (�uoresene ativated ell sorter)- Analyse angewendet. Die FACS-Analysewurde mit dem Gerät FACSCalibur und entsprehender CellQuest Softwaredurhgeführt.Allgemeines Funktionsprinzip Das Prinzig der Durh�usszytometrie beruhtdarauf, dass Zellen oder auh andere Mikropartikel anhand ihrer Gröÿe, Struktur,Ober�äheneigenshaften und intrazellulären Zusammensetzung untershiedenwerden können. Dabei werden mehrere tausend Zellen in einem laminarenFlüssigkeitsstrom einzeln an einem Laser vorbei durhgespült. Für die meistenAnwendungen ist eine Markierung der Zellen mit Antikörpern, die gegenbestimmte Zellstrukturen gerihtet sind, nötig. Diese Antikörper sind entwederdirekt an einen Fluoreszenzfarbsto� gekoppelt oder werden indirekt mittels einem�uoreszenzgekoppelten Sekundärantikörper nahgewiesen. Die so markierten Zellenwerdem im Durh�usszytometer durh den Laserstrahl erfasst und angeregt. Dieangeregten Fluoreszenzfarbsto�e emmitieren Liht einer bestimmten Wellenlänge, dievom FACS-Gerät detektiert wird. Die vershiedenen Farbsto�e emmitieren jeweilsein spezi�shes Signal, so dass die einzelnen Fluoreszenzen im FACS untershiedenwerden können. Durh das sogenannte Vorwärtsstreuliht (forwardsatter) lässt siheine Aussage über die Zellgröÿe tre�en und über das in einem 90°Winkel abgestrahlteSeitwärtsstreuliht (sidesatter) die Granularität der Zelle bestimmen. Bei Messungmehrerer Antikörper gleihzeitig und somit auh vershiedener Fluorhrome kannes zur Überlappung der Emissionswellenlänge der einzelnen Fluoreszenzfarbsto�ekommen. Für eine aussagekräftige Analyse ist dann eine Kompensation notwendig,43



2 Material und Methodenwelhe die Überlappung korrigiert. Für die Kompensationseinstellungen verwendetman einfah markierte Zellen als Kontrollen, um den Teil, der in andereDetektionskanäle hineinstreut zu subtrahieren. In dieser Arbeit wurden folgendeFluorhrome verwendet: FITC, PE, APC, Cy5.5, PI.Nahweis von apoptotishen und nekrotishen Zellen Um apoptotisheund nekrotishe Zellen darzustellen, wurde das Annexin V-FITC Kit nahHerstellerangaben verwendet. Die mit Dexamethason behandelten Thymozytenwurden mit Annexin V und Propidium Iodid angefärbt und im FACS ausgewertet.Mittels Dot-Plot-Analyse konnte zwishen lebenden, apoptotishen und nekrotishenZellen untershieden werden.Bestimmung von Ober�ähenmarkern auf Nierenzellen Um dieimmunologishen Vorgänge nah Induktion einer Glomerulonephritis durh Gabe vonnephrotoxishem Serum nahweisen und quanti�zieren zu können, wurden Nieren-und Blutzellen der Mäuse nah 21 Tagen präpariert und mittels Durh�usszytometrieanalysiert.Hierzu wurden die Nieren in eine Petrishale auf Eis mit einigen Tropfen gekühltemParis-Pu�er gegeben und mit einem Skalpell zu etwa 0,5mm groÿe Stüke zerkleinert.Nah 2-maligem Washen der gewonnenen Nierensuspension mit HBSS mit Ca,Mg erfolgte ein Verdau mit einer vorgewärmten Kollagenase/DNase-Lösung im37�-Wasserbad für 20 Minuten. Im Anshluss an einen weiteren Washshritt wurdedie Zellsuspension mit 2mM EDTA in HBSS ohne Ca, Mg im 37�-Wasserbad für 20Minuten inkubiert. Daraufhin erfolgte ein erneuter Verdau mit Kollagenase-Lösung.Um nun eine Einzelzellsuspension zur FACS-Analyse zu erhalten, wurden dieNierenzellsuspensionen wiederholt durh eine 19G-Kanüle, gefolgt von einer26G- und 30G-Kanüle ausgespritzt. Nah weiteren Washshritten mit PBSwurden die Zellsuspensionen mit FACS-Pu�er resuspendiert und shlieÿlih mitFluoreszenz-gekoppelten Antikörpern gefärbt. Es wurde pro Probe jeweils eine 4-fahFärbung mit CD3e-FITC, CD45-PE, CD4-APC und CD8-PE-Cy5.5 sowie eine 2-fahFärbung mit F4/80-FITC und CD45-PE durhgeführt. Für die Kompensation dereinzelnen Fluorhrome wurden zusätzlih Einzelfärbungen angefertigt.
Bestimmung der T-Zell-Aktivierung mittels CD69-Färbung Nah 3-tägigerInkubation der Splenozyten mit Ratten-, Shaf- und Kaninhen-IgG wurden die Zellenin FACS-Pu�er gewashen und mit folgenden Fluoreszenzgekoppelten Antikörperngefärbt: Anti-CD3-FITC, Anti-CD4-APC, Anti-CD8-PE-Cy5.5 und Anti-CD69-PE.Nah 2 weiteren Washshritten mit FACS-Pu�er wurden die Proben lihtgeshütztbis zur FACS-Analyse aufbewahrt.44



2.5 Molekularbiologishe Methoden2.5 Molekularbiologishe Methoden2.5.1 RNA-IsolierungDie Isolierung der RNA aus primären Mesangialzellen erfolgte mittels RNeasy MiniKit nah Herstellerangaben. Die adhärenten pMCs wurden in 6-Well Zellkulturplattenbewahsen und stimuliert. Zur Gewinnung der RNA wurden die Zellen zunähst mitsterilem PBS gewashen und Medium sowie Zelldebris entfernt. Nah Zugabe von350µl RLT-Pu�er mit 10µg/ml β-Merkaptoethanol in die Wells werden die Zellendurh wiederholtes Resuspensieren lysiert. Das so gewonnene visköse Zellmaterialkann nun bis zur eigentlihen RNA-Aufreinigung bei -80� gelagert werden. NahWiederauftauen werden den Proben 350µl 70% Ethanol hinzugegeben und vermisht.Das Lysat-Ethanol-Gemish wird auf eine RNeasy Mini Säule mit einem 2ml Röhrhenpipettiert und diese bei 8000g für 30 Sekunden zentrifugiert. Der DNase-Verdauerfolgte mittels DNase Digestion Kit durh Zugabe von DNase-Lösung auf die Säule.Ein weiterer Zentrifugationsshritt wird mit 700µl RW1-Pu�er durhgeführt und diejeweils durh die Säule gelaufene Flüssigkeit verworfen. Die 2ml Röhrhen werdengegen neue ausgetausht und die Säulen mit 500µl RPE-Pu�er zentrifugiert. Naheinmaliger Wiederholung dieses letzten Shrittes wird auf die Membran der Säulen40µl RNase freies Wasser pipettiert und die Säule shlieÿlih mit einem neuen 1,5ml Röhrhen zentrifugiert, um die RNA zu eluieren. Die extrahierte RNA wurdebei -80� aufbewahrt. Alle verwendeten Materialien und Lösungen, die niht imHersteller-Kit enthalten waren, wurden mit Diethylpyroarbonat (DEPC), einemstarken RNase-Inhibitor vorbehandelt.2.5.2 Bestimmung des RNA-GehaltsDie RNA-Konzentration wurde mittels eines Spektrometers bestimmt. Dazu wurden2µl RNA-Lösung 50fah in DEPC behandeltem Wasser verdünnt und die OD bei 260nm bzw. 280 nm gemessen. Die Rehnung Extinktion x Verdünnungsfaktor ergibt dieRNA-Konzentration in µg/ml pro Probe. Ab einer Ratio (260 nm/280 nm) von 1,6kann die RNA-Probe als rein angesehen werden.2.5.3 DNA-SyntheseDa für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) DNA zur Ampli�zierung benötigtwird, muss die aufgereinigte RNA in revers in eine omplementary-Einzelstrang-DNA(DNA) umgeshrieben werden. Hierzu wurden die RNA-Proben zunähst auf1µg/20µl DEPC-Wasser verdünnt. Ein Master Mix wurde aus 9µl 5x-Pu�er, 1µl 25mMdNTP-Mishung, 2µl 0,1M DTT, 1µl 40U/µl RNasin, 0,5µl Arylamid [15µg/ml℄, 0,5
µ l Hexanukleotide, 1µ l Supersript hergestellt. Zur Kontrolle einer Ampli�zierungvon genomisher DNA, wurde anstelle des Enzyms Supersript RNase freies Wasserverwendet (sogenannte RT minus Probe). Die 15µl Mastermix wurden zu den 1µg/20µl45



2 Material und MethodenRNA-Proben hinzugegeben und für eine Stunde bei 42� in einem Shüttler inkubiert.Bis zur weiteren Verwendung wurden die DNA-Proben bei -20� aufbewahrt.
2.5.4 Real-time quantitative PCRZur Quanti�zierung der mRNA-Expression wurde eine real-time quantitative PCRdurhgeführt. Dazu wurde das Gerät TaqMan ABI PRISM 7700 Sequene DetetionSystem verwendet. Das Prinzip der real-time PCR besteht darin, dass im Gegensatzzur konventionellen PCR die Ampli�ktionsreaktion unter fortlaufender Überwahungmittels Fluoreszenzmarkierung und photometrisher Messung steht. Dabei ist diegemessene Floureszenzintensität in jedem Zyklus direkt porportional zur Mengedes ampli�zierten DNA-Produkts. Dies erlaubt den Rükshluss auf die Menge aneingesetzter Nukleinsäure. Für jede Probe wird ein sogenannter CT-Wert (CyleTreshold) aufgezeihnet. Dieser entspriht der Zyklusanzahl, welhe einen festgesetztenShwellenwert übershreitet und sih somit Hintergrund-Signal untersheidet. Je mehrSubstrat am Anfang vorhanden ist, desto weniger Zyklen sind notwendig um einesigni�kante Fluoreszenz zu messen. Es wurde eine relative Quanti�zierung eingesetzt,welhe das zahlenmäÿige Verhältnis der Zielsequenz zu einer Referenzsequenzbestimmt. Dazu wurden sogenannte Housekeeping-Gene (18S rRNA oder GAPDH)als endogene Referenzgene herangezogen, welhe in allen Proben gleihermaÿenenthalten sind. Die Fluoreszenz-Markierung erfolgt bei Verwendung des TaqMandurh sequenzspezi�she Primer, die mit einem Reporterfarbsto� und Quenherkonjugiert sind. Solange der Reporterfarbsto� mit dem Quenher verbunden ist, wirddie Fluoreszenz blokiert (quenhing). Wird während der PCR das Konjugat durhdie Taq DNA Polymerase gespalten, wird der Reporter-Farbsto� freigesetzt und esentsteht eine entsprehende Fluoreszenz.Zur Durhführung der TaqMan-PCR wurden die DNA-Proben 1:10 verdünnt. DerTaqMan universal PCR Master Mix enthält PCR Pu�er, dNTP und AmpliTaqGold.Forward und Reverse Primer wurden bei einer Endkonzentration von 300 nM unddie Proben bei einer Konzentration von 100 nM verwendet. Je 18µl Master Mixund je 2µl der verdünnten DNA-Probe wurden in die Wells einer 96-Well-Plattepipettiert. Die Platte wurde gut vershlossen und bei 280 g zentrifugiert bevor dieTaqMan-Analyse gestartet wurde. Folgende Temperatur-Einstellungen wurden für dieProben und Housekeeper -Gene verwendet: 2 Minuten 50�, 10 Minuten 95�, dann40 Zyklen jeweils 15 Sekunden 95� gefolgt von 1 Minute Inkubation bei 60�. DieCT-Werte wurden mit Hilfe der ABI PRISM Sequene Detetion Software Version1.0 aufgezeihnet und im Verhältnis zu den Housekeeper-Genen quanti�ziert. DieKontrollläufe (RT minus-Proben) zeigten weder für Zielgene noh Housekeeper -Geneeine Ampli�kationsreaktion, so dass eine Verunreinigung mit genomisher DNAausgeshlossen werden konnte.46



