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1 Einleitung

1.1 Chronisches Nierenversagen

Die Pravalenz des chronischen Nierenversagensnhdéen letzten 10 Jahren stéandig zugenommen
(Abbildung 1). So lag die Zahl der Dialysepatiente®eutschland Ende 2005 bei tiber 63 000 [1].
Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion weigegeniber dem Rest der Bevilkerung eine
zehnfach hohere Morbiditdt und Mortalitdét an HerziKlauf- und Infektionskrankheiten auf
(Abbildung 2) [2]. Somit entsteht ein gesellschelftts Problem mit gewaltigen Dimensionen
verbunden einerseits mit psychosozialer Belastumgj enormer Abnahme der Lebensqualitat fur
Patienten und deren Familien andererseits abermitadrheblichen Kosten. Die jahrlichen Ausgaben
fur die Nierenersatztherapie eines dialysepflignigPatienten liegen bei ca. 45000 Euro.
Kostengunstiger ist die Nierentransplantation n&it0DO Euro jahrlich [3]. Die Wartezeit auf eine
Transplantatniere betragt derzeit jedoch im Durchit 5-7 Jahre [4]. In Deutschland warten ca.
9 000 Dialysepatienten auf eine Nierentransplamatiim Jahr 2006 wurden 2 800 Patienten
transplantiert, das heil3t, es warten dreimal sde vitgatienten auf eine neue Niere wie Organe
vermittelt werden kdnnen (Abbildung 3) [4]. Diedhftiunter anderem dazu, dass pro Jahr 4-5 % der
Patienten auf der Warteliste versterben und sader 4.Patient seine Nierentransplantation gart nich

mehr erleben kann [3].

Dialysepatienten (Pravalenz) Inzidenz
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Abbildung 1: Jahresvergleich: Chronische Nierenertz¢herapie 1995-2005 pro Million Einwohner
(pmp). Pravalenz sowie Inzidenz der DialysepatientenéutSchland nehmen standig zu [1].
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Abbildung 2: Morbiditat infolge Abbildung 3:  Aktive  Warteliste und
kardiovaskularer und infektidser Nierentransplantationen von 1997 bis 200Bie

Erkrankungen. Bei Patienten mit chronischer Zahl der Patienten, die auf eine Niere warten, ist
Niereninsuffizienz ist die Zahl deretwa dreimal so hoch wie die Zahl der
Hospitalisationen infolge Herz- transplantierten Organe [4].
Kreislauferkrankungen oder Infektionen

signifikant héher als bei Patienten mit normaler

Nierenfunktion [2].

Als Ursache fur das terminale Nierenversagen wurd2eutschland 2005 bei 23 % der Patienten eine
diabetische Nephropathie und bei ebenfalls 23 % d@Blomerulonephritis diagnostiziert. Diese
Verteilung andert sich etwas, wenn die Anzahl dedyBepatienten zugrunde gelegt wird. Hier steht
der Diabetes mellitus mit 28 % an erster Stelle. Ameiter Stelle folgt jedoch schon die
Glomerulonephritis mit 19 % (Abbildung 4) [1]. Bathtet man die Indikationen, die im Jahr 2006 fur
eine Nierentransplantation in Deutschland gestelitden, so zeigt sich, dass die Glomerulonephritis
mit 30 % den Grof3teil der Indikationen darstelka zweiter Stelle standen andere Ursachen mit
25 % und an dritter Stelle die diabetische Nephitpanit 13 % (Tabelle 1) [4].

Die gezeigten Daten machen die Notwendigkeit dawEklung geeigneter Therapiemdglichkeiten
zur Erhaltung der Nierenfunktion deutlich. Dabeit izu beachten, dass chronische
Nierenerkrankungen, ungeachtet der Atiologie, eiaknlichen Verlauf aufweisen. Der Verlust der
Nierenfunktion schreitet in der Regel so langsamt, falass eine vermeintlich geringflgige

Verlangsamung der Progredienz zu einer betracktiidinderung der Langzeitprognose fiihrt [5].
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Abbildung 4: Diagnoseverteilung aller bei QUASI-Nie erfassten lebenden Dialysepatienten in
Nierenersatztherapie 200%Jrsachlich fur 28 % des dialysepflichtigen chrohisn Nierenversagens
ist der Diabetes mellitus gefolgt von Glomerulor@jaien mit 19 % [1].
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Tabelle 1: Indikationen fir eine Nierentransplantain in Deutschland 2006 [4]
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1.2 Glomerulonephritis

Als Glomerulonephritiden bezeichnet man eine GrugpeErkrankungen, die durch eine Entziindung
des Filtrierapparates der Niere, den Glomeruliegekeichnet sind. Dabei sind immer beide Nieren
betroffen. Man unterscheidet priméare von sekundaf@lomerulonephritiden. Eine primare
Glomerulonephritis (GN) ist eine Erkrankung, diehsprimar und ausschlief3lich an den Glomeruli
abspielt, eine sekundare Glomerulonephritis tritt @enale Beteiligung bei verschiedenen
Systemerkrankungen (z.B. Kollagenosen und VasHelij, Infektionen, Tumoren oder
medikamentenbedingt auf [6]. Glomerulonephritidgmhen anhand verschiedener Klassifikationen
(klinischer Verlauf, Histologie, Pathogenese) etedewerden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Formen der GlomerulonephritisDie Glomerulonephritiden kdnnen anhand ihrer
klinischen Symptome, anhand histologischer Veramign oder nach ihrer Pathogenese eingeteilt
werden.

Nach ihrem klinischen Verlauf unterscheidet mantakuwon chronischen Glomerulonephritiden.
Akute Glomerulonephritiden sind gekennzeichnet kdussnen pl6tzlichen Krankheitsbeginn mit
Hamaturie, Proteinurie, Odemen und evtl. einem #mawnstieg. Prinzipiell kann jede
Glomerulonephritis in einen chronischen Verlauf rgieden. Oft bleibt dabei die eigentliche
Entziindung unerkannt, es kommt tGber Jahre zum gulagiten Entzindungsprozess der Glomeruli
mit nachfolgender Glomerulosklerose [7]. Wahrend Bleginn der einzelnen Glomerulonephritiden
sehr verschieden sein kann, fiihrt die Antwort aniziéndliche und fibrotische Ereignisse meist zu
einer gemeinsamen Endstrecke von progressivem ridiehaden. Eine Sonderform der akuten
Glomerulonephritis  stellt die rapid progressive Glomerulonephritis dar. Diese seltene
Glomerulonephritis ist ein nephrologischer Notfalnbehandelt kann es innerhalb weniger Monate
zur terminalen Niereninsuffizienz kommen. Darlbérais knnen Glomerulonephritiden klinisch
unterschieden werden und zwar solche, die mit meiskhem Syndrom einhergehen von solchen, die
mit nephritischem Syndrom oder einer asymptomatiscHamaturie einhergehen. Das nephrotische
Syndrom ist gekennzeichnet durch eine groRe Prgiein(>3,5 g/24 h), eine Hypoproteinamie,
Odeme und eine Hyperlipidamie. Beim nephritischgndBom kommt es zu Makrohamaturie, leichter
Proteinurie, arterieller Hypertonie, Odemen undy@iie.

Histologisch lassen sich die Glomerulonephritiden zwei Gruppen einteilen: proliferativ und
nichtproliferativ. Zu den proliferativen Glomerulgphritiden zéhlen die mesangioproliferative

Glomerulonephritis, die membranoproliferative Gloolenephritis, die diffus endokapilléar
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proliferative Glomerulonephritis, die fokal-segm&et Glomerulonephritis sowie die intra-
extrakapillare proliferative Glomerulonephritis. ditproliferative Glomerulonephritiden sind die
minimal changeGlomerulonephritis, die fokal-segmentale Glomesilerose und die membrandse
Glomerulonephritis.

Anhand ihrer Pathogenese lassen sich folgende G@lbomephritiden unterscheiden: die IgA-
Nephropathie, die postinfektibse Glomerulonephritiee Lupusnephritis, die Antibasalmembran-
Nephritis, die HIV-Nephropathie sowie andere vinfisktionsassoziierte Glomerulonephritis,
Glomerulonephritis als Mitbeteiligung bei Vaskuiin oder Glomerulonephritis durch
Podozytendefekte. Diese Erkrankungen fuhren entweédech Bildung von Immunkomplexen oder
Antibasalmembran-Antikorper oder direkt zur gloméaren Schéadigung. Bei der Immunkomplex-
Glomerulonephritis sind es Immunkomplexe, bestehansl einem Antigen und dem zugehdrigen
Antikorper, die sich beim Durchstromen der Nierem Glomerulus ablagern. Sie fihren lokal zur
Aktivierung der Komplementkaskade mit nachfolgendetztiindlicher Reaktion im Glomerulus. Zu
den Immunkomplex-Glomerulonephritiden zahlen die plgnephritis, die postinfektitse

Glomerulonephritis  und die IgA-Nephropathie. Bei r deAntibasalmembran-Antikorper-

Glomerulonephritis dagegen bildet das Immunsystemtodntikbrper gegen die glomeruléare
Basalmembran, die Anlagerung dieser Antikorper ame dBasalmembran |0st eine

Entziindungsreaktion mit Zerstorung der Membran [8lsDiese Erkrankung beféllt haufig Nieren
und Lungen gleichzeitiggoodpasture-Syndron9].

Im Folgenden werden die verschiedenen Glomerulantefgn anhand ihrer histologischen

Klassifikation nédher erlautert.

1.2.1 Proliferative Glomerulonephritiden

Mesangioproliferative Glomerulonephritis

Die klassische mesangioproliferative Glomerulonéjshist die IgA-Nephropathie. Sie ist mit ca.
25 % die weltweit haufigste Form aller Glomerulomefiden; betroffen sind Gberwiegend Manner
zwischen 20 und 40 Jahren. Eine weitere Ursachendsangioproliferativen Glomerulonephritis ist
die Lupusnephritis. Histologisch zeigen sich veRgnie Glomeruli mit einer Vermehrung der
Mesangialzellen sowie einer Verbreiterung der mgisden Matrix. Immunhistologisch finden sich
granulare Ablagerungen von Immunglobulinen und Kiemment im Mesangium und spater in den
Basalmembranen [8]. Bei der IgA-Nephropathie findih in der Immunfluoreszenz mesangiale IgA-
Ablagerungen [10]. Atiologie und Pathogenese dérNgphropathie sind unklar. Vermutet wird eine
vermehrte Bildung von durch Fehlglykosierung stou&li veréandertem IgA in den peripheren

lymphatischen Geweben der Schleimhaute infolge léokanfekte. IgA-Immunkomplexe im
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Mesangium fuhren durch Komplementaktivierung zuerolgenannten Mesangialzellproliferation und
mesangialer Matrixvermehrung. Im Serum finden sagherhohte IgA-Spiegel, zirkulierende IgA-
Immunkomplexe und ein erhdhter Anteil polymerer dgWlekile, die bei manchen Patienten die
Aktivitat eines Rheumafaktors besitzen [11]. Es istht klar, ob Fc-Rezeptoren, welche
Immunglobuline binden kdénnen und die an der Obehtidvon Mesangialzellen exprimiert sind, bei
der Entstehung dieser Erkrankung eine Rolle spielE). Klinisch treten bei der
mesangioproliferativen Glomerulonephritis  haufig neei isolierte Proteinurie und/oder eine
Mikrohdmaturie auf, seltener besteht ein nephroiscSyndrom. Die Diagnose wird oftmals als
Zufallsbefund erhoben. Im Urinsediment finden sikanthozyten oder Erythrozytenzylinder. Sie
kann jahrelang stationar bleiben, andererseits adugch bei anhaltender oder wiederholter
immunologischer Aktivitat fortschreiten. Hierdurélommt es zu glomerularen Sklerosen sowie zu
einer sekundaren interstitiellen Fibrose und Tukafitophie. Das Endstadium ist eine
glomerulonephritische Schrumpfniere mit chronischéi@renversagen. Eine Indikation zur Therapie
mit Kortikosteroiden und Cyclophosphamid liegt Batienten mit nephrotischem Syndrom und rasch
progredienter Glomerulonephritis vor. Bei 25 % Batienten ist die Prognose gut, bei 50 % kommt es
im Verlauf von 10 bis 20 Jahren zur Progression Eirankung, 25 % gehen mit einem raschen
Verlust der Nierenfunktion einher [7]. Die molekida Mechanismen dieser infektgetriggerten
Aktivitat der IgA-Nephritis sind unklar und Gegeastl der vorgelegten Promotionsarbeit. Bei der
IgA-Nephropathie kann es ein bis drei Tage nachemininfekt der oberen Luftwege zu
Flankenschmerzen und zur typischen Makrohdmatuoianken. Die Flankenschmerzen sind als

Kapselschmerz bei Nierenschwellung zu erklaren.

Membranoproliferative (mesangiokapillare) Glomerulonephritis

Bei dieser Glomerulonephritis liegen sowohl mesalegi Proliferationen als auch eine
Basalmembranverbreiterung vor. Es féllt eine Kapiandverdichtung in den Glomeruli auf, die teils
von mesangialer Interposition, teils von abgelagetmmunkomplexen herrihrt. Sie kann in zwei
Subtypen unterteilt werden. Die Typ 1-MPGN wird clurzirkulierende komplementaktivierende
Immunkomplexe verursacht. Sie ist fast immer miektionskrankheiten assoziiert insbesondere mit
der chronischen Hepatitis B und C. Des Weiterehdie bei Sichellzellandmie und Kryoglobulindmie
auf. Immunhistologisch finden sich subendothelialgrob-granulare  Ablagerungen von
Immunglobulinen und C3 subendothelial und mesanBiim Typ 2 fehlen in der Regel zirkulierende
Immunkomplexe; nachweisbar ist aber ein sog. C3witgcher Faktor; im Blut besteht ein Mangel
an Komplement. Immunhistologisch sind dichte inteanbrandse Depotsdénse depositsin der
Basalmembran von Glomeruli und Tubuli nachweisbaB]. [ Insgesamt ist diese

Glomerulonephritisform eher selten. Ublicherweisé@dwsie durch ein nephrotisches Syndrom
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auffallig, 16-30 % jedoch auch durch eine akute iNiéig [10]. Die symptomatische Therapie steht
im Vordergrund. Die Prognose ist unginstig; auchchnaNierentransplantation tritt die

Glomerulonephritis bei 50 % der Patienten wieddr au

Endokapillare Glomerulonephritis

Das am besten bekannte Beispiel fir die endokapitEilomerulonephritis ist die Poststreptokokken-
Glomerulonephritis  [10]. Hierbei handelt es sich uneine sekundar bedingte
Immunkomplexerkrankung, die haufig zwei bis drei &ven nach einer Infektion mit Streptokokken
der Gruppe A auftritt (Pharyngitis, Furunkel). Esnimt zur Ablagerung von zirkulierenden
Immunkomplexen und Komplementfaktoren an der AuBémsler Basalmembran. Die Implantation
von Streptokokken-Antigen in die Basalmembran wdiskutiert. Histologisch sind die Glomeruli
auffallig vergroRert; sie weisen eine globale Sdhwg und Vermehrung der Endothel- und
Mesangiumzellen auf. Die glomerularen Kapillarliohgen sind eingeengt und enthalten neutrophile
Granulozyten. Durch die abgelagerten Immunkompieixd ein akuter Entziindungsprozess in Gang
gesetzt, der zu Mikrohamaturie, nichtselektivert@rurie, Odemen und Hypertonie fihrt (akutes
nephritisches Syndrom). Allgemeinsymptome mit Fieb&bgeschlagenheit, Leistungsverlust und
Gliederschmerzen treten auf. Die Nierenfunktion rkaje nach Verlauf und Schwere des
Krankheitsbildes nicht, voriibergehend oder zunehlimeingeschrankt sein. Bei vorausgegangener
Streptokokkeninfektion und gezielter Antibiotikathpie heilt die Glomerulonephritis nach Tagen
oder Wochen ohne oder mit Residuen aus [7]. WahdtadPoststreptokokken-Glomerulonephritis
seltener geworden ist, nehmen Glomerulonephritirdah Infektionen mit Staphylokokken und gram-
negativen Erregern vor allem bei alteren Mensched lmmunsupprimierten zu. Des Weiteren
kdnnen Meningokokken, Pneumokokken und Viren ebisnéne postinfektiose Glomerulonephritis

auslosen.

1.2.2 Nichtproliferative Glomerulonephritiden

Minimal change-Glomerulonephritis

Die minimal changeGlomerulonephritis ist die haufigste Ursache dephmotischen Syndroms im
Kindes- und Jugendalter. Die Atiologie der Mininaallon ist unklar; vermutet wird ein von T-Zellen
produzierter, zirkulierender Faktor, der die glouaiére Permeabilitdt beeinflusst. Histologisch finde
sich ein Verlust der Podozyten an der glomerul@asalmembran. Die Erkrankung beginnt plétzlich
mit einem nephrotischen Syndrom und geht stets oNiereninsuffizienz einher. Diese

Glomerulonephritis spricht zumeist gut auf eine tikoidtherapie an [7].

10
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Fokal-segmental sklerosierende GlomerulonephritisHokal-segmentale Glomerulosklerose)

Hierbei handelt es sich um eine fokale Glomerulbmgis, die mit segmentalen Hyalinosen und
Sklerosen der Glomeruli einhergeht und eine ausgedeVerschmelzung der Ful3fortsatze aufweist
(durchgehende glomerulare Podozytenkrankheit). Inimstiologisch finden sich neben der Sklerose
diffuse segmentale und mesangiale Ablagerungenig@nIgM und C3-Komplement. Bei etwa 5 %
der Erwachsenen mit Nierenerkrankungen im Endstadfindet sich eine fokal-segmentale
Glomerulosklerose [12]. Die Atiologie ist unklars @ibt eine primare idiopathische Form, eine
sekundare Form bei immunologischen Erkrankungeophdsien und Infektionen (z.B. HIV) und eine
hereditdre Form. Bei der hereditaren Form fuhrenaltionen des ACTN4-Gens, welches fur das
Aktinin-4 codiert, zur Entstehung einer autosomatthant vererbten Form der fokal-segmentalen
Glomerulosklerose [13]. Des Weiteren kdnnen Gentimrtan im NPHS2-Gen zur Entstehung eines
autosomal-rezessiv vererbten steroidresistentehragchen Syndroms fiihren [12]. Die Klinik der
fokal-segmentalen Glomerulosklerose beinhaltet Rlieteinurie und das nephrotische Syndrom; es
kommt regelmafig zum fortschreitenden Verlust dieréhfunktion. Eine gesicherte Therapie gibt es

nicht; eine Therapie mit Kortikosteroiden fiihrt zMarschwinden des nephrotischen Syndroms [7].

Membrantse Glomerulonephritis

Charakteristisch fur diese Glomerulonephritis sitmdmunkomplexablagerungen odén situ
Immunkomplexformationen in der glomeruldaren Basafhiean. Die Ursache fir eine primare
Erkrankung ist nicht bekannt. Als Sekundarerkramkdritt sie bei soliden Tumorerkrankungen,
Infektionen, immunologisch bedingten Systemerkraugian (Lupus erythematodes), bei
Drogeneinnahme und unter Therapie mit bestimmteznéimitteln auf. Die subepithelialen
Ablagerungen zirkulierender oder situ gebildeter Immunkomplexe fiihren durch Neusynthese
Basalmembranmaterial zu einer Basalmembranverbwageohne auffallige Zellproliferation. Die
membrantse Glomerulonephritis verlauft in vier adim Frihstadium kommt es zu subepithelialen
Immundepots. Die  weiteren  Stadien sind durch  zueslt® Neubildung von
Basalmembransubstanzen zunachst zwischen den Inepotsd spater auch an der Aul3enseite mit
Umhdllung der Depots und deutlicher Verbreiterungr dasalmembran gekennzeichnet. Bei
Auflésung der Immundepots entsteht schlie3lich éeenartige Gliederung der Basalmembran; in
einigen Fallen kann es zur Ausheilung mit Ausbilgluginer normalen Basalmembran kommen.
Immunbhistologisch besteht ein klassisches gramsiléubepitheliales Ablagerungsmuster von IgG und
C3 an der AulRenseite der glomerularen BasalmembBiansch zeigt sich diese Glomerulonephritis
durch ein nephrotisches Syndrom oder durch eifeit® Proteinurie. Die Prognose ist abhangig von

der Atiologie der Erkrankung. Bei idiopathische@krulonephritis ist sie hinsichtlich der Heilung
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schlecht; bei der sekundaren Form kann es durchapleeder Grunderkrankung zu einer deutlichen

Verbesserung der Nierenfunktion kommen [8].

1.3 Virusassoziierte Glomerulonephritis

Chronische virale Infektionen, z.B. Hepatitis C, nkén eine de novo Immunkomplex-
Glomerulonephritis auslosen. Haufiger jedoch fluhakate virale Infektionen zur Verschlechterung
vorbestehender glomeruléarer Erkrankungen wie dArNgphropathie. Tabelle 2 zeigt verschiedene
Mechanismen der virusassoziierten Glomerulonegentstehung wie sie vor 15 Jahren gesehen
wurden (= traditionelles Konzept) [14]. Inzwischish ein vollig neues Verstandnis der Entstehung
eines Gewebeschadens entstanden, das die PatHayenerg mit nachfolgender Aktivierung der
Immunitat beinhaltet. Dabei ist zu beachten, dassler akuten Glomerulonephritis die direkte virale
Infektion des Glomerulus zu proliferativen Verandegen und zur Ausschittung von Zytokinen fihrt
[15]. Bei chronischen Formen hingegen fuhrt die sigéierende virale Entzindung zur
kontinuierlichen Antigenstimulation mit nachfolgend  Antikdrperproduktion und
Immunkomplexbildung [16]. Diese lagern sich entwedesangial oder perimembrandés ab.

In Tabelle 3 sind die viralen Infektionen aufgefiihdie zur Entstehung bzw. Verschlechterung
glomeruléarer Erkrankungen beitragen kénnen [14]wisl derzeit diskutiert, ob andere Viren wie
solche, die Gelbfieber, Mumps, Masern, Varizelled tHerpes ausldsen, ebenfalls eine Rolle bei der
Entstehung der Glomerulonephritis spielen [16]. alér Infektionen aktivieren die systemische
antivirale Immunitat Uber verschiedene MediatorsieHe Kapitel 1.5). Dies fuhrt durch verstarkte
Autoantikdrperproduktion, Immunkomplexbildung odgystemische Interferonfreisetzung [17] zur

Sklerose und zum Aufflammen der Glomerulonephntide

Tabelle 2: Mechanismen der virusassoziierten Glomlenephritis [14]
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Tabelle 3: Virale Infektionen, die Nierenerkrankuren hervorrufen/verschlechtern kénnen [14]
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Es wird geschatzt, dass derzeit weltweit 350-40lidien Menschen mit Hepatitis B infiziert sind. In
Endemiegebieten erfolgt die Ubertragung meist kaktid.h. von der infizierten Mutter zum Kind
[16]. Die berichtete Pravalenz der HBV-assoziiefd@phropathie korreliert mit der geographischen
Verteilung der Hepatitis B-Pravalenz [24]. Die digauptformen der mit Hepatitis B-assoziierten
Glomerulonephritis  sind die membrandse Glomerulongp, die mesangiokapillare
Glomerulonephritis und die IgA-Nephropathie [25je[HBV-assoziierte membrandse Nephropathie
manifestiert sich etwas unterschiedlich in Kindema Erwachsenen. Kinder leiden haufig unter einem
nephrotischen Syndrom mit Hamaturie und normalsrldéicht eingeschréankter Nierenfunktion [26].
Bei Erwachsenen findet sich h&aufig eine Proteinusger eine nephrotisches Syndrom. Die
Nierenfunktion kann stark eingeschrankt sein [24].Gegensatz zu Kindern ist die Erkrankung bei
Erwachsenen typischerweise fortschreitend, so ekelien beispielsweise in Hong Kong 29 % der
Patienten mit membrantser Nephropathie ein forgdighmdes Nierenversagen [27]. Bisher wurde
noch kein ideales Therapiekonzept fir die HepaBtiassoziierten Glomerulonephritiden gefunden.
Versucht wird der Einsatz von Lamivudin, pegyliemténterferon und Kortikosteroiden [28]. Die
aktive Hepatitis B-Impfung ist der beste SchutZ[29

Die WHO nimmt an, dass es momentan 170-200 Milliohkepatitis C-Infizierte weltweit gibt. Die
haufigste renale Manifestation der Hepatitis CHiifn ist die mesangiokapillare Glomerulonephritis
Typ I, meist im Zusammenhang mit der gemischterolflgbulinamie [30]. Zwei Griinde werden fur
die extrahepatische Manifestation der Hepatitisn@eaommen. Erstens ist das Hepatitis C-Virus
dafur bekannt, die Immunelimination zu umgehen dadurch zu chronischer Infektion und zur
Akkumulation von Immunkomplexen zu fiuihren. Zweitesimuliert es die Produktion von
monoklonalen Rheumafaktoren, was eine gemischted{opulindmie verursacht [16]. Zwischen 35
und 90 % der Hepatitis C-Infizierten leiden unteemgschter Kryoglobulinamie [31, 32].
Typischerweise treten die mit Hepatitis C-assoreNierenerkrankungen um die funfte oder sechste

Lebensdekade auf. Etwa ein Viertel der Patientelit sich mit einem akuten nephritischen Syndrom
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vor. Uber 80 % der Patienten leiden unter therafigktarer Hypertonie [16]. Der Verlauf der
Erkrankung kann stark variieren. Laut einer itaBehen Studie werden 15 % der Patienten mit
Hepatitis C-assoziierten Nierenerkrankungen diglffsdntig [33]. Die Therapie besteht einerseits aus
der Entfernung der Immunkomplexe durch Plasmapberemid der Unterdriickung der
Immunkomplexneubildung durch Steroide. Anderersaitsrch die Verhinderung der viralen
Replikation durch Interferon und Ribavirin.

Die mit HIV-assoziierten Glomerulonephritiden lasssich in vier Gruppen einteilen. Die erste
Gruppe ist die klassische HIV-assoziierte NephtapatHIVAN) mit dem histologischen Bild der
fokal-segmentalen Glomerulosklerose [34]. Die zeeiGruppe ist eine diffuse proliferativ-
mesangiokapillare oder lupusahnliche Glomeruloniiphmit mesangialen Immunablagerungen [35].
Die dritte Gruppe ist heterogen mit glomeruléaresibéen, deren pathogenetische Mechanismen noch
nicht geklart sind. Zur letzten Gruppe zahlt da¥{dksoziierte thrombotisch hamolytisch-uramische
Syndrom [16]. Von der HIV-assoziierten Nephropasired bis zu 10 % der HIV-Infizierten betroffen.
Die Patienten stellen sich mit einer schweren krote, einem nephrotischen Syndrom und stark
erhohten Kreatininwerten vor. Histologisch zeige dokale Sklerose eine kollabierende Form, die
Kapillarschlingen in den Glomeruli scheinen gesstém und zeigen Epithelzellproliferationen in der
Bowmann-Kapsel. AuRerdem finden sich grof3e, zystistubuli. Die intensive antiretrovirale
Therapie verzogert die Progression [36]. Die sckviRnoteinurie wird meist mit ACE-Hemmern oder

Angiotensin-2-Rezeptorblockern behandelt [28].

1.4 Mesangialzellen

Die Niere besteht aus Nierenrinde und Nierenmarie Rinde enthélt die Glomeruli sowie die
proximalen und distalen Tubuli. Das Mark umfasst Biyramiden mit je 8-10 Papillen pro Niere, die
in die Nierenkelche der ableitenden Harnwege hiagien. Die morphologisch-funktionelle Einheit
der Niere ist das Nephron. Es besteht aus dem miérgerchen (Bowman-Kapsel, Glomerulus und
Mesangium) (Abbildung 6 und 7 [37]) mit zugehérigdrabulus- und Sammelrohrsystem. Diese
werden von interstitiellem Bindegewebe umhdillt, olem die Blutgefalle verlaufen. Die
Filtrationsmembran der Glomeruli ist folgenderma@efgebaut: das Endothel ist gefenstert und lasst
so einen direkten Kontakt des Plasmas mit der Bssabran zu, die Basalmembran bildet die
strukturelle Matrix an der sich Endothel und Podemyanhaften, das auf3en gelegene Epithel
(Podozyten) besitzt zahlreiche Ful3fortsatze, diederi Basalmembran Kontakt haben [8].

Der Raum zwischen den Kapillaren des Glomerulugi wiom Mesangium eingenommen, einem
schmalen Bindegewebsraum, in dem die Mesangiatzdlfbbildung 6) in die sehr faserarme,
extrazellulare Matrix eingebettet sind [38]. Dasddliegium hilft den Kapillarwénden des Glomerulus

dem recht hohen intrakapillaren Druck stand zuelnalB7]. Mesangialzellen besitzen nicht nur eine
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anatomisch zentrale Position im renalen Glomerwosdern auch eine Funktionelle. Sie bieten
strukturelle Unterstitzung fur die Kapillarschlimgereagieren in ihrer Eigenschaft als glatte
Muskelzellen auf vasokonstriktorische (z.B. Angitim I, Vasopressin, Norepinephrin und
Histamin) und vasorelaxierende (erhdhte ErzeugumyoAMP und cGMP) Faktoren, was zur lokalen
Beeinflussung der glomerularen Filtration fihrt,duerzeugen vasoaktive Substanzen, wie Renin,
Prostaglandin und den PlattchenaktivierungsfakéarBerdem sind sie am Auf- und Abbau der
Basalmembran und anderer Biomatrixkomponenten llggteiMesangialzellen sind auch zur
Endozytose von Makromolekilen einschlie3lich Immamblexen fahig; diese wird durch Bindung
an einen spezifischen Rezeptor ausgel6st, wasildurgy des Plattchenaktivierungsfaktors fuhrt. Des
Weiteren sind Mesangialzellen zur Synthese von Kiyem, wie Interleukin-1 und derplatelet-
derived growth factofahig und reagieren auf diese in einer autokri&ise. Das bedeutet, dass die

Mesangialzellen nicht nur die glomerulare Filtrati@ontrollieren kénnen sondern auch bei der

Immunantwort auf lokale, glomerulére Verletzungetelligt sein konnen [39].

