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Erstes Kapitel:

Einleitung



1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Nieren
Die Nieren sind ein Paar von bohnenférmigen Organen im paravertebralen

Retroperitonealraum. Jede Niere eines erwachsenen Menschen ist ungefahr vier cm dick,
sieben cm breit und elf cm lang und wiegt etwa 120 bis 200 g. Sie werden jeweils von drei
anatomischen Hullen umgeben: einer Faserkapsel aus straffem Bindegewebe mit glatten

Muskelzellen, einer Fettkapsel als Polsterung und der duReren Nierenfaszie.

Die Niere erfullt verschiedene wichtige Aufgaben: (1) die Aufrechterhaltung der Volumen-
und Elektrolythomdostase und Regulierung des Sduren-Basen-Haushaltes, (2) die
Ausscheidung von wasserldslichen Stoffwechselprodukten und Pharmaka; so miissen téglich
beispielweise mehr als 1200 mosmol stickstoffhaltiger Endprodukte aus dem
EiweiRstoffwechsel als harnpflichtige Substanzen (z.B. Kreatinin, Harnstoff, Ammoniak,
Harnsédure) ausgeschieden werden, (3) die Hormonsynthese (Erythropoetin, Renin, sowie die
Hydroxylierung von 1-Hydroxycholecalciferol zu 1,25-Dihydroxycholecalciferol (4) und
auch die Blutdruckregulation (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, Kinin-Kallikrein-
System) [1].

Wird die Niere von lateral nach medial in zwei symmetrische Hélften aufgeschnitten, kann
man das Hohlsystem und das Nierenparenchym als zwei deutliche Bereiche unterscheiden.
Zum Hohlsytem gehéren die Nierenkelche und das Nierenbecken. Das Nierenparenchym wird
in Rinde und Mark unterteilt, wobei in der Rinde die Glomeruli liegen und das Tubulussystem
das Mark durchzieht. Die Funktionseinheit der Niere wird als Nephron bezeichnet und besteht
aus einem Nierenkdrperchen und den Harnkanélchen. Jede Niere enthélt knapp Uber eine
Million Nephrone. Taglich wird 150-180 Liter Primarharn von den Nierenkdrperchen
gebildet. Dabei besteht jedes Nierenkorperchen aus einem Glomerulus (Kapillarknduel),
einem Kapselraum und einer Glomeruluskapsel (Bowman-Kapsel). Ein Glomerulus setzt sich
aus den Kapillarschlingen mit dem dazu gehdrenden GefaR- und Harnpol zusammen. Die
Kapillarschlingen stellen eine Filterbarriere dar und sind aus Endothelzellen, Basalmembran
und Podozyten aufgebaut. Das zufuhrende Vas afferens, das aus der Arteria interlobularis
entspringt, ist fur die Versorgung der Kapillarschlingen des Glomerulus zusténdig. In den
Nierenkorperchen bilden diese zufuhrenden Arteriolen ein Kapillarnetz, in welchem der
Priméarharn abgepresst wird. Nach dieser Verzweigung sammeln sich die Kapillaren wieder
und bilden dabei das Vas efferens, welches das Glomerulum verlasst. Jede Minute flieRen

ungeféhr 1,2 Liter Blut durch beide Nieren. Dies entspricht ungefdhr 25% des
2



Herzzeitvolumens. Die Nierendurchblutung wird durch den Bayliss-Effekt in den Vasa

afferentia weitgehend konstant gehalten [1].
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Abbildung 1. Makroskopische Anatomie der Niere. Dargestellt sind beide Nieren und das ableitende
Harnsystem. Im Langstschnitt der rechten Niere sind die Markpyramiden, das Nierenbecken, die Nierenkelche
und die intrarenale Verzweigung der BlutgefaRRe zu erkennen [1].

1.2 Filtrationsbarriere der Niere
Die Filtrationsbarriere der Niere ist eine komplexe biologische Einheit. Diese ermdglicht die

Filtration von hohen Wassermengen und erlaubt den ungehinderten Durchgang von kleinen
und mittelgroBen Molekilen, verhindert aber den Albumin- und Grol3proteinenverlust. Im
menschlichen Kdrper werden jeden Tag ungefahr 180 Liter Primérharn unter einem hohen
Kapillardruck abfiltriert. Trotz dieser gewaltigen Arbeitsleistung bleiben die Glomeruli
jahrelang intakt. Zur Filtrationsbarriere gehoren das fenestrierte Kapillarendothel mit Poren
von je etwa 70 nm Durchmesser, die glomeruldre Basalmembran (GBM) und die viszeral
glomeruléren Epithelzellen (Podozyten) [2] (Abb. 2).
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Abbildung 2. Filtrationsbarriere der Niere. Die Abbildung stellt die Lage von Podocytes: Podozyten, GBM:
glomerulére Basalmembran, Endothelium: Kapillarendothel und ESL: Glykokalix in der Filtrationsbarriere dar.
Die Pfeile zeigen die Richtung der Filtration von Plasma, dabei wird Primédrharn in Menschen zu einer
glomeruléren Filtrationsrate (GFR) von 125 ml/min gebildet. Der Plasmadurchfluss (Qp) betrégt ca. 700 ml/min.
Die Abbildung zeigt zudem die Albuminkonzentrationen im Serum (40g/L) und im Primarharn (4mg/L) [3].

Die Plasmamolekile werden je nach GréRe und Ladung durch den glomeruléren Filter
durchgesiebt [3]. Das Trennvermdgen der renalen Filtration nach GroRe wird allgemein
akzeptiert, wahrend das der Ladung immer noch umstritten ist [4, 5]. Mehrere Studien der
letzten Jahre haben gezeigt, dass alle drei Schichten der glomeruléren Filtrationsbarriere
intakt sein missen, um die normale Filterfunktion der Niere aufrechtzuerhalten. Jedoch heben
Studien vom letzten Jahrzehnt die Rolle des Podozyten im Filtrationsprozess hervor [6].

Die Filtrationsbarriere ist bei vielen systemischen und nierenspezifischen Krankheiten
geschadigt, was zu Proteinurie und progressiven renalen Schaden fiihrt. Eine Dysfunktion des
Glomerulus ist die haufigste Ursache flir das chronische Nierenversagen. Aus diesem Grund
ist es wichtig, den genauen Aufbau dieser Filtrationsbarriere zu verstehen.



1.2.1 Das fenestrierte Kapillarendothel

Im menschlichen Korper existieren grundsatzlich drei verschiedene Arten von Endothel:
kontinuierliches, fenestriertes und diskontinuierliches. Die Arten unterscheiden sich
untereinander in ihrem Aufbau und in ihrer Durchlassigkeit fur verschiedene Stoffe des Bluts.
Im Glomerulus kommt ausschlieflich stark fenestriertes Endothel vor. Diese Strukturen haben
einen Durchmesser von ca. 70-100 nm und bilden 20-50% der glomeruléren Kapillarflache
[7]. Diese ungewohnlich starke Fenestrierung ermdoglicht eine hohe Permeabilitat fir Wasser
und kleine geldste Stoffe vom Vas afferens in den Glomerulus [3]. Im Vergleich zu Albumin
sind diese Fenster groer und somit kann aus aktuellen Forschungsergebnissen geschlossen
werden, dass glomeruldare Endothelzellen (GECs) keine wichtige Rolle in der
Filtrationsbarriere  flr  Proteine  spielen.  Allerdings sind GECs von einer
Zelloberflachenschicht (Abb. 2) bedeckt, welche hauptséchlich aus Glykokalix besteht, die
den Durchgang von Albumin und anderen Plasmaproteinen durch die GBM hindern kénnte.
Hauptbestandteile dieser Zelloberflachenschicht sind negativ geladene Glykoproteine,
Glykosaminoglykane und membranstdndige Proteoglykane. Dieser Aufbau unterstitzt die
These, dass GECs zur Ladungsselektivitat der Filtrationsbarriere beitragen [7]. Mehrere
Studien zur Proteinurie im Tiermodell belegen die Rolle von GECs bei der Filtration, da ein
Zusammenhang zwischen verminderter Glykokalix und Proteinurie nachgewiesen werden
konnte [3]. Quaggin et al. haben durch Forschung der Wirkung von vascular endothelial
growth factor (VEGF) im Glomerulus bewiesen, dass GECs zur Ausbildung und

Aufrecherhaltung der Filtrationsbarriere notwendig sind [8, 9].