2.6 Morphologishe und histologishe Untersuhungen2.6 Morphologishe und histologisheUntersuhungen2.6.1 Färbung der primären Mesangialzellen zurCharakterisierungFür die Färbung wurden die primären Mesangialzellen auf sterilen Dekgläshenausgesät. Die auf dem Dekgläshen kon�uent gewahsenen primären Mesangialzellenwurden für die Immun�uoreszenzfärbung zunähst 2 mal mit PBS (4�) gewashenund anshlieÿend für 5 Minuten mit Ethanol (100%, -20�) �xiert. Erneut wurden dieZellen 1-mal mit PBS und dann 3-mal mit PBS (0,1% BSA, 0,02% NaN3) gewashen.Die Inkubation mit den Primärantikörpern anti-SMA (smoth musle atin),anti-Zytokeratin und anti-Phalloidin erfolgte für 2 Stunden bei Raumtemperatur.Nah wiederholtem Washen mit PBS (0,1% BSA, 0,02% NaN3) wurdendie primären Mesangialzellen mit dem �ourohromkonjugierten Zweitantikörperanti-Ratte-FITC für eine Stunde lihtgeshützt inkubiert. Shlieÿlih wurden die Zellenmit Einbettmedium (Mountingmedium) und 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI,Zellkernfärbung) eingebettet und bis zur Analyse mit dem Floureszenzmikroskoplihtgeshützt bei 4� aufbewahrt.
2.6.2 Aufbereitung und Analyse von NierengewebeDas entnommene Nierengewebe wurde in Histokasetten überführt, mit 10% Formalinin PBS über Naht �xiert und in Para�n eingebettet. 2 µm dike Shnitte wurdenmit einem Shneidegerät angefertigt, auf mit APES vorbehandelten Objektträgernaufgetragen und für 12 Stunden in einem Trokenshrank bei 37� aufbewahrt.Als erster Shritt bei jeder Färbung wurden die Shnitte in Xylol und einerabsteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, 50%) entpara�niert und shlieÿlihmit PBS gespült. Für die HE-Färbung wurden die entpara�nierten Nierenshnittefür 5 Minuten in Mayer's Hämalaun getauht und anshlieÿend in Wassergebläut. Die Eosin-Färbung erfolgte mit 2% Eosin-Lösung für 5 Minuten. Mittelsaufsteigender Alkoholreihe und Xylol wurden die Shnitte dehydriert und shlieÿliheingedekt. Für die immunhistologishen Färbungen wurden folgende Antikörper undAntikörperkonzentrationen verwendet: Ratte-Anti-Ma2 (glomeruläre Makrophagen,1 : 50), Ratte-Anti-F4/80 (Makrophagen, 1 : 50) und Ratte-Anti-CD3 (Lymphozyten,1 : 50). Um die glomeruläre Sklerose zu quanti�zieren wurde die Periodi AidShi� (PAS)-Färbung verwendet. Die sklerotishen Läsionen wurden semiquantitativbestimmt: 0=keine Läsion, 1=<25% Sklerose, 2=25-49% Sklerose, 3=50-74% Sklerose,4=75-100% Sklerose. Für die Analyse wurden pro Shnitt jeweils 50 Glomeruliausgewertet. 47



2 Material und Methoden2.7 Statistishe AnalyseDie dargestellten in vitro Ergebnisse repräsentieren jeweils das Mittel aus mindestens3 unabhängigen Versuhen. Bei den Tierexperimenten wurden jeweils 10 Tiere proVersuhsgruppe getestet. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweihung (SD)angegeben. Für die Berehnung der statistishen Signi�kanz wurde der zweiseitigeStudent's T-Test für paarige Stihproben angewendet. Ein P-Wert von p<0,05 bzw.p<0,01 wurde als signi�kant angenommen und entsprehend mit �* � bzw. �** �markiert. Statistishe Berehnungen und graphishe Darstellung wurden mit demProgramm GraphPad Prism durhgeführt.
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3 Ergebnisse3.1 Charakterisierung der Mesangialzellen undExpression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren3.1.1 Charakterisierung der primären MesangialzellenBis heute konnte kein spezieller Marker für glomeruläre Mesangialzellenidenti�ziert werden, so dass die Charakterisierung durh eine Reihe von Ein-und Ausshlusskriterien erfolgen muss (siehe Tabelle 3.1) [155℄.In Zellkultur wahsende Mesangialzellen ersheinen im Mikroskop als sternförmige,adhärente Zellen mit spindelförmigen Ausläufern. Die Zellen tendieren dazu, inAggregaten zu wahsen und kleine Hügel zu bilden, wenn sie kon�uent werden.Sie enthalten unter anderem die Intermediär�lamente Desmin und Vimentinsowie α-Smooth Musle Atin (α-SMA), ein Bestandteil glatter Muskelzellen.Zytokeratine werden eigentlih als Epithelzellmaker angesehen, konnten aber auh aufMesangialzellen nahgewiesen werden. Dagegen sind Endothelzellharakteristikaeindeutige Ausshlusskriterien: Faktor VIII, Weibel-Palade-Körperhen undACE-Aktivität können in Mesangialzellen niht nahgewiesen werden.Tabelle 3.1: Ein- und Ausshlusskriterien zur Charakterisierung der glomerulärenMesangialzellen [155℄.Kriterium:Morphologie: sternförmig, spindelförmig, hügeliges Wahstum bei Kon�uenz,kein epithelzellartiges Aussehen: Kopfsteinp�aster-artigeAnordnung der Zellen mit kuppelartigen Rundungen,keine Weibel-Palade-Körperhen wie in Endothelzellenpositive Färbung: Fibronektin, Vimentin, Thy 1.1, Zytokeratin,
α-Smooth Musle Atin (α-SMA), Desmin, Myosinnegative Färbung: Faktor VIII, AC-LDL; CD45, Ia AntigeneEnzyme: kein ACEToxine: + Mitomyzin C, - PuromyzinWahstum: + D-Valin-haltiges MediumKontraktilität: + Angiotensin II, Vasokonstriktoren
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.1: Morphologie und Immun�uoreszenzfärbung der primären Mesangialzellen.Links oben: primäre Mesangialzellen in Zellkultur Rehts oben: Phalloidinfärbung. Linksunten: Smooth Musle Atin-Färbung. Rehts unten: Zytokeratin-Färbung.Eine Kopfsteinp�aster-artige Anordnung der Zellen mit kuppelartigen Rundungenund Zilien spriht für eine Epithelzellkultur und lässt sih somit eindeutig von derstern- und spindelförmigen Mesangialzellmorphologie abgrenzen.Ab der 6. Passage wurden die gewonnenen primären Mesangialzellen durhBeurteilung der Morphologie im Mikroskop und mittels Immun�uoreszenzfärbungenharakterisiert. Die Zellen wuhsen adhärend und wiesen die für Mesangialzellenharakteristishe Zellmorphologie auf. Die isolierten primären Mesangialzellen warenals sternförmige Zellen mit langen spindelförmigen Zellausläufern erkennbar, wie inder Zellkulturabbildung und in der Fluoreszenzfärbung mit dem ZytoskelettmarkerPhalloidin sihtbar ist. In der Immun�uoreszenzfärbung sind die primärenMesangialzellen positiv für α-SMA und negativ für Zytokeratin (siehe Abbildung 3.1).3.1.2 Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren aufprimären MesangialzellenShon in früheren Studien konnte gezeigt werden, dass Toll-like Rezeptoren in derNiere exprimiert werden. Dabei konnten vershiedene Expressionsmuster der einzelnenZellarten nahgewiesen werden. Bisher ist die TLR-Expression der Mesangialzellen nurin einer murinen Zelllinie belegt worden [148℄. Mesangialzellen exprimieren die Toll-likeRezeptoren 1 bis 6 und 11. TLR7 und 9 konnten niht nahgewiesen werden. DiesesErgebnis konnte nun auh in den primären Mesangialzellen mittels real time RT-PCR50



3.2 Aktivierung der primären Mesangialzellen durh exogene und endogene Liganden

Abbildung 3.2: Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf primärenMesangialzellen: RNA wurde aus kultivierten primären Mesangialzellen mit und ohneStimulation mit 200 U/ml Ifn-γ and 500 U/ml Tnf-α über 24 Stunden gewonnen und inDNA umgeshrieben. Die mRNA-Expression wurde mittels real-time RT-PCR bestimmt.Es wurden die Primerpaare für TLR1-7, 9, 11, MDA-5 und RIG-I eingesetzt. Dargestelltsind die Ergebnisse aus 2 unabhängigen Experimenten. * p<0.05 versus Medium.bestätigt werden (siehe Abbildung 3.2). Die mRNA-Expressionsanalyse zeigte zudemdie Expression der Helikasen MDA-5 und RIG-I. Die Stimulation der Zellen mit denproin�ammatorishen Zytokinen IFN-γ (200U/ml Medium) und TNF-α (500U/mlMedium) über 24 Stunden bewirkte eine signi�kante Hohregulation der mRNAfür TLR3 und RIG-I, während die Expression der restlihen Toll-like Rezeptorenweitgehend gleih blieb.3.2 Aktivierung der primären Mesangialzellen durhexogene und endogene Liganden in vitroWie shon frühere Studien zeigten, können Mesangialzellen durh eine Reihevon Substanzen aktiviert werden und proin�ammatorishe Zytokine freisetzen(siehe Einleitung). Liganden der Toll-like Rezeptoren wurden shon in älterenPublikationen, noh bevor die Toll-like Rezeptoren beim Menshen entdekt wordensind, als Stimulanzien glomerulärer Mesangialzellen beshrieben. So wurde vonuntershiedlihen Gruppen Ende der 1980'er gezeigt, dass eine Koinkubation mit51



3 ErgebnisseLPS, heute als TLR4-Ligand bekannt, zu einer Ausshüttung vershiedener Zytokineund Chemokine wie TNF-α, IL-1 und RANTES führt [156℄ [157℄ [40℄. Weiterein vitro-Experimente mit der murinen Mesangialzelllinie zeigten, dass auh andereTLR-Liganden wie Poly(I:C) und Pam3Cys eine Aktivierung der Zellen bewirkenkönnen [148℄.3.2.1 Stimulation der primären Mesangialzellen mit Ligandender Pathogen-ErkennungsrezeptorenUm die bisherigen Daten mit der murinen Mesangialzelllinie in primärenMesangialzellen zu bestätigen, wurden diese mit den kommerziell erwerblihenTLR-Liganden Pam3Cys, Poly(I:C), LPS, Imiquimod und CpG-DNA koinkubiertund die induzierte IL-6-Ausshüttung mittels ELISA gemessen. Entsprehend demTLR-Expressionspro�l reagierten die aus C57BL/6 Wildtyp-Mäusen gewonnenenprimären Mesangialzellen positiv auf Pam3Cys (TLR1 und 2), Poly(I:C) (TLR3)und LPS (TLR4), während die Stimulation mit Imiquimod und CpG-DNA zukeiner nahweisbaren Zytokinfreisetzung führte, da weder TLR7 noh TLR9 aufMesangialzellen exprimiert werden (siehe Abbildung 3.3 und 3.4). Zudem wurdenauh primäre Mesangialzellen aus Myd88-, Trif- und Tlr2-Knokout-Mäusen mitden Liganden stimuliert. Pam3Cys-Stimulation der Trif-de�zienten primärenMesangialzellen bewirkte eine mit den Wildtyp-pMC vergleihbare IL-6-Freisetzung,während in den Myd88- und Tlr2-de�zienten Zellen kein IL-6 detektiert werden konnte.Die Koinkubation mit LPS ergab eine vergleihbare IL-6-Induktion in Wildtyp- undTlr2-de�zienten pMC, welhe in Myd88-de�zienten Zellen niht nahweisbar war. DieTrif-de�zienten Mesangialzellen hingegen zeigten im Vergleih zu den Wildtyp-Zelleneine niedrigere IL-6-Ausshüttung nah LPS-Stimulation (siehe Abbildung 3.3).Poly(I:C) wurde in untershiedlihen Konzentrationen verwendet. So ergab dieKoinkubation mit 100µg/ml Poly(I:C) im Verlgeih zur Medium-Kontrolle keinesigni�kante Zytokin-Freisetzung. Erst die Vorstimulation mit TNF-α und IFN-γüber 24 Stunden bewirkte eine im Vergleih zu anderen Liganden wie LPSund Pam3Cys niedrige IL-6-Ausshüttung in Wildtyp- und Myd88-de�zientenpMC, die in den Trif-de�zienten pMC vollständig fehlte. Zusätzlih wurden dieprimären Mesangialzellen mit jeweils 1µg komplexierter Poly(I:C)- und 3P-RNAinkubiert, um die zytosolishen RNA-Helikasen MDA-5 und RIG-I respektive inMesangialzellen zu aktivieren. Dazu musste die RNA mit kationishen Lipiden(Lipo/Lipofetamin 2000) umhüllt werden, um eine Transfektion der Ligandenin das Zytolsol zu gewährleisten. Die Stimulation mit komplexierter RNAergab eine vergleihbare hohe IL-6-Freistzung in Wildtyp-, Trif-de�zienten undMyd88-de�zienten primären Mesangialzellen. Die Ergebnisse zeigen somit, dasskomplexierte RNA TLR-unabhängig Mesangialzellen stimulieren kann. Dies lässtsih am wahrsheinlihsten durh die Bindung an die zytosolishen RNA-HelikasenMDA-5 und RIG-I erklären, die eine TLR-unabhängige Signalweiterleitung vermitteln.In den Medium-Kontrollen mit und ohne Vorstimulation mit TNF-α und IFN-γ52