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Abbildung 7: PAS-gefarbtes Nierenkdrperchen.

NierenkorperchensRechts unten: strukturelle  Dargestellt ist ein Nierenkdrperchen mit

Komponenten der Blut-Harn-Schranke [37]. Glomerulus, Bowmann-Kapsel und Kapselraum.
Unten sind angeschnittene proximale Tubuli zu
sehen. (VergréRerung 400-fach)
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1.5 Immunsystem

Aufgabe des Immunsystems ist es, die Integritééeindividuums zu bewahren, indem ein Schutz
gegen exogene und endogene Angriffe vermittelt widdzu muss das Immunsystem ,Eigen“ von
.Fremd* unterscheiden und Pathogene effektiv beeggitkdnnen. Eine Immunantwort kann Gber das
angeborene (unspezifische) und das erworbene fspbz) Immunsystem erfolgen, wobei der
Interaktion beider Systeme eine grol3e Rolle zukammt

Wichtige Effektoren des angeborenen Immunsystemd Blakrophagen, neutrophile Granulozyten,
dendritische Zellen und natirliche Killerzellen. eBé sorgen fur die erste Abwehr von
Krankheitserregern und sollen die Entstehung einfiektionsherdes verhindern. Sie sind auch die
Grundlage fir die Auslésung der spezifischen Immutnart.

Die spezifische Immunantwort zeichnet sich durch 8pezifitdit der Pathogenerkennung und das
immunologische Gedéachtnis aus, das einen verstéari@ehutz gegen eine erneute Infektion
gewabhrleistet. Hierbei spielen Lymphozyten die wmdat Rolle. B-Lymphozyten produzieren
Antikorper, die extrazellulare Pathogene bindenl.yimphozyten unterstiitzen andere Zellen (T-
Helferzellen) oder téten infizierte Zellen ab (agixische T-Zellen).

Neben den genannten Zellen sind das Komplemenisysfgtokine, Akute-Phase-Proteine und

Antikorper fur die Immunantwort von grof3er Bedewf#O].

1.5.1 Die angeborene Immunantwort

Das angeborene Immunsystem bildet die erste Statider Abwehr von Krankheitserregern. Dieser
Abwehrmechanismus ist in allen Mehrzellorganismearhanden. Zunachst verhindern die
Kdrperepithelien das Eindringen von Erregern dddudass sie eine chemische, mechanische und
mikrobielle Barriere darstellen. Falls dieser Abwelchanismus versagt, versuchen Phagozyten und
das Komplement die Infektion zu stoppen. Die sajerterfolgreiche Phagozytose ist die
Hauptaufgabe der neutrophilen Granulozyten (Ablign8) [40].

Makrophagen haben zusétzlich zur Phagozytose niecAudgabe der Signalweiterleitung und damit
der Induktion weiterer Reaktionen. Hierfir ist dall-like Rezeptorsignalweg von Bedeutung. Uber
diesen werden sie aktiviert, Chemokine und Zytokieezusetzen; dadurch kommt es zum klassischen
Bild der Entziindungsreaktion, d.h. zur Erweiterlmigaler Blutgefalle (Rotung und Erhitzung), zur
Extravasation von Leukozyten, insbesondere Gragtdoz und zur erhdéhten Durchlassigkeit der
GefalRwand, wodurch sich Flussigkeit und Plasmajm®tevie Komplement am Infektionsherd
anreichern kénnen (Schwellung und Schmerz). Duriesedakute Entzlindung wird neben einer
mdglichen Beseitigung des Erregers auch die Aushrgides Pathogens verhindert (Abbildung 9)
[40].
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Effektormechanismen: Sofortreaktion. Effektormechanismen: induzierte

Epithelien stellen die erste physikalische untechanismen. Aktivierte Toll-like Rezeptoren
chemische Abwehrmaflinahme dar. Dringt deauf phagozytierenden Makrophagen bewirken die
Erreger ins Blut vor, kommt es durch dieAusschittung von Zytokinen, insbesondere TNF-
Aktivierung von Komplement zur Opsonierung und Chemokinen, was zur Endothelaktivierung
und Phagozytose durch Granulozyten und ggind Mobilisierung von weiteren Effektorzellen in
zur Abt6tung des Pathogens. Dringt der Erregedas infizierte  Gewebe  flhrt. Kleine
ins Gewebe ein, kommt es zur Aufnahme dur&lomplementfaktoren sind hier ebenfalls beteiligt.
ortsstandige Makrophagen, die durchMakrophagen-Zytokine stimulieren dann
Phagozytose aktiviert werden und mikrobizideviederum Effektorzellen, um mit den Erregern
Faktoren produzieren, was ggf. zur Vernichtunguf unterschiedlichste Art fertig zu werden.
des Pathogens fluhrt. Gelingt die Beseitigunfnsbesondere TNF-spielt hier eine wesentliche
nicht in der Sofortreaktion, werden weitereRolle [40].

Effektormechanismen induziert [40].

Das angeborene Immunsystem besitzt im Gegensatzmuorbenen Immunsystem keine Spezifitét,
kann aber Eigen von Fremd unterscheiden. Um Krdtgdreeger zu erkennen und die Immunantwort
Zu aktivieren, sind Rezeptoren notig. Diese Rezeptadie generell Pathogene erkennen, bezeichnet
man als Mustererkennungsmolekipatfern recognition receptoyPRR). Sie erkennen und binden
sich regelmafig wiederholende Strukturmuster vokrdtirganismen. Die Strukturen, die gebunden
werden, werden Musterstrukturepathogen associated molecular pattePAMP) genannt. Diese
Strukturen befinden sich idealerweise nur auf M@ und nicht auf Wirtszellen. Die
Musterstrukturen unterscheiden sich innerhalb elllasse von Krankheitserregern nicht, so dass
unterschiedliche Erreger durch eine limitierte Me@g Rezeptoren erkannt werden. Noch nicht ganz
geklart ist die Frage, Uber welchen Mechanismus dageborene Immunsystem zwischen
Musterstrukturen der physiologischen Mikroflora undusterstrukturen pathogener Erreger
unterscheiden kann. Diskutiert wird der Einfluss Bempartimentierung und antiinflammatorischer
Zytokine [40].
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Mustererkennungsmolekile kénnen l6sliche Rezepiateloberflachenrezeptoren und intrazellulare
PRRs sein, um Mikroorganismen in allen intra- umxttazellularen Kompartimenten erkennen zu
kénnen. Abbildung 10 zeigt Beispiele fir Musteremkengsstrukturen der angeborenen und
erworbenen Immunantwort.

Besondere Bedeutung im Verstandnis der angebordemaanantwort kommt der Identifikation von
drei Pathogenerkennungsfamilien zu: den Toll-likez&ptoren, den RIG-like Rezeptoren und den
NOD-like Rezeptoren. Es ist wahrscheinlich, dass dasammenspiel dieser drei Familien die
Koordination der angeborenen Immunantwort entwdd®r synergistische oder Uber kooperative
Wege sicher stellt und somit in der ersten Phase Idfektionsabwehr ein wirkungsvoller

Abwehrmechanismus gewabhrleistet wird [41] (sieheitch 1.6).

Abbildung 10: Mustererkennungsstrukturen der angefemen und erworbenen Immunitates gibt
intra- und extrazellulare Erkennungsmolekile soWwiezeptoren auf der Zelloberflache. Zu den
Rezeptoren der angeborenen Immunitat gehdren uateterem Komplementfaktoren, Toll-like
Rezeptoren, NOD-like Rezeptoren und RIG-&hnlichék&ten. Zum erworbenen Immunsystem
gehoéren Immunglobuline, T- und B-Zellen und MHCjémhistocompatibility complexes).
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Héaufig werden eindringende Pathogene von Antikdrgébbildung 11) gebunden. Dabei entstehen
Immunkomplexe, bestehend aus einem Antikérper (Imgiabulin) und einem Antigen. Es ist schon
seit Langerem bekannt, dass diese Antigen-Antikéimenplexe Uber den Fc-Rezeptor von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten erkarerden, was diese Zellen dazu veranlasst, die
Komplexe zu phagozytieren. Ob die virale RNA diebBamunkomplexe auch direkt Ubgattern
recognition receptoresrkannt werden kann, ist bislang unklar (Abbilddrzy.
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Abbildung 11: Aufbau eines AntikdrpersAntikorper sind y-formige Glykoproteine bestehend a
zwei identischen schweren und zwei identischemtkic Ketten. Innerhalb der Ketten kann man
variable und konstante Regionen unterscheidenvBigblen Doméanen liegen am N-terminalen, die
konstanten Domanen am C-terminalen Ende des Mal¢4R]. Das Fab (fragment antigen binding)-
Fragment ist ein proteolytisches Fragment eines umglobulinmolekils, das aus einer kompletten
leichten Kette, gepaart mit einem Fragment der stbw Kette, das die variable und die erste
konstante Region enthalt, besteht. Das Fab-Fragrkant ein Antigen binden, aber nicht mit Fc-
Rezeptoren interagieren oder Komplement binden(ffagment crystallizable)-Fragmente bestehen
aus den uber Disulfidbriicken verbundenen carboryitealen Regionen der beiden schweren Ketten.
Fc-Regionen mediieren Effektorfunktionen von logic Antikdrpern wie Komplementaktivierung
oder Bindung an Fc-Rezeptoren von Makrophagen [40].
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Abbildung 12: Immunkomplexerkennung Uber Fc-Rezepta und PRRs.Das Fc-Fragment des
Antikérpers von Immunkomplexen kann von Makrophagbar den Fc-Rezeptor auf dessen
Zelloberflache erkannt werden. Ob auch der Antiggter Immunkomplexe Uber pattern recognition
receptors auf der Zelloberflache oder intrazelluikannt werden kann, ist bislang unklar.
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1.5.2 Die erworbene Immunantwort

Das erworbene Immunsystem greift immer dann eimnagie Eliminierung des Erregers durch das
angeborene Immunsystem nicht erfolgreich war. Eiveorbene Immunantwort zeichnet sich durch
Antigenspezifitat aus, das heif3t sie ist die Reaktiuf ein spezifisches Antigen und muss daher eine
enorme Diversitat in den Erkennungsstrukturen aisieve Durch von B-Lymphozyten produzierte
Antikérper werden Krankheitserreger im Extrazelltdéim bekampft (humorale Antwort), durch T-
Zellen intrazellulare Erreger. Je nachdem, in wactiZellkompartimenten sich die Pathogene
aufhalten, werden die abgebauten Antigene mit Hill#g MHC-Molekile an die Oberflache der
infizierten Wirtszelle gebracht. Der Typ von MHCfRid-Komplex bestimmt die Wechselwirkungen
der Wirtszelle mit den verschiedenen T-EffektollZytotoxische T-Zellen (CD8 positiv) erkennen
MHC I-Komplexe und téten die infizierte Zelle ab-Helferzellen (CD4 positiv) sind auf MHC II-
Komplexe spezialisiert und aktivieren den gebundevakrophagen bzw. die B-Zelle. T-Zellen sind
sowohl fur die zellulare als auch fir die humoral#aptive Immunantwort von Bedeutung. Die
erworbene Immunantwort kann aber nicht nur Krarikleeieger beseitigen, sie erzeugt gleichzeitig
durch klonale Selektion eine Population von ausddfizierten Gedéachtniszellen. Dies ermdglicht bei
einer erneuten Infektion eine schnellere und wimkesa Effektorreaktion [40].

Da die erworbene Immunantwort fiir die vorliegendeeit nicht weiter von Bedeutung ist, wird auf

eine néhere Beschreibung verzichtet.

1.6 Erkennung viraler RNA

1.6.1 Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (TLR) haben ihren Namen voreihAhnlichkeit mit den Toll-Proteinen von
Drosophila melanogastetn der Fruchtfliege wurde das erste Mitglied dieBamilie, Toll genannt,
identifiziert [43]. Toll ist verantwortlich fur digorsoventrale Entwicklung der Fruchtfliege undeftpi
eine wichtige Rolle in der Pilzabwehr der erwaclksefrliege [44]. Homolog zu Toll gibt es in
Vertebraten die Toll-like Rezeptoren. Bisher wurd@nTLRs identifiziert, 10 im Menschen (TLR 1-
10) und 12 murine (TLR 1-9 und 11-13), von denamgei homolog sind [45, 46]. Die Toll-like
Rezeptoren 3, 7, 8 und 9 befinden sich endosorealRést ist an der Zelloberflache lokalisiert. Sie
sind essentielle Pathogenerkennungsrezeptorenndebarenen Immunantwort und vermitteln hier
Signale, die u.a. zu einer Entzundungsreaktion efiinrSie unterscheiden sich durch ihre
Ligandenspezifitdt und durch die Notwendigkeit besiter akzessorischer Proteine. Ihre Aktivierung

durch spezifische Liganden fihrt zur Induktion v@enen, deren Produkte (Zytokine, Chemokine,
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Adhasionsmolekiile, NO-Synthase) essentiell fir atigeborene und die erworbene Immunantwort
sind. Tabelle 4 zeigt die bisher bekannten Tob-likezeptoren und ihre Antigene [47].

Toll-like Rezeptoren sind Typ I-Transmembranprateirdie gekennzeichnet sind durch einen
extrazellularen leucinreichen Bereickeuycin-rich repeats LRR) und einen intrazellularen oder
zytoplasmatischen Bereich, der homolog zum Int&itedi-Rezeptor (Toll/ll-1-receptor, TIR) ist [48,
49]. Nach Erkennung ihrer Liganden dimerisierenTi®s und beginnen eine Signalkaskade, die zur
Aktivierung der proinflammatorischen Antwort fihf48]. Die Ligandenbindung induziert zwei
Signalwege, einen MyD88-abhangigen und einen MyD&&8shéngigen. Beide Wege fihren zur
Produktion proinflammatorischer Zytokine und Inggdne [49]. Diese zwei Antworten sind Uber den
selektiven Gebrauch der Adaptormolekile, die durdle TIR-Domane der TLRs nach
Ligandenerkennung und Bindung rekrutiert werdesgaldst.

Bisher wurden vier Adaptormolekile identifiziert:yM88, TIR-assoziiertes Protein (TIRAPJIR
domain-containing adaptor protein inducing IFN{TRIF) und TRIF related adaptor molecules
(TRAM) [50-54]. MyD88 und TIRAP sind verantwortlidiir die Induktion der proinflammatorischen
Gene, TRIF und TRAM fir die Induktion der Interfaso [46]. Abbildung 13 zeigt die Toll-like
Rezeptoren und ihre Signalkaskade mit Adaptorpmetei[47].

A
2=B(%/ 2=B($

Abbildung 13: Toll-ike Rezeptoren, Nod-like Rezemn, RIG-like Helikasen und ihre
Adaptormolekile.Dargestellt sind die verschiedenen Erkennungswégdger RNA. Zum einen die
einzelnen Toll-like Rezeptoren mit ihren Adaptoekilen TRIF, TRAM, TIRAP und MyD88, zum
anderen die RIG-like Helikasen RIG-I und MDAS5 rhiteim mitochondrialen Adaptorprotein IPS-1
und die NOD-like Rezeptoren mit RICK. Uber diegm&kaskaden fiihrt die Erkennung viraler RNA
zur Produktion proinflammatorischer Zytokine ung Tyinterferone [47].
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Tabelle 4: Pathogenassoziierte Molekile und ihrellfiike Rezeptoren [47]
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1.6.2 RIG-like Helikasen

Im Gegensatz zu den Toll-like Rezeptoren, die tsighilich auf dendritischen Zellen exprimiert sind,
kommen die RIG-like Rezeptoren auf vielen Zelltypam und schitzen alle virusinfizierten Zellen
[41, 55]. Sie zahlen wie die Toll-like Rezeptorenden Mustererkennungsmolekiilen der angeborenen
Immunantwort. In die Gruppe der RIG-like Rezeptogaidren dafetinoic acid-inducible gene 1
(RIG-I), dasmelanoma differentiation-associated gen@/®AS5) und dadaboratory of genetics and
physiology 2(LGP2) [56]. Die RIG-like Rezeptoren befinden sicttrazelluldr, erkennen virale
Doppelstrang-RNA und werden durch Interfem-Aktivierung hochreguliert [41]. Nach
Aktivierung erfolgt eine Signalkaskade Uber die @ARomane zu dem CARD-enthaltenden
Adaptorprotein IPS-1IGterferon promoter stimulator )}, auch bekannt als MAVS, VISA oder
Cardif, was in der Aktivierung von IRF-3nferferon regulating factgrund NFkB resultiert und zur
Produktion antiviraler Proteine fuhrt [57]. In Alidhing 14 ist die durch virale RNA ausgeldste
Aktivierung von RIG-I dargestellt [58].
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Abbildung 14: Aktivierung von RIG-I und MDAS durchvirale RNA. RNA wird intrazellular Gber
RIG-I und MDA5 erkannt. Die Aktivierung dieser zwdRNA-Helikasen fihrt zu
Konformationsénderungen, die CARD-abhangige Intéwakn zwischen RIG-I/MDA5 und deren
mitochondrialem Adaptor IPS-1 ermdglichen. Die rfatthende Signalkaskade fiihrt Gber IRF-3, AP-1
und NF«B zur Transkription von Interferonen [58].

1.6.3 Immuneffekte nach Erkennung viraler RNA

Nachdem das angeborene Immunsystem virale RNA (drlike Rezeptoren und RIG-like
Helikasen erkannt hat, sezernieren die aktivieMakrophagen Zytokine. Zytokine sind Proteine, die
eine Rolle als Mediatoren der Immunantwort sowieBntziindungsgeschehen spielen. Es gibt flnf
Hauptgruppen von Zytokinen: Interferone (siehe Kkapil.7), Interleukine (von Leukozyten
produzierte Zytokine; dienen der Kommunikation vbrukozyten und anderen Immunzellen),
Chemokine (chemotaktische Zytokine, veranlasserie@demit entsprechenden Rezeptoren zur
Migration), Tumornekrosefaktoren (von Makrophagerd ur-Zellen produziertes Zytokin, das die
Aktivitat verschiedener Immunzellen regelt; kannliée, Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
die Ausschuttung anderer Zytokine anregen) undrkestimulierende Faktoren (Wachstumsfaktoren
der roten und weil3en Blutkdrperchen). Die freigesetZytokine initiieren die Entziindungsreaktion
mit den KardinalsymptomerRubor, Dolor, Calor und Tumor Dies lockt weitere Zellen, wie
neutrophile Granulozyten und Monozyten, an. Die Maoen differenzieren dann sehr schnell zu
Makrophagen. Makrophagen, die Erreger aufgenommaverh) konnen diese den T-Zellen des
erworbenen Immunsystems prasentieren. Speziaéisiantigenprasentierende Zellen sind jedoch
dendritische Zellen. Die eingewanderten Zellen degeborenen und erworbenen Immunsystems

versuchen dann gemeinsam die Erreger zu bekamp®én [
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Eine Mdglichkeit mit virusbefallenen Zellen umzuegeh ist der programmierte Zelltod (Apoptose).
Dieser wird von Immunzellen aus der Umgebung ingliziim Gegensatz zur Nekrose, wird die
Apoptose von den infizierten Zellen aktiv durchdefliBei der Apoptose kommt es zum Schrumpfen
der Zellen, bei der Nekrose schwellen die Zelleneenwerden Zellorganellen freigesetzt, die dann
von Makrophagen beseitigt werden. Die Apoptose arich bei Lymphozyten selbst ein, wenn diese

nicht mehr gebraucht werden.

1.7 Interferone und ihre Rezeptoren

1957 entdeckten Isaacs und Lindenmann eine Subst@nZellen vor viralen Infektionen schiitzt. Sie
nannten sie Interferon [60]. Interferone (IFN) @&g®ntieren Proteine mit antiviraler Aktivitat, dien
Zellen als Antwort auf verschiedene Stimuli sezemniverden [61-63]. Typ |- und Typ ll-Interferone
waren die ersten entdeckten Zytokine, sie liefeei@e fundamentale Basis um die Funktionen, Wege
und Strukturen anderer Zytokine und ihrer Rezeptareverstehen und wurden als erste therapeutisch
eingesetzt [63-66]. Es gibt zwei Arten von Inteofeen, Typ | und Typ Il, und interferondhnliche
Zytokine. Typ I-Interferone bestehen aus siebersgda: IFNa, IFN-b, IFN-g, IFN-K, IFN-w, IFN-d,
IFN-t. Zu den Typ ll-Interferonen z&hlt nur IRNund zu den interferondhnlichen Zytokinen z&hlen
Limitin, Interleukin-28A, Interleukin-28B und Intieukin-29 [67]. Abbildung 15 zeigt die

Strukturformeln von Interferon-alpha, -beta und mgaa [67]. Es gibt mehrere Isotypen von

Interferon-alpha, jedoch nur einen von Interferetab

Abbildung 15: Struktur von IFN-a2b, IFN-b6 und IFN- . Die Alpha-Helices sind griin dargestellt,
die loops gelb, die'8Helices dunkelblau und dieStrange hellblau [67].
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1.7.1 Typ I-Interferone

Die Expression von Typ I-Interferonen wird als éilauptbestandteil der angeborenen antiviralen
Immunantwort als direkte Antwort auf eine Virusikiien ausgeldst. Eingedrungene Viren werden
von infizierten Nicht-lImmunzellen sowie von Immufiea, wie Makrophagen und dendritischen
Zellen, erkannt. Hierbei spielen Mustererkennunmggkstren, wie Toll-like Rezeptoren [68], RIG-I
und MDA5 [69, 70], eine wichtige Rolle (Abbildung8)l Interferone sind aber auch bei der
erworbenen Immunantwort von Bedeutung. Uber diedBiy von Typ I-Interferonen und
proinflammatorischen Zytokinen kommt es zur sclarekntiviralen Antwort. Die gebildeten Typ I-
Interferone induzieren die Apoptose in virusinfitée Zellen und aktivieren natirliche Killerzellen
und T-Zellen. Typ I-Interferone spielen jedoch niclir eine Rolle in der angeborenen antiviralen
Immunitat sondern aktivieren auch das erworbeneunsystem [71]. Zusatzlich zu den antiviralen
Aufgaben haben sie auch eine Funktion bei der @irekzw. indirekten Tumorsuppression [72]. Im
Menschen sind plasmozytische dendritische Zellem luptsachliche Quelle von Interferan-
wahrend Interferom- von vielen Zellen, einschlieB3lich Fibroblasten,oquziert wird. Typ Il
Interferone sind das Produkt aktivierter T-Zellendunatirlicher Killerzellen nach Erkennung
virusinfizierter Zellen [73]. Beide Interferon-Typeinduzieren in den Zielzellen einen antiviralen
Status, wodurch die Virusreplikation beeintrachtigtd. Die Interferone geben ihr Signal Uber den
Jak-Stat-Signaltransduktionsweg weiter [74]. Dezdpeor fur Typ I-Interferone besteht aus zwei
Ketten, IFNaR1 und IFNaR2c. Der Ligand Interferon-alpha ist ein Monomeas can den Zwei-
Ketten-Komplex bindet [75]. Nach Eintritt von Inferon-alpha in den Komplex, bindet Stat-2 an
IFN-aR2c und rekrutiert Stat-1. Stat-1 und Stat-2 wergbosphoryliert, geldst und in Verbindung

mit p48 in den Zellkern transloziert, wo sie zuldBing antiviraler Gene fiihren (Abbildung 16) [67].

IFN-c:R1

IFN-uR2

Ligand
binding
_—

Tyk2

J

Abbildung 16: Darstellung des Typ I-Interferon Regmrkomplexes.Interferon-alpha wird vom
Rezeptor gebunden, es kommt zur Strukturanderun@eeeptors, was dazu fuhrt, dass Stat-2 an den
Rezeptor bindet (schwarzer Punkt) und Stat-1 reéatutDas phosphorylierte Stat-1 und Stat-2 (rote
Punkte) gelangt in den Zellkern und veranlasst&iidung von Proteinen [67].
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1.7.2 Typ ll-Interferone

Interferon- verwendet die Rezeptorketten IFR1 und IFN-R2 [76]. Der Ligand IFN- ist ein
Dimer, das an beide IFNR1-Ketten, nicht aber direkt an die IFIR2-Ketten bindet. Nach Bindung
phosphorylieren die Jak-Kinasen sich zunachst gegggy anschlieRend phosphorylieren die
aktivierten Jak-Kinasen das Tyrosin 457 jeder IFN-Kette, was zur Rekrutierung von Stat-1
fuhrt. Stat-h bindet an das phosphorylierte Tyrosin 457 jedeN-IR1-Kette, bewegt die
Rezeptorketten auseinander [77] und wird von d&rKiaase phosphoryliert. Das phosphorylierte
Stat-Ja Protein 16st sich von der IFNR1-Kette, bildet einen Transkriptionsfaktor, dedien Zellkern

gebracht wird, um dort die Interferorregulierenden Gene zu aktivieren (Abbildung 17)[6

Tyr4s7

/Recrunmem.

phosphorylation
= 5 e € 79

Abbildung 17: Darstellung des Typ lI-Interferon Reptor-KomplexesDie Bindung von Interferon-

gamma an den Rezeptor fuhrt zur Phosphorylierurge(rPunkte) der Jak-Kinasen, was zur
Rekrutierung von Stat-1 fuhrt. Das phosphoryli&tat-1 wird in den Zellkern gebracht [67].

1.7.3 Signalnetzwerk der Interferoninduktion

Abbildung 18 fasst das Signalnetzwerk der Interiefyp I-Induktion wahrend viraler Infektionen
zusammen [78]. Zunachst werden bestimmte Virusbhdide, z.B. des Influenza-Virus, des
Zytomegalie-Virus (CMV), des HI-Virus, des Herpesdé (HSV), des Sendai-Virus (SeV), des
vesikularen Stomatitis-Virus (VSV), des Newcastliedg (NDV) oder des Maus-Mammatumorvirus
(MMTV) entweder vom extrazellularen bzw. endosomal€oll-like Rezeptorsystem oder vom
zytosolischen RIG-I/MDA5-System erkannt. Anschlis@evird das Signal Gber die Adaptormolekile
TRIF, TRAM, TIRAP oder MyD88 bzw., bei Stimulatiaiber die RIG-&hnlichen Helikasen, tiber das
mitochondriale Adaptormolekil IPS-1 weitergelei@ies fuhrt Gber IRF-Kinasen, wie TBKTANK-
binding kinase )1 und IKK /i (I B kinase /i), zur Phosphorylierung und Aktivierung der
interferonregulierenden Faktoren (IRF)-3 und -7sDxktivierte IRF-3 und -7 translozieren in den

Zellkern und binden dort an die positiv regulierendoméanen (PRD) Il und | des IFNPromoters
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oder an die PRD-&hnlichen Elemente (PRD-LE) des- IFNomoters, was zur Aktivierung der
Gentranskription und somit der Bildung von Inteofea und Interferorb fihrt (Abbildung 18-1).
Die gebildeten Interferone binden daraufhin an tearferonrezeptor der Zielzelle; es kommt zur
Signalweiterleitung Uber den Jak-Stat-SignaltrakBdosweg und anschlieRend einerseits zur
Produktion anderer antiviraler Gene und anderersdier IRF-3 und -7 zur weiteren Produktion von
Interferona und Interferor, welche in einem positivelReedbackMechanismus (rote Pfeile) wieder
an den Interferonrezeptor dieser Zelle binden. Badkommt es Uber die Proteine ISR&té€rferon-
stimulated response elemgnind ISGF3 ifiterferon-stimulated gene facto)) 3ur weiteren Bildung

von Typ I-Interferonen und anderer antiviraler Gedemit wird die Immunantwort deutlich verstarkt
(Abbildung 18-2) [78].

0
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Abbildung 18-1: Viruserkennung Uber das RIG-1/MDABzw. TLR-System und nachfolgende
Interferonproduktion in dendritischen ZellenDie Erkennung eines Virus lauft zum einen Uber das
TLR-System, zum anderen uber die RIG-like Helik&d&nl und MDAS. Nach Viruserkennung wird
eine Signalkaskade Uber Adaptormolekile in Gangtgesvas zur Phosphorylierung und Aktivierung
interferonregulierender Faktoren fiihrt. Diese gaden in den Zellkern und veranlassen dort die
Bildung von Interferonen [78].
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Abbildung 18-2: Reaktion der Zielzelle auf die géteten Interferone.Die gebildeten Interferone
binden an Interferonrezeptoren der Zielzellen, vzas Bildung weiterer Interferone und anderer
antiviraler Proteine fuhrt [78].

NS3/S4A-Protease: schneidet TRIF und IPS-1

V-Protein: inhibiert MDA5 und Stat

A46R-Protein: inhibiert verschiedene TIR-Adaptoren

NS5A, E2: verhindert die Aktivierung von PKR urie-2l

E3L: bindet RNA und verhindert die Aktivierung WRitR und elF-2

K3L: mimt elF-2 und inhibiert seine Funktion

VIFN- / -BP (B16R): bindet und inhibiert Typ I-Interferorf@XR: Protein-Kinase R
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Die hier dargestellten antiviralen Mechanismen ti@gerferonproduktion und der Reaktion auf
Interferonstimulation sind bislang nur an dendehisn Zellen charakterisiert. Ob diese Mechanismen
auch in Nicht-Immunzellen, wie Mesangialzellen, hamden sind, ist derzeit ungeklart. Ebenso
ungeklart ist, ob es in Nicht-Immunzellen den obeschriebenen positivdreedbackMechanismus,

der zur Verstarkung der Immunantwort fahrt, gibt.

