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Zusammenfassung

Es ist bekannt, dass Infektionen eine Glomerulonephritis auslésen und verschlechtern
konnen. Die Pathogen-Erkennungsrezeptoren, von denen die Toll-like Rezeptoren die
bekanntesten sind, spielen dabei eine wichtige Rolle. Sie erkennen sowohl exogene
Liganden, die von Viren und Bakterien stammen, als auch endogene Molekiile, die
durch Zelltod freigesetzt werden. Von besonderem Interesse sind dabei die zwei
Signaladapterproteine MyD88 und TRIF, die an Toll-like Rezeptoren binden und
deren Aktivierung intrazellulir weiterleiten. Wahrend MyD88 an alle bekannten
Toll-like Rezeptoren aufser TLR3 bindet, interagiert TRIF nur mit TLR3 und TLRA4.
Virale RNA oder bakterielle Bestandteile konnen glomeruldre Mesangialzellen
iiber Rezeptoren des angeborenen Immunsystems aktivieren. Die Hypothese dieser
Arbeit war, dass auch endogene Liganden glomerulire Mesangialzellen iiber Toll-like
Rezeptoren aktivieren. Somit konnten Toll-like Rezeptoren durch die Vermittlung
nicht-infektioser, ,steriler Entziindungsmechanismen an der Pathogenese der
Immunkomplex-Glomerulonephritis mafgeblich beteiligt sein.

Aus Trif-, Myd88- und Tlr2-Knockout-M&ausen wurden zunéchst primére glomerulére
Mesangialzellen gewonnen, um Toll-like Rezeptor-abhingige Effekte im Vergleich zu
Wildtyp-Zellen zu untersuchen.

Die Expressions-Analyse der Pathogen-Erkennungsrezeptoren primérer glomerulirer
Mesangialzellen aus C57BL/6-Miusen zeigte eine deutliche Expression der
Toll-like Rezeptoren 2, 3 und 4 sowie der RNA-Helikasen MDA-5 und RIG-I.
In witro-Stimulationen mit TLR-Liganden fiihrten zu einer Freisetzung des
proinflammatorischen Zytokins Interleukin-6 aus Mesangialzellen. Apoptotische
Zellen konnten ebenfalls Mesangialzellen zu einer IL-6-Produktion aktivieren, die
in Myd88- und TIr2-defizienten Mesangialzellen jedoch nicht nachweisbar war.
Stimulationsexperimente mit aufgereinigter RNA aus apoptotischen Zellen zeigten
eine Trif-abhéngige Signalweiterleitung. Die Stimulation mit Mediumiibersténden
nekrotischer Zellen fiihrte hingegen zu einer starken TLR2- und MyD88-abhéingigen
Aktivierung priméirer Mesangialzellen. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass
apoptotische und nekrotische Zellen glomeruldre Mesangialzellen via TLR2/MyD88
aktivieren, wiahrend die Stimulation mit aufgereinigter RNA apoptotischer Zellen
tiber TLR3/TRIF zu einer proinflammatorischen Antwort in Mesangialzellen fiihrte.
In dieser Arbeit konnte somit erstmals nachgewiesen werden, dass auch
nicht-Pathogen-assoziierte Liganden glomeruldre Mesangialzellen {iber Toll-like
Rezeptoren aktivieren.

Um die funktionelle Relevanz der Toll-like Rezeptoren in der Pathogenese der
Glomerulonephritis zu untersuchen, wurden Knockout-Méduse verwendet, denen
entweder das Gen fiir TRIF oder MyD88 fehlte und dadurch die entsprechende

X



Zusammenfassung

Toll-like Rezeptor-Signalkaskade unterbrochen war.

Als experimentelle Grundlage diente das Modell der nephrotoxischen Serumnephritis.
Maéausen wurden dabei im Kaninchen gewonnene und gegen die murine glomeruldre
Basalmembran gerichtete Antikorper verabreicht. Dies fiihrte zur Induktion einer
Immunantwort gegen die fremden Antikorper mit Bildung und Ablagerung von
glomeruldren Immunkomplexen. Nach drei Wochen zeigte sich das klinische und
histologische Vollbild einer Immunkomplex-Glomerulonephritis.

Wihrend in Wildtyp- und Trif-defizienten M&use nach drei Wochen eine signifikante
Proteinurie und Retention von Harnstoff nachweisbar waren, fanden sich in den
Myd88-Knockout-Mausen normale Werte. Ebenso zeigten sich bei den Wildtyp- und
Trif-defizienten Mausen typische Verinderungen in der Histologie mit deutlicher
Sklerosierung und Halbmondbildung der Glomeruli, wihrend Myd88-defiziente Tiere
ein unauffilliges histologisches Bild boten. Auch in der Immunhistochemie konnten
entsprechende Verdnderungen in Wildtyp- und Trif-Knockout-Mausen nachgewiesen
werden. Im Vergleich zu den Myd88-defizienten Méusen fand sich eine vermehrte
Infiltration von Makrophagen und T-Lymphozyten.

Sowohl klinisch als auch histologisch zeigten somit Trif-defiziente Mé&use im
Gegensatz zu Myd88-defizienten Méausen eine dem Wildtyp vergleichbar ausgeprégte
Glomerulonephritis.

Um die immunologischen Komponenten der Pathogenese weiter zu differenzieren,
wurde zunichst die humorale Immunantwort der M&use untersucht. Im Serum aller
Versuchstiere konnten Antikorper gegen die injizierten Kaninchen-Immunglobuline in
vergleichbaren Mengen nachgewiesen werden. Folglich fiihrte eine Deaktivierung von
MyD88 oder TRIF nicht zu einer Verminderung der humoralen Immunantwort.
Somit konnte der klinische Unterschied in der zelluliren Immunantwort begriindet
sein. Diesen Gedanken unterstiitzte eine signifikant und vergleichbar hohe
Interferon-v-Sekretion der mit Kaninchen-IgG reaktivierten Splenozyten von Wildtyp-
und Trif-defizienten Mausen, bei normalen Werten der Myd88-Knockout-Tiere. Zudem
konnte eine deutliche Reaktivierung der zytotoxischen T-Zellen ebenfalls nur in den
Wildtyp- und Trif-defizienten Mé&usen nachgewiesen werden. Somit wirkte der
Schutz vor der Entwicklung einer Immunkomplex-Glomerulonephritis bei den
Myd88-Knockout-Mausen wahrscheinlich iiber die zellulare Immunantwort.

Mit  diesen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die durch TRIF
weitergeleitete Aktivierung von TLR3 keine Rolle in der Pathogenese der
Immunkomplex-Glomerulonephritis spielt, da eine Deaktivierung des Gens keinen
Einfluss auf die Ausbildung der Erkrankung im Modell der nephrotoxischen
Serumnephritis hatte. Allerdings konnte durch Unterbrechung der Myd88-vermittelten
TLR-Signalkaskade die Induktion der Glomerulonephritis vollstindig verhindert
werden, ebenso die Aktivierung von T-Lymphozyten, welche mafgeblich an der
Pathogenese im Modell der nephrotoxischen Serumnephritis beteiligt sind.



1 Einleitung

1.1 Klinische Aspekte der Glomerulonephritis

Die Glomerulonephritis ist eine der héufigsten Ursachen fiir die Entwicklung
einer terminalen Niereninsuffizienz. Viele Glomerulonephritiden bleiben unerkannt,
da sie erst zu Symptomen fiihren, wenn eine chronische Niereninsuffienz bereits
eingetreten ist. Ein Weiterleben des betroffenen Patienten ist dann nur mit Hilfe einer
Nierenersatztherapie oder Nierentransplantation mdéglich.

Laut QuaSi-Niere Jahresbericht 2006/2007 wurden in Deutschland mehr als 90.000
Patienten mit einer Nierenersatztherapie versorgt. Davon waren etwa 65.000
Patienten dialysepflichtig und etwa 25.000 befanden sich in Nachsorge nach
Nierentransplantation. Dies entspricht einer Gesamtprévalenz (Dialysepatienten und
Patienten in Nachsorge nach Nierentransplantation) von 1114 pro Million Einwohner.
2006 wurden mehr als 17.000 Patienten erstmalig in das Verfahren einer dauerhaften
Nierenersatztherapie aufgenommen. Dies entspricht einer Inzidenz von 213 pro Million
Einwohner. Analysen iiber den Zeitraum von 1995 bis 2006 ergaben einen jihrlichen
Zuwachs der Pravalenz von durchschnittlich 4,4% und ein Anstieg der Inzidenz von
5,1% (siehe Abbildung 1.1) [1].
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Abbildung 1.1: Prévalenz und Inzidenz der chronischen Nierenersatztherapie: Dargestellt
sind die steigende Préavalenz der Dialysepatienten und Patienten in Transplantatnachsorge
iiber den Zeitraum von 1995 bis 2006, eine steigende Inzidenz der neu behandelten
Dialysepatienten pro Jahr und die seit 1995 steigende Anzahl verstorbener dialysepflichtiger
oder transplantierter Patienten [1].
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Abbildung 1.2: Diagnoseverteilung der Patienten mit chronischer Niereninsuffiziez bei
Therapiebeginn (Inzidenz) im Jahresvergleich: Die prozentuale Verteilung zeigt einen Anstieg
von Diabetes mellitus und der vaskuldren Nephropathie iiber den Zeitraum von 1996 bis
2006. Insgesamt ist Diabetes mellitus gefolgt von der vaskuldren Nephropathie die hiufigste
Grunderkrankung bei terminaler Niereninsuffizienz. Die Glomerulonephritis ist mit 13%
dritthéufigste Ursache einer chronischen Niereninsuffizienz [1].

In den USA verzeichnet das United States Renal Data System (URDS) einen
ahnlichen Anstieg der Privalenz und Inzidenz der terminalen Niereninsuffizienz.
Geméf Hochrechnungen des URDS werden die Patientenzahlen in den USA weiter
zunehmen. So wird die Inzidenz von 110.000 im Jahre 2006 bis zum Jahre
2020 auf 150.000 anwachsen, wihrend sich die Privalenz von 506.000 (2006)
auf 784.000 (2020) erhohen wird [2|. In Deutschland und in den USA ist die
chronische Glomerulonephritis nach diabetischer und hypertensiver Nephropathie die
dritthdufigste Ursache einer chronischen Niereninsuffizienz. Die Diagnoseverteilung
in Deutschland von 1996 bis 2006 zeigt, dass Diabetes mellitus und die vaskulire
Nephropathie als Grunderkrankung immer mehr an Bedeutung gewinnen (siehe
Abbildung 1.2). Dies lisst sich durch das immer hohere Alter der Patienten erkliren,
die eine hohere Inzidenz fiir vaskuldre Erkrankungen und Diabetes mellitus Typ II
aufweisen.

Chronisch niereninsuffiziente und dialysepflichtige Patienten weisen eine hohere
Komorbiditit und Mortalitit im Vergleich zur Gesamtbevilkerung auf. Kardiale
Erkrankungen und Infektionen zéhlen zu den héufigsten Todesursachen [1].

Somit entsteht ein gesellschaftliches und volkswirtschaftliches Problem, da einerseits
die chronische Nierenersatztherapie zu einer gravierenden FEinschriankung der
Lebensqualitdt des Patienten als auch seiner Angehorigen fiihrt. Andererseits
entstehen enorme Kosten durch die Behandlung der chronischen Niereninsuffizienz
und ihrer Folgeerkrankungen.

Die Nierentransplantation gilt als die beste Alternative zur Nierenersatztherapie.
Laut Angaben der Deutschen Stiftung Organtransplantation (DSO) war die
Hauptindikation fiir eine Nierentransplantation im Jahre 2007 mit mehr als 700



1.2 Pathophysiologie glomeruldrer Erkrankungen

transplantierten Patienten eine Glomerulonephritis (siche Abbildung 1.3). Trotz einer
leicht gestiegenen Transplantationsrate warteten 2007 dreimal mehr Patienten auf eine
Niere als Nierentransplantate zur Verfiigung standen [3|. Dieser Zustand wird sich
angesichts der steigenden Inzidenz dialysepflichtiger Patienten nicht wesentlich dndern.
Daher sind neue Therapieansitze zur Priavention und Verhinderung eines weiteren
Fortschreitens der chronischen Niereninsuffizienz unbedingt erforderlich.

Indikationen fiir eine Nierentransplantation

GRUNDERKRANKUNGEN DER NEUANMELDUNGEN OHNE WIEDERHOLUNGSANMELDUNGEN

Glomerulonephritis 728
Unbekannte Ursache 457
Diabetische Nephropathie 381
Zystennieren 409
Interstitielle Nephritis 176
Vaskulére Erkrankungen 218
Immunologische Systemerkrankungen 289
Andere 183
Kongenitale Verianderungen 46
Hereditédre Nierenerkrankung 35
HUS 17
Amyloid- u. Plasmozytomnieren 17

2956

Abbildung 1.3: Indikationen fiir eine Nierentransplantation: Die Glomerulonephritis ist
mit einem Anteil von 25% der transplantierten Patienten in Deutschland die haufigste
zugrunde liegende Erkrankung bei terminaler Niereninsuffizienz, die auf die Warteliste fiir
Nierentransplantation gesetzt wird [3].

1.2 Pathophysiologie glomerularer Erkrankungen

1.2.1 Allgemeine Pathologie des Glomerulus

Als Glomerulus bezeichnet man ein Kapillarknduel, das jeweils am Anfang der
kleinsten funktionellen Einheit, dem Nephron steht. In ihrer Gesamtheit pressen die
Glomeruli taglich 120-180 Liter Ultrafiltrat aus dem Plasma in die Bowmansche
Kapsel ab. Dabei ist die glomerulire Filtrationsrate (GFR) abhéngig von einer
ausreichend hohen Durchblutungsrate der Glomeruli, dem Filtrationsdruck, der
Filtrationsfliche und der Zusammensetzung der Filtrationsbarriere. Diese Parameter
werden streng durch Tonusénderungen in den Widerstandsgefifen reguliert, um
einen gleichbleibenden Blutfluss und Filtrationsdruck in den Glomeruli zu gewahren.
Die Mesangialzellen, die sich {iberwiegend in der glomeruldren Matrix befinden,
sorgen dabei durch ihre Kontraktionsfihigkeit fiir eine konstante Filtrationsfliche.
Die Filtrationsbarriere setzt sich aus einem fenestriertem Endothel, der glomeruldren
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Basalmembran (GBM) und Podozyten zusammen. Auf Grund physiochemischer und
elektrostatischer Eigenschaften der Filtrationsbarriere ist der abgepresste Priméarharn
weitgehend frei von Blutzellen und Plasmaproteinen. Eine glomeruldre L#sion hat
daher fast immer eine erniedrigte GFR und/oder eine als pathologisch zu wertende
Ausscheidung von Plasmaproteinen und Blutzellen im Urin zur Folge.

Verschiedene  Kriterien charakterisieren eine Schiddigung der  Glomeruli:
Zellproliferation, Vermehrung der extrazelluliren Matrix, Sklerose, Halbmondbildung,
Migration und Einlagerung des Mesangiums sowie eine Verdnderung der Epithelzellen
in ihrer Morphologie.

Vermehrte Zellproliferation im Glomerulus kann sowohl Folge einer Zellvermehrung
von intrinsischen Nierenzellen wie Mesangial-, Epithel- und Endothelzellen als auch
einer Ansammlung von Leukozyten in den Kapillaren oder im Mesangium sein.

Eine Vermehrung der extrazelluliren Matrix entsteht durch die Zunahme von
mesangialen Matrixkomponenten und von Bestandteilen der Basalmembran.

Die glomerulidre Sklerose resultiert durch eine Zunahme der extrazelluliren Matrix
und/oder Plasmaprotein-Insudate, die wiederum zu einer Obliteration der Kapillaren
und somit zu einer Verfestigung bzw. Sklerosierung der Kapillarschlingen fiihrt. Wenn
das gesamte Glomerulus von der Narbenbildung betroffen ist, spricht man von einer
kompletten Sklerose. Bei einer segmentalen Sklerose sind nur Teile des glomeruléren
Schlingenapparates involviert.

Halbmondbildung (Crescent) bedeutet eine Ansammlung von Zellen und
extrazelluldren Zellmaterial im extrakapilliren Teil des Glomerulus. Sie ist Folge
einer schweren Schidigung der Kapillaren mit Unterbrechung der Gefifwand
und subsequenter Ausschiittung von Fibrin von der Innenseite der geschéidigten
Gefafwand nach aufen in den extrakapilliren Teil des Glomerulus. Dies ist von
Gefiafzellproliferation und einer Ansammlung von Monozyten und anderen Blutzellen
begleitet. Die zelluldre Zusammensetzung der Halbmonde hingt von der Art der
Schidigung der Basalmembran der Bowmanschen Kapsel ab. Sind Zellen und Kollagen
an der Halbmondbildung beteiligt, so wird dies als fibrozelluldr bezeichnet. Ist nur
Kollagen im extrakapilliren Teil des Glomerulus zu finden, wird das Crescent als
fibrotisch deklariert.

Die Migration des Mesangiums wird folgendermafen beschrieben: Mesangialzellen
und mesangiale Matrix breiten sich vom zentralen Teil der Kapillarschlingen
des Glomerulus in die Peripherie aus, indem sie zwischen Edothelzellen und
Basalmembran entlangwandern, sich dort einlagern und so zur Verdickung der
Kapillarwande beitragen.

Verdnderungen der Epithelzellmorphologie kénnen nur im FElektronenmikroskop
nachgewiesen werden. Im Zusammenhang mit dem Proteinverlust iiber die

geschidigten Kapillaren kommt es meist zu einem Verlust der Fuffortsitze der
Zellen [4].
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Abbildung 1.4: Membrandse Glomerulopathie: sichtbare subepitheliale Ablagerungen der
Immunkomplexe (Silber Methenamin Farbung) [6].

1.2.2 Nephrotisches Syndrom

Das nephrotische Syndrom ist durch eine Proteinurie von mehr als 3,5g/Tag definiert.
Wenn die Albumin-Syntheseleistung der Leber den renalen Eiweifsverlust nicht
mehr kompensieren kann, entwickeln sich Hypalbuminidmie, Hyperlipoproteinimie,
Odeme und Hyperkoagulabilitit. Ursache des nephrotischen Syndroms ist die erhéhte
Permeabilitit der Filtrationsbarriere fiir Plasmaproteine.

Im folgenden werden die Glomerulonephritiden aufgefiihrt, die iiberwiegend mit einem
nephrotischen Syndrom einhergehen.

Membrandse Glomerulopathie Die Membrandse Glomerulopathie ist eine der
Hauptursachen des nephrotischen Syndroms. Sie ist meist idiopathisch, kann aber
auch sekundir bei Hepatitis B, Sjogren Syndrom, Transplantation, Systemischen
Lupus Erythematodes, Diabetes mellitus, Sarkoidose, Syphilis sowie bei bosartigen
Tumoren [5]| auftreten. Ebenso kann eine Belastung mit bestimmten Pharmazeutika
und Schwermetallen (z.B. Penicillamine, Gold) eine membrandse Glomerulopathie
auslosen [6]. Die membrantse Glomerulopathie tritt meist bei Erwachsenen in
der 4.-5. Lebensdekade auf. Méanner sind héufiger als Frauen betroffen. Etwa
30% der Patienten entwickeln ein chronisches Nierenversagen mit entsprechend
erniedrigter glomeruldrer Filtrationsrate (GFR) [7]. Klinisch auffillig ist meist das
nephrotische Syndrom, seltener eine asymptomatische Proteinurie oder Hamaturie.
Die Diagnose wird mittels Nierenbiopsie gestellt und stiitzt sich auf morphologische
Verédnderungen im Glomerulus. Die typischen histologischen Verdnderungen sind
eine im Mikroskop sichtbare Verdickung der glomeruliren Basalmembran und
immunhistologisch nachweisbare subepitheliale Immunkomplex-Ablagerungen (siehe
Abbildung 1.4). Durch die Immunkomplexe wird das Komplementsystem aktiviert,
eine Einwanderung von Entziindungszellen und glomeruldre Zellproliferation kénnen
jedoch nicht nachgewiesen werden [8].
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Abbildung 1.5:  Membranoproliferative ~ Glomerulonephritis:  deutlich  sichtbare
Kapillarwandverdickungen bei der MPGN Typ II durch Immunkomplex-Ablagerungen
in der Basalmembran (Masson Trichrom Férbung) [6].

Membranoproliferative Glomerulonephritis Die membranoproliferative
Glomerulonephritis (MPGN) ist klinisch meist durch ein kombiniertes nephritisches/
nephrotisches Syndrom mit Hypokomplementdmie, d.h. einer Verminderung der
Komplementfaktoren, gekennzeichnet. Die MPGN ist nur selten Ursache eines
nephrotischen Syndroms und tritt meist bei Kindern auf. Anhand des mikroskopischen
Befundes werden Typ I, II und III mit abnehmender Hé&ufigkeit unterschieden.
Charakteristisch fiir die MPGN Typ I sind subendotheliale und mesangiale
Immunkomplexablagerungen, eine Expansion der Mesangiums und eine Verdickung
der glomeruldren Basalmembran. Mesangialzellen und infiltrierende Monozyten
lagern sich zwischen Endothel und Basalmembran, was zu einer Doppelkonturierung
der Basalmembran fiihrt. Die Proliferation ist meist uniform und diffus bei der
idiopathischen MPGN, wihrend eine unregelmifige Proliferation eher auf eine
Lupusnephritis bei systemischen Lupus Erythematodes (SLE) hinweist. Bei der
MPGN Typ IT imponieren die fortlaufenden, dichten Immunkomplex-Ablagerungen
in der Basalmembran (dense deposit disease) (sieche Abbildung 1.5). Bei Typ III sind
neben subendothelialen auch subepitheliale Ablagerungen nachweisbar. Sekundir
tritt die MPGN bei verschiedenen chronischen Infektionen wie Hepatitis B und C,
Syphilis oder bakterieller Endokarditis, bei Autoimmunerkrankungen wie SLE, bei
thrombotischen Mikroangiopathien und bei Paraproteinablagerungen auf [9][10].

Minimal-Change-Glomerulopathie Die Minimal-Change-Glomerulopathie ist in
90% der Falle bei Kindern und 10-15% der Fille bei Erwachsenen Ursache
eines mnephrotischen Syndroms [11]. Im Mikroskop lassen sich meist normale
Glomeruli darstellen. Immunkomplexe sind nicht nachweisbar und auch sklerotische
Umbauvorginge finden nicht statt. Einzig im FElektronenmikroskop kann eine
verinderte Morphologie der Epithelzellen (Podozyten) mit Verlust der Fuffortsitze
nachgewiesen werden. In den meisten Fillen ist die Atiologie unklar, selten
sind Arzneimittel wie Nichtsteroidale Antirheumatika (NSAID) oder maligne
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Abbildung 1.6: Fokal segmentale Glomerulosklerose: deutlich sichtbare segmentale
Obliteration des Kapillarlumens angrenzend am vaskuldren Pol des Glomerulus mit
Vermehrung der mesangialen Matrix, Kapseladhésionen, und hyalinen Ablagerungen (rot)
(Chromotrope 2R—Silber Methenamin Féarbung) [6].

Erkrankungen wie Morbus Hodgkin Ursache einer Minimal-Change-Glomerulopathie
[12].

Fokal segmentale Glomerulosklerose Die Fokal segmentale Glomerulosklerose
gehort mittlerweile zu den héufigsten Ursachen des nephrotischen Syndroms bei
Erwachsenen in den USA. Dabei ist eine steigende Inzidenz vor allem in der
afroamerikanischen und spanischen Bevolkerung bei Kindern und Erwachsenen zu
beobachten [13]. Die Glomeruli sind bei der fokalen Glomerulosklerose nur teilweise,
d.h. segmental, von einer Sklerosierung betroffen (siehe Abbildung 1.6). Ein weiteres
Kennzeichen ist die Hyalinose, welche durch Plasmaprotein-Insudate verursacht wird.
Adhésionen oder Synechien am tubuldren Pol der Glomeruli sind Zeichen einer
frithen Sklerosierung [4]. Wie bei der Minimal-Change-Glomerulopathie kénnen keine
Immunkomplexe nachgewiesen werden. Ein Verlust der Fulsfortsitze der Epithelzellen
kann im Elektronenmikroskop sichtbar sein, ist jedoch weniger ausgepragt als bei der
Minimal-Change-Glomerulopathie [12].

1.2.3 Nephritisches Syndrom

Das nephritische Syndrom ist durch ein aktives Sediment mit glomerulidrer Himaturie
und Erythrozytenzylindern gekennzeichnet, wihrend die Proteinurie nur gering
ausgeprigt ist. Je nach Ausdehnung und Progressionstendenz der Entziindung kann ein
langsamer oder ein rascher Abfall der GFR eintreten. Des Weiteren fiihrt die Natrium-
und Wasserretention zu einer Volumenexpansion mit Odembildung und Hypertension.
Im folgenden werden die Glomerulonephritiden aufgelistet, die mit einem nephritischen
Syndrom assoziiert sind.
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Akute postinfektiGse Glomerulonephritis Die akute  postinfektiose
Glomerulonephritis (APGN) ist eine Immunkomplex-Glomerulonephritis mit
granuldren Ablagerungen von IgG und C3 im Mesangium und in der glomeruldren
Basalmembran. Sie tritt vor allem bei Kindern im Alter von 2-12 Jahren ca. 6-30
Tage im Anschluss einer abgelaufenen Infektion auf und heilt meist spontan aus [14].
Die haufigsten Ausloser sind Infektionen mit [-hédmolysierenden Streptokokken der
Gruppe A der oberen Luftwege (Pharyngitis, Tonsillitis) oder der Haut (Impetigo).
Seltener entwickelt sich eine APGN durch persistierende Infektionen wie bakterielle
Endokarditis, tiefe Abszesse, oder infizierte ventrikuloatriale Shunts (Therapie des
Hydrozephalus). Héufige klinische Kennzeichen sind neben dem akuten nephritischen
Syndrom eine Oligurie bis hin zum akuten Nierenversagen, das durch die Abnahme
der glomeruldren Filtrationsrate begriindet ist. Zudem kommt es zur Natrium- und
Wasserretention mit Odembildung und daraus resultierender Hypertonie [15]. Im
Mikroskop sind in der Regel eine diffus proliferative und exudative Glomerulonephritis
mit Proliferation des Mesangiums, eine Infiltration des Interstitiums (v.a. neutrophile
Granulozyten und Makrophagen) sowie ein interstitielles Odem nachweisbar.
Elektronenmikroskopisch lassen sich subepitheliale Immunkomplexablagerungen,
sogenannte  humps® , nachweisen. Immunfluoreszenzfarbungen zeigen meist diffuse
unregelméfbige granuldre Ablagerungen von IgG und C3 entlang der glomeruldren
Basalmembran [4].

Immunglobulin-A-(IgA-)Nephropathie Bei der IgA-Nephropathie handelt es
sich um eine proliferative Glomerulonephritis bisher unklarer Genese, die nach
ihrem FErstbeschreiber Jean Berger auch Morbus Berger genannt wird. Sie
wird durch die Anwesenheit von IgA-Ablagerungen im Mesangium definiert.
Differentialdiagnostisch ist zu beachten, dass IgA-Ablagerungen auch bei der Purpura
Schonlein-Henoch, SLE, bei Leberzirrhose sowie einer Reihe von inflammatorischen
Erkrankungen wie M. Bechterew, Psoriasis, M. Reiter auftreten koénnen. Das
lichtmikroskopische Bild der IgA-Nephropathie variiert sehr (am héaufigsten findet
sich eine diffuse oder fokal segmentale mesangioproliferative GN) und es bestehen
auch mehrere Klassifikationen, von denen das System nach Lee, das System
nach Haas und die WHO-Einteilung fiir Lupusnephritis die gebriauchlichsten
sind. Im Elektronenmikroskop finden sich Immunkomplex-artige elektronendichte
Ablagerungen im Mesangium. Epidemiologisch ist die I[gA-Nephropathie die haufigste
Glomerulonephritis weltweit, wobei unterschiedliche Préavalenzen beziiglich der
einzelnen Bevolkerungen vorhanden sind [16]. Die hochste Prévalenz findet sich
bei asiatischer oder amerikanischer (nativ), mittlere Privalenz bei kaukasicher und
die niedrigste Prévalenz bei afrikanischer Abstammung. Die IgA-Nephropathie tritt
doppelt so hdaufig bei Mannern als bei Frauen auf. Die Erkrankung wird meist im spiten
Kindesalter bzw. im jungen Erwachsenenalter diagnostiziert. Typisch fiir den initialen
Krankheitsbeginn sind eine asymptomatische Hamaturie oder eine intermittierende
groke Hamaturie oder die Kombination aus beidem.
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Abbildung 1.7: Antibasalmembran-Glomerulonephritis: Die Fluoreszenz-Farbung zeigt eine
lineare IgG-Farbung entlang der Basalmembran [20].