3.2 Aktivierung der primären Mesangialzellen durh exogene und endogene Liganden

Abbildung 3.3: E�ekt der Liganden der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf primäreMesangialzellen: Primäre Mesangialzellen aus Wildtyp, Trif-de�zienten, Myd88-de�zientenund Tlr2-de�zienten Mäusen wurden mit Pam3Cys, LPS, Imiquimod und CpG-DNA über24 Stunden stimuliert. IL-6 wurde im Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Datenrepräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten,die jeweils in dreifaher Ausführung analysiert worden sind. LPS = Lipopolysaharid, n.d.= niht detektierbar. * p<0.05 versus Wildtyp.und nah Gabe von kationishen Lipiden allein konnte keine IL-6-Freisetzung derMesangialzellen nahgewiesen werden (siehe Abbildung 3.4).3.2.2 Nahweis der Zell-Proliferation durh Liganden derPathogen-ErkennungsrezeptorenUm weitere E�ekte der TLR-Liganden bei primären Mesangialzellen zuuntersuhen, wurde anhand eines Proliferations Assay die Zellproliferation nahLiganden-Stimulation bestimmt. Wildtyp-Mesangialzellen wurden wie in Abbildung3.3 und 3.4 mit den Liganden Pam3Cys, LPS und Poly(I:C) für 24 Stunden inkubiert.Die Gabe von Pam3Cys und LPS bewirkte eine deutlihe Proliferation der Zellen imVergleih zu niht-stimulierten primären Mesangialzellen, wobei die Zellvermehrungdurh LPS im Vergleih zu Pam3Cys stärker induziert wurde (siehe Abbildung3.5). Interessanterweise konnte dieses Ergebnis nah Vorstimulation mit TNF-αund IFN-γ niht reproduziert werden. Es konnte zwar nah Ligandenstimulationeine Zellproliferation nahgewiesen werden, aber in wesentlih geringerem Ausmaÿals ohne Vorstimulation. Die Stimulation mit TNF-α und IFN-γ ergab nur eineleihte Zunahme der Zellaktivität. Durh Stimulation mit Poly(I:C) (100µg/ml nahVorstimulationmit TNF-α und IFN-γ) konnte kein vermehrtes Zellwahstum induziert53



3 Ergebnisse

Abbildung 3.4: E�ekt von Poly(I:C)-RNA und 3P-RNA auf primäre Mesangialzellen:Mesangialzellen aus Wildtyp, Trif-de�zienten und Myd88-de�zienten Mäusen wurden mitPoly(I:C)-RNA (pIC) und 3P-RNA über 24 Stunden stimuliert. Zur Vorstimulation wurdendie Mesangialzellen mit 200 U/ml Ifn-γ and 500 U/ml Tnf-α über 24 Stunden inkubiert. ZurKomplexierung der RNA wurde Lipofetamin2000 verwendet. IL-6 wurde im Zellüberstandmittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihungaus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in dreifaher Ausführung analysiert wordensind. Lipo = Lipofetamin2000, n.d. = niht detektierbar.werden, im Gegenteil, die Zellaktivität nahm im Vergleih zu den Kontrollzellendeutlih ab. Die Vorstimmulation mit TNF-α und IFN-γ für die Stimulation mitPoly(I:C) war nötig, da die primären Mesangialzellen durh Poly(I:C)-Gabe alleinkein IL-6 freisetzten (siehe Abbildung 3.4).3.2.3 Apoptotishe und nekrotishe Zellen als endogeneLigandenIn der Pathogenese der Glomerulonephritis werden häu�g fokale glomeruläreZellnekrosen beobahtet. Daher kann man davon ausgehen, dass Mesangialzellenmit absterbenden Zellen und deren Derivaten in Kontakt kommen und durh dieseaktiviert werden können. Wie in der Einleitung shon beshrieben, werden vonapoptotishen und nekrotishen Zellen vershiedene Moleküle freigesetzt, die unteranderem über TLR-Aktivierung Antigen-präsentierende Zellen stimulieren können[158℄[121℄. Mesangialzellen besitzen auh Eigenshaften Antigen-präsentierender Zellenund sind zur Phagozytose fähig. Auf diese Befunde aufbauend sollte untersuht werden,ob die primären Mesangialzellen durh totes Zellmaterial aktiviert werden können.54



3.2 Aktivierung der primären Mesangialzellen durh exogene und endogene Liganden

Abbildung 3.5: Proliferation der primären Mesangialzellen durh TLR-Liganden: PrimäreMesangialzellen aus Wildtyp Mäusen wurden mit Pam3Cys, LPS, und Poly(I:C)-RNA (pIC)mit und ohne Vorstimulation mit 200 U/ml Ifn-γ und 500 U/ml Tnf-α über 24 Stundenstimuliert. Die gemessene Absorption entspriht der Menge sto�wehselaktiver Zellen.Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung aus 3 unabhängigenExperimenten, die jeweils in dreifaher Ausführung analysiert worden sind. LPS =Lipopolysaharid, n.d. = niht detektierbar. * p<0.05 versus Medium, ** p<0,05 versusIFN-γ/Tnf-α-Stimulation.Apoptotishe Thymozyten Hierzu wurden Thymozyten aus 4 Wohen altenWildtyp-Mäusen gewonnen und mittels Dexamethason in Apoptose getrieben.Anshlieÿend wurden die Annexin V-positiven Zellen mit Hilfe der MiroBead-Tehnikangereihert. Die niht-selektierte Zellsuspension bestand aus 53% lebenden (AnnexinV-, Propidium Iodid-negativ), 37% apoptotishen (Annexin V-positiv, PropidiumIodid negativ) und 9% (sekundär) nekrotishen (Annexin V-, Propidium Iodid-positiv)Zellen. Der prozentuale Anteil der rein apoptotishen Zellen konnte durhAnreiherung der Annexin V-positiven Zellen von 37% auf 90% angehoben werden,während lebende Zellen fast vollständig aussortiert wurden. Das Mengenverhältnis dernekrotishen Thymozyten blieb mit 9% gleih (siehe Abbildung 3.6).Nah Vorstimulation mit IFN-γ und TNF-α für 24 Stunden wurden die primärenMesangialzellen mit den Annexin V-angereiherten Thymozyten für weitere 24Stunden inkubiert. Die Zellen wurden in folgenden Mengenverhältnissen stimuliert:1:1, 1:10 und 1:50 (Zellzahl der pMC : Zellzahl der Thymozyten), d.h. eswurde eine bis zu 50-fahe Anzahl apoptotisher bzw. nekrotisher Zellen aufdie kultivierten Mesangialzellen gegeben, so dass diese fast vollständig vonThymozyten bedekt waren (Thymozyten sind um ein Vielfahes kleiner als primäreMesangialzellen). Die Koinkubation ergab eine Dosis-abhängige IL-6-Freisetzung derWildtyp-Mesangialzellen, die aber im Vergleih zur Stimulation mit komplexierterPoly(I:C)-RNA um ein 5-fahes niedriger war (siehe Abbildung 3.7). Kultivierte55
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Abbildung 3.6: Anreiherung von apoptotishen Thymozyten: Apoptotishe Thymozytenwurden mittels Dexamethason-Behandlung gewonnen und durh magnetishe Beads gegenAnnexin V angereihert. Mittels Durh�usszytometrie wurde die Anreiherung nahgewiesen.Die FACS-Daten zeigen den prozentualen Anteil von Propidium Iodid- und AnnexinV-positiven Thymozyten vor (links) und nah magnetisher Bead-Anreiherung (rehts).

Abbildung 3.7: Stimulation der primären Mesangialzellen mit apoptotishen Zellen:Primäre Mesangialzellen von Wildtyp-, Trif-de�zienten, Myd88-de�zienten undTlr2-de�zienten Mäusen wurden mit ansteigender Anzahl apoptotisher Zellen für 24Stunden inkubiert. Als Kontrolle diente Poly(I:C)-RNA komplexiert mit Lipofetamin2000.IL-6 wurde im Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren dieMittelwerte mit Standardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils indreifaher Ausführung analysiert worden sind. Lipo = Lipofetamin2000, n.d. = nihtdetektierbar, n.s. = niht signi�kant.
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3.2 Aktivierung der primären Mesangialzellen durh exogene und endogene Liganden

Abbildung 3.8: Stimulation der primären Mesangialzellen mit aufgereinigter RNA: PrimäreMesangialzellen (pMC) aus Wildtyp-, Trif-de�zienten und Myd88-de�zienten Mäusen wurdenmit präparierter Gesamt-RNA aus primären Mesangialzellen und apoptotishen Thymozytenkomplexiert mit kationishen Lipiden stimuliert. IL-6 wurde im Zellüberstand mittelsELISA gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung aus3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in dreifaher Ausführung analysiert worden sind.n.d. = niht detektierbar. * p<0.05 versus Wildtyp, ** p<0.01 versus Wildtyp.Thymozyten alleine setzten kein IL-6 frei (Daten niht gezeigt). Die Stimulationder Knokout-pMC ergab, dass MyD88 und TLR2 wesentlih an der Aktivierungvon primären Mesangialzellen durh apoptotishe/nekrotishe Zellen beteiligt sind.Dagegen zeigten Trif-de�ziente pMC nur eine geringe, niht signi�kante Verminderungder IL-6-Ausshüttung im Vergleih zu den Wildtyp-pMC. Als Kontrolle derViabilität aller Zellpopulationen diente die TLR-unabhängige Stimulation mitkomplexierter Poly(I:C)-RNA (ohne Vorstimulation), welhe eine vergleihbar hoheIL-6-Ausshüttung bewirkte und somit eine vergleihbare Zellaktivität der einzelnenZellarten belegte. Ohne TNF-α/IFN-γ-Vorstimulation der Zellen konnte keineInduktion von IL-6 durh apoptotishe Thymozyten nahgewiesen werden. DieVorstimulation allein ergab keine IL-6-Produktion (Daten niht gezeigt).Aufgereinigte RNA Nahdem die Stimulations-Experimente eine geringe, wennauh niht signi�kante Verringerung der IL-6-Freisetzung in den Trif-de�zientenMesangialzellen zeigten, ershien es plausibel, dass RNA-Moleküle aus denapoptotishen Zellen TRIF-abhängig Mesangialzellen aktivieren könnten. Um dieseHypothese zu prüfen, wurden aufgereinigte RNA-Extrakte aus apoptotishenThymozyten und primären Mesangialzellen gewonnen und für weitere invitro-Stimulationen verwendet. Die RNA-Extrakte wurden vor Stimulation mitkationishen Lipiden inkubiert, um die geringe RNA-Menge (1µg) vor einem Abbau57