1.7.4 Kontinuierliche Interferonproduktion

Wie oben bereits erwéhnt, werden Interferon-alphc beta in grollen Mengen vor allem nach viraler
Infektion gebildet. Es gibt jedoch auch Anzeichén die kontinuierliche geringe Expression dieser
Interferone in Fibroblasten, Splenozyten, Makrogmagnd dendritischen Zellen in Abwesenheit von
Viren oder anderer Interferoninduzierern [79, 80Es gibt Beweise daflr, dass dieses, durch
kontinuierlich exprimierte Interferone ausgelossehwache Signaling wichtig daflr ist, dass die
Zellen effektiv auf Stimulation durch IFN-Interleukin-6 oder Viren reagieren kénnen [81]. 82
Abbildung 19 ist das Modell dieser autokrinen Algiving dargestellt [78].
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Abbildung 19: Hypothetisches Modell der durch stdgds schwaches IFNa/b-Signaling
ausgelosten verstarkten ImmunantwortDieses Modell zeigt, dass bestimmte (alle?) Zellen
kontinuierlich eine geringe Menge IFN produzieremdues dadurch bei viraler Infektion oder bei
Stimulation durch Zytokine zu einer effizientenemiunantwort kommt [78].
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1.8 Ziel der Untersuchungen und Hypothese

Die hier vorgelegte Untersuchung befasst sich rait tholekularen Mechanismen der durch Viren
getriggerten Glomerulonephritiden. Es ist bereitekdmnt, dass akute Infektionen zur
Verschlechterung einer vorbestehenden Glomerulaitepfilhren kdnnen. Dies ist zum Beispiel bei
der Lupusnephritis, der IgA-Nephropathie oder dgraten Vaskulitis der Fall (mesangioproliferative
Glomerulonephritiden). Chronische virale Infektion@.B. Hepatitis C) kénnen sogar eide novo
Glomerulonephritis auslésen. Hierbei handelt els sia eine Immunkomplex-Glomerulonephritis, die
durch die Bildung von Immunkomplexen aus eindrirdgan Antigen und daraufhin gebildetem
Antikorper entsteht. Die Immunkomplexe werden Udben Fc-Teil des Antikorpers erkannt. Ob die
viralen Komponenten dieser Komplexe auch direktaent werden und von welchen Zellen ist
unbekannt. Neben der Bildung von Immunkomplexerelsglie Produktion von Interferonen eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von virusassao&ie Glomerulonephritiden. Die Aktivierung der
systemischen antiviralen Immunitat fihrt zur syssemen Interferonfreisetzung.

Es wird angenommen, dass die meisten Zellen TypeHerone produzieren kénnen, wenn sie viral
infiziert werden. So kann beispielsweise die TLReBmittelte Erkennung viraler dsRNA in den
Inselzellen des Pankreas uber lokale E-froduktion eine autoimmune Inselzellzerstorunddses
[83]. Dahingegen ist unklar, ob lokal produzierteypT I-Interferone zur Entstehung von
virusassoziierten Glomerulonephritiden beitragemnign. Wurde Mausen virale dsRNA injiziert,
gelangte diese zu den glomeruldren Mesangialz¢Bdh Mesangialzellen besitzen als einzigen
nukleinsaurespezifischen Toll-like Rezeptor den 73.Bnd produzieren auf Stimulation durch virale
dsRNA hin Interleukin-6 und CCL2 [84, 85]. Ob diedsffekt Uber den endosomalen TLR-3 oder
Uber zytosolische dsRNA-Rezeptoren ablauft und olsadvigialzellen dberhaupt Interferone

produzieren kdénnen, ist allerdings noch unklar.

Unsere Hypothese ist, dass Mesangialzellen virdA Bowohl TLR-abhangig als auch TLR-
unabhéngig erkennen konnen und dass die virale Ridfaufhin ein angeborenes antivirales
Antwortprogramm, einschlie3lich der Produktion vofyp I-Interferonen, in glomerularen

Mesangialzellen aktiviert.
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2 Material und Methoden

Verwendete Geréte und Materialien
2 100 Bioanalysator

BioRad Semi-Dry Blotting System
ELISA-Reader Tecan, GENios Plus
ELISA-Washer

Entwickler Curix 60

FacsCalibur™

Gel-Kammer (fur PCR)

Lichtmikroskop Leitz Diavert
Lichtmikroskop Leitz DMRBE
Mini-PROTEAN?® Il Electrophoresis Cell
pH meter WTW

Photometer Ultrospec 1000

RNA 6000 LabChip

Schneidgerat

Shandon Citadel™ 2000 Tissue Protector
Spektrophotometer Beckman 5830
Steril Card Hood Class II, Typ A/B3
Sonicater

TagMan ABI prism 7700 sequence detector
Thermomixer 5436

Vortex Genie 2

Waage Mettler PJ 3000

Wasserbad HI 1210

Zellinkubator Type B5060 EC-GO
Zentrifuge Heraeus, Minifuge T
Zentrifuge Heraeus, Sepatech Biofuge A
UNO-II-Cycler (Thermocycler)

UV-Licht

24-well-Platten

6-well-Platten

Analysesiebe aus Stahl (& 50 mm, 45-105 pum)
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Agilent Technologies, Viatthn, D
BioRad, MinchBeutschland
Tecan, Crailsheim, Deutschland
ELx50, BioTek, Bad Friedhshall, D
AGFA, Kdln, Deutdand
BD Bioscience, Heidelbé&gutschland
PegLab Biotechnologieakgden, D
Leica Micrgsteme, Solms, Deutschland
Leica Microggsne, Solms, Deutschland
BioRad, Minchergubschland
WTW GmbH, Weilheim, Deutkoid
Amersham, Freiburgitéadland
Agilent Technologies, Waldtmg D
Jung CM 3000, Leica, Spln
hermo Fisher Scientific, Schwerte, D
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
The Baker Company, Sanford, Maine, US
Branson, Danbury, CT, USA
PE Biosystems, Waeitky€eutschland
Eppendorf, Hamburg, tSehiand
Bender&Hobein AG, Bruchsal, D
Mettler Toled@®(€&in, Deutschland
Leica MicrosystemernSpDeutschland
Heraeus Sepatech, OsterodetsDisland
VWR Intetioaal, Darmstadt, D
BleseSepatech, Osterode, Deutschland
Biometra, Géttingddeutschland

Bachofer Laborgerate, Reutlingen,D

Nunc, Wiesbaden, Dehisnd
Costar Corning, SchipRgk, Holland
riaustrie-Technik, Kassel, D
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Einbettkassetten

Einmal-Kvetten 1,5 ml Plastibrafd
Eppendorfgefalie 1,5 mi

Falcons 15 ml und 50 ml
Immobilon PVDF Transfermembran
Kodak BioMax XAR Film

Kryobox Cryo 1 °C Freezing cont
Kryovials

Multikanalpipette Eppendorf Research
Nadeln BD Microlance 26 G x ¥2
Nunc-Immuno’ 96 Microwell"Plates
Perfusorspritze

Pipettenspitzen 1-1 000 ul Typ Gilon
Pipettenspitzen epT.l.P.S. Standard
Pipetten PipetmdiP

Pipettierhilfe Pipetu&classic
Plastikfilter 70mm
Preseparationsfilter

Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml
Skalpelle No. 20

Spritzen BD Plastipak 1000 pl, 5 ml
Whatman-Papier

Zellkulturschalen 10 cm

Zellschaber 24 cm

2.1 Zellisolation

di-Natriumhydrogenphosphat (M#POy)
Collagenase Type IV 210

Fotales bovines Serum (FCS)
Insulin-Transferrin-Sodium Selenite (ITS)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KIRO,)
Natriumchlorid (NaCl)
Penicillin/Streptomycin (PS) (100x)
RPMI 1640-Medium

neolLab Migge, Heidelberg, Delasch
Brand, Giel3en, Deutschland
TPP, Trasadin§ehweiz
BD, Heidelbdygutschland
Millipogshwalbach/Ts., Deutschland
Sigma Aldrich, D&ishofen, Deutschland
NalgeneRbchester, NY, USA
Alpha Laboratories, Eastlei@yK
Eploef AG, Hamburg, Deutschland
BD, Heidelberg, Behiiand
Nunc, Wiesbaden, Deutschla
Fresenius Kabi, BadhHorg, D
Peske, Aindling-Arnhofen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Gilson, Middleton, WI, USA
Hirschmdraborgerate, Eberstadt, D
BD, Heidelberg, Deutschland
Milteny Biotec,rgisch-Gladbach, D
Falcof/BD, Heidelberg, Deutschland
Feather Safety Razor Co., Japan
BD, Heidetipdbeutschland
Millipore, Schwalbach/Ts., Deltand
TPP, Trasadingahweiz

TPP, Trasadingen, Schweiz

Merck, Darmstadt, Deutschland
Worthington Biochemical, Lakewood, NY
Biochrom R&]in, Deutschland
odRe-Diagnostics, Mannheim, D
Merck, Darmstadt, Deutschth
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutseid
PAAloratories GmbH, Colbe, D

Invitrogen, Karlsrulizeutschland
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10 x PBS 80,0 g NaCl; 11,6 g NHPO;,; 2,0 g KHPO,; 2,0 g KCI geldst in 1 | doppelt

deionisiertem Wasser, pH 7

Die Nierenentnahme erfolgte bei sechs bis acht &oelten Wildtyp- bzwTrif-mutanten C57BL/6
Méausen (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) ddiemalpha/beta-Rezeptor-defizienten 129Sv/Ev
Mausen (B&K Universal Group Limited, North HumbetsiHU11 4QE, GroRRbritannien), nachdem
diese durch zervikale Dislokation getttet wordemeng(siehe auch 2.10). Es wurden jeweils vier bis
sechs Mausen unter sterilen Bedingungen die Niemtmommen. Die Nieren wurden in einer
Petrischale mit etwas kaltem RPMI gesammelt. AneBehd wurden Kapsel und Mark entfernt und
die Rinden mit zwei Skalpellen so lange in kleinac8e zerschnitten, bis eine Paste entstand. Diese
wurde mit kaltem, autoklaviertem PBS in einer 50Rslfusorspritze auf das erste Sieb (150 um)
eines aus funf Stahlsieben bestehenden Turmeslga3@iNierenpaste wurde anschlieRend mit dem
Stempel einer 5-ml-Spritze durch das erste Siebligktiund zwischendurch immer wieder mit Druck
mit PBS durchgespiilt. Nach etwa funf Spulvorgangende die Unterseite des 150-um-Siebes auf
das 106-um-Sieb gespiilt. Hier wurde ebenso venfabnel die Paste auf das nachste Sieb (63 um)
gespult. Auf diesem Sieb wurde nur noch finf Mall Briuck durchgespiilt und die Unterseite wieder
auf das darunter liegende Sieb (50 um) abgespiitciDdieses Sieb wurde ebenfalls mit PBS
gespllt. Dann wurde eine neue Perfusorspritze nmBSkaltem RPMI und 10 % FCS geflllt und das
50-um-Sieb von unten in ein 50-ml-Roéhrchen abgésmiieses wurde in die auf 4 °C gekuhlte
Zentrifuge gestellt und ein zweites Rohrchen edisnéauf diese Weise gefullt. Durch das letzte Sieb
(45 pm) wurde ebenfalls funfmal mit PBS gespult wad, was sich auf diesem befand, wiederum
zweimal in ein Rohrchen gespult. Dann wurden diérBiten 7 Minuten lang bei 4 °C mit 4 300
rpm/Minute zentrifugiert.

In der Zellkultur wurde der Uberstand abgesaugt, Il RPMI-Medium resuspendiert und auf ca.
10 ml aufgefillt. Daraufhin wurde diese Ldsung dureinen 70-um-Plastikfilter in ein neues
Roéhrchen gespiilt. Dieser Inhalt wurde durch eir@p®-Preseperationsfilter gespllt. Alle Glomeruli
bleiben in diesem Filter hangen. Der Filter wurdegedreht und der Inhalt mit ca. 20 ml RPMI in ein
neues Roéhrchen gespiilt. Zu diesem wurde 20 ml @wilase 1V-Losung (1 mg/ml) gegeben und das
Ganze 20 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubi®dadurch kommt es zur Andauung der
Glomeruli. Nach der Inkubationszeit wurde nochnYaMinuten bei 4 300 Umdrehungen/Minute und
4 °C zentrifugiert. AnschlieBend der Uberstand ahggt und mit 1-2 ml RPMI resuspendiert. Zuletzt
wurde das Ganze mit RPMI (+ 20 % FCS, 1 % PS u®) Bluf 60 ml aufgefullt und auf finf 6-well-
Platten verteilt (je 2 ml pro well). Die Plattennkan fur 5-6 Tage in den Inkubator (37 °C, 5 %,;O
dann erfolgte der erste Mediumwechsel; dazu wuedeMedium sehr vorsichtig abgesaugt und zwei
Milliliter frisches Medium dazu gegeben. Von nun anfolgte alle zwei bis drei Tage ein

Mediumwechsel. Nach etwa 10 Tagen begann das Aguseachsen von Zellen aus den Glomeruli
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(und aus den Tubulifragmenten, die bei der Isatakiangen blieben) (Abbildung 20). Nach etwa 16-
20 Tagen, wenn die Zellen konfluent waren, konm¢eetlste Passage der Zellen (siehe 2.2) auf eine
bzw. zwei 10 cm-Platten erfolgen. Auch jetzt erfelgin Mediumwechsel alle zwei bis drei Tage.
Unter dem Mikroskop wurden die Stellen, an denemeesn Zellen wuchsen, markiert und
anschlieBend diese Bereiche unter dem Abzug abigekmv. abgesaugt. Waren die Zellen konfluent,
konnten sie im Verhdltnis 1: 2 (in spateren Pagsdgel) weiter passagiert werden. Ab der flnften
Passage konnten die Zellen eingefroren werdengs2e®). AuRerdem erfolgte elmmunostaining
zur Typisierung der Zellen (siehe 2.8). Mesangildnesind Zytokeratin negativ urgmooth muscle
actin positiv. Dementsprechend wurden alle weiteren Mgre nur mit Zytokeratin-negativen und
smooth muscle actipositiven Zellklonen durchgefihrt. Ab der sechdkassage konnte das Medium
auf RPMI mit 10 % FCS und 1 % PS reduziert werden.

ST Y

Abbildung 20: Mesangialzellen in Kultur.Zu sehen sind primare murine Mesangialzellen in
Zellkulturmedium. Links ist ein Glomerulus mit aashsenden Zellen gezeigt, rechts mehrere
spindelférmige, teils konfluierende Zellen. Vergrifhg 20 x

2.2 Zellkultur

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM)
Dulbecco’s PBS (1x)

EDTA (Versen)

Merck, Darmstadt, Deutschland
Invitgen, Karlsruhe, Deutschland
PAA Laboratories & Colbe, D
Biochrom KG, Berlin, Dieahland

Fotales bovines Serum (FBS Superior)
Insulin-Transferrin-Sodium Selenite (ITS)
Penicillin/Streptomycin (PS) (100x)
RPMI 1640-Medium

Trypanblau

Biom KG, Berlin, Deutschland
Roche Diagnostics, Mannheim, D

PAAoratories GmbH, Cdlbe, D
Invitrogen, Karlsrulizeutschland

Sigma AldrictDeisenhofen, Deutschland
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Zellkultivierung und Zellpassage

Die primaren Mesangialzellen wurden unter Standzdttigungen (bei 37 °C im Inkubator mit 5 %
CG,) in RPMI 1640-Medium unter Zusatz von 10 % FCS ir¥d PS (100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin) in Petrischalen mit 10 cm Durchmegsétiviert. Die Zelllinie wurde in DMEM unter
Zusatz von 5 % und 1 % PS kultiviert.

Waren die Zellen zu 100 % konfluent, wurden sie R®®S gewaschen und mit PBS und 1,5 mM
EDTA fur funf bis zehn Minuten im Warmeschrank ibkert; dabei lI6sten sie sich von der Petrischale
ab. AnschlieBend wurde Medium mit FCS hinzu gegeliba Zellsuspension in ein Réhrchen
pipettiert und bei 1 300 Umdrehungen/Minute fur Biiden zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde der Uberstand abgesaugt, die Zellen mit Medizsuspendiert und im Verhaltnis 1: 2 oder 1: 4
auf neue Petrischalen passagiert, bzw. fur Stinamstersuche auf 6-, 12- oder 24-well-Platten

verteilt.

Einfrieren und Auftauen der Zellen

Die Zellen wurden wie bei der Zellpassage mit PB®a@schen und mit PBS plus 1,5 mM EDTA von
der Platte abgelost und zentrifugiert. Nach derti@feigation wurde das Pellet mit 2 ml FCS + 10 %
DMSO resuspendiert. Je ein Milliliter der Suspensiurde in ein Einfriergefald gegeben und in einer
Kryobox fur 48 Stunden bei —80° C gefroren. AnsefRéind im Flussigstickstoff aufbewahrt.

Zum Auftauen wurden die EinfriergefalBe aus dem digssickstoff zunachst 10 Minuten bei
Raumtemperatur stehen gelassen, dann mit 1 ml RPR0 % FCS + PS und ITS resuspendiert, auf
eine 10 cm-Zellkulturschale gegeben und mit 12 redMm aufgefillt. Am nachsten Tag erfolgte ein
Mediumwechsel. Nach einigen Tagen konnte das MediumRPMI + 10 % FCS + PS reduziert

werden.

Zellzahlung

Um die Zellen zu zéhlen, wurde das Pellet nachrifagation mit 1 ml Medium resuspendiert, dann
50m davon mit 50m PBS gemischt. Hieraus wurden wieder d0entnommen und zu 5
Trypanblau gegeben. Diese Mischung wurde in eirfdkainmer pipettiert und die hellen (lebenden)
Zellen von zehn GroRRquadraten meanderformig aubfezEnschlielend wurde die Zellzahl pro
Milliliter mit folgender Formel berechnet: (Gez&hFellen/Anzahl der ausgezéhlten GroRquadrate) *

Verdiinnung * 16= Zellzahl/mi

36



Material und Methoden

Stimulationsexperimente

Lipofectamine™ 2000 Invitrogen, Karlsey Deutschland
Mouse Interferon- PBL Biomedical, Piscataway, NJ, USA
Opti-MEM®I Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Poly I:C Invivogen, Toulouse, Franktei
Polymyxin B Sigma Aldrich, Deisenhof&eutschland
Rat Monoclonal Antibody against Mouse Ifn- PBL, Piscataway, NJ, USA

Rat Monoclonal Antibody against Mouse Ifn- PBL, Piscataway, NJ, USA
Recombinant Murine Interferon- AbD Serotec, Martinsried, Deutschland
Recombinant Murine Interferon- PeproTech INC., London, UK

Tumor Necrosis Factor alpha (Tnf- ImmunoTools GmbH, Friesoythe, D
Ultra Pure E. coli LPS Invivogen, Toulouse, iaaich

Die Stimulationen an den primaren Mesangialzellemden in RPMI mit 5 % FCS durchgefihrt, die
an der Zelllinie in DMEM mit 2,5 % FCS. Bei allerexséuchen waren die Zellen zu 70-80 % konfluent
und hatten, wenn angegeben, 24 Stunden gehungeRMI(Rbzw. DMEM mit 1%
Penicillin/Streptomycin, ohne FCS).

Die primaren Mesangialzellen wurden von Passages620 verwendet. Um den Uberstand fir
ELISAs zu gewinnen wurden 24-well-Platten mit 0,56Medium verwendet, um RNA fir dieal
time RT-PCR zu bekommen, 6-well-Platten mit 2 ml Meditwor der Stimulation wurden die Zellen
eine halbe Stunde mit Polymyxin B inkubiert, um ER&tamination zu vermeiden. Wurde poly I:C
mit Lipofectamin transfektiert, wurde dafir zunédctie gewinschte Menge poly I:C in 8bOpti-
MEM gegeben und gemischt; in einem anderen Eppéyefé3 wurde die 1,5-fache Menge
Lipofectamin ebenfalls in 281 Opti-MEM gemischt. Dann wurde der Inhalt des zemi

Eppendorfgefalies zum Ersten gegeben, alles gemisdtitir 20 Minuten inkubiert.

2.3 ELISA

Unter einem ELISA €nzyme-linked immunosorbent assaygrsteht man ein immunologisches
Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischernr&ation beruht. Mittels ELISA kénnen Proteine,
Viren, Hormone, Toxine oder Pestizide nachgewiegerden. Dazu werden zur Probe spezifische, an
Enzyme gekoppelte Antikdrper gegeben, die an dabznaveisende Antigen binden. Nach Zugabe
eines enzymatischen Substrates kommt es zu einemtbaien Signal, das mit der Menge des
Antigens zunimmt (Abbildung 21). Alle ELISA’s wurddaut Herstellerprotokoll durchgefihrt.
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C . C .

Abbildung 21: Aufbau eines Sandwich-ELISAsDas zu untersuchende Antigen bindet an den
Bindeantikorper. Ein dazu gegebener markierter Ribas-Antikorper bindet ebenfalls an das
Antigen. Nach Substratzugabe kommt es zu einethbaieh Signal.

II-6-ELISA

II-6-ELISA-Kit BD OptEIA BD Biosience, Héelberg, Deutschland
Enthalt: Bindeantikorper Anti-Maus 11-6; Standard rekombinantes Maus Il-6Arbeits-Detektor-
Reagenzbiotinierter Detektions-Antikdrper Anti-Maus IlI-Bh Probenverdiinner 1: 500 gel6st, dazu

das Enzymereagenz (nibrseradish-Peroxidasmarkiertes Streptavidin) im Verhaltnis 1: 250

di-Natriumhydrogenphosphat (M#POy) Merck, Darmstadt, Deutschland
Fotales bovines Serum (FBS Superior) BiochKG, Berlin, Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, Deutschth
Kaliumhydrogenphosphat (KIRO,) Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumcarbonat (N&£Os) Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutseid
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO Merck, Darmstadt, Deutschland
Tween 20 Fluka, Sigma Aldrich, Deiséefeing D

Substratlésung: Tetramethylbenzidin und Hydrogerofd im Verhaltnis 1: 1 (BD Pharming

TMB-Substrate, Heidelberg, Deutschland); Stopplgsi@aN HSO,)

10 x PBS 80,0 g NaCl; 11,6 g NBEPQ;; 2,0 g KHPQO,; 2,0 g KCI geldst in 1 | doppelt
deionisiertem Wasser, pH 7

Beschichtungspuffer 8,4 g NaHCG@ 3,56 g NaCO; geldst in 1 | doppelt deionisiertem Wasser, pH
9,5

Waschpuffer: PBS + 0,05 % FCS

Probenverdiinner: PBS mit 10 % FCS
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Zunachst wurde eine 96-well-Platte mit I@i@vell in Beschichtungspuffer gelostem Bindeantjé@r
(Verhéltnis 1: 250) beschichtet, verschlossen umer Wacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend wurde
dreimal mit 30 pl/well Waschpuffer gewaschen urel liatte mit 200/well Probenverdinneaésay
diluen) geblockt. Nach 1 Stunde Inkubation wurde nochrde¢émal gewaschen und anschlieRend je
100m der Proben, des Standards (Verdunnungsreihe v0A0Ppg/ml bis 7,8 pg/ml) und des
Probenverdiinners als Leerwert aufgetragen, die tePlaterschlossen und 2 Stunden bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Irdtign folgte ein fliinfmaliges Waschen, im
Anschluss daran wurden 180 Arbeits-Detektor-Reagenz aufgetragen und dieté®lateder fir eine
Stunde inkubiert. Danach wurde sieben Mal gewasahére einer Minute Einwirkzeit zwischen den
Waschschritten, anschlieRend T(Bubstratidsung in jedes well gegeben und digd’@ine Deckel
fur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Zum Schluss rde die Reaktion mit 501 Stoppldsung
gestoppt und innerhalb von 15 Minuten die Absorptioei 450 nm mittels ELISA-Lesegerat
gemessen. Als Referenzwert galt die Absorption626i nm. Mit Hilfe der Standardkurve wurde aus

der Absorption der Proteingehalt in pg/ml berechnet

Interferon- -ELISA

Ifn- -ELISA-Kit PBL Biomedical LaboratorieBjscataway, NJ, USA
Enthalt: Waschldésung Standard Maus Interferon-alphaVerdinnungspuffer Antikbrper-Lésung
Antikérper-Konzentrat 1: 1000 verdinnt in Verdungspuffer; HRP-Konjugat-Lésung HRP-
Konjugat-Konzentrat verdiinnt in HRP-Konjugat-Verdén TMB-Substratlosundstopplésung

Zu Beginn wurden je 1061 der Proben, des Standards (Verdinnungsreihe 06rp&/ml bis 12,5
pg/ml) und des Verdunnungspuffers als Leerwertda@ifvorbeschichtete 96-well-Platte gegeben (die
obere und untere Reihe der Platte wurde dabei lssg®, da hier die Leerwerte héher sind) und fir
eine Stunde verschlossen inkubiert. AnschlieRenddeveinmal mit Waschpuffer gewaschen und
100m/well der Antikdrper-Losung aufgetragen. Die Rbatvurde fur 24 Stunden verschlossen im
Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde drdirgawaschen und 10@ der HRP-Konjugat-
Losung in jede Vertiefung gegeben. Nach einer Stuimubation wurde viermal gewaschen und
100m TMB-Substratiésung dazu gegeben. Nach 15 Minuemde die Reaktion mit 106k
Stopplosung beendet, die Absorption bei 450 nm geere und mittels Standardkurve die

Interferonkonzentration berechnet.
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Interferon- -ELISA

Ifn- -ELISA-Kit PBL Biomedical LaboratorieBjscataway, NJ, USA

Enthalt: Waschlosung Standard Maus Interferon-beta;Probenverdinner Antikorper-Losung
Antikorperkonzentrat lotspezifisch verdunnt in Kenirat-VerdunnerHRP-Konjugat-LosungHRP-
Konjugat-Konzentrat lotspezifisch verdinnt in Konizat-Verdiunner; TMB-Substratiésung
Stoppldsung

Zuerst wurden je 100 pl der Proben, des Stand&feisiinnungsreihe von 1 000 bis 15,6 pg/ml) und
des Probenverdunners als Leerwert auf die vorbelsehte Platte aufgetragen und verschlossen fur
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danachdsudreimal mit Waschpuffer gewaschen und
100 pl des zweiten Antikorpers (Antikorperlésungjgegeben. Nach einer Stunde Inkubation wurde
wiederum dreimal gewaschen und im Anschluss die HHBRjugat-Losung aufgetragen. Nach
erneuter einstindiger Inkubation folgte dreimaliygaschen und das Auftragen von 100 pl TMB-
Substratldsung je well. Diese wurde 15 Minuten bikat und dann mit Stopplésung die Farbreaktion

gestoppt und innerhalb von 5 Minuten die Absorptien450 nm mittels ELISA-Lesegerat bestimmt.

Interferon- -ELISA

Ifn- -ELISA-Kit BD Biosience, Heidelberg, Dsahland

Enthalt: Bindeantikorper Anti-Maus Ifn- ; Standard Rekombinantes Maus Ifn- Arbeits-Detektor-
Reagenzbiotinierter Detektions-Antikérper Anti-Maus Ifnim Verhéltnis 1: 250 in Probenverdinner
gel6st, dazu das Enzymereagenz (rotseradish-Peroxidasmarkiertes Streptavidin) im Verhaltnis

1: 250 gegeben

di-Natriumhydrogenphosphat (p4PQy) Merck, Darmstadt, Deutschland
Fotales bovines Serum (FBS Superior) BiochK G, Berlin, Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, Deutschth
Kaliumhydrogenphosphat (KIRO,) Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumcarbonat (N&£Os) Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutiseid
Natriumhydrogencarbonat (NaHGO Merck, Darmstadt, Deutschland
Tween 20 Fluka, Sigma Aldrich, Deisefeino D

Substratlésung: Tetramethylbenzidin und Hydrogero®d im Verhaltnis 1: 1 (BD Pharming
TMB-Substrate, Heidelberg, Deutschland); StopplgsiaN HSO,)
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10 x PBS 80,0 g NaCl; 11,6 g NHPO;,; 2,0 g KHPO,; 2,0 g KCI geldst in 1 | doppelt
deionisiertem Wasser, pH 7

Beschichtungspuffer 8,4 g NaHC@ 3,56 g NaCGO; gel6st in 1 | Wasser, pH 9,5

Waschpuffer: PBS + 0,05 % FCS

Probenverdiinner:  PBS mit 10 % FCS

Zunachst wurde eine 96-well-Platte mit Ifi@Qvell in Beschichtungspuffer geldstem Bindeantpeir
(Verhéltnis 1: 250) beschichtet, verschlossen umer WNacht bei 4 °C inkubiert. Anschlieend wurde
funfmal mit 300 ul/well Waschpuffer gewaschen umel Rllatte mit 2001 Probenverdiinner geblockt.
Nach 1 Stunde Inkubation wurde nochmals funfmal agmlien und anschlielBend je I@0der
Proben, des Standards (Verdunnungsreihe von 1§@d pis 7,8 pg/ml) und des Probenverdiinners
als Leerwert aufgetragen, die Platte verschlosseh 2 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Nach der Inkubation folgte ein funfmafyWaschen, im Anschluss daran wurden 00
des Arbeits-Detektor-Reagenz aufgetragen und digePlieder fur eine Stunde inkubiert. Danach
wurde zehnmal gewaschen, mit je einer Minute Eikmégit zwischen den Waschschritten,
anschlielend wurden 100 Substratlésung in jedes well gegeben und dietédPlaline Deckel fur
30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Zum Schluss wurdé 50 m Stopplosung die Reaktion gestoppt
und innerhalb von 15 Minuten die Absorption bei 450 mittels ELISA-Lesegerat gemessen. Als

Referenzwert galt die Absorption bei 620 nm.