1.2.2 Die glomerulare Basalmembran

Podozyten und Endothelzellen sind jeweils an ihrer Seite an der glomeruldren Basalmembran
verankert (Abb. 3b). Im Vergleich zu anderen Basalmembranen im Kapillarbett (40-80 nm)
[10] ist die GBM dicker (240-370 nm) [11]. Die Hauptbestandteile der GBM sind Kollagen
Typ IV (a3, 04 und a5), Laminin (Laminin 11, a5, B2, y1), Entactin, Agrin und Perlecan [12].
Die komplizierten Wechselwirkungen zwischen diesen Molekilen bilden ein einzigartig
durchlassiges Gerust, welches der Kapillarwand Spannungskraft und Flexibilitat verleiht. Das
netzbildende Kollagen Typ IV ist als Tripel-Helix organisiert, welches in erster Linie die
Struktur der glomeruldren Kapillarwand unterstitzt und wenig zur GroRe- oder
Ladungsselektivitat der Filtrationsbarriere beitragt [6]. Mutationen von Genen, die Defekte in

der Synthese von Kollagen Typ IV bewirken, fihren zum Alport-Syndrom mit milder
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Proteinurie und Hé&maturie [13]. In der GBM befindet sich hauptsdachlich Laminin-521,
welches aus a5-, f2- und y1-Ketten besteht [7]. Da Laminin B2 knockout M&use eine massive
Proteinurie zeigen [14] und Patienten mit Mutationen im Laminin f2- Gen das Piersons-
Syndrom entwickeln [15], kann angenommen werden, dass Laminin-521 in der glomeruléren
Filtrationsbarriere eine wichtige Funktion Ubernimmt. Zudem geht die Zerstérung der GBM
dem Ausbruch der Proteinurie in Laminin B2 knockoutdudd n voran, wahrend
Podozytenfortsatze und die Schlitzmembran ihre Funktionalitdt beibehalten [16].
Heparansulfat-Proteoglykane sind in der GBM reichlich vorhanden und sie sind fur die

anionische Ladung der GBM zustandig [17].

1.2.3 Podozyten

Podozyten oder viszeral glomeruldre Epithelzellen (VGEC) sind strukturell differenzierte
Zellen der Niere. lhre Lage, Architektur und Bedeutung sind einzigartig. Sie bilden die dufRere
Schicht der glomerulé&ren Filtrationsbarriere. Da Podozyten unfahig zur Proliferation sind
[18], ist ihre Schéadigung ein besonderes Merkmal von progredienten glomeruléren
Erkrankungen [19]. Podozyten bestehen aus einem grof3en Zellkdrper und Fortsdtzen, mit
denen die Zellen an der GBM haften. Dabei berlihren die Zellkorper selbst die GBM nicht,
flottieren jedoch im Ultrafiltrat des Kapselraums [20] (Abb. 3a).



Abbildung 3. Transmissionselektronenmikroskopische Bilder. a Glomeruluskapillare mit Mesangium (M),
GBM, Porenendothel (E) und Podozytenschicht (P). Zu Erkennen ist, dass der Zellkérper des Podozyten nicht
direkt auf der GBM aufsitzt, sondern sozusagen an seinen Fortsitzen hangend im Harnraum flottiert und b
Detailbild der Filtrationsbarriere bestehend aus dem Endothel mit offenen Poren, der GBM mit Lamina rara
interna, Lamina densa und Lamina rara externa und der zwischen den PodozytenfiilBchen ausgespannten
Schlitzmembran [20].

Die priméren Zellauslaufer werden ausgehend vom Zellkdrper gebildet und verzweigen sich
dann in feinere sekundéare Ful3fortsatze (Abb.4). Die sekundéren FuRfortsdtze verzahnen sich
mit den FuBfortsatzen benachbarter Podozyten und bilden wiederum ein dichtes Netzwerk
interdigitierender Zellauslaufer, die das gesamte glomeruldre Kapillarknduel bedecken und so
die Filtrationsschlitze formen [21].
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Abbildung 4. Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der AuRenseite einer Glomeruluskapillare. Zu sehen
ist ein Podozyt, von dessen Kdérper zundchst Primarfortsdtze entspringen, die sich in die fingerférmigen
FuRfortsdtze aufspalten; zwischen letzteren erkennt man die Filtrationsschlitze [20].

Podozyten sind an mehreren glomeruldaren Funktionen beteiligt und bilden in der Ontogenese
die GBM und sind dann fur ihren ,Turnover” verantwortlich. Zusammen mit den
Endothelzellen und der GBM sind die Podozyten fur die Filtrationsbarriere zustandig.
Ahnlich den Mesangiumzellen tragen Podozyten zur Stutzfunktion des glomerularen
Kapillarknduels bei. Auflerdem sind sie bei der Regulierung der glomeruldren Filtration
beteiligt und besitzen immunologische Funktionen [19].

Im Verlauf glomeruldrer Krankheiten wie beispielsweise der Minimal-change-
Glomerulopathie, der Fokal-segmentalen Glomerulosklerose, der diabetischen Nephropathie,
der membrandsen Glomerulonephritis, der rasch progredienten Glomerulonephritis und der
Lupusnephritis werden Podozyten geschédigt [22, 23]. Die friihen Krankheitserscheinungen
werden durch Verdnderungen der Fulfortsdtze und der Filtrationsschlitzstruktur
gekennzeichnet. Der Verlust der Podozytenarchitektur und die FulBfortsatzverschmelzung
(,,effacement™) sind mit dem Ausbruch der Proteinurie verbunden [24] und werden von einer
Restrukturierung des Aktin-Cytoskeletts zu einem dichten Netzwerk begleitet [25]. Allerdings
sind die molekularen Mechanismen, die die morphologischen Alterationen der
PodozytenfuRfortsatze verursachen, noch nicht komplett verstanden und es bedarf weiterer
Forschung [26].



Das podozytéare Zytoskelett

Da Podozyten polarisierte Zellen sind, wird ein spezialisiertes inneres Stltzwerk fir die
Aufrechterhaltung ihrer komplexen Morphologie bendtigt. Dank ihres aktinreichen
Zytoskeletts, das den Zellen eine Art ,,Wirbelsdule® verleiht, ist ihre einzigartige Form
maoglich [27]. Dieses Aktinskelett ist mit anderen Proteinen verbunden und bezogen auf die
molekuldre Anatomie der jeweiligen Seite sind Podozyten in apikal, basal und junktionale
Zellmembranbezirke eingeteilt worden [28]. Das Zytoskelett besteht aus drei verschiedenen
Klassen von Zytoskelettfilamenten, die jeweils von unterschiedlichen Proteinen gebildet
werden: Mikrotubuli (24 nm Durchmesser), Intermediarfilamente (10 nm) und
Mikrofilamente (7-9 nm). Der apikale Zellmembranbezirk ist negativ geladen, wobei diese
Eigenschaft durch anionische Oberflachenproteinen wie Podocalyxin [29], Podoplanin [30]
und Podoendin festgelegt wird. Dies hat zwei Funktionen: (1) der Durchgang von ebenfalls
negativ geladenem Albumin wird verhindert und (2) benachbarte Podozyten werden durch

diese anionische Ladung auseinander gehalten [31].

Das Zytoskelett der Primarfortsdtze (Abb. 4) besteht neben dem Aktinskelett aus Mikrotubuli
die in Langsrichtung verlaufen [32] und aus Intermedidrfilamenten, die aus Vimentin

aufgebaut sind [19]. Diese Mikrotubuli weisen keine einheitliche Polaritat auf [33].

Das Zytoskelett der sekundédren Ful3fortsatze basiert auf Mikrofilamenten. Die Verankerung
der sekundéren Ful¥fortsatze in die GBM wird durch a3,B1-Integrine [34] und Dystroglycan
[35, 36] vermittelt (Abb. 5). Integrine und Dystroglycan sind im Zytoplasma Uber
Adaptermolekile (Talin, Vinculin, Paxillin [37] und Utrophin [28]) mit dem
Aktinfilamentsystem verknupft.
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Abbildung 5. Aufbauschema eines Podozyten-FuRfortsatzes. Die Verankerung an die GBM erfolgt durch a3p1-
Integrine und Dystroglycan. Der Proteinkomplex der Schlitzmembran ist ebenfalls am Aktinskelett gebunden.
Podocalyxin befindet sich im apikalen Membranbezirk und benétig Adaptermolekille fiir die Bindung an den
Zytoskelett. A-Aktinin-4 und Synaptopodin sind die aktin-assoziierten Proteine am Zytoskelett [7].

Hauptbestandteile dieses kontraktilen Apparats sind F-Actin, Myosin-11, Alpha-Actin-4, Talin
und Vinculin. Ein F-Actin-Bindel befindet sich innerhalb der Ful3fortsatze apikal der Ebene
der Schlitzmembran, welches keinen direkten Kontakt mit der Plasmamembran hat [38].
Direkt unterhalb der zytoplasmatischen Seite der Schlitzmembran und an der basalen und
apikalen Seite des FuRfortsatzes befindet sich ein kortikales F-Actin Netzwerk [32].
Filamente des kortikalen Actin-Netzwerkes stehen mit den Actin-Blndeln des apikalen
Bereiches der sekundéren Fufl¥fortsatzen in Kontakt. Das actin-bindelnde Protein Alpha-
Actinin-4 ist fir die Vernetzung der Mikrofilamente der Podozyten-Ausléufer zustandig.
Alpha-Actinin-4 gehort zu den homologen Alpha-Actinin-Proteinen, die ,,head-to-tail*
Homodimere formen [39] und ubiquitdr exprimiert werden. Die Unterteilung der Alpha-
Actinine erfolgt in muskuldre (Alpha-Actinin-2 und -3) und nicht-muskulére Isoformen
(Alpha-Actinin-1 und -4) [40, 41]. In den Z-Scheiben lokalisiertes Alpha-Actinin vernetzt in

Skelett und Herzmuskel-Zellen anti-parallele Actin-Filamente angrenzender Sarkomere quer.
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Abbildung 6. Zytoskelett der Podozyten-FuRfortsatze. A: Querschnitt durch eine Kapillarschlinge. Die
sekundéren FuRfortsitze, die von den primédren FuBfortsatzen (zwei werden gezeigt) entspringen und die
AuBenseite der GBM bedecken, besitzen einen actin-basierten kontraktilen Apparat (rot). Die primaren
FuBfortsdtze beinhalten longitudinal angeordnete Biindel von Mikrotubuli (griin). Details der Anordung der
zytoskelettalen Elemente in Podozyten-FuBfortsatzen werden in B-D gezeigt. B: Interdigitierende Podozyten-
FuRfortsatze (weill und gelb). C: paralleler (w-x Linie) und D: senkrechter (y-z Linie) Abschnitt zur
longitudinalen Achse von FuBfortsatzen. Die Aktinfilamente (rot) enden am basalen Ende der sekunddren
FuBfortsatze und bilden die ,,Sohlen* der FuBauslaufer [42].