3 Ergebnissedurh RNasen im Zellkulturmedium zu shützen. Die aufgereinigte RNA bewirkte beiden Wildtyp-pMC eine im Vergleih zu anderen TLR-Liganden niedrige Induktion vonIL-6, die als überwiegend TRIF-abhängig gesehen werden kann, da die Trif-de�zienteZellen im Vergleih zu den Wildtyp-pMC signi�kant weniger IL-6 freisetzten (sieheAbbildung 3.8). Die erniedrigte IL-6-Induktion in Myd88-de�zienten pMC lässt siham wahrsheinlihsten dadurh erklären, dass die präparierte RNA niht ganz freivon anderen TLR-Liganden war, welhe einen gemeinsamen Signalweg über dasAdapterprotein MyD88 haben.Überstand nekrotisher Zellen Weiterhin sollte untersuht werden, ob Substanzen,die durh Apoptose bzw. Nekrose freigesetzt werden, eine Aktivierung glomerulärerMesangialzellen bewirken. Somit könnten Moleküle, die nur von sterbenden Zellenfreigesetzt werden, möglihe endogene Liganden darstellen und so durh Aktivierungintrinsisher renaler Zellen zur Pathogenese der Glomerulonephritis beitragen.Dazu wurden vershiedene Zelllinien durh wiederholtes Einfrieren und Auftauennekrotish gemaht, der Mediumüberstand gewonnen und für Stimulationszwekeverwendet. Als Quelle nekrotisher Zellüberstände wurde die murine Mesangialzelllinie(MMC), die Fibroblastenzelllinie NIH3T3, die Tubulus-Fibroblastenzelllinie (TFB)und die murine Tubuluszelllinie (MTC) eingesetzt. Mediumüberstände nekrotisherNIH3T3-Zellen bewirkten eine mit den TLR-Liganden LPS und Pam3Cysvergleihbare IL-6-Induktion in den primären Mesangialzellen. Es wird davonausgegangen, dass eine glomeruläre Zellshädigung in einem entzündlihen Umfeldstatt�ndet, d.h. dem Absterben von Zellen geht eine Einwanderung vonEntzündungszellen und damit Freisetzung proin�ammatorisher Zytokine voraus.Dieser Zustand kann in vitro durh Gabe der proin�ammatorishen ZytokineTNF-α und IFN-γ imitiert werden. Tatsählih konnte durh Vorstimulation einsynergistisher E�ekt proin�ammatorisher Zytokine und nekrotishen Zellmaterialserzielt werden. Die Vorstimulation bewirkte bei allen Stimulationen mit nekrotishenÜberständen eine signi�kante Dosis-abhängige Anhebung der IL-6-Produktion inden primären Mesangialzellen aus Wildtyp-Mäusen (siehe Abbildung 3.9). In dennekrotishen Zellüberständen konnte kein IL-6 nahgewiesen werden (Daten nihtgezeigt).Wie shon in früheren Publikationen gezeigt werden konnte, setzen absterbendeZellen Moleküle frei, die unter anderem TLR-abhängig Antigen-präsentierende Zellenaktivieren können (siehe Einleitung). Um dies in der Niere speziell an Mesangialzellenzu untersuhen, wurden primäre Myd88-, Tlr2-, und Trif-de�ziente Mesangialzellenmit den nekrotishen Zellüberständen inkubiert. Es wurden die Zellüberstände derNIH3T3-Fibroblastenzelllinie verwendet, da diese den stärksten Stimulus für eineIL-6-Ausshüttung in Mesangialzellen darstellten. Die Mesangialzellen wurden mituntershiedlihen Mengenverhältnissen inkubiert: 1:10, 1:2 und 1:1 (nekrotisherZellüberstand : Zellkulturmedium der pMC). Es konnte somit eine Dosis-abhängigeStimulation durh nekrotishes Zellmaterial nahgewiesen werden (siehe Abbildung3.10).
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3.2 Aktivierung der primären Mesangialzellen durh exogene und endogene Liganden

Abbildung 3.9: Stimulation der primären Mesangialzellen mit Mediumüberständennekrotisher Zellen: Nekrose wurde durh mehrmaliges Einfrieren und Auftauen in Zelleninduziert und der Mediumüberstand gewonnen. Primäre Mesangialzellen wurden mit denMediumüberständen nekrotisher Zellen im Verhältnis 1:1 zu frishem Zellkulturmediummit und ohne Vorstimulation mit mit TNF-α und IFN-γ für 24 Stunden inkubiert.Nekrotishe Zellüberstände wurden aus MMC (murine Mesangialzelllinie), primärenMesangialzellen, TFB (Tubulus�broblastenzelllinie), MTC (murine Tubuluszelllinie),NIH3T3 (Fibroblastenzelllinie) gewonnen. Als Kontrollen wurden Pam3Cys und LPSverwendet. IL-6 wurde im Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentierendie Mittelwerte mit Standardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils indreifaher Ausführung analysiert worden sind. * p<0.05 versus Wildtyp, ** p<0.01 versusWildtyp.Wie Abbildung 3.10 zeigt, können Myd88- und Tlr2-de�ziente Mesangialzellenniht durh die Stimulation mit Zellmedium nekrotisher Zellen aktiviert werden. DieTrif-de�zienten primären Mesangialzellen zeigten im Vergleih zu den Wildtyp-pMCeine signi�kant verminderte IL-6-Ausshüttung. Als Kontrolle der Zellviabilität dientedie TLR-unabhängige Stimulation mit komplexierter Poly(I:C)-RNA.Auh die Freisetzung des Chemokins CXCL9/MIG (Monokine Induedby Interferon-γ) zeigte eine MyD88-Abhängigkeit nah Stimulation mitMediumüberständen nekrotisher NIH3T3-Fibroblasten. Jedoh konnte diesesResultat nur nah Vorstimulation mit Interferon-γ und TNF-α gezeigt werden (sieheAbbildung 3.11). Ohne Vorstimulation konnte MIG in Mesangialzellüberständen nahStimulation mit TLR-Liganden niht nahgewiesen werden (Daten niht gezeigt).
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Abbildung 3.10: Stimulation primärer Mesangialzellen aus Wildtyp-, Trif-de�zienten,Myd88-de�zienten und Tlr2-de�zienten Mäusen mit Mediumüberständen nekrotisher Zellen:Primäre Mesangialzellen wurden mit Mediumüberständen nekrotisher NIH3T3-Zellen imansteigendem Verhältnis zu frishem Zellkulturmedium für 24 Stunden inkubiert. AlsKontrolle diente die Stimulation mit komplexierter Poly(I:C)-RNA (pIC). IL-6 wurdeim Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mitStandardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in dreifaher Ausführunganalysiert worden sind. Lipo = Lipofetamin2000 n.d. = niht detektiert. * p<0.05 versusWildtyp.

Abbildung 3.11: Nahweis der CXCL9/MIG-Freisetzung nah Stimulation mitMediumüberständen nekrotisher Zellen: Stimulation primärer Mesangialzellen aus Wildtyp-,Trif- und Myd88-de�zienten Mäusen mit Mediumüberständen nekrotisher NIH3T3-Zellen.Für die Vorstimulation wurden 300 U/ml IFN-γ und TNF-α verwendet. CXCL9/MIG wurdeim Zellüberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mitStandardabweihung aus 3 unabhängigen Experimenten, die jeweils in dreifaher Ausführunganalysiert worden sind. n.d. = niht detektiert.
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3.3 E�ekt der nephrotoxishen Serumnephritis in Trif- und Myd88-de�zienten Mäusen3.3 E�ekt der nephrotoxishen Serumnephritis inTrif- und Myd88-de�zienten MäusenBei dem Modell der nephrotoxishen Serumnephritis wird durh systemishe Gabevon Antiserum gegen die glomeruläre Basalmembran eine mesangioproliferativeImmunkomplex-Glomerulonephritis induziert. Vor dem Hintergrund der in vitroerhaltenen Ergebnisse sollte die in vivo-Relevanz der Signal-Adapterproteine TRIFund MyD88 untersuht werden.3.3.1 ProteinurieDie Proteinurie wurde aus wöhentlihen Urinproben bestimmt. Wildtyp-Mäusezeigten nah Gabe des nephrotoxishen Serums eine progrediente Albuminurieim Verlauf von drei Wohen. Die Trif-de�zienten Mäuse entwikelten eine denWildtyptieren vergleihbare Proteinurie (Tag 14 und 21). Der anfänglih verzögerteVerlauf der Albuminurie (Tag 7) war niht signi�kant untershiedlih. Im Gegensatzdazu konnte bei den Myd88-de�zienten Mäusen in keiner der gewonnenen UrinprobenAlbumin nahgewiesen werden. Während Wildtyp- und Trif-de�ziente Mäusesomit eine massive Proteinurie innerhalb von 21 Tagen entwikelten, blieben dieMyd88-de�zienten Tiere vollständig davor bewahrt.

Abbildung 3.12: Proteinurie im Verlauf der experimentellenImmunkomplex-Glomerulonephritis: Urinalbumin/Kreatinin-Ratio wurde von den Mäusenam Tag 0, 7, 14 und 21 bestimmt. Pro Versuhsgruppe wurden je 10 Mäuse analysiert. DieDaten repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung. n.d. = niht detektiert, n.s.= niht signi�kant.
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3 Ergebnisse3.3.2 SerumhemieSerum der behandelten Mäuse wurde am Tag 21 nah Gabe des nephrotoxishenSerum gewonnen und analysiert. Eine Hypalbuminämie und Hyperholesterinämiekonnte in den Wildtyp-Mäusen festgestellt werden, was mit dem Ergebnis derProteinurie übereinstimmte. Des Weiteren waren die Werte für Serum-Kreatinin undHarnsto�-N erhöht. Entsprehend den Proteinurie-Daten, zeigte die Laboranalyseder Serumproben keine signi�kanten Untershiede der Trif-de�zienten Mäusegegüber den Wildtyp-Tieren. Wie in Abbildung 3.13 erkennbar, konnte in denTrif-de�zienten Mäusen ebenfalls eine Hypalbuminämie, Hyperholesterinämie, einerhöhtes Serum-Kreatinin und erhöhter Harnsto�-N nahgewiesen werden. ImUntershied dazu zeigte das Labor der Myd88-de�zienten Mäuse analog zu denProteinurie-Daten normale Werte.

Abbildung 3.13: Serumhemie: 21 Tage nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritiswurde Serum gewonnen und Albumin, Cholesterin, Kreatinin und Harnsto�-N analysiert. ProVersuhsgruppe wurden je 10 Mäuse analysiert. Die Daten repräsentieren die Mittelwertemit Standardabweihung. n.d. = niht detektiert, n.s. = niht signi�kant. ** p<0.01 versusWildtyp.
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3.3 E�ekt der nephrotoxishen Serumnephritis in Trif- und Myd88-de�zienten Mäusen3.3.3 Nahweis von autologenAnti-Kaninhen-ImmunglobulinenZur Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis wurde ein im Kaninhengewonnenes Serum appliziert, das gegen die glomeruläre Basalmembran gerihtet ist.Zusätzlih erfolgte 3 Tage vor Serumgabe eine Präimmunisierung mit Kanihen-IgG.Bei erfolgreiher Induktion der Nephrotoxishen Serum Nephritis bilden die MäuseAntikörper gegen Kaninhen-Immunglobulin G. Diese zirkulierenden Antikörperwurden in den Serumproben am Tag 21 mittels ELISA in allen Versuhstierennahgewiesen. Diese Daten bestätigen, dass in allen getesteten Tieren das NSN-Modellgleihermaÿen induziert worden ist. Weder TRIF noh MyD88 sheinen somit eineRolle bei der humoralen Immunantwort nah Gabe des nephrotoxishen Serums zuspielen. In den Kontrollmäusen (Wildtyp naiv) konnten hingegen keine Antikörpernahgewiesen werden (siehe Abbildung 3.14).