1.2.4 Nierenbeteiligung bei Systemerkrankungen

Systemischer Lupus Erythematodes Beim systemischen Lupus Erythematodes
(SLE) handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung unklarer Atiologie. Diese
Systemerkrankung kann in jedem Lebensalter auftreten, betrifft aber iiberwiegend
Frauen im Alter von 20-40 Jahren. Bis zu 70% der Patienten entwickeln eine
klinisch oder morphologisch nachweisbare Nierenerkrankung. In Autopsiestudien
von Lupuspatienten konnten bei fast 90% renale Verdnderungen nachgewiesen
werden. Die niedrigste 5-Jahres-Uberlebensrate haben Patienten mit renaler und
zentralnervoser Beteiligung. Somit sind Schwere und Art der Nierenbeteiligung
wesentliche Faktoren fiir die Prognose der Lupuspatienten. Die Lupusnephritis wird
nach histologischen Kriterien in sechs verschiedene Klassen eingeteilt. Entscheidend
fiir die Diagnose des SLE sind neben der typischen Klinik der serologische Nachweis
von Autoantikdrpern gegen Doppelstrang-DNA, nukledre Antigene wie Smith, Ro,
La sowie positive Befunde von antinukleiren Antikorpern (ANA), Anti-RNP und
Anti-Phospholipid Antikorper. Es wird angenommen, dass die Lupusnephritis durch
Ablagerung von zirkulierenden Immunkomplexen hervorgerufen wird. Dabei spielen
die Anti-dsDNA-Antikorper, die an freie DNA binden eine wesentliche Rolle bei der
Entstehung dieser Immunkomplex-Glomerulonephritis [17].

Antibasalmembran-Glomerulonephritis Bei der Antibasalmembran-Glomerulo-
nephritis (Anti-GBM-GN) handelt es sich um eine systemische Vaskulitis der kleinen
Gefake. Zirkulierende Anti-GBM-Antikorper fithren bei 30-40% der Patienten zu einer
rasch progredienten Glomerulonephritis ohne Lungebeteiligung wihrend bis zu 70%
zusitzlich im Rahmen des Goodpasture Syndroms pulmonale Symptome aufweisen.
Die Autoantikorper sind gegen die a3-Kette des TypIV-Kollagens gerichtet [18]. Bei
etwa einem Drittel der Patienten sind auch ANCA positiv [19]. Immunhistologische
Untersuchungen ergeben den Nachweis subendothelialer, linearer IgG-Ablagerungen
(siehe Abbildung 1.7).



1 FEinleitung

ANCA- und Pauci-Immun-Glomerulonephritis Vaskulitiden sind entziindliche
Gefifserkrankungen mit granulozytirer Infiltration der Gefifwinde und des
perivaskuldren Gewebes. Folgen sind Gewebeblutungen und ischimisch-nekrotische
Organschéden. Bei den ANCA-assoziierten systemischen Vaskulitiden wie der Wegener
Granulomatose und dem Churg-Strauss-Syndrom triagt zusétzlich die granulomatose
Entziindung zur Organschéddigung bei. Eine renale Beteiligung wird vor allem
beobachtet, wenn kleine Geféfe betroffen sind. In der Immunhistologie sind keine oder
nur minimale Immunglobulinablagerung nachweisbar (Pauci-Immun GN).

1.3 Die Immunkomplex-Glomerulonephritis

1.3.1 Pathophysiologie der Immunkomplex-Glomerulonephritis

Ein Glomerulus kann durch verschiedene Ursachen geschidigt werden. Ausloser
konnen Stoffwechselstorungen, Durchblutungsstorungen, toxische Substanzen und
Infektionen sein. Die meisten glomeruldren Erkrankungen werden durch Stérungen
des Immunsystems ausgelost und sind daher entziindlicher Natur. Immunvermittelte
glomeruldre Erkrankungen sind charakterisiert durch Bildung und Ablagerung
von Immunkomplexen (IK) im Glomerulus, und werden daher auch als
Immunkomplex-Glomerulonephritiden zusammengefasst (sieche Abbildung 1.8).
Zu den héaufigsten Formen zédhlen die IgA-Nephropathie, akute postinfektitse
GN, membranoproliferative GN und die sekundir durch Systemischer Lupus
Erythematodes entstehende Lupusnephritis. Zwei wesentliche Mechanismen werden
fiir die Entstehung eines IK-vermittelten glomeruldren Schadens verantwortlich
gemacht. Zum einen kénnen sich die Immunkomplexe in situ bilden, indem Antikorper
an gewebestdndige Antigene binden. Andererseits konnen Immunkomplexe auch
in der Blutzirkulation entstehen und durch ihre positive Ladung an der negativ
geladenen GBM anlagern [23][24]. Kleine kationische Immunkomplexe lagern sich
subepithelial der GBM ab und kénnen so eine membranose Nephropathie verursachen,
wéhrend grofere Immunkomplexe in der Regel zusammen mit anderen Molekiilen
wie Komplementfaktoren und Matrixproteinen im Mesangium und entlang der
Kapillaren akkumulieren und so eine proliferative Glomerulonephritis auslosen
[25]. Immunkomplexe im Glomerulus fithren unter anderem zu einer Aktivierung
von Mesangialzellen. So geht man davon aus, dass eine Entziindungsreaktion im
Mesangium von einer Interaktion der Immunkomplexe mit Mesangialzellen abhingig
ist, die eine Aktivierung des Komplementsystems und anderer Entziindungsprozesse
zur Folge hat. Nach dieser initialen Aktivierung synthetisieren Mesangialzellen
verschiedene Entziindungsmediatoren wie Zytokine und Chemokine und tragen
so zu einer Verstirkung der glomeruldren Entziindung bei (sieche Abbildung
1.9) [22]|. Histologisch ist eine Glomerulonephritis durch Leukozyteninfiltration,
Zellproliferation, Matrix-Ablagerungen in den Glomeruli, Halbmondbildung und
glomerulédre Sklerose gekennzeichnet.
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Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der Antibasalmembran-Antikérper-GN und der
Immunkomplex-Glomerulonephritis: A. Normales Glomerulus: Die Kapillarschlingen sind von
der glomeruldren Basalmembran, die sich aus gefenstertem Endothel, der Basalmembran und
Podozytenfortsitze zusammensetzt, umgeben. Die Bowman’sche Kapsel bildet die &dufserste
Schicht des Glomerulus. Das Mesangium liegt zentral und bildet sich aus Mesangialzellen
und extrazelluldarer Matrixproteine. B. Im Blut zirkulierende Antibasalmembran-Antikoérper
binden linear an Basalmembranantigene (Goodpasture-Autoantigene sind Bestandteile
des Typ-IV-Kollagens, gegen die der Organismus Antikorper der IgG-Klasse bildet).
C. TImmunkomplex-Glomerulonephritis: Zirkulierende Antikérper, die z.B. bei der
akuten postinfektiosen Glomerulonephritis oder Lupusnephritis vorkommen, binden
sich an den Kapillaren und der innneren Basalmembran. In B und C kommt
es durch Komplementaktivierung, Chemokine und andere Entziindungsmediatoren zur
Freisetzung leukotaktischer Faktoren und damit zur Einwanderung von Entziindungszellen.
Crescent/Halbmondbildung entsteht durch Proliferation der Kapselepithelzellen. D. ANCA
(antineutrophile cytoplasmatische Antikorper)-assoziierte Glomerulonephritis (Wegener
Granulomatose) [21].
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Abbildung 1.9: Entstehung der Immunkomplex-Glomerulonephritis: Immunkomplexe
konnen glomeruldre Mesangialzellen aktivieren, die wiederum Entziindungsmediatoren wie
Chemokine und proinflammatorische Zytokine freisetzen. Dies fiihrt schlieflich zu einer
Schidigung des glomerulidren Filterapparates [22].

1.3.2 Bedeutung glomeruldrer Mesangialzellen bei der
Glomerulonephritis

Das Mesangium liegt zentral im Glomerulus zwischen fenestrierten Endothelzellen
der Kapillaren und der glomeruldren Basalmembran. Es besteht aus Mesangialzellen,
die in die mesangiale Matrix eingebettet sind [26][27]. Durch seine zentrale
Lage spielt das Mesangium eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung und
Progression glomeruldrer Erkrankungen. So kénnen Mesangialzellen sowohl systemisch
iiber das kapillire Endothel als auch lokal durch infiltrierende Leukozyten
proinflammatorische Signale und Stimuli erhalten. Bei allen chronischen und
progressiven Nierenerkrankungen wird eine Expansion des Mesangiums durch
Zellproliferation und Vermehrung der extrazelluliren Matrix als typisches
histologisches Merkmal beschrieben [28]. Im Allgemeinen ist eine Aktivierung
von Mesangialzellen durch pathologische Stimuli mit den Hauptmerkmalen eines
glomeruldren Schadens wie Infiltration von Leukozyten, Zellproliferation und
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Fibrose vergesellschaftet. Durch Adhé&sionsmolekiile und Chemokin-Freisetzung aus
Mesangialzellen wird die Leukozytenmigration in das Glomerulus vermittelt, was den
Beginn eines glomerulidren Schadens charakterisiert. Die Expansion des Mesangiums,
welche schlieflich zu einer irreversiblen Glomerulosklerose fithren kann, ist meist
eine Folge eines Ungleichgewichts zwischen Matrixproduktion und -degradation, das
wiederum von Wachstumfaktoren und proinflammatorischen Zytokinen abhéngig
ist. Mesangialzellen produzieren eine Vielzahl von Entziindungmediatoren und
spielen somit eine zentrale Rolle in der Pathogenese immunvermittelter glomerulirer
Erkrankungen [29][30][31].

Glomeruldre Mesangialzellen besitzen Figenschaften glatter Muskelzellen. Neben
Smooth Muscle Actin bestehen die Zellen aus den Intermediérfilamenten Desmin und
Vimentin. Durch ihre Kontraktilitdt konnen sie die glomerulére Filtration beeinflussen
und entsprechend auf Vasokonstriktoren und -relaxantien reagieren.

Zuséatzlich besitzen Mesangialzellen Eigenschaften antigenprisentierender Zellen mit
der Fiahigkeit zur Phagozytose und Synthese von Immunmediatoren [32]|. Zudem
wurde die Expression der Adhésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 nachgewiesen
[33][34][35]. Diese Molekiile sind essentiell fiir die Aufnahme zirkulierender Leukozyten
in das Gewebe. Zytokine wie TNF-a und IL-13, aber auch LPS fiihren zu einer
verstirkten Expression dieser Adhé#sionsproteine und damit zu einer vermehrten
Interaktion von Leukozyten und Mesangialzellen [36].

Verschiedene Faktoren tragen zur Leukozyteninfiltration in das Glomerulus bei.
Dazu zéhlen neben Komplementfaktoren (Cha), Platelet Activating Factor (PAF),
Leukotriene (LTB4) auch die proinflammatorischen Zytokine und Chemokine [37].
Chemokine konnen lokal sezerniert werden und vermitteln die Rekrutierung von
Leukozyten wihrend der Initiation und Progressionsphase der renalen Entziindung.
Sie sind dabei an der Adhésion, Migration und Chemotaxis beteiligt. Chemokine
werden vor allem von intrinsischen renalen Zellen gebildet, aber auch die infiltrierenden
Leukozyten konnen Quelle einer lokalen Chemokin-Produktion sein [38][39]. Eine
Expression von CC-Chemokinen wie MCP-1, RANTES, MIP-1a,, CXC-Chemokine wie
IL-8, IP-10 und MIP-2 auf Mesangialzellen konnte nachgewiesen werden. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass proinflammatorische Stimuli wie TNFa, IL-13, TFN-~
eine Produktion von MCP-1, TL-8, TP-10 und MIP-2 in Mesangialzellen induzieren
[40][41][42]. Ebenso fiithren vasoaktive Substanzen wie Angiotensin II zu einer
vermehrten Expression von IP-10, MIP-1av und MCP-1 [43].

Glomeruldre Mesangialzellen exprimieren auch Chemokin-Rezeptoren wie CXCRS3,
CCR1 und CCR7, was darauf hinweist, dass intrinsische renale Zellen auch auf
Chemokine reagieren konnen, die wéihrend der initialen Phase der glomerulidren
Schiadigung sezerniert werden [44]. TP-10 induziert Proliferation und Migration,
CXCL9/MIG fiihrt ebenfalls zu einer Proliferation, wihrend RANTES Migration
beeinflusst und MIP-2 wiederum die Expression von MCP-1 und RANTES in
Mesangialzellen fordert|45]|[46].

Das Kennzeichen vieler Glomerulonephritiden ist die Proliferation der Mesangialzellen
im Mesangium. Eine Reihe von Faktoren regulieren die Mesangialzellreplikation indem
sie Zellproliferation, Uberleben /Fortbestand und Apoptose kontrollieren. Es wurde
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beschrieben, dass Wachstumfaktoren wie PDGF, EGF und IGF, proinflammatorische
Zytokine wie TNF-«, IL-1 und IL-6 neben Angiotensin II und anderen die
Zellfunktionen in Mesangialzellen parakrin und autokrin beeinflussen und so
zur Proliferation anregen konnen[47|[48]. Eine Hochregulation dieser proliferativen
Faktoren konnte bei verschiedenen entziindlichen Prozessen in der Niere sowie bei
kultivierten Mesangialzellen nachgewiesen werden.

Proinflammatorische Zytokine wie IL-1, TNF-a und IL-6 aktivieren auch
T-Helfer-Zellen. TNF-a wird bei entziindlichen glomeruldren Lésionen von
Mesangialzellen wie auch von infiltrierenden Makrophagen ausgeschiittet [49]. IL-6
induziert Zellproliferation und Differenzierung unter anderem auch in Mesangialzellen
[50]. Bei Patienten mit mesangioproliferativer Glomerulonephrtitis konnte IL-6
vermehrt nachgewiesen werden [51][52]. Radeke et al. konnten aukerdem zeigen, dass
Interleukin-6 die Progression chronischer, entziindlicher Prozesse im Glomerulus durch
Induktion von ROS (Reactive oxygen species), Proteinasen und Matrixmolekiilen
begiinstigt [29].

Weiterhin konnten Fe-Rezeptoren fiir [gG und IgA auf Mesangialzellen nachgewiesen
werden [53]. Sogenannte Fc-Rezeptoren konnen den Fe-Teil von Immunglobulinen und
damit auch Immunkomplexe erkennen. Experimentelle Studien konnten zeigen, dass
Fc-Rezeptoren (FcR) eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Immunkomplex-GN
spielen [54]. Kultivierte Mesangialzellen konnen IgA bzw. IgG-Immunkomplexe
nicht nur binden, sondern auch aufnehmen. Dies fiithrt zu einer Produktion
verschiedener Molekiile, die schlieklich Inflammation, Proliferation, Migration
und Matrixproduktion beeinflussen kénnen. Immunkomplexe konnen die Synthese
von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-«, IL-1 oder IL-6 bewirken. Die
IgG-Bindung und Aufnahme kann durch Stimulation der Mesangialzellen mit IFN-~,
Komplement- und Wachstumsfaktoren sowie Angiotensin IT hochreguliert werden.
Auch die Fe-Rezeptor-Expression in Mesangialzellen kann durch Zytokine wie TFN-~
und IL-10 stimuliert werden [55].

Die genannten Mechanismen zeigen somit, dass glomeruldre Mesangialzellen von
zentraler Bedeutung in der Pathogenese der immunvermittelten Glomerulonephritiden
sind.

1.3.3 Modell der nephrotoxischen Serumnephritis

Das Modell der nephrotoxischen Serumnephritis (NSN), einer experimentellen
Antibasalmembran-Glomerulonephritis wurde erstmals von Masugi 1934 [56]
beschrieben und wird bis heute als experimentelle Methode verwendet, um &n vivo
immunvermittelte glomeruldre Erkrankungen zu untersuchen.

Bei diesem Mausmodell wird ein nephrotoxisches Serum, das Antikorper gegen die
glomeruldre Basalmembran enthélt, den Versuchstieren appliziert. Dies fiihrt zu
einer histologisch wie klinisch nachweisbaren schweren Glomerulonephritis in einem
Zeitraum von zwei bis drei Wochen (siehe auch Methodenteil und Abbildung 2.1). In
der akuten Phase der experimentellen Antibasalmembran-Glomerulonephritis kommt
es durch Antikorperablagerung im Glomerulus zu einer Aktivierung von Komplement
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und einer Ansammlung von Entziindungszellen. Die Induktion des NSN-Modells in
Miusen und Ratten ergab zudem eine verstirkte Expression von Chemokinen im
Zusammenhang mit der Einwanderung von Leukozyten [57][41]. Des Weiteren wurde
eine Akkumulation der extrazelluliren Matrix und eine Mesangialzellproliferation
nachgewiesen, die von einer Hochregulation proinflammatorischer Zytokine wie IL-1
und TNF-«, von Wachstumsfaktoren und der induzierbaren NO Synthase (iNOS)
begleitet waren [30][43][58].

1.4 Das Immunsystem

Der menschliche Korper ist zeitlebens der Gefahr ausgesetzt, sowohl von ,aufsen
durch umgebende Mikroorganismen als auch von ,innen“ durch entartete eigene Zellen
in seiner Integritit gestort zu werden. Trotz dieser stdndigen Exposition wird ein
gesunder Mensch selten krank. Dies ist auf die Leistung unseres Immunsystems
zuriickzufiihren, die darin besteht, den Organismus in seiner Unversehrtheit zu
bewahren. Das Immunsystem muss eindringende Pathogene erkennen und effektiv
beseitigen, ohne den eigenen Organismus dabei anzugreifen. Die Unterscheidung von
Sfremd” und ,eigen“ ist dabei eine wesentliche Aufgabe der Immunabwehr. Weiterhin
soll ein verbesserter Schutz bei erneutem Kontakt mit demselben infektiosen Agens
gewihrleistet werden.

Dazu bedient sich das Immunsystem zweier unterschiedlich organisierter, aber
miteinander in Kontakt stehender Effektorsysteme: dem angeborenen und erworbenen
Immunsystem. Das Zusammenspiel beider gewdhrleistet eine effektive Immunabwehr
des menschlichen Korpers. Viele Infektionen werden erfolgreich von der angeborenen
Immunitédt abgefangen und verhindern so eine Erkrankung. Solche Infektionen, die
nicht vom angeborenen Immunsystem allein abgewehrt werden konnen, lésen eine
Immunantwort der erworbenen Abwehr aus und fiihren in der Regel zu einem
immunologischen Gedéchtnis, welches im Falle einer Reinfektion fiir eine schnellere
und effizientere Abwehr verantwortlich ist.

1.4.1 Angeborene und erworbene Immunabwehr

Der Hauptunterschied zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem
besteht in den verschiedenen Erkennungsmechanismen und Rezeptoren (siehe
auch Tabelle 1.1). Das angeborene Immunsystem stellt die erste wirksame
Abwehrreaktion gegen eindringende Krankheitserreger dar, indem es eine Infektion
unter Kontrolle bringen und sogar vollstiandig beseitigen kann, bevor das erworbene
Immunsystem aktiv wird. Zum angeborenen Immunsystem zidhlen die Epithelien,
die als Barriere fiir Krankheitserreger dienen, zellulire Bestandteile, die sowohl
im Blut als auch im Gewebe agieren, und Plasmaproteine. Die Epithelien
bedecken die inneren und &ufteren Oberflichen des Korpers. Durch chemische,
mechanische oder mikrobielle Eigenschaften bilden sie eine Schutzbarriere und
stellen damit die erste Abwehrfunktion gegen eindringende Mikroorganismen dar.
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Die zelluliren Bestandteile der angeborenen Immunabwehr sind Makrophagen
und neutrophile Granulozyten, die auch als Phagozyten zusammengefasst werden
und fiir die Aufnahme und Abtotung der Erreger verantwortlich sind. Natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen) haben eine wichtige Rolle in der Abwehr von intrazelluléren
Erregern wie Viren. Daneben trigt auch das Komplementsystem zur Beseitigung
von Krankheitserregern bei. So sind Komplementfaktoren an einer wirksamen
Phagozytose und Lyse von Mikroorganismen beteiligt, aber spielen auch eine
wichtige Rolle in der Antikorperproduktion nach Aktivierung des erworbenen
Immunsystems. Die Abwehrstrategie des angeborenen Immunsystems unterscheidet
sich vom erworbenen Immunsystem in sofern, dass es nicht die Erkennung von
jedem moglichen Antigen als Ziel hat, sondern sich auf die Erkennung von wenigen,
im hochsten Mafe konservierte Strukturen spezialisiert hat, die in einer grofen
Gruppe von verschiedenen Mikroorganismen vorhanden sind. Diese Strukturen nennt
man Pathogen-assoziierte molekulare Patterns (PAMP) und die entsprechenden
Rezeptoren des angeborenen Immunsystems Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRRs)/
Pathogen-Erkennungsrezeptoren. Rezeptoren des angeborenen Immunsystems sind
in der genomischen DNA kodiert, wodurch die Sperzifitit jeder dieser Rezeptoren
genetisch determiniert ist. Vorteil dieser Keimbahn-kodierten Rezeptoren ist, dass sie
durch natiirliche Selektion eine definierte Spezifitit zur Abwehr von Mikroorganismen
entwickelt haben. Pathogen-Erkennungsrezeptoren konnen Pathogene unabhéngig
ihres Lebenszyklus erkennen, sind auf allen Zellen exprimiert und unabhingig
vom immunologischen Ged#chtnis. Die einzelnen Pathogen-Erkennungsrezeptoren
reagieren auf spezifische PAMP, aktivieren eine spezifische Signalweiterleitung und
fithren so zu einer Abwehrantwort. Die Basis des angeborenen Immunsystems ist ihre
Konservierung von der Pflanze {iber die Fruchtfliege bis hin zu den Sdugetieren.
Bekannte molekulare Pathogen-assoziierte Patterns sind bakterielle
Lipopolysaccharide, Peptidoglykane, bakterielle DNA oder Doppelstrang RNA.
Obwohl sich diese Strukturen chemisch sehr voneinander unterscheiden, haben
die molekularen Pathogen-assoziierten Strukturen gemeinsame FEigenschaften.
Pathogen-assoziierte Strukturen werden in der Regel von Mikroorganismen produziert
und nicht vom Menschen bzw. Wirt. Zum Beispiel kommen Lipopolysaccharide
(LPS) nur in Bakterien vor. Die von den Pathogen-Erkennungsrezeptoren erkannten
Strukturen sind zudem meist essentiell fiir das Uberleben der Mikrorganismen,
d.h. sie dndern sich wenig in der Evolution. Weiterhin finden sich molekulare
Pathogen-assoziierte Patterns gleichzeitig bei einer grofsen Anzahl verschiedener
Mikroorganismen. LPS beispielsweise ist ein Hauptbestandteil der duferen Zellwand
der Gruppe der gramnegativen Bakterien. Der LPS-Rezeptor TLR4 kann somit
Infektionen durch gramnegative Bakterien erkennen und die Immunantwort
aktivieren.

Das erworbene Immunsystem ist erst in der spiteren Phase der Immunabwehr
an der Elimination von Pathogenen beteiligt. Es zeichnet sich durch seine
Antigen-Sperzifitit aus, die durch klonale Selektion aus einem immensen Angebot
von Lymphozyten mit verschiedenen Antigen-spezifischen Rezeptoren gebildet wird.
Diese Antigen-spezifischen Rezeptoren werden durch Gen-Rearrangement gebildet,
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1.4 Das Immunsystem

so dass jeder Lymphozyt mit einem strukturell einzigartigen Rezeptor ausgestattet
ist. Diese Rezeptoren werden nicht vererbt und miissen daher von jedem Individuum
neu gebildet werden. Nach Antigenkontakt kommt es zur Proliferation der einzelnen
Lymphozytenklone und schliefslich zur Aktivierung von Antikorper-produzierenden
B-Zellen. Ein Teil der proliferierenden Lymphozyten differenzieren zu Gedéachtniszellen
und bilden so ein immunologisches Ged#chtnis aus, um einen verstirkten Schutz
gegen eine erneute Infektion zu gewéhrleisten.

Tabelle 1.1: Allgemeine Unterschiede zwischen angeborenem und erworbenen
Immunsystem, modifiziert nach Janeway et al. [59].
Angeboren Erworben
Rezeptoren: im Genom kodiert kodiert in Genabschnitten
Rearrangement nicht notwendig  notwendig
Distribution: nicht-klonal klonal
alle Zellen einer Klasse identisch ~ verschieden
Erkennung: konservierte molekulare Patterns — Struktureinheiten
(z.B. LPS) (Proteine, Peptide, KH)
Fremd-Eigen-
Unterscheidung: ausgereift: nicht ausgereift:
Selektion wihrend Evolution Selektion in Somazellen
Reaktionszeit: sofort verzogert
Immunanwort: kostimulatorische Molekiile klonale Expansion
Zytokine: 1L-6, IL-13 IL-2
Chemokine: IL-8 Effektor-Zytokine: 11-4,
TFN-~

1.4.2 Pathogen-Erkennungsrezeptoren und ihre Liganden

Das angeborene Immunsystem bedient sich einer Reihe von
Pathogen-Erkennungsrezeptoren, die auch Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR)
genannt werden und auf der Zelloberfliche, in intrazelluliren Kompartments
oder im Zytosol exprimiert sind. Die bisher am besten untersuchten
Pathogen-Erkennungsrezeptoren sind die sogenannten Toll-like Rezeptoren
(TLR). TLR findet man als evolutiondr konservierte Rezeptoren vom Wurm
Caenorhabditis elegans bis hin zu den Sdugetieren [60]|[61]]59]. Das Protein Toll,
Namensgeber der TLR, wurde erstmals 1985 in der Arbeitsgruppe von Christiane
Niisslein-Volhard als ein Genprodukt, das fiir Entwicklung der dorso-ventralen
Achse in Drosophila-Embryos von Bedeutung ist, entdeckt [62]|[63]. Das Toll-Gen
kodiert ein Transmembran-Protein, das Leucinreiche Wiederholungen enthélt [64].
Nach Endeckung des humanen IL-1 Rezeptors (IL-1R) stellte sich heraus, dass
sowohl Toll als auch IL-1R iiber die gleiche zytoplasmatische Toll/Interleukin-1
Rezeptor (TIR)-Doméne verfiigen [65]. Auferdem konnten beide Rezeptoren
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Transkriptionsfaktoren der NF-xkB (nuclear factor-xB)-Familie aktivieren, welche
eine wichtige Rolle bei der Induktion der Immunantwort bei Siugetieren spielt.
Des Weiteren konnte bei der adulten Fliege nachgewiesen werden, dass Toll eine
wesentliche Bedeutung bei der Abwehr von Pilzinfektionen hat [66].

Die Entdeckung der Toll-like Rezeptoren (TLR) in Sdugern als homologes
Protein des Toll-Rezeptors der Taufliege offenbarte neue Perspektiven fiir das
Verstindnis der Immunreaktion und Infektabwehr. So gelang es erstmals Ruslan
Medzhitov 1997 in der Arbeitsgruppe von Charles A. Janeway Jr. das menschliche
Homolog des Toll-Rezeptors (hToll, jetzt TLR4) nachzuweisen [67]. Bis heute
sind 10 Toll-like Rezeptoren beim Menschen (TLRI1-10) und 12 in M&usen
(TLR1-9, TLR11-13) identifiziert worden. Toll-like Rezeptoren sind integrale Typ
[I-Membran-Glykoproteine, deren extrazelluldre hufeisenférmige Doméne verschiedene
Leucin-reiche Motive enthilt [68]. Die intrazellulire Doméne ist homolog zu der
des IL-1 Rezeptors und wird daher als Toll/IL-1R (TIR)-Doméne bezeichnet [69].
Mikrobielle Pathogene werden von TLR iiber bestimmte Mustererkennungsmolekiile
erkannt (siehe Tabelle 1.2). Im Zuge der Erforschung der Toll-like Rezeptoren wurde
die Aufmerksamkeit auch vermehrt auf die TLR-unabhéngigen Abwehrmechanismen
des angeborenen Immunsystems gelenkt. So wurde durch die Entdeckung der NOD
(nukleotide-binding oligomerization domain)-like Rezeptoren (NLR) sowie der RIG
(retinoic-acid-inducible protein)-like Rezeptoren (RLR) neue Grundsteine fiir das
Verstdndnis der Immunabwehr in den einzelnen Zellkompartments gelegt. Wiahrend
die Toll-like Rezeptoren auf der Zellmembran oder endosomalen Membran lokalisiert
sind, befinden sich die NLR und RLR im Zytosol der Zelle und kénnen so verschiedene
Pathogen-assoziierte Molekiile unterscheiden.