Bei nicht-muskularen Zellen nimmt a.-Actinin an der Organisation des kortikalen Zytoskeletts
teil und befindet sich an Stressfasern und in Fokalkontakten, wo es mit mehreren
zytoskelettalen und membran-assoziierten Molekilen. Das Blndeln und Quervernetzen von

Actin-Filamenten gilt als die bisher am besten definierte Funktion von a-Actinin [43].

Synaptopodin ist ein prolinreich aktin-assoziiertes Protein, das ausschliel3lich in Podozyten-
FuRfortsatzen in der Niere und innerhalb des Gehirns in den Dendriten des Telencephalons
vorkommt [44]. Synaptopodin bindet in Podozyten an o-Actinin-4 und reguliert die
Vernetzung von Actin-Filamenten. Zudem ist Synaptopodin an der Regulation der Struktur
von Podozyten-Ful3fortsatzen beteiligt [45].

Die Schlitzmembran

Die Schlitzmembran (SM) ist eine hochspezifische Zell-Zell Verbindung zwischen
interdigitierenden Podozyten-FulRfortsatzen. Durch die Einfuhrung des Transmissions-
Elektronen-Mikroskops (TEM) wurde es ermdglicht, die reiBverschlussahnliche (,,zipper-
like*) Architektur der Schlitzmembran zu entdecken [46]. Der extrazelluldre Uberbrickte

Abstand ist ca. 30 bis 40 nm breit und die rechteckigen Poren in den reil3verschlusséhnlichen
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Strukturen erreichen die GrélRe eines Albuminmolekiiles [46]. Die SM wurde zunéchst als
eine modifizierte ,, Tight Junction” (TJ) beschrieben. Die Beschreibung leitet sich aus der
Existenz des TJ-assoziierten Proteins Zonula Occludens-1 (ZO-1) an der zytoplasmatischen
Seite der Schlitzmembran ab [47]. Allerdings sind andere TJ-assoziierte Proteine, wie
beispielsweise Symplekin und Occludin, nicht in Podozyten nachweisbar [48, 49]. AulRerdem
befindet sich ZO-1, das ursprunglich als ,, Tight-Junction*-spezifisches Protein galt, auch in
sogenannten ,,Adherens Junction® (AJ) [50]. Auch andere typische AJ-Proteine, wie
bespielsweise P-Cadherin, a-, B- und y-Catenin, konnten in der glomerularen Schlitzmembran
nachgewiesen werden. Aufgrund der Kolokalisation von ZO-1 und AJ-Proteine wird die
Schlitzmembran aktuell einer modifizierten ,,Adherens Junction* zugeordnet [51].
Gegenteil zu klassischen AJ-Proteinen nimmt Vinculin nicht an diesem Komplex teil [52].
ZO-1 verbindet den Cadherin-Catenin-Komplex mit dem F-Actin des Zytoskeletts [53]. Der
Proteinkomplex der Schlitzmembran wird von Nephrin (NPHS1) [54], NEPH1-3 [6], Podocin
[55] und drei Cadherin-Proteinen gebildet: (1) Protocadherin Fatl [56], (2) P-Cadherin und
(3) Vaskular Endothelial Cadherin (VE-Cadherin) (Abb.7). Wéhrend P-Cadherin fir die
normale glomerulare Filtration nicht notwendig erscheint [57], sind die Transmembran-
Molekile Nephrin, NEPH1 und Fatl sowie Podocin fir die Bildung der Filtrationsbarriere
erforderlich [58].
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Abbildung 7. Molekularer Aufbau der Schlitzmembran. Der SM-Komplex wird extrazellular von mindestens
Nephrin, Neph 1-3, P-Cadherin, VE-Cadherin und Fatl gebildet. Fiir die Bindung an das Aktin-Skelett ist eine
grolRe Anzahl an Adapter-Molekile zustandig [7, 28].
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Nephrin ist das erste identifizierte Transmembranprotein der SM gewesen [54] und es gehoért
zur Superfamilie der Ig-Proteine. Eine Mutation im Gen NPHSL1, das fur Nephrin kodiert, ist
die Ursache des kongenitalen nephrotischen Syndroms vom Finnischen Typ (CNF) [59].

Intrazellulér erfolgt die Bindung von Nephrin und Schlitzmembran an das Aktin-Skelett durch
Linkerproteine (Abb.7), wie zum Beispiel CD2-assoziiertes Protein (CD2AP) [60] und die
Nck-Proteine (Nck 1 und Nck?2) [61, 62]. CD2AP ist im Cytoplasma innerhalb der Podozyten-
FuBfortsatze auf Seiten der Schlitzmembran lokalisiert und verankert Nephrin und Podocin
mit dem F-Actin der Zellen [63]. Es ist gezeigt worden, dass in Podozyten Nck-Proteine und
Tyrosin-phosphoryliertes Nephrin zusammenwirken [61, 62]. Diese Wechselwirkung ist fir

den Aufbau der normalen Filtrationsbarriere ausschlaggebend [62].

Neph1-3 sind weitere Schlitzmembranproteine [6]. Neph-Proteine interagieren mit Nephrin,
Nephl scheint mit Nephrin bei der Rekrutierung von Aktin via Nck-Proteinen
zusammenzuwirken [64]. Die Wichtigkeit von Nephl wird durch die Tatsache, dass Nephl-
Knockout-Maduse perinatal auf Grund einer massiven Proteinurie sterben, hervorgehoben [65].

Das haarnadel-&hnliche Transmembran-Protein Podocin wird innerhalb des Glomerulus nur in
Podozyten exprimiert, es besitzt zwei cytoplasmatische Enden und befindet sich in
unmittelbarer Nahe zu den extrazellularen Proteinen der SM [55]. Podocin interagiert mit
Nephrin, Nephl und CD2AP [66, 67] und es scheint notwendig fur die Rekrutierung von
Nephrin in der Schlitzmembran zu sein [67]. Mutationen im NPHS2-Gen, das fur Podocin

kodiert, sind fur das steroidresistente nephrotische Syndrom verantwortlich [55].

Weitere Proteine wie zum Beispiel Trpc6 [6], ZO-1 junctionale Adh&sions-Molekul (Jam4),
Densin, MAGI-1/2, CASK, IQGAPI1, all Spektrin und BII Spektrin [7] sind mit der
Schlitzmembran assoziiert, ihre Anwesenheit ist aber nicht fir die Aufrechterhaltung der

Struktur entscheidend oder ihre Funktion ist noch immer unbekannt.

Proteinurie und Podozyten-,,Effacement*

Eine Ausscheidung von mehr als 150 mg Eiweill pro Tag wird als Proteinurie bezeichnet.

Proteinurie betrifft mehrere hundert Millionen Menschen weltweit. Proteinurie ist ein

Haupthinweis auf das Vorliegen einer glomerul&ren Nierenerkrankung und gibt prognostiche

Aussagen Uber den Verlauf. Zudem stellt es ein eigenstandiges Risiko fir kardiovaskulare

Morbiditdt und Mortalitdt dar [68]. Proteinurie spiegelt Ublicherweise eine Zunahme der
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glomeruléren Permeabilitat fur Albumin und andere Makromolekiile des Plasmas wider [69].

Man kann die Proteinurie in mehrere Typen einteilen (Tabelle 1).