2.4 RNA-Gewinnung und Umschreiben in cDNA

0,IM DTT Invitrogen, Karlsruhe, Deth$and
15ng/ml Linear Acrylamide AmbioDarmstadt, Deutschland
25nM dNTPS dNTP-Set, GE Healthcare, Miunchen
40 UM rNasin Promega, Mannheim, Deutsuthla
5*First Strand Buffer Invitrogen, Kalde, Deutschland
Agarosepulver Invitrogen, Karlsruhe, Deutsobla
-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Delltzad
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) Fluka, Sigaldrich, Deisenhofen, D
DNAse Set Qiagen GmbH, Hilden, Deuimat
(enth@lt DNAse, RDD-Puffer und RNAse freies Wasser)
Hexanucleotide Roche, Mannheim, Dénltstal
Mops Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumacetat (CECOONa) Merck, Darmstadt, Deutschland
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RNA Sample Loading Buffer Sigma Aldridbeisenhofen, Deutschland
RNeasy Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden, idschland
Superscript Il Invitrogen, Karlsrulizgutschland

10 x MOPS-Puffer 20,93 g 200 mM Mops, 3,4g 50 mM Na-Acetat, 10008l M EDTA, gelb6st in
500 ml Wasser, pH 7
Agarose-Gel: 0,75 g Agarose-Pulver + 50 ml Mops-Puffer

Zur RNA-Gewinnung wurde das RNeasy-Kit von Qiagemwendet. Es wurde an einem RNAse-

freien Arbeitsplatz auf Eis gearbeitet. Alle Epperfcbhrchen wurden vorher mit DEPC behandelt.

Zelllyse

Der RLT-Lyse-Puffer wurde im Verhaltnis 100: 1 niitMercaptoethanol gemischt. Das Medium
wurde von den Platten abgesaugt und einmal mit §8&aschen. AnschlieRend wurden 3b@les

Puffer-Gemisches hinzugegeben und mit einem Zellsehdie Vertiefungen kréaftig abgekratzt. Mit
einer Pipette wurde die Flussigkeit einige Male gashugt und wieder in die Vertiefungen
zurickgespuilt, um die Zellen zum Platzen zu bringeann wurde die Ldsung in ein DEPC-

behandeltes Eppendorfrohrchen gegeben und beiG-2ihgefroren.

RNA-Isolation

Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und im Verlglih 1 mit 70 % nicht vergalltem Alkohol
gemischt. Die Mischung wurde anschlieBend auf digdfsdulen gegeben und eine halbe Minute bei
10 000 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Dabei Iblidie RNA auf der Membran hangen. Die
Flassigkeit im unteren Gefald wurde abgegossent detzlen 3501 RW1-Puffer (wascht Ethanol
und Reststoffe aus) darauf gegeben und bei 10 @8@réhungen/Minute 30 Sekunden zentrifugiert.
Wahrenddessen wurde das DNAse-Puffer-Gemisch hetige®azu wurde zunachst das DNAse-
Pulver mit 5501 RNAse-freiem Wasser aufgel6st, anschliel3end géd.0m der DNAse mit 70l
RDD-Puffer gemischt. Nachdem der Uberstand abgegossar, wurden 861 DNAse-Puffer-
Gemisch mittig auf die Saulen gegeben und 20 Mmum&ubiert. Nach der Inkubationszeit wurde
nochmals mit 35 RW1-Puffer gewaschen und wie oben zentrifugianschlieRend die Saulen in
neue GefalRe umgesetzt, 3ARPE-Puffer dazu gegeben und nochmals zentrifugdachdem der
Uberstand abgegossen war, wurden erneutnb@PE-Puffer dazu gegeben und dieses Mal zwei
Minuten bei 10 000 Umdrehungen/Minute zentrifugieahschlieBend der Uberstand abgegossen.

Dann wurden die Saulen zwei Minuten bei 13 000 Whdngen/Minute trocken zentrifugiert.
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Schlief3lich wurden die Saulen in Eppendorfgefalgasetzt und 361 RNAse-freies Wasser mittig
aufgegeben und zwei Minuten bei 10 000 Umdrehumdeute zentrifugiert. Das Wasser |0st die
RNA von der Membran. Diese befindet sich nach Zfmgation im Eppendorfgefald und kann bei

-80° C aufbewahrt werden.

Messen der optischen Dichte

Im Anschluss an die RNA-Isolation wurde die optesdbichte gemessen, um den RNA-Gehalt zu
bestimmen. Dazu wurden die Proben zunachst 1: 6&NAse-freiem Wasser verdinntrfProbe +
98 m Wasser). AnschlieRend die 16D Probe in die Kivette gegeben und die Werte fib 2@,
280 nm und das Verhdltnis abgelesen. Die Werte &@ndertbar bei einem Verhaltnis zwischen 1,7

und 2,2. Darunter liegt eine Proteinkontamination dariiber eine DNA-Kontamination.

Gel-Elektrophorese

Die Gel-Elektrophorese wurde gemacht, um die Rdinter isolierten RNA zu bestimmen. Dazu
wurden 2m der Probe mit 31 RNA-Ladepuffer gemischt und zehn Minuten bei &7 fm
Thermomixer gemischt.

Danach wurde das Ganze auf das Agarose-Gel aujgettand bei 130 V 20 Minuten laufen gelassen.
AnschlieRend wurden in der Dunkelkammer die Bargismessen. Bei deutlichen Banden liegt keine

Kontamination vor.

Berechnung der RNA-Konzentration

Um die RNA in cDNA umzuschreiben sindng RNA notig. Die Konzentration der RNA, die
gewonnen wurde, lasst sich mit der Formehw/inl) = Extinktion bei 260 nm * Verdinnungsfaktor *
1 optische Dichte (fir RNA 48g/ml) berechnen. Daraus lasst sich mittels Dreisastimmen, in wie

viel m der gewonnenen Losungn® RNA sind.

Umschreiben der mRNA in cDNA

Die Menge der Proben, in dem® RNA sind, wurden in ein neues Eppendorfgefalitpgreund mit
Wasser auf 3@ aufgefillt. Das Ganze zweimal (einmal fir cDNArdueinmal fir cDNA-). Fir den
Mastermix wurden je Prober 5*Puffer, 1m 25mM dNTPS, 21 0,1M DTT, 1m 40 U/ rNasin,
0,5m 15 ny/ml linear Acrylamideund 0,5m Hexanucleotideverwendet. Zuséatzlich fir die cDNA+

1 m reverse Transkriptase (Superscript) und fur d&l&— 1 M RNase freies Wasser. Anschlie3end
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wurden 151 Mastermix zu jeder Probe gegeben und die Probedhiermomixer bei 42 °C eine
Stunde gemischt. Die cDNA wurde bei —20° C aufbetvah

2.5 Real timeRT-PCR (TagMan)

Die real time RT-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fir Nukéguren, die gleichzeitig eine
Quantifizierung wahrend eines PCR-Zykluses zuldsst. die Quantifizierung wird zu den Proben
zusatzlich zumForward- und ReversePrimer eine Sonde gegeben, die an ihrem 5° Endenei
Quenche(TAMRA), am 3‘ Ende einen Reporter-FluoreszenzfeortigVIC, FAM oder TET) enthalt.

&Pﬁ-::"rmmm #P

# el P

Durch Erhitzen wird der Doppelstrang zunachst aaggien und Primer und Sonde lagern sich am

komplementéaren Strang an.
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Wenn die TagPolymerase, die gleichzeitig Exonuldaksvitat besitzt, am Strang entlang wandert

und die einzelnen Nukleotide verbindet, spaltetsich die Sonde ab.
A: ( " 2R " +S 1
#P - ep 4P
#P "
B_( #P @, ( o
#P L &P up &P

Dadurch entfernen sicQuencherund Reporter voneinander, d@uencherkann die Fluoreszenz des

Reporters nicht mehr unterdriickequénching und eine steigende Reporterfluoreszenz kann

gemessen werden.
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Die gemessene Fluoreszenz am Ende jeden Zyklussgrieht dabei der Menge des amplifizierten
Produkts. Entscheidend hierbei ist ddmreshold-Zyklusdas ist derjenige Zyklus, bei dem sich die
gemessene Fluoreszenz zum ersten Mal deutlich vortedgrundrauschen unterscheidet. Je mehr
cDNA (in Folge von viel mRNA) fur eine bestimmtedsenz vorhanden ist, desto friher steigt die
Fluoreszenz an. Am Ende wird die Anzahl der Zykleliie noétig sind, um eine signifikante

Fluoreszenz zu messen, bestimmt. Je weniger Zyidag sind, desto mehr mRNA ist vorhanden.

18S rRNA (pre-developed TagMan Assay Reagents) iéppBiosystems, Darmstadt, D

EDTA Merck, Darmstadt, Deutschland
GAPDH (pre-developed TagMan Assay Reagents) AgpBgosystems, Darmstadt, D
TagMan PCR-Master-Mix Roche, Mannhdirautschland

(enthalt AmpliTagq GolDNA Polymerase, AmpEra8gNG, dNTPs mit dUTP, passive
Referenz, Puffer)
Tris (Trihydroxymethylaminomethan)-HCI Merck, Dastadt, Deutschland

TE-Puffer 10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA

Verwendete Primer (murin)

[I-6 AssaylD Mm00446190 _m1 FAM5-AAATGAGAAAAGAGTTGGCAATGG-3’
Mx-1 AssaylD Mm00487796_m1 FAM 5-TGTACTGCTAAGTCCAMTTAAAG-3’
Ifn-  AssaylD Mm00439546_s1 FAM 5-TCCACGCTGCGTTCCTGCTGIGCTT-3'
Ifn- AssaylD Mm00801778_m1 FAM 5-CTATTTTAACTCAAGTGGCAAGAT -3’
Ips-1/Visa AssaylDMmM00523168 m1 FAM 5-AGTGACCAGGAGACTGCGGGCTT-3
Mda5 AssaylD Mm00459183 m1l FAM 5'-GACACCAGAGAAAATCATTTAAAG-3’
Rig-I AssaylD Mm00554529_m1 FAM 5'-CCAAACCAGAGGCCGGAAGAGGCA-3
TIr-3 Accession Number AF355152 FAM 5-CACTTAAAGAGQ CTCCC-3’

Tlr-7 Accession Number AY035889 FAM 5 -CCAAGAAAATATTTTAATAAC -3
Ifn-Rezeptor 1 Assay ID Mm00439544 ml

Verwendete Primer (human)

IFN- FAM 5-CAG ACA TGA CTT TGG ATT TCC CCA GG-3
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Zunachst wurden die cDNAplus- und die cDNAminusde&m im Verhdltnis 1: 10 mit TE-Puffer
gemischt (51 Probe + 451 TE-Puffer). Dann wurde der Mix fur das Ziel-Gerrgestellt. Dazu
wurden je Probe 10 pl Tag-Mix, 1 pl des jeweiligenimers (enthalForward- und ReversePrimer
sowie die Sonde), und 7 ul Wasser gemischt. Ars@bhd wurden 18 ul davon in ein
Eppendorfgefald gegeben und 2,2 pl der cDNA RT+ugefigt. AlsHousekeepefReferenz-Gen)
wurde 18S rRNA verwendet. Dazu wurden je Prob@llDag-Mix, 1 pl 18s rRNA und 7 pl Wasser
gemischt und je 20 ul davon plus 2,2 ul der cDNA+RT ein Eppendorfgefall gegeben und gemischt.
AnschlieBend wurde in jede Vertiefung der 96-wdditle 20 pl des Ziel-Gen-Mixes und des
Housekeeperigweils in Duplikaten aufgetragen. Fur die cDNA-RWurde zunéchst 20 pl des rRNA-
Mixes auf die Platte gegeben, anschlieRend 2,2qul adDNA RTminus-Probe dazu gefiigt (in
Unikaten). Dann wurde die Platte mit Folie gut ebtessen und in den TagMan Abi Prism gegeben.
Dort lief diereal timeRT-PCR fur 1 Stunde 48 Minuten ab. Dabei erfolgeatste Inkubation fur 2
Minuten bei 50 °C, anschlieBend fir 10 Minuten 88i°C. Danach wurde die DNA wahrend 40
Zyklen, die jeweils 15 Sekunden bei 95 °C und 1Wiknbei 60 °C beinhalteten, vervielfaltigt. Fir die
Auswertung wurde zunachst die cDNA RT- betrachMédren diese Werte mehr als 5 verschieden von
der cDNA RT+, lag keine DNA-Kontamination vor undedwWerte konnten verwendet werden.
Danach wurde fiir jede Probe déousekeepevon dem Wert des Ziel-Gens abgezogen. Wurde dieser

Wert noch mit 2 berechnet, kam man auf das Ergebnis.

2.6 Proliferationsassay

CellTiter 96°AQ.eouOne Solution Cell Proliferation Assay Promega, Naim, D

Der Proliferationsassay dient dazu, die Zellprofifon auf bestimmte Stimuli hin zu bestimmen.
Zunachst wurde die daflr am besten geeignete Hélbestimmt. Hierfir wurden die Zellen gezahit
(siehe 2.2), anschlielRend Zellkonzentrationen v0@ @0 Zellen/ml bis 3 125 Zellen/ml auf je 8
wells einer 96-well-Platte in RPMI + 1 % FCS gegebeusatzlich in 8 wells nur Medium als

Leerwert. Nach 48 Stunden erfolgte ein Mediumwelchidach weiteren 44 Stunden wurden je well
20m der One Stop Solutiohinzugegeben und nach 3 Stunden die Absorptiod®2inm gemessen.

Die Zellzahl, die sich im aufsteigenden Teil demibefand, wurde fir weitere Versuche verwendet.
Fir die Messung der eigentlichen Proliferation veurge 30 000 Zellen/ml auf eine 96-well-Platte mit
RPMI+ 1% FCS + 1 % PS verteilt. Nach 24 Stundemrde das Medium gewechselt und die
Liganden dazu gegeben. Nach 44 Stunden im Inkubatoden je well 201 One Stop Solution

hinzugegeben und nach 2 Stunden die Absorptiod®Znm mittels ELISA-Lesegerat bestimmt und

im Diagramm aufgetragen.
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2.7 Western Blot

Western Blot bedeutet die Ubertragung (das Blotteo) Proteinen von einem Gel auf eine
Tragermembran. Der Name geht auf den Erfinder diettiBg-Technik, Edwin Southern, zurtick, der
1975 den Southern Blot, das Blotten von DNA, ersdrbaschrieben hat.

Zunachst werden hierfur die Proteine mittels Elgiorese auf einem Gel aufgespalten (Abbildung
22). AnschlieRend erfolgt das Blotten dieser Pna&t@iom SDS-Gel auf eine Membran. Dazu werden
die Proteine, die sich auf dem Gel aufgespaltenemalauf eine Transfermembran lbertragen
(Abbildung 23). Auf der Membran kénnen die gesuchBroteine mittels spezifischer Antikérper
markiert und anschlieBend durch Autoradiographid B@ntgenfilme nachgewiesen werden
(Abbildung 24).

Abbildung 22: Aufbau einer Abbildung 23: Schema des Sandwichaufbaus

Elektrophoresekammerlm oberen Teil befindet beim Blotten.Unten befinden sich 5 Lagen in

sich das Trenngel, im Unteren das Laufgel. In didPuffer getrénktes Whatman-Papier, dann folgt
Vertiefungen des Trenngels werden diedie aktivierte Blotting-Membran und das Gel

Proteinproben aufgetragen. Die gesamte Kammemit den Proteinen. Zum Schluss nochmals 5
ist mit einer Pufferldsung geflllt. Wird Strom dazuSchichten feuchtes Whatman-Papier. Wird das
gegeben, beginnen die Proteine von der KathodBlotting-Gerat gestartet, lauft der Strom von

in Richtung der Anode zu laufen. Dabei sindder Kathode (oben) zur Anode (unten).

kleine Proteine schneller als Grol3e und erreicherDadurch werden die Proteine vom Gel auf die
somit das Ende zuerst. Wird der Strom gestoppBlotting-Membran tbertragen.

hat man Banden mit verschieden grofRen

Proteinen.
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Abbildung 24: Nachweis der zu untersuchenden ProeiDer spezifische 1. Antikdrper bindet an
das Zielprotein auf der Membran. Ein an Peroxidagekoppelter 2.Antikdrper bindet an den
1. Antikdrper. Durch Zugabe der Chemilumineszend wunachst der Enhancer aktiviert, dieser
aktiviert Luminol, was zur Belichtung des Rontdends fuhrt. Nach Entwicklung des Films zeigen

sich die entsprechenden Banden auf dem Film

10 % Ammoniumpersulfat (APS)

10 % SDS

2-Buthanol

30 % Acrylamide (Rotiphorese Gel 30)
-Mercaptoethanol

Bio-Rad Protein Assay

Blockierlosung Western Blocking Reagent

Bovines Serum-Albumin (BSA)
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Desoxycholicacid

ECL (Chemilumineszenz)
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EDTA

Eisessig

Glycin
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Proteasen-Inhibitor-Cocktail Complete cR®, Mannheim, Deutschland

Rig-l1 Antibody ProSci Inc., Poway, CBSA

Standard peqGOLD Protein-Marker |l Pegtatlangen, Deutschland
TEMED BioRad, Minchen, Deutschland

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100 Fluka, Sigma Aldrich, Benhofen, D
Tween 20 Fluka, Sigma Aldrich, Deisenhofen, D

RIPA-Lysepuffer 4 ml Triton X-100, 4 g Desoxycholicacid, 2 niDS 20 %, 12 ml 5 M NacCl,
20 ml 1 M Tris, 8 ml 0,5 M EDTA auf 400 ml Wasseifféllen

2 Trenngele (10 %): 7,9 ml Millipore-Wasser; 6,7 ml 30 % Acrylamidemi&ml 1,5 M Tris-HCI
pH 8,8 (36,3 g Tris in 150 ml Wasser, mit HCI atf 8,8; mit Wasser auf 200
ml auffullen); 0,2 ml 10 % SDS; 0,2 ml 10 % APS)@ ml TEMED

2 Sammelgete 5,6 ml Millipore-Wasser; 1,7 ml 30 % Acrylamidiexn2,5 ml 0,5 M Tris-HCI
pH 6,8 (12,1 g Tris in 150 ml Wasser, mit HCI aid 6,8; auf 200 ml mit
Wasser auffillen); 0,1 ml 10 % SDS; 0,1 ml 10 % A@81 ml Temed

2 x Probenpuffer 2,5ml 1,25 M Tris-HCI, pH 6,8; 5,8 ml Glycer@87 %); 1 g SDS; 2,5 ml-
Mercaptoethanol; 5 mg Bromphenolblau; 40 ml MillipaVasser

10 x Elektrophoresepuffed44 g Glycin; 30 g Tris; 30 g SDS in 1 | Wasser

Transferpuffer 17,46 g Tris; 8,79 g Glycin; 11,25 ml SDS 10 &0 ml Methanol; mit
Millipore-Wasser auf 3 Liter auffillen

TBS 24,22 g 200 mM Tris; 80 g 1,37 M NacCl; 1 | Mibre-Wasser; pH 7,6

TBS-T TBS + 0,05 % Tween 20

Ponceau S-Farbeltsun§:g Ponceau S, 10 ml Eisessig, 990 ml Milliporesdés

Gel gielRen

Zunachst wurde die Gelkammer zusammengesetzt,dimrenngel wie angegeben hergestellt. Kurz
vor dem GielRen wurde TEMED hinzugegeben. Das Trdnmgrde bis ca. 2 cm unterhalb des Randes
in die Kammern gegossen, etwas 2-Buthanol daridgelzen, damit das Gel plan abschliel3t und das
Ganze 20 Minuten erstarren gelassen. War das Gegl waurde das Buthanol abgegossen, gut
nachgespilt und getrocknet. Danach wurde das Sajemélergestellt und wieder kurz vor
Verwendung TEMED hinzugegeben. Schlie3lich wurde 8ammelgel in die Gelkammer auf das

Trenngel gegossen, die Kdmme hinein gesteckt uedfalis erstarren gelassen.
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Proteingewinnung

Um die Proteine zu isolieren, wurde zunachst zd RiRA-Puffer 40 ul Proteasen-Inhibitor-Cocktail
gegeben. AnschlieRend das Medium von der 10 crrkudellplatte abgesaugt, zweimal mit PBS
gewaschen und gut abgesaugt. Dann wurden je R2@t@l RIPA-Puffer auf der Platte verteilt und
mit dem Zellschaber die Zellen abgekratzt und mEgppendorfgefald pipettiert, dieses 10 Minuten auf
Eis inkubiert und anschlielend 10 Minuten bei 16 QOmdrehungen/Minute zentrifugiert. Der

Uberstand, in dem sich die Proteine befanden, wiréén neues EppendorfgefaR gegeben.

Proteinmessung und Laden der Proteine

Fir die Proteinmessung wurden zunachst 180 pl defk&d Protein Assay Reagenz A mit 20 pl des
Bio-Rad Protein Assay Reagenz S zusammen pipetfiagchlieRend wurde eine Standardreihe mit
Konzentrationen zwischen 0,5 mg/ml und 6 mg/mlRUBA und BSA hergestellt. Schlie3lich wurden
je 5 ul des Standards, der Proben und des Leesy@tBA-Puffer) in dreifacher Ausfiihrung auf eine
96-well-Platte gegeben und in jedes dieser welisitzlich 25 pl des Protein Assay Gemisches. Zum
Schluss wurden 200 pl des Bio-Rad Protein AssaynBugefligt. Nach 15-minutiger Inkubationszeit
wurde mittels ELISA-Lesegerat die Absorption bed 62n gemessen und mit Hilfe der Standardkurve
die Proteinkonzentration berechnet. Die gewlnsdéhigeinmenge (30 mg) wurde in ein neues
Eppendorfgefald gegeben, mit der halben Menge desifanlen Ladepuffers vermischt und
anschliel3end eine halbe Stunde bei 65 °C im Theirsrrgekocht.

SDS-Page

Zunachst wurde das Gel in die Elektrophoresekanaimgiesetzt, mit Elektrophoresepuffer gefillt und
die Kdimme entfernt. Nachdem die Taschen mit Pujtergespilt worden waren, um Gelreste zu
entfernen, wurde in die erste Tasche jedes GelddBquStandards (Protein-Marker IlI) gegeben. In die
anderen Taschen kamen die Proben. Die Elektrophavesde bei 100 V einlaufen gelassen, bis die
Trennlinie erreicht war und lief schlieZlich beidl8 so lange weiter, bis die Proben den untererdRan
erreicht hatten. Dann wurde der Puffer abgegossehdas Gel auf der kleinen Glasplatte zum

Aquilibrieren in den Transferpuffer gelegt.

Blotting

Die Transfermembran wurde zum Aktivieren kurz inthMaol gelegt und anschlieend in den
Transferpuffer. Die Whatman-Papiere wurden in Stapel je funf Stlick ebenfalls kurz in den

Transferpuffer gelegt. Zum Sandwichaufbau auf dehattiBggerat wurde zunachst ein Stapel
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Whatman-Papier aufgelegt, dann die Transfermemigiamauf das Gel und zum Schluss ein weiterer
Stapel Whatman-Papiere. Das Gerét lief fir ca. Stumde bei 25 V. Nach dem Blotten wurde die
Membran fur etwa 5 Minuten auf dem Taumler in PawncEarbelésung gegeben, um den Standard
sichtbar zu machen. Danach wurde sie kurz in Wagselaschen, getrocknet und die Banden des
Standards markiert, anschliel3end eine Stunde rotkigrlosung auf dem Taumler geblockt und mit
TBS dreimal und mit TBS-T einmal gewaschen. Danndewder erste Antikorper in TBS verdinnt in
ein 50-ml-Réhrchen gegeben, dazu die Membran. Dawz& wurde Gber Nacht auf dem Taumler
inkubiert. Im Anschluss wurde wieder dreimal mit FBind einmal mit TBS-T gewaschen und die
Membran dann fir eine Stunde zu dem zweiten, 10008 Milchpulver verdiinnten, Antikérper

gegeben. Nach der Inkubation erfolgte erneutes késmsand im Anschluss die Entwicklung.

Entwicklung

Fur die Entwicklung wurden je Membran zwei Milldit der Losungen 1 und 2 der Chemilumineszenz
getrennt abgeflllt und in der Dunkelkammer zusammegeben. Der Blot wurde eine Minute im
Dunkeln in der Losung inkubiert, auf Whatman-Paplieicht abgetrocknet, in Frischhaltefolie
eingepackt und eine Minute auf den FilmstreiferegelNach Entwicklung des Filmstreifens wurde

entschieden, ob der Blot langer oder kirzer auf Bémstreifen inkubiert werden muss.

2.8 Zellfarbung

Bovines Serum-Albumin (BSA) Roche, Manmhgbeutschland
Dulbecco’s PBS (1x) PAA Laboratories Ginicolbe, D
Fischgelatine Merck, Darmstadt, Deutsoth

Fotales bovines Serum (FBS Superior) BiochKG, Berlin, Deutschland
Goat Anti-Mouse FITC-Conjugated ImmunolBpériesoythe, Deutschland
Monoclonal Mouse Anti-Human Smooth Muscle Actibako, Hamburg, Deutschland
Mounting Medium with Dapi Vector, Burtjame, CA, USA

Mouse Anti-Cytokeratin 18 Chemicon, TBemla, CA, USA
Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstastyutschland
Sucrose Sigma Aldrich, Deisenhofen,t®ehland
Triton X-100 Fluka, Sigma Aldrich, Benhofen, D

PFA-Fixierpuffer 2 % PFA, 4 % Sucrose in 1 x PBS
0,3 % Triton 150 pl Triton in 50 ml PBS
Blockierlésung 2% FCS, 2 % BSA, 0,2 % Fischgelatine in PBS

51



Material und Methoden

Fur die Zellfarbung wurden zunachst kleine Plattche die Vertiefungen einer 12-well-Platte
gegeben. Auf diese wurde dann vorsichtig die Zsfismsion mit Medium gegeben und die Zellen
wurden so lange im Brutschrank wachsen gelassersidica. 80 % konfluent waren. Dann fand die
Zellfixierung statt. Zunachst wurde dafiir das Mediabgesaugt und etwa ein Milliliter PFA in jedes
well gegeben. Nach finfmindtiger Inkubationszeitrdes das PFA entfernt, dreimal mit PBS
gewaschen und fur 10 Minuten Tritonpuffer aufgetragDieser wurde ebenfalls entfernt und wieder
dreimal mit PBS gewaschen. Schlie3lich wurden dierten Zellen mit PBS bedeckt und in der 12-
well-Platte bei 4 °C aufbewahrt, bis die eigen#icBellfarbung stattfinden konnte. Die Plattchen
wurden dann auf Parafilm in eine dunkle, feuchtenikeer gelegt, mit 150 ul Blockierlésung geblockt
und far 30 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde dilockierlosung abpipettiert und 100 ul des
verdiinnten ersten Antikorpers auf die Plattchenegeg. Nach einstiindiger Inkubation wurde der
Antikdrper entfernt, dreimal fir je drei Minuten mPBS gewaschen und 100 pl des verdinnten
zweiten Antikorpers fur 45 Minuten dazu gegebenciN&ntfernen des zweiten Antikorpers wurde
dreimal fur je drei Minuten mit PBS und dreimal mitasser gewaschen, das Wasser abpipettiert und
das Plattchen vorsichtig getrocknet. Auf einen ®ttjaéger wurde ein Tropfen Einbettmedium
gegeben und die Plattchen mit den Zellen nach uatérdas Einbettmedium gelegt. Anschlie3end
erfolgte die Mikroskopie.

2.9 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACSlubrescence-activated cell sortihgrmdglicht das Zahlen und die
Analyse von physikalischen und molekularen Eigeateh von Partikeln (Zellen,
Kunststoffklgelchen usw.) in einem Flussigkeitssir&ine Hauptanwendung besteht darin, mit Hilfe
von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Proben (Antilgit Rezeptoren, Streptavidin, usw.) bestimmte
Eigenschaften von Zellen oder ZellpopulationenEinkzelzellebene zu dokumentieren. Grundlage ist
die Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit Fluoresztarbstoff-markierten Antikérpern durchgefihrt
wird. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzdgpension durch hydrodynamische Fokussierung
wie an einer Perlenkette an einem gebilndelten &imabl geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet
(Abbildung 25). Bei exakter Anregung der Elektrondes Fluoreszenzfarbstoffes durch den
monochromatischen Laserstrahl werden diese aufhélireres Energieniveau gehoben. Nach dem
Laserpuls fallen die Elektronen unter Abgabe vorerBre (in Form von Photonen) auf ihr
Ursprungsniveau zurick. Die emittierte Photonenkatation, die durch einen Photodetektor
registriert wird, verhalt sich proportional zur Mgnan gebundenen Antikdrpern/Zelle. Zusatzlich
werden durch die Lichtbeugung und -streuung Infoionan Uber die Zellgrofe und die
Binnenstruktur (Granularitat des Zytoplasmas, Grdgés Zellkerns usw.) der Zellen gewonnen
(Abbildung 25) [86].
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Abbildung 25: Aufbau eines FACS-GeratedDie fluoreszenzmarkierten Zellen werden mittels
hydrodynamischer Fokussierung an einem gebundeliaserstrahl vorbeigeleitet. Durch den
Laserstrahl werden die Elektronen des Fluoreszebgtaffes auf ein hOheres Energieniveau gehoben.
Nach dem Laserpuls fallen die Elektronen unter Adlegeon Energie (in Form von Photonen) auf ihr
Ursprungsniveau zuriick und werden anhand ihrer kad sortiert. Die emittierte
Photonenkonzentration verhalt sich proportional Bgnge an gebundenen Antikdrpern/Zelle [86].