Abbildung 3.14: Nahweis autologer Immunglobulin G-Antikörper: ZirkulierendeAnti-Kaninhen-IgG wurden im Serum 21 Tage nah Induktion der Nephrotoxishen SerumNephritis mittels ELISA nahgewiesen. Die Serumwerte der Verdünnungsstufen wurden inarbiträren Einheiten angegeben. Pro Versuhsgruppe wurden je 10 Mäuse analysiert. DieDaten repräsentieren die Mittelwerte mit Standardabweihung. OD = Optishe Dihte.3.3.4 T-Zell-AktivierungUm die zelluläre Immunantwort nah Gabe des nephrotoxishen Serumszu testen wurden Splenozyten am Tag 21 gewonnen und in vitro mitKaninhen-Immunglobulin G restimuliert. Der Mediumüberstand wurde nah 72Stunden mittels ELISA auf IFN-γ getestet und die Splenozyten mit Anti-CD69,einem Marker der T-Zell-Aktivierung gefärbt. Die Ober�ähenexpression vonCD69-positiven Splenozyten wurde mittels Durh�usszytometrie bestimmt. Die Zellender Wildtyp-Mäuse produzierten spezi�sh nah Kaninhen-IgG-Stimulation IFN-γ,63
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Abbildung 3.15: Nahweis der Interferon-γ-Freisetzung aus Splenozyten als Marker derT-Zell-Aktivierung: Splenozyten wurden 21 Tage nah Induktion der nephrotoxishenSerumnephritis gewonnen und mit Kaninhen-IgG für 72 Stunden restimuliert. Diespezi�she T-Zell-Antwort gegen Kaninhen-IgG wurde durh Interferon-γ-Nahweis imZellkulturmedium mittels ELISA nahgewiesen. Als Kontrolle diente die Stimulation mitShaf-IgG. Pro Versuhsgruppe wurden je 10 Mäuse analysiert. Die Daten repräsentieren dieMittelwerte mit Standardabweihung. n.s. = niht signi�kant.während hingegen in Überständen nah Stimulation mit Shaf-Immunglobulin Gsowie in der Mediumkontrolle kein IFN-γ nahweisbar war (siehe Abbildung 3.15).Zellen der Trif-de�zienten Tiere zeigten eine den Wildtyp-Zellen vergleihbareIFN-γ-Ausshüttung, während hingegen in den Myd88-de�zienten Splenozyten keinIFN-γ nahweisbar war. Analog zu den ELISA-Daten konnte in der FACS-Analyseeine vermehrte CD69-Expression der CD8-positiven T-Zellen nah Gabe vonKanihen-IgG gezeigt werden (siehe Abbildungen 3.16 und 3.17). Die Stimulationmit dem unspezi�shen Shaf-IgG führte zu einer der Mediumkontrolle vergleihbarenCD69-Expression. In den restimulierten Splenozyten der behandelten Trif-Mäusekonnte eine T-Zell-Aktivierung verlgeihbar mit den Wildtyp-Zellen nahgewiesenwerden. Splenozyten der behandelten Myd88-de�zienten Tiere konnten hingegenniht reaktiviert werden, was darauf hindeutet, dass MyD88 durh die fehlendeT-Zell-Aktivierung in dem NSN-Modell eine wesentlihe Bedeutung hat.3.3.5 Nahweis der renalen Leukozytenin�ltrationUm renale Leukozytenin�ltrate bei der nephrotoxishen Serumnephritis besserquanti�zieren zu können, wurde eine Ober�ähenfärbung der Nierenzellendurhgeführt. Dazu wurde zunähst eine Einzelzellsuspension aus Nierengewebeder Mäuse mit induzierter Serum Nephrits gewonnen. Nah Färbung mitden Ober�ähenmarkern für CD45, CD3, CD4, CD8 und F4/80 wurden dieNierenzellen mittels Durh�usszytometrie analysiert (siehe Abbildungen 3.18 und64



3.3 E�ekt der nephrotoxishen Serumnephritis in Trif- und Myd88-de�zienten Mäusen

Abbildung 3.16: Nahweis der CD69-Expression auf CD8-positiven Splenozyten als Markerder T-Zell-Aktivierung: Splenozyten wurden 21 Tage nah Induktion der nephrotoxishenSerumnephritis gewonnen und mit Kaninhen-IgG für 72 Stunden restimuliert. Diespezi�she T-Zell-Antwort gegen Kaninhen-IgG wurde durh CD8+CD69+-Zellen mittelsDurh�usszytometrie nahgewiesen. Als Kontrolle diente die Stimulation mit Shaf-IgG.
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Abbildung 3.17: Auswertung der CD69-Expression auf CD8-positiven Splenozyten:Splenozyten wurden 21 Tage nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis gewonnenund mit Kaninhen-IgG für 72 Stunden restimuliert. Die spezi�she T-Zell-Antwort gegenKaninhen-IgG wurde durh CD8+CD69+-Zellen mittels Durh�usszytometrie nahgewiesen.Als Kontrolle diente die Stimulation mit Shaf-IgG. Dargestellt ist der Mittelwert mitStandardabweihung des prozentualen Anteils der CD8+CD69+-Zellen aus je 10 Tieren proVersuhsgruppe. Pro Probe wurden 100.000 Events analysiert. ** p<0.01 versus Wildtyp.3.19). In der FACS-Analyse wurden zunähst die CD45-positiven Zellen markiert,um das gesamte Leukozytenin�ltrat zu quanti�zieren. Im Mittel wiesen dieWildtyp-Mäuse 13% CD45-positiven Zellen auf. In Trif-de�zienten Tieren konnte8% Leukozytenin�ltration der Nierenzellsuspension nahgewiesen werden. DieserUntershied war in der statistishen Analyse jedoh niht signi�kant. Hingegenwurde in Myd88-Knokout-Mäusen eine Leukozytenin�ltration von unter 5%nahgewiesen, welhe im Vergleih mit den Wildtyp-Mäusen signi�kant erniedrigtwar. Die Auswertung der CD4- und CD8-T-Zellen ergaben jeweils einen Anteilvon höhstens 2% der CD4-postiven Zellen und höhstens 1% der CD8-positivenZellen der Gesamtnierenzellzahl. Hier konnten keine signi�kanten Untershiedezwishen den einzelnen Versuhgruppen festgestellt werden. Für die Analyse derrenalen Makrophagen-In�ltration wurden die Nierenzellsuspensionen mit F4/80-und CD45-Antikörpern gefärbt. In den Nieren der Wildtyp-Mäuse waren imMittel 10% Makrophagen nahweisbar, während Trif-de�ziente Mäuse einenMakrophagenanteil von 7% und die Myd88-de�ziente Tiere von 2% aufwiesen.Ein signi�kanter Untershied in der Makrophagenin�ltration konnte zwishenWildtyp- und Trif-de�zienten Mäusen niht nahgewiesen werden. Dagegen war derrenale Makrophagenanteil in den Myd88-de�zienten Mäusen nah Induktion dernephrotoxishen Serumnephritis minimal und somit signi�kant geringer im Vergleihzu den Wildtyp-Mäusen.66



3.3 E�ekt der nephrotoxishen Serumnephritis in Trif- und Myd88-de�zienten Mäusen

Abbildung 3.18: Nahweis der renalen Leukozytenin�ltration: Zum Nahweis der T-Zellenund Makrophagen in der Niere nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis wurdeeine Einzelzellsuspension aus Nierengewebe gewonnen und mittels Durh�usszytometrieanalysiert. Es wurden zunähst die CD45+-Zellen markiert, um aus dieser Zellpopulationdie CD3+CD4+ und die CD3+CD8+-Zellen darzustellen. In einer weiteren Analyse wurdendie CD45+F4/80+-Makrophagen nahgewiesen.
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Abbildung 3.19: Auswertung der renalen Leukozytenin�ltration bei der nephrotoxishenSerumnephrits: prozentuale Verteilung der CD45+-, CD4+-, CD8+- Zellen undF4/80+-Makrophagen. Jeweils 10 Mäuse pro Versuhsgruppe wurden analysiert. ProProbe wurden 100.000 Events gemessen. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte mitStandardabweihung. n.s. = niht signi�kant. ** p<0.01 versus Wildtyp.3.3.6 Histologishe AuswertungDie histologishe Aufbereitung erfolgte 21 Tage nah Gabe des nephrotoxishenSerums. Die Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis führte in denWildtyp-Mäusen zu einer mesangioproliferativen Glomerulonephritis mitHalbmondbildung. In der PAS-Färbung lassen sih glomeruläre und periglomeruläreAblagerungen nahweisen. Zur Beurteilung der Leukozyten-In�ltration wurdenimmunhistologishe Färbungen angefertigt, die jeweils Ma-2-positive Makrophagenoder CD3-positive T-Lymphozyten darstellten. Es fanden sih glomeruläre,periglomeruläre und di�us interstitielle Makrophagen-In�ltrate. T-Lymphozytenwaren hauptsählih periglomerulär im Bereih von Halbmonden sowie interstitielllokalisiert. Eine Shädigung der Tubuli im Interstitium wird durh den Nahweis derTubulusatrophie, intratubulärer Proteinablagerungen sowie einer di�user interstitiellerFibrose deutlih. Die histologishe Färbung der Nieren der Trif-de�zienten Mäuseergab keinen signi�kanten Untershied zu der Wildtyp-Kontrollgruppe. Im Gegensatzdazu waren die histologishen Shnitte der Myd88-de�zienten Tiere unau�ällig.Somit waren die morphologishen Merkmale der Wildtyp- und Knokout-Mäusemit den funktionellen Befunden in der Serumhemie und der Proteinurie konsistent.Wildtyp- und Trif-de�ziente Mäuse entwikelten eine histologish und klinishnahweisbare Glomerulonephritis, während in Myd88-de�zienten Mäuse keineglomeruläre Shädigungen nahweisbar waren. In der IgG-Färbung ist eine deutliheAblagerung der Immunglobuline entlang der glomerulären Basalmembran sihtbar.Dies zeigt, dass in allen 3 Versuhsgruppen das nephrotoxishe Serum gleihermaÿengegen die glomeruläre Basalmembran gerihtet ist.
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3.3 E�ekt der nephrotoxishen Serumnephritis in Trif- und Myd88-de�zienten Mäusen

Abbildung 3.20: Histologie der nephrotoxishen Serumnephritis: Nieren wurden amTag 21 nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis in Formaldehyd �xiertund histologish aufbereitet. Es wurden von jedem Tier jeweils eine Periodi AidShi� (PAS)-Färbung, Ma-2-Färbung, CD3-Färbung und IgG-Färbung durhgeführt.Gezeigt werden repräsentative Bilder jeder Versuhsgruppe (n=10 pro Gruppe).
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.21: Histologie-Auswertung: Die Nierenshnitte geben den Tag 21nah Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis wieder. In der Periodi AidShi� (PAS)-Färbung wurde der prozentuale Anteil glomerulärer Cresents allerVersuhstiere evaluiert. Das Ausmaÿ der glomerulären Matrixablagerungen wurde durheinen semiquantitativen Sore (0-3) aus 50 Glomeruli pro Shnitt bestimmt. GlomeruläreC3 Ablagerungen wurden durh einen semiquantitativen Sore (0-3) aus 50 Glomeruli proShnitt analysiert. Renale T-Zell-In�ltrate wurden mittels CD3-Färbung nahgewiesen undim Gesihtsfeld bei gröÿter Au�ösung quanti�ziert. Pro Versuhsgruppe wurden je 10 Mäuseanalysiert. ** p<0.01 versus Wildtyp. GF = Gesihtsfeld.
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4 Diskussion4.1 Übersiht über die experimentellen BefundeDie Analyse der Toll-like- und Rig I-like Rezeptor-Expression muriner glomerulärerMesangialzellen zeigte eine deutlihe Expression der Toll-like Rezeptoren 2, 3 und4 sowie von MDA-5 und RIG-I. In vitro-Stimulation mit proin�ammatorishenZytokinen ergab eine signi�kante Hohregulation von TLR3 und RIG-I.Funktionelle Untersuhungen bestätigten, dass Mesangialzellen durh dieTLR-Liganden Pam3Cys, Poly(I:C), und LPS entsprehend ihrer Rezeptorexpressionaktiviert werden konnten.Ebenso war es möglih, kultivierte Mesangialzellen durh apoptotishe odernekrotishe Zellen oder deren Zellmaterial zu stimulieren.Ausgehend von der Hypothese, dass bestimmte Moleküle aus sterbenden Zellenfreigesetzt werden, die über die Aktivierung von Mesangialzellen an der Pathogeneseder Immunkomplex-Glomerulonephritis beteiligt sind, sollte im zweiten Teil dieserArbeit daher die Rolle von endogenen Liganden oder auh �Danger�-Molekülen invivo untersuht und die zugrunde liegenden Mehanismen skizziert werden.Bei dem Modell der nephrotoxishen Serumnephritis geht man von einer durhAntikörper-vermittelten �sterilen� In�ammation aus. Während der Entzündungsphasekönnen so genannte Danger-Moleküle freigesetzt werden und intrinsishe renale Zellenwie beispielsweise Mesangialzellen über Toll-like Rezeptoren aktivieren.Hierbei zeigten sih untershiedlihe E�ekte im Modell der nephrotoxishenSerumnephritis in Knokout-Mäusen der TLR-Adaptermoleküle TRIF und MyD88.So wiesen Trif-de�ziente Tiere nah der Induktion der nephrotoxishen Serumnephritiseine dem Wildtyp vergleihbare Glomerulonephritis auf. Im Gegensatz dazu konntedurh Unterbrehung der MyD88-vermittelten TLR-Signalkaskade die Induktion derGlomerulonephritis vollständig verhindert werden.4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleih mitder Literatur4.2.1 Bedeutung der Pathogen-Erkennungsrezeptoren inMesangialzellenDie glomerulären Mesangialzellen sind während des glomerulären Filtrationsprozessständig zirkulierenden Mikro- und Makromolekülen mit pathogenen und niht71