Tabelle 1 Einteilung der Proteinurie [68]

Glomerular Haufigste Form (> 90%)
Hauptmerkmal eines chronischen Nierenversagens

Ausscheidung von Albumin und anderen grofmolekularen Proteinen

Tubular Kleinmolekulére Proteine, wie z.B. 2-Mikroglobulin
Uberlauf- Uberschreitung der tubularen Riickresorptionskapazitat durch tberméRigen Anfall
Proteinurie von Leichtketten, Myoglobin oder Hdmoglobin, z.B. Bence-Jones-Proteinurie

Post-Belastung  Voriibergehend gutartig
Postprandial Vorubergehend physiologisch, méglicherweise durch Insulinwirkung auf Podozyten

Infekt-assoziiert Durch Toll-Like-Rezeptoren vermittelt, Beteiligung an der Bekampfung von
Krankheitserregern im Kreislauf méglich

Alle drei Bestandteile der Filtrationsbarriere Endothelzellen, GBM und Podozyten sind fur die
normale Filterfunktion notwendig. Allerdings haben Studien in den letzten Jahren gezeigt,
dass Podozyten eine besondere Rolle bei der Aufrechterhaltung der Integritdt des
glomeruléren Filters spielen [6]. Verschiedene morphologische Alterationen in der
Podozytenarchitektur deuten auf den Podozyt als den ,,Hauptverdachtigen* bei der
Entwicklung und dem Verlauf von glomeruldren Erkrankungen hin [70]. Ha&ufig enden die
verschiedenen glomeruldren Erkrankungen in einem chronischen Nierenversagen mit starker
Proteinurie, das wiederum nicht selten eine Dialyse-Behandlung und/oder eine Nieren-
Transplantation unumgénglich machen. Auf Grund von morphologischen Veranderungen der
Podozyten und somit der Schlitzmembran geht die Siebfunktion verloren und eine Proteinurie
wird hervorgerufen. Je nach Milligramm Protein im Urin kann man die Ursache der
Proteinurie und die Menge der geschadigten, nicht mehr funktionstiichtigen Nephrone in der

Niere vermuten (Tabelle 2).
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Tabelle 2 Ursachen einer Proteinurie [71]

Proteinurie Proteintyp Vorkommen
30 - 300 mg/d Mikroalbuminurie Frihphase der diabetischen und
der hypertensiven Nephropathie
Bis 1,5 g/d Kleinmolekulare Proteine: Tubulopathien
GroRmolekulare Proteine: Geringe Glomerulopathien
1,5 bis 3,0 g/d Klein- und groBmolekulare  Chronische Glomerulonephritiden,
Proteine Transplantatniere, Nephrosklerose
>3,0 g/d GrolRmolekulare Proteine: Nephrotisches Syndrom

Beim Ausbruch einer Nierenerkrankung findet anfangs eine selektive Albuminausscheidung
statt, andere Proteine werden durch die funktionstlichtige Filtrationsbarriere gerade noch
aufgrund der GroRenselektivitat ziruckgehalten [51]. Albumin ist ein wasserldsliches,
monomeres Protein und macht ungefdhr die Hélfte der Blutserum-Proteine aus. Im
menschlichen Koérper dient Albumin der Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks,
aullerdem ist es als Tréagerprotein fir den Transport von Steroidhormonen, Fettsduren,
Bilirubin und Schilddrisenhormonen unter anderem zustandig. Eine erhdhte Durchlassigkeit
der Filtrationsbarriere wird durch kleine Alterationen an der Podozytenarchitektur verursacht
und von einer selektiven Proteinurie begleitet. Eine unselektive Proteinurie sieht man bei
grolRerem Defekt der Filtrationsbarriere und sie ist durch Verlust von Makromolekilen wie
beispielsweise 1gG gekennzeichnet. Bleibt dieser Verlust von Makromolekiilen unbehandelt,
so hat er den Tod der Betroffenen zur Folge.

Im Jahr 1957 ist zum ersten Mal das Podozyten-, Effacement anhand von Biopsien von
Patienten mit nephritischem Syndrom beschrieben worden [72]. Es beschreibt den Verlust der
Podozytenarchitektur bei Verletzung oder Zerstérung durch Toxine, freie Radikale, ROS
(reaktive-Sauerstoff-Spezies), Antikorper, Komplementfaktoren oder mechanischen Stress.
Das Podozyten-, Effacement” ist nicht die Verschmelzung von benachbarten Zellen, vielmehr
stellt es die Einziehung, Ausweitung oder Verkirzung der FuRfortsatze dar. Die stufenartige
Simplifizierung der interdigitierenden Podozyten-Ful3fortsatze endet mit der Verformung der
Podozyten in eine abgeplattete und gestreckte Zelle und ist nicht krankheitsspezifisch [31]
(Abb.8). Bei vielen Nierenkrankheiten findet man als charakteristisches Merkmal eine
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts der betroffenen FuRfortsétze, welche typischerweise

zum ,,Effacement” und zur Unterbrechung der Schlitzmembran fuhrt [73, 74]. Bis heute sind
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funf Hauptursachen fur die Entwicklung des Podozyten-,Effacement® und dem damit

einhergehenden Verlust der Filtrationsschlitze bekannt [68]:

Veranderungen in der Struktur oder Funktion der Schlitzmembran
Beeintrachtigungen der GBM oder der Adhé&sion der Podozyten an die GBM
Funktionsstorung des Actin-Zytoskeletts oder der zytoskelett-assoziierten Molekiile

Veranderungen an der apikalen Membran der Podozyten

o M w e

Aktivierung der CatL-vermittelten Proteolyse

Gehen Nephrone zugrunde, kommt es bei den verbleibenden zu einer kompensatorischen
Hyperfiltration; wobei die noch funktionierenden Podozyten hypertrophieren und sich die
sekundaren FuBfortsdtze verbreitern. Im ausgereiften Glomerulus besitzen Podozyten noch
die Fahigkeit zur DNA-Synthese, der Zellzyklus lauft aber nicht mehr komplett durch. Eine
Proliferation ist dann weder unter normalen Bedingungen noch bei verschiedenen
Nierenerkrankungen moglich [42]. Im pathologischen Zustand konnten bei Podozyten in vivo
bis heute nur Kernteilungen aber keine erneuten Zellteilungen beobachtet werden [75, 76].
Nach Abschluss der Organogenese sind ausdifferenzierte Podozyten nicht mehr zu
mitotischer Zellteilung befahigt [77, 78]; aus diesem Grund macht sich der Verlust dieses

Zelltyps bei renalen Erkrankungen besonders deutlich bemerkbar.
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Abbildung 8. Veranderung der Podozyten-Struktur bei Nierenerkrankungen. a links: Struktur des Glomerulus im
Querschnitt bei der gesunden Niere. Endothelzellen (E) um das Kapillarlumen (CL) und Mesangialzellen (M)
befinden sich auf der Blutseite der glomerularen Basalmembran (GBM). Podozyten-FuRRfortsatze (FP) decken
die AuRenseite der GBM ab. Der Zellkérper (CB) der Podozyten und die priméren Fulfortsatze (MP)
schwimmen im Primérharn innerhalb der Bowmann-Kapsel (BS). Der Primérharn durchdringt entlang der
Strecke von der Blutseite in die Urinseite (roter Pfeil) des fenestrierten Kapillarendothels, die GBM und die
Filtrationsschlitze. Afferente (AA) und efferente (EE) Arteriole, Distaler (DT) und proximaler (PT) Tubulus,
Parietales Epithel (PE). Mitte: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung (SEM) eines Podozyten mit
Zellkorper und primédren sowie sekundaren Fortsétzen. Nur die Podozyten-Ful3fortsatze stehen in direktem
Kontakt mit der GBM. Rechts oben: Transmissionselektronenmikroskopisches Bild (TEM) der
Filtrationsbarriere zusammengesetzt aus dem fenestrierten Kapillarendothel (E), GBM und Podozyten-
FuRfortsdtzen (FP) und der dazwischen liegenden Schlitzmembran (SD). Rechts unten: Ansicht von oben. Im
gesunden Zustand greifen die Podozyten regelméRig ineinander. Gezeigt werden die hoch organisierten
kontraktilen Aktinfilamente von zwei interdigitierenden FuRfortsdtzen benachbarter Podozyten (gelb und rot);
Mikrotubuli von priméren Fortsatzen sind blau gezeigt. b links: Im nephrotischen Syndrom mit Proteinurie
verlieren die Fulkfortsdtze ihr normales interdigitierendes Muster und zeigen anstatt dessen ,,Effacement”. Mitte:
Der Verlust der normalen Zytoarchitektur und die Entwicklung einer abgeplatteten und gestreckten Zelle ist am
besten im SEM erkennbar. Rechts oben: Der eingezogene Podozyt entwickelt ein kontinuerlich
zytoplasmatisches Band, das einen dichten Bereich aus kurzen verzweigten Aktinfilamenten enthalt (*). Rechts
unten: Ansicht von oben. Eingezogene Podozyten-Fulfortsatze zeigen kein regelméaBiges interdigitierendes
Muster. Stattdessen ist der Zellrand der angrenzenden Podozyten gewunden. Das kontinuierliche Zytoplasma
wird von reorganisierten, kurzen, verzweigten Aktinfilamenten ausgefullt (grin) [68].
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Podozyten bei glomerularen Erkrankungen

Proteinurie und Glomerulosklerose sind oft das Resultat eines Podozytenverlustes [31]. Nach
aktuellen Angaben sind glomerulare Erkrankungen in 90% der Falle fur ein terminales
Nierenversagens verantwortlich zu machen. Je nach glomerulédrer Entwicklungsphase sowie
umweltassoziierten Faktoren kdnnen Podozytenfehlfunktion, -verletzung oder -verlust zu

einem breiten Spektrum an klinischen Symptomen flihren (Abb. 9) [79].