TLR1 TLR1 bildet zusammen mit TLR2 ein Heterodimer, welches
Triacyllipopeptide erkennt. Diese Coexpression von TLR1 und 2 wurde erstmals
von Wyllie et al. [70] in HeLa-Zellen beschrieben, welche erst durch Expression
beider TLR auf l6sliche Strukturen von Neisseria meningitides reagierten. Studien
mit Tlrl-Knockout-Mausen konnten die Erkennung von Triacyllipopeptiden und
Lipoproteinen von Mykobakterien sowie von Borrelia Burgdorferi nachweisen [71][72].
Tlrl-defiziente Makrophagen wiesen dagegen eine normale Immunanwort nach
Stimulation mit Diacyllipoproteinen auf, so dass TLR1 eine wesentliche Rolle bei der
Unterscheidung von Diacyl- und Triacyllipoproteine spielt. Diacyllipoproteine werden
von dem strukturell dhnlichen Heterodimer TLR2 und 6 erkannt (siehe unten).

TLR2 TLR2 kann verschiedene Pathogene erkennen: Lipoproteine von
gram-negativen Bakterien, Mycoplasmen, Treponema pallidum und Borrelia
Burgdorferi, Peptidoglykane wie Lipoteichonsiure von gram-positiven Bakterien,
Lipoarabinmannan  von  Mykobakterien,  Glycosylphosphatidylinositol ~ von
Trypanosoma cruzi [73|, Phenol-losliches Modulin von Staphylococcus epidermis
[74], Zymosan von Pilzen, Glykolipide von Treponema maltophilum [75][76]. Diese
grofse Breite und Vielfalt der Pathogen-Erkennung wird derzeit durch die Md6glichkeit
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von TLR2 erklart, Herterodimere mit TLR1 oder TLR6 zu bilden. So werden
Diacyllipoproteine aus Mykoplasmen, Lipoteichonsiure (LTA) aus Streptokokken der
Gruppe B und Zymosan von dem Heterodimer TLR2/6 erkannt [77], wihrend das
TLR1/2-Heterodimer auf Triacyllipoproteine aus Mykobakterien reagiert [78].

TLR3 Lena Alexopoulou konnte 2001 in der Arbeitsgruppe von Richard Flavell
nachweisen, dass Doppelstrang-RNA (dsRNA) Ligand von Toll-like Rezeptor 3 ist
[79]. DsRNA wird wéihrend der Replikation und Vermehrung von Viren gebildet und
spielt so eine wichtige Rolle bei der Erkennung von Virusinfektionen. So ergaben
Studien mit Tlr3-Knockout-M#usen, dass diese gegeniiber Infektionen mit West Nile
Virus, LCMV (lymphocytic choriomeningitis virus), VSV (vesicular stomatitis virus),
MCMYV (murine cytomegalie virus) und Reovirus im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle
empfindlicher reagieren [80|[81]. Ein synthetisches Analogon fiir dsRNA stellt die
Polyriboinosin-Polyribocytidyl-Saure, verkiirzt poly(I:C) dar, das wie virale dsRNA
TLR3 aktiviert und zu einer Induktion von Typ I-Interferonen fiihrt. Trotz der bisher
publizierten Daten zu TLR3 bleibt unklar welche Rolle TLR3 bei der Erkennung
und Abwehr von Viren spielt. So gibt es auch Rezeptoren, welche im Zytosol
lokalisiert sind und TLR-unabhéngig dSRNA und damit Viren erkennen kénnen (siehe
RNA-Helikasen).

TLR4 Durch Versuche mit Tlr4-Knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass
TLR4 eine essentielle Rolle fiir die Signalweiterleitung von Lipopolysacchariden (LPS),
welche in den Zellwinden von gramnegativen Bakterien vorkommen, spielt [82|. Fiir
die Erkennung von LPS sind noch das LPS-binding Protein (LBP), CD14 und MD-2
notwendig [83]. So bindet LPS zuerst an das LPS-binding Protein, welches wiederum
mit CD14, einem GPI-Anker-Molekiil assoziiert ist. LPS ist ein dufserst potentes
Immunstimulanz, welches bei entsprechender Exposition bis zum Schock fiihren kann.
Weitere Liganden von TLR4 sind Taxol, das aus der Eibenrinde gewonnen und klinisch
gegen Tumoren eingesetzt wird [84], das Fusionsprotein des Respiratory Syncytial
Virus (RSV) [85] und das Envelope-Glykoprotein des Mouse Mammary tumor Virus
(MMTV) [86]. Mehrere sogenannte endogene Liganden wie Heat-Shock- Proteine
wurden ebenfalls als Liganden von TLR4 beschrieben (siehe unten).

TLR5 TLR5 erkennt Flagellin, ein monomerer Bestandteil von Flagellen auf
Bakterien [87]. Zudem konnte gezeigt werden, dass Flagellin Lungenepithelzellen
aktiviert [88] und so die These untersiitzt, dass TLR5 eine bedeutende Rolle bei der
Immunabwehr in Mucosazellen spielt. Im Darm ist TLR5 vor allem auf intestinalen
CD11c-positiven Lamina propria-Zellen exprimiert. Diese Zellen erkennen pathogene
Bakterien, die nicht der normalen Darmflora entsprechen. In Tlr5-Knockout-Méausen
konnte der verminderte Transport von Salmonella typhimurium vom Intestinum
zu mesenterischen Lymphknoten nachgewiesen werden [89|. Zudem scheint TLR5
auch bei der Immunabwehr im Harntrakt eine wesentliche Bedeutung zu haben,
da TIr5-defiziente Mé&use im Vergleich zu Wildtyp-Tieren anfilliger gegeniiber
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Pam,;CSK,

TLR3  dsRNA  TLR3’

MD-2"

Abbildung 1.10: Struktur der Toll-like Rezeptoren 2, 3 und 4 und ihre Interaktion mit
Liganden: Pam3CSK4 ist ein synthetisches tripalmityliertes Lipopeptid, das das azetylierte
Aminoterminus bakterieller Lipopeptide imitiert. Es bindet an das Heterodimer TLR2/1.
Virale Doppelstrang-RNA (dsRNA) bindet an TLR3 und Lipopolysaccharide gramnegativer
Bakterien binden an TLR4 und MD2 [68].
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transurethralen Escherichia coli-Infektionen sind [90)].

TLR6 Wie TLR1 bildet auch TLR6 ein Heterodimer mit TLR2, so dass TLR6 fiir die
Erkennung und Unterscheidung von TLR2-Liganden von Bedeutung ist [91]. So zeigten
Tlr6-Knockout-Mause keine Immunantwort nach Gabe von Diacyllipoproteinen aus
Mykoplasmen, wihrend durch Gabe von Triacyllipoproteinen aus gramnegativen
Bakterien eine dem Wildtyp entsprechende Immunantwort ausgelost wurde [77].

TLR7 Imidazoquinoline wie Imiqumod und R-848 sind low-molecular-weight
Molekiile, welche eine Immunantwort durch IFN-a-Synthese und Ausschiittung
anderer Zytokine in verschiedenen Zellenarten hervorrufen kénnen. Hemmi et
al. konnten 2001 nachweisen, dass Imidazoquinoline Liganden fiir TLR7 sind,
da weder TIr7- noch Myd88-Knockout-Miuse eine Immunantwort nach Gabe
von Imidazoquinolinen zeigten [92|. Anschliefende Studien ergaben, dass TLR7
Einzelstrang-RNA (ssRNA) erkennt, welche aus verschiedenen Viren wie HIV (human
immunodeficiency virus), VSV (vesicular stomatitis virus) und Influenza-Virus
stammt [93][94][95]. SSRNA kann auch vom Menschen selbst gebildet werden. Die
Unterscheidung zwischen viraler und eigener ssRNA wird durch die Lokalisation von
TLRT erklért. So liegen TLR7 wie auch TLR9 in der endosomalen Membran, wo eigene
ssRNA unter normalen Bedingungen nicht hingelangt.

TLR9 TLR9 erkennt wie TLR3 und TLR7 Nukleinsiduren. Wahrend TLR3 und 7
durch RNA aktiviert wird, kann TLR9 DNA aus Viren und Bakterien detektieren
und eine Signalkaskade zur Abwehr initiieren. Fiir die Erkennung der DNA sind
sogenannte CpG-Motive von Bedeutung [96]. Zwei verschiedene Motive wurden bis
heute als Liganden fiir TLR9 identifiziert: CpG-A und CpG-B. Das zuerst endeckte
konventionelle CpG-B-Motiv ist ein potentes Immunstimulanz fiir die Induktion von
IL-12 und TNF-a, wihrend CpG-A eine vermehrte IFN-a-Freisetzung und weniger
eine IL-12-Ausschiittung von pDCs (plasmacytoid dendritic cells) 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 und
reguliert die Inmunabwehr gegen pathogene Bakterien im Harntrakt [98|. Des weiteren
konnte Profilin, das aus Toxoplasma gondii gewonnen wurde, als Ligand fiir TLR11
identifiziert werden [99].

RNA-Helikasen Kato et al. konnte 2005 zeigen, dass Viren auch TLR-unabhingig
das Immunsystem aktivieren kann. So werden die RNA-Helicasen RIG-I und MDA-5
durch virale RNA aktiviert, das iiber eine Signalkaskade eine NF-xB-Aktivierung
zur Folge hat. Wéhrend TLR virale RNA im endosomalen Kompartment der
Zelle erkennen, sind die Helikasen im Zytosol lokalisiert und detektieren dort
eine Virus-Infektion [112]. Studien mit RIG-I-Knockout-M&usen zeigten eine
verminderte Interferon-Antwort nach Infektion mit Newcastle Disease Virus, Vesicular

21



1 FEinleitung

Tabelle 1.2: Pathogen-Erkennungsrezeptoren ~ (PRR) und  ihre  Liganden:
Pathogen-Erkennungsrezeptoren erkennen spezifische Pathogen-assoziierte molekulare
Strukturen (PAMP).

PRR Ligand /PAMP Herkunft Referenz

TLR1 Triacyl Lipopeptide (Myko)Bakterien [71]

TLR2 Peptidoglycane, gram-pos. Bakterien [100][76][101]
Lipoteichonsdure(LTA), gram-pos. Bakterien
Lipoarabinomannan, Mykobakterien [102]
GPI-Anker-Proteine, Trypanosoma
Phenol-16sliches Modulin, Staphylococcus epidermis
Zymosan, Saccharomyces [91]
Glycolipide Treponema maltophilum

TLR3 dsRNA Viren [79]

TLR4 LPS gram-neg. Bakterien [82]

Taxol Eibenrinde [84]
RSV Fusionsprotein RSV [85]
MMTYV envelope protein [86]

TLR5 Flagellin Bakterien [87]

TLR6 Diacyllipopeptide Mykoplasmen [77]

TLR7,8 ssRNA, Viren 92
Imidazoquinoline Viren

TLRY CpG DNA [96]

TLR11 Profilin [99]

RIG-T 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]
Harnsdurekristalle [111]

TLRS ist nur beim Menschen kodiert. Liganden fiir TLR10, 12 und 13 sind bislang noch
nicht identifiziert worden. Bisher bekannte RIG-like Rezeptoren sind RIG-I und MDA-5. Die
wichtigsten NOD-like Rezeptoren sind NOD1 und 2, TPAF, NAIP5 und NALP3.

Stomatitis Virus, Influenza-Virus, Sendai-Virus sowie dem japanischen Enzephalitis
Virus. MDA-5-Knockout-M#use wiesen eine verminderte Immunantwort gegen
Picorna-Viren wie dem Enzephalomyokarditis-Virus, Theiler’s Virus und Mengo-Virus
auf [113]. Hornung und Pilchelmair konnten schlieflich 2006 5’-Triphosphat-RNA als
spezifischen Liganden fiir RIG-I identifizieren [103][114]|. Fiir MDA-5 konnte bisher
nur die synthetische dsRNA Poly(I:C) als Ligand nachgewiesen werden [113].

NOD-like Rezeptoren NOD-like Rezeptoren (NLR) sind wie die RNA-Helicasen
im Zytosol lokalisiert. Bislang sind 20 Rezeptoren dieser Familie bekannt, von denen
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1.4 Das Immunsystem

die bekanntesten NOD1, NOD2, TPAF, NAIP5 und NALP3 sind. NOD1 und NOD2
erkennen wie TLR2 Peptidoglykane [105|[106], wihrend IPAF und NAIP5 durch
Flagellin aus Salmonella typhimurium (IPAF) und Legionella pneumophila (NAIP5)
aktiviert werden [108|[107]. Nalp3 ist essentiell fiir die Erkennung bakterieller RNA
[109], ATP [110] und von Harnsdurekristallen [111].

1.4.3 Signaltransduktion der Pathogen-Erkennungsrezeptoren

TLR-abhdngige Signaltransduktion Mit Ausnahme von TLR3 bedienen
sich alle Toll-like Rezeptoren des Myeloid Differentiation Faktors 88 (MyD88)
als Adaptermolekiill zur Signalweiterleitung. So fiithrt eine Aktivierung der
Toll-like Rezeptoren iiber 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) mit
subsequenter Degradation von Ik-B. Dies hat schlieflich eine Translokation des
Transkriptionsfaktors NF-xB in den Zellkern und die Produktion inflammatorischer
Zytokine zur Folge. Dariiber hinaus scheint das Adapterprotein TIRAP (TIR-domain
adaptor protein) zusammen mit MyD88 eine wesentliche Bedeutung in der
Signalweiterleitung von TLR2 und 4 zu haben [115]. Einzigartig in pDCs fiihrt
die Aktivierung von TLR7 und 9 iiber eine Interaktion mit IRF7 zu einer Induktion
von IFN-a/F [116]. Kawai et al. konnte schon 1999 zeigen, dass es noch einen
MyD88-unabhéingigen Transduktionsweg gibt. So fiihrte eine Stimulation von TLR4
in MyD88-defizienten Makrophagen immer noch zu einer, wenn auch verspiteten
Aktivierung von NF-xB [117]|. Etwas spéter konnte schlieflich das Adapterprotein
TRIF (TIR domain-containing adaptor inducing IFN-£) identifiziert werden [118].
TRIF leitet die Aktivierung von TLR3 und 4 weiter und fiihrt iiber zwei verschiedene
Signalwege zu einer Translokation der Transkriptionsfaktoren NF-xB- und IRF3. Die
Aktivierung von IRF3 hat die Induktion von IFN-3 zur Folge. TRIF ist somit einziges
Adaptermolekiil fiir Toll-like Rezeptor 3, wiahrend sich TLR4 beider Adapterproteine
bedient (siehe Abbildung 1.11).

TLR-unabhingige Signaltransduktion Nach Aktivierung der RNA-Helikasen
werden die Signale iiber IPS-1 (in der Literatur auch als Cardif, MAVS und VISA
beschrieben) weitergeleitet [120]. TPS-1 ist durch seine spezielle Struktur in der
Mitochondrien-Membran verankert und fiihrt iiber zwei verschiedene Signalwege zu
einer Translokation von NF-xB und Transkription von inflammatorischen Zytokinen
und iiber die Aktivierung von IRF3 und 7 zu einer IFN-a//3-Ausschiittung (siehe
Abbildung 1.12).

Auch die NOD-like Rezeptoren haben unterschiedliche Signalwege. So fiihrt die
Stimulation von NOD 1 und 2 zu einer Translokation von NF-xB, wihrend die
Aktivierung von NAIP5, TPAF und NALP3 eine Induktion der Zytokine 1.-15 und
IL-18 zur Folge hat [106][111].
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Abbildung 1.11: Signaltransduktion der Toll-like-Rezeptoren: Die Singalweiterleitung
erfolgt iiber die zwei Adapterproteine MyD88 und TRIF. MyD88 vermittelt die Translokation
von NF-xB durch Aktivierung aller TLR mit Ausnahme von TLR3. TLR3 und 4 fiihren iiber
TRIF zu einer Translokation von NF-kB und IRF3. Einzig in pDCs fiihrt die Stimulation
von TLR7 und 9 zu einer Aktivierung von IRF7 (interferon regulatory factor 7) und damit
zur Produktion von IFN-«//5 [119].

1.4.4 Endogene Liganden

Wie beschrieben sind Toll-like Rezeptoren essentiell fiir die Erkennung von Pathogen-
assoziierten molekularen Patterns (PAMP) und die darauf erfolgende Aktivierung
des (erworbenen) Immunsystems. Eine weitere wichtige Rolle scheinen die TLR. bei
der Erkennung von sogenannten endogenen Liganden zu spielen. Diese endogenen
Liganden stammen vom Wirt selbst, es handelt sich also um eine ,sterile Infektion*.
Die bisher in der Literatur beschriebenen endogenen Liganden stammen meist aus
toten bzw. sterbenden Zellen und entziindetem Gewebe. Daher werden diese Liganden
auch als Danger/Damage-associated Molecular Patterns (DAMP) bezeichnet. Polly
Matzinger postulierte schon 1994, dass das Immunsystem neben Infektionen auch
auf nicht-physiologischen Zelltod, Gewebeschaden oder Stress reagiert und stellte
damit die so genannte ,Danger Hypothese* auf (siehe Abbildung 1.13)[122]|[121].
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Abbildung 1.12: Signaltransduktion der RNA-Helikasen: Bei einer Virus-Infektion treten
wahrend der viralen Replikation Doppelstrang-Ribonukleinsduren auf. Diese kénnen von
den RNA-Helikasen RIG-I und MDA-5 erkannt werden und l6sen iiber IPS-1, das in der
Mitochondrien-Membran verankert ist, eine Signalkaskade aus, die letzlich zu einer Induktion
von IFN-a// und anderen Zytokinen fiihrt [119].

Demnach ist ein abnormer Zelltod, der entweder durch eine Infektion oder durch
andere pathologische Prozesse wie Tumorwachstum ausgelost werden kann, eine
potentielle Bedrohung fiir den Organismus. Spitere Studien konnten diese These
schliefslich unterstiitzen. So konnte Gallucci in der Arbeitsgruppe von Matzinger eine
Aktivierung von Dendritischen Zellen nach Stimulation mit nekrotischem Zellmaterial
nachweisen [123|. Ebenso zeigte Shi et al., dass Zellschaden oder -tod eine Stimulation
von zytotoxischen T-Lymphozyten bewirkt und damit ein potentes Adjuvans des
Immunsystems darzustellen scheint [124]. Das Immunsystem kann somit sowohl durch
infektiose wie auch durch nicht-infektiose Stimuli aktiviert werden: einerseits durch
die schon beschriebenen PAMP aus Mikroorganismen und andererseits durch DAMP
aus geschidigten Zellen oder Gewebe. In der Tabelle 1.3 sind die in dieser Arbeit
relevanten Danger-associated Molecular Patterns aufgefiihrt.

Die meisten endogenen Liganden wurden bisher fiir TLR2 und 4 beschrieben.
Hyaluronsdure und Heparansulfat sind degradierte Molekiile aus der extrazelluldren
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Abbildung 1.13: Das ,Danger-Modell“ als Alternative zum ,Stranger-Modell“: Danger
Associated Molecular Patterns (DAMP) aus totem Zellmaterial konnen dendritische Zellen
stimulieren, so dass diese in Lymphknoten wandern, ihre Antigene prisentieren und
schliefslich das erworbene Immunsystem aktivieren [121].

Matrix und konnen bei allgemeinen Entziindungen oder Arthritis auftreten.
Das High-mobility Group Boz 1-Protein (HMGBI1) wird von nekrotischen Zellen
ausgeschiittet und aktiviert neben TLR2 und 4 auch den Rezeptor RAGE (receptor
for advanced glycation end-products). Ebenso werden die Molekiile Fibronektin,
Fibrinogen und Heat Shock Proteine (HSP) aus toten oder sterbenden Zellen
freigesetzt. Einige dieser Molekiile treten vermehrt in Gelenken von Patienten mit
rheumatoider Arthritis auf, was auf eine Beteiligung endogener Liganden bei der
Entstehung dieser Krankheit hindeutet. Kariko et al. konnten RNA aus nekrotischen
Zellen sowie mRNA als endogene Liganden fiir TLR3 nachweisen [125|. Ebenso
konnten Brentano et al. eine TLR3-abhéngige Induktion von Zytokinen durch RNA aus
nekrotischem Zellmaterial zeigen. So fiithrte die Koinkubation von RASFs (rheumatoid
arthritis synovial fibroblast) mit nekrotischen Synoviazellen von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis zu einer Ausschiittung von IL-6 und IFN-3, welche durch
zusitzliche Gabe von Benzonase (degradiert Nukleinsduren) oder Hydroxychloroquin
(verhindert die Bildung von Endosomen) verringert war [126]. TLR7 und 9 erkennen
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nicht nur virale oder bakterielle Nukleinsiuren, sie kénnen auch eigene DNA oder
RNA detektieren und so eine Immunantwort auslosen. Dies hat bei der Entwicklung
und Manifestation von Autoimmunerkrankungen wie dem Systemischen Lupus
Erythematodes (SLE) eine zentrale Bedeutung. Versuche mit Knockout-Mausen in
einem SLE-Modell zeigten, dass TLR7-Defizienz eher zu einer Verbesserung von SLE,
wihrend ein Gen-Knockout von TLR9 zu einer Verschlechterung fiihrte [127].

Tabelle 1.3: Exemplarische Ubersicht der endogenen Liganden bzw. sogenannter
Damage/Danger Associated Molecular Patterns (DAMP)

TLR Ligand/DAMP Herkunft Referenz
TLR2 Nekrotische Zellen [128][129]
TLR2/4 renale Ischemie/Reperfusion [130][131]
HSP60/70 Zellschaden [132]
HMGBI1 Nekrotische Zellen [133]
Hyaluronsiure Zell-/Gewebeschaden [134][135]
TLR4 Fibronektin Zell-/Gewebeschaden [136]
Heparansulfat Zell-/Gewebeschaden [137]
Fibrinogen Zell-/Gewebeschaden [138]
TLR3 dsRNA Nekrotische Zellen [125][126]

TLR7 ssRNA /Immunkomplexe apoptotische/nekrotische Zellen [139][140][141]
TLR9 DNA /Immunkomplexe  apoptotische/nekrotische Zellen [142][143]

1.4.5 Toll-like Rezeptoren und Nierenerkrankungen

Es ist bekannt, dass Infektionen und Storungen des Immunsystems bei einer
Reihe von Nierenerkrankungen eine wesentliche Rolle spielen. Mit der Endeckung
der Toll-like Rezeptoren und ihrer Liganden ergaben sich neue Konzepte zur
Interpretation und Analyse sowohl immunologisch als auch nicht-immunologisch
bedingter Nierenerkrankungen. Trotz vermehrter FErforschung des angeborenen
Immunsystems im Bereich der Nephrologie sind viele Fragen zu den molekularen
Mechanismen der Pathogenerkennung in der Niere und der immunvermittelten
Schidigung der Niere noch unbeantwortet. Des Weiteren ist das Zusammenspiel von
Immun- und nicht-Immunzellen in der Niere und deren Rolle bei Nierenerkrankungen
von grofsem Interesse. Die bisherigen Daten in der Literatur unterstiitzen gleichzeitig
den hohen Stellenwert des angeborenen Immunsystems bei Nierenerkrankungen.

Im Rahmen bakterieller Infektionen konnen Zellwandbestandteile der Bakterien in den
Blutkreislauf freigesetzt werden. Lipopolysacharide der bakteriellen Zellwand kénnen
iiber die Aktivierung von Toll-like Rezeptor 4 und MyD88 zu einer systemischen
Ausschiittung von Zytokinen fiithren, die wiederum ein akutes Nierenversagen und
sogar einen septischen Schock auslosen kénnen [144].

Des Weiteren kann ein akutes Nierenversagen durch Ischdmie oder nephrotoxische
Substanzen ausgelost werden. Dies fiihrt in der Regel zu einer Schidigung
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der Tubuluszellen. Nekrotische Tubuluszellen konnen dann potentielle endogene
TLR-Liganden freisetzen und so das angeborene Immunsystem in der Niere aktivieren.
Vor allem TLR2 und TLR4 scheinen eine wesentliche Rolle bei oxidativen Stress
zu spielen [145]. Man geht davon aus, dass hier endogene Liganden im Sinne einer
ysterilen Entziindung” wihrend der Ischdmie gebildet bzw. freigesetzt werden und
durch Aktivierung der Toll-like Rezeptoren zu einer Nierenschidigung beitragen [130].
Weiterhin fiihrt die systemische Gabe von TLR2-Liganden im Modell der
nephrotoxischen Serumnephritis zu einer Aggravation der Glomerulonephritis und
einer verstirkten Produktion von Antikérpern und spezifischen T-zellen gegen
glomerulére Antigene [146].

Bei Harnwegsinfektionen scheint die Erkennung von E.coli iiber TLR4 von Bedeutung
zu sein. So konnte gezeigt werden, dass in TLR4-defizienten renalen Zellen die Abwehr
gegen uropathogene E.coli-Bakterien beeintrichtigt ist [147].

Bakterien und Viren kénnen DNA-Molekiile freisetzen. Extrazellulire DNA-Partikel
werden meist durch DNasen abbgebaut. Intrazelluldr gibt es mehrere Rezeptoren,
die DNA erkennen. Diese Rezeptoren befinden sich entweder im Zytosol oder wie
TLRY im Endosom. Systemische Virusinfektionen konnen mit einer Nierenbeteiligung
einhergehen. Haufige DNA-Viren, die mit einer Nierenschiddigung assoziiert sind,
sind beispielsweise Herpes-Viren, Ebstein-Barr-Virus, Adenoviren oder Polyomaviren.
Experimentell fithrte die systemische Gabe von CpG-DNA (TLR9-Ligand) zu einem
deutlich fritheren Ausbruch der Lupusnephritis im Mausmodell der Lupusnephritis
mit M RL"P/'™"_Mzusen sowie zu einer Aggravation einer schon bestehenden
Glomerulonephritis [148].

Bei der transplantierten Niere koénnen Infektionen mit CMV oder Polyomavirus
vom BK-Typ eine Transplantatdysfunktion oder Abstofsungsreaktion hervorrufen.
Bisher konnte TLR9 auf dendritischen Zellen als ein Rezeptor fiir CMV identifiziert
werden [149]. Die Relevanz von TLR9 in renalen dendritischen Zellen bei der
Abwehr von Viren ist bislang allerdings noch ungeklirt. Erwihnenswert ist, dass auf
intrinsischen renalen Zellen wie Mesangial- oder Tubuluszellen die Toll-like Rezeptoren
7 und 9 im Gegensatz zu Immunzellen nicht exprimiert werden. Dies muss bei
der Interpretation von in vivo-Experimenten mit entsprechenden Knockout-Mausen
beriicksichtigt werden.