Wir fuhrten die Durchflusszytometrie durch, um ddazahl toter Zellen zu bestimmen. Dazu
verwendeten wir die Farbung mit Annexin und PrapidiJodid. Das Antikoagulans Annexin V ist in
der Lage CH-abhangig das Zellmembran-Phospholipid Phosphatdiyl hochaffin zu binden. Diese
Eigenschaft macht man sich bei der durchflusszytosehen Bestimmung des Zelltodes zu Nutze. In
vitalen Zellen ist Phosphatidylserin an der zytssblen Seite der Plasmamembran lokalisiert. Die
Aufrechterhaltung dieser asymmetrischen Verteilarfgrdert Energie in Form von ATP. Im Rahmen
des Zelltodes kommt es zu einer Translokation deesphatidylserins an die AulRenseite der
Plasmamembran. Dies geschieht bereits in der Fasgpties Zelltodes, wahrend der die Zellmembran
noch intakt ist. Mit einer Doppelféarbung der Zell@it Annexin V und Propidium Jodid (PI), das nur
beschadigte Zellmembranen passieren kann und sicBellkern an DNS bindet, ergibt sich die
Maoglichkeit, verschiedene Phasen des Zelltodprezeabzubilden. In einer friihen Phase, in der die
Zellen lediglich Phosphatidylserin an ihrer Obefl& zeigen, jedoch noch eine intakte
Plasmamembran besitzen, strahlen die Zellen auidsder Bindung von Annexin V (und dem daran
gekoppelten Fluoreszein) im FITC-charakteristisch@pektrum. Im Laufe des weiteren
Zelltodprozesses wird die Zellmembran auch fur BicHlassig. Somit strahlen die Zellen bei
Anregung durch Licht der Wellenlange | = 488 nmétakch in einem Bereich zwischen 562 nm und

588 nm. Diese charakteristische Kinetik kann mlfdHier FACS-Analyse nachvollzogen werden.

Ac-IETD-CHO Caspase-Inhibitor Biomol, Haung, Deutschland
Annexin V Binding-Buffer BD, HeidelberBeutschland
Annexin V-FITC BD, Heidelberg, Deutsaht
Dulbecco’s PBS (1x) PAA Laboratories &t Célbe, D
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Maus-Serum Black6 Eigene Gewinnung
Propidium Jodid Staining-Solution BD, Helberg, Deutschland
Ratten-Serum Eigene Gewinnung

Zunéachst wurden die Zellen nach 18-stundiger Satm vorsichtig im Medium von den Platten
abgeschabt und anschlieBend in ein Rohrchen m@pgettNach 3-minltiger Zentrifugation bei
12 000 Umdrehungen/Minute wurde der Uberstand ahggsund das Pellet mit jeweils 120 pl PBS
resuspendiert. In Eppendorfgefalle wurden jewejl$ Mause- und Ratten-Serum sowie 100 ul der
Zellsuspension gegeben und 10 Minuten inkubiertschiieBend wurden die Zellen mit je 5l
Annexin und 5 ul Propidium Jodid gefarbt und furMNibuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. Die
Mediumkontrolle wurde zusatzlich entweder nur mitngxin oder nur mit Propidium Jodid geféarbt.
Nach der Inkubation erfolgte die Zentrifugation @2i000 Umdrehungen/Minute flr 2 Minuten, dann
wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert und Badlet mit 200 ul PBS resuspendiert. Dieser
Schritt wurde wiederholt und anschlieBend wurdehnwds zentrifugiert, abpipettiert und mit 400 pl
Bindepuffer resuspendiert. Diese Suspension wund&ACS-Rohrchen gegeben und auf Eis im
Dunkeln aufbewahrt bis die Durchflusszytometridtdtand. Die FACS-Analyse wurde mittels eines
FACScalibur-Gerates und der CellQuest SoftwareBOrPharming durchgefihrt.

2.10 Tierexperimentelle Methoden

2.10.1 Tierhaltung

Fur die Serumnephritis-Studie wurden maéannliche @38BMause (Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Fir die Isolatiem Mesangialzellen Wildtyp bzvilrif-mutante
C57BL/6 Méause (Charles River, Sulzfeld, Deutschjamder Ifn-alpha/beta-Rezeptor-defiziente
129Sv/Ev Méuse (B&K Universal Group Limited, Noktumberside HU11 4QE, GroRbritannien). Je
maximal 5 Tiere wurden in autoklavierten Macroldng IlI-Kafigen mit Filterdeckel bei einem 12-
stiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus und freiem Zugang™asser und Futter gehalten. Das Futter und
Wasser sowie Stroh und Watte wurden durch Auto&lawvi sterilisiert.

Alle experimentellen Verfahren wurden nach den Ybriften des deutschen Tierschutzgesetzes

durchgefuhrt und waren durch die Regierung von d@rn genehmigt.

2.10.2 Herstellung der Trif -mutanten Mause

Die Trif-mutanten Mause (mit C57BL/6-Hintergrund) wurderden Laboratorien von Bruce Beutler

(La Jolla, San Diego, USA) mittels Keimbahnmuta¢ionhergestellt. Zunachst wurden hierfur
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zuféllige Keimbahnmutationen mit dem alkylierend&gens N-Ethyl-N-Nitrosurea (ENU) induziert.
Die entstandene Mutation wurde LPS 2 genannt. Aredtdnd wurden ca. 2 500 Tiere der F 1-
Generation (heterozygot) und ca. 4500 Tiere deB-Generation (homozygot) auf neue
Immunphéanotypen untersucht. Dazu wurden PeritoMekirophagen gewonnen, mit verschiedenen
TIr-Liganden stimuliert und die Immunantwort (Tnfe@uktion, Interleukinproduktion, Zytotoxizitét)
untersucht. Unter diesen Tieren war eine Maus taiker Resistenz gegen Lipid A und LPS. Diese
wurde durch Inzucht weiter geziichtet, um einen taygoten Mutantenbestand zu erzeugen. Um die
Identitdit der Mutationen aufzudecken, wurden einenKartierung und eine Sequenzierung
durchgefuhrt. LPS 2 wurde durch Kreuzen HomozygatérC3H/HeN-Mausen und Rickkreuzung
der Nachkommen mit Mausen des Mutantenbestandexisehi kartiert. Unter Zuhilfenahme von 59
Mikrosatellitenmarkern konnte LPS 2 zunachst anédregion des Chromosoms 17 begrenzt werden
und schlieBlich, nach 1567 Meiosen, auf einen den Mikrosatellitenmarkern D17Mit87 und
D17Mit20 begrenzten Bezirk. In diesem Bezirk wurdell zusatzliche Mikrosatelliten-
Langenpolymorphismen identifiziert. Es wurden adBer siebercross overszwischen D17Mit87
und D17Mit20 beobachtet. Die Lange dieser geradtyebenen kritischen Region betrug 216
Kilobasen. Sie wurde in 63 Uberlappenden 4-kb-Feagem mit Hilfe einer Vorlage aus LPS 2-
Homozygoten und normalen Black6-M&ausen vervielfagid in ihrer Gesamtheit mit 865 Primern
sequenziert. Es zeigte sich, dass in dieser gesaknteschen Region des LPS 2-Stammes nur eine
einzige Mutation vorhanden war. Dieser Bereich &ddilr das Protein Trif. Irif-Homozygoten
(Triflps2/lpsy ist das Trif-Protein durch eine Basenpaardeletieraindert, die dazu fuhrt, dass 24
Aminosauren vom C-Ende des Proteins entfernt umdhdeine Sequenz aus 11 Aminosauren ersetzt
werden [87].

Die Trif-Homozygoten wurden riickgekreuzt, so dass die Mgatellen schliellich aus Tieren der

Generation F 10 gewonnen werden konnten (siehe 2.1)

2.10.3 Genotypisierung der Mause

10 x HotStar PCR-Puffer Qiagen GmbH, HildenuBehland

25 mM dNTP-Mix GE Healthcare, Little ChalfoktK
Agarosepulver Invitrogen, Karlsruhe, Deutsobla
Borsaure Fluka, Sigma, Deisenhofen, Deutschlan
Bromphenolblau Merck, Darmstadt, Deutschland

EDTA Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethidiumbromid Sigma Aldrich, Deisenhofen, Bsainland
Gelatine Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutsetila
Glycerin Roth, Karlsruhe, Deutschland
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KCI Merck, Darmstadt, Deutschland
HotStar Polymerase Qiagen GmbH, Hilden, Dénlésa
Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland
MgCl, Merck, Darmstadt, Deutschland
NP40 Fluka, Sigma, Deisenhofen, D
Proteinase K Merck, Darmstadt, Deutschland
Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tris-HCI Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tween 20 Fluka, Sigma, Deisenhofen, D
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden, Dsghland
Agarose-Gel: 2 g Agarose in 100 ml 1 x TBE plus 4 ul Ethidinarmid (10 mg/ml);
aufkochen

10 x Ladepuffer: 25 ml 50 % Glycerin, 0,125 g 0,25 % Bromphenaibl@,125 g 0,25 %
Xylencyanol, 10 ml 100mM EDTA, 15 ml Wasser

10 x TBE-Puffer: 108 g Tris, 55 g Borsaure, 5,84 g EDTA, auf 1dd&kr auffiillen

PBND-Puffer: 2,5 ml 2M KCI, 1 ml 1M Tris-HCI, 0,25 ml 1M Mggl 10 ml 0,1 % Gelatine,
0,45 ml 100 % NP40, 0,45 ml 100 % Tween 20; aufmhOWVasser auffullen

Da die Trilps2/lps2Mause keineknock ouiTiere sind, sondern durch eirfeameshiftMutation
entstanden sind (ein G fehlt), missen sie via Semering genotypisiert werden. Sowohl als
Sequenzierungs- als auch Typisierungsprimer wufdlgende Primer verwenddtorward-Primer: 5°
ACAGTCCCAATCCTTTCCATCAGC 3, ReversePrimer: 5° AGGATTCAGATTGGAGTCCCA
CAGTC 3.

Um die DNA zu amplifizieren wurde zunachst eine P@Rrchgefiuhrt. Dafir wurden Kkleine
Stuckchen der Schwanzspitzen mit 200 ul PBND-Pufifed 1 ul Proteinase K fir 4 h bei 56 °C
angedaut, abzentrifugiert und der Uberstand (mitDidé¢A) fiir die nachfolgende PCR verwendet. Fiir
die PCR wurden dann folgende Reagenzien verwehddtDNA, 2,5 ul PCR-Puffer, 2 ul dNTPs, 1
pl des oben genanntémrward-Primers (10 pM) und 1 pl dégeversePrimers (10 pM) sowie 0,5 pl
Polymerase und 16,5 pl Wasser. Die PCR lief im oeycler ab. Zunachst fand ein 5-mindtiger
Inkubationsschritt bei 94 °C statt, dann begannedgentlich Zyklus mit 30 Sekunden bei 94 °C, 90
Sekunden bei 61 °C und 90 Sekunden Inkubation B&C7 Dieser Zyklus wurde 35-mal wiederholt
und das Programm endete mit einer 10-mindtigendatian bei 72 °C.

AnschlieRend wurde eine Elektrophorese durchgefiiimnt die Proben aufzutrennen. Hierfir wurden
diese zunachst mit einem Sechstel des 10-fachen-Dadi&puffers gemischt und auf das Agarosegel

aufgetragen, das sich in TBE-Puffer befand. Es en@tlom angelegt und die Fragmente anhand ihrer
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Grol3e aufgetrennt. Unter UV-Licht konnten die Banderch das Ethidiumbromid sichtbar gemacht
werden. Die entstandene Bande wurde unter UV-ladlstdem Gel ausgeschnitten. Mit Hilfe des Gel-
Extraktions-Kit wurde aus der Bande die DNA isdliéfierfir wurde die Bande zunachst so klein wie
moglich ausgeschnitten und gewogen. Dann wurdeddigache Menge des Gelgewichts an Puffer
QG (L6slichmach-Puffer) hinzugegeben. Nach 10 Menuinkubation bei 50 °C wurde die einfache

Menge Isopropanol zu den Proben gegeben. Die Rraide in eine Saule gegeben und fir eine
Minute zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworiemd es wurden 0,5 ml des QG-Puffers auf die
Saule gegeben und wiederum fir 1 Minute zentrifuglnschlieend wurden 0,75 ml des PE-Puffers
(Waschpuffer) auf die Saule gegeben und zentrifugiehlieRlich wurde die Saule bei 13 000 rpm
fur eine Minute trockenzentrifugiert, die Saulemiue EppendorfgefaRe umgesetzt und die DNA mit
50 ul EB-Puffer (Auswaschpuffer) durch Zentrifugati von der Saule in das Gefall gebracht.
AnschlieRend konnte die DNA zur Sequenzierung zdifjenomix (Martinsried) geschickt werden.

Bei der Sequenzierung zeigte sich, dass in dereneni Mausen ein G in d&rif-Region fehlte.

2.10.4 Serumnephritis-Studie

Freund’s Adjuvans (Complete) Sigma Aldrich, @Reisofen, Deutschland
Dotap Roche-Diagnosticsnktaeim, D

Hepes Sigma Aldrich, Deisenhofen, Selland
NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland

Poly I:C Invivogen, Toulouse, Frankhe

Rabbit 1gG Jackson Immuno., West Gy&d&e USA
Nephrotoxisches Serum VV-NTS llI Eigene Herstefjun

HBS (HEPES-buffered salin€d0 mM HEPES, 150 mM NacCl, pH 7,4; 876 mg NaCl innfloNasser
+ 2 ml 1 M HEPES, auf 100 ml auffillen

Studiendesign

Bei dieser Studie ging es darum, die Auswirkungen mbly I:C-RNA-Applikation im Modell der
nephrotoxischen Serumnephritis zu untersuchen.

Bei der nephrotoxischen Serumnephritis handelt ies em das Modell einer Immunkomplex-
Glomerulonephritis, die durch Anti-GBM (glomerul@asalmembran)-Antikorper induziert wird. In
diesem Modell fuhrt die Injektion einer subnepbdhien Dosis Anti-GBM-Antikdrper zu
glomerularem Schaden und zwar dadurch, dass dieeign Antikdrper an die Basalmembran binden

und eine Immunantwort auslésen. Diese frihe Reakist gefolgt von einer dosisabhangigen
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Proteinurie. Nach funf bis sieben Tagen entwickalh die zweite Phase. In dieser binden autologe
Antikérper an heterologe Immunglobuline, die beresin der Basalmembran abgelagert sind. Es
kommt zur nachfolgenden Aktivierung von Komplememter Ablagerung von Fibrin, der

Akkumulation polymorphkerniger Granulozyten und Nekrose glomerularer Kapillaren [88].

Im Alter von 8 Wochen wurden die Mause in vier Grep eingeteilt:
Gruppe 1 (n=5): HBS-Kontrollgruppe; diese Tiekéimen 3-mal pro Woche 200 ul des
Vehikels HBS intraperitoneal injiziert.
Gruppe 2 (n =4): Dotap-Kontrollgruppe; diese Titrekamen 3-mal pro Woche je 50 pl
Dotap in 150 pl HBS intraperitoneal injiziert.
Gruppe 3 (n = 5): poly I:C-Gruppe; diesen Tieremrarm 3-mal pro Woche je 50 pl poly I:C-
RNA in 150 pl HBS injiziert.
Gruppe 4 (n =5): poly I:.C + Dotap-Gruppe; Zunachstden je Tier in ein Eppendorfgefald
50 pl poly I:C-RNA zu 50 pl HBS gegeben und in aimderes Eppendorfgefal? 50 pl Dotap
ebenfalls zu 50 pl HBS. Dann wurde der Inhalt detea Gefal3es zum Zweiten gegeben und
vorsichtig vermischt. Das Ganze wurde fir 15 Minubei Raumtemperatur inkubiert und

anschliel3end intraperitoneal injiziert. Dies erfelgbenfalls 3-mal pro Woche.

Alle Injektionslosungen wurden unter sterilen Begingen zubereitet und unter dem Abzug injiziert.
Zu Beginn wurde in C57BL/6 Wildtyp-M&ausen die old@schriebene nephrotoxische Serumnephritis
induziert. Hierfir fand an Tag —3 die Vorimmunisieg statt. Dazu wurden 2 ml Rabbit 1gG
(0,2 mg/ml) mit 2 ml Complete Freund’'s Adjuvans ¢seht und mittelsSonicater eine dicke
Emulsion zubereitet. Jeweils 100 pl dieser Emulsiamden subkutan in beide Flanken der Mause
injiziert. An Tag 0 wurden allen Mausen 50 pl desphrotoxischen Serums VV-NTS lih die
Schwanzvene injiziert. Dieses wurde durch Immunisig von Hasen mit einer Suspension aus der
glomerularen Basalmembran von Mausenieren hergigSi&l 89].

Die poly I:C-RNA-Injektionen erfolgten anschlieBead Tag 0, 2, 4, 7 und 9 intraperitoneal. Eine
Urinabnahme erfolgte an Tag 0, 7 und 10. Die Blod Gewebsentnahme an Tag 10.

Blutentnahme
EDTA (Versen) Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Die Blutenthahme vor der Toétung erfolgte in Allgegnmarkose. Das Vollblut wurde in ein
Eppendorfgefal? mit 20 ul EDTA gegeben. Davon wudds Serum durch Zentrifugieren mit 8 000

Umdrehungen/Minute fur 5 Minuten gewonnen und [2€i 2C gelagert.
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Nierenenthnahme

Formaldehydlésung 37 % Merck, Darmstadt, Deutsahla
RNA-later Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Nach 10 Tagen wurden die Mause durch zervikaleokégion getdtet und die Nieren nach medianer
Laparotomie entnommen. Die Nieren wurden nacheimandargestellt, mobilisiert und vom
Gefal3stumpf abgesetzt. Der mittlere Teil wurde lagtologischen Untersuchung abgeschnitten und
fur 24 Stunden in 10%ige Formalinlésung eingel&je Nierenpole wurden zur RNA-Isolation in
500 pl RNAlater bei —20 °C aufbewahrt und zur Atifgmg von Gefrierschnitten in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C aufbewahrt

Albumin-ELISA

Mouse Albumin-ELISA Quantification Kit Behyl Labatories, Montgomery, TX, US
Enthalt: Bindeantikdrper:Goat Anti-Mouse Albumin-Affinity PurifiedKalibrator: Mause-Referenz-
Serum;HRP-Detektions-AntikorpeGoat Anti-Mouse Albumin-HRP-Conjugate

Bovines Serum-Albumin (BSA) Roche, ManmheDeutschland
Fotales bovines Serum (FBS Superior) BiochK G, Berlin, Deutschland
NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumbicarbonat Merck, Darmstadt, Bebtand
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt, Delitsed

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tween 20 Fluka, Sigma Aldrich, Deiséefeing D

Substratlésung: Tetramethylbenzidin und Hydrogem®e im Verhaltnis 1: 1 (BD PharmingTMB
Substrate, Heidelberg, Deutschland); Stopplosung KBSO,)

Beschichtungspuffer 5,3 g Natriumcarbonat; 4,2 g Natriumbicarbondf00 ml deionisiertes
Wasser; auf pH 9,6 einstellen

Puffergrundsubstanz6,057 g Tris; 8,1816 g NaCl; 1000 ml deionisieri®asser; auf pH 8,0
einstellen

Blockierlosung: 200 ml Puffergrundsubstanz; 2 ml BSA (2 g Feststatif pH einstellen

Probenverdiinner: 100 ml Blockierldsung; 50 pl Tween 20

Waschlosung: 800 ml Puffergrundsubstanz; 400 pl Tween 20; auBghstellen

59



Material und Methoden

Am Vortag wurde die Platte mit 100 pl in Beschicigspuffer 1: 10 verdiinntem Bindeantikorper
beschichtet und tGiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Damnde die Platte mit 300 pl Waschldsung dreimal
gewaschen und mit 100 pl/well Blockierldsung gekto®lach 60 Minuten wurde wiederum dreimal
gewaschen. AnschlieRend wurden je 100 pl des Kabs (Verdinnungsreihe von 7,8 ng/ml bis
500 ng/ml), der in Probenverdinner>1@ verdinnten Proben bzw. des Probenverdiinners als
Leerwert aufgetragen und fur 60 Minuten inkubi®&tach finfmaligem Waschen wurde der HRP-
Detektions-Antikorper 1: 50 000 in Probenverdinvendinnt und 100 ul in jedes well gegeben. Die
Platte wurde wiederum fir 60 Minuten inkubiert uficthfmal gewaschen. AnschlieRend wurden
100 pl der Substratlésung aufgetragen und solamigebiert, bis der am starksten verdiinnte Standard
eine leichte Blaufarbung annahm (10 bis 30 Minuté&gnn wurde die Reaktion mit Stopplésung
gestoppt und die Absorption bei 450 nm mittels E:-ISsegerat gemessen. Mit Hilfe der
Standardkurve konnte der Albumingehalt in ng/mitipesit werden. Dieser musste dann noch in die

gewiinschte Einheit mg/dl unter Bertcksichtigung\derdiinnung umgerechnet werden.

Wir fihrten den Albumin-ELISA durch, um die Albunmrenge im Urin der jeweiligen Mausegruppen
zu quantifizieren und dartuber Schlisse der glordeznl Schadigung ziehen zu konnen. Da die
einmalig bestimmte Albuminmenge im Urin abhangig der Konzentrierung des Urins ist, wird die

Proteinurie unter Zuhilfenahme des Albumin-KreatiQuotienten bestimmit.

Kreatininmessung

Creatinin FS DiaSys, Holzheim, Deutschland
Enthalt: Reagenz INatriumhydroxid 0,16 mol/l)Reagenz ZPikrinsaure 4,0 mmol/l)Standard(2
mg/dl)

Kreatinin ist ein Abfallprodukt, das von den Nieflgguptsachlich durch glomerulare Filtration und, zu
einem geringen Teil, durch tubulare Sekretion assigeden wird. Die Konzentration von Kreatinin
im Plasma von Gesunden ist anndhernd konstant.riziuten erhéhte Kreatininwerte im Plasma auf
eine verringerte Ausscheidung, d.h. auf eine eittyéskte sekretorische Nierenfunktion hin.

Die Kreatininmessung im Urin wird hier mittels kirsehen Tests nach der Jaffé-Methode
durchgefuhrt. Diese beruht auf dem Prinzip, dassaffmin in alkalischer Losung mit Pikrinséaure
einen orangeroten Farbkomplex bildet, dessen Bitimédifferenz zu festgelegten Zeiten proportional
zur Kreatininkonzentration ist (Datenblatt).

Zunéachst wurde der Urin 1: 10 mit destilliertem \8&sverdinnt, das Plasma wurde nicht verdinnt;
aulRerdem wurden vier Teile des Reagenz 1 mit eifeindes Reagenz 2 gemischt. Dies ergab das

Gebrauchsreagenz. Fur die Messung wurden zunadhpi 8er verdinnten Proben bzw. des
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Standards bzw. destillierten Wassers (als Reagaeeivert) in eine Kivette gegeben. Dazu wurden
dann 1000 ul des Gebrauchsreagenz hinzugefigt,isarn in das Photometer gestellt und die
Extinktion E 1 nach einer Minute abgelesen. Nacktesen zwei Minuten wurde die Extinktion E 2

abgelesen.
Die Kreatininkonzentration im Urin bzw. Plasma ldmeet sich daraus wie folgt:
E = [(E2-E1) Probe oder Standard] - [(E2-E1) Reaganieerwert]

Kreatinin [mg/dl] = E Probe/ E Standard x Konzentration Standard [mg/dl] (x &0UWrin)

Histologische Auswertung

Ammoniumpersulfat (APES) Bio-Rad, Munchen, Deutzcd
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Formaldehydlésung 37 % Merck, Darmstadt, Deutsahla
Mounting Medium Vecta Mount Vector, Burlingame, JASA
PAS Bio-Optica, Mailand, Italien
Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland

Vorbereitung der Paraffinschnitte:

Das entnommene Gewebe wurde in 10%igem Formalin2flirStunden fixiert und in Paraffin
eingebettet. 2mm dicke Schnitte wurden mit einem Schneidegeratefamtygt, auf mit APES
vorbehandelten Objekttragern aufgetragen und fuSttthden in einem Trockenschrank bei°87
aufbewabhrt.

Als erster Schritt bei jeder Farbung wurden dierfdtd in Xylol und einer absteigenden Alkoholreihe
(100 %, 96 %, 70 %, 50 %) entparaffiniert und irsgrége Losung gebracht.

PAS-Farbung:

Schnitte mit 2 um Dicke wurden mittels PABe(iodic acid SchiffReagenz nach Angaben des
Herstellers gefarbt. Hierfir wurden zunachst 10pfen des Reagenz A (PAS-L6ésung) fur 10 Minuten
auf die Schnitte gegeben, anschlieRend mit destdin Wasser gewaschen und 10 Tropfen des
Reagenz B (Schiff-Reagenz Hotchkiss McManus) fuiVEOuten aufgetragen, wiederum gewaschen
und 10 Tropfen Reagenz C (Kalium-Methabisulfit-Lbdgu fir 2 Minuten darauf gegeben. Dieses
wurde nur abtropfen gelassen und 10 Tropfen Reader{Eixierlosung) hinzugegeben. Nach 2
Minuten wurde dieses abgesplilt und 10 Tropfen ReageMayer's Hemalum) fir 3 Minuten darauf
getropft. Zum Schluss wurde fir 5 Minuten unterfdmgdem Wasser gewaschen, mit Ethanol

dehydriert und mit Xylol und Einbettmedium aufgéhel
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Histopathologische Indizes (Fokaler Nekrose-Score):

Der fokale glomeruldre Nekrose-Score wurde in 15rtikalen glomeruldren Abschnitten
semiquantitativ bestimmt und mit jeweils 0-4 Pumkbewertet. Dabei bedeutet: O = keine L&sionen,
1 = <25 % Sklerose, 2 = 25-49 % Sklerose, 3 = H6067Sklerose, 4 = 75-100 % Sklerose. Die
Mesangiolyse wurde in Prozent der betroffenen Glaién = 15) quantifiziert. Es wurde jeweils bei

einer VergrofRerung von 100 und 400 mikroskopiert.

2.11 Experimente mit menschlichem Biopsiematerial

Fur diese Versuche wurden menschliche Nierenbiopsier europaischen Nieren-cDNA-Bank
Kroener-Fresenius-Biopsiebank (ERCB-KFB) verwen@ges ist eine europaweite cDNA-Bank, die
mit Einverstdndnis der Patienten und nach Ricletinder lokalen Ethikkomission cDNA von
Nierenbiopsien zu Forschungszwecken enthélt. Derédibiopsien wurden hierfir von Hand unter
einem Stereomikroskop mit Hilfe von zwei Dissek#ddadelhaltern in PBS mikrodissoziiert. Aus
diesen mikrodissektierten Stiicken wurde RNA mit&ilgongel-Saulen isoliert und in 30 pl RNAse
freiem Wasser verdiinnt. 2 pl dieser Lésung wurdénHitfe des RNA 6000 LabChip auf einem
2 100 Bioanalysator untersucht. Dieses System tr&ssamt-RNA elektrophoretisch durch ein
mikro-fluides System. Die hohe Qualitat der RNA deirdurch umschriebene Ribosomen-Peaks im
Elektrophoresdread oubestatigt, wobei es keine zusatzlichen Signalerwtgn ribosomalen Banden
und keinenShift zu kirzeren Fragmenten gab. [90]. AnschlieRendigtedn das Umschreiben der
RNA in cDNA und die RT-PCR wie oben beschrieberel{si 2.5). In diesem Versuch wurden
glomeruldare und tubulointestinale Kompartimente veéfepatitis C-negativen (n=7) sowie
Hepatitis C-positiven Patienten (n =8) mit memio@oliferativer Glomerulonephritis analysiert.
Biopsien von Lebendspendern ohne histopathologisrénderungen dienten als Negativkontrolle
(n=12).

2.12 Statistische Auswertung
Die Ergebnisse sind als Mittelwett standard error of the mea(SEM) dargestellt. Die Gruppen
wurden mittels Student’s t-test verglichen. Derdleich mehrerer Gruppen erfolgte mittels ANOVA-

Test mitpost hocBonferronikorrektur. Ein p-Wert < 0,05 wurde alatstisch signifikant angesehen.

Die Fehlerindikatoren repréasentieren dégndard error of the meaiSEM).
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3 Ergebnisse

3.1 Immunzytochemische Charakterisierung der Mesangialgllen

Da bei der Isolation der Nierenglomeruli aus derudéieren auch andere Zellen aus den Glomeruli
bzw. Tubulifragmenten auswachsen kénnen, wurdenZaiéen nach der flinften Passage durch
immunhistochemische Farbung charakterisiert. Mdstz®llen besitzen im Gegensatz zu
Fibroblasten, Podozyten, Endothel- und Epithelrelfeir snooth muscle actifSMA) und kein
Zytokeratin. Tubuluszellen hingegen besitzen nupkgratin und keismooth muscle actin

Bei dieser Charakterisierung zeigte sich nach Figybmit smooth muscle actirin griines Signal,
wahrend es nicht zu einem Signal nach Farbung yakératin kam. Dies spricht daflr, dass es sich

bei den isolierten Zellen tatsachlich um Mesangitdn handelte.