Genetic

Environmental

Abbildung 9. Spektum der Podozytopathien. Eine Podozytendysfunktion, welche durch genetische und/oder
umweltbedingte Faktoren ausgeldst wird, kann als Ursache fir Glomerulopahien in Betracht kommen. Der
klinische Phenotyp variiert abhdngig von dem Zeitpunkt der glomeruldren Entwicklung und der Progression
sowie von der Signifikanz und der Schnelligkeit der Auswirkungen auf die Glomeruli. Die klinischen Symptome
&uBern sich durch die diffuse Mesangialsklerose (DMS), das kongenitale nephrotische Syndrom vom Finnischen
Typ (CNSF), das Alport-Syndrom und seinen Varianten (Alport +), die Minimal change-Glomerulonephritis
(MCD), die fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS), die kollabierende Glomerulopathie (collapsing GN),
die immun- und entziindlichen Glomerulopathien (Imm/Infl GN), die hypertensive Nephropathie (HTN), die
diabetische Nephropathie (Diab GN) sowie die altersbedingte Glomerulopathie (Aging) [79].

Eine Anzahl von verschiedenen Krankheiten geht mit glomerularen Erkrankungen einher.
Infektionen oder Medikamente kdnnen die Niere direkt schadigen, aber auch systemische
Erkrankungen, wie z.B. Diabetes Mellitus (DM) oder systemischer Lupus Erythemathodes
(SLE) beeintréachtigen die Niere.

Eine Anzahl von glomeruldren Erkrankungen, die zu chronischem Nierenversagen fiihren
kénnen sind durch Vereinfachung der Podozytenarchitektur und Einziehung der
PodozytenfuRfortsatzen gekennzeichnet [80]. Podozyten-, Effacement” ben6tigt ein prazises

Zusammenspiel von Zellfunktionen, wozu strukturelle Alterationen vom Aktinzytoskelett,
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Umlagerung von Ful¥fortsatzen Uber der GBM und Reorganisation der Schlitzmembran
gehdren [23]. Podozyten sind in vielen menschlichen und experimentellen glomeruldren
Krankheiten mitverletzt, darunter Minimal Change Glomerulonephritis, Fokal Segmentale

Glomerulosklerose, Diabetes Mellitus und Lupus Nephritis [68].

Die frihe Schadigung der Podozyten beinhaltet die Bildung von Vakuolen und Pseudozyten
sowie die Abtrennung der PodozytenfuRfortsatze von der GBM. Der Verlust von Podozyten

ist das Ergebnis davon [81].

Die Entdeckung von mehreren Podozyten-Proteinen und ihre Mutationsanalyse, einschlief3lich
Nephrin [54], CD2AP [60], a-Actinin-4 [73] und Podocin [55], hat Aufschluss tber die
Pathogenese von FuRfortsatze-,,Effacement® und Proteinurie gegeben und hat die
entscheidende Rolle der sekundaren Ful3fortsdtze und der Schlitzmembran bei der

Aufrecherhaltung der glomeruldren Filtrationsbarriere hervorgehoben [82].

Im Folgenden werden verschiedene glomeruldre Erkrankungen, bei denen die Podozyten-

Schadigung eine zentrale Stellung einnimmt, diskutiert.

IgA-Nephropathie

Die IgA-Nephropathie ist eine klassische mesangioproliferative Glomerulonephritis. Sie ist
eine entzindliche Erkrankung idiopathischer Genese, die durch Ablagerung von
Immunglobulin A im Mesangium gekennzeichnet ist. Weltweit ist sie mit 25% die am
héaufigsten vorkommende Glomerulonephritis. Die IgA-Nephropathie betrifft vor allem
Ménner zwischen 20 und 40 Jahren. Histologisch findet man vergroRBerte Glomeruli mit
Mesangialzellenvermehrung ebenso wie eine Verbreitung der mesangialen Matrix. Granulare
Ablagerungen von Immunglobulinen und Komplement lassen sich erst im Mesangium und
spater in den Basalmembranen immunhistologisch nachweisen [83]. In der Immunfluoreszenz
findet man mesangiale IgA-Ablagerungen. Bei der IgA-Nephropathie kann es nach
unspezifischen Infekten der oberen Luftwege zu Flankenschmerzen - ein Kapselschmerz der
durch die Nierenschwellung verursacht wird - und zu intermittierender Makroh&maturie
kommen. Bei der Mehrzahl der Patienten ist das Leitsymptom die asymptomatische
Mikroh&maturie mit oder ohne Proteinurie, sie kann aber auch stumm verlaufen und jahrelang
unentdeckt bleiben. Bei ca. 10% der Patienten besteht ein nephrotisches Syndrom mit starker

Proteinurie (>3,5 g/24h), Hypoproteinamie, Odeme und Hyperlipoproteindmie. Die Diagnose
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stellt man klinisch und mit einer Nierenbiopsie, h&ufig ist es aber ein Zufallsbefund. Die
Therapie ist asymptomatisch nach dem Schwergrad der Erkrankung, bei nephrotischem
Syndrom und rasch progredienter Glomerulonephritis stellt sich die Indikation zur
Kortikosteroid- und Cyclophosphamidtherapie. Circa 25% der Patienten entwickeln innerhalb
von 25 Jahren nach Diagnosestellung eine terminale Niereninsuffizienz. Nach einer

Nierentransplantation besteht ein Rezidivrisiko von ca. 40% [71].

Lupusnephritis

Der systemische Lupus Erythemathodes (SLE) ist eine Autoimmunerkrankung aus der
Gruppe der Kollagenosen. Die Bildung von Autoantikdrpern und deren Ablagerung im
Bindegewebe zahlreicher Organe ist ein Merkmal dieser Erkrankung. Frauen im gebarfahigen
Alter werden tUberwiegend befallen. Die Diagnose SLE ist wahrscheinlich, wenn mindestens
vier von den elf Kriterien des American College of Rheumatology erflllt sind [84]. Eine
Nierenbeteiligung ist sehr hdaufig und spielt eine wichtige Rolle bei der Mortalitat und
Morbiditadt des SLE. Die Kilassifikation dieser Immunkomplexnephritis wird gemal der
International Society of Nephrology/ Renal Pathology Society (ISN-RPS) in sechs Klassen
unterteilt [85] (Tabelle 3).

Tabelle 3 Klassifikation der Lupusnephritis geméaR der ISN-RPS [85]

Klasse | Minimale mesangiale Lupusnephritis
Klasse Il Mesangiale proliferative Lupusnephritis
Klasse 111 Fokale Lupusnephritis

Klasse 1V Diffuse Lupusnephritis
Klasse V Membrandse Lupusnephritis

Klasse VI Fortgeschrittene sklerosierende Lupusnephritis

Die Klinik der LN beinhaltet Proteinurie (100%), nephrotisches Syndrom (45-56%),
Mikroh&maturie (80%), Erythrozythenzylinder (10%), Makrohamaturie (1%), eingeschrénkte
Nierenfunktion (40-80%), akutes Nierenversagen (30%) und Hypertonie (50%) [86]. Zur
Feststellung der Diagnose ist eine perkutane Nierenbiopsie durchzufuhren. Histologisch sind
tubuloretikuldre Strukturen in den glomeruléren Endothelzellen relativ spezifisch, auBerdem

kdnnen tubuloinsterstitielle Nephritiden mit oder ohne Immunkomplexablagerungen in der
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tubularen Basalmembran, vaskulare Verdnderungen mit Immunkomplexablagerungen in den
GeféaBen, mikrovaskuldre Zylinder oder thrombotische Mikroangiopathien und sehr selten
eine ,,pauci-immune® Glomerulonephritis mit wenigen oder keinen Immunkomplex-
Ablagerungen beobachtet werden [87]. Die Therapie der LN richtet sich nach der
Klassifikation und reicht von einer optimalen Blutdruckeinstellung bis zur Immunsuppresion
mit  Glukokortikoiden und anderen immunsuppresiven Medikamenten, wie z.B.

Cyclophosphamid, Mycofenolat oder Cyclosporin A.