Neben DNA koénnen auch RNA-Molekiile von Viren insbesondere bei deren Replikation
freigesetzt werden. Ein fiir die Niere relevantes RNA-Virus ist das Hepatitis
C-Virus, das sich im Mesangium der Glomeruli anreichert und oft mit einer
Glomerulonephritis assoziiert ist. Wornle et al. konnten zeigen, dass TLR3-mRNA
bei einer Hepatitis C-assoziierten Glomerulonephritis hochreguliert wird. Weiterhin
konnte eine vermehrte Expression von TLR3 auf glomeruldren Mesangialzellen nach
Stimulation mit den proinflammatorischen Zytokinen INF-y und TNF-a nachgewiesen
werden. Die systemische Gabe des synthetischen TLR3-Liganden Poly(I:C) fiihrte zu
einer Anreicherung der dsRNA in den Endosomen der Mesangialzellen sowie zu einer
vermehrten Expression von I1-1, IL-6, IL.-8 und MCP-1. Diese Daten lassen somit eine
TLR3-vermittelte Aktivierung lokaler und systemischer Immunmechanismen durch
Mesangialzellen bei der Hepatitis-C-assoziierten Glomerulonephritis vermuten [150].
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Diese Daten bilden derzeit die Grundlage fiir neue Konzepte in der nephrologischen
Forschung. Wir wissen, dass die Rezeptoren des angeborenen Immunsystems durch
entsprechende Liganden-Interaktion Immunzellen aktivieren. Eine solche extrarenale
Aktivierung des Immunsystems z.B. durch Infektionen kann eine Schidigung der
Niere durch Zytokinfreisetzung oder Bildung von zirkulierenden Immunkomplexen
verursachen. Bakterien oder Viren, die die Niere erreichen, aktivieren dabei sowohl
intrarenale Immunzellen als auch intrinsische nicht-Immunzellen der Niere.

1.5 Fragestellung

Die Spezifitit der wenigen Rezeptoren des angeborenen Immunsystems fiir
universelle Pathogen-assoziierte Molekiile ist nicht absolut. Es ist bekannt, dass
Pattern-Recognition-Rezeptoren auch durch ,Selbst“-Molekiile aktiviert werden
und entsprechend eine Abwehrsignalkaskade in Gang setzen. Die Rolle und
Bedeutung dieser Rezeptoren bei der Aktivierung dieser nicht-infektiosen, ,sterilen
Entziindungsmechanismen, insbesondere bei der Pathogenese der Glomerulonephritis
sind Gegenstand vorliegender Arbeit.

Zu Beginn dieser Arbeit 2005 wurde insbesondere die Ligand-Rezeptor-Interaktion
von Toll-like Rezeptor 3 kontrovers diskutiert. Die intrazellulire Helikase MDA-5 war
als weiterer Rezeptor fiir dsSRNA und damit auch fiir Poly(I:C) noch unbekannt.

Die Daten von Karikoé et al. zeigten, dass endogene mRNA sowie RNA aus nekrotischen
Zellen zu einer TLR3-vermittelten Immunaktivierung fithren [125]. Ebenso konnten
Brentano et al. eine TLR3-abhéngige Induktion von Zytokinen durch RNA aus
nekrotischem Zellmaterial von Patienten mit Rheumatoider Arthritis nachweisen.
Gleichzeitig liefen die Daten von Wérnle et al. einen hohen Stellenwert von Toll-like
Rezeptor 3 bei der Aktivierung lokaler und sytemischer Immunmechanismen durch
Mesangialzellen vermuten [150].

Eine genaue Analyse von moglichen endogenen Liganden, insbesondere von moglichen
endogenen RNA-Molekiilen und ihrer Interaktion mit Toll-like Rezeptoren auf
Mesangialzellen sollte daher die Mechanismen der sterilen Entziindung in der Niere
identifizieren. In vivo sollte die funktionelle Relevanz von Toll-like Rezeptoren im
Modell der nephrotoxischen Serumnephritis (Antibasalmembran-Glomerulonephritis)
iiberpriift werden.

Gegenstand dieser Arbeit war somit zunéchst, priméire glomerulire Mesangialzellen
aus TLR-defizienten M&usen zu gewinnen, um Toll-like Rezeptor-abhingige Effekte
im Vergleich zu Wildtyp-Zellen zu untersuchen. Dabei sollten folgende Fragestellungen
beantwortet werden:

1. Konnen in glomeruldren Mesangialzellen durch Toll-like Rezeptor-Liganden
entsprechend ihrem FExpressionsprofil Immunmechanismen vergleichbar den
Immunzellen ausgelost werden?
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2. Gibt es eine Toll-like Rezeptor-abhéngige Aktivierung von Mesangialzellen durch
endogene Liganden?

3. Wenn ja, spielen diese endogenen TLR-Liganden eine Rolle bei der Pathogenese
der Glomerulonephritis in vivo?

Zur Beantwortung der letzten Frage wurde das Modell der nephrotoxischen

Serumnephritis in TLR-defizienten Mausen herangezogen. Um alle Toll-like
Rezeptoren gleichzeitig untersuchen zu konnen, bedienten wir uns Trif- und
Myd88-Knockout Miusen. TRIF und MyD88 sind die Signaladapterproteine aller
bisher gefundenen Toll-like Rezeptoren.
Wir gingen davon aus, dass die Unterbrechung der Signalweiterleitung
TLR-vermittelter ~ Aktivierung  einen  verzogerten  Krankheitsverlauf  der
Glomerulonephritis zur Folge habe. Mogliche endogene Liganden - beispielsweise
aus nekrotischem Zellmaterial- , die TLR-vermittelt zu einer Verschlechterung der
Glomerulonephritis beitragen, hitten durch die Depletion der TLR-Adaptermolekiile
nur eine abgeschwichte oder sogar keine Wirkung. Dies konnte letztendlich zu einer
Verbesserung des Krankheitsbildes beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Durchflufsizytometer
FACSCalibur Becton Dickinson, San Jose, USA
ELISA-Reader

Tecan, GENios Plus Tecan, Crailsheim, D
ELISA-Wascher
Microplate-Washer Elx50 Biotek, Bad Friedrichshall, D
Fluoreszenz-Mikroskop
Leica DC 300F Leica Mycrosystems, Cambridge, UK
Olympus BX50 Olympus Mikroskope, Hamburg, D
Spektrophotometer
Beckman DU 530 Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
TagMan Sequence Detection System

ABI Prism 7700 Sequence Detector PE Biosystems, Weiterstadt, D
Zellinkubator

Typ B5060 EC-CO2 Heraeus Sepatech, Miinchen, D
Zentrifugen
Heraeus, Minifuge T VWR International, Darmstadt, D
Heraeus, Biofuge primo Kendro Laborprodukte GmbH, Hanau, D
Heraeus, Sepatech Biofuge A Heraeus Sepatech, Miinchen, D
sonstige Gerite
Kryostat RM2155 Leica Microsystems, Bernsheim, D
Homogenisator ULTRA-TURRAX T25 IKA GmbH, Staufen, D
MidiMACS Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
pH-Meter WTW WTW GmbH, Weilheim, D
Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, D

Vortex Genie 2 Bender&Hobein AG, Ziirich, Schweiz
Waage BP 110 S Sartorius, Gottingen, D

Waage Mettler PJ 3000 Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz

31



2 Material und Methoden

2.1.2 Chemikalien, Puffer und Losungen

Chemikalien
Ather Merck, Darmstadt, D
Albustix Teststreifen Bayer, D
Bovines Serum Albumin (BSA) Roche, Mannheim, D
4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) Vector lab., Burlingame, USA
DEPC Fluka, Buchs, Schweiz
DNase Typ III Sigma, Deisenhofen, D
DMSO Merck, Darmstadt, D
EDTA Calbiochem, SanDiego, USA
Einbettmedium Jung, Leica Microsystems, Nussloch, D
Eosin Sigma, Deisenhofen, D
Ethanol Merck, Darmstadt, D
FACSFlow Becton Dickinson, Heidelberg, D
Formalin Merck, Darmstadt, D
HCI (5N) Merck, Darmstadt, D
Kollagenase Typ 1 Sigma, Deisenhofen, D
(-Merkaptoethanol Roth, Karlsruhe, D
Trypan Blau Sigma, Deisenhofen, D
Puffer
FACS Lysing Solution BD/Becton Dickinson, Heidelberg, D
MACS-Puffer: Tris-Ammoniumchlorid (TAC)-Puffer:
2mM EDTA 50ml Tris-Puffer
0,5% BSA 450ml 0,83% Ammoniumchlorid
pH 7,2 pH 7.2
FACS-Puffer: Paris-Puffer:
PBS 20 mM Tris-HCI
0,1% Na Azid 125 mM NaCl
0,2% BSA 10 mM KCI
10 mM Na-Acetat
5 mM Glukose
pH 7,4
10x HBSS ohne Ca, Mg: 10x HBSS mit Ca, Mg:
fiir 11: fiir 11 zu HBSS(10x) ohne Ca, Mg:
4g KCl 3,5g NaHCO3
0,6g KH2PO4 1,4g CaCl2
80g NaCl 1g MgCI2x6H20
0,621g Na2HPO4x2H20 1g MgSO4x7H20

10g D-Glukose
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2.1 Material

Losungen
Praimmunisierungs-Losung:

0,1mg/ml Rabbit IgG gelost in Complete Freund‘s Adjuvans

Kollagenase-Losung /DN Ase-Losung:

Img/ml Kollagenase, 0,1 mg/ml DNase in 1x HBSS ohne Ca,Mg

Nephrotoxisches Serum:

Hitzeinaktiviert und sterilfiltriert, eigene Herstellung durch V. Vielhauer

2.1.3 Materialien fiir die Zellkultur

DMEM-Medium
RPMI-1640-Medium
Opti-MEM-Medium

Fotales Kéalberserum (FCS)
ITS, Insulin, Transferrin, Selenium
Dulbecco’s PBS (1x)

EDTA
Penicillin/Streptomycin (100x)
Zellkulturschalen
Preseperation Filter
LS-Séulen

Stahlsiebe

Cell Strainer 70 pm Nylon
Kollagenase Typ IV

GIBCO /Invitrogen, Paisley, UK
GIBCO /Invitrogen, Paisley, UK
GIBCO/Invitrogen, Paisley, UK
Biochrom KG, Berlin, D

Roche, Mannheim, D

PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
PAA Laboratories GmbH, Célbe, D
PAA Laboratories GmbH, Colbe, D

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D

BD Biosciences, Erembodegem, Belgien
Worthington, Lakewood, NY

2.1.4 TLR-Liganden, Zytokine und Stimulanzien

Poly(L:C), dsRNA
Pam3CysSK4

Ultrapure lipopolysaccharide(LPS)
Imiquimod

CpG-ODN 1668

IFN-~

TNF-«

Polymyxin B
Dexamethasone
Lipofectamin 2000 Reagent
Complete Freund’s Adjuvans
Rabbit 1gG Chrome Pure
Rat TgG Chrome Pure
Sheep IgG Chrome Pure
Hamster IgG Chrome Pure

Invivogen, Toulouse, FR

Invivogen, Toulouse, FR

Invivogen, Toulouse, FR

Sequoia Research Products Ltd, Oxford, UK
TIB Molbiol, Berlin, D

PeproTech, Rocky Hill, NJ
PeproTech, Rocky Hill, NJ

Invivogen, Toulouse, FR

Ratiopharm, D

Invitrogen, Paisley, UK

Sigma Aldrich, Steinheim, D

Jackson Immunoresearch, Suffolk, UK
Jackson Immunoresearch, Suffolk, UK
Jackson Immunoresearch, Suffolk, UK
Jackson Immunoresearch, Suffolk, UK
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2.1.5 Reagenziensdtze

ELISA-Kits

Maus IL-6 BD/Becton Dickinson, Heidelberg, D
Maus IFN-~ BD/Becton Dickinson, Heidelberg, D
Maus MIG/CxCl 9 R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt, D
Albumin Bethyl Laboratories, Montgomery, USA
MACS-Zellanreicherung

Annexin V MicroBead Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
Annexin V FACS Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, D
RNA Isolation

RNeasy Mini Kit Quiagen, Hilden, D

Zellproliferation

Cell Titer 96 Proliferation Assay Promega, Mannheim, D

2.1.6 Antikorper

(Immun-)Histologie
Smooth Muscle Actin (SMA) Chemicon International, Hampshire, UK

Zytokeratin 18 Chemicon International, Hampshire, UK
Phalloidin Invitrogen, Karlsruhe, D

CD3 Serotec, Oxford, UK

IgG Caltag Laboratories, Burlingame, USA
C3 Nordic Immunological Laboratories, Tilburg, NL
F4/80 Serotec, Oxford, UK

Mac2 Cederlane, Ontario, CAN

FACS

CD4-APC BD/Becton Dickinson, Heidelberg, D
CD8a-PE-Cy5 BD/Becton Dickinson, Heidelberg, D
CD3e-FITC BD/Becton Dickinson, Heidelberg, D
CD45-PE BD/Becton Dickinson, Heidelberg, D
CD69-PE BD/Becton Dickinson, Heidelberg, D
F4/80-FITC BD/Becton Dickinson, Heidelberg, D
ELISA

I[gG-FITC, goat-anti-mouse  Jackson Immunoresearch, Suffolk, UK

2.1.7 Primer fur die real-time RT-PCR

Die Primer fiir die real-time RT-PCR wurden von der Firma ABI Biosystems,
Weiterstadt in Deutschland bezogen. In Tabelle 2.1 sind die in dieser Arbeit
verwendeten Primer aufgefiithrt. Als Referenzgene wurden 18-RNA und GAPDH
herangezogen.
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Referenzgen Sequenz

mGAPDH 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 fiir die Expressions-Analyse der Toll-like
Rezeptoren und RIG-like Rezeptoren.

Gen

Accession Sequenz
code

TLR1

TLR2

TLR3

TLR4

TLRS5

TLR6

TLR7

TLR9

Ddx58/
RIG-I
Ifih1/
MDA-5

AF316985 Forward: 5-GTCAAAGCTTGGAAAGAATCTGAAG-3
Reverse: 5’-AATGAAGGAATTCCACGTTGTTTC-3’
FAM: 5-ATCTTACCCTGAACAATG-3’

AF124741 Forward: 5-CACCGGTCAGAAAACAACTTACC-3’
Reverse: 5'-CAAGATCCAGAAGAGCCAAAGAG-3
FAM: 5-AGACAAAGCGTCAAATC-3

AF355152 Forward: 5-CGAAAGTTGGACTTGTCATCAAATC-3
Reverse: 5’-ACTTGCCAATTGTCTGGAAACAC-3
FAM: 5-CACTTAAAGAGTTCTCCC-3’

AF110133 Forward: 5-TTCAGAACTTCAGTGGCTGGATT-3’
Reverse: 5’-CCATGCCTTGTCTTCAATTGTTT-3
FAM: 5-ATCCAGGTGTGAAATT-3’

AF186107 Forward: 5-CCCAGCTTGGATGAAATATCTGTAA-3’
Reverse: 5’-CCCAGTCTTTTCTTCTTGAACACTTA-3
FAM: 5-CGGGCACCAGTACT-3’

AB020808 Forward:
5-TGAATGATGAAAACTGTCAAAGGTTAA-3
Reverse: 5'-GGGTCACATTCAATAAGGTTGGA-3’
FAM: 5-TGGTGAGTTCTGATAAAA-3

AY 035889 Forward:
5-TGCCACCTAATTTACTAGAGCTCTATCTTTAT-3
Reverse: 5’-TAGGTCAAGAACTTGCAACTCATTG-3’
FAM: 5-CCAAGAAAATGATTTTAATAAC-3

NMO031178 Forward: 5-CAATCTGACCTCCCTTCGAGTACTT-3’
Reverse: 5’-GCCACATTCTATACAGGGATTGG-3’
FAM: 5-ATTGCCGTCGCTGCGACCATG-3

Mmb554529 FAM 5-CCAAACCAGAGGCCGAGGAAGAGCA-3’

Mm459183 FAM 5-GACACCAGAGAAAATCCATTTAAAG-3’
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2.1.8 Zelllinien

Zelllinie Zellart Referenz
MMC murine Mesangialzellen [35]
NIH3T3  Fibroblasten [151]

TFB Tubulus Fibroblasten

MTC murine Tubuluszellen

2.1.9 Versuchsmause

Mausstamm Referenz

C57BL/6 Wildtyp Charles River, Sulzfeld, D
Trif-mutant(C57BL/6) [152]

Myd88-/-(C57BL/6) [153]

Tlr2-/-(C57BL/6) [76]

Die Knockout-Méause wurden mindestens bis zur F6-Generation mit C57BL/ 6-Mausen
riickgekreuzt.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Die Kultivierung von priméren Zellen und Zelllinien erfolgte im Brutschrank bei
37°C und einer 5% CO,-Begasung. Zellkulturen wurden fiir die Passage und die
Stimulationsexperimente ausschlieflich unter einer Sterilbank gehandhabt. Hier sorgen
Filter und ein laminarer Luftstrom fiir eine keimfreie Umgebung. Oberflichen der
Werkbank und sédmtliche Gebrauchsgegenstinde wie Medium, Pipetten, etc. wurden
vor Ingebrauchnahme zusétzlich mit Desinfektionsmittel behandelt.

2.2.2 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitat

Zellzahl und Vitalitit wurden mittels Neubauer Zdhlkammer und Farbung mit
Trypanblau bestimmt. Beim Vitaltest mit Trypanblau dringt der Farbstoff selektiv
in das Zytoplasma toter Zellen ein, da deren Membran durchlissig geworden ist.
Wihrend lebende Zellen im Mikroskop hell erscheinen, werden die toten Zellen tiefblau
gefiarbt und konnen so voneinander unterschieden gezdhlt werden. Die Zellzahl wird
anhand folgender Formel berechnet: Zellzahl (Mittelwert aus vier Grokquadraten) x
Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellzahl /ml.

36



2.2 Zellkultur

2.2.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Einfrieren Um die Zellen einfrieren zu konnen, wurden die Zellen zunichst wie bei
der Passage durch EDTA abgelost und zetrifugiert. Nach Resuspendieren mit dem
Einfriermedium (FCS mit 10% DMSO) mit einer Konzentration von ungefihr 1 Mio
Zellen /ml wurde jeweils 1 ml Zellsuspension in vorbeschriftete Kryordhrchen iiberfiihrt
und in einer speziellen Kiihlbox bei -80°C fiir 24 Stunden eingefroren. Schlieflich
wurden die eingefrorenen Zellen im Fliissigstickstoff konserviert.

Auftauen Die aufzutauenden Zellen wurden im 37°C warmen Wasserbad erwirmt
bis die Eiskristalle aufgelost waren. Anschlieffend wurde die Zellsuspension unter
sterilen Bedingungen in Zellkulturschalen mit vorgewimten Medium {iberfiihrt. Nach
24 Stunden konnte das Medium gewechselt werden.

2.2.4 Gewinnung und Kultivierung von primaren
Mesangialzellen

Primére Mesangialzellen wurden aus Nieren folgender Mausstimme gewonnen:

Wildtyp, Trif-/-, Myd88-/-, Tlr2-/-.

Mesangialzellisolation Fiir die Isolation von glomeruldren priméren Mesangialzellen
wurden 4-6 Wochen alte Mause durch zervikale Dislokation getdtet. Nach medianer
Laparatomie wurden die Nieren dargestellt und die Nierenkapsel mittels eines kleinen
Schnittes am Nierenpol entfernt. Die Nieren wurden bis zur weiteren Verwendung
in RPMI-Medium iiberfiihrt und auf Eis gelagert. Unter sterilen Bedingungen wurde
mit einem Skalpell die Nierenrinde vom Nierenmark getrennt und die Rindenanteile
in kleine Stiicke bis zu einer breiartigen Konsistenz zerkleinert. Die Nierenmasse
wurde durch 4 Stahlsiebe mit 150, 106, 63 und 45/50um Maschenweite mit Hilfe
eines Spatels und Nachspiilen von 4°C kalten PBS gepresst. Die vom umliegenden
Gewebe isolierten Glomeruli wurden im vierten Sieb (45/50um) aufgefangen. Die
Nierenglomeruli wurden mit RPMI-Medium in ein 50ml-Falcon gespiilt und fiir
10 Minuten bei 900g und 4°C zentrifugiert. Anschliefend wurden die Glomeruli
mit Kollagnase IV (100ug/ml) in RPMI-Medium im 37°C warmen Wasserbad fiir
15 min inkubiert. Nach weiterem Zentrifugieren wurden die angedauten Glomeruli
resuspendiert und in 6-Well-Platten ausgesit. Die Kultivierung erfolgte in RPMI-1640
Medium mit stabilem Glutamat (GlutamaX), 20% FCS (Fotales Kélber-Serum), 1%
Penicillin-Streptomycin und ITS (Insulin, Transferrin, Selenium).

Kultivierung und Passage der primdren Mesangialzellen Nach 3 bis 6 Tagen
konnte ein radidres Auswachsen von Mesangialzellen und Epithelzellen aus den
Glomeruli beobachtet werden. Der erste Mediumwechsel erfolgte nach 3 bis 4 Tagen,
als die ersten Zellen ausgewachsen und die Glomeruli adhirent waren. Nach 14 bis 20
Tagen waren die Zellen konfluent gewachsen und die Epithelzellen von den priméren
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Mesangialzellen verdrangt. Fiir die Passage wurden die Zellen mit 1ml 1,5mM EDTA
in PBS pro Well fiir 10 min im Brutschrank inkubiert, um die Zellen vom Boden
abzulosen. Durch Beklopfen und mit Hilfe eines Zellspatels wurden die restlichen Zellen
abgelost. Die Zellsuspension wurde in ein 15ml-Falcon iiberfiihrt und bei 800rpm fiir
5 min zentrifugiert, in RPMI-Medium (+20% FCS, 1% PS, ITS) resuspendiert und
mit der Verdiinnung 1:2 erneut in 6-Well-Platten ausgesit. Das Medium wurde bis zur
Konfluenz alle 3 bis 4 Tage gewechselt.

2.2.5 Gewinnung von Zelliiberstand nekrotischer Zellen

Zur Gewinnung von nekrotischem Zelliiberstand wurde die von Scaffidi et
al. beschriebende Methode [154] herangezogen. Konfluent gewachsene Zellen in
10cm-Zellkulturschalen wurden 3-4 mal jeweils fiir 30-40 Sekunden bei -80°C
eingefroren und im 37°C warmen Brutschrank wieder aufgetaut. Nach dieser Prozedur
waren die adhdrenten Zellen abgeldst und wurden bei 2000g herunterzentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein frisches Rohrchen iiberfiihrt, mit 10mM HEPES gepuffert und
bei -20°C gelagert. Nach erneutem Auftauen fiir Stimulationsexperimente wurden die
Reste jeweils verworfen.

2.2.6 Gewinnung und Aufreinigung von apoptotischen
Thymozyten

Aus 6-Wochen alten Wildtyp-Mausen wurde der Thymus herauspréipariert und durch
eine 70pum-Sieb gespiilt, um eine KEinzelzellsuspension zu gewinnen. Die isolierten
Thymozyten wurden mit 100uM Dexamethason in RPMI-Medium ohne FCS fiir 3-4
Stunden im Brutschrank inkubiert, um die Zellen in Apoptose zu treiben. Die so
behandelten Thymozyten wurden mit Annexin V MicroBeads inkubiert, um Annexin
V-postive Zellen mittels MicroBead-Technik anzureichern. Annexin V MicroBeads
binden an Phosphatidylserin, das nur bei apoptotischen oder nekrotischen Zellen
auken auf der Zellmembran nachweisbar ist. Die magnetisch gebundenen Zellen
werden dann in LS-Sdulen mittels einem Magneten aufgefangen, wéihrend alle nicht
gebundenen Zellen verworfen werden. Das Ergebnis wurde anschliefend mittels
Durchflusszytometrie kontrolliert.

2.2.7 Gewinnung von Splenozyten

Fiir die Pridparation von Splenozyten wurde die Milz unter sterilen Bedingungen
entnommen und durch ein 70pum Zellsieb in ein 50ml Falcon gepresst. Das Sieb
wurde mit gekiihltem sterilen PBS nachgespiilt und die so gewonnene Zellsuspension
herunterzentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann mit TAC-Puffer resuspendiert und im
37°C-Wasserbad fiir exakt 5 Minuten inkubiert, um die Erythrozyten zu lysieren. Die
Lyse wurde mit MACS-Puffer gestoppt und die Zellsuspension erneut durch ein 70um
Zellsieb gespiilt. Anschliefsend wurden die Zellen gezdhlt und nach Bedarf entweder
fiir den adoptiven Transfer oder T-Zell-Aktivierungs-Assay weiterverwendet.
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2.2.8 T-Zell-Aktivierungs-Assay

Die praparierten Milzzellen wurden mit DMEM-Medium mit 5% FCS, 1%
Penicillin/Streptomycin resuspendiert und auf 24-Well Zellkulturschalen in einer
Konzentration von 3x10% Zellen/Well ausgesit. Die Zellen wurden mit 20ug/ml
Kaninchen-IgG, das den Versuchsmiusen zur Praimmunisierung gespritzt wurde,
stimuliert. Als Kontrollen dienten Ratten-IgG, Schaf-IgG und Hamster-IgG. Nach 72
Stunden wurde der Zelliiberstand gewonnen und bis zur [FN-v-Bestimmung bei -20°C
aufbewahrt. Die Zellen wurden fiir die FACS-Analyse pripariert (siehe unten).

2.2.9 Stimulationsexperimente

Stimulation der Toll-like- und RIG-like-Rezeptoren Die priméiren Mesangialzellen
(pMC) wurden in 24-Well Zellkulturschalen stimuliert, sobald die Zellen eine
80-90% Konfluenz zeigten. Fiir die Stimulationsversuche wurde RPMI-Medium mit
1% FCS ohne Penicillin/Streptomycin verwendet und die Zellen jeweils fiir 24
inkubiert. Folgende komerziell erwerblichen PRR-Liganden wurden in dieser Arbeit
verwendet: TLR2: Pam3CysSK4, TLR3: Poly(I:C)-RNA, TLR4: ultrapures LPS,
TLRT7: Imiquimod, TLR9: CpG-DNA 1668, MDA-5: Poly(I:C)-RNA. Zur Stimulation
von RIG-I wurde 3P-RNA freundlicherweise von V. Hornung zur Verfiigung gestellt.
Da MDA-5 und RIG-I intrazellulire Rezeptoren sind, mussten die Liganden mit
dem Transfektionsreagenz Lipofectamin 2000 inkubiert werden. Dazu wurden fiir eine
Stimulation in 2 verschiedene 1,5 ml-Rohrchen je 25ul Opti-MEM vorpipettiert, 1ug
Ligand in das eine Rohrchen und 1pl Lipofectamin 2000 in das andere Rohrchen
gegeben, einzeln gemischt und schlieflich zusammengefiihrt fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Vor der Stimulation mit den Liganden wurden den Zellen
jeweils mit 10pg/ml Polymyxin B (aufer Stimulation mit LPS) fiir mindestens 30
Minuten behandelt, um eine LPS-Kontamination und damit eine falsch positive
Reaktion zu unterdriicken. Nach 24 Stunden Inkubation wurde der Mediumiiberstand
gesammelt und bei -20°C aufbewahrt, um die Zytokin-Ausschiittung mittels ELISA
spater zu analysieren. Fiir manche Stimulationsversuche wurden die Zellen mit TFN-~
und TNF-a vorstimuliert. Dies geschah 24 Stunden vor der eigentlichen Stimulation
mit RPMI-Medium mit 1% FCS mit Penicillin/Streptomycin. Soweit nicht anders
angegeben, erfolgte die Vorstimulation mit 200 U/ml IFN-vy und 500 U/ml TNF-a.
Nach 24 Stunden Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und das Medium
fiir den eigentlichen Stimulationsversuch gewechselt.

Stimulation mit apoptotischen Thymozyten Die aufgereinigten Thymozyten
wurden in RPMI-Medium resuspendiert und in einem Verhiltnis von 1:1, 1:10 und
1:50 (Anzahl der Zellen pMC:Thymozyten) auf vorstimulierte primére Mesangialzellen
gegeben, fiir 24 Stunden inkubiert, die Zelliiberstinde geerntet und bei -20°C bis zur
weiteren Analyse gelagert.
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Stimulation mit Gesamt-RNA aus Zellen Gesamt-RNA aus priméren
Mesangialzellen und apoptotischen Thymozyten wurden mittels RNAeasy Kit
extrahiert und die Konzentration bestimmt. Je 1ug RNA wurde mit 1ul Lipofectamin
2000 inkubiert und auf die priméiren Mesangialzellen gegeben. Nach 24 Stunden
wurden die Zelliiberstinde gewonnen und bei -20°C aufbewahrt.