3.2 Toll-like Rezeptor-Expression auf Mesangialzellen

Der endosomale Toll-like Rezeptor (TIr)-3 erkenimale Doppelstrang-RNA, wahrend der Toll-like
Rezeptor-7 virale Einzelstrang-RNA bindet [91]. Westzustellen, ob diese Toll-like Rezeptoren auch
in Mesangialzellen exprimiert sind, wurden primawesangialzellen nach einer 24-stiindigen
Hungerzeit fur 3 Stunden mit poly I:C-RNA, einengénden fir TIr-3, stimuliert und anschlieRend
diereal timeRT-PCR fur TIr-3 und Tlr-7 durchgefuhrt (Abbildu2@). Es zeigte sich, dass der TLR-3
basal exprimiert und nach Stimulation hochregulieird; der Tlr-7 wird, wie erwartet, durch die

Doppelstrang-RNA nicht hochreguliert, ist aber batenfalls nicht vorhanden.
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Abbildung 26: Mesangialzellen exprimieren basal den TIr-3, nicaber den TIr-7 Die primaren
murinen Mesangialzellen hungerten fur 24 Stundeamnderfolgte die Stimulation mit 10g/ml
poly I:C (synthetische Doppelstrang-RNA, pl:C.) Natreistindiger Inkubation wurde die real time
RT-PCR fur TlIr-3 und -7 durchgefihrt.
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Im nachsten Versuch wurden die Zellen mit Imiquimeidem Liganden fur den Tlr-7, stimuliert und
der Interleukin-6-Gehalt mittels ELISA bestimmt (#ilnlung 27). Hierbei zeigte sich, dass die Zellen
nicht auf die Stimulation mit Imiquimod reagiertend die Interleukinproduktion ausblieb, was darauf
schlielBen lasst, dass der TIr-7 in Mesangialzeldeht vorhanden ist. Um die Reaktion der
Mesangialzellen auf virale RNA zu zeigen, verweedetvir deshalb fir unsere weiteren Versuche

ausschlieYlich die synthetische Doppelstrang-RNK p& als Liganden.
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Abbildung 27: Mesangialzellen reagieren nicht aufti®ulation mit TIr-7-Liganden. Primére
Mesangialzellen wurden mit steigenden Dosen Imiqgdirstimuliert und fir 24 Stunden inkubiert.
Anschlie3end erfolgte die Bestimmung des Inteme@kizehaltes mittels ELISA. Als Positivkontrolle
dienten mit poly I:C-RNA und Lipofectamin stimukeZellen. * p < 0.05 vs. Medium

3.3 Mesangialzellen exprimieren die zytosolischen virah RNA Rezeptoren Mda5, Rig-|

und deren mitochondrialen Adaptor Ips-1

Neben der Erkennung lber die endosomalen TollHRezeptoren kann virale Doppelstrang-RNA
auch Toll-like Rezeptor-3-unabhéngig tber zytosbis RNA-Erkennungsrezeptoren erkannt werden
[91-93]. Mda5 und Rig-I sind als solche zytosolsalRezeptoren in dendritischen Zellen beschrieben
[92, 93]. Ebenso ihr mitochondriales Adaptormolekis-1. In Mesangialzellen wurde die Expression
solcher zytosolischer Rezeptoren bislang noch mintérsucht. Wir priften zunéchst auf RNA-Ebene,
ob diese Rezeptoren in Mesangialzellen ebenfaltearalen sind. Hierflr stimulierten wir primére
Mesangialzellen mit poly I:C-RNA und poly I:C-RNAokplexiert mit kationischen Lipiden. Die
kationischen Lipide fiihren dazu, dass die RNA indoZol gelangt und dort Uber zytosolische
Rezeptoren erkannt werden kann. Im Anschluss wdelenRNA-Gehalt an Mda5, Rig-l und Ips-1
mittelsreal timeRT-PCR bestimmt (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Mesangialzellen exprimieren Rig-I, Mda5 und Ips-INach einer 24-stiindigen
Hungerzeit wurden die Zellen fiur 3 Stunden mit @Oml poly I:C-RNA bzw. 1g/ml poly I:C-RNA,
die mit Lipofectamin komplexiert wurde, stimuliefls Negativkontrolle dienten Medium und
Lipofectamin alleine. Anschliel3end wurden die Zetieerntet, die RNA isoliert und der Gehalt an
Rig-I, Mda5 und Ips-1 bestimmt.

Es zeigte sich, dass die beiden zytosolischen RiE2eptoren, sowie ihr Adaptormolekdl in basalem
Zustand vorhanden sind und dass Mda5 nach Stimnlatiit viraler RNA hoch reguliert wurde.
Dahingegen ging die Expression von Rig-l und Ipsifer den gleichen Bedingungen eher zuriick.
Um die Ergebnisse auf Proteinebene zu bestatigéneh wir einen Western Blot flr diese Faktoren
durch. Dazu wurden die Zellen zunachst mit ZytokiGénf- und Ifng) fir 24 Stunden vorstimuliert
und im Anschluss daran mit poly I:C-RNA, die mittikaischen Lipiden komplexiert war, fir die
angegebenen Zeiten stimuliert. Auch hier zeigteh,sidass alle Faktoren in basalem Zustand
vorhanden sind und dass Mda5 im Gegensatz zu Rigdl Ips-1 nach Stimulation hoch reguliert
wurde (Abbildung 29). Diese Ergebnisse zeigen, ddssangialzellen sowohl die zytosolischen
Rezeptoren Rig-1 und Mda5 als auch deren mitochaledr Adaptormolekil Ips-1 exprimieren und
dass proinflammatorische Zytokine, wie Tnfund Ifng die Expression von Mda5 und Rig-I
induzieren. Dies konnte daraufhin deuten, dasskdkennung viraler RNA in inflammatorischem
Milieu verstarkt ist.

Um die virale RNA ins Zytosol zu bringen und dietagolischen Rezeptoren zu aktivieren,
verwendeten wir in den weiteren Versuchen die stigbhe Doppelstrang-RNA poly I:C,

komplexiert mit dem kationischen Lipid Lipofectamin
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Abbildung 29:Mesangialzellen exprimieren Rig-I, Mda5 und derentochondrialen Adaptor Ips-1.
Priméare murine Mesangialzellen wurden mit Zytokir@nf- 500U/ml und Ifn- 200U/ml) fur 6
Stunden vorstimuliert. AnschlieRend erfolgte dien@ation mit 1 pg/ml poly I:C (pl:C, synthetische
Doppelstrang-RNA), komplexiert mit kationischenidém (CL, Lipofectamird. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden die Proteine geerntet und destéve Blot mit Rig-l (2g/ml Rabbit Anti-Rig-1
Polyclonal-Antibody, Unconjugated), Mda5 (1: 100®AB to Helicard) und Ips-1 (1: 2000; PAB to
Cardiff)-Antikdrpern durchgefihrt. Als Kontrolleatiten J774-Makrophagen bzw. CHO-Zellen. Die
Quantifizierung der Bandenintensitat erfolgte digjimittels Adobe Photosh®Software. Die Daten
reprasentieren den Prozentanteil des positiven&ggm den betreffenden identisch gro3en Regionen
bei einer Grenze von 30 % fur alle Banden.

67



Ergebnisse

3.4 Virale RNA induziert die Produktion von Interleukin -6 in glomerularen
Mesangialzellen

Etablierte murine und humane Mesangialzell-Zelimiexprimieren den Toll-like Rezeptor-3 und
produzieren Interleukin-6 nach Stimulation mit pbl@-RNA, einer synthetischen viralen
Doppelstrang-RNA [84, 85]. Um diese Beobachtungpiimaren murinen Mesangialzellen zu
bestétigen, isolierten wir, wie im Methodenteil tteseben, glomeruldare Mesangialzellen aus den
Nieren von C57BL/6-Mausen und stimulierten diesschtieRend mit steigenden Dosen poly I:C-
RNA. Im daraufhin durchgefiihrten ELISA zeigte sidass die Stimulation mit verschiedenen Dosen
poly I:C-RNA, wie erwartet, dosisabhangig zur lfgekin-6-Produktion in diesen Zellen fuhrt
(Abbildung 30).

Um diese Beobachtung auf mRNA-Ebene zu Uberprigemulierten wir die Zellen wiederum mit
steigenden Dosen poly I:C-RNA und fuhrten anschelnel3zu drei verschiedenen Zeitpunkten eine
real time RT-PCR fur Interleukin-6 durch. Hierbei zeigte hsicdass die Interleukin-6-mRNA-
Expression in diesen Zellen zeit- und dosisabhanggdauft und ihr Maximum nach einer
dreistindigen Inkubation und bei einer Dosis vo/8) poly I:C-RNA (Abbildung 31). Wir haben
bereits gezeigt, dass primare murine Mesangialzelien Toll-like Rezeptor-3 exprimieren
(Abbildung 26). In diesen Versuchen konnten wirtieeigen, dass diese primaren Zellen, ebenso wie
die Mesangialzell-Zelllinien, virale RNA Uber demllFike Rezeptor-3 erkennen und daraufhin zur
Interleukin-6-Produktion fahig sind. Die Interlengiroduktion zeigt eine zeit- und dosisabhangige

Verlaufskurve.
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Abbildung 30: Mesangialzellen produzieren Interleukin-6 nach Expition auf poly I1:C-RNA.Die
Mesangialzellen wurden nach einer 24-stiindigen lurgjt mit steigenden Dosen poly I:C-RNA fir
24 Stunden stimuliert. AnschlieBend wurde der letdin-6-Gehalt mittels ELISA bestimmt. Die
Daten sind Mittelwerte + SEM von zwei unabhangigaperimenten, die in Duplikaten analysiert
wurden. * p < 0.05 vs. Medium.
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Abbildung 31: Das Maximum der Interleukin-6-mRNA-Expression istach drei Stunden und bei
einer poly I:C-RNA-Dosis von 3 pg/ml erreichNachdem die priméaren murinen Mesangialzellen 24
Stunden gehungert hatten, wurden sie fir eine, bmv. sechs Stunden mit steigenden Dosen
poly I:C-RNA (in pg/ml) stimuliert. Im Anschlussraa wurde die Interleukin-6-mRNA-Expression
mittels real time RT-PCR gemessen. Die Werte siadvarhéltnis von 1-6-mRNA zu 18S rRNA
dargestellt. * p < 0.05 vs. Medium

3.5 Mesangialzellen produzieren TIr-3/Trif-unabhéngig gol3e Mengen Interleukin-6
und Typ l-Interferone, wenn sie mit viraler RNA, die mit kationischen Lipiden

komplexiert wurde, stimuliert wurden

Die Erkennung viraler RNA in dendritischen Zelleamk sowohl tiber einen Tlr-3/Trif-abh&ngigen als
auch Uber einen TIr-3/Trif-unabhéngigen Weg erfold81-94]. Um die Beteiligung des TIr-3-
abhéngigen Weges bei der RNA-Erkennung in Mesazgjlah zu zeigen, verglichen wir die poly I:C-
RNA-induzierte Interleukin-6-Antwort in Wildtyp- whTrif-mutanten murinen Mesangialzellen. Da
Trif ein Adaptormolekil auf dem Weg des Signalinigser den Toll-like Rezeptor-3 ist, kann das
Signaling in derif-mutanten Zellen als TIr-3-unabh&ngig angesehedever

Das Fehlen von Trif reduziert die Il-6-Produktiargrhinderte sie aber nicht vollstandig (Abbildung
32-1). Das lasst darauf schlie3en, dass poly I:@Rich nicht TIr-3/Trif-abhéngige Wege in
Mesangialzellen aktiviert. In dendritischen Zellevurde bereits gezeigt, dass der TIr-3/Trif-
unabhangige Signalweg besonders aktiviert wurdeynwaie virale RNA mit kationischen Lipiden
komplexiert wurde [92]. Es wird davon ausgegangdass die Komplexierung der RNA mit
kationischen Lipiden dazu fihrt, dass die RNA imsazellulare Zytosol gelangt und Gber Rezeptoren
dort erkannt werden kann. Wir fanden, dass Kompkexe kationischen Lipiden mit sehr geringen
Mengen poly I:C-RNA Mesangialzellen Trif-unabhéngigur Produktion groRer Mengen 1I-6
veranlassen (Abbildung 32-1). Bei sehr hohen Menmmy I1:C-RNA ging die 1I-6-Produktion zurtick.
Da die RNA durch Komplexierung ins Zytosol gelangted es Trif-unabhangig zur 1l-6-Produktion
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kam, nehmen wir an, dass dies ein Effekt war, ther die zytosolischen Rezeptoren Mda5 und Rig-I

vermittelt wurde.
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Abbildung 32-1 bis 32-4:Virale, mit kationischen Lipiden komplexierte, Dopfstrang-RNA
veranlasst Mesangialzellen Trif-unabhdngig zur Prokition grof3er Mengen Interleukin-6 und
Typ I-Interferone. Murine Wildtyp und Trif-defiziente Mesangialzellevurden nach einer 24-
stindigen Hungerzeit mit der synthetischen DopeigtRNA poly I:C (pl:C) in beschriebenen
Konzentrationen stimuliert. Diese war, wenn angegebnit kationischen Lipiden (Lipofectaniipe
komplexiert. Nach 24 Stunden Inkubation wurden Idterferon-ELISAs und der II-6-ELISA laut
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die Daten stelldan Mittelwert + SEM dar. * p < 0,05 vs. Medium
(t-test), # p < 0,05 vs. Wildtyp (t-test).
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Veranlasst die Trif-unabhangige Erkennung viral®&ARauch die Produktion von Interferonen in
Mesangialzellen? Um diese Frage zu beantworteninioagen wir den Interferom-, Interferonb-
und Interferon--Gehalt im Mesangialzelliiberstand. Es zeigte sialss Komplexe aus poly I:C-RNA
und kationischen Lipiden Trif-unabhéngig zur Praituk hoher Mengen an Interfer@nund b, nicht
jedoch - fihren. Die alleinige Stimulation mit poly I:C-RNAfhrte hingegen nicht zur
Interferonproduktion (Abbildung 32-2 bis 32-4).

Diese Daten zeigen, dass Mesangialzellen Trif-udabiyg groRe Mengen Interleukin-6 und Typ I-
Interferone produzieren kdnnen, wenn sie viralelARNie mit kationischen Lipiden komplexiert ist,
ausgeliefert sind. Ist die virale RNA hingegen ictit kationischen Lipiden komplexiert, kommt es
nicht zur Interferonproduktion. Die Interleukin-@e@uktion ist in diesem Fall ifirrif-mutanten Zellen
reduziert, was bedeuten konnte, dass diese RNAABLkey zum Teil Gber den Toll-like Rezeptor-

Weg ablauft, aber nicht ganzlich von diesem abhéhgjildung 32).

3.6 Interferon-a und -b veranlassen primare Mesangialzellen zur Interleuki-6-
Produktion

Im letzten Versuch haben wir gezeigt, dass Mesé@dian Interferone produzieren kdnnen
(Abbildung 32). Um heraus zu finden, ob Mesangi#preauch auf Stimulation mit Interferonen
reagieren, wurden die primaren murinen Mesangielzehach einer 24-stiindigen Hungerzeit mit
verschiedenen Dosen Interferon- und - stimuliert. 24 Stunden nach Stimulation wurde die
Proteinkonzentration mittels Interleukin-6-ELISAdbenmt. Es zeigte sich, dass es auf Stimulation
mit Typ I-Interferon dosisabhéngig zur InterleulifRroduktion kommt, nicht jedoch nach
Stimulation mit Interferon- (Abbildung 33).

Wir Uberpriften diese Ergebnisse auch auf mRNA-Ebmittelsreal time RT-PCR. Hierbei zeigte
sich jedoch, dass es nicht nur nach StimulationImérferon-alpha und —beta, sondern auch nach
Stimulation mit Interferon-gamma zur InterleukirP8eduktion kommt, wenn auch in geringerem
Mafe (Abbildung 34).

Virale RNA kann Mesangialzellen zur Interleukinpution veranlassen (Abbildung 30). Was
geschieht nun mit der Interleukinproduktion in dutoterferone vermitteltem entziindlichem Milieu?
Verstarkt die Interferonfreisetzung die durch ralRNA ausgeloste Aktivierung von
Mesangialzellen? Um diese Frage zu beantwortendevudie Mesangialzellen mit je 1000 U/ml
Interferon-, - und - flr 24 Stunden vorstimuliert. AnschlieBend erfelgtie Stimulation mit
poly I:C-RNA und nach weiteren 24 Stunden wurde Idegrleukin-6-ELISA durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass die Interleukin-6-Produktion nach Vanstation mit Typ I-Interferonen stark anstieg, riich

jedoch nach Stimulation mit InterferonfAbbildung 35).
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Abbildung 33: Interferon- und - induzieren die Interleukin-6-Produktion in priméane
MesangialzellenDie murinen primaren Wildtyp-Mesangialzellen wurderRPMI 1640-Medium mit
10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviétaich einer 24-stiindigen Hungerzeit erfolgte die
Stimulation mit Interferon- - oder - in den angegebenen Konzentrationen (in U/ml). @dhd&en
nach Stimulation wurde die Proteinkonzentrationteist I-6-ELISA bestimmt. Dieser wurde laut
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die Daten zeigdan Mittelwert + SEM aus zwei unabhangigen
Experimenten. * p < 0.05 vs. Medium
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Abbildung 34: Interferon-, - wund (in geringerem Mafe) - induzieren die Interleukin-6-

Produktion in primaren MesangialzellerDie murinen primaren Wildtyp-Mesangialzellen wurden

RPMI 1640-Medium mit 10 % FCS und 1 % PenicilliréStomycin kultiviert. Nach einer 24-
stindigen Hungerzeit erfolgte die Stimulation mritetferon-, - oder - in den angegebenen
Konzentrationen (in U/ml). 3 Stunden nach Stimatativurde die RNA-Konzentration mittels real

time RT-PCR bestimmt. Die Daten zeigen den Mittelwe SEM aus zwei unabh&ngigen
Experimenten. * p < 0.05 vs. Medium
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Abbildung 35: Vorstimulation mit Typ I-Interferonen erhdht die H6 Antwort auf Stimulation mit
viraler Doppelstrang-RNADie murinen priméren Mesangialzellen wurden mit@@dml Interferon-

, - oder - fur 24 Stunden vorstimuliert. AnschlieBend wurdienmit synthetischer Doppelstrang-
RNA (poly I:C, pl:C) in den angegebenen Konzerdrahn stimuliert. Nach weiteren 24 Stunden
wurde der 1l-6-Gehalt im Uberstand mittels ELISAtamt. * p < 0.05 vs. Medium

Wie hier zu sehen ist, fihrt die Vorstimulation miiyp I-Interferonen zur deutlich verstarkten
Interleukinproduktion im Gegensatz zu den nichnatierten Zellen oder den mit Interferon-gamma
vorstimulierten Zellen. Dies deutet darauf hinsglas in dem durch die Interferone simuliertem
inflammatorischem Milieu zur verstarkten antiviralé\ktivitdt nach einer Virusinfektion kommt.
Warum fuhren jedoch nur Typ I-Interferone, nichtpTyi-Interferone zur Doppelstrang-RNA-
vermittelten Aktivierung der Mesangialzellen und rum kommt es Uberhaupt zur verstarkten
Interleukinproduktion nach InterferonvorstimulatfoDies kann mdglicherweise durch eine Induktion
der RNA-Erkennungsmaschinerie auf die Typ-I-Intesfestimulation hin verursacht sein. Daher
Uberpriften wir im nachsten Versuch, wie die Statioh mit Interferon-beta die Expression
verschiedener RNA-Rezeptoren beeinflusst. AbbildBdigeigt, dass die InterferdmStimulation die
MRNA-Expression sowohl des endosomalen Toll-likezéptors-3, als auch der zytosolischen
Rezeptoren Rig-1 und Mda5 in primaren Mesangiadrethassiv induzierte. Im Gegensatz dazu wurde
das Signalmolekdl Ips-1 durch Interferbneher herunter reguliert (Abbildung 36). Die Ursach
dessen ist bisher nicht geklart.
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Abbildung 36: Vorstimulation mit Interferon- fihrt zu verstarkter Exprimierung der RNA-
ErkennungsmaschineriePrimare Mesangialzellen wurden in An- oder Abwesé@émon 2000 U/ml
Ifn-6 kultiviert. Nach 3 Stunden wurde die mRNA geeroted eine real time RT-PCR flr die
angegebenen RNA-Erkennungsmolekile durchgefiihie Daten stellen das Verhdltnis der
spezifischen RNA zu 18S rRNA dar. N.d. = not dadect p < 0.05 vs. Medium

Die Tatsache, dass durch Interferonvorstimulatiod nachfolgende poly I:C-RNA-Stimulation die
Interleukin-6-Produktion anstieg (Abbildung 35), nka auf die Hochregulation des Toll-like
Rezeptors-3 durch die Interferone zurtickzufiihren @bbildung 36). Da durch die Interferon-beta-
Vorstimulation die gesamte RNA-Erkennungsmaschenbochreguliert wird (Abbildung 36) - also
auch die zytosolischen Rezeptoren Rig-l1 und Mdéberlegten wir, dass die Interleukinproduktion
auch steigen musste, wenn die RNA-Erkennung ubesediRezeptoren ablauft. Um dies zu
Uberpriufen, stimulierten wir die Mesangialzellerr 24 Stunden mit Interferon-alpha und -beta
(1000 U/ml) und anschlieBend fir weitere 24 Stundeib poly I:C-RNA kombiniert mit dem
kationischen Lipid Lipofectamin. AnschlieBend wurdier Interleukin-6-Gehalt mittels ELISA
bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Interleukidpktion in den mit poly I:C und kationischen
Lipiden stimulierten Zellen - wie erwartet und wiereits in Abbildung 32 zu sehen war - deutlich
hoher lag, als in den nur mit poly :C-RNA stimuten Zellen aus Abbildung 35.
Uberraschenderweise stieg die Interleukinprodukiionlen mit Interferonen vorstimulierten Zellen
jedoch nicht an, sie war im Gegenteil sogar dduttieduziert. Worauf das zurtickzufiihren ist, ist
bislang unklar (Abbildung 37). Da der Verlauf autbsisabhéngig ist, ist es eher unwahrscheinlich,

dass es durch eine Uberstimulation zum Zelltod kam.
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Abbildung 37: Vorstimulation mit Typ I-Interferonen erhéht die H6-Antwort auf Stimulation mit
viraler, mit kationischen Lipiden komplexierter, Oupelstrang-RNA nicht Die murinen primaren
Mesangialzellen wurden mit 1000 U/ml Interferon- oder - fur 24 Stunden vorstimuliert.
AnschlieRend wurden sie mit synthetischer DoppeighiRNA (poly I:C, pl:C), komplexiert mit
kationischen Lipiden (CL), in den angegebenen Kumagonen stimuliert. Nach weiteren 24 Stunden
wurde der II-6-Gehalt im Uberstand mittels ELISAstimmt. Die Daten zeigen den Mittelwert aus
zwei unabhangigen Experimenten + SEM.

3.7 Die virale Doppelstrang-RNA-induzierte Aktivierung von Mesangialzellen beinhaltet

eine Typ I-Interferon autokrin-parakrine Aktivierun g

In dendritischen Zellen fuhrt die Erkennung viradRMA zur Freisetzung von Typ I-Interferonen, was
unter anderem dazu fihrt, dass das TLR-Signalinger Ukeinen autokrin-parakrinen
Erkennungsmechanismus der Typ I-Interferone vedsidird [95]. Eine wesentliche Rolle spielen
hierbei der Typ I-Interferon-Rezeptor und die Stdhosphorylierung. Unsere bisherigen Ergebnisse,
dass Mesangialzellen grof3e Mengen Typ I|-Interfermaeh TIr-unabhangiger Erkennung von viraler
Doppelstrang-RNA produzieren und auch auf die Sttmn mit Interferonen reagieren, lieRen die
Frage aufkommen, ob es in Mesangialzellen eberdaiks solche autokrin-parakrine Aktivierung gibt.
Zunachst stellte sich die Frage, ob Mesangialzadem Typ I-Interferon-Rezeptor exprimieren, um
Uber diesen Interferone erkennen zu konnen. Diemtka wir mittelsreal time RT-PCR an

unstimulierten und stimulierten Zellen zeigen (Adbihg 38).
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Abbildung 38:Mesangialzellen exprimieren den Interferonrezeptdtrimare Mesangialzellen wurde
fir 3 Stunden mit 1000 U/ml Interferonbzw. - stimuliert und im Anschluss die real time RT-PCR
fur den Interferonrezeptor-1 durchgefiihrt. Die Vesind als Verhaltnis zu 18S rRNA dargestellt.

Um zu zeigen, dass die Typ I-Interferone, die vagsbhgialzellen selbst produziert werden, die in 3.6
beschriebene Induktion der RNA-Maschinerie auslokénnen (Abbildung 36) und somit eine
autokrin-parakrine Aktivierung in Mesangialzellebeafalls vorhanden ist, stimulierten wir primare
murine Mesangialzellen mit Komplexen aus poly I:@4Rund kationischen Lipiden in Anwesenheit
oder Abwesenheit von steigenden Dosen an Antikarpdie die Funktion von Interferam-und b
neutralisieren. Durch das Blockieren beider Tymtetferone mit einer entsprechend hohen Dosis
blockierender Antikérper wurde die durch RNA undtidmische Lipide induzierte Interleukin-6-
Produktion beinahe vollstandig unterdriickt (AbbilduB9). Diese Daten zeigen, dass die durch virale
Doppelstrang-RNA ausgeldste Aktivierung der Mesalzgilen von einer Typ I-Interferon autokrin-
parakrinen Aktivierung abhangig ist, die die RNA«&mnung mittels der Induktion von Rig-lI und
Mda5 vermittelt.

Anstelle der blockierenden Antikdrper verwendetein m nachsten Versuch Mesangialzellen aus
Typ I-Interferon-Rezeptolfpar)-defizienten Mausen und stimulierten diese ebénfahit der
synthetischen Doppelstrang-RNA poly I:C, gegebeaénfkomplexiert mit kationischen Lipiden.
Anschlie3end wurde der Interleukin-6-ELISA durchiget (Abbildung 40) und die Proteinmenge an
produziertem Interleukin-6 bestimmt. Wurden die Weder Wildtyp- und der Interferonrezeptor-
defizienten Zellen als Verhéaltnis zum Mediumleenwdargestellt, zeigte sich hierbei ebenfalls, dass
die Interleukinproduktion in den Interferonrezepdefizienten Zellen deutlich geringer ist, als end
Wildtypzellen. Dies bestatigt die Ergebnisse desh@ogen Versuches und verstarkt die Annahme,
dass in Mesangialzellen eine autokrin-parakrine ivdditung vorhanden ist, fur die die lokal
produzierten Interferone von Bedeutung sind undzliesiner verstarkten antiviralen Aktivitat bei

einer Entziindungsreaktion fuhren.

76



Ergebnisse

®
N
! T
X X
X _
-3< ( 58 5& 5& W/
<= ( I | | | |
- (L ( ( & ( & W/

Abbildung 39: Das Blockieren von Ifn- und - reduziert die II-6-Produktion nach Stimulation mit
viraler Doppelstrang-RNA. Vor Stimulation wurden verschiedene Konzentrationemes
blockierenden Antikérpers (Rabbit Polyclonal Antlgoagainst Mouse Interferon-alpha, against
Mouse Interferon-beta) zu den murinen primaren Mgsazellen gegeben. 24 Stunden nach
Stimulation mit steigenden Dosen poly I:C (synu#te Doppelstrang-RNA, pl:C), komplexiert mit
kationischen Lipiden (CL, Lipofectamfe wurde der 1l-6-Gehalt im Uberstand mittels ELISA
bestimmt. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM. * 0.85 vs. Gruppe ohne Antikorper (t-test).

o - ~

©

Ln

¢ X x| | &
5 1111
-3< ( & & 5 5& 5% & &
<= 1 (o CC C v

Abbildung 40: Die Interleukinproduktion ist in Inteferonrezeptor-defizienten Mesangialzellen
geringer als in WildtypzellenMurine Wildtyp- und Interferonrezeptor-k.o.-Mesaigellen wurden
nach einer 24-stindigen Hungerzeit mit der synscegn Doppelstrang-RNA poly I:C (pl:C) in
beschriebenen Konzentrationen (in pg/ml) stimuliBiese war, wenn angegeben, mit kationischen
Lipiden (CL, Lipofectamirf§ komplexiert. Nach 24 Stunden Inkubation wurde I6FELISA laut
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Die Daten stellaen Mittelwert £+ SEM in logarithmischer
Skalierung und als Verhéltnis zum Medium dar. * p.85 vs. Ifnaf’*
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Um zu uUberprifen, ob Interferon-alpha und -betahade Produktion von Typ I-Interferonen
veranlassen kénnen, stimulierten wir die Mesanglin nach einer 24-stiindigen Hungerszeit fur drei
Stunden mit Interferon-alpha bzw. -beta und flih@eschlie3end einesal time RT-PCR fir Mx 1
(anstelle von Interferon-alpha) und Interferon-batiach. Hierbei zeigte sich, dass beide Interferone

zur Produktion von Mx 1, nicht jedoch zur Produktimn Interferon-beta fiihren (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Sowohl Interferon-alpha als auch -ketinduzieren die Produktion von Interferon-
alpha. Die murinen primaren Wildtyp-Mesangialzellen wurderRPMI 1640-Medium mit 10 % FCS
und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Nachnei 24-stindigen Hungerzeit erfolgte die
Stimulation mit Interferon- oder - in den angegebenen Konzentrationen (in U/ml).usi&n nach
Stimulation wurde die RNA-Konzentration an Mx1 bdw mittels real time RT-PCR bestimmit.
*p < 0.05 vs. Medium

3.8 Virale RNA, die mit kationischen Lipiden komplexiert ist, reduziert in

Mesangialzellen die Proliferation

Bisher konnte gezeigt werden, dass virale RNA in safgialzellen zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine sowie Typ I-Interfaso fuhrt. Virusinfektionen sind jedoch haufig
auch ein Signal fir apoptotischen Zelltod; diesal zur Kontrolle der viralen Replikation und der
Verhinderung der Ausbreitung der Virusinfektionrdia. Unsere bisherigen Erkenntnisse, dass héhere
Dosen poly I:C-RNA zu sinkender Interleukin-6- uimterferonproduktion fiihren, lassen annehmen,
dass es sich hierbei um einen antiproliferativeer garoapoptotischen Effekt handelt. Tatsachlich
zeigte sich in unserem Proliferationsassay, dassZdhl der proliferierenden Mesangialzellen nach
Stimulation mit steigenden Dosen poly I:C-RNA zuWgiog. Dieser Effekt war wesentlich starker,

wenn poly I:C mit kationischen Lipiden komplexiartirde (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Die zytosolische RNA-Erkennung fuhrt zu reduziertd?roliferation. Nachdem
30 000 murine primare Mesangialzellen/ml 48 Stunideig in einer 96-well-Platte mit RPMI 1640-
Medium + 1 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin geWwsen waren, erfolgte die Stimulation mit der
synthetischen Doppelstrang-RNA poly I:C (pl:C) iengnnten Konzentrationen. Wenn angegeben,
war diese mit kationischen Lipiden (CL, Lipofectaefi) komplexiert. Nach weiteren 48 Stunden
wurde der CellTiter 98AQueousOne Solution Cell Proliferation Assay higegeben und nach 3
Stunden die optische Dichte bei 492 nm gemesger. .05 vs. Medium

Abbildung 42 zeigt, dass die Stimulation mit ausnend hohen Dosen viraler RNA nicht mehr zu
einer Zunahme der Proliferation fuhrt, wie es hiedrigeren Dosen RNA der Fall ist, sondern dass
dadurch in den Mesangialzellen ein Mechanismus eddsgwird, der die Proliferation der Zellen
verlangsamt bzw. aufhalt. Wenn die RNA mit Hilfetikaischer Lipide direkt ins Zytosol gebracht
wird, ist dieser Proliferationsriickgang noch stérkab fur diesen starken Rickgang der Proliferation
auch Interferone eine Rolle spielen, ist bislanglam Um dies zu untersuchen, stimulierten wir im
nachsten Versuch Wildtypzellen und Interferon-alReaeptor-defiziente Mesangialzellen mit viraler
RNA, komplexiert mit kationischen Lipiden und vedoflen anschlielend die Proliferation der
Wildtypzellen im Gegensatz zu ddémock outZellen. Wurde die Proliferation der unstimulierten
Wildtypzellen und der unstimuliertdimar-defizienten Zellen auf 100 % gesetzt, so zeigth,silass
der Proliferationsriickgang nach Stimulation bei #eack ouZellen wesentlich langsamer erfolgte
als bei den Wildtypzellen (Abbildung 43). Dies Ilassnnehmen, dass die autokrine
Interferonaktivierung, der wir in den vorherigen rsieachen schon eine Rolle fir die
Zytokinproduktion der Mesangialzellen zuschrieldéndie Zellproliferation ebenfalls von Bedeutung

ist.