Fokal segmentale Glomerulosklerose

Die fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) ist keine Krankheitsentitdt oder Diagnose,
sondern die morphologische Beschreibung einer histologischen Lasion unterschiedlicher
Ursachen [88]. Bei der FSGS sind zunéchst einige Glomeruli beteiligt und man beobachtet
im Elektronenmikroskop eine Retraktion der Podozyten-Ful3fortsatze, in denen segmental
Podozyten fehlen. Da die hochdifferenzierten Podozyten nicht teilungsféhig sind, ist dieser
Zellverlust nicht auszugleichen. Es resultiert eine Denudierung der Basalmembran mit
Adhasionen zwischen den glomeruldren Kapillarschlingen und der Bowman-Kapsel mit
anschlieender Degeneration und fokal-segmentaler Vernarbung des Glomerulus. Aul3er der
Sklerose sind immunhistologisch diffuse und mesangiale Ablagerungen von 1gG, IgM und
C3-Komplement zu finden. Eine FSGS findet sich bei circa 5% der Erwachsenen mit
Nierenerkrankungen im Endstadium [89]. Die Atiologie ist weitgehend unklar, es existiert
eine primdr idiopathische Form und eine sekundare Form, die bei immunologischen
Erkrankungen, Heroinabusus, Neoplasien und Infektionen (z.B. HIV) auftritt. In 30% der
Félle ist die FSGS genetisch bedingt [71]. Beim Auftritt einer Mutation im ACTN4-Gen,
welches fiir daso -Aktinin-4 codiert, entsteht die familiare FSGS, die autosomal-dominant
weiter vererbt wird [90]. Genmutationen im Podocin codierenden Gen, NPHS2, fiihren zur
Entstehung eines autosomal-rezessiv vererbten steroidresistenten nephrotischen Syndroms
[89]. Die FSGS geht mit Proteinurie und nephrotischem Syndrom einher und fihrt nicht
selten zum Verlust der Nierenfunktion mit Notwendigkeit einer Dialysebehandlung. Eine
gesicherte Therapie existiert nicht, jedoch kann man eine konsequente antiproteinurische und
nephroprotektive Therapie in Kombination mit Immunosuppresion in erster Linie mit

Steroiden einsetzen [91].
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Diabetische Nephropathie

Die diabetische Nephropathie ist die Hauptursache einer chonischen Niereninsuffizienz in den
Industrielandern. Die Nierenbeteiligung ist eine von mehreren Komplikationen durch
erhohten Glukosespiegel im Blut, das charakteristische Merkmal vom Diabetes Mellitus. Bei
manifester DN entwickeln innerhalb von 20 Jahren 75% der Typ 1-Diabetiker und 20% der
Typ 2-Diabetiker eine terminale Niereninsuffizienz [71]. Die diabetische Nephropathie ist
eine progressive Erkrankung, die fir ihre Entwicklung mehrere Jahre bendtigt. Eine
glomeruldre Hyperfiltration und eine Mikroalbuminurie sind friihe Manifestationen der DN.
Hypertrophie, Verdickung der GBM und VergroRerung des Mesangiums mit Anreicherung
von extrazelluldaren Matrixproteinen, wie z.B. Fibronectin, Laminin und Kollagen sind friihe
Veranderungen der diabetischen Nephropathie im Glomerulus [92]. Mit dem Voranschreiten
der diabetischen Nephropathie werden immer mehr Glomeruli vernichtet, daraus resultiert
eine Makroalbuminurie, spater eine Glomerulosklerosis und am Ende die Niereninsuffizienz.
Hyperglykamie bewirkt schadliche und protektive zellulare Signalwege in Podozyten, welche
mit anderen Zellen im Glomerulum in Verbindung stehen. Weiterhin ist der Podozyt eine
insulin-empfindliche Zelle, die durch Einflussfaktoren ihre Sensitivitat zu Insulin direkt

steigern oder reduzieren kann [93].

Minimal change-Glomerulonephritis

Im Kindesalter ist die minimal change-Glomerulonephritis (MCGN) die h&ufigste Ursache
des nephrotischen Syndroms. Die Atiologie ist idiopathisch oder sekundér bei malignen
Erkrankungen, Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika oder Nahrungsmittelallergien
[71]. Histologisch ist die minimal change-Glomerulonephritis durch einen Normalbefund
gekennzeichnet, die charakteristische Verénderung ist das Fehlen von Podozyten-
FuBfortsatzen im ultrastrukturellen Bild [94]. Das nephrotische Syndrom und die Podozyten-
Schédigung kann spontan reversibel oder die Antwort auf eine systemische Steroidtherapie
sein [81].
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Kongenitales nephrotisches Syndrom

Das kongenitale nephrotische Syndrom ist eine autosomal-rezessive Erkankung, die in
Finnland eine Inzidenz von 1 zu 10000 Neugeborenen hat und weniger hdufig in anderen
Bevolkerungen vorkommt [95]. Eine Mutation im NPHS1-Gen, das fur Nephrin codiert, ist
fur die Entwicklung dieser Erkrankung zusténdig [54]. Es findet sich schon intrauterin eine
massive nicht selektive Proteinurie. Aufgrund des Proteinverlustes entwickeln die Betroffenen
Infektionen, Malnutrition und Niereninsuffizienz. Kortikoide und Immunsuppresiva sind

unwirksam. Dialyse und Nierentransplantation sind die einzigen Therapieoptionen.

Virusassoziierte Glomerulonephritis

Virale Infektionen sind in der Lage glomeruldre Erkrankungen zu verursachen. Sie kénnen
aber auch vorbestehende glomeruldre Erkrankungen, wie z.B bei der IgA-Nephropathie,
verschlechtern. Eine direkte virale Infektion des Glomerulus bei der akuten
Glomerulonephritis fuhrt zu proliferativen Veranderungen und zur Ausschittung von
Zytokinen [96]. Eine persistierende virale Entziindung fuhrt hingegen bei chronischen Formen
zur kontinuierlichen Antigenstimulation mit nachfolgender Antikdérperproduktion und
Immunkomplexbildung, die sich entweder mesangial oder perimembrands ablagern [97].
Tabelle 4 zeigt die viralen Infektionen, die glomeruldre Erkrankungen verursachen bzw

verschlechtern kénnen [98].
Tabelle 4 Virale Infektionen, die Nierenerkrankungen verursachen/verschlechtern kénnen [98]

Hepatitis B-Virus (HBV) Membrandse Nephropathie,

mesangiokapillare GN, IgA-Nephritis

Hepatitis C-Virus (HCV) Kryoglobulindmie, mesangiokapillare GN
Humanes Immundefizit-Virus HIV-Nephropathie

(HIV)

Parvovirus B 19 (PV19) FSGS

Cytomegalie-Virus (CMV) Allograf-Nephropathie?
Epstein-Barr-Virus (EBV) Lupusnephritis?

Polyoma-Virus BK (BVK) BK (Allograf)-Nephropathie

Hantavirus Akutes Nierenversagen

Coronavirus Akutes Nierenversagen
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Ob andere Viren, wie z.B. Gelbfieber-, Mumps-, Masern-, Varizellen- und Herpesviren,
ebenso eine Rolle bei der Entstehung der Glomerulonephritis spielen, ist nicht klar [97]. Die
sytemische antivirale Immunitat wird bei viralen Infektionen tber verschiedene Mediatoren
aktiviert. Diese Aktivierung fuhrt zu einer verstarkten Autoantikdrperproduktion, zur
Immunkomplexbildung oder zur systemischen Interferonfreisetzung [99] und letztlich zu

Sklerose und Verschlechterung der Glomerulonephritis.

Derzeit leben weltweit Gber 350 Millionen Menschen mit einer chronischen Hepatitis B
Infektion. Es wird geschatzt, dass jedes Jahr 600 000 Menschen an den Folgen einer akuten
oder chronischen Hepatitis B Infektion sterben [100]. Die renale Beteiligung ist eine haufige
extrahepatische  Erscheinungsform.  Die  membranése  Glomerulonephritis,  die
mesangiokapillare Glomerulonephritis und die IgA-Nephropathie sind die drei Hauptformen
der Hepatitis B-assoziierten Glomerulonephritis [101]. Die Manifestation der HBV-
assoziierten membrandsen GN ist geringfugig unterschiedlich in Kindern und Erwachsenen.
Bei Kindern, Uberwiegend bei Jungen, ist das nephrotische Syndrom mit H&maturie und
normaler bis leicht eingeschrankter Nierenfunktion die h&ufigste Erscheinungsform [102].
Ménnliche Erwachsene sind im Vergleich zu Kindern nicht hdufiger betroffen. Die
Hauptmanifestationen ist eine Proteinurie oder ein nephrotisches Syndrom, [97] wobei die
Nierenfunktion stark eingeschrankt sein kann [103]. Die Prognose der Hepatitis B-
assoziierten GN ist bei Kindern glnstig mit einer stabilen Nierenfunktion und hohen Raten
spontaner Remission [104], bei Erwachsenen dagegen ist der Verlauf typischerweise
fortschreitend [105]. Eine ideale Therapie der Hepatitis B-assoziierten GN ist zur Zeit nicht
etabliert, eingesetzte Medikamente sind Lamivudin, pegyliertes Interferon und
Kortikosteroide [106]. Die Vorbeugung mit der aktiven Hepatitis B-Impfung ist immer noch
der beste Schutz [107].