Stimulation mit nekrotischen Zelliiberstinden Die gewonnenen Zelliiberstinde
nekrotischer Zellen wurden in einem Verhéltnis 1:10, 1:5 und 1:1 (Volumen
Medium:nekrotischer Zelliiberstand) auf die priméren Mesangialzellen gegeben und fiir
24 Stunden inkubiert. Die Zelliiberstinde wurden geerntet und bei -20°C aufbewahrt.

2.3 Tierexperimente

2.3.1 Tierhaltung

Fir die Experimente wurden jeweils 5 Maiuse unter sterilen Bedingungen in
autoklavierten Filter-Top-Kifigen, bei einem 12-stiindigen Hell-Dunkel Rhythmus und
freiem Zugang zu Wasser und Futter gehalten. Alle experimentellen Verfahren wurden
nach den Vorschriften des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und sind durch
die Regierung von Oberbayern genehmigt worden.

2.3.2 Studiendesign der nephrotoxischen Serumnephritis

Das Modell der nephrotoxischen Serumnephritis wurde an folgenden Maus-Stadmmen
in Gruppen zu je 10 Tieren untersucht: C57BL/6-Wildtyp, Trif-/-, Myd88-/-. Die
Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis (NSN) erfolgte in 7-10 Wochen alten
mannlichen Mausen. Dazu mussten die Mause zunichst praimmunisiert werden bevor
das neprotoxische Serum appliziert werden konnte. Innerhalb 3 Wochen entwickelten
die Tiere eine histologisch nachweisbare Glomerulonephritis mit Proteinurie. Die Tiere
wurden nach 21 Tagen getotet, um Nierengewebe zu gewinnen. Gleichzeitig wurden
Nierenzellen zur FACS-Analyse préapariert sowie Serum und Urin zur laborchemischen
Diagnostik gewonnen (siehe Abbildung 2.1).

Praimmunisierung Fiir die Prdimmunisierung wurde eine Emulsion aus Complete
Freund’s Adjuvans und Kaninchen-IgG mittels Homogenisator hergestellt. Je 100ul
der Praimmunisierungs-Losung wurde in die rechte und linke Flanke subkutan unter
sterilen Bedingungen appliziert.

Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis Drei Tage nach der
Praimmunisierung wurden den Tieren intravenés 100 pl nephrotoxisches Serum,
das gegen die glomerulire Basalmembran (GBM) gerichtet ist, unter sterilen
Bedingungen injiziert.
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Tag -3 Tag O Tag 7 Tag 14 Tag 21
Urinproben (Proteinurie) |
Praimmunisierung: 100 ul Kaninchen Serum
Kaninchen-IgG s.¢.  anti-GBM-Serum i.v. Nierengewebe

(FACS, Histologie)

Bildung glomerularer
Immunkomplexe

Glomerulonephritis:

Glomeruldres Komplement, Autologe Antikérperproduktion Matrix-Depostion,
Neutrophile, Makrophagen Infiltration sensibilisierter T-Zellen Halbmond-Bildung

Abbildung 2.1: Das Modell der nephrotoxischen Serumnephritis: drei Tage nach
Praimmunisierung wird das nephrotoxische Serum intravends appliziert. FEs kommt
zur Bildung von glomeruldren Immunkomplexen und es folgt die Aktivierung des
Komplementsystems und des erworbenen Immunsystems. Innerhalb von 21 Tagen entwickelt
sich eine histologisch und klinisch nachweisbare Glomerulonephritis mit einer ausgepriagten
Lymphozyteninfiltration.

Urin-, Blut- und Gewebeentnahme Zur Darstellung des Proteinurie-Verlaufs
wurde alle 7 Tage (Tag 0, 7, 14, 21) Urin unter sterilen Bedingungen abgenommen.
Am Tag 21 nach Gabe des nephrotoxischen Serums wurden die Versuchstiere mit
Methoxyfluran narkotisiert, so dass die Blutabnahme retroorbital erfolgen konnte.
Anschliefsend wurden die Nieren mit PBS iiber die linke Herzkammer bis zur génzlichen
Blutleere gespiilt. Danach wurden die Nieren herauspréipariert und die Kapsel entfernt.
Fiir die histologische Aufbereitung wurden Nierenschnitte in Histokasetten in 10%
Formalin iiber Nacht aufbewahrt. Fiir die Nierenzellisolation zur anschliefenden
FACS-Analyse wurden Teile der Niere auf Eis gegeben. Zudem wurde die Milz zur
Gewinnung von Splenozyten fiir den T-Zell-Aktivierungs-Assay herauspripariert und
in steriles PBS auf Eis gegeben. Serum wurde durch Herunterzentrifugieren (5000rpm)
von Vollblut gewonnen und bis zur Analyse bei -20°C gelagert.
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2.4 Immunologische Methoden

2.4.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zur Bestimmung von Proteinen in den Zellkulturiiberstinden wurden verschiedene
Enzyme-linked Immunosorbent Assays(ELISA) durchgefiihrt. Der ELISA ist ein
hiufig angewendeter quantitativer Immunoassay, bei dem man sich eines Enzyms
als Marker bedient und die Antigenkonzentration anhand des Substratsumsatztes
bestimmt. Antikérper oder Antigen sind dabei an einen festen Triager, d.h.
auf einer ELISA-Platte gebunden (coating). Durch verschiedene Waschschritte
werden freie Antigene von gebundenen Antigenen getrennt. In dieser Arbeit wurde
der ELISA nach der Sandwich-Methode (das gemessene Antigen befindet sich
zwischen zwei spezifischen Antikorpern) angewendet, bei der das gemessene Signal
proportional zur Proteinkonzentration ist. Hierzu wurden 96-Well-Platten verwendet,
welche mit einem bestimmten Féangerantikorper iiber Nacht im Kiihlschrank bei
4°C beschichtet werden. Nach Abblocken freier Proteinbindestellen werden die
Proben sowie eine Standardreihe pipettiert und fiir 2 Stunden inkubiert. Es wird
nun der biotinylierte Detektionsantikorper mit dem Enzym Meerrettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase/HRP) hinzugegeben und je nach Assay fiir 1-2 Stunden
inkubiert. Nach mehreren Waschschritten erfolgt die Enzymreaktion mit TMB
(3,37,5,5 -Tetramethylbenzidin) welche durch Zugabe einer Stopplosung (H2SO,)
nach 20-30 Minuten beendet wird. Die Messung der Farbreaktion erfolgt mittels
ELISA-Reader, welcher die Absorption proportional zur gebundenen Proteinmenge
miftt. Anhand des pipettierten Standards mit gegebener Proteinmenge kann die
Konzentration der Proben errechnet werden.

IL-6, MIG/CXCL9, IFN-y In den Zelliiberstinden stimulierter Zellen wurden
folgende Zytokine mittels ELISA-Kits nachgewiesen: IL-6, MIG/CXCI9 und
IFN-~. Die Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben und wurde durch einen
ELISA-Plate- Washer erleichtert. Mittels ELISA-Reader wurde die Absorption der
Proben bei 450 nm gemessen und mit Hilfe MS-Excel ausgewertet.

Autologer IgG-ELISA Zum Nachweis der Induzierbarkeit des Modells der
nephrotoxischen Serumnephritis wurde die Menge an gebildetem IgG im Serum der
Versuchsméuse (Tag 21) gegen das injizierte Kaninchen anti-GBM-Serum gemessen.
Dazu wurden schwarze 96-Well-Platten mit Kaninchen-IgG iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Das Méause-Serum wurde in verschiedenen Verdiinnungsstufen (1: 100,
1: 200, 1: 400, 1: 800) und in dreifacher Ausfilhrung auf die Platten gegeben.
Als Sekundérantikérper wurde anti-Maus-IgG-FITC verwendet, dessen Emission im
ELISA-Reader bei 535 nm gemessen wurde.

Albumin-ELISA Um die Albumin-Konzentration im Urin der Mause zu bestimmen
wurde ein komerzielles ELISA-Kit nach Herstellerangaben verwendet. Es wurde jeweils
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eine Urin-Verdiinnungsreihe von 102-107 angesetzt und diese in 3-facher Ausfiihrung
bestimmt.

2.4.2 Proliferationsassay

Die Messung der Zellproliferation priméirer Mesangialzellen nach Stimulation mit
verschiedenen TLR-Liganden erfolgte mittels Cell Titer 96 Proliferation Assay nach
Herstellerangaben. Dieser Assay beruht auf einer kolorimetrischen Messung zur
Bestimmung der lebenden Zellen. Dazu wird eine stabile wissrige Losung bestehend
aus MTS (3- (4,5-Dimethyl-2-yl)- 5- (3-Carboxymethoxyphenyl)- 2- (4-sulfophenyl)-
2H- Tetrazolium, Inner Salt) und PES (Phenazin Ethosulfat), direkt auf die
Zellen gegeben. Nach Inkubation von 1-4 Stunden wird die Absorption mit dem
ELISA-Reader bei 490nm gemessen. Die gemessene Absorption entspricht der Menge
des durch Reduktion von M'TS gebildeten l6slichen Formazanproduktes. Die Reduktion
kann nur bei Vorhandensein von NADH/NADPH ablaufen, das wiederum nur von
stoffwechselaktiven Zellen gebildet werden kann. Die gemessene Absorption ist dadurch
direkt proportional zur Anzahl lebender Zellen.

2.4.3 Durchflusszytometrie (FACS)

Zur Bestimmung von Oberflichenantigenen wurde die Durchflusszytometrie bzw.
FACS (fluorescence activated cell sorter)- Analyse angewendet. Die FACS-Analyse
wurde mit dem Gerdt FACSCalibur und entsprechender CellQuest Software
durchgefiihrt.

Allgemeines Funktionsprinzip Das Prinzig der Durchflusszytometrie beruht
darauf, dass Zellen oder auch andere Mikropartikel anhand ihrer Grofe, Struktur,
Oberflicheneigenschaften und intrazelluliren Zusammensetzung unterschieden
werden konnen. Dabei werden mehrere tausend Zellen in einem laminaren
Fliissigkeitsstrom einzeln an einem Laser vorbei durchgespiilt. Fiir die meisten
Anwendungen ist eine Markierung der Zellen mit Antikorpern, die gegen
bestimmte Zellstrukturen gerichtet sind, notig. Diese Antikorper sind entweder
direkt an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt oder werden indirekt mittels einem
fluoreszenzgekoppelten Sekundérantikorper nachgewiesen. Die so markierten Zellen
werdem im Durchflusszytometer durch den Laserstrahl erfasst und angeregt. Die
angeregten Fluoreszenzfarbstoffe emmitieren Licht einer bestimmten Wellenlidnge, die
vom FACS-Gerit detektiert wird. Die verschiedenen Farbstoffe emmitieren jeweils
ein spezifisches Signal, so dass die einzelnen Fluoreszenzen im FACS unterschieden
werden konnen. Durch das sogenannte Vorwiértsstreulicht (forwardscatter) ldsst sich
eine Aussage iiber die Zellgrofe treffen und iiber das in einem 90° Winkel abgestrahlte
Seitwértsstreulicht (sidescatter) die Granularitdt der Zelle bestimmen. Bei Messung
mehrerer Antikorper gleichzeitig und somit auch verschiedener Fluorchrome kann
es zur Uberlappung der Emissionswellenlinge der einzelnen Fluoreszenzfarbstoffe
kommen. Fiir eine aussagekriftige Analyse ist dann eine Kompensation notwendig,
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welche die Uberlappung korrigiert. Fiir die Kompensationseinstellungen verwendet
man einfach markierte Zellen als Kontrollen, um den Teil, der in andere
Detektionskanile hineinstreut zu subtrahieren. In dieser Arbeit wurden folgende
Fluorchrome verwendet: FITC, PE, APC, Cy5.5, PI.

Nachweis von apoptotischen und nekrotischen Zellen Um apoptotische
und nekrotische Zellen darzustellen, wurde das Annexin V-FITC Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Die mit Dexamethason behandelten Thymozyten
wurden mit Annexin V und Propidium lTodid angefirbt und im FACS ausgewertet.
Mittels Dot-Plot-Analyse konnte zwischen lebenden, apoptotischen und nekrotischen
Zellen unterschieden werden.

Bestimmung von  Oberflichenmarkern  auf  Nierenzellen Um die
immunologischen Vorgiange nach Induktion einer Glomerulonephritis durch Gabe von
nephrotoxischem Serum nachweisen und quantifizieren zu kénnen, wurden Nieren-
und Blutzellen der Méuse nach 21 Tagen prapariert und mittels Durchflusszytometrie
analysiert.

Hierzu wurden die Nieren in eine Petrischale auf Eis mit einigen Tropfen gekiihltem
Paris-Puffer gegeben und mit einem Skalpell zu etwa 0,5mm grofe Stiicke zerkleinert.
Nach 2-maligem Waschen der gewonnenen Nierensuspension mit HBSS mit Ca,
Mg erfolgte ein Verdau mit einer vorgewdrmten Kollagenase/DNase-Losung im
37°C-Wasserbad fiir 20 Minuten. Im Anschluss an einen weiteren Waschschritt wurde
die Zellsuspension mit 2mM EDTA in HBSS ohne Ca, Mg im 37°C-Wasserbad fiir 20
Minuten inkubiert. Daraufthin erfolgte ein erneuter Verdau mit Kollagenase-Losung.
Um nun eine Einzelzellsuspension zur FACS-Analyse zu erhalten, wurden die
Nierenzellsuspensionen wiederholt durch eine 19G-Kaniile, gefolgt von einer
26G- und 30G-Kaniile ausgespritzt. Nach weiteren Waschschritten mit PBS
wurden die Zellsuspensionen mit FACS-Puffer resuspendiert und schlieflich mit
Fluoreszenz-gekoppelten Antikorpern gefirbt. Es wurde pro Probe jeweils eine 4-fach
Farbung mit CD3e-FITC, CD45-PE, CD4-APC und CD8-PE-Cyb5.5 sowie eine 2-fach
Farbung mit F4/80-FITC und CD45-PE durchgefiihrt. Fiir die Kompensation der
einzelnen Fluorchrome wurden zusétzlich Einzelfarbungen angefertigt.

Bestimmung der T-Zell-Aktivierung mittels CD69-Farbung Nach 3-tigiger
Inkubation der Splenozyten mit Ratten-, Schaf- und Kaninchen-IgG wurden die Zellen
in FACS-Puffer gewaschen und mit folgenden Fluoreszenzgekoppelten Antikérpern
gefiarbt: Anti-CD3-FITC, Anti-CD4-APC, Anti-CD8-PE-Cy5.5 und Anti-CD69-PE.
Nach 2 weiteren Waschschritten mit FACS-Puffer wurden die Proben lichtgeschiitzt
bis zur FACS-Analyse aufbewahrt.
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2.5 Molekularbiologische Methoden

2.5.1 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA aus priméren Mesangialzellen erfolgte mittels RNeasy Mini
Kit nach Herstellerangaben. Die adharenten pMCs wurden in 6-Well Zellkulturplatten
bewachsen und stimuliert. Zur Gewinnung der RNA wurden die Zellen zunichst mit
sterilem PBS gewaschen und Medium sowie Zelldebris entfernt. Nach Zugabe von
350ul RLT-Puffer mit 10ug/ml G-Merkaptoethanol in die Wells werden die Zellen
durch wiederholtes Resuspensieren lysiert. Das so gewonnene viskdse Zellmaterial
kann nun bis zur eigentlichen RNA-Aufreinigung bei -80°C gelagert werden. Nach
Wiederauftauen werden den Proben 350ul 70% Ethanol hinzugegeben und vermischt.
Das Lysat-Ethanol-Gemisch wird auf eine RNeasy Mini Sdule mit einem 2ml Rohrchen
pipettiert und diese bei 8000g fiir 30 Sekunden zentrifugiert. Der DNase-Verdau
erfolgte mittels DNase Digestion Kit durch Zugabe von DNase-Losung auf die Séule.
Ein weiterer Zentrifugationsschritt wird mit 700ul RW1-Puffer durchgefiihrt und die
jeweils durch die Saule gelaufene Fliissigkeit verworfen. Die 2ml Rohrchen werden
gegen neue ausgetauscht und die Sdulen mit 500u] RPE-Puffer zentrifugiert. Nach
einmaliger Wiederholung dieses letzten Schrittes wird auf die Membran der Siulen
40ul RNase freies Wasser pipettiert und die Sdule schlieflich mit einem neuen 1,5
ml Rohrchen zentrifugiert, um die RNA zu eluieren. Die extrahierte RNA wurde
bei -80°C aufbewahrt. Alle verwendeten Materialien und Losungen, die nicht im
Hersteller-Kit enthalten waren, wurden mit Diethylpyrocarbonat (DEPC), einem
starken RNase-Inhibitor vorbehandelt.

2.5.2 Bestimmung des RNA-Gehalts

Die RNA-Konzentration wurde mittels eines Spektrometers bestimmt. Dazu wurden
2ul RNA-Lésung 50fach in DEPC behandeltem Wasser verdiinnt und die OD bei 260
nm bzw. 280 nm gemessen. Die Rechnung Extinktion x Verdiinnungsfaktor ergibt die
RNA-Konzentration in pg/ml pro Probe. Ab einer Ratio (260 nm/280 nm) von 1,6
kann die RNA-Probe als rein angesehen werden.

2.5.3 cDNA-Synthese

Da fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) DNA zur Amplifizierung benétigt
wird, muss die aufgereinigte RNA in revers in eine complementary-Einzelstrang-DNA
(cDNA) umgeschrieben werden. Hierzu wurden die RNA-Proben zunéchst auf
1pg/20pl DEPC-Wasser verdiinnt. Ein Master Mix wurde aus 9ul 5x-Puffer, 11l 25mM
dANTP-Mischung, 2u1 0,1M DTT, 1ul 40U/ul RNasin, 0,541 Acrylamid [15ug/ml], 0,5
1 1 Hexanukleotide, 14 1 Superscript hergestellt. Zur Kontrolle einer Amplifizierung
von genomischer DNA, wurde anstelle des Enzyms Superscript RNase freies Wasser
verwendet (sogenannte RT minus Probe). Die 15ul Mastermix wurden zu den 1pug/20ul
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RNA-Proben hinzugegeben und fiir eine Stunde bei 42°C in einem Schiittler inkubiert.
Bis zur weiteren Verwendung wurden die cDNA-Proben bei -20°C aufbewahrt.

2.5.4 Real-time quantitative PCR

Zur Quantifizierung der mRNA-Expression wurde eine real-time quantitative PCR
durchgefiihrt. Dazu wurde das Gerdt TagMan ABI PRISM 7700 Sequence Detection
System verwendet. Das Prinzip der real-time PCR besteht darin, dass im Gegensatz
zur konventionellen PCR die Amplifiktionsreaktion unter fortlaufender Uberwachung
mittels Fluoreszenzmarkierung und photometrischer Messung steht. Dabei ist die
gemessene Floureszenzintensitdt in jedem Zyklus direkt porportional zur Menge
des amplifizierten DNA-Produkts. Dies erlaubt den Riickschluss auf die Menge an
eingesetzter Nukleinsdure. Fiir jede Probe wird ein sogenannter CT-Wert (Cycle
Treshold) aufgezeichnet. Dieser entspricht der Zyklusanzahl, welche einen festgesetzten
Schwellenwert {iberschreitet und sich somit Hintergrund-Signal unterscheidet. Je mehr
Substrat am Anfang vorhanden ist, desto weniger Zyklen sind notwendig um eine
signifikante Fluoreszenz zu messen. Es wurde eine relative Quantifizierung eingesetzt,
welche das zahlenmifige Verhiltnis der Zielsequenz zu einer Referenzsequenz
bestimmt. Dazu wurden sogenannte Housekeeping-Gene (185 rRNA oder GAPDH)
als endogene Referenzgene herangezogen, welche in allen Proben gleichermafen
enthalten sind. Die Fluoreszenz-Markierung erfolgt bei Verwendung des TagMan
durch sequenzspezifische Primer, die mit einem Reporterfarbstoff und Quencher
konjugiert sind. Solange der Reporterfarbstoff mit dem Quencher verbunden ist, wird
die Fluoreszenz blockiert (quenching). Wird wéihrend der PCR das Konjugat durch
die Tag DNA Polymerase gespalten, wird der Reporter-Farbstoff freigesetzt und es
entsteht eine entsprechende Fluoreszenz.

Zur Durchfiihrung der TagMan-PCR, wurden die cDNA-Proben 1:10 verdiinnt. Der
TagMan universal PCR Master Mix enthélt PCR Puffer, ANTP und AmpliTaqGold.
Forward und Reverse Primer wurden bei einer Endkonzentration von 300 nM und
die Proben bei einer Konzentration von 100 nM verwendet. Je 18ul Master Mix
und je 2ul der verdiinnten cDNA-Probe wurden in die Wells einer 96-Well-Platte
pipettiert. Die Platte wurde gut verschlossen und bei 280 g zentrifugiert bevor die
TagMan-Analyse gestartet wurde. Folgende Temperatur-Einstellungen wurden fiir die
Proben und Housekeeper-Gene verwendet: 2 Minuten 50°C, 10 Minuten 95°C, dann
40 Zyklen jeweils 15 Sekunden 95°C gefolgt von 1 Minute Inkubation bei 60°C. Die
CT-Werte wurden mit Hilfe der ABI PRISM Sequence Detection Software Version
1.0 aufgezeichnet und im Verhiltnis zu den Housekeeper-Genen quantifiziert. Die
Kontrollldufe (RT minus-Proben) zeigten weder fiir Zielgene noch Housekeeper-Gene
eine Amplifikationsreaktion, so dass eine Verunreinigung mit genomischer DNA
ausgeschlossen werden konnte.
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2.6 Morphologische und histologische
Untersuchungen

2.6.1 Farbung der primaren Mesangialzellen zur
Charakterisierung

Fiir die Farbung wurden die priméren Mesangialzellen auf sterilen Deckgldschen
ausgesit. Die auf dem Deckgliaschen konfluent gewachsenen priméren Mesangialzellen
wurden fiir die Immunfluoreszenzfiarbung zunéchst 2 mal mit PBS (4°C) gewaschen
und anschliefend fiir 5 Minuten mit Ethanol (100%, -20°C) fixiert. Erneut wurden die
Zellen 1-mal mit PBS und dann 3-mal mit PBS (0,1% BSA, 0,02% NaN3) gewaschen.
Die Inkubation mit den Primérantikorpern anti-SMA (smoth muscle actin),
anti-Zytokeratin und anti-Phalloidin erfolgte fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur.
Nach wiederholtem Waschen mit PBS (0,1% BSA, 0,02% NaN3) wurden
die primiren Mesangialzellen mit dem flourochromkonjugierten Zweitantikorper
anti-Ratte-FITC fiir eine Stunde lichtgeschiitzt inkubiert. Schliefslich wurden die Zellen
mit Einbettmedium (Mountingmedium) und 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI,
Zellkernfirbung) eingebettet und bis zur Analyse mit dem Floureszenzmikroskop
lichtgeschiitzt bei 4°C aufbewahrt.

2.6.2 Aufbereitung und Analyse von Nierengewebe

Das entnommene Nierengewebe wurde in Histokasetten iiberfithrt, mit 10% Formalin
in PBS iiber Nacht fixiert und in Paraffin eingebettet. 2 pm dicke Schnitte wurden
mit einem Schneidegerdt angefertigt, auf mit APES vorbehandelten Objekttrigern
aufgetragen und fiir 12 Stunden in einem Trockenschrank bei 37°C aufbewahrt.
Als erster Schritt bei jeder Farbung wurden die Schnitte in Xylol und einer
absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 70%, 50%) entparaffiniert und schlieflich
mit PBS gespiilt. Fiir die HE-Farbung wurden die entparaffinierten Nierenschnitte
fiir 5 Minuten in Mayer’'s Hamalaun getaucht und anschliefsend in Wasser
geblaut. Die Eosin-Féarbung erfolgte mit 2% Eosin-Losung fiir 5 Minuten. Mittels
aufsteigender Alkoholreihe und Xylol wurden die Schnitte dehydriert und schlieflich
eingedeckt. Fiir die immunhistologischen Farbungen wurden folgende Antikérper und
Antikorperkonzentrationen verwendet: Ratte-Anti-Mac2 (glomeruldre Makrophagen,
1: 50), Ratte-Anti-F4/80 (Makrophagen, 1: 50) und Ratte-Anti-CD3 (Lymphozyten,
1: 50). Um die glomerulire Sklerose zu quantifizieren wurde die Periodic Acid
Schiff (PAS)-Farbung verwendet. Die sklerotischen Lésionen wurden semiquantitativ
bestimmt: 0—keine Lision, 1—<25% Sklerose, 2—25-49% Sklerose, 3—50-74% Sklerose,
4—T75-100% Sklerose. Fiir die Analyse wurden pro Schnitt jeweils 50 Glomeruli
ausgewertet.
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2.7 Statistische Analyse

Die dargestellten in vitro Ergebnisse reprisentieren jeweils das Mittel aus mindestens
3 unabhingigen Versuchen. Bei den Tierexperimenten wurden jeweils 10 Tiere pro
Versuchsgruppe getestet. Die Daten sind als Mittelwert mit Standardabweichung (SD)
angegeben. Fiir die Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der zweiseitige
Student’s T-Test fiir paarige Stichproben angewendet. Ein P-Wert von p<0,05 bzw.
p<0,01 wurde als signifikant angenommen und entsprechend mit ,* “ bzw. ** ¢
markiert. Statistische Berechnungen und graphische Darstellung wurden mit dem
Programm GraphPad Prism durchgefiihrt.
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3.1 Charakterisierung der Mesangialzellen und
Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren

3.1.1 Charakterisierung der primaren Mesangialzellen

Bis heute konnte kein spezieller Marker fiir glomerulire Mesangialzellen
identifiziert werden, so dass die Charakterisierung durch eine Reihe von FEin-
und Ausschlusskriterien erfolgen muss (siehe Tabelle 3.1) [155].

In Zellkultur wachsende Mesangialzellen erscheinen im Mikroskop als sternférmige,
adhédrente Zellen mit spindelféormigen Ausliufern. Die Zellen tendieren dazu, in
Aggregaten zu wachsen und kleine Hiigel zu bilden, wenn sie konfluent werden.
Sie enthalten unter anderem die Intermedidrfilamente Desmin und Vimentin
sowie a-Smooth Muscle Actin (a-SMA), ein Bestandteil glatter Muskelzellen.
Zytokeratine werden eigentlich als Epithelzellmaker angesehen, konnten aber auch auf
Mesangialzellen nachgewiesen werden. Dagegen sind Endothelzellcharakteristika
eindeutige  Ausschlusskriterien: Faktor VIII, Weibel-Palade-Korperchen und
ACE-Aktivitdt konnen in Mesangialzellen nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 3.1: FEin- und Ausschlusskriterien zur Charakterisierung der glomerulédren
Mesangialzellen [155].

Kriterium:
Morphologie: sternformig, spindelformig, hiigeliges Wachstum bei Konfluenz,
kein epithelzellartiges Aussehen: Kopfsteinpflaster-artige
Anordnung der Zellen mit kuppelartigen Rundungen,
keine Weibel-Palade-Korperchen wie in Endothelzellen
positive Farbung: Fibronektin, Vimentin, Thy 1.1, Zytokeratin,
a-Smooth Muscle Actin (a-SMA), Desmin, Myosin
negative Fiarbung: Faktor VIII, AC-LDL; CD45, Ia Antigene

Enzyme: kein ACE

Toxine: + Mitomyzin C, - Puromyzin
Wachstum: + D-Valin-haltiges Medium
Kontraktilitit: + Angiotensin II, Vasokonstriktoren
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Abbildung 3.1: Morphologie und Immunfluoreszenzfarbung der primiren Mesangialzellen.
Links oben: primére Mesangialzellen in Zellkultur Rechts oben: Phalloidinfarbung. Links
unten: Smooth Muscle Actin-Farbung. Rechts unten: Zytokeratin-Farbung.

Eine Kopfsteinpflaster-artige Anordnung der Zellen mit kuppelartigen Rundungen
und Zilien spricht fiir eine Epithelzellkultur und l&dsst sich somit eindeutig von der
stern- und spindelférmigen Mesangialzellmorphologie abgrenzen.