4 Diskussionpathogenen Eigenshaften ausgesetzt. Die Immunantwort, die ein solhes Molekülauslöst, wird durh die Reaktionsmöglihkeiten der Zelle bestimmt, die mit demkorrespondierenden Erkennungsmehanismus ausgestattet ist. Daher ist die genaueCharakterisierung der Expressionsverteilung der Pathogen-Erkennungsrezeptoren aufZellen essentiell für das Verständnis der Pathogen-Wirt-Interaktion und die darauffolgende Immunantwort. Die Kenntnis der Expressionsanalyse untershiedliherPathogen-Erkennungsrezeptoren lässt Rükshlüsse auf die Funktion und mögliheStellung einer Zelle in physiologishen und pathophysiologishen Prozessen zu. Dadie Familie der Toll-like Rezeptoren unter den Pathogen-Erkennungsrezeptoren einezentrale Rolle einnimmt, ist die Verteilung ihrer Rezeptoren von groÿem Interessefür die Beantwortung immunologisher Fragestellungen. Shwerpunkt dieser Arbeitwar die Untersuhung der glomerulären Mesangialzellen und ihre immunologisheBedeutung bei der Glomerulonephritis.Ergebnissen dieser Arbeit zufolge zeigen die primären Mesangialzellen eine distinkteExpression der Toll-like-Rezeptoren 2, 3, 4 und in geringerer Ausprägung derToll-like Rezeptoren 1, 5, 6 und 11, während die Toll-like Rezeptoren 7 und 9 nihtnahgewiesen werden konnten. Dies steht im Einklang mit Expressionsanalysenanderer renaler niht-Immunzellen, die ebenfalls TLR7 und TLR9 niht exprimieren.Zu diesen intrinsishen renalen Zellen gehören neben den Mesangialzellen dieTubulusepithelzellen, Podozyten, glomeruläre Endothelzellen und intrarenaleFibroblasten.Im Gegensatz dazu exprimieren (intrarenale) Antigen-präsentierende Zellen wieDendritishe Zellen und Makrophagen zusätzlih TLR7 und 9 (siehe Abbildung4.1)[159℄. Es sheint somit, dass die intrinsishen renalen Zellen bei der Erkennungvon Einzelstrang-RNA aus Viren und CpG-DNA aus Viren und Bakterien keinewesentlihe Bedeutung haben. Von den Toll-like Rezeptoren kann demnah nurToll-like Rezeptor 3 Nukleinsäuren (dsRNA) erkennen und eine entsprehendeSignalkaskade aktivieren. Mit der Endekung der Toll-like Rezeptor-unabhängigenRNA-Helikasen wurden alternative Erkennungsmehanismen für Doppelstrang-RNAaufgedekt [113℄.In dieser Arbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass neben den Toll-like Rezeptorenals Pathogen-Erkennungsrezeptoren auh die RNA-Helikasen MDA-5 und RIG-Iauf Mesangialzellen exprimiert werden. Somit existieren auh TLR-unabhängigeErkennungsmehanismen und Signalwege in glomerulären Mesangialzellen. Ob dieseRIG-like Rezeptoren und auh die Nod-like Rezeptoren auf anderen intrinsishenNierenzellen exprimiert sind, wurde bislang noh niht untersuht.Toll-like Rezeptor 3 ist somit niht der einzige Rezeptor auf Mesangialzellen, welherDoppelstrang-RNA erkennt. Daher müssen frühere Arbeiten zu TLR3 kritishbeurteilt werden, die zeigten, dass virale Doppelstrang-RNA TLR3/TRIF-abhängighumane und murine Mesangialzellen dazu veranlassen, Interleukin-6 und CCL2 invitro und in vivo zu produzieren [150℄[148℄.Kumar et al. untersuhten die Wirkung von Poly(I:C)-Injektionen in Wildtyp-,Trif-de�zienten und Ips-1-de�zienten Mäusen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,dass die nah Poly(I:C)-Gabe erhöhte Antigen-spezi�she Antikörperproduktion72



4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleih mit der Literatur

Abbildung 4.1: Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren in der Niere: renaleImmun- und niht-Immunzellen verfügen über vershiedene Expressionspro�le [159℄. DerHauptuntershied besteht darin, dass (intrarenale) Immunzellen im Gegensatz zu denintrinsishen renalen Zellen Toll-like Rezeptor 7 und Toll-like Rezeptor 9 exprimieren.vor allem in Ips-1-de�zienten Mäusen vermindert war, während Trif-de�zienteMäuse unbeein�usst blieben. Trif/Ips-1-Doppel-Knokout-Mäuse zeigten dagegeneinen vollständigen Ausfall der Antikörperproduktion. Ebenso zeigte die Analyse derCD8+-T-Zellen eine Reduktion sowohl in den Trif-de�zienten als auh Ips-1-de�zientenMäusen, während in der Doppel-Knokout-Maus die CD8+-T-Zell-Expansionvollständig aufgehoben war. Die Autoren folgerten, dass eine Kooperation vonToll-like Rezeptor 3 mit den TLR-unabhängigen zytoplasmatishen RNA-Helikase beider Erkennung von Doppelstrang-RNA vorhanden zu sein sheint [160℄.Interessanterweise wurden nur die dsRNA-Rezeptoren, d.h. Toll-like Rezeptor 3,MDA-5 und RIG-I durh Gabe von Interferon-γ und TNF-α in ihrer Expressionhohreguliert, während Toll-like Rezeptor 2 und 4 unbeein�usst blieben. Dies lässtdarauf shliessen, dass renale Mesangialzellen durh systemishe Entzüdnungsprozesseaktiviert werden können und durh Hohregulation der dsRNA-Rezeptoren sensitivergegen virale Moleküle reagieren.Die Stimulationexperimente mit primären Mesangialzellen mit Toll-like Rezeptor2-Liganden Pam3Cys zeigten eine dem TLR-Expressionspro�l entsprehendeIL-6-Antwort, die durh Vorstimulation mit Interferon-γ und TNF-α unbeein�usst73



4 Diskussionblieb. In den Myd88-de�zienten und Tlr2-de�zienten Mesangialzellen konnteentsprehend der TLR-Signalkaskade keine IL-6-Ausshüttung ausglöst werden.Dagegen war die IL-6-Antwort in Mesangialzellen nah LPS-Stimulation inTrif-de�zienten Mesangialzellen vermindert und blieb in Myd88-de�zienten Zellenvollständig aus. Dies lässt sih durh untershiedlihe Signalwege von TLR4 erklären,die in Mesangialzellen nah LPS-Stimulation teilweise TRIF-abhängig und vollständigMyD88-abhängig zu sein sheinen.Durh Stimulationsversuhe mit Trif-de�zienten Mesangialzellen konntein dieser Arbeit erstmals eine sowohl TLR3/TRIF-abhängige als auhTLR3/TRIF-unabhängige Erkennung viraler Doppelstrang-RNA nahgewiesenwerden. Studien mit Tlr3-de�zienten Mäusen ergaben eine TLR3-abhängigeAlteration der Zytokin- und Chemokin-Produktion nah Gabe von Poly(I:C) undnah Infektion mit West Nile Virus und Respiratory Synytial Virus [79℄ [80℄ [161℄.So konnte, wie auh shon in früheren Arbeiten beshrieben, die Stimulation mitPoly(I:C) eine IL-6-Ausshüttung in Mesangialzellen bewirken [150℄ [148℄.Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die externe Poly(I:C)-Stimulation auf einerTLR3/TRIF-abhängigen Aktivierung der Mesangialzellen beruht. Bei Komplexierungder Poly(I:C)-RNA mit kationishen Lipiden, welhe eine zytosolishe Stimulationbewirkt, konnte eine TLR3/TRIF-unabhängige Aktivierung der Mesangialzellenfestgestellt werden. Trif-de�ziente Mesangialzellen reagierten auf Stimulationkomplexierter dsRNA gleihermaÿen wie Wildtyp-Mesangialzellen. Dieses Phänomenlässt sih durh die Expression der zytosolishen RNA-Helikasen RIG-I undMDA-5 in Mesangialzellen erklären. Diese Rezeptoren erkennen TLR-unabhängigDoppelstrang-RNA vershiedener Viren und sind somit für die antiviraleImmunantwort von Bedeutung.So wurde in vershiedenen Arbeiten gezeigt, dass RIG-I bei der Abwehrvon Paramyxoviren, In�uenza-Viren, des Vesiular Stomatitis-Virus,Ebola-Virus und Epstein-Barr-Virus eine wesentlihe Rolle spielt, währendMDA-5 an der Immunreaktion nah Infektion mit Piornaviren, wie demEnzephalo-Myokarditis-Virus oder dem Theiler-Virus beteiligt ist [162℄. EinigeViren sheinen sowohl über RIG-I als auh MDA-5 eine Immunantwort zu initiieren.So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass das Orthoreovirus und Flaviviren wieDengue und West Nile Virus von beiden RNA-Helikasen erkannt werden [163℄.Kato et al. zeigten, dass Poly(I:C) komplexiert mit kationishenLipiden MDA-5-abhängig eine Ausshüttung von Typ I-Interferonen inMaus-Embryo-Fibroblasten (MEF) bewirkt [113℄. Dagegen sheint das5`-Triphosphat-Ende viraler Einzel- und Doppelstrang-RNA eine wesentliheRolle bei der Aktivierung von RIG-I zu spielen [103℄. Stimulation mit komplexierter5`-Triphosphat-RNA (3P-RNA) führte in den Mesangialzellen TLR-unabhängig zueiner deutlihen Ausshüttung von IL-6.Neben der IL-6-Ausshüttung wurde auh die Zellproliferation der Mesangialzellennah Stimulation mit TLR-Liganden untersuht. Ergebnissen dieser Arbeit zufolgeführte die Stimulation von TLR2 und TLR4 zu einer verstärkten Proliferation derMesangialzellen. Bakterielle Infektionen können somit neben Wahstumfaktoren und74



4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleih mit der Literaturproin�ammatorishen Zytokinen die Proliferation der Mesangialzellen im Mesangiumbeein�ussen und so zur Progression einer bestehenden Glomerulonephritis beitragen.Dagegen führte die Stimulation mit viraler Doppelstrang-RNA zu einer vermindertenZellaktivität. Dies lässt sih am wahrsheinlihsten durh Apoptose erklären. Auh infrüheren Arbeiten mit humanen Mesangialzellen konnte gezeigt werden, dass Poly(I:C)Apoptose in Mesangialzellen induziert [150℄. Diese Apoptose-induzierende Wirkungvon Poly(I:C) konnte beispielsweise auh in β-Zellen des Pankreas beobahtet werden.Rassheart et al. zeigten, dass Poly(I:C) synergistish mit IFN-γ zu einer deutliherhöhten Apoptoserate in β-Zellen führten [164℄. Ebenso konnte durh systemishePoly(I:C)-Gabe eine Insulitis mit subsequenten Typ-1-Diabetes in BALB/-Mäusenausgelöst werden [165℄.Somit könnte die Anwesenheit von Doppelstrang-RNA im Glomerulus zu lokalemZelltod führen und auf diese Weise eine Immunreaktion auslösen.4.2.2 Bedeutung endogener Liganden bei der Toll-likeRezeptor-abhängigen in�ammatorishen Aktivierungglomerulärer MesangialzellenEin seit langem kontrovers diskutiertes Thema der Immunologie beshäftigt sihmit der Frage, wie Zelltod unser Immunsystem zu einer Abwehrreaktion aktivierenkann. Die These, dass eine solhe sterile In�ammation existiert, wurde erstmalsvon Polly Matzinger 1994 aufgestellt. Seither sind zahlreihe Publikationen zudiesem Thema ershienen. Die in dieser Arbeit gezeigten Daten liefern erstmaligBelege, dass apoptotishes und nekrotishes Zellmaterial in Mesangialzellen eineImmunantwort in Form einer IL-6-Produktion initiieren. Endogene Liganden werdenüberwiegend durh sterbende Zellen freigesetzt und können sowohl TLR-abhängig alsauh TLR-unabhängig zu einer Immunantwort führen. In der vorliegenden Arbeitwurden die TLR-abhängigen Stimuli sterbender Zellen untersuht.E�ekt apoptotisher Zell-Stimulation in Mesangialzellen In dieser Arbeitkonnte erstmals gezeigt werden, dass apoptotishe Zellen TLR2/MyD88-abhängigMesangialzellen stimulieren, während Trif-de�ziente Zellen eine verminderte,jedoh niht-signi�kante IL-6-Produktion aufwiesen. Erst die Extraktion derGesamt-RNA aus apoptotishen Zellen konnte eine TLR3/TRIF-Abhängigkeit derIL-6-Ausshüttung in den Mesangialzellen nahweisen. Demnah sheint endogeneRNA Mesangialzellen stimulieren und eine Immunreaktion im Glomerulus bewirkenzu können. Dies steht im Einklang mit bisherigen Verö�entlihungen, in denen RNAaus totem Zellmaterial als endogener Ligand für TLR3 postuliert wurde.So zeigte Kariko et al., dass in vitro -transkribierte mRNA TLR3-abhängig293-Zellen stimuliert. Zudem konnte in dieser Arbeit auh eine Reifung undZytokin-Ausshüttung von Dendritishen Zellen nah Stimulation mit nekrotishenZellen nahgewiesen werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Nukleinsäurender nekrotishen Zellsuspension für die Stimulation der Dendritishen Zellen75