Die WHO schétzt, dass derzeit weltweit 170-200 Millionen Menschen mit Hepatitis C
infiziert sind. Die mesangiokapillare Glomerulonephritis Typ | ist die haufigste renale
Manifestation der Hepatitis C-Infektion, sie ist meist mit einer gemischten Kryoglobulindmie
assoziiert [108]. Das Hepatitis C-Virus ist in der Lage die Immunelimination zu umgehen und
dadurch zur chronischen Infektion und Akummulation von Immunkomplexen zu fuihren. Das
HCV stimuliert die Produktion von monoklonalen Rheumafaktoren und verursacht dabei eine
gemischte Kryoglobulindmie [97]. Diese zwei Tatsachen werden flr die extrahepatischen
Manifestationen der Hepatitis C verantwortlich gemacht. Eine gemischte Kryoglobulindmie
wird bei 35 bis 90% der HCV-Infizierten beobachtet [109, 110]. Es leiden maximal 1% der
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Patienten an einer symptomatischen Kryoglobulindmie [97]. Eine HCV assoziierte GN ist im
Kindesalter selten, das typische Alter fur den Beginn der Erkrankung ist um die flnfte oder
sechste Lebensdekade. Eine palpable Purpura  und  Arthralgien sind
Kryoglobulindmiesymptome. Renale Manifestationen sind nephrotische (20%) und nicht-
nephrotische Proteinurie und Mikrohamaturie [111]. Ein Viertel der Patienten zeigen ein
nephritisches Syndrom und Uber 80% der Patienten leiden unter therapierefraktérer
Hypertonie [97]. Der klinische Verlauf der Erkrankung kann stark variieren. 15% der
Patienten mit Hepatitis C-assoziierten Nierenerkrankungen werden laut einer italienischen
Studie dialysepflichtig [112]. Die Behandlung beinhaltet mehrere Ansétze, Plasmapherese zur
Entfernung der Immunkomplexe, Glukokortikoide fir die Unterdriickung der
Immunkomplexneubildung und die Gabe von Interferon und Ribavirin zur Verhinderung der

viralen Replikation.

Weltweit sind mehr als 25 Millionen Menschen an AIDS (acquired immune deficiency
syndrome) gestorben [113]. Es wird geschéatzt, dass jedes Jahr 4,9 Millionen Menschen neu
infiziert werden [114]. Die Einteilung der HIV-assoziierten Glomerulonephritiden erfolgt in
vier Gruppen. Die erste Gruppe ist die klassische HIV-assoziierte Nephropathie (HIVAN) mit
dem histologischen Bild der fokal-segmentalen Glomerulosklerose [115]. Die diffuse
proliferativ mesangiokapillare oder lupus-ahnliche GN mit mesangialen Immunablagerungen
stellt die zweite Gruppe dar [116]. Die pathologischen Mechanismen der dritten Gruppe, die
heterogen mit glomeruléren Ld&sionen ist, sind noch nicht geklart. Das HIV-assoziierte
thrombotisch h&molytisch-urdmische Syndrom vertritt die letzte Gruppe [97]. Die Mehrheit
der Patienten mit HIV-assoziierter Nephropathie hat eine hohe Viruslast, aber die Erkrankung
ist nicht mit anderen spezifischen Risiken, einschlielich Alter des Patienten, Dauer oder
Stadium der HIV-Infektion oder gleichzeitigen opportunistischen Erkrankungen, assoziiert
[106]. Bis zu 10% der HIV-Infizierten sind von der HIV-assoziierten Nephropathie betroffen.
Typische Symptome bei Vorstellung der Patienten sind eine schwere Proteinurie, ein voll
ausgebrochenes nephrotisches Syndrom und ein Nierenversagen mit stark erhdhten
Kreatininwerten. Im Lichtmikroskop zeigt die fokale Sklerose eine kollabierende Form, die
Kapillarschlingen in den Glomeruli scheinen geschlossen und zeigen Epithelproliferationen in
der Bowman-Kapsel. AuBerdem finden sich grolRe, zystische Tubuli [106]. Dank einer
intensiven antiretroviralen Therapie ist es heutzutage moglich, die rasche Progression der
Erkrankung zu verzogern [117]. AulRerdem werden ACE-Hemmer oder Angiotensin-2-
Rezeptorblocker bei der Behandlung der schweren Proteinurie eingesetzt [106].
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1.3 Das Immunsytem
Der menschliche Organismus wird durch das Immunsystem vor Infektionen durch Bakterien,

Viren, Parasiten und Pilzen geschitzt, aber auch entartete korpereigene Zellen werden
dadurch eliminiert. Aufgrund der Variabilitit der Pathogene sind verschiedene
Abwehrmechanismen erforderlich, deswegen ist das Immunsytem aus einer Vielzahl
unterschiedlicher Komponenten zusammengesetzt, die im Zusammenspiel mit verschiedenen
Abwehrstrategien die Bekampfung von Krankheitserregern gewéhrleisten. Die erfolgreiche
Abwehr wird durch eine ausgewogene Balance zwischen Immunitat und Toleranz erreicht,
damit werden einerseits effektiv Tumorzellen und Krankheitserreger bek&mpft und

andererseits kdrpereigenes Gewebe und harmlose Fremdkdrper toleriert.

Die Immunitét ist teilweise antigen-unspezifisch (angeboren) und zu einem anderen Teil
antigen-spezifisch (erworben). Beide Systeme ergdnzen sich und arbeiten sowohl mit
humoralen als auch mit zellularen Komponenten. Die ,erste Linie* der Abwehr wird durch
die angeborene Immunitat vermittelt. Sie wird direkt, d.h. ohne Vorprozessierung des
Antigens, aktiviert. Der Vorteil der Schnelligkeit steht dem Nachteil der mangelnden
Spezifitdt gegenuber: Durch die ,breitflachige” Immunantwort kann es im Rahmen der
Abwehr leicht zur Gewebeschadigung des Wirtsorganismus kommen. Makrophagen,
Monozyten, Mastzellen, Granulozyten und Natural-Killer-Lymphozyten zdhlen zu den
unspezifischen Abwehrzellen, Komplement, Akute-Phase-Proteine und Zytokine stellen die
humoralen Faktoren dar. Die ,,zweite Linie* der Abwehr stellt die spezifische Immunitét dar.
Sie basiert auf antigenspezifisch arbeitenden Immunzellen (T- und B-Lymphozyten). Die T-
Lymphozyten konnen intakte, nicht-16sliche Antigene (wie z.B. Virusbestandteile, pathogene
Zellen) nicht erkennen. Die Arbeit der spezifischen Immunitadt setzt deshalb eine
»Prozessierung“ dieser Antigene, d.h. ihre Zerlegung in l6sliche Peptide voraus. Diese
Prozessierung wird vor allem von den Zellen des unspezifischen Sytems geleistet [1].
Besondere Merkmale der erworbenen Immunitét sind die Spezifitdt der Pathogenerkennung
und das immunologische Gedachtnis, dadurch wird ein verstarkter Schutz gegen eine erneute
Infektion gewahrleistet. Die zelluldre Abwehr wird durch die T-Lymphozyten vermittelt, die
andere Zellen unterstltzen (T-Helferzellen) oder infizierte Zellen abtéten (zytotoxische T-
Zellen). Die B-Lymphozyten produzieren Antikorper, die extrazelluldre Pathogene binden,
und sind dadurch fir die humorale Abwehr zustandig [118].
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1.3.1 Die angeborene Immunantwort

Die erste Station in der Abwehr von Krankheitserregern wird vom angeborenen Immunsytem
gebildet. Dieser Abwehrmechanismus ist in allen Mehrzellorganismen vorhanden. Die
Korperepithelien stellen eine chemische, mechanische und mikrobielle Barriere dar und
verhindern dadurch das Eindringen von Erregern. Beim Versagen dieses
Abwehrmechanismus versuchen Phagozyten und Komplement die Infektion zu stoppen. Fur
die sofortige erfolgreiche Phagozytose sind die neutrophilen Granulozyten verantwortlich
(Abb. 10) [118].

Makrophagen besitzen zwei wichtige Aufgaben: erstens die Phagozytose und zweitens die
Signalweiterleitung und damit die Induktion weiterer Reaktionen. Der Toll-like
Rezeptorsignalweg ist hierbei von Bedeutung. Die Freisetzung von Chemokinen und
Zytokinen wird uber diesen aktiviert und das klassiche Bild der Entzindung kommt zustande,
d.h. die Erweiterung lokaler BlutgefdRe (Ro6tung und Erhitzung), die Extravasation von
Leukozyten, insbesondere Granulozyten, und die erhdhte Durchléssigkeit der Gefalwand,
wodurch sich Flussigkeit und Plasmaproteine wie Komplement am Infektionsherd anreichern
konnen (Schwellung und Schmerz). Diese akute Entzlindung verursacht eine Beseitigung des
Erregers, sowie die Verhinderung der Ausbreitung des Pathogens (Abb. 10).
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Abbildung 10. Angeborene Effektormechanismen. A Sofortreaktion. Epithelien stellen die ersten physikalischen
und chemischen Abwehrmanahme dar. Dringt der Erreger ins Blut vor, kommt es durch die Aktivierung von
Komplement zur Opsonierung und Phagozytose durch Granulozyten und ggf. zur Abt6étung des Pathogens.
Dringt der Erreger ins Gewebe ein, kommt es zur Aufnahme durch ortsstandige Makrophagen, die durch
Phagozytose aktiviert werden und mikrobizide Faktoren produzieren, was ggf. zur Vernichtung des Pathogens
fuhrt. Gelingt die Beseitigung nicht in der Sofortreaktion, werden weitere Effektormechanismen induziert. B
Indizierte Mechanismen. Aktivierte Toll-like Rezeptoren auf phagozytierenden Makrophagen bewirken die
Ausschittung von Zytokinen, insbesondere TNF-o und Chemokinen, was zur Endothelaktivierung und
Mobilisierung von weiteren Effektorzellen in das infizierte Gewebe fiihrt. Kleine Komplementfaktoren sind hier
ebenfalls beteiligt. Makrophagen-Zytokine stimulieren dann wiederum Effektorzellen, um mit den Erregern auf
unterschiedlichste Art fertig zu werden. Inshesondere TNF-a spielt hier eine wesentliche Rolle [118].
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Das angeborene Immunsytem st im Vergleich zur erworbenen Immunitadt nicht
antigenspezifisch, es muss aber auch dazu féhig sein, Eigen von Fremd zu unterscheiden.
Rezeptoren sind fur die Erkennung von Krankheitserregern und Aktivierung der
Immunantwort erforderlich. Diese Rezeptoren, die generell Pathogene erkennen, werden als
Mustererkennungsmolekiile (pattern recognition receptors, PRR) bezeichnet. Sie erkennen
und binden sich regelmé&lig an wiederholende Strukturmuster von Mikroorganismen. Die
Strukturen, die gebunden werden, nennt man Musterstrukturen (pathogen associated
molecular pattern, PAMP). Innerhalb einer Klasse von Krankheitserregern gibt es keine
Unterschiede in den Musterstrukturen, damit ist die Erkennung unterschiedlicher Erreger
durch eine limitierte Menge an Rezeptoren mdglich. Uber welchen Mechanismus das
angeborene Immunsystem zwischen Musterstrukturen der physiologischen Mikroflora und
Musterstrukturen pathogener Erreger unterscheiden kann, ist noch nicht geklart. Der Einfluss