79



Ergebnisse

5
.,, |
5 E L]
S X
&+ 5
& X
5
o ﬂ ﬂ ﬂ
3< 5 58 5% & & W/
< ( | | | l | | |

Abbildung 43:Der Riickgang der Zellproliferation ist in Typ I-lrerferonrezeptor-defizienten Zellen
wesentlich geringer als in Wildtypzeller80 000 murine primare Wildtyp- bzw. Interferonremep
defiziente Mesangialzellen/ml wurden 48 Stundery lan einer 96-well-Platte mit RPMI 1640-
Medium + 1 % FCS + 1 % Penicillin/Streptomycin waeh gelassen. Dann erfolgte die Stimulation
mit der synthetischen Doppelstrang-RNA poly I:Cjpl komplexiert mit kationischen Lipiden (CL,
Lipofectamin®). Nach weiteren 48 Stunden wurde der CellTiteP/BueousOne Solution Cell
Proliferation Assay hinzu gegeben und nach 3 Sturdie optische Dichte bei 492 nm gemessen.
*p < 0,05 vs. Wildtyp.

3.9 Virale RNA fiuhrt in Mesangialzellen zum Zelltod

Wir nahmen an, dass der Rickgang der Proliferatien, wir in den letzten Versuchen zeigten, auf
einen Zelltod zuruckzufiihren ist. Dies wollten wviir unserem nachsten Versuch klaren. Hierfur
stimulierten wir die Mesangialzellen mit hohen Dosgoly I:C-RNA, zum Teil komplexiert mit
kationischen Lipiden, fir 24 Stunden. AnschlieReiidbten wir die Zellen mit Annexin und
Propidium Jodid und fihrten die Durchflusszytomeetturch. Annexin und Propidium Jodid sind, wie
im Methodenteil ausfuhrlich beschrieben, Markerviérschiedene Zeitpunkte im Zelltod-Prozess, die
an bestimmte Zellbestandteile binden und mittelgcbiluf3zytometrie sichtbar gemacht werden
kdnnen. Lebende Zellen farben sich somit nicht Zellen, die sich in einem frihen Stadium des
Zelltodes befinden, farben sich nur mit Annexin ward Zellen, die bereits tot sind, sind nur mit
Propidium Jodid anfarbbar. Bei Zellen, die sich sbiwmit Annexin als auch mit Propidium Jodid
anfarben lassen, handelt es sich entweder um Zeliersich in einem spateren Stadium des Zelltodes

befinden, oder um Zellen, die bereits abgestorbeh s
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Abbildung 44: Virale RNA fuhrt in Mesangialzellen zum ZelltodDie murinen Mesangialzellen
wurden, nach 24-stiindiger Hungerzeit, in RPMI-Medid- 5 % FCS fiur 24 Stunden mit den
angegebenen Dosen poly I:C-RNA, gegebenenfalls lkgiepg mit Lipofectamin (CL), stimuliert.
Anschliel3end wurden sie, wie im Methodenteil bésibén, von den Platten entfernt, mit Annexin und
Propidium Jodid gefarbt und die FACS-Analyse nsttidr FACScalibur Maschine und der CellQuest
software von BD Pharming durchgefihrt. * p < 0.65 Medium

Bei diesem Versuch zeigte sich, dass die Zahl deht ranfarbbaren, lebenden Zellen in den
stimulierten Gruppen niedriger und die Zahl derpRtium Jodid und Annexin gefarbten Zellen, also
der Zellen, die einen solchen Schaden erlitten matbass ihre Plasmamebran durchlassig geworden
ist, signifikant héher war (Abbildung 44).

Abbildung 44 lasst darauf schliel3en, dass die S4tian mit virale RNA in den Mesangialzellen zum
Zelltod fuhrt. Ob dieser Zelltod durch Apoptose odarch Nekrose verursacht ist, lasst sich hiermit
jedoch noch nicht sagen. Deshalb wurde im nachétesuch vor Stimulation ein Caspase-8-Inhibitor
zu den Zellen gegeben. Verschiedene Caspasen sstdriiteile des Apoptoseweges. Wir erwarteten
durch eine teilweise Blockade dieses Apoptosewelie<ahl der toten Zellen reduzieren kdénnen.
Tatsachlich war die Anzahl der toten Zellen nacly p&€-Stimulation mit Caspase-Inhibitor im
Vergleich zu der Gruppe ohne Caspase-Inhibitor ifkgmt niedriger. Die Caspase-Hemmung
verhinderte den durch poly I:C-RNA und kationischipide ausgeltsten Zelltod fast vollstandig
(Abbildung 45).Daraus zogen wir die Schlussfolgerung, dass es(sighindest bei einem Teil der
gestorbenen Zellen) um Apoptose und nicht um Nekgehandelt hat. Dass es in Mesangialzellen
nach Exposition mit viraler RNA, vor allem, wennreske ins intrazellulare Zytosol gelangt, zum
apoptotischen Zelltod kommt, ist, neben der Intadleproduktion und der Interferonproduktion, die
wir in den vorherigen Versuchen untersuchten, deilangeborenen antiviralen Immunantwort dieser

Zellen.
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Abbildung 45: Der Zelltod in Mesangialzellen beruht, zumindestrauTeil, auf ApoptoseZu den
murinen Mesangialzellen wurde 6 Stunden vor Stitimlader Caspase-8-Inhibitor Ac-IETD-CHO (5
pg/ml) hinzugegeben. Anschlie3end erfolgte ein Wediechsel und die Zellen wurden in RPMI-
Medium + 5 % FCS fir 24 Stunderit den angegebenen Dosen poly I:C, gegebenelkiaitplexiert
mit Lipofectamin (CL), stimuliert. Danach wurdere dellen mit Propidium Jodid (PI) angefarbt und
die FACS-Analyse durchgefiihrt. Die Zellzahl der Metkontrolle wurde gleich 100 % gesetzt. Die
Daten zeigen den Mittelwert aus zwei Experimenteé®EM. * p < 0,05 vs. Medium und vs. ,mit
Caspase-8-Inhibitor*

3.10 Komplexe aus viraler RNA und kationischen Lipiden nduzieren eine diffuse
glomerulare Nekrose und Mesangiolyse in Mausen, diean nephrotoxischer
Serumnephritis leiden

Unsere Arbeitsgruppe hat kirzlich gezeigt, dass wdielbergehende Exposition auf virale
Doppelstrang-RNA die Immunkomplex-Glomerulonepbriti Mausen verschlimmern kann [84]. Der
hier entdeckte Mechanismus wuirde allerdings imgleai, dass virale RNA, die z.B. mit kationischen
Lipiden komplexiert ist, eine vorbestehende Glort@rephritis deutlich verstarken kann. Um diese
Hypothese zu testen, injizierten wir C57BL/6 Mauseie an einer autologen nephrotoxischen
Serumnephritis litten, entweder das Vehikel (HB&jonische Lipide (Dotap), pl:C (Doppelstrang-
RNA) oder pl:C komplexiert mit kationischen LipideDie Dosis, die gewahlt wurde um die
nephrotoxische Serumnephritis zu induzieren, vewht normalerweise nach 21 Tagen eine
Immunkomplex-Glomerulonephritis mit massiver Albuoniie. Entsprechend unserer Hypothese
zeigte sich in der Gruppe, die mit Komplexen au€{NA und kationischen Lipiden behandelt
wurde, bereits nach 10 Tagen eine signifikant h&hBroteinurie als in den Kontrollgruppen
(Abbildung 46).
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Abbildung 46: Der Albumin/Kreatinin-Quotient an TadlO ist in der pl:C und der pl:.C + CL-
Gruppe deutlich hoher als in den Kontrollgruppeion allen M&ausegruppen wurde der an Tag 0
und Tag 10 gewonnene Urin mittels ELISA auf Albummid mittels Farbassayuf Kreatinin
quantitativ untersucht. Aus den gewonnen Angatemef|s in pg/ml) wurde der Albumin/Kreatinin-
Quotient berechnet und im Diagramm dargestellt.sBreentspricht der Proteinurie. * p < 0,05 vs.
Tag O; # p < 0,05 vs. Vehikel

Bei Bestimmung des Kreatinins im Serum zeigte stidss dieses an Tag 10 in der pl:C- und der
pl:C+CL-Gruppe signifikant héher war als in den Kotigruppen. Zwischen diesen beiden Gruppen
bestand jedoch kein Unterschied (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Das Serum-Kreatinin ist sowohl in dex:C- als auch in der pl:C + CL-Gruppe
signifikant hoher als in den KontrollgruppenDas an Tag 10 gewonnene Serum von allen vier
Gruppen wurde mittels Farbassay auf den Kreatiniradiequantitativ getestet. * p < 0,05 vs. Vehikel.

Die enthommenen Nieren der Mause dieser vier Gmupparden mittels PAS angefarbt und
mikroskopisch der fokale Nekrosescore bestimmt {lobbg 48 und 50). Hierbei zeigte sich, dass die
Nekrose bei den mit pl:C und kationischen Lipidefmdndelten Tieren deutlich starker ausgepragt ist

als in den Kontrollgruppen oder der pl:C-Gruppe.
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Des Weiteren konnte in den PAS-gefarbten Nierengenngezeigt werden, dass die Komplexe aus
Doppelstrang-RNA (poly 1:C) und kationischen Lipideu einer diffusen und schweren Mesangiolyse
in den nephritischen C57BL/6-Méausen gefuhrt halve@s mit unseren Daten Uber den Zelltod in
Mesangialzellen Gbereinstimmt (Abbildung 49 und.50)

Diese Daten unterstiitzen die Theorie, dass deddrevorhergehenden vitro Versuchen in primaren
Mesangialzellen entdeckte Mechanismus der antarirdinmunantwort nach Stimulation mit viraler

RNA, ebenfalldn vivofiir die murine Glomerulonephritis zutrifft.
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Abbildung 48: Die Gruppe, die mit pl:C und CL behdelt wurde, zeigt eine signifikant hohere
Nekrose als diejenige, die nur mit pl:C behandelunde. Die fokale glomerulare Nekrose je Gruppe
wurde in PAS-gefarbten Nierenschnitten unter Zeahdhme eines semiquantitativen Scores von 0-3
in 15 Glomeruli je Abschnitt bestimmt. * p < 0,05 Wedium; # p < 0,05 pl:C + CL vs. pl:.C
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Abbildung 49: Die Gruppe, die mit pl:C und CL behderlt wurde, zeigt eine signifikant héhere
Mesangiolyse als diejenige, die nur mit pl:C behaidwurde.Der Prozentanteil der Glomeruli, die
von Mesangiolyse betroffen waren, wurde in PAStbeda Nierenschnitten in 15 Glomeruli je
Abschnitt bestimmt. * p < 0,05 vs. Medium; # p 80pl:C + CL vs. pl:C
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Abbildung 50: PAS-gefarbte Nierenschnitt®&lierenschnitte von M&ausen aller Gruppen wurden, wie
im Methodenteil beschrieben, mit PAS (periodic &@8ahiff) gefarbt. Die Bilder wurden bei einer
VergrofRerung von 100 x und 400 x gemacht.
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3.11 Die mit chronischer Hepatitis C-assoziierte Glomerlonephritis ist assoziiert mit

einer gesteigerten glomerularen Interferon--Expression beim Menschen

Welche Bedeutung haben didgsevitro Beobachtungen fir die menschliche GlomerulonepRrDie
chronische Hepatitis C-Infektion ist beispielsweisgiufig mit der membranoproliferativen
Glomerulonephritis (MPGN) assoziiert. Diese Erknamds ist durch eine glomeruléare Ablagerung von
Immunkomplexen aus Hepatitis C-RNA charakterisi@adurch werden die Mesangialzellen mit
viraler dsRNA konfrontiert [96]. Wir untersuchtenidikenbiopsien aus der europaischen Nieren-
cDNA-Bank Kroener-Fresenius-Biopsiebank von folgamd Patientenkohorten: 1.Lebende
Nierenspender (ohne Schaden des NierengewebesV2idgative MPGN, 3.HCV-assoziierte
MPGN [97]. Die Interferon--Expression dieser Proben wurde mittelal time RT-PCR in
glomerularen und tubulointerstitiellen cDNA-Isolatantersucht. Es zeigte sich, dass die Glomeruli
der Hepatitis C-positiven Patienten signifikant miglterferon- -mRNA exprimierten im Vergleich zu
den Hepatitis C-negativen Patienten oder zu deenlddn Spendern. Im Gegensatz dazu war kein
signifikanter Unterschied im tubulointerstitielldfompartiment bemerkbar (Abbildung 51). Diese
Daten zeigen, dass menschliche Hepatitis C-indgzi&lomerulonephritis mit einer verstarkten

glomeruléren Interferon-Expression assoziiert ist.
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Abbildung 51:Interferon- -Expression bei menschlicher MPGNsGlomeruldre und tubulointestinale
cDNA-Isolate aus mikrodisseziierten menschlichegrétibiopsien wurden mittels real time RT-PCR
auf ihren Interferon--Gehalt untersucht. * p < 0.05
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4 Diskussion

Neueste Entdeckungen im Feld der angeborenen Restbdgnnung erlauben neue Hypothesen der
molekularen Mechanismen virusassoziierter Glomerpbritiden. Die Typ I-Interferonproduktion
ist, neben der Produktion von Zytokinen und der gtpee, ein zentrales Element der antiviralen
Immunitat [17]. Unsere Hypothese war, dass viraMARlie Produktion von Typ I-Interferonen in
Mesangialzellen Uber angeborene RNA-Rezeptorenniasmst. Unsere Daten unterstiitzen diese
Hypothese und zeigen, dass die TIr-unabhéngige nietkey viraler Doppelstrang-RNA die
Produktion von Typ I-Interferonen wesentlich stérkaggern kann als die TIr-3/Trif-abhangige
Erkennung. Auf3erdem kdnnen wir zeigen, dass Mealeflen nicht nur Typ I-Interferone
produzieren konnen sondern Interferone auch erkenne mit der Produktion von Zytokinen, wie
Interleukin-6, auf sie reagieren. Dies kdnnte damulckzufihren sein, dass die Erkennung von
Interferonen zur Hochregulation der angeborenen MRé¢&eptoren in Mesangialzellen fihrt. Des
Weiteren zeigen diese Daten, dass die RNA-indigktivierung der Mesangialzellen einer Typ I-
Interferon-abhéngigen autokrin-parakrinen Aktiviaguunterliegt. Unseré vivo Daten konnen wir

mit Hilfe vonin vitro Versuchen bestarken.

4.1 Bedeutung der angeborenen RNA-Rezeptoren

Der glomerulare Filtrationsprozess setzt Mesangii@a vielen zirkulierenden Mikro- und
Makromolekiilen - einschlie3lich viralen Partikeln wéhrend Infektionen des intravaskularen
Kompartiments aus. RNA kann vom RNAse-Verdau gezthilerden, wenn sie mit Proteinen, wie
Immunglobulinen oder Nukleoproteinen, komplexiest j98-100]. Bei Glomerulonephritiden sind
solche Immunkomplexe haufig in glomerularen Kapdtaoder dem Mesangium abgelagert, wo sie
von glomerularen Mesangialzellen aufgenommen weftieh]. Arbeiten aus unserer Gruppe zeigten,
dass virale Doppelstrang-RNA menschliche und muriMesangialzellen dazu veranlassen,
Interleukin-6 und CCL2n vitro und in vivo zu produzieren, was wir dem Toll-like Rezeptor-3
zuschrieben. Dieser ist der einzige RNA-spezifisdiodl-like Rezeptor, der von Mesangialzellen
exprimiert wird [84, 85]. Virale Doppelstrang-RNAakn jedoch auch TIr-3/Trif-unabhangig die
Reifung dendritischer Zellen veranlassen [87]. Deueste Entdeckung von Rig-l und Mda5 als
zytosolische virale Doppelstrang-RNA-Rezeptoren] [@&st Zweifel an der Bedeutung des TIr-3-
Signaling in Mesangialzellen nach Stimulation mit viraler gpelstrang-RNA aufkommen. Im
Gegensatz zu pDCs, in denen Toll-ike Rezeptorerseragill fur die Zytokin- und
Interferonproduktion sind [55], scheint virale Dafgirang-RNA in Nicht-Immunzellen eher den

zytosolischen Rig-I-Weg als den Toll like Rezef@eWeg zu aktivieren [87]. Insbesondere lokale
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Infektionen induzieren die Interferonproduktion tildkee Rig-like Helikasen und nicht tber Toll-like
Rezeptoren, wohingegen systemische InfektionerTdiklike Rezeptoren der pDCs aktivieren [71].
Die Zusammenarbeit des TIr-Systems und der Rig-Hedikasen bei der Viruserkennung wurde
kirzlich von Takeuchi et al. beschrieben [102].

Fir die Wichtigkeit einer Zusammenarbeit sprechechadie Ergebnisse, die kirzlich von Kumar et.
al veroffentlicht wurden [103]. Sie untersuchter diuswirkungen der poly I:C-RNA-Injektionen in
Wildtyp-, Trif-defiziente und Ips-1-defiziente Mause. Hierbei zeigte sich, dass diep Ty
Interferonproduktion in der Milz defrif-defizienten Tiere nur mafRig reduziert war, bei tesl-
defizienten Tieren jedoch aufgehoben war. Sie ipesten auch die Zytokinproduktion in kultivierten
dendritischen Zellen. Dabei zeigte sich ebenfdéss die Interferon-Produktion inlps-1-defizienten
Zellen nach poly I:C-Stimulation aufgehoben war, hvednd sie inTrif-defizienten Zellen nur
vermindert war. lhre Schlussfolgerung war, dassddiech poly 1:C-RNA vermittelten Effekte einer
Kooperation zwischen den Toll-like Rezeptoren uad dytoplasmatischen RNA-Helikasen bedurfen.
Es ist bekannt, dass Rig-l in Nicht-Immunzelleng wieispielsweise glatten Muskelzellen [104],
Harnblasen-Epithelzellen [105], Astrozyten [106datozyten [107] und Gallengangs-Epithelzellen
[108], vorhanden ist. Harada et al. zeigten, daae@@gangs-Epithelzellen auf die meisten Viren
antworten kénnen und zwar dadurch, dass sie Viben Rig-l und Mda5 im Zytosol infizierter Zellen
erkennen. Die Wichtigkeit der zytosolischen Rezepidei der antiviralen Immunantwort von Nicht-
Immunzellen wurde ebenfalls von Hirata et al. bestien. Sie zeigten, dass das Rig-I/Ips-1-Signaling
eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunaritwdestinaler Epithelzellen spielt [109]. Sie
fanden heraus, dass mit kationischen Lipiden kormpiee poly :C-RNA zur Typ |-
Interferonproduktion in intestinalen Epithelzellgmrt und dass hierbei nur die Expression von Rig-|
nicht aber die des TIr-3 erhdht war. Sie schrietiesen Effekt der unterschiedlichen Lokalisation de
zwei Rezeptoren zu und der Tatsache, dass intlestipgthelzellen nichtphagozytierende Zellen sind
[109]. Eine wichtige Rolle in diesem Zusammenhapgels auch das Adaptorprotein der Rig-like
Helikasen Ips-1. Es wurde gezeigt, dgss 1-defiziente Mause auf Stimulation mit sédmtlicheralgn
Stimuli, die von Rig-1 und Mda5 erkannt werden, wedytokine noch Interferone produzierten [110,
111]. Interessanterweise befindet sich dieses Rratd@tochondrial, was bedeuten kdnnte, dass
Mitochondrien neben ihrer Aufgabe im MetabolismusduZelltod auch eine Rolle bei der
Interferonantwort spielen kénnten [112]. Wir zeidgar erstmals, dass glomeruldre Mesangialzellen
die zytosolischen Rezeptoren Rig-l1 und Mda5 sowgeed mitochondriales Adaptormolekil Ips-1
exprimieren und dass ihnen eine wichtige Rolle dsi angeborenen antiviralen Immunantwort der
glomerularen Mesangialzellen zukommt.

Mit Hilfe Trif-mutanter muriner Mesangialzellen liefern wir haen experimentellen Beweis, dass
sowohl die TIr-3/Trif-abh&ngige als auch die TIi8f-unabhéangige Erkennung viraler RNA die

spezifische antivirale Immunitét in glomerularen 9degialzellen triggern kann. Es zeigte sich, dass
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sowohl die Interleukin-6-Produktion als auch diepTY¥Interferonproduktion inTrif-mutanten
Mesangialzellen, die mit viraler RNA und kationisahLipiden stimuliert wurden, im Vergleich zu
Wildtypzellen nicht vermindert war. Dies ist dadurzu erklaren, dass die Erkennung viraler RNA,
die durch kationische Lipide ins Zytosol gebrachtde, TIr-3/Trif-unabhéngig tber die zytosolische
Rezeptoren Rig-l und Mda5 und deren mitochondriafetaptormolekdl Ips-1 ablauft [92].
Erstaunlicherweise war die Interleukin-6-Produktion den Trif-defizienten Zellen bei alleiniger
Stimulation mit viraler RNA verglichen mit den Wiigbzellen zwar vermindert, jedoch nicht ganz
aufgehoben. Dies spricht dafir, dass die Erkennuaidnttransfektierter poly I:C-RNA nicht
vollstandig Uber den Toll-like Rezeptorweg ablagbndern auch hierfir andere Rezeptoren eine
Rolle spielen missen. Yoshida et al. stimuliertamaine Astrozyten mit poly I:C-RNA und konnten
einen deutlichen Anstieg der RIG-I-mRNA und des R{&oteingehaltes feststellen. Dieselben
Effekte sahen sién vivo bei poly I:C-Injektionen in das Striatum von Mansg06]. Dies lasst
vermuten, dass auch poly I:C-RNA, die nicht mitikaischen Lipiden komplexiert ist, ins Zytosol
gelangt und dort Toll-like Rezeptor-unabhangigajitsolischen Rezeptoren stimuliert.

Es ist bekannt, dass die Expression der Gene,udidi¢ Rig-like Helikasen codieren, stark durch
Interferone induziert wird [102]. Die zwei RNA-Eneungsrezeptoren Rig-1 und Mda5 konnten auch
in Mesangialzellen durch Stimulation mit Interfefogta induziert werden. Vor kurzem wurde
nachgewiesen, dass Rig-l bei der Lupusnephritisimgrt wird [113], einer Krankheitssituation, die
mit dem Typ I-Interferonsignaling eng verbunder14t4, 115].

Nach Prens et al. fuhrt die Vorstimulation mensittér Keratinozyten mit Interferon-alpha zur
deutlichen Verstarkung der poly I:C-RNA-induziertgmoinflammatorischen Antwort [116]. Sie
konnten ebenfalls zeigen, dass dieser Effekt auEdpression verschiedener RNA-Rezeptoren, wie
dem Toll-like Rezeptor-3, RIG-I, MDA5 und der ProtKinase R, beruhte. Von Klinischer
Bedeutung sind insbesondere ihre Untersuchungdreschadigter Haut von Psoriasis-Patienten, wo
sie einen deutlichen Anstieg der RIG-I- und MDA5pEession feststellen konnten. Da die Psoriasis
eine chronisch-entziindliche Hauterkrankung mit \ehrter Interferon-alpha-Produktion ist, lasst
dieser Anstieg darauf schliel3en, dass auch hiddseinterferonsignaling eine wesentliche Rollelspie
[116].

Die genauen Unterschiede der Liganden fir Rig-1 Muh5 sind allerdings noch nicht bekannt. Es
wurde zwar bereits festgestellt, dass Rig-l und Bldéne strukturelle Homologie [93] und ein
ahnliches Signalingmuster aufweisen [70], dennag$sdn sich unterschiedliche Reaktionen auf
verschiedene virale Stimuli zeigen. So konnte helisweise gezeigt werden, dass Rig-l, nicht aber
Mda5, notwendig fur die Immunantwort gegen Paramen, Influenza-Viren und das vesikulare
Stomatitis-Virus ist [55, 92]. Im Gegensatz dazagieren Mda5-defiziente Zellen nicht auf eine
Infektion mit Picornaviren, wie dem Enzephalo-Myaoki&is-Virus oder dem Theiler-Virus [102]. Des

Weiteren wurde kurzlich die unterschiedliche Reaktauf synthetische Liganden beschrieben. Erste
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Ergebnisse belegen, dass Mda5 verantwortlich gilsgkennung von poly I:C-RNA ist [92, 117] und
dass Rig-lI 5'-Triphosphat Einzelstrang-RNA erkefiit8, 119]. Da dies aber noch nicht ganzlich
geklart ist, schreiben wir in der vorliegenden Atloe zytoplasmatische Erkennung viraler RNA den
Rig-like Helikasen zu ohne genauer darauf einzugetiber welchen Rezeptor die Erkennung

letzendlich ablauft.

4.2 Effekte der RNA-Erkennung in Mesangialzellen

Es wurde bereits nachgewiesen, dass virale RNA Mga&ellen zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine, wie Interleukin-éeranlasst [84]. Wir konnten dies bestéatigen und
zeigten aufRerdem einen Zeit- und Dosis-VerlaufndRNA-Expression, der sein Maximum bei einer
Stimulation mit 3 pg/ml poly I:C-RNA und nach 3-stliger Inkubation hatte. Komplexierten wir
diese synthetische Doppelstrang-RNA mit kationisdhipiden, was eine gangige Methode ist, um die
RNA ins Zytosol zu bringen, zeigte sich eine cafddche Interleukin-6-Produktion verglichen mit der
alleinigen poly I:C-RNA-Stimulation. Da wir davomsgehen, dass die RNA-Erkennung bei alleiniger
poly I:C-RNA-Stimulation Uber den Toll-like Rezepieeg ablauft, die RNA bei Transfektion ins
Zytosol hingegen TlIr-unabhangig von den zytosokscliRezeptoren Rig-l und Mda5 erkannt wird,
deutet dies darauf hin, dass die Toll-like Rezeptmbhangige Erkennung viraler RNA eine
wesentliche gréRere Rolle bei der Aktivierung voeddngialzellen spielt als die Toll-like Rezeptor-
abhangige. Hierbei ist allerdings zu beachten, dassur die Interleukin-6-Produktion als Markerrde
Zytokinantwort untersucht haben. In unserem Immatesy spielen aber wesentlich mehr
proinflammatorische Zytokine eine Rolle, Uber defspression wir keine Aussagen machen kénnen.
Es ware ebenfalls denkbar, dass einige dieser iygdbei der Toll-like Rezeptor-abhangigen RNA-
Erkennung vermehrt produziert werden.

Im Rahmen der angeborenen Immunantwort spielt miahdie Produktion von Interleukinen sondern
auch die Interferonproduktion eine grofRe Rolle. v8ad durch die frGhe Produktion von Typ I-
Interferonen die virale Replikation in infiziertelellen gehemmt. AuRerdem haben Typ I-Interferone
pleiotrophische immunmodulatorische Effekte auf kdghagen, T-Zellen und natirliche Killerzellen
[17, 66]. Die Hauptquelle der Typ I-Interferone diplasmozytische dendritische Zellen (pDCs) im
intravaskularen Kompartiment [120]. Verschiedenealei Komponenten kdnnen zur Bildung von
Interferonen in pDCs fihren. So aktivieren beigwgise virale Proteine die Toll-like Rezeptoren-2
und -4 an der Zelloberflache [91]. Im Gegensataidamnen verschiedene virale Nukleinsduren Tlrs
in intrazellularen Endosomen, z.B. TIr-3 (dsRNAJ-7/8 (ssRNA) und TIr-9 (CpG-DNA), aktivieren
[91]. Weiterhin kann virale RNA auch im intrazeliwsén Zytosol erkannt werden. Dies geschieht z.B.
tber Mda5 (dsRNA) und Rig-lI (dsRNA und 5-TriphogphRNA) [91-93]. Die Bindung von

Liganden an jeden dieser RNA-Erkennungsrezeptoeeraageborenen Immunantwort fihrt rasch zur
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Produktion von Typ I-Interferonen in pDCs. Es ibeabekannt, dass nicht nur Immunzellen, wie die
dendritischen Zellen sondern auch Nicht-Immunzellegispielsweise in der nasalen oder buccalen
Mukosa, geringe Mengen Interferon-alpha als Antveart Viren und andere Pathogene produzieren
kénnen. Dies fuhrt in einer parakrinen Weise daeuZellen der angeborenen Immunantwort auf eine
starkere Antwort vorzubereiten [121]. Solche Irgesh-alpha-Signale von Nicht-Immunzellen der
Mukosa konnen beispielsweise antigenprasentiergallien auf die Zytokinantwort vorbereiten bevor
es zu einer Immunstimulation kommt. Dies gewahid¢isine sofortige Kommunikation zwischen den
antigenstimulierten Mukosazellen und den Immunpedler regionalen Lymphknoten.