4 Diskussioneine wesentlihe Rolle spielen. So führte die Vorbehandlung der nekrotishenZellsuspension mit der unspezi�shen Nuklease Benzonase zu einer Verminderung derZytokin-Produktion und DC-Reifung [125℄.Brentano et al. wiesen eine TLR3-abhängige Aktivierung synovialerFibroblasten durh RNA nekrotisher Zellen nah. Von Patienten mitRheumatoider Arthritis wurden nekrotishe Synovia-Zellen gewonnen und mitsynovialen Fibroblasten koinkubiert. Die Stimulation durh Benzonase- undHydroxyhloroquin-vorbehandelter nekrotisher Zellen führte in den Fibroblastenjeweils zu einer verminderten Zytokinausshüttung im Vergleih zu niht-behandeltennekrotishen Zellen. Daraus folgerten die Autoren, dass Nukleinsäuren ausnekrotishem Zellmaterial synoviale Fibroblasten von Patienten mit RheumatoiderArthritis (RASF) stimulieren können. Hydroxyhloroquin hemmt die endosomaleAzidi�kation, so dass endosomale Rezeptoren wie TLR3, 7, 8 und 9 niht mehraktiviert werden können. Da RASF (wie auh Mesangialzellen) TLR7, 8 und 9niht exprimieren, wurde mit der Chloroquin-Gabe nur TLR3 inhibiert und somiteine TLR3-abhängige Aktivierung der Fibroblasten durh nekrotishes Zellmaterialpostuliert [126℄.Ebenso konnte gezeigt werden, dass nekrotishe neuronale Zellen eine Immunanwortin Shwann-Zellen via TLR2 und TLR3 hervorrufen [166℄.In einer kürzlih ershienenen Verö�entlihung konnte gezeigt werden,dass TLR3-de�ziente Makrophagen eine verminderte Zytokin- undChemokin-Ausshüttung nah Stimulation mit nekrotishen Neutrophilen aufweisen.Ein Verdau der nekrotishen Zellsuspension mit RNase und Benzonase führte zu einerVerminderung der Zytokin-Produktion in den Wildtyp-Makrophagen. Zusätzlihkonnte die Chemokin-Produktion in Wildtyp-Makrophagen nah Stimulationnekrotisher Neutrophiler durh TLR3-Antikörper signi�kant reduziert werden [167℄.Im Vergleih zu den TLR-Liganden induzierten apoptotishe Thymozyten einerelativ geringe IL-6-Antwort in Mesangialzellen. Diese konnte auh nur durh eine(unphysiologish) hohe Zahl apoptotisher Zellen erreiht werden. Es kann daherniht di�erenziert werden, ob nun apoptotishe oder sekundär nekrotishe Zellen dieMesangialzellen aktivierten.Zellen können durh untershiedlihste Mehanismen sterben. Die 2 Haupttypen desZelltodes sind dabei Nekrose und Apoptose. Nekrotisher Zelltod resultiert meistaus pathologishen Prozessen der Zellshädigung, wie beispielsweise nah Trauma,Ishämie oder durh toxishe Substanzen. Die Nekrose ist dabei durh das Anshwellender Zellen und anshlieÿendem Verlust der Membranintegrität gekennzeihnet.Dagegen ist Apoptose ein geplanter Prozess, der normalerweise physiologishvorkommt, wie zum Beispiel während Entwiklungsprozessen. Morphologish sindapoptotishe Zellen durh Zellshrumpfung gekennzeihnet und bewahren initialihre Zellintegrität. Die Immunantwort auf diese zwei Formen des Zelltodes sinddaher vershieden (siehe Abbildung 4.2) [168℄. Nekrotisher Zelltod stimulierteine Immunreaktion, während hingegen apoptotishe Zellen in der Regel keineImmunantwort hervorrufen. Dies tri�t zum Beispiel auf die Entwiklung der T-Zellenim Thymus zu. Zudem bewahren apoptotishe Zellen ihre Membranintegrität76



4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleih mit der Literaturund setzen niht wie nekrotishe Zellen intrazelluläre Moleküle frei. Sie werdendurh residente Makrophagen phagozytiert und somit e�zient weggeräumt. DesWeiteren wurde gezeigt, dass apoptotishe Zellen Makrophagen zu einer IL-10- undTGF-β-Ausshüttung stimulieren, was zu einer Unterdrükung der Immunreaktionführt [169℄.Nah Polly Matzinger ist dieser Untershied der Immunreaktion auf die zwei Formendes Zelltods dadurh begründet, dass nekrotisher Zelltod nur nah unphysiologishen,d.h. nah pathologishen Situationen auftritt und somit eine Gefahr für denOrganismus bedeutet, während apoptotisher Zelltod meist physiologisher Natur istund damit keine akute Bedrohung darstellt [122℄. Eine shnelle Immunreaktion istdaher von Bedeutung, wenn sih nekrotisher Zelltod ereignet, um den Organismusin seiner Integrität zu bewahren. Unter bestimmten Umständen kann aber auhApoptose zu einem in�ammatorishen Prozess führen. So zeigten Faouzi et al., dassdie systemishe Gabe von FAS-Antikörpern zu einer FAS-induzierten Apoptose in derLeber und einer subsequenten starken Immunantwort führte. Diese Immunreaktionkonnte durh Hemmung der Apoptose inhibiert werden [170℄.Warum letztlih Apoptose in manhen Fällen zu einer Immunreaktion führt undin anderen Situationen niht, bleibt ungeklärt. Ein wesentliher Faktor sheint dieShnelligkeit und E�zienz der phagozytierenden Zellen zu sein, die apoptotisheZellen beseite räumen und so vor einer sekundären Nekrose bewahren [171℄. Istdie Phagozytose niht gewährleistet, werden potentielle intrazelluläre Immunstimulifreigesetzt. Dies könnte unter Umständen für den Organismus aber auh vonVorteil sein, wenn Apoptose beispielsweise bei pathologishen Prozessen wie(Virus-)Infektionen auftritt [172℄.Nekrotishe Zellkomponenten aktivieren Mesangialzellen via TLR2/MyD88Glomerulonephritiden gehen häu�g mit fokalen glomerulären Nekrosen einher.Glomeruläre Mesangialzellen treten somit in Kontakt mit nekrotishemZellmaterial. Nekrotisher Zelltod ist durh den Verlust der Membranintegritätund damit durh die Freisetzung intrazellulärer Bestandteile harakterisiert. Invershiedenen Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass nekrotishe Zellen dasangeborene Immunsystem aktivieren, indem freigesetzte intrazelluläre Molekülean Pattern-Reognition-Rezeptoren auf Dendritishen Zellen binden und diesedaraufhin zu immunstimulatorishen Zellen reifen [121℄. Die Mehanismen wurdenin dieser Arbeit an glomerulären Mesangialzellen untersuht. In vitro wurden dieMesangialzellen mit nekrotishem Zellmaterial vershiedener Zellen stimuliert. Diesführte zu einer starken IL-6- und CXCL9/MIG-Freisetzung der Mesangialzellen. FürCXCL9/MIG wurde in einer kürzlih ershienenen Verö�entlihung gezeigt, dass eswesentlih an der Pathogenese einer Immunkomplex-Glomerulonephritis beteiligt ist[173℄.Es wird davon ausgegangen, dass Nekrose mit einem Entzündungszustand in denGlomeruli vergesellshaftet ist und somit proin�ammatorishe Zytokine präsent sind.Ein Dosis-abhängiger synergistisher E�ekt der IL-6-Ausshüttung konnte daher77



4 Diskussion

Abbildung 4.2:Mehanismus der sterilen In�ammation: Untersheidung zwishen lebenden,nekrotishen und apoptotishen Zellen. Lebende Zellen beinhalten Danger -Signale, die erstdurh Verlust der Membranintegrität freigesetzt werden und so eine Entzündungsreaktionauslösen können. Apoptotishe Zellen bewahren dagegen ihre Zellintegrität und werden inder Regel durh Phagozytose abgeräumt. Intrazelluläre Bestandteile werden niht freigesetztund es kommt zu keiner Immunreaktion. Werden die apoptotishen Zellen jedoh niht shnellgenug phagozytiert, werden sie sekundär nekrotish und verlieren ihre Membranintegrität.Dies führt durh Freisetzung endogener Danger -Moleküle zu einer Immunrantwort [168℄.durh Vorstimulation mit proin�ammatorishen Zytokinen nahgewiesen werden.Um die TLR-abhängigen E�ekte in Mesangialzellen auf nekrotishes Zellmaterial zuuntersuhen, wurden Tlr2-, Trif- und Myd88-de�ziente Mesangialzellen mit Mediumnekrotisher Fibroblasten stimuliert. Die in vitro-Experimente mit Trif-de�zientenMesangialzellen zeigten eine partielle Abhängigkeit in der IL-6-Freisetzung, währenddie CXCL9/MIG-Aussshüttung niht untershiedlih zu den Wildtypzellen war.Somit ist die Beteiligung des Adaptermoleküls TRIF an der Aktivierung vonMesangialzellen durh nekrotishes Zellmaterial niht eindeutig geklärt.Dagegen konnte ähnlih den Stimulationsversuhen mit apoptotishen Thymozyteneine absolute Abhängigkeit von TLR2 und MyD88 nahgewiesen werden. Diegezeigten Daten deuten darauf hin, dass freigesetzte Bestandteile nekrotisher Zellenglomeruläre Mesangialzellen über TLR2/MyD88-abhängige Signalwege zu einer IL-6-und MIG-Ausshüttung aktivieren, während die TRIF-abhängige Aktivierung inMesangialzellen nur eine untergeordnete Rolle zu spielen sheint.So konnte bereits in einer früheren Studie gezeigt werden, dass die Stimulation mitnekrotishen Zellen zu einer NF-κB-Aktivierung via TLR2/MyD88 in Fibroblastenund Makrophagen führt [128℄.Das TLR-Adapterprotein MyD88 wurde in vershiedenen primär niht-infektiösen78