Ab der 6. Passage wurden die gewonnenen primdren Mesangialzellen durch
Beurteilung der Morphologie im Mikroskop und mittels Immunfluoreszenzfirbungen
charakterisiert. Die Zellen wuchsen adhdrend und wiesen die fiir Mesangialzellen
charakteristische Zellmorphologie auf. Die isolierten priméiren Mesangialzellen waren
als sternformige Zellen mit langen spindelférmigen Zellauslaufern erkennbar, wie in
der Zellkulturabbildung und in der Fluoreszenzfirbung mit dem Zytoskelettmarker
Phalloidin sichtbar ist. In der Immunfluoreszenzfirbung sind die priméren
Mesangialzellen positiv fiir a-SMA und negativ fiir Zytokeratin (siche Abbildung 3.1).

3.1.2 Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf
primdren Mesangialzellen

Schon in fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass Toll-like Rezeptoren in der
Niere exprimiert werden. Dabei konnten verschiedene Expressionsmuster der einzelnen
Zellarten nachgewiesen werden. Bisher ist die TLR-Expression der Mesangialzellen nur
in einer murinen Zelllinie belegt worden [148]. Mesangialzellen exprimieren die Toll-like
Rezeptoren 1 bis 6 und 11. TLR7 und 9 konnten nicht nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis konnte nun auch in den priméren Mesangialzellen mittels real time RT-PCR



3.2 Aktivierung der primidren Mesangialzellen durch exogene und endogene Liganden
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Abbildung 3.2: Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf priméren
Mesangialzellen: RNA wurde aus kultivierten priméren Mesangialzellen mit und ohne
Stimulation mit 200 U/ml Ifn-y and 500 U/ml Tnf-a iiber 24 Stunden gewonnen und in
cDNA umgeschrieben. Die mRNA-Expression wurde mittels real-time RT-PCR bestimmt.
Es wurden die Primerpaare fiir TLR1-7, 9, 11, MDA-5 und RIG-I eingesetzt. Dargestellt
sind die Ergebnisse aus 2 unabhéngigen Experimenten. * p<0.05 versus Medium.

bestitigt werden (siehe Abbildung 3.2). Die mRNA-Expressionsanalyse zeigte zudem
die Expression der Helikasen MDA-5 und RIG-I. Die Stimulation der Zellen mit den
proinflammatorischen Zytokinen IFN-vy (200U/ml Medium) und TNF-a (500U /ml
Medium) iiber 24 Stunden bewirkte eine signifikante Hochregulation der mRNA
fiir TLR3 und RIG-I, wihrend die Expression der restlichen Toll-like Rezeptoren
weitgehend gleich blieb.

3.2 Aktivierung der primaren Mesangialzellen durch
exogene und endogene Liganden in vitro

Wie schon frithere Studien zeigten, kénnen Mesangialzellen durch eine Reihe
von Substanzen aktiviert werden und proinflammatorische Zytokine freisetzen
(sieche Einleitung). Liganden der Toll-like Rezeptoren wurden schon in &lteren
Publikationen, noch bevor die Toll-like Rezeptoren beim Menschen entdeckt worden
sind, als Stimulanzien glomerulidrer Mesangialzellen beschrieben. So wurde von
unterschiedlichen Gruppen Ende der 1980°er gezeigt, dass eine Koinkubation mit
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LPS, heute als TLR4-Ligand bekannt, zu einer Ausschiittung verschiedener Zytokine
und Chemokine wie TNF-«, IL-1 und RANTES fiihrt [156] [157] [40]. Weitere
in vitro-Experimente mit der murinen Mesangialzelllinie zeigten, dass auch andere
TLR-Liganden wie Poly(I:C) und Pam3Cys eine Aktivierung der Zellen bewirken
konnen [148].

3.2.1 Stimulation der primaren Mesangialzellen mit Liganden
der Pathogen-Erkennungsrezeptoren

Um die bisherigen Daten mit der murinen Mesangialzelllinie in priméren
Mesangialzellen zu bestédtigen, wurden diese mit den kommerziell erwerblichen
TLR-Liganden Pam3Cys, Poly(I:C), LPS, Imiquimod und CpG-DNA koinkubiert
und die induzierte IL-6-Ausschiittung mittels ELISA gemessen. Entsprechend dem
TLR-Expressionsprofil reagierten die aus C57BL/6 Wildtyp-Mausen gewonnenen
primdren Mesangialzellen positiv auf Pam3Cys (TLR1 und 2), Poly(I:C) (TLR3)
und LPS (TLR4), wihrend die Stimulation mit Imiquimod und CpG-DNA zu
keiner nachweisbaren Zytokinfreisetzung fiihrte, da weder TLR7 noch TLR9 auf
Mesangialzellen exprimiert werden (siehe Abbildung 3.3 und 3.4). Zudem wurden
auch priméire Mesangialzellen aus Myd88-, Trif- und TIr2-Knockout-M&usen mit
den Liganden stimuliert. = Pam3Cys-Stimulation der Trif-defizienten priméren
Mesangialzellen bewirkte eine mit den Wildtyp-pMC vergleichbare IL-6-Freisetzung,
wihrend in den Myd88- und Tlr2-defizienten Zellen kein IL-6 detektiert werden konnte.
Die Koinkubation mit LPS ergab eine vergleichbare IL-6-Induktion in Wildtyp- und
Tlr2-defizienten pMC, welche in Myd88-defizienten Zellen nicht nachweisbar war. Die
Trif-defizienten Mesangialzellen hingegen zeigten im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen
eine niedrigere IL-6-Ausschiittung nach LPS-Stimulation (siehe Abbildung 3.3).

Poly(I:C) wurde in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet. So ergab die
Koinkubation mit 100ug/ml Poly(I:C) im Verlgeich zur Medium-Kontrolle keine
signifikante Zytokin-Freisetzung. Erst die Vorstimulation mit TNF-a und IFN-v
iiber 24 Stunden bewirkte eine im Vergleich zu anderen Liganden wie LPS
und Pam3Cys niedrige IL-6-Ausschiittung in Wildtyp- und Myd88-defizienten
pMC, die in den Trif-defizienten pMC vollstindig fehlte. Zusdtzlich wurden die
primiren Mesangialzellen mit jeweils 1ug komplexierter Poly(I:C)- und 3P-RNA
inkubiert, um die zytosolischen RNA-Helikasen MDA-5 und RIG-I respektive in
Mesangialzellen zu aktivieren. Dazu musste die RNA mit kationischen Lipiden
(Lipo/Lipofectamin 2000) umhiillt werden, um eine Transfektion der Liganden
in das Zytolsol zu gewdhrleisten. Die Stimulation mit komplexierter RNA
ergab eine vergleichbare hohe IL-6-Freistzung in Wildtyp-, Trif-defizienten und
Myd88-defizienten priméren Mesangialzellen. Die FErgebnisse zeigen somit, dass
komplexierte RNA TLR-unabhéngig Mesangialzellen stimulieren kann. Dies l&sst
sich am wahrscheinlichsten durch die Bindung an die zytosolischen RNA-Helikasen
MDA-5 und RIG-I erkldren, die eine TLR-unabhéngige Signalweiterleitung vermitteln.
In den Medium-Kontrollen mit und ohne Vorstimulation mit TNF-a und IFN-v
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Abbildung 3.3: Effekt der Liganden der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf primére
Mesangialzellen: Primére Mesangialzellen aus Wildtyp, Trif-defizienten, Myd88-defizienten
und TIr2-defizienten M#usen wurden mit Pam3Cys, LPS, Imiquimod und CpG-DNA iiber
24 Stunden stimuliert. IL-6 wurde im Zelliiberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten
reprisentieren die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 3 unabhéngigen Experimenten,
die jeweils in dreifacher Ausfithrung analysiert worden sind. LPS — Lipopolysaccharid, n.d.
= nicht detektierbar. * p<0.05 versus Wildtyp.

und nach Gabe von kationischen Lipiden allein konnte keine IL-6-Freisetzung der
Mesangialzellen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.4).

3.2.2 Nachweis der Zell-Proliferation durch Liganden der
Pathogen-Erkennungsrezeptoren

Um weitere Effekte der TLR-Liganden bei primdren Mesangialzellen zu
untersuchen, wurde anhand eines Proliferations Assay die Zellproliferation nach
Liganden-Stimulation bestimmt. Wildtyp-Mesangialzellen wurden wie in Abbildung
3.3 und 3.4 mit den Liganden Pam3Cys, LPS und Poly(I:C) fiir 24 Stunden inkubiert.
Die Gabe von Pam3Cys und LPS bewirkte eine deutliche Proliferation der Zellen im
Vergleich zu nicht-stimulierten primiren Mesangialzellen, wobei die Zellvermehrung
durch LPS im Vergleich zu Pam3Cys stiarker induziert wurde (siehe Abbildung
3.5). Interessanterweise konnte dieses Ergebnis nach Vorstimulation mit TNF-«
und IFN-v nicht reproduziert werden. Es konnte zwar nach Ligandenstimulation
eine Zellproliferation nachgewiesen werden, aber in wesentlich geringerem Ausmalfs
als ohne Vorstimulation. Die Stimulation mit TNF-a und IFN-y ergab nur eine
leichte Zunahme der Zellaktivitat. Durch Stimulation mit Poly(I:C) (100ug/ml nach
Vorstimulation mit TNF-a« und IFN-v) konnte kein vermehrtes Zellwachstum induziert
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Abbildung 3.4: Effekt von Poly(I:C)-RNA und 3P-RNA auf primére Mesangialzellen:
Mesangialzellen aus Wildtyp, Trif-defizienten und Myd88-defizienten Miusen wurden mit
Poly(I:C)-RNA (pIC) und 3P-RNA iiber 24 Stunden stimuliert. Zur Vorstimulation wurden
die Mesangialzellen mit 200 U/ml Ifn-y and 500 U/ml Tnf-«v iber 24 Stunden inkubiert. Zur
Komplexierung der RNA wurde Lipofectamin2000 verwendet. IL.-6 wurde im Zelliiberstand
mittels ELISA gemessen. Die Daten reprisentieren die Mittelwerte mit Standardabweichung
aus 3 unabhéngigen Experimenten, die jeweils in dreifacher Ausfithrung analysiert worden
sind. Lipo = Lipofectamin2000, n.d. = nicht detektierbar.

werden, im Gegenteil, die Zellaktivitit nahm im Vergleich zu den Kontrollzellen
deutlich ab. Die Vorstimmulation mit TNF-a und IFN-vy fiir die Stimulation mit
Poly(I:C) war nétig, da die primdren Mesangialzellen durch Poly(I:C)-Gabe allein
kein IL-6 freisetzten (sieche Abbildung 3.4).

3.2.3 Apoptotische und nekrotische Zellen als endogene
Liganden

In der Pathogenese der Glomerulonephritis werden héaufig fokale glomeruldre
Zellnekrosen beobachtet. Daher kann man davon ausgehen, dass Mesangialzellen
mit absterbenden Zellen und deren Derivaten in Kontakt kommen und durch diese
aktiviert werden konnen. Wie in der Einleitung schon beschrieben, werden von
apoptotischen und nekrotischen Zellen verschiedene Molekiile freigesetzt, die unter
anderem iiber TLR-Aktivierung Antigen-prisentierende Zellen stimulieren kénnen
[158]|[121]. Mesangialzellen besitzen auch Eigenschaften Antigen-présentierender Zellen
und sind zur Phagozytose fihig. Auf diese Befunde aufbauend sollte untersucht werden,
ob die priméren Mesangialzellen durch totes Zellmaterial aktiviert werden kénnen.
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Abbildung 3.5: Proliferation der priméren Mesangialzellen durch TLR-Liganden: Primére
Mesangialzellen aus Wildtyp Méusen wurden mit Pam3Cys, LPS, und Poly(I:C)-RNA (pIC)
mit und ohne Vorstimulation mit 200 U/ml Ifn-y und 500 U/ml Tnf-a iiber 24 Stunden
stimuliert. Die gemessene Absorption entspricht der Menge stoffwechselaktiver Zellen.
Die Daten reprisentieren die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 3 unabhingigen
Experimenten, die jeweils in dreifacher Ausfithrung analysiert worden sind. LPS =
Lipopolysaccharid, n.d. = nicht detektierbar. * p<0.05 versus Medium, ** p<0,05 versus
IFN-v/Tnf-a-Stimulation.

Apoptotische Thymozyten Hierzu wurden Thymozyten aus 4 Wochen alten
Wildtyp-Mausen gewonnen und mittels Dexamethason in Apoptose getrieben.
Anschlieffend wurden die Annexin V-positiven Zellen mit Hilfe der MicroBead-Technik
angereichert. Die nicht-selektierte Zellsuspension bestand aus 53% lebenden (Annexin
V-, Propidium ITodid-negativ), 37% apoptotischen (Annexin V-positiv, Propidium
Todid negativ) und 9% (sekundér) nekrotischen (Annexin V-, Propidium Iodid-positiv)
Zellen. Der prozentuale Anteil der rein apoptotischen Zellen konnte durch
Anreicherung der Annexin V-positiven Zellen von 37% auf 90% angehoben werden,
wéhrend lebende Zellen fast vollstandig aussortiert wurden. Das Mengenverhéltnis der
nekrotischen Thymozyten blieb mit 9% gleich (siehe Abbildung 3.6).

Nach Vorstimulation mit IFN-y und TNF-« fiir 24 Stunden wurden die priméren
Mesangialzellen mit den Annexin V-angereicherten Thymozyten fiir weitere 24
Stunden inkubiert. Die Zellen wurden in folgenden Mengenverhiltnissen stimuliert:
1:1, 1:10 und 1:50 (Zellzahl der pMC : Zellzahl der Thymozyten), d.h. es
wurde eine bis zu 50-fache Anzahl apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen auf
die kultivierten Mesangialzellen gegeben, so dass diese fast vollstindig von
Thymozyten bedeckt waren (Thymozyten sind um ein Vielfaches kleiner als primére
Mesangialzellen). Die Koinkubation ergab eine Dosis-abhéngige IL-6-Freisetzung der
Wildtyp-Mesangialzellen, die aber im Vergleich zur Stimulation mit komplexierter
Poly(I:C)-RNA um ein 5-faches niedriger war (siehe Abbildung 3.7). Kultivierte
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Abbildung 3.6: Anreicherung von apoptotischen Thymozyten: Apoptotische Thymozyten
wurden mittels Dexamethason-Behandlung gewonnen und durch magnetische Beads gegen
Annexin V angereichert. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Anreicherung nachgewiesen.
Die FACS-Daten zeigen den prozentualen Anteil von Propidium Iodid- und Annexin
V-positiven Thymozyten vor (links) und nach magnetischer Bead-Anreicherung (rechts).
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Abbildung 3.7: Stimulation der priméiren Mesangialzellen mit apoptotischen Zellen:
Primire Mesangialzellen von  Wildtyp-, Trif-defizienten, Myd88-defizienten und
Tlr2-defizienten M&usen wurden mit ansteigender Anzahl apoptotischer Zellen fiir 24
Stunden inkubiert. Als Kontrolle diente Poly(I:C)-RNA komplexiert mit Lipofectamin2000.
IL-6 wurde im Zelliiberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten représentieren die
Mittelwerte mit Standardabweichung aus 3 unabhingigen Experimenten, die jeweils in
dreifacher Ausfithrung analysiert worden sind. Lipo — Lipofectamin2000, n.d. — nicht
detektierbar, n.s. = nicht signifikant.
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Abbildung 3.8: Stimulation der primiren Mesangialzellen mit aufgereinigter RNA: Primére
Mesangialzellen (pMC) aus Wildtyp-, Trif-defizienten und Myd88-defizienten Méusen wurden
mit praparierter Gesamt-RNA aus priméren Mesangialzellen und apoptotischen Thymozyten
komplexiert mit kationischen Lipiden stimuliert. IL-6 wurde im Zelliiberstand mittels
ELISA gemessen. Die Daten reprisentieren die Mittelwerte mit Standardabweichung aus
3 unabhéngigen Experimenten, die jeweils in dreifacher Ausfithrung analysiert worden sind.
n.d. = nicht detektierbar. * p<0.05 versus Wildtyp, ** p<0.01 versus Wildtyp.

Thymozyten alleine setzten kein IL-6 frei (Daten nicht gezeigt). Die Stimulation
der Knockout-pMC ergab, dass MyD88 und TLR2 wesentlich an der Aktivierung
von priméren Mesangialzellen durch apoptotische/nekrotische Zellen beteiligt sind.
Dagegen zeigten Trif-defiziente pMC nur eine geringe, nicht signifikante Verminderung
der IL-6-Ausschiittung im Vergleich zu den Wildtyp-pMC. Als Kontrolle der
Viabilitdt aller Zellpopulationen diente die TLR-unabhéngige Stimulation mit
komplexierter Poly(I:C)-RNA (ohne Vorstimulation), welche eine vergleichbar hohe
[L-6-Ausschiittung bewirkte und somit eine vergleichbare Zellaktivitdt der einzelnen
Zellarten belegte. Ohne TNF-a/IFN-v-Vorstimulation der Zellen konnte keine
Induktion von IL-6 durch apoptotische Thymozyten nachgewiesen werden. Die
Vorstimulation allein ergab keine IL-6-Produktion (Daten nicht gezeigt).

Aufgereinigte RNA Nachdem die Stimulations-Experimente eine geringe, wenn
auch nicht signifikante Verringerung der IL-6-Freisetzung in den Trif-defizienten
Mesangialzellen zeigten, erschien es plausibel, dass RNA-Molekiile aus den
apoptotischen Zellen TRIF-abhingig Mesangialzellen aktivieren kénnten. Um diese
Hypothese zu priifen, wurden aufgereinigte RNA-Extrakte aus apoptotischen
Thymozyten und primadren Mesangialzellen gewonnen und fiir weitere in
vitro-Stimulationen verwendet. Die RNA-Extrakte wurden vor Stimulation mit
kationischen Lipiden inkubiert, um die geringe RNA-Menge (1ug) vor einem Abbau
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3 Ergebnisse

durch RNasen im Zellkulturmedium zu schiitzen. Die aufgereinigte RNA bewirkte bei
den Wildtyp-pMC eine im Vergleich zu anderen TLR-Liganden niedrige Induktion von
IL-6, die als iiberwiegend TRIF-abhéingig gesehen werden kann, da die Trif-defiziente
Zellen im Vergleich zu den Wildtyp-pMC signifikant weniger IL-6 freisetzten (siehe
Abbildung 3.8). Die erniedrigte IL-6-Induktion in Myd88-defizienten pMC lésst sich
am wahrscheinlichsten dadurch erkldren, dass die priparierte RNA nicht ganz frei
von anderen TLR-Liganden war, welche einen gemeinsamen Signalweg iiber das
Adapterprotein MyD88 haben.

Uberstand nekrotischer Zellen Weiterhin sollte untersucht werden, ob Substanzen,
die durch Apoptose bzw. Nekrose freigesetzt werden, eine Aktivierung glomerulirer
Mesangialzellen bewirken. Somit kdnnten Molekiile, die nur von sterbenden Zellen
freigesetzt werden, mogliche endogene Liganden darstellen und so durch Aktivierung
intrinsischer renaler Zellen zur Pathogenese der Glomerulonephritis beitragen.
Dazu wurden verschiedene Zelllinien durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen
nekrotisch gemacht, der Mediumiiberstand gewonnen und fiir Stimulationszwecke
verwendet. Als Quelle nekrotischer Zelliiberstinde wurde die murine Mesangialzelllinie
(MMC), die Fibroblastenzelllinie NIH3T3, die Tubulus-Fibroblastenzelllinie (TEFB)
und die murine Tubuluszelllinie (MTC) eingesetzt. Mediumiiberstinde nekrotischer
NIH3T3-Zellen bewirkten eine mit den TLR-Liganden LPS und Pam3Cys
vergleichbare IL-6-Induktion in den primiren Mesangialzellen. Es wird davon
ausgegangen, dass eine glomeruldre Zellschidigung in einem entziindlichen Umfeld
stattfindet, d.h. dem Absterben von Zellen geht eine Einwanderung von
Entziindungszellen und damit Freisetzung proinflammatorischer Zytokine voraus.
Dieser Zustand kann in wvitro durch Gabe der proinflammatorischen Zytokine
TNF-a und IFN-vy imitiert werden. Tatsdchlich konnte durch Vorstimulation ein
synergistischer Effekt proinflammatorischer Zytokine und nekrotischen Zellmaterials
erzielt werden. Die Vorstimulation bewirkte bei allen Stimulationen mit nekrotischen
Uberstinden eine signifikante Dosis-abhiingige Anhebung der IL-6-Produktion in
den primédren Mesangialzellen aus Wildtyp-Méusen (siehe Abbildung 3.9). In den
nekrotischen Zelliiberstinden konnte kein IL-6 nachgewiesen werden (Daten nicht
gezeigt).

Wie schon in friiheren Publikationen gezeigt werden konnte, setzen absterbende
Zellen Molekiile frei, die unter anderem TLR-abhéngig Antigen-présentierende Zellen
aktivieren konnen (siehe Einleitung). Um dies in der Niere speziell an Mesangialzellen
zu untersuchen, wurden priméare Myd88-, Tlr2-, und Trif-defiziente Mesangialzellen
mit den nekrotischen Zelliiberstinden inkubiert. Es wurden die Zelliiberstinde der
NIH3T3-Fibroblastenzelllinie verwendet, da diese den stirksten Stimulus fiir eine
IL-6-Ausschiittung in Mesangialzellen darstellten. Die Mesangialzellen wurden mit
unterschiedlichen Mengenverhéltnissen inkubiert: 1:10, 1:2 und 1:1 (nekrotischer
Zelliiberstand : Zellkulturmedium der pMC). Es konnte somit eine Dosis-abhéngige
Stimulation durch nekrotisches Zellmaterial nachgewiesen werden (siehe Abbildung
3.10).
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Abbildung 3.9: Stimulation der primédren Mesangialzellen mit Mediumiibersténden
nekrotischer Zellen: Nekrose wurde durch mehrmaliges Einfrieren und Auftauen in Zellen
induziert und der Mediumiiberstand gewonnen. Primére Mesangialzellen wurden mit den
Mediumiiberstdnden nekrotischer Zellen im Verhéltnis 1:1 zu frischem Zellkulturmedium
mit und ohne Vorstimulation mit mit TNF-a und IFN-vy fiir 24 Stunden inkubiert.
Nekrotische Zelliiberstinde wurden aus MMC (murine Mesangialzelllinie), priméren
Mesangialzellen, TFB (Tubulusfibroblastenzelllinie), MTC (murine Tubuluszelllinie),
NIH3T3 (Fibroblastenzelllinie) gewonnen. Als Kontrollen wurden Pam3Cys und LPS
verwendet. IL-6 wurde im Zelliiberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten représentieren
die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 3 unabhéngigen Experimenten, die jeweils in
dreifacher Ausfiihrung analysiert worden sind. * p<0.05 versus Wildtyp, ** p<0.01 versus
Wildtyp.

Wie Abbildung 3.10 zeigt, konnen Myd88- und TIr2-defiziente Mesangialzellen

nicht durch die Stimulation mit Zellmedium nekrotischer Zellen aktiviert werden. Die
Trif-defizienten priméren Mesangialzellen zeigten im Vergleich zu den Wildtyp-pMC
eine signifikant verminderte IL-6-Ausschiittung. Als Kontrolle der Zellviabilitit diente
die TLR-unabhéngige Stimulation mit komplexierter Poly(I:C)-RNA.
Auch die Freisetzung des Chemokins CXCL9/MIG (Monokine Induced
by Interferon-vy) zeigte eine MyD88-Abhéngigkeit nach Stimulation mit
Mediumiiberstinden nekrotischer NIH3T3-Fibroblasten. Jedoch konnte dieses
Resultat nur nach Vorstimulation mit Interferon-y und TNF-a gezeigt werden (siehe
Abbildung 3.11). Ohne Vorstimulation konnte MIG in Mesangialzelliiberstéinden nach
Stimulation mit TLR-Liganden nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.10: Stimulation primérer Mesangialzellen aus Wildtyp-, Trif-defizienten,
Myd88-defizienten und Tlr2-defizienten Mausen mit Mediumiiberstdnden nekrotischer Zellen:
Primére Mesangialzellen wurden mit Mediumiiberstdnden nekrotischer NIH3T3-Zellen im
ansteigendem Verhéltnis zu frischem Zellkulturmedium fiir 24 Stunden inkubiert. Als
Kontrolle diente die Stimulation mit komplexierter Poly(I:C)-RNA (pIC). IL-6 wurde
im Zelliiberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten reprisentieren die Mittelwerte mit
Standardabweichung aus 3 unabhéngigen Experimenten, die jeweils in dreifacher Ausfithrung
analysiert worden sind. Lipo = Lipofectamin2000 n.d. = nicht detektiert. * p<0.05 versus

Wildtyp.
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Abbildung 3.11: Nachweis der CXCL9/MIG-Freisetzung nach Stimulation mit
Mediumiiberstdnden nekrotischer Zellen: Stimulation primérer Mesangialzellen aus Wildtyp-,
Trif- und Myd88-defizienten M&usen mit Mediumiiberstdnden nekrotischer NTH3T3-Zellen.
Fiir die Vorstimulation wurden 300 U/ml IFN-y und TNF-« verwendet. CXCL9/MIG wurde
im Zelliiberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten reprisentieren die Mittelwerte mit
Standardabweichung aus 3 unabhéngigen Experimenten, die jeweils in dreifacher Ausfithrung
analysiert worden sind. n.d. = nicht detektiert.
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3.3 Effekt der nephrotoxischen Serumnepbhritis in
Trif- und Myd88-defizienten Mausen

Bei dem Modell der nephrotoxischen Serumnephritis wird durch systemische Gabe
von Antiserum gegen die glomerulire Basalmembran eine mesangioproliferative
Immunkomplex-Glomerulonephritis induziert. Vor dem Hintergrund der in wvitro
erhaltenen Ergebnisse sollte die in vivo-Relevanz der Signal-Adapterproteine TRIF
und MyD88 untersucht werden.

3.3.1 Proteinurie

Die Proteinurie wurde aus wochentlichen Urinproben bestimmt. Wildtyp-Méause
zeigten nach Gabe des nephrotoxischen Serums eine progrediente Albuminurie
im Verlauf von drei Wochen. Die Trif-defizienten Maiause entwickelten eine den
Wildtyptieren vergleichbare Proteinurie (Tag 14 und 21). Der anfénglich verzogerte
Verlauf der Albuminurie (Tag 7) war nicht signifikant unterschiedlich. Im Gegensatz
dazu konnte bei den Myd88-defizienten M&usen in keiner der gewonnenen Urinproben
Albumin nachgewiesen werden. Wihrend Wildtyp- und Trif-defiziente Mause
somit eine massive Proteinurie innerhalb von 21 Tagen entwickelten, blieben die
Myd88-defizienten Tiere vollstéindig davor bewahrt.
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Abbildung 3.12: Proteinurie im Verlauf der experimentellen

Immunkomplex-Glomerulonephritis: Urinalbumin/Kreatinin-Ratio wurde von den M&ausen
am Tag 0, 7, 14 und 21 bestimmt. Pro Versuchsgruppe wurden je 10 M&use analysiert. Die
Daten reprisentieren die Mittelwerte mit Standardabweichung. n.d. = nicht detektiert, n.s.
= nicht signifikant.
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3.3.2 Serumchemie

Serum der behandelten Mause wurde am Tag 21 nach Gabe des nephrotoxischen
Serum gewonnen und analysiert. Eine Hypalbuminimie und Hypercholesterinimie
konnte in den Wildtyp-M&usen festgestellt werden, was mit dem FErgebnis der
Proteinurie iibereinstimmte. Des Weiteren waren die Werte fiir Serum-Kreatinin und
Harnstoff-N erhoht. Entsprechend den Proteinurie-Daten, zeigte die Laboranalyse
der Serumproben keine signifikanten Unterschiede der Trif-defizienten Maiuse
gegiiber den Wildtyp-Tieren. Wie in Abbildung 3.13 erkennbar, konnte in den
Trif-defizienten Mausen ebenfalls eine Hypalbuminidmie, Hypercholesterindmie, ein
erhohtes Serum-Kreatinin und erhdhter Harnstoff-N nachgewiesen werden. Im
Unterschied dazu zeigte das Labor der Myd88-defizienten Mé&use analog zu den
Proteinurie-Daten normale Werte.