Wir untersuchten, ob auch Mesangialzellen zur Fetdo von Interferon-alpha, -beta und -gamma
fahig sind, wenn es zur Bindung von Liganden asaelRNA-Erkennungsrezeptoren kommt. Zunachst
stimulierten wir die Mesangialzellen hierfir mit lpd:C-RNA. Hierbei zeigte sich jedoch keine
Antwort. Interessanterweise fuhrt die Transfektimm Doppelstrang-RNA ins Zytosol sowohl zur
Produktion grof3er Mengen Interferon-alpha als abeha. Die Rolle der durch virale Doppelstrang-
RNA ausgeldsten lokalen Produktion von Interfertpiia bei Gewebeschaden wurde kirzlich bei der
autoimmunen Pankreas-Inselzell-Entziindung gez88jt Es wurde beschrieben wie das nach viraler
Stimulation gebildete Interferon-alpha zur Hochilagan des MHC-1 in den Beta-Inselzellen des
Pankreas fuhrte. Mit Hilfe Typ I-Interferonrezepttefizienter M&use konnte nachgewiesen werden,
dass Interferone fir die Entstehung des virusiredtemn Diabetes notwendig sind [83]. Ebenso
kdnnten die von Mesangialzellen produzierten Typtérferone eine wichtige lokale Rolle bei der
Entstehung von Glomerulonephritiden spielen. Eiretave Funktion lokal gebildeter Interferone
wurde von Salazer-Mather et al. beschrieben. Sideia heraus, dass es in der Leber nach CMV-
Infektion zur Produktion von Typ I-Interferonen komund dass diese lokal gebildeten Interferone
zur Rekrutierung von Makrophagen filhren [122]. WharlMlesangialzellen kein Interferon-gamma
produzieren, kdnnte mit den verschiedenen Funktiodie den Typ |- und Typ ll-Interferonen in der
Immunitat zukommen, zu erklaren sein [17].

Neben der Zytokin- und Interferonproduktion sindlPeration und Apoptose wichtige Mechanismen
der angeborenen Immunantwort und spielen eine wedenRolle bei der lokalen Kontrolle viraler
Infektionen. Diese untersuchten wir mittels Prabféonsassay und Apoptose-FACS. Hierbei zeigte
sich, dass die Stimulation mit poly I:C-RNA in niggtn Dosierungen zunachst zur Erhéhung der
Mesangialzellproliferation fuhrte, die Anzahl pfelierender Zellen jedoch bei hohen Dosen poly I:C-
RNA wieder zurtickging. Erstaunlicherweise zeigtehsbei Transfektion der RNA ins Zytosol ein
Ruckgang der Proliferation auch schon bei niedripesen RNA. Wir flihrten diesen Riuckgang der
Proliferation auf ein Sterben der Zellen zuriicks®dieser Zelltod bei zytosolischer RNA-Erkennung
deutlich starker war, bekraftigte unsere Vermutmgeass die Toll like Rezeptor-unabhéngige
Erkennung ein wesentlich starkeres Gefahrensigmalktivierung von Mesangialzellen darstellt als

die Toll like Rezeptor-abhéngige Erkennung. Einltddl kann entweder durch Nekrose oder durch
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Apoptose erfolgen. Unter Nekrose versteht man dehgtogischen Untergang von Zellen, der das
Immunsystem und verschiedene Reparationsmechaniakiemert, um den Schaden zu begrenzen.
Apoptose hingegen ist der programmierte, physisidge Zelltod. Dieser ist ein beabsichtigtes
Element der Immunantwort, um eine Ausbreitung desders zu verhindern und somit andere Zellen
zu schitzen. Im Anschluss daran ist es Ziel desu@sgius, die toten Zellen zu beseitigen [123]. Um
Zu bestétigen, dass es sich bei dem Ruckgang dirdiéeration tatsachlich um einen Zelltod,

genauer gesagt um Apoptose handelt, farbten wirstiieulierten Zellen mit Propidium Jodid und

Annexin V und fuhrten eine Durchflusszytometrie aturLebende Zellen farben sich dabei nicht an,
tote Zellen sind PI-positiv, apoptotische ZellendsiAnnexin-positiv und Pl-negativ und Zellen, die
sowohl PI- als auch Annexin-positiv sind, sind es@r schon tot oder befinden sich in spater
Apoptose. Da diese Durchflusszytometrie mit den avigglzellen jedoch schwierig durchzufiihren
war und sich bei den Farbungen kein eindeutigesltifig zeigte, fuhrten wir das FACS nochmals mit
Mesangialzellen durch, die zusatzlich zur viralé Rnoch mit einem Caspase-8-Inhibitor stimuliert
wurden. Die Caspase-8 ist ein Bestandteil des Apsapteges. Als sich bei den Zellen, die mit
poly I:C-RNA plus kationischen Lipiden stimuliertanen und zuséatzlich den Caspase-8-Inhibitor
enthielten, ein vollstandiger Rickgang der totedledeauf den Mediums-Ausgangswert zeigte,
konnten wir die Schlussfolgerung ziehen, dass déck&ang der Proliferation tatsachlich auf

Apoptose zuriickzufuhren ist.

4.3 Reaktion der Mesangialzellen auf Interferone

Bislang untersuchten wir die Effekte, die von w@ralRNA im Rahmen der angeborenen

Immunantwort in Mesangialzellen ausgeldst werdeies® beinhalten unter anderem auch die
Produktion von Typ I-Interferonen. Wir konnten hiagligen, dass Mesangialzellen zur Produktion von
Interferon-alpha und -beta in der Lage sind, wasdié glomerulare Entziindung eine Rolle spielen
konnte. Interferone sind sezernierte autokrine paugkrine Proteine, die das intra- und interzedtla

Netzwerk stimulieren, was die Resistenz gegen eiflafektionen reguliert, die angeborene und
erworbene Immunantwort verstarkt und das Zellwashstormaler und tumordéser Zellen beeinflusst
[124]. Interferone spielen eine wichtige Rolle iar dystemischen Abwehr von Krankheitserregern,
beispielsweise bei viralen oder bakteriellen Inf@ken, wie der septischen Peritonitis [125].

Interferone kdnnen andererseits aber auch proinfi@orisch wirken, z.B. bei der Entstehung und
Verschlimmerung von Autoimmunerkrankungen. Die genbrsache dieser gegensétzlichen Effekte
ist bislang unklar. Es wird angenommen, dass imnoguiatorische Effekte der Interferone in den

unterschiedlichen Kontexten verschiedene Wirkungetfalten und dass aul3erdem Unterschiede
zwischen Interferon-alpha und Interferon-beta lie=ste Des Weiteren sind sie auch bei lokalen

Infektionen von Bedeutung. So konnten beispielssveishansson et al. zeigen, dass die von
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dendritischen Zellen bei intestinaler Reovirusititek produzierten Typ I-Interferone lokal direkte
antivirale Effekte auf die intestinalen Epithelegllund verschiedene Stromazellen haben und nétig
sind fur die lokale Kontrolle der intestinalen Ikfien [126]. Katakura et al. beschrieben eine
physiologische und protektive Rolle der Typ I-lféeone bei der Kolitis und zeigten eine wichtige
Funktion der Interferone bei der intestinalen Hostése auf [127]. Welche Reaktion die nach viraler
Stimulation gebildeten Typ I-Interferone auf Speichisen-Epithelzellen haben, die fur die
Entstehung des Sjogren-Syndroms von Bedeutung sindje kirzlich von Ittah et al. beschrieben
[128]. Sie fanden heraus, dass es nach Stimula@snSpeicheldriisen-Zellen mit Interferonen zur
starken Sekretion des B-Zell-AktivierungsfaktorsA@) kommt [129]. Dieser spielt eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung von B-Lymphozyten und kide fir die pathogenetische B-Zell-Aktivierung
bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen verantighrgein. AuRerdem untersuchten sie, ob die
BAFF-Expression nach Stimulation der Speicheldridsdben mit poly :.C-RNA und unter
Verwendung eines Typ I-Interferonrezeptor-Antikdgpaufgehoben ist. Hierbei zeigte sich allerdings,
dass die BAFF-Produktion nur verringert, nicht apanzlich aufgehoben war [128]. Dennoch lasst
sich sagen, dass Typ I-Interferone eine Rolle beiakalen Expression von BAFF in Speicheldrisen-
Epithelzellen spielen. Dies wurde auch fur broniehi&pithelzellen [130], Synovialzellen bei
rheumatoider Arthritis [131] und Astrozyten bei tipier Sklerose [132] gezeigt. Welche Rolle lokal
produzierte Typ I-Interferone bei der Entstehungs daitanen Lupus erythematodes spielen,
untersuchten Wenzel et al. [133]. Sie konnten naitem, dass in Hautbiopsien von betroffener Haut
im Vergleich zu gesunder Haut vermehrt MxA expririgird, was auf ein Typ |-Interferonsignaling
hindeutet. Diese Interferone fiihren zur Indukti@am WChemokinen wie IP-10 oder CXCL-10, welche
T-Zellen in die betroffenen Gebiete locken, wasldiale Entziindung férdert [133]. Ebenso wurde
bereits beschrieben, dass Interferoime vivo die lokale Entziindung und die extrapulmonale
Ausbreitung von inhaliertem Bacillus anthracis &n[134].

Ob und wie Mesangialzellen auf Interferone reagiekénnen, Uberpriften wir in den nachsten
Versuchen. Zunachst stimulierten wir dazu murir@rgdruldre Mesangialzellen mit Interferon-

und - und untersuchten die darauf folgende Interleukidpktion. Hierbei zeigte sich, dass die Typ I-
Interferone, Interferon-und Interferon-, zur maRigen Interleukin-6-Produktion fihrtenehf¢ron-
hatte jedoch keine Auswirkungen. Vorstimulation tgsangialzellen mit den drei Interferonen und
nachfolgende Stimulation mit viraler RNA ergab, glaée Interleukinproduktion bei den mit Typ I-
Interferonen vorstimulierten Zellen deutlich erhdwar im Vergleich zu den mit Interferon-
vorstimulierten oder den nicht-vorstimulierten 2ell Dies konnte dafir sprechen, dass es in
entzindlicher Umgebung durch Interferone zur veségen und schnelleren Immunantwort kommt.
Die Tatsache, dass die Typ ll-Interferone keinectsah Reaktionen zeigen, konnte auf die

unterschiedlichen Aufgaben der Typ |- und Typ liellerone im Rahmen der Immunantwort
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zurickzufuhren sein [17]. So wird Interferonbeispielsweise von naturlichen Killerzellen oder
aktivierten T-Zellen im Rahmen der angeborenen Imantwort produziert [135].

In unserem né&chsten Versuch verglichen wir die &gion der RNA-Rezeptoren TIr-3, Mda5 und
Rig-l auf unstimulierten Zellen und auf Zellen, di@t Interferon-beta stimuliert wurden. Hierbei
zeigte sich, dass die Stimulation mit Interferondewtlich erhéhter Expression aller drei Rezeptoren
fuhrte. Dies bestétigt unsere Annahme, dass estatiedlichem Milieu zur Hochregulation der RNA-
Rezeptoren und somit zur verstarkten Immunantwarmirkt.

Da hierbei auch die zytosolischen Rezeptoren Mdad Rig- hochreguliert wurden, gingen wir
davon aus, dass bei Vorstimulation mit Interferonen nachfolgender Stimulation mit poly I:C-
RNA, komplexiert mit kationischen Lipiden, die Ineukinproduktion in den vorstimulierten
Gruppen ebenfalls deutlich ansteigt. Erstaunlicleése zeigte sich hierbei jedoch ein deutlicher,
dosisabhéngiger Ruckgang der Interleukin-6-Produkith den mit Interferon-und - vorstimulierten
Gruppen. Worauf dies zurlckzufihren ist, ist urstalbig unklar. Zunachst vermuteten wir, dass es zu
einer Uberstimulation und somit zur Apoptose gek@mwar, gegen diese Vermutung sprach jedoch

die Dosisverteilungskurve. Eine andere plausibld&enng konnten wir bislang nicht finden.

4.4 Existenz einer autokrinen Aktivierung in Mesangialzllen

Wenn dendritische Zellen Interferon-alpha und -h@taduzieren, hat das Auswirkungen auf andere
Zellen und auf die dendritischen Zellen selbst,sphieisweise in einer autokrin-parakrinen
Aktivierung [17, 136]. So kommt es in Interferoneeror-defizienten dendritischen Zellen aus dem
Knochenmark oder aus Monozyten zu einer weseng@ingeren Zytokinantwort nach Stimulation
mit poly 1:C-RNA als in Wildtypzellen [95]. Offensiitlich fuhrt die Sekretion von Typ I-Interferonen
in autokriner Weise zur Verstarkung des Interfelgmalings in dendritischen Zellen aus dem
Knochenmark oder aus Monozyten. Dieser Mechanismusde ebenfalls fir Endothel- und
Epithelzellen gezeigt [137]. Erstaunlicherweise eicbn plasmozytische dendritische Zellen, die
professionellen interferonproduzierenden  Zellen, neei anderen  Mechanismus  der
Interferonproduktion zu haben [138, 139]. Es korgegeigt werden, dass pDCs kontinuierlich gro3e
Mengen des Irf-7 produzieren, was zu einer schmalled starken Interferonproduktion bei viraler
Infektion flhrt. Im Gegensatz dazu ist die Intesfggroduktion in Zellen, die den Irf-7 nicht odernu
in sehr geringem Malfe kontinuierlich produzierdarksvom positiverFeedbackabhangig, da nur
durch dieses der Irf-7 exprimiert wird und es sarmit verstarkten Interferonproduktion kommen kann
[140]. Prakash et al. verfolgten die Hypothese,sddsr Weg der Infektion bei der Aktivierung
verschiedener Zellarten eine Rolle spielt und syistehe Infektionen zur effizienten Aktivierung von
pDCs fuhren, wahrend lokale Infektionen nur dierdi&nen lokalen Zellen beeinflussen, wobei

jedoch eine autokrine Aktivierung fur die Interfeppoduktion notig ist. Sie untersuchten die
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Auswirkungen einer inhalativen Influenza-Virus-SQtiietion auf Wildtyp-Méause, verglichen mit
Mausen, die nicht auf Interferone reagieren kdndarihnen entweder das Protein Stat-1 oder der Typ
I-Interferonrezeptor fehlte. Hierbei zeigte siclass fur die lokale respiratorische Immunantwort der
positive Verstarkungsmechanismus tber den Irf-7diadnterferonproduktion notig ist [140].

Unsere Hypothese war, dass derselbe Mechanismwntigrale Antwort auf Exposition mit viraler
Doppelstrang-RNA in Mesangialzellen verstarken kdes konnte mittelseal time RT-PCR gezeigt
werden, dass Mesangialzellen den Typ I-Interfermeptor exprimieren und mittels ELISA, dass
Mesangialzellen dazu fahig sind, Typ I-Interferone produzieren. AufRerdem zeigten wir, dass
Mesangialzellen Interleukin-6 nach Stimulation mityp I-Interferonen produzieren und die
Anwesenheit von Typ I-Interferonen, nicht jedochnvdyp ll-Interferonen, die durch virale
Doppelstrang-RNA induzierte Interleukin-6-Antwortergtarkte. Der endgultige Beweis fur die
Existenz einer autokrinen Aktivierung kam, als wdie intrinsischen Typ I-Interferone mittels
neutralisierender Antikdrper blockierten und dies drastischen Reduktion der auf RNA-Stimulation
hin produzierten Interleukin-6-Menge fihrte. Diegggebnis wurde unter Zuhilfenahme von Typ |-
Interferonrezeptor-defizienten Mesangialzellen &gt In diesen Zellen zeigte sich eine deutlich
reduzierte Interleukin-6-Produktion im Vergleich dan Wildtypzellen nach Stimulation mit viraler
RNA. Somit konnten wir zeigen, dass virale Doppalsg-RNA Mesangialzellen zur Produktion von
Typ I-Interferonen aktiviert, was wiederum die Ruktion proinflammatorischer Zytokine, wie
Interleukin-6, in einer autokrin-parakrinen Weiseetl den Typ I-Interferonrezeptor verstarkt. Wir
untersuchten hier jedoch immer die Typ I-Interferomlso Interferon-alpha und Interferon-beta
gemeinsam. Yarilina et al. zeigten beispielswet#ss es in Makrophagen durch Tnf-alpha zur
Entstehung einer Interferon-beta-abh&ngigen autefri Aktivierung kommt [141]. Ob in
Mesangialzellen eines dieser Interferone eine leddere Rolle spielt oder ob beide Interferone fir
die autokrine Aktivierung in Mesangialzellen voreigher Bedeutung sind, lasst sich somit nicht
sagen.

Die pathogenetische Relevanz dieser autokrinenvigkting fur die Glomerulonephritis wurde
kirzlich von Jagrgensen et al. gezeigt. Sie untétsncdie Produktion antinuklearer Antikérper und
die Entstehung von Nierenerkrankungen in B6.Nba2dda und (B6.Nb2 x NZW)F1 Mausen, denen
der Typ I-Interferonrezeptor fehlte. Hierbei kormtgie zeigen, dass die (B6.Nb2 x NZW)F1 Mause,
im Gegensatz zu den B6.Nba2 Mausen, keine Glomeeplhuitis entwickelten, obwohl Mause beider
Gruppen wesentliche glomerulare Immunkomplexablaggen hatten [142]. lhre Schlussfolgerung
war, dass die endogenen Typ I-Interferone durckrelnkalen Mechanismus, der ein entziindliches
Milieu erzeugt, zur Immunkomplex-Glomerulonephritisitragen. Diese Daten zeigen die mogliche
Relevanz, weitere endogene Aktivatoren fur die @orfire Typ I-Interferonproduktion zu

untersuchen.
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Eine weitere mdgliche Aufgabe der lokalen Interfgnduktion wurde kirzlich von Fairhurst et al.
untersucht [143]. Sie konnten zeigen, dass dieNierenzellen gebildeten Typ I-Interferone nicht nur
die systemische Autoimmunantwort beim Lupus eryéieches beeinflul3en, sondern auch lokal zum

End-Organ-Schaden bei der durch Autoantikorper itggiten Lupus-Nepbhritis fihren konnen.

4.5 Klinische Bedeutung fur die Glomerulonephritis

Die Rolle viraler Partikel bei der Aktivierung désipus erythematodes und die Mdglichkeit der
therapeutischen Intervention mittels Typ I-InteofetAntagonisten wurde bereits beschrieben [144).
Unserein vivo Studien unterstitzen das Konzept, Komplexe aualevirRNA und kationischen
Lipiden koénnen eine Glomerulonephritis verstarkemd uzwar dadurch, dass sie einen
Mesangialzelltod (Mesangiolyse) induzieren. Diegtzsich im deutlichen Anstieg der Mesangiolyse
in den Nierenschnitten von Mausen, die an einehrapxischen Serumnephritis litten und zuséatzlich
mit viraler RNA und kationischen Lipiden behandslirden, im Gegensatz zu Mausen, die nur mit
viraler RNA behandelt wurden. Aul3erdem lag der felkdekrosescore bei Tieren dieser Gruppe
deutlich héher als bei Tieren, die nur mit virdRMA oder mit dem Vehikel behandelt wurden.
Welche Relevanz die gezeigten Daten der lokalenldgerferonproduktion fir den Menschen haben
konnte, zeigt unser letztes Experiment. Wir untengen die Interferon-alpha-Expression in
Nierenbiopsien an Glomerulonephritis erkrankterdpaen. Ein Teil dieser Patienten litt zusatzlich a
einer chronischen Hepatitis C. Hierbei wollten wirserein vitro Entdeckungen bestétigen, dass es
bei viralen Infektionen zur vermehrten ProduktioonvTyp I-Interferonen kommt und dass diese
Interferone lokal in einer autokrin-parakrinen Werur Verstarkung der Immunantwort fihren, was
eine vorbestehende Entziindung verstarken kann. rémddypothese zufolge fiihren bei der
virusassoziierten Glomerulonephritis die auf virdkimulation hin gebildeten Interferone zur
verstarkten Immunantwort und somit zur Verschlimumgr der Glomerulonephritis. Tatsachlich
unterstitzen unsere Daten der menschlichen Niaypsigin die Theorie, dass die lokale Interferon-
alpha-Produktion ein Merkmal der mit extrarenalemroaischen Verlaufen assoziierten
Glomerulonephritis ist. Wir konnten zeigen, dass ten Hepatitis C-positiven Patienten die
Interferon-alpha-Expression signifikant héher ist laei den Hepatitis C-negativen Patienten. Hierbei
ist allerdings zu beachten, dass der Hepatitis ChiNais in der Niere nur schwer moglich ist. Bei den
von uns verwendeten Biopsien ist gesichert, dassedPatienten an Hepatitis C leiden. Das bedeutet
aber nur, dass das Virus in der Leber nachgewissennklar ist, ob das Virus auch in den Nieren

vorhanden ist.
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5 Zusammenfassung

Virale Infektionen sind nicht selten mit einer vemten Aktivitdt einer vorbestehenden
Glomerulonephritis assoziiert. Einige chronischeusinfektionen kénnen jedoch auch eite novo
Glomerulonephritis auslosen. Es ist bekannt, daa&VRNA das Interferonsignaling in dendritischen
Zellen Uber die zytosolischen Rig-like Helikasend8dund Rig-l und Uber Toll-like Rezeptoren in
intrazellularen Endosomen triggern kann. Bisher lamkst, ob virale RNA auch glomerulare
Mesangialzellen zur Produktion von Typ I-Interferaktivieren kann, ob Mesangialzellen auf
Interferone reagieren und ob dies eine autokriadgare Aktivierung beinhaltet. Mesangialzellen
kdnnten dber diesen Mechanismus der angeborenenuriamtwort bei der Entstehung der
virusassoziierten Glomerulonephritis mitwirken.

Mesangialzellen exprimieren Rig-l, Mda5 und deraaptor Ips-1 sowie den Toll-like Rezeptor-3.
Virale RNA induziert die Produktion von Interleukinin Mesangialzellen und fiihrt, wenn sie mit
kationischen Lipiden komplexiert ist, Trif-unabh&mgur Produktion groRer Mengen Interleukin-6
und Typ I-Interferonen und zum Zelltod. Mesangilisre produzieren Interleukin-6 nach Stimulation
mit Interferona und b. Vorstimulation mit Typ | Interferonen verstarkteddurch virale RNA
induzierte Interleukin-6-Produktion in Mesangialeal Die virale Doppelstrang-RNA-induzierte
Aktivierung von Mesangialzellen beinhaltet eine Tlnterferon autokrin-parakrine Aktivierung.
Injektionen von Komplexen aus viraler Doppelstrd&A und kationischen Lipiden in Mause, die an
nephrotoxischer Serumnephritis leiden, fuhren zwssivar Proteinurie und verstarken die fokale
Nekrose und Mesangiolyse. Die  Hepatitis C-Virusassrte = membranoproliferative
Glomerulonephritis beim Menschen ist assoziiert eniter erhdhten glomerularen Interferon-alpha-
Produktion.

Virale Doppelstrang-RNA veranlasst Mesangialzeliber angeborene RNA-Rezeptoren dazu, grof3e
Mengen Interleukin-6 und Typ I-Interferone zu produen, vor allem wenn die RNA ins
intrazellulare Zytosol gelangt. Die Typ I-Interfer®roduktion verstarkt sowohl die durch virale RNA
induzierte Produktion proinflammatorischer Zytokirsds auch den Zelltod in einer positiven
autokrinen Aktivierung. Die durch Typ I-Interferonverstarkte Zytokinproduktion und der Zelltod
konnten ein wesentliches Element der viral getritggre glomerularen Entziindung sein (Abbildung
52).

Dieser bisher unbekannte Mechanismus lasst vermdsess Typ I-Interferone eine wichtige lokale

Rolle bei der virusassoziierten Glomerulonephsfgelen.
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Abbildung 52: Hypothetisches Modell der viralen Doppelstrangerkemg in Mesangialzellen.
Diese Grafik illustriert die durch virale Doppelsing-RNA ausgeloste Antwort in Mesangialzellen.
Mesangialzellen kdnnen virale RNA in intrazellutirendosomen tber den Tir-3/Trif-Weg oder im
intrazellularen Zytosol Gber Rig-l oder Mda5 erkenn Als RNA-induzierte Antwort kommt es zur
Produktion proinflammatorischer Zytokine (wie Ingerkin-6), zur Produktion von Typ I-Interferonen
und dem apoptotischen Zelltod ein. Die zytosolidRhN&A-Erkennung ist sensitiv in der Erkennung
kleiner Mengen viraler RNA und Iost eine starkerewbrt aus. Die Typ I-Interferonaktivierung ist
notig fur die Verstarkung der antiviralen Antwatie von Mesangialzellen getriggert wird.
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Abkurzungsverzeichnis

APS, APES
ACE
BAFF
BKV
BSA
cAMP
CARD
CD
cDNA
cGMP
CH;COOONa
CL
CMV
CpG
DEPC
dl
DMEM
DMSO
dsRNA
DTT
EBV
ELISA
Fab
FBS
FACS
Fc
FCS
FITC
GBM
GN

h
HBV, HCV
HIV
HIVAN

Ammoniumpersulfat
Angiotensin-converting enzyme
B-Zell-Aktivierungsfaktor
Polyoma-Virus BK
Bovines Serum-Albumin
Zyklisches Adenosin-Mono-Phosphat
Caspase-Rekrutierungs-Domane
Cluster of differentiation
Komplementare Desoxyribonukleinsaure
Zyklisches Guanosin-Mono-Phosphat

Natriumacetat
Kationisches Lipid
Zytomegalie-Virus
Cytosin-phosphatidyl-Guanosin
Diethyl-Pyrocarbonat
Deziliter
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Doppelstrang-Ribonukleinsaure
Dithiothreitol
Eppstein-Barr-Virus
Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Fragment antigen binding
Foétales bovines Serum
Fluorescence-activated cell sorting
Fragment crystallizable
Fetal calf serumfétales Kalberserum
Fluorescein-lsocyanat
Glomerulare Basalmembran
Glomerulonephritis
Stunde
Hepatitis B-Virus, Hepatitis C-Virus
Humanes Immundefizienz-Virus

HIV-assoziierte Nephropathie
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HSV Herpes simplex-Virus

IFN Interferon

IFNAR Interferon-alpha-Rezeptor

IgA Immunglobulin A

IgM Immunglobulin M

IKK /i | B Kinase /i

IL Interleukin

IPS Interferon- promoter stimulator

IRAK IL-1 Rezeptor-assoziierte Kinase

IRF Interferonregulierender Faktor

ISGF Interferon-stimulated gene factor

ISRE Interferon-stimulated response element
ITS Insulin-Transferrin-Sodium Selenite

JAK Janus-aktivierte Kinase

KCI Kaliumchlorid

KH,PO, Kaliumhydrogenphosphat

k.o. Knock out

LGP Laboratory of genetics and physiology
LPS Lipopolysaccharid

LRR Leucin-rich repeatleucinreiche Wiederholungen
MAL MyD88 adaptor-like protein

MAVS Mitochondrial antiviral signaling protein
MDA Melanoma differentiation-associated gene
mg Milligramm

MHC Major histocompability complex

Kg Mikrogramm

mi Milliliter

MMTV Mouse mammary tumor viruslaus-Mammatumorvirus
MPGN Membranoproliferative Glomerulonephritis
MyD88 Myeloid differentiation primary response gene 88
NaCl Natriumchlorid

NaHCGO; Natriumhydrogencarbonat

NaHPO, di-Natriumhydrogenphosphat

NDV Newcastle disease virus

nm Nanometer

NOD Nucleotide oligomerisation domain
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oD
PAMP
PAS
PBS
PCR
pDC
PFA

Pl

pl.C
PKR
PRD
PRD-LE
PRR
PS
RICK
RIG
RSV
RT-PCR
SDS
SEM
SeV
SMA
SSRNA
STAT
TBK
TNF
TICAM
TIR
TIRAP
TIRP
TLR
TRAM
TRIF
VISA
YA
WHO

Optische Dichte
Pathogen associated molecular pattekusterstruktur
Periodic acid Schiff
Phosphate-buffered salinPhosphat-gepuff. Kochsalz
Polymerase chain reactigPolymerase-Ketten-Reaktion
Plasmozytische dendritische Zelle
Paraformaldehyd
Propidium Jodid
poly I:C
Protein-Kinase R
Positive regulatory domain
PRD-like element
Pattern recognition receptpMustererkennungsmolekdl
Penicillin/Streptomycin
Rip-like interacting CLARP kinase
Retinoic acid-inducible gene
Respiratory syncytial virus
Reverse Transkriptase PCR
Natrium-Dodecylsulfat
Standard error of the mean
Sendai-Virus
Smooth muscle actin
Einzelstrang-RNA
Signal transducers and activators of transcription
TANK-binding kinase
Tumornekrosefaktor
TIR-containing adaptor molecule
Toll/interleukin-1 receptor
TIR domain-containing adaptor protein
TIR-containing protein
Toll-like Rezeptor
TRIF-related adaptor molecules
TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN-
Virus-induced signaling adaptor
Vesicular stomatitis virus

World health organisationiWeltgesundheitsorganisation
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