4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleih mit der LiteraturKrankheitsmodellen als essentiell beshrieben. So sind Myd88-de�ziente Mäuse vorgröÿerem Gewebeshaden beispielsweise bei myokardialer Ishämie geshützt [174℄.Zudem konnte in vivo in einem Modell des akuten Nierenversagens nahgewiesenwerden, dass Tlr2-de�ziente Mäuse nah Ishämie-Reperfusion deutlih wenigerproin�ammatorishe Zytokine und Chemokine produzierten. Des Weiterenkonnte ein wesentlih geringerer Gewebeshaden der Nieren im Vergleih zu denWildtyp-Tieren festgestellt werden [130℄. Diese in vivo-Daten liefern wahrsheinlihdie überzeugendsten Hinweise für die physiologishe Relevanz endogener Liganden imRahmen des akuten Gewebeuntergangs.Die Anzahl der vershiedenen in�ammatorishen Trigger aus sterbenden Zellen istunbekannt. Eine Reihe potentieller stimulatorisher Moleküle wurde in den letztenJahren identi�ziert (siehe Einleitung: Endogene Liganden). HMGB1 (high mobilitygroup box 1) beispielsweise ist ein nukleäres Protein und in allen Zellen enthalten. Esbindet an Chromatin und ist an der Regulation der Gen-Transkription beteiligt. Eswird passiv aus nekrotishen Zellen freigesetzt, bleibt jedoh während der Apoptoseund auh nah sekundärer Nekrose apoptotisher Zellen im Nukleus.In vitro Studien zeigten, dass HMGB1 aus nekrotishen Zellen Monozytenzur TNF-α-Produktion stimuliert [154℄. In einer weiteren Studie wurdenHMGB1-Antikörper in infarzierten Herzmuskel injiziert, was eine verbesserteRegeneration zur Folge hatte [175℄. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dassHMGB1-Antikörper die Entzüdungsreaktion in der Leber nah Ishämie-Reperfusionverminderten [176℄.Es ist weiterhin bekannt, dass HMGB1 über TLR2- und TLR4-abhängige Signalwegezu einer Freisetzung in�ammatorisher Zytokine und Chemokine führen (sieheEinleitung). HMGB1 könnte somit als potentieller endogener Stimulus ausnekrotishen Zellen TLR2/MyD88-abhängig glomeruläre Mesangialzellen aktivieren.Ob nun HMGB1 allein eine proin�ammatorishe Aktivität aufweist, konnte bislangnoh niht nahgewiesen werden. Aufgereinigtes HMGB1-Protein allein konnte nureine geringe Immunantwort auslösen [177℄. Es wird daher vermutet, dass HMGB1 nureine Vermittlerrolle einnimmt, indem es an andere intrazelluläre Moleküle, die ausnekrotishen Zellen freigesetzt wurden, bindet.Die proin�ammatorishen Moleküle aus sterbenden Zellen sind in der Regel keinebiologish aktiven Immunstimulanzien. Wie stimulieren solhe normalerweiseniht-aktiven Substanzen plötzlih eine Immunreaktion? Eine Hypothese gehtdavon aus, dass bestimmte Rezeptoren Moleküle erkennen, die unter normalenUmständen in sih selbst verborgen sind [168℄. Erst wenn diese hidden-self -Molekülein den Extrazellulärraum durh Verlust der Membranintegrität durh nekrotishenZelltod freigesetzt werden, stimulieren sie eine Immunantwort. Diese �sterile�Immunantwort ist vergleihbar mit der Immunantwort auf extrazelluläre mikrobiellePathogene. Tatsählih ist es so, dass beide Immunreaktionen über Toll-likeRezeptoren vermittelt werden (siehe Abbildung 4.3). Chen et al. konnten 2007zeigen, dass Tlr2/Tlr4-Doppelknokout-Mäuse eine reduzierte Immunantwort nahintraperitonealer Injektion nekrotisher Zellen aufweisen, während in de�zientenMäusen für Tlr2 und Tlr4 allein als auh für Tlr1, Tlr3, Tlr6, Tlr7, Tlr9 und Tlr1179



4 Diskussionkeine Veränderung in der Immunantwort nahweisbar waren [178℄. Dies deutet daraufhin, dass noh weitere Rezeptoren bei der Vermittlung �steriler� Immunreaktionenbeteiligt sind.Die in dieser Arbeit gezeigten Daten liefern somit erstmalig Hinweise, dass freigesetzteintrazelluläre Moleküle aus nekrotishen Zellen potente Immunstimulanzien fürMesangialzellen darstellen und dies fast ausshlieÿlih über TLR2 und MyD88vermittelt wird. Dies unterstützt die These, dass Pathogen-Erkennungsrezeptorenwie TLR2 auh als so genannte Danger -Rezeptoren fungieren. IntraglomeruläreLäsionen könnten folglih eine lokale Entzündungsreaktion über diesen Mehanismusbegünstigen.

Abbildung 4.3: Pathogen- und Hidden-self -Erkennung: Toll-like Rezeptoren können sowohldurh Pathogene als auh durh intrazellulär verstekte eigene Moleküle eine Immunantwortauslösen. HMGB1 = high mobility group box 1, HSP = heat shok protein.4.2.3 Bedeutung der Signaladaptermoleküle TRIF und MyD88bei der Pathogenese derImmunkomplex-GlomerulonephritisIn dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass endogene Liganden aussterbenden Zellen über Rezeptoren des angeborenen Immunsystems eine funktionelleRelevanz bei der Immunkomplex-Glomerulonephritis haben. Wir gingen davon aus,80



4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleih mit der Literaturdass die Unterbrehung der Signalweiterleitung TLR-vermittelter Aktivierung einenverzögerten Krankheitsverlauf der Glomerulonephritis zur Folge habe. Um dieseAnnahme zu prüfen, wurde das Modell der nephrotoxishen Serumnephritis in Trif-und Myd88-Knokout-Mäusen induziert.Funktionelle Bedeutung von TRIF bei der Immunkomplex-GlomerulonephritisDen Ergebnissen zufolge entwikelten die Trif-de�zienten Mäuse eine mit denWildtyp-Mäusen vergleihbare Proteinurie im Verlauf der nephrotoxishenSerumnephritis. Auh die Serum-Parameter für Albumin, Cholesterin, Kreatininund Harnsto�-N wiesen keine signi�kanten Untershiede zu den Wildtyp-Tierenauf. Dies bestätigte auh die FACS-Analyse der renalen Leukozytenin�ltration unddie Histologie. In der Auswertung der Leukozyten- und Makrophagenin�ltrationnah Induktion des nephrotoxishen Serums konnte kein signi�kanter Untershiedzwishen den Trif-Knokout und Wildtyp-Mäusen nahgewiesen werden. Ebensoergab die Auswertung der histologishen Shnitte eine mit den Wildtyp-Tierenverlgeihbare Induktion der Immunkomplex-Glomerulonephritis. Die gezeigten Datenkonnten somit keine funktionelle Relevanz des TLR-Adapterproteins TRIF bei derImmunkomplex-Glomerulonephritis nahweisen. Dies steht im Einklang mit denErgebnissen in vitro. So konnte die Stimulation mit aufgereinigter Gesamt-RNAapoptotisher Thymozyten und Mesangialzellen zwar Trif-abhängig glomeruläreMesangialzellen aktivieren, zeigte aber im Vergleih zu anderen TLR-Liganden nureinen shwahen E�ekt.Christensen et al. untersuhten im MRLlpr/lpr-SLE-Modell die funktionelle Relevanzvon TLR3 in der Pathogenese des Systemishen Lupus Erythematodes undder Lupusnephritis. In dieser Studie wurden dazu Tlr3-de�ziente Mäuse mitMRLlpr/lpr-Mäusen rükgekreuzt. Die Ergebnisse zeigten keine wesentlihenVeränderungen in der Autoantikörper-Prokution und der Progression derLupusnephritis [179℄. Diese Daten und die in dieser Arbeit präsentierten Ergebnisselassen somit vermuten, dass TLR3 und das Signaladapterprotein TRIF keineBedeutung in vivo bei der Entwiklung einer Immunkomplex-Glomerulonephritishaben.Dagegen zeigte die Arbeit von Patole et al., dass die Injektionn viralerDoppelstrang-RNA zu einer Aggravation der Lupusnephritis in MRLlpr/lpr-Mäusenführte [148℄. Dieses Phänomen kann einerseits durh die Interaktion von dsRNAmit TLR3 erklärt werden, andererseits wurden unlängst die RNA-Helikasenentdekt, welhe ebenfalls Doppelstrang-RNA erkennen und eine ImmunantwortTLR-unabhängig vermitteln können. Weitere Studien sind somit notwendig,um die Rolle von TLR3 und der RNA-Helikasen bei der Pathogenese derImmunkomplex-Glomerulonephritis zu klären.Dagegen konnte in einer kürzlih ershienenen Publikation von Cavassani et al. diein vivo-Relevanz von TLR3 als Sensor endogener Moleküle nahgewiesen werden[167℄. In einem experimentellen Modell der septishen Peritonitis und in einemDarmishämie-Modell konnte jeweils eine TLR3-vermittelte Immunreaktion gezeigt81



4 Diskussionwerden. In beiden Modellen waren die Mäuse keinen exogenen viralen Stimuliausgesetzt. Daher folgerten die Autoren, dass die TLR3-abhängige Erkennungendogener Moleküle, die durh das Absterben von Zellen freigesetzt werden, in diesenVirus-unabhängigen Mausmodellen eine wesentlihe Rolle spielt.Funktionelle Bedeutung von MyD88 bei der Immunkomplex-GlomerulonephritisIn dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Myd88-Knokout-Mäuse vor derAusbildung einer Immunkomplex-Glomerulonephritis geshützt waren. Sowohlklinish als auh histologish konnte keine Glomerulonephritis festgestellt werden.So konnte keine signi�kante Proteinurie und Retention von Harnsto� in denMyd88-Knokout-Mäusen nahgewiesen werden. Ebenso zeigten Myd88-de�zienteTiere ein unau�älliges histologishes Bild, während die Wildtyp-Mäuse typisheVeränderungen in der Histologie mit deutliher Sklerosierung und Halbmondbildungder Glomeruli aufwiesen. Des Weiteren fand sih in der Immunhistohemie als auh inder FACS-Analyse der Nierenzellen kein Nahweis einer In�ltration von Makrophagenund T-Lymphoyzten.Um die immunologishen Komponenten der Pathogenese weiter zu di�erenzieren,wurde zunähst die humorale Immunantwort der Mäuse untersuht. Im Serum allerVersuhstiere konnten Antikörper gegen die injizierten Kaninhen-Immunglobuline invergleihbaren Mengen nahgewiesen werden. Folglih führte eine Deaktivierung vonMyD88 niht zu einer Verminderung der humoralen Immunantwort.Der klinishe Untershied könnte somit in der zellulären Immunantwort begündet sein.Diesen Gedanken unterstützte eine signi�kant und vergleihbar hohe IFN-γ-Sekretionder mit den Kanihen-IgG reaktivierten Splenozyten von Wildtyp- und Trif-de�zientenMäusen, die jedoh in Myd88-Knokout-Tieren fehlte. Zudem war eine deutliheReaktivierung der zytotoxishen T-Zellen ebenfalls nur in den Wildtyp-Mäusennahweisbar. Myd88-de�ziente Mäuse zeigten dagegen keine Reaktivierung derzellulären Antwort.Die klare Rolle der zellulären Immunantwort im Modell der nephrotoxishenSerumnephritis zeigte sih im fast vollständigen Ausbleiben der Proteinurie als Maÿeiner Nierenshädigung in T-Zell-de�zienten Mäusen, während die Induktion derErkrankung bei B-Zell-De�zienz weitgehend dem Wildtyp ähnelte [180℄. Folglihwirkte der Shutz vor einer Glomerulonephritis in dem Modell der nephrotoxishenSerumnephritis bei den Myd88-de�zienten Mäusen sehr wahrsheinlih über diezelluläre Immunantwort.Shnare et al. konnten keinen Defekt in der Proliferation und Produktion vonInterferon-γ und IL-4 Myd88-de�zienter T-Zellen nahweisen. Bei der Analyseder Antigen-spezi�shen Immunantwort konnte jedoh gezeigt werden, dassT-Zellen immunisierter Myd88�de�zienter Mäuse kein IFN-γ nah Antigengabeproduzierten. Es wird daher vermutet, dass das Antigen-spezi�she Priming inMyd88-Knokout-Mäusen fehlerhaft ist. Die Immunisierungslösung enthielt nebenOvalbumin Complete Freund's Adjuvant (CFA). CFA enthält eine Mishungvershiedener Bestandteile von Mykobakterien, die von vershiedenen Toll-like82



4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleih mit der LiteraturRezeptoren wie TLR2 und TLR4 erkannt werden. Somit ist die fehlerhafte Aktivierungder adaptiven Immunantwort in Myd88-de�zienten Mäusen durh die unzureihendeAktivierung von Toll-like Rezeptoren durh CFA begründet [181℄.Diese Daten deuten folglih darauf hin, dass Myd88-de�ziente Tiere resistentgegenüber der Induktion der nephrotoxishen Serumnephritis waren, da in diesemModell CFA als Präimmunisierungslösung verwendet worden ist.Dennoh konnte in einer Studie mit Myd88-Knokout-Mäusen, die in denMRLlpr/lpr-Stamm rükgekreuzt worden sind, nahgewiesen werden, dass MyD88eine wesentlihe Rolle bei der Entwiklung der Lupusnephritis spielt. Sozeigten Myd88-de�ziente MRLlpr/lpr-Mäuse eine verlängerte Überlebensrate undzusätzlih eine unau�ällige Histologie der Nieren. Es konnten in den Nierenweder Leukozytenin�ltrate noh glomeruläre Läsionen festgestellt werden. Auhklinish zeigten die Myd88-de�zienten MRLlpr/lpr-Mäuse im Vergleih zu denMRLlpr/lpr-Mäusen keine Proteinurie und deutlih reduzierte Serumparameter.Folglih konnte in dieser Studie eindeutig belegt werden, dass MyD88 an derPathogenese der Immunkomplex-Glomerulonephritis in einem SLE-Mausmodellwesentlih beteiligt ist [182℄.Weitere Studien, beispielsweise mit Wildtyp/MyD88-himeren Mäusen, sind somitnotwendig, um die renale Beteiligung von MyD88 bei der experimentellenImmunkomplex-Glomerulonephritis aufzuklären.
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4 Diskussion
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