6 500-
— - 2 400 T
> £
T4 z
- T 3004
2 "
> o
c 2 200-
5 2 7] *x
@ E
m ] @
L
w
0 T 0- T
Wildtyp Trif4- My d88- Wildtyp Trif4-  Myd88--
1.0+ 150
n.s. | _|_
S -
o 3
E S 1004
£ - E
£ *x = ke
& 2
c g 504
3 L]
5 I
w
0.0 i 0 :
Wildtyp Trif-I- My d88-i- Wildtyp Trif-- My d88-/-

Abbildung 3.13: Serumchemie: 21 Tage nach Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis
wurde Serum gewonnen und Albumin, Cholesterin, Kreatinin und Harnstoff-N analysiert. Pro
Versuchsgruppe wurden je 10 M&ause analysiert. Die Daten repréisentieren die Mittelwerte
mit Standardabweichung. n.d. = nicht detektiert, n.s. = nicht signifikant. ** p<0.01 versus
Wildtyp.
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3.3.3 Nachweis von autologen
Anti-Kaninchen-Immunglobulinen

Zur Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis wurde ein im Kaninchen
gewonnenes Serum appliziert, das gegen die glomerulire Basalmembran gerichtet ist.
Zusatzlich erfolgte 3 Tage vor Serumgabe eine Prdimmunisierung mit Kanichen-IgG.
Bei erfolgreicher Induktion der Nephrotoxischen Serum Nephritis bilden die Mause
Antikorper gegen Kaninchen-Immunglobulin G. Diese zirkulierenden Antikorper
wurden in den Serumproben am Tag 21 mittels ELISA in allen Versuchstieren
nachgewiesen. Diese Daten bestéitigen, dass in allen getesteten Tieren das NSN-Modell
gleichermafen induziert worden ist. Weder TRIF noch MyD88 scheinen somit eine
Rolle bei der humoralen Immunantwort nach Gabe des nephrotoxischen Serums zu
spielen. In den Kontrollméusen (Wildtyp naiv) konnten hingegen keine Antikorper
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Nachweis autologer Immunglobulin G-Antikérper: Zirkulierende
Anti-Kaninchen-IgG wurden im Serum 21 Tage nach Induktion der Nephrotoxischen Serum
Nephritis mittels ELISA nachgewiesen. Die Serumwerte der Verdiinnungsstufen wurden in
arbitrdren Einheiten angegeben. Pro Versuchsgruppe wurden je 10 M&ause analysiert. Die
Daten reprisentieren die Mittelwerte mit Standardabweichung. OD = Optische Dichte.

3.3.4 T-Zell-Aktivierung

Um die zellulire Immunantwort nach Gabe des nephrotoxischen Serums
zu testen wurden Splenozyten am Tag 21 gewonnen und in wvitro mit
Kaninchen-Immunglobulin G restimuliert. Der Mediumiiberstand wurde nach 72
Stunden mittels ELISA auf IFN-v getestet und die Splenozyten mit Anti-CD69,
einem Marker der T-Zell-Aktivierung gefdarbt. Die Oberflichenexpression von
CD69-positiven Splenozyten wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Zellen
der Wildtyp-Méuse produzierten spezifisch nach Kaninchen-IgG-Stimulation TFN-~,
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Abbildung 3.15: Nachweis der Interferon-vy-Freisetzung aus Splenozyten als Marker der
T-Zell-Aktivierung: Splenozyten wurden 21 Tage nach Induktion der nephrotoxischen
Serumnephritis gewonnen und mit Kaninchen-IgG fiir 72 Stunden restimuliert. Die
spezifische T-Zell-Antwort gegen Kaninchen-IgG wurde durch Interferon-y-Nachweis im
Zellkulturmedium mittels ELISA nachgewiesen. Als Kontrolle diente die Stimulation mit
Schaf-TgG. Pro Versuchsgruppe wurden je 10 M&use analysiert. Die Daten reprisentieren die
Mittelwerte mit Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant.

wihrend hingegen in Uberstinden nach Stimulation mit Schaf-Immunglobulin G
sowie in der Mediumkontrolle kein IFN-y nachweisbar war (siche Abbildung 3.15).
Zellen der Trif-defizienten Tiere zeigten eine den Wildtyp-Zellen vergleichbare
IFN-v-Ausschiittung, wihrend hingegen in den Myd88-defizienten Splenozyten kein
IFN-v nachweisbar war. Analog zu den ELISA-Daten konnte in der FACS-Analyse
eine vermehrte CD69-Expression der CDS8-positiven T-Zellen nach Gabe von
Kanichen-TIgG gezeigt, werden (siehe Abbildungen 3.16 und 3.17). Die Stimulation
mit dem unspezifischen Schaf-IgG fithrte zu einer der Mediumkontrolle vergleichbaren
CD69-Expression. In den restimulierten Splenozyten der behandelten Trif-M&use
konnte eine T-Zell-Aktivierung verlgeichbar mit den Wildtyp-Zellen nachgewiesen
werden. Splenozyten der behandelten Myd88-defizienten Tiere konnten hingegen
nicht reaktiviert werden, was darauf hindeutet, dass MyD88 durch die fehlende
T-Zell-Aktivierung in dem NSN-Modell eine wesentliche Bedeutung hat.

3.3.5 Nachweis der renalen Leukozyteninfiltration

Um renale Leukozyteninfiltrate bei der nephrotoxischen Serumnephritis besser
quantifizieren zu koénnen, wurde eine Oberflichenfirbung der Nierenzellen
durchgefiihrt. Dazu wurde zunichst eine FEinzelzellsuspension aus Nierengewebe
der Maé&use mit induzierter Serum Nephrits gewonnen. Nach Fiarbung mit
den Oberflichenmarkern fiir CD45, CD3, CD4, CD8 und F4/80 wurden die
Nierenzellen mittels Durchflusszytometrie analysiert (sieche Abbildungen 3.18 und
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Abbildung 3.16: Nachweis der CD69-Expression auf CD8-positiven Splenozyten als Marker
der T-Zell-Aktivierung: Splenozyten wurden 21 Tage nach Induktion der nephrotoxischen
Serumnephritis gewonnen und mit Kaninchen-IgG fiir 72 Stunden restimuliert. Die
spezifische T-Zell-Antwort gegen Kaninchen-IgG wurde durch CD8TCD691-Zellen mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesen. Als Kontrolle diente die Stimulation mit Schaf-IgG.
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Abbildung 3.17: Auswertung der CDG69-Expression auf CD8-positiven Splenozyten:
Splenozyten wurden 21 Tage nach Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis gewonnen
und mit Kaninchen-IgG fiir 72 Stunden restimuliert. Die spezifische T-Zell-Antwort gegen
Kaninchen-IgG wurde durch CD8TCD69"-Zellen mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen.
Als Kontrolle diente die Stimulation mit Schaf-IgG. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardabweichung des prozentualen Anteils der CD8TCD69T-Zellen aus je 10 Tieren pro
Versuchsgruppe. Pro Probe wurden 100.000 Events analysiert. ** p<0.01 versus Wildtyp.

3.19). In der FACS-Analyse wurden zunéchst die CD45-positiven Zellen markiert,
um das gesamte Leukozyteninfiltrat zu quantifizieren. Im Mittel wiesen die
Wildtyp-Mause 13% CD45-positiven Zellen auf. In Trif-defizienten Tieren konnte
8% Leukozyteninfiltration der Nierenzellsuspension nachgewiesen werden. Dieser
Unterschied war in der statistischen Analyse jedoch nicht signifikant. Hingegen
wurde in Myd88-Knockout-Méusen eine Leukozyteninfiltration von unter 5%
nachgewiesen, welche im Vergleich mit den Wildtyp-M&ausen signifikant erniedrigt
war. Die Auswertung der CD4- und CDS8-T-Zellen ergaben jeweils einen Anteil
von hochstens 2% der CD4-postiven Zellen und hochstens 1% der CD8-positiven
Zellen der Gesamtnierenzellzahl. Hier konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Versuchgruppen festgestellt werden. Fiir die Analyse der
renalen Makrophagen-Infiltration wurden die Nierenzellsuspensionen mit F4/80-
und CD45-Antikorpern gefiarbt. In den Nieren der Wildtyp-Méause waren im
Mittel 10% Makrophagen nachweisbar, wihrend Trif-defiziente Ma&use einen
Makrophagenanteil von 7% und die Myd88-defiziente Tiere von 2% aufwiesen.
Ein signifikanter Unterschied in der Makrophageninfiltration konnte zwischen
Wildtyp- und Trif-defizienten Mausen nicht nachgewiesen werden. Dagegen war der
renale Makrophagenanteil in den Myd88-defizienten Mausen nach Induktion der
nephrotoxischen Serumnephritis minimal und somit signifikant geringer im Vergleich
zu den Wildtyp-Méusen.
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Abbildung 3.18: Nachweis der renalen Leukozyteninfiltration: Zum Nachweis der T-Zellen
und Makrophagen in der Niere nach Induktion der nephrotoxischen Serummnephritis wurde
eine Einzelzellsuspension aus Nierengewebe gewonnen und mittels Durchflusszytometrie
analysiert. Es wurden zunichst die CD45"-Zellen markiert, um aus dieser Zellpopulation
die CD3TCD4" und die CD3TCD8"-Zellen darzustellen. In einer weiteren Analyse wurden
die CD457F4/80"-Makrophagen nachgewiesen.
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Abbildung 3.19: Auswertung der renalen Leukozyteninfiltration bei der nephrotoxischen
Serumnephrits: prozentuale Verteilung der CD457-, CD4"-, CD8"- Zellen und
F4/80"-Makrophagen. Jeweils 10 Miuse pro Versuchsgruppe wurden analysiert. Pro
Probe wurden 100.000 Events gemessen. Die Daten reprisentieren die Mittelwerte mit
Standardabweichung. n.s. = nicht signifikant. ** p<0.01 versus Wildtyp.

3.3.6 Histologische Auswertung

Die histologische Aufbereitung erfolgte 21 Tage nach Gabe des nephrotoxischen
Serums. Die Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis fiihrte in den
Wildtyp-Mausen zu einer mesangioproliferativen  Glomerulonephritis =~ mit
Halbmondbildung. In der PAS-Farbung lassen sich glomeruldre und periglomerulére
Ablagerungen nachweisen. Zur Beurteilung der Leukozyten-Infiltration wurden
immunhistologische Farbungen angefertigt, die jeweils Mac-2-positive Makrophagen
oder CD3-positive T-Lymphozyten darstellten. Es fanden sich glomerulire,
periglomeruldre und diffus interstitielle Makrophagen-Infiltrate. T-Lymphozyten
waren hauptsichlich periglomeruldr im Bereich von Halbmonden sowie interstitiell
lokalisiert. Eine Schidigung der Tubuli im Interstitium wird durch den Nachweis der
Tubulusatrophie, intratubuldrer Proteinablagerungen sowie einer diffuser interstitieller
Fibrose deutlich. Die histologische Farbung der Nieren der Trif-defizienten Mause
ergab keinen signifikanten Unterschied zu der Wildtyp-Kontrollgruppe. Im Gegensatz
dazu waren die histologischen Schnitte der Myd88-defizienten Tiere unauffillig.
Somit waren die morphologischen Merkmale der Wildtyp- und Knockout-Maiuse
mit den funktionellen Befunden in der Serumchemie und der Proteinurie konsistent.
Wildtyp- und Trif-defiziente Méause entwickelten eine histologisch und klinisch
nachweisbare Glomerulonephritis, wihrend in Myd88-defizienten Maiuse keine
glomeruldre Schiadigungen nachweisbar waren. In der IgG-Farbung ist eine deutliche
Ablagerung der Immunglobuline entlang der glomeruldren Basalmembran sichtbar.
Dies zeigt, dass in allen 3 Versuchsgruppen das nephrotoxische Serum gleichermafen
gegen die glomeruldre Basalmembran gerichtet ist.

68



3.3 Effekt der nephrotoxischen Serumnephritis in Trif- und Myd88-defizienten Mausen

Abbildung 3.20: Histologie der nephrotoxischen Serumnephritis: Nieren wurden am
Tag 21 nach Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis in Formaldehyd fixiert
und histologisch aufbereitet. Es wurden von jedem Tier jeweils eine Periodic Acid
Schiff (PAS)-Farbung, Mac-2-Farbung, CD3-Farbung und IgG-Farbung durchgefiihrt.
Gezeigt werden reprisentative Bilder jeder Versuchsgruppe (n=10 pro Gruppe).
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Abbildung 3.21: Histologie-Auswertung: Die Nierenschnitte geben den Tag 21
nach Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis wieder. In der Periodic Acid
Schiff (PAS)-Farbung wurde der prozentuale Anteil glomeruldrer Crescents aller
Versuchstiere evaluiert. Das Ausmaf der glomeruldren Matrixablagerungen wurde durch
einen semiquantitativen Score (0-3) aus 50 Glomeruli pro Schnitt bestimmt. Glomerulére
C3c Ablagerungen wurden durch einen semiquantitativen Score (0-3) aus 50 Glomeruli pro
Schnitt analysiert. Renale T-Zell-Infiltrate wurden mittels CD3-Férbung nachgewiesen und
im Gesichtsfeld bei grofster Auflésung quantifiziert. Pro Versuchsgruppe wurden je 10 M&use
analysiert. ** p<0.01 versus Wildtyp. GF = Gesichtsfeld.
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4 Diskussion

4.1 Ubersicht iiber die experimentellen Befunde

Die Analyse der Toll-like- und Rig I-like Rezeptor-Expression muriner glomerulirer
Mesangialzellen zeigte eine deutliche Expression der Toll-like Rezeptoren 2, 3 und
4 sowie von MDA-5 und RIG-I. In wvitro-Stimulation mit proinflammatorischen
Zytokinen ergab eine signifikante Hochregulation von TLR3 und RIG-I.

Funktionelle Untersuchungen bestitigten, dass Mesangialzellen durch die
TLR-Liganden Pam3Cys, Poly(I:C), und LPS entsprechend ihrer Rezeptorexpression
aktiviert werden konnten.

Ebenso war es moglich, kultivierte Mesangialzellen durch apoptotische oder
nekrotische Zellen oder deren Zellmaterial zu stimulieren.

Ausgehend von der Hypothese, dass bestimmte Molekiile aus sterbenden Zellen
freigesetzt werden, die iiber die Aktivierung von Mesangialzellen an der Pathogenese
der Immunkomplex-Glomerulonephritis beteiligt sind, sollte im zweiten Teil dieser
Arbeit daher die Rolle von endogenen Liganden oder auch ,Danger‘-Molekiilen in
vivo untersucht und die zugrunde liegenden Mechanismen skizziert werden.

Bei dem Modell der nephrotoxischen Serumnephritis geht man von einer durch
Antikorper-vermittelten ,sterilen,, Inflammation aus. Wihrend der Entziindungsphase
konnen so genannte Danger-Molekiile freigesetzt werden und intrinsische renale Zellen
wie beispielsweise Mesangialzellen iiber Toll-like Rezeptoren aktivieren.

Hierbei =zeigten sich unterschiedliche Effekte im Modell der nephrotoxischen
Serumnephritis in Knockout-Mausen der TLR-Adaptermolekiile TRIF und MyD88.
So wiesen Trif-defiziente Tiere nach der Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis
eine dem Wildtyp vergleichbare Glomerulonephritis auf. Im Gegensatz dazu konnte
durch Unterbrechung der MyD88-vermittelten TLR-Signalkaskade die Induktion der
Glomerulonephritis vollstdndig verhindert werden.

4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleich mit
der Literatur

4.2.1 Bedeutung der Pathogen-Erkennungsrezeptoren in
Mesangialzellen

Die glomeruldren Mesangialzellen sind wiahrend des glomeruldren Filtrationsprozess
stindig zirkulierenden Mikro- und Makromolekiilen mit pathogenen und nicht
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pathogenen Eigenschaften ausgesetzt. Die Immunantwort, die ein solches Molekiil
auslost, wird durch die Reaktionsmoglichkeiten der Zelle bestimmt, die mit dem
korrespondierenden Erkennungsmechanismus ausgestattet ist. Daher ist die genaue
Charakterisierung der Expressionsverteilung der Pathogen-Erkennungsrezeptoren auf
Zellen essentiell fiir das Verstdndnis der Pathogen-Wirt-Interaktion und die darauf
folgende Immunantwort. Die Kenntnis der Expressionsanalyse unterschiedlicher
Pathogen-Erkennungsrezeptoren ldsst Riickschliisse auf die Funktion und mogliche
Stellung einer Zelle in physiologischen und pathophysiologischen Prozessen zu. Da
die Familie der Toll-like Rezeptoren unter den Pathogen-Erkennungsrezeptoren eine
zentrale Rolle einnimmt, ist die Verteilung ihrer Rezeptoren von groftem Interesse
fiir die Beantwortung immunologischer Fragestellungen. Schwerpunkt dieser Arbeit
war die Untersuchung der glomeruldren Mesangialzellen und ihre immunologische
Bedeutung bei der Glomerulonephritis.

Ergebnissen dieser Arbeit zufolge zeigen die primiren Mesangialzellen eine distinkte
Expression der Toll-like-Rezeptoren 2, 3, 4 und in geringerer Ausprigung der
Toll-like Rezeptoren 1, 5, 6 und 11, wiahrend die Toll-like Rezeptoren 7 und 9 nicht
nachgewiesen werden konnten. Dies steht im Einklang mit FExpressionsanalysen
anderer renaler nicht-Immunzellen, die ebenfalls TLR7 und TLR9 nicht exprimieren.
Zu diesen intrinsischen renalen Zellen gehoren neben den Mesangialzellen die
Tubulusepithelzellen, Podozyten, glomeruldre Endothelzellen und intrarenale
Fibroblasten.

Im Gegensatz dazu exprimieren (intrarenale) Antigen-prisentierende Zellen wie
Dendritische Zellen und Makrophagen zusétzlich TLR7 und 9 (siehe Abbildung
4.1)[159]. Es scheint somit, dass die intrinsischen renalen Zellen bei der Erkennung
von Einzelstrang-RNA aus Viren und CpG-DNA aus Viren und Bakterien keine
wesentliche Bedeutung haben. Von den Toll-like Rezeptoren kann demnach nur
Toll-like Rezeptor 3 Nukleinsduren (dsRNA) erkennen und eine entsprechende
Signalkaskade aktivieren. Mit der Endeckung der Toll-like Rezeptor-unabhingigen
RNA-Helikasen wurden alternative Erkennungsmechanismen fiir Doppelstrang-RNA
aufgedeckt [113].

In dieser Arbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass neben den Toll-like Rezeptoren
als Pathogen-Erkennungsrezeptoren auch die RNA-Helikasen MDA-5 und RIG-I
auf Mesangialzellen exprimiert werden. Somit existieren auch TLR-unabhingige
Erkennungsmechanismen und Signalwege in glomeruliren Mesangialzellen. Ob diese
RIG-like Rezeptoren und auch die Nod-like Rezeptoren auf anderen intrinsischen
Nierenzellen exprimiert sind, wurde bislang noch nicht untersucht.

Toll-like Rezeptor 3 ist somit nicht der einzige Rezeptor auf Mesangialzellen, welcher
Doppelstrang-RNA erkennt. Daher miissen frithere Arbeiten zu TLR3 kritisch
beurteilt werden, die zeigten, dass virale Doppelstrang-RNA TLR3/TRIF-abhéngig
humane und murine Mesangialzellen dazu veranlassen, Interleukin-6 und CCL2 in
vitro und in vivo zu produzieren [150|[148].

Kumar et al. untersuchten die Wirkung von Poly(I:C)-Injektionen in Wildtyp-,
Trif-defizienten und Ips-1-defizienten Mausen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die nach Poly(I:C)-Gabe erhohte Antigen-spezifische Antikorperproduktion
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Abbildung 4.1: Expression der Pathogen-Erkennungsrezeptoren in der Niere: renale
Immun- und nicht-Immunzellen verfiigen iiber verschiedene Expressionsprofile [159]. Der
Hauptunterschied besteht darin, dass (intrarenale) Immunzellen im Gegensatz zu den
intrinsischen renalen Zellen Toll-like Rezeptor 7 und Toll-like Rezeptor 9 exprimieren.

vor allem in Ips-1-defizienten Mausen vermindert war, wihrend Trif-defiziente
Méuse unbeeinflusst blieben. Trif/Ips-1-Doppel-Knockout-Mause zeigten dagegen
einen vollstidndigen Ausfall der Antikérperproduktion. Ebenso zeigte die Analyse der
CD8"-T-Zellen eine Reduktion sowohl in den Trif-defizienten als auch Ips-1-defizienten
Méausen, wihrend in der Doppel-Knockout-Maus die CD8'-T-Zell-Expansion
vollstindig aufgehoben war. Die Autoren folgerten, dass eine Kooperation von
Toll-like Rezeptor 3 mit den TLR-unabhéngigen zytoplasmatischen RNA-Helikase bei
der Erkennung von Doppelstrang-RNA vorhanden zu sein scheint [160].
Interessanterweise wurden nur die dsRNA-Rezeptoren, d.h. Toll-like Rezeptor 3,
MDA-5 und RIG-T durch Gabe von Interferon-v und TNF-« in ihrer Expression
hochreguliert, wihrend Toll-like Rezeptor 2 und 4 unbeeinflusst blieben. Dies lésst
darauf schliessen, dass renale Mesangialzellen durch systemische Entziidnungsprozesse
aktiviert werden kénnen und durch Hochregulation der dsSRNA-Rezeptoren sensitiver
gegen virale Molekiile reagieren.

Die Stimulationexperimente mit primiren Mesangialzellen mit Toll-like Rezeptor
2-Liganden Pam3Cys zeigten eine dem TLR-Expressionsprofil entsprechende
[L-6-Antwort, die durch Vorstimulation mit Interferon-y und TNF-« unbeeinflusst
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blieb. In den Myd88-defizienten und TIr2-defizienten Mesangialzellen konnte
entsprechend der TLR-Signalkaskade keine IL-6-Ausschiittung ausglost werden.
Dagegen war die IL-6-Antwort in Mesangialzellen nach LPS-Stimulation in
Trif-defizienten Mesangialzellen vermindert und blieb in Myd88-defizienten Zellen
vollstandig aus. Dies ldsst sich durch unterschiedliche Signalwege von TLR4 erkléren,
die in Mesangialzellen nach LPS-Stimulation teilweise TRIF-abhéngig und vollstindig
MyD88-abhingig zu sein scheinen.

Durch  Stimulationsversuche  mit  Trif-defizienten = Mesangialzellen  konnte
in dieser Arbeit erstmals eine sowohl TLR3/TRIF-abhiingige als auch
TLR3/TRIF-unabhéingige Erkennung viraler Doppelstrang-RNA nachgewiesen
werden. Studien mit TIr3-defizienten Mausen ergaben eine TLR3-abhingige
Alteration der Zytokin- und Chemokin-Produktion nach Gabe von Poly(I:C) und
nach Infektion mit West Nile Virus und Respiratory Syncytial Virus [79] [80] [161].
So konnte, wie auch schon in fritheren Arbeiten beschrieben, die Stimulation mit
Poly(I:C) eine IL-6-Ausschiittung in Mesangialzellen bewirken [150] [148|.

Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die externe Poly(I:C)-Stimulation auf einer
TLR3/TRIF-abhingigen Aktivierung der Mesangialzellen beruht. Bei Komplexierung
der Poly(I:C)-RNA mit kationischen Lipiden, welche eine zytosolische Stimulation
bewirkt, konnte eine TLR3/TRIF-unabhéingige Aktivierung der Mesangialzellen
festgestellt werden. Trif-defiziente Mesangialzellen reagierten auf Stimulation
komplexierter dsSRNA gleichermafen wie Wildtyp-Mesangialzellen. Dieses Phanomen
lasst sich durch die Expression der zytosolischen RNA-Helikasen RIG-I und
MDA-5 in Mesangialzellen erkliren. Diese Rezeptoren erkennen TLR-unabhingig
Doppelstrang-RNA  verschiedener Viren und sind somit fiir die antivirale
Immunantwort von Bedeutung.

So wurde in verschiedenen Arbeiten gezeigt, dass RIG-I bei der Abwehr
von Paramyxoviren, Influenza-Viren, des Vesicular — Stomatitis-Virus,
Ebola-Virus und Epstein-Barr-Virus eine wesentliche Rolle spielt, wéihrend
MDA-5 an der Immunreaktion nach Infektion mit Picornaviren, wie dem
Enzephalo-Myokarditis-Virus oder dem Theiler-Virus beteiligt ist [162]. Einige
Viren scheinen sowohl {iber RIG-I als auch MDA-5 eine Immunantwort zu initiieren.
So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass das Orthoreovirus und Flaviviren wie
Dengue und West Nile Virus von beiden RNA-Helikasen erkannt werden [163].

Kato et al. zeigten, dass Poly(I:C) komplexiert —mit kationischen
Lipiden MDA-5-abhéingig eine Ausschiittung von Typ I-Interferonen in
Maus-Embryo-Fibroblasten ~ (MEF)  bewirkt [113]. Dagegen scheint das
5-Triphosphat-Ende viraler FEinzel- und Doppelstrang-RNA eine wesentliche
Rolle bei der Aktivierung von RIG-I zu spielen [103]. Stimulation mit komplexierter
5-Triphosphat-RNA (3P-RNA) fiihrte in den Mesangialzellen TLR-unabhéingig zu
einer deutlichen Ausschiittung von IL-6.

Neben der ILL-6-Ausschiittung wurde auch die Zellproliferation der Mesangialzellen
nach Stimulation mit TLR-Liganden untersucht. Ergebnissen dieser Arbeit zufolge
fithrte die Stimulation von TLR2 und TLR4 zu einer verstiarkten Proliferation der
Mesangialzellen. Bakterielle Infektionen koénnen somit neben Wachstumfaktoren und
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proinflammatorischen Zytokinen die Proliferation der Mesangialzellen im Mesangium
beeinflussen und so zur Progression einer bestehenden Glomerulonephritis beitragen.
Dagegen fiihrte die Stimulation mit viraler Doppelstrang-RNA zu einer verminderten
Zellaktivitat. Dies ldsst sich am wahrscheinlichsten durch Apoptose erklaren. Auch in
fritheren Arbeiten mit humanen Mesangialzellen konnte gezeigt werden, dass Poly(I:C)
Apoptose in Mesangialzellen induziert [150]. Diese Apoptose-induzierende Wirkung
von Poly(I:C) konnte beispielsweise auch in $-Zellen des Pankreas beobachtet werden.
Rasscheart, et al. zeigten, dass Poly(I:C) synergistisch mit IFN-vy zu einer deutlich
erhohten Apoptoserate in (-Zellen fiihrten [164]. Ebenso konnte durch systemische
Poly (I:C)-Gabe eine Insulitis mit subsequenten Typ-1-Diabetes in BALB/c-Mausen
ausgelost werden [165].

Somit konnte die Anwesenheit von Doppelstrang-RNA im Glomerulus zu lokalem
Zelltod fithren und auf diese Weise eine Immunreaktion auslosen.

4.2.2 Bedeutung endogener Liganden bei der Toll-like
Rezeptor-abhangigen inflammatorischen Aktivierung
glomerularer Mesangialzellen

Ein seit langem kontrovers diskutiertes Thema der Immunologie beschéftigt sich
mit der Frage, wie Zelltod unser Immunsystem zu einer Abwehrreaktion aktivieren
kann. Die These, dass eine solche sterile Inflammation existiert, wurde erstmals
von Polly Matzinger 1994 aufgestellt. Seither sind zahlreiche Publikationen zu
diesem Thema erschienen. Die in dieser Arbeit gezeigten Daten liefern erstmalig
Belege, dass apoptotisches und nekrotisches Zellmaterial in Mesangialzellen eine
Immunantwort in Form einer IL-6-Produktion initiieren. Endogene Liganden werden
iiberwiegend durch sterbende Zellen freigesetzt und kénnen sowohl TLR-abhiéingig als
auch TLR-unabhéngig zu einer Immunantwort fithren. In der vorliegenden Arbeit
wurden die TLR-abhédngigen Stimuli sterbender Zellen untersucht.

Effekt apoptotischer Zell-Stimulation in Mesangialzellen In dieser Arbeit
konnte erstmals gezeigt werden, dass apoptotische Zellen TLR2/MyD88-abhingig
Mesangialzellen stimulieren, wéahrend Trif-defiziente Zellen eine verminderte,
jedoch nicht-signifikante IL-6-Produktion aufwiesen. FErst die FExtraktion der
Gesamt-RNA aus apoptotischen Zellen konnte eine TLR3/TRIF-Abhéngigkeit der
IL-6-Ausschiittung in den Mesangialzellen nachweisen. Demnach scheint endogene
RNA Mesangialzellen stimulieren und eine Immunreaktion im Glomerulus bewirken
zu konnen. Dies steht im Einklang mit bisherigen Verdffentlichungen, in denen RNA
aus totem Zellmaterial als endogener Ligand fiir TLR3 postuliert wurde.

So zeigte Kariko et al., dass in witro -transkribierte mRNA TLR3-abhingig
293-Zellen stimuliert. Zudem konnte in dieser Arbeit auch eine Reifung und
Zytokin-Ausschiittung von Dendritischen Zellen nach Stimulation mit nekrotischen
Zellen nachgewiesen werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Nukleinsduren
der nekrotischen Zellsuspension fiir die Stimulation der Dendritischen Zellen
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eine wesentliche Rolle spielen. So fiihrte die Vorbehandlung der nekrotischen
Zellsuspension mit der unspezifischen Nuklease Benzonase zu einer Verminderung der
Zytokin-Produktion und DC-Reifung [125].

Brentano et al. wiesen eine TLR3-abhingige Aktivierung synovialer
Fibroblasten durch RNA nekrotischer Zellen nach. Von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis wurden nekrotische Synovia-Zellen gewonnen und mit
synovialen Fibroblasten koinkubiert. Die Stimulation durch Benzonase- und
Hydroxychloroquin-vorbehandelter nekrotischer Zellen fiihrte in den Fibroblasten
jeweils zu einer verminderten Zytokinausschiittung im Vergleich zu nicht-behandelten
nekrotischen Zellen. Daraus folgerten die Autoren, dass Nukleinsduren aus
nekrotischem Zellmaterial synoviale Fibroblasten von Patienten mit Rheumatoider
Arthritis (RASF) stimulieren kénnen. Hydroxychloroquin hemmt die endosomale
Azidifikation, so dass endosomale Rezeptoren wie TLR3, 7, 8 und 9 nicht mehr
aktiviert werden konnen. Da RASF (wie auch Mesangialzellen) TLR7, 8 und 9
nicht exprimieren, wurde mit der Chloroquin-Gabe nur TLR3 inhibiert und somit
eine TLR3-abhingige Aktivierung der Fibroblasten durch nekrotisches Zellmaterial
postuliert [126].

Ebenso konnte gezeigt werden, dass nekrotische neuronale Zellen eine Immunanwort
in Schwann-Zellen via TLR2 und TLR3 hervorrufen [166].

In einer kiirzlich erschienenen Veroffentlichung konnte gezeigt  werden,
dass  TLR3-defiziente = Makrophagen  eine  verminderte  Zytokin-  und
Chemokin-Ausschiittung nach Stimulation mit nekrotischen Neutrophilen aufweisen.
Ein Verdau der nekrotischen Zellsuspension mit RNase und Benzonase fiihrte zu einer
Verminderung der Zytokin-Produktion in den Wildtyp-Makrophagen. Zusétzlich
konnte die Chemokin-Produktion in Wildtyp-Makrophagen nach Stimulation
nekrotischer Neutrophiler durch TLR3-Antikérper signifikant reduziert werden [167].
Im Vergleich zu den TLR-Liganden induzierten apoptotische Thymozyten eine
relativ geringe IL-6-Antwort in Mesangialzellen. Diese konnte auch nur durch eine
(unphysiologisch) hohe Zahl apoptotischer Zellen erreicht werden. Es kann daher
nicht differenziert werden, ob nun apoptotische oder sekundéir nekrotische Zellen die
Mesangialzellen aktivierten.

Zellen konnen durch unterschiedlichste Mechanismen sterben. Die 2 Haupttypen des
Zelltodes sind dabei Nekrose und Apoptose. Nekrotischer Zelltod resultiert meist
aus pathologischen Prozessen der Zellschidigung, wie beispielsweise nach Trauma,
Ischdmie oder durch toxische Substanzen. Die Nekrose ist dabei durch das Anschwellen
der Zellen und anschliefendem Verlust der Membranintegritit gekennzeichnet.
Dagegen ist Apoptose ein geplanter Prozess, der normalerweise physiologisch
vorkommt, wie zum Beispiel wihrend Entwicklungsprozessen. Morphologisch sind
apoptotische Zellen durch Zellschrumpfung gekennzeichnet und bewahren initial
ihre Zellintegritdt. Die Immunantwort auf diese zwei Formen des Zelltodes sind
daher verschieden (siche Abbildung 4.2) [168]. Nekrotischer Zelltod stimuliert
eine Immunreaktion, wéahrend hingegen apoptotische Zellen in der Regel keine
Immunantwort hervorrufen. Dies trifft zum Beispiel auf die Entwicklung der T-Zellen
im Thymus zu. Zudem bewahren apoptotische Zellen ihre Membranintegritét
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und setzen nicht wie nekrotische Zellen intrazellulire Molekiile frei. Sie werden
durch residente Makrophagen phagozytiert und somit effizient weggerdumt. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass apoptotische Zellen Makrophagen zu einer IL-10- und
TGF-B-Ausschiittung stimulieren, was zu einer Unterdriickung der Immunreaktion
fithrt [169].

Nach Polly Matzinger ist dieser Unterschied der Immunreaktion auf die zwei Formen
des Zelltods dadurch begriindet, dass nekrotischer Zelltod nur nach unphysiologischen,
d.h. nach pathologischen Situationen auftritt und somit eine Gefahr fiir den
Organismus bedeutet, wihrend apoptotischer Zelltod meist physiologischer Natur ist
und damit keine akute Bedrohung darstellt [122|. Eine schnelle Immunreaktion ist
daher von Bedeutung, wenn sich nekrotischer Zelltod ereignet, um den Organismus
in seiner Integritit zu bewahren. Unter bestimmten Umstdnden kann aber auch
Apoptose zu einem inflammatorischen Prozess fithren. So zeigten Faouzi et al., dass
die systemische Gabe von FAS-Antikérpern zu einer FAS-induzierten Apoptose in der
Leber und einer subsequenten starken Immunantwort fithrte. Diese Immunreaktion
konnte durch Hemmung der Apoptose inhibiert werden [170].

Warum letztlich Apoptose in manchen Féllen zu einer Immunreaktion fiithrt und
in anderen Situationen nicht, bleibt ungeklért. Ein wesentlicher Faktor scheint die
Schnelligkeit und Effizienz der phagozytierenden Zellen zu sein, die apoptotische
Zellen beseite rdumen und so vor einer sekundidren Nekrose bewahren [171]. Ist
die Phagozytose nicht gewihrleistet, werden potentielle intrazellulire Immunstimuli
freigesetzt. Dies konnte unter Umstdnden fiir den Organismus aber auch von
Vorteil sein, wenn Apoptose beispielsweise bei pathologischen Prozessen wie
(Virus-)Infektionen auftritt [172].

Nekrotische Zellkomponenten aktivieren Mesangialzellen via TLR2/MyD88
Glomerulonephritiden gehen héufig mit fokalen glomeruliren Nekrosen einher.
Glomeruldre Mesangialzellen treten somit in Kontakt mit nekrotischem
Zellmaterial. Nekrotischer Zelltod ist durch den Verlust der Membranintegritit
und damit durch die Freisetzung intrazellulirer Bestandteile charakterisiert. In
verschiedenen Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass nekrotische Zellen das
angeborene Immunsystem aktivieren, indem freigesetzte intrazellulire Molekiile
an Pattern-Recognition-Rezeptoren auf Dendritischen Zellen binden und diese
daraufhin zu immunstimulatorischen Zellen reifen [121]. Die Mechanismen wurden
in dieser Arbeit an glomeruldren Mesangialzellen untersucht. In wvitro wurden die
Mesangialzellen mit nekrotischem Zellmaterial verschiedener Zellen stimuliert. Dies
fithrte zu einer starken I1-6- und CXCL9/MIG-Freisetzung der Mesangialzellen. Fiir
CXCL9/MIG wurde in einer kiirzlich erschienenen Veroffentlichung gezeigt, dass es
wesentlich an der Pathogenese einer Immunkomplex-Glomerulonephritis beteiligt ist
[173].

Es wird davon ausgegangen, dass Nekrose mit einem Entziindungszustand in den
Glomeruli vergesellschaftet ist und somit proinflammatorische Zytokine priasent sind.
Ein Dosis-abhingiger synergistischer Effekt der IL-6-Ausschiittung konnte daher
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Abbildung 4.2: Mechanismus der sterilen Inflammation: Unterscheidung zwischen lebenden,
nekrotischen und apoptotischen Zellen. Lebende Zellen beinhalten Danger-Signale, die erst
durch Verlust der Membranintegritat freigesetzt werden und so eine Entziindungsreaktion
auslosen kénnen. Apoptotische Zellen bewahren dagegen ihre Zellintegritit und werden in
der Regel durch Phagozytose abgerdumt. Intrazelluldre Bestandteile werden nicht freigesetzt
und es kommt zu keiner Immunreaktion. Werden die apoptotischen Zellen jedoch nicht schnell
genug phagozytiert, werden sie sekundér nekrotisch und verlieren ihre Membranintegritét.
Dies fiithrt durch Freisetzung endogener Danger-Molekiile zu einer Immunrantwort [168].

durch Vorstimulation mit proinflammatorischen Zytokinen nachgewiesen werden.
Um die TLR-abhingigen Effekte in Mesangialzellen auf nekrotisches Zellmaterial zu
untersuchen, wurden Tlr2-, Trif- und Myd88-defiziente Mesangialzellen mit Medium
nekrotischer Fibroblasten stimuliert. Die in witro-Experimente mit Trif-defizienten
Mesangialzellen zeigten eine partielle Abhangigkeit in der IL-6-Freisetzung, wihrend
die CXCL9/MIG-Aussschiittung nicht unterschiedlich zu den Wildtypzellen war.
Somit ist die Beteiligung des Adaptermolekiils TRIF an der Aktivierung von
Mesangialzellen durch nekrotisches Zellmaterial nicht eindeutig geklért.

Dagegen konnte dhnlich den Stimulationsversuchen mit apoptotischen Thymozyten
eine absolute Abhéngigkeit von TLR2 und MyD88 nachgewiesen werden. Die
gezeigten Daten deuten darauf hin, dass freigesetzte Bestandteile nekrotischer Zellen
glomeruldre Mesangialzellen iiber TLR2/MyD88-abhéngige Signalwege zu einer IL-6-
und MIG-Ausschiittung aktivieren, wihrend die TRIF-abhingige Aktivierung in
Mesangialzellen nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint.

So konnte bereits in einer fritheren Studie gezeigt werden, dass die Stimulation mit
nekrotischen Zellen zu einer NF-xB-Aktivierung via TLR2/MyD88 in Fibroblasten
und Makrophagen fiihrt [128].

Das TLR-Adapterprotein MyD88 wurde in verschiedenen primér nicht-infektitsen
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Krankheitsmodellen als essentiell beschrieben. So sind Myd88-defiziente Miause vor
grofkerem Gewebeschaden beispielsweise bei myokardialer Ischimie geschiitzt [174].
Zudem konnte in wvivo in einem Modell des akuten Nierenversagens nachgewiesen
werden, dass Tlr2-defiziente Méause nach Ischdmie-Reperfusion deutlich weniger
proinflammatorische Zytokine und Chemokine produzierten. Des Weiteren
konnte ein wesentlich geringerer Gewebeschaden der Nieren im Vergleich zu den
Wildtyp-Tieren festgestellt werden [130]. Diese in wvivo-Daten liefern wahrscheinlich
die iiberzeugendsten Hinweise fiir die physiologische Relevanz endogener Liganden im
Rahmen des akuten Gewebeuntergangs.

Die Anzahl der verschiedenen inflammatorischen Trigger aus sterbenden Zellen ist
unbekannt. Eine Reihe potentieller stimulatorischer Molekiile wurde in den letzten
Jahren identifiziert (siehe Einleitung: Endogene Liganden). HMGB1 (high mobility
group box 1) beispielsweise ist ein nukledires Protein und in allen Zellen enthalten. Es
bindet an Chromatin und ist an der Regulation der Gen-Transkription beteiligt. Es
wird passiv aus nekrotischen Zellen freigesetzt, bleibt jedoch wihrend der Apoptose
und auch nach sekundéirer Nekrose apoptotischer Zellen im Nukleus.

In witro Studien zeigten, dass HMGB1 aus nekrotischen Zellen Monozyten
zur  TNF-a-Produktion stimuliert [154]. In einer weiteren Studie wurden
HMGBI1-Antikérper in infarzierten Herzmuskel injiziert, was eine verbesserte
Regeneration zur Folge hatte [175]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
HMGB1-Antikorper die Entziidungsreaktion in der Leber nach Ischdmie-Reperfusion
verminderten [176].

Es ist weiterhin bekannt, dass HMGB1 iiber TLR2- und TLR4-abhéngige Signalwege
zu einer Freisetzung inflammatorischer Zytokine und Chemokine fiithren (siehe
Einleitung). HMGB1 konnte somit als potentieller endogener Stimulus aus
nekrotischen Zellen TLR2/MyD88-abhéngig glomerulidre Mesangialzellen aktivieren.
Ob nun HMGBI allein eine proinflammatorische Aktivitdt aufweist, konnte bislang
noch nicht nachgewiesen werden. Aufgereinigtes HMGBI1-Protein allein konnte nur
eine geringe Immunantwort auslosen [177]. Es wird daher vermutet, dass HMGB1 nur
eine Vermittlerrolle einnimmt, indem es an andere intrazellulire Molekiile, die aus
nekrotischen Zellen freigesetzt wurden, bindet.

Die proinflammatorischen Molekiile aus sterbenden Zellen sind in der Regel keine
biologisch aktiven Immunstimulanzien. Wie stimulieren solche normalerweise
nicht-aktiven Substanzen plotzlich eine Immunreaktion? Eine Hypothese geht
davon aus, dass bestimmte Rezeptoren Molekiile erkennen, die unter normalen
Umsténden in sich selbst verborgen sind [168]. Erst wenn diese hidden-self-Molekiile
in den Extrazellulirraum durch Verlust der Membranintegritit durch nekrotischen
Zelltod freigesetzt werden, stimulieren sie eine Immunantwort. Diese ,sterile®
Immunantwort ist vergleichbar mit der Immunantwort auf extrazelluldre mikrobielle
Pathogene. Tatséchlich ist es so, dass beide Immunreaktionen iiber Toll-like
Rezeptoren vermittelt werden (siehe Abbildung 4.3). Chen et al. konnten 2007
zeigen, dass TIr2/Tlr4-Doppelknockout-Méuse eine reduzierte Immunantwort nach
intraperitonealer Injektion nekrotischer Zellen aufweisen, wihrend in defizienten
Mausen fiir Tlr2 und Tlr4 allein als auch fiir Tlrl, Tlr3, Tlr6, TIr7, TIr9 und TIrll
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keine Verdnderung in der Immunantwort nachweisbar waren [178|. Dies deutet darauf
hin, dass noch weitere Rezeptoren bei der Vermittlung ,steriler* Immunreaktionen
beteiligt sind.

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten liefern somit erstmalig Hinweise, dass freigesetzte
intrazellulire Molekiile aus nekrotischen Zellen potente Immunstimulanzien fiir
Mesangialzellen darstellen und dies fast ausschlieflich iiber TLR2 und MyD88
vermittelt wird. Dies unterstiitzt die These, dass Pathogen-Erkennungsrezeptoren
wie TLR2 auch als so genannte Danger-Rezeptoren fungieren. Intraglomerulére
Lasionen konnten folglich eine lokale Entziindungsreaktion iiber diesen Mechanismus
begiinstigen.

Nonself recognition Hidden-self recognition
HMGB1, HSP,
Microbial ~ Prokaryotic HMGB1, Autologous he?i?);?r?osilriate‘
lipopeptides, DNA LPS, HSP, DNA Gtcg .
etc. ete. hyaluronate :

NFkB IRF3
X v
Cytokine, IFNet, - Cytokine, IFNc, -
chemokines, chemokines,
adhesion molecules, adhesion molecules,
etc. etc.

Abbildung 4.3: Pathogen- und Hidden-self -Erkennung: Toll-like Rezeptoren kénnen sowohl
durch Pathogene als auch durch intrazelluldr versteckte eigene Molekiile eine Immunantwort
auslosen. HMGB1 = high mobility group box 1, HSP = heat shock protein.

4.2.3 Bedeutung der Signaladaptermolekiile TRIF und MyD88
bei der Pathogenese der
Immunkomplex-Glomerulonephritis

In dieser Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass endogene Liganden aus
sterbenden Zellen iiber Rezeptoren des angeborenen Immunsystems eine funktionelle
Relevanz bei der Immunkomplex-Glomerulonephritis haben. Wir gingen davon aus,
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dass die Unterbrechung der Signalweiterleitung TLR-vermittelter Aktivierung einen
verzogerten Krankheitsverlauf der Glomerulonephritis zur Folge habe. Um diese
Annahme zu priifen, wurde das Modell der nephrotoxischen Serumnephritis in Trif-
und Myd88-Knockout-Mausen induziert.

Funktionelle Bedeutung von TRIF bei der Immunkomplex-Glomerulonephritis
Den Ergebnissen zufolge entwickelten die Trif-defizienten Mé&use eine mit den
Wildtyp-Mausen vergleichbare Proteinurie im Verlauf der nephrotoxischen
Serumnephritis. Auch die Serum-Parameter fiir Albumin, Cholesterin, Kreatinin
und Harnstoff-N wiesen keine signifikanten Unterschiede zu den Wildtyp-Tieren
auf. Dies bestétigte auch die FACS-Analyse der renalen Leukozyteninfiltration und
die Histologie. In der Auswertung der Leukozyten- und Makrophageninfiltration
nach Induktion des nephrotoxischen Serums konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den Trif-Knockout und Wildtyp-Mausen nachgewiesen werden. Ebenso
ergab die Auswertung der histologischen Schnitte eine mit den Wildtyp-Tieren
verlgeichbare Induktion der Immunkomplex-Glomerulonephritis. Die gezeigten Daten
konnten somit keine funktionelle Relevanz des TLR-Adapterproteins TRIF bei der
Immunkomplex-Glomerulonephritis nachweisen. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen in wvitro. So konnte die Stimulation mit aufgereinigter Gesamt-RNA
apoptotischer Thymozyten und Mesangialzellen zwar Trif-abhingig glomerulire
Mesangialzellen aktivieren, zeigte aber im Vergleich zu anderen TLR-Liganden nur
einen schwachen Effekt.

Christensen et al. untersuchten im MRL""/#"-SLE-Modell die funktionelle Relevanz
von TLR3 in der Pathogenese des Systemischen Lupus Erythematodes und
der Lupusnephritis. In dieser Studie wurden dazu TIr3-defiziente Miuse mit
MRL"r/r Mzusen riickgekreuzt. Die FErgebnisse zeigten keine wesentlichen
Verdnderungen in der Autoantikdrper-Prokution wund der Progression der
Lupusnephritis [179]. Diese Daten und die in dieser Arbeit prisentierten Ergebnisse
lassen somit vermuten, dass TLR3 und das Signaladapterprotein TRIF keine
Bedeutung in wvivo bei der Entwicklung einer Immunkomplex-Glomerulonephritis
haben.

Dagegen zeigte die Arbeit von Patole et al., dass die Injektionn viraler
Doppelstrang-RNA zu einer Aggravation der Lupusnephritis in MRL#"/""-Mzusen
fiithrte [148|. Dieses Phédnomen kann einerseits durch die Interaktion von dsRNA
mit TLR3 erklirt werden, andererseits wurden unlingst die RNA-Helikasen
entdeckt, welche ebenfalls Doppelstrang-RNA erkennen und eine Immunantwort
TLR-unabhéingig vermitteln konnen. Weitere Studien sind somit notwendig,
um die Rolle von TLR3 und der RNA-Helikasen bei der Pathogenese der
Immunkomplex-Glomerulonephritis zu kléren.

Dagegen konnte in einer kiirzlich erschienenen Publikation von Cavassani et al. die
in vivo-Relevanz von TLR3 als Sensor endogener Molekiile nachgewiesen werden
[167]. In einem experimentellen Modell der septischen Peritonitis und in einem
Darmischimie-Modell konnte jeweils eine TLR3-vermittelte Immunreaktion gezeigt
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werden. In beiden Modellen waren die Mé&use keinen exogenen viralen Stimuli
ausgesetzt. Daher folgerten die Autoren, dass die TLR3-abhingige Erkennung
endogener Molekiile, die durch das Absterben von Zellen freigesetzt werden, in diesen
Virus-unabhéngigen Mausmodellen eine wesentliche Rolle spielt.

Funktionelle Bedeutung von MyD88 bei der Inmunkomplex-Glomerulonephritis
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Myd88-Knockout-Méuse vor der
Ausbildung einer Immunkomplex-Glomerulonephritis geschiitzt waren. Sowohl
klinisch als auch histologisch konnte keine Glomerulonephritis festgestellt werden.
So konnte keine signifikante Proteinurie und Retention von Harnstoff in den
Myd88-Knockout-M#usen nachgewiesen werden. Ebenso zeigten Myd88-defiziente
Tiere ein unauffilliges histologisches Bild, wéihrend die Wildtyp-Méiuse typische
Verénderungen in der Histologie mit deutlicher Sklerosierung und Halbmondbildung
der Glomeruli aufwiesen. Des Weiteren fand sich in der Immunhistochemie als auch in
der FACS-Analyse der Nierenzellen kein Nachweis einer Infiltration von Makrophagen
und T-Lymphoyzten.

Um die immunologischen Komponenten der Pathogenese weiter zu differenzieren,
wurde zunéchst die humorale Immunantwort der M&use untersucht. Im Serum aller
Versuchstiere konnten Antikorper gegen die injizierten Kaninchen-Immunglobuline in
vergleichbaren Mengen nachgewiesen werden. Folglich fiihrte eine Deaktivierung von
MyD88 nicht zu einer Verminderung der humoralen Immunantwort.

Der klinische Unterschied konnte somit in der zelluliren Immunantwort begiindet sein.
Diesen Gedanken unterstiitzte eine signifikant und vergleichbar hohe IFN-v-Sekretion
der mit den Kanichen-IgG reaktivierten Splenozyten von Wildtyp- und Trif-defizienten
Mausen, die jedoch in Myd88-Knockout-Tieren fehlte. Zudem war eine deutliche
Reaktivierung der zytotoxischen T-Zellen ebenfalls nur in den Wildtyp-Mausen
nachweisbar. Myd88-defiziente Mé&use zeigten dagegen keine Reaktivierung der
zelluldren Antwort.

Die klare Rolle der zelluliren Immunantwort im Modell der nephrotoxischen
Serumnephritis zeigte sich im fast vollstdndigen Ausbleiben der Proteinurie als Mafs
einer Nierenschiadigung in T-Zell-defizienten Méausen, wahrend die Induktion der
Erkrankung bei B-Zell-Defizienz weitgehend dem Wildtyp #hnelte [180]. Folglich
wirkte der Schutz vor einer Glomerulonephritis in dem Modell der nephrotoxischen
Serumnephritis bei den Myd88-defizienten Mé&usen sehr wahrscheinlich iiber die
zelluldre Immunantwort.

Schnare et al. konnten keinen Defekt in der Proliferation und Produktion von
Interferon-y und IL-4 Myd88-defizienter T-Zellen nachweisen. Bei der Analyse
der Antigen-spezifischen Immunantwort konnte jedoch gezeigt werden, dass
T-Zellen immunisierter Myd88—defizienter M&Ause kein IFN-y nach Antigengabe
produzierten. Es wird daher vermutet, dass das Antigen-spezifische Priming in
Myd88-Knockout-Méusen fehlerhaft ist. Die Immunisierungslésung enthielt neben
Ovalbumin Complete Freund’s Adjuvant (CFA). CFA enthélt eine Mischung
verschiedener Bestandteile von Mpykobakterien, die von verschiedenen Toll-like
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4.2 Interpretation der Ergebnisse im Vergleich mit der Literatur

Rezeptoren wie TLR2 und TLR4 erkannt werden. Somit ist die fehlerhafte Aktivierung
der adaptiven Immunantwort in Myd88-defizienten Mausen durch die unzureichende
Aktivierung von Toll-like Rezeptoren durch CFA begriindet [181].

Diese Daten deuten folglich darauf hin, dass Myd88-defiziente Tiere resistent
gegeniiber der Induktion der nephrotoxischen Serumnephritis waren, da in diesem
Modell CFA als Praimmunisierungslosung verwendet worden ist.

Dennoch konnte in einer Studie mit Myd88-Knockout-Mausen, die in den
MRL"/%r_Stamm  riickgekreuzt worden sind, nachgewiesen werden, dass MyD88
eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung der Lupusnephritis spielt. So
zeigten Myd88-defiziente MRLW”/%"_Miuse eine verlingerte Uberlebensrate und
zusatzlich eine unauffillige Histologie der Nieren. Es konnten in den Nieren
weder Leukozyteninfiltrate noch glomerulidre Léasionen festgestellt werden. Auch
klinisch zeigten die Myd88-defizienten MRL""/#"-Mzuse im Vergleich zu den
MRL”"/'Pr_Mzusen keine Proteinurie und deutlich reduzierte Serumparameter.
Folglich konnte in dieser Studie eindeutig belegt werden, dass MyD88 an der
Pathogenese der Immunkomplex-Glomerulonephritis in einem SLE-Mausmodell
wesentlich beteiligt ist [182].

Weitere Studien, beispielsweise mit Wildtyp/MyD88-chimeren MAusen, sind somit
notwendig, um die renale Beteiligung von MyD88 bei der experimentellen
Immunkomplex-Glomerulonephritis aufzuklaren.
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APES Ammoniumpersulfat

APC Antigen-présentierende Zelle

BSA Bovines Serum Albumin

CD Cluster of differentiation

cDNA complementary-Desoxyribonukleinsédure
CpG Cytosin-(phosphat)-Guanin-Dinukleotid
DAMP Danger/Damage Associated Molecular Pattern
DC Dendritische Zelle

DEPC Diethyl-Pyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

dsRNA Doublestranded RNA

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraessigsaure
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EGF Epidermal Growth Factor

FACS Fluorescence-activated cell sorter
FCS Fotales Kélberserum

FITC Fluorescein-Isocyanat

GBM Glomerulare Basalmembran

GFR Glomerulare Filtrationsrate

GN Glomerulonephritis

HMGB High Mobility Group Box

ICAM Inter-Cellular Adhesion Molecule
IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

IL-1R Interleukin-1-Rezeptor

IK Immunkomplex

iNOS induzierbare NO Synthase

IPS Interferon-(3-promotor-stimulator
IRAK IL-1R-assoziierte Kinase

IRF IFN Regulatory Factor

ITS Insulin, Transferrin, Selenium

LBP LPS binding protein

LPS Lipopolysaccharid
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MD-2 Myeloid Differentiation Protein 2

MDA Melanoma Differentiation Associated Protein
MIG Monokine Induced by Interferon-v

MIP Macrophage Inflammatory Protein

MACS Magnetic Activated Cell Sorting

MPGN Membranoproliferative Glomerulonephritis
MyD88 Myeloid Differentiation Protein 88

NF Nuclear Factor

NLR NOD-like Rezeptor

NSN Nephrotoxische Serumnephritis

NOD Nucleotide-Binding Oligomerization Domain
oD Optische Dichte

PAMP Pathogen Associated Molecular Pattern
PAS Periodic-acid Schiff

PBS Phosphate-Buffered Saline

PCR Polimerase Chain Reaction

PE Phycoerythrin

PI Propidium-Jodid

p(I:C) Polyriboinosin-Polyribocytidyl-Saure

pMC Primére Mesangialzellen

PRR Pathogen Recognition Receptor/ Pathogen-Erkennungsrezeptor
PS Penicillin/Streptomycin

RIG Retinoic Acid Inducible Protein

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Reverse Transcriptase

SLE Systemischer Lupus Erythematodes

SMA Smooth Muscle Actin

ssRNA single stranded RNA

TIR Toll/IL1-R doméne

TLR Toll-like Rezeptor

TNF Tumor Nekrose Faktor

TRIF TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-/3
VCAM Vascular Cell Adhesion Molecule
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