der Kompartimentierung und antiinflammatorischer Zytokine wird diskutiert [118].

Losliche Rezeptoren, Zelloberflachenrezeptoren und intrazellulare PRRs sind mdgliche
Mustererkennungsmolekile, die Mikoorganismen in allen intra- und extrazellul&ren
Kompartimenten erkennen. Beispiele fur Mustererkennungsstrukturen der angeborenen und

erworbenen Immunantwort sind in Abbildung 11 dargestellt.

Die Identifikation von drei Pathogenerkennungsfamilien hat zum besseren Verstandnis der
angeborenen Immunantwort beigetragen. Diese sind die Toll-like Rezeptoren (TLRs), die
RIG-like Rezeptoren (RLRs) und die NOD-like Rezeptoren (NLRs). Es ist wahrscheinlich,
dass das Zusammenspiel dieser drei Familien die Koordination der angeborenen
Immunantwort entweder Uber synergistische oder ber kooperative Wege sichergestellt und
somit in der ersten Phase der Infektionsabwehr ein wirkungsvoller Abwehrmechanismus

gewahrleistet wird [119].

Eindringende Pathogene werden oft von Antikérpern (Abb. 12) gebunden. So entstehen
Immunkomplexe, die aus einem Antikoérper (Immunglobulin) und einem Antigen bestehen.
Der Fc-Rezeptor von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten erkennt diesen Antigen-
Antikorper-Komplex und dadurch wird ihre Phagozytose eingeleitet. Ob die virale RNA
dieser Immunkomplexe auch direkt iber pattern recognition receptors erkannt werden kann,
ist noch nicht geklart (Abb. 13).

28



Erkennungsmolekiile der angeborenen Erkennungsmolekiile der erworbenen
Immunitat Immunitat

Pentraxine
C-reaktives Protein  Serum Amyloid-Protein

o o Mannose -
bindendes
Komplement- Lektin
Faktoren; E

IgG, IgD, IgE

Extrazellular

Zelloberflache

Toll-like
Rezeptoren

Intrazelluldr

Abbildung 11. Mustererkennungsmolekiile der angeborenen und erworbenen Immunitdt. PRR befinden sich
intra- und extrazellular sowie auf der Zelloberflache. Komplementfaktoren, TLRs, NLRs und RLRs gehdren zur
angeborenen Immunitat. Immunglobuline, T- und B-Zellen sowie MHC (major histocompatibility complex) sind
Teil der erworbenen Immunitat [120].
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Abbildung 12. Aufbau eines Antikdrpers (Ak). Antikérper sind y-formige Glykoproteine, sie bestehen aus zwei
identischen schweren und zwei identischen leichten Ketten. Innerhalb der Ketten kann man variable und
konstante Regionen unterscheiden. Die variablen Doméanen liegen am N-terminalen, die konstanten Doméanen
am C-terminalen Ende des Molekuls [121]. Das Fab (fragment antigen binding)-Fragment ist ein proteolytisches
Fragment eines Immunglobulinmolekdls, das aus einer kompletten leichten Kette, gepaart mit einem Fragment
der schweren Kette, das die variable und die erste konstante Region enthélt, besteht. Das Fab-Fragment kann ein
Antigen binden, aber nicht mit Fc-Rezeptoren interagieren oder Komplement binden. Fc (fragment
crystallizable)-Fragmente bestehen aus den tiber Disulfidbriicken verbundenen carboxyterminalen Regionen der
beiden schweren Ketten. Fc-Regionen mediieren Effektorfunktionen wvon I6slichen Antikorpern wie
Komplementaktivierung oder Bindung an Fc-Rezeptoren von Makrophagen [118].

Nicht-Immunzellen
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Abbildung 13. Immunkomplexerkennung (ber Fc-Rezeptoren und PRRs. Der Fc-Rezeptor auf der
Zelloberflache von Makrophagen erkennt das Fc-Fragment des Ak von Immunkomplexen. Unklar bleibt, ob die
Erkennung von dem Antigenteil der Immunkomplexe auch liber PRR auf der Zelldberflache oder intrazellular
erfolgt [118].
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1.3.2 Die erworbene Immunantwort

Falls die Eliminierung des Erregers durch das angeborene Immunsytem nicht erfolgreich war,
wird das erworbene Immunsystem eingeschaltet. Die erworbene Immunantwort ist
antigenspezifisch und setzt eine enorme Diversitat in den Erkennungsstrukturen voraus. B-
Lymphozyten produzieren Antikorper, die Krankheitserreger extrazellular bekampfen. Die T-
zellen sind in der Lage, intrazelluldre Erreger zu beseitigen. Mit Hilfe der MHC-Molekdle
werden die angebauten Antigene an die Oberflache der infizierten Wirtszelle gebracht. Der
Typ vom MHC/Peptid-Komplex bestimmt die Wechselwirkungen der Wirtstelle mit den
verschiedenen T-Effektorzellen. MHC I-Komplexe werden durch zytotoxische T-Zellen (CD8
positiv) erkannt und die infizierte Zelle wird dadurch abgetotet. T-Helferzellen (CD4 posotiv)
erkennen MHC I1-Komplexe und setzen die Aktivierung der gebundenen Makrophagen bzw
der B-Zellen in Gang. T-Zellen sind sowohl fiir die zelluldre als auch fir die humorale
adaptive Immunantwort von Bedeutung. Bei der Beseitigung von Krankheitserregern erzeugt
das erworbene Immunsystem durch klonale Selektion gleichzeitig eine Population von
ausdifferenzierten Gedé&chtniszellen. Eine schnellere und wirksamere Effektorreaktion wird

bei einer erneuten Infektion dadurch ermdglicht [118].

Die erworbene Immunantwort wird hier nicht naher diskutiert, da sie in der vorliegenden

Arbeit nicht weiter von Bedeutung ist.

1.4 Erkennung viraler RNA
1.4.1 Toll-like Rezeptoren

1984 wurde der Rezeptor Toll in der Fliege Drosophila melanogaster entdeckt, er spielt dort
eine wesentliche Rolle in der dorso-ventralen Ausrichtung des Embryos [122] und in der
Pilzabwehr der erwachsenen Fliege [123]. In Sdugetieren fand man Homologe von Toll, die
sogenannten Toll-like Rezeptoren (TLR). Mittlerweile sind 13 TLRs identifiziert worden, 10
humane (TLR 1-10) und 12 murine (TLR 1-9 und 11-13), von denen einige homolog sind
[124, 125]. Die Mehrheit der TLRs befindet sich an der Zelloberflache, nur TLR 3, 7, 8 und 9
sind endosomal lokalisiert. Im Gegensatz zum Drosophilia Toll werden TLRs direkt durch
Fremdstrukturen aktiviert, einige ihrer Liganden sind bisher bekannt (Abb.14). Nach einer
Aktivierung von TLRs durch spezifische Liganden kommt es zur Produktion verschiedener
Zytokine, Chemokine, und Typ | Interferone [126], deren Wirkung lokal und sytemisch

erfolgt und essentiell fur die angeborene und erworbene Immunatwort ist.
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Toll-like Rezeptoren gehdren zu den Typ I-Transmembranproteinen, sie bestehen aus einem
extrazelluldren leucinreichen Bereich (leucin-rich repeats, LRR) und aus einem
intrazelluldren oder zytoplasmatischen Bereich, der homolog zum Interleukin-1-Rezeptor
(Toll/11-1-receptor, TIR) ist [126, 127]. Eine Dimerisierung der TLRs findet nach Erkennung
ihrer Liganden statt, damit beginnt die Signalkaskade, die zur Aktivierung der
proinflammatorischen Antwort fuhrt [127]. Nach Ligandenbindung wird die Produktion
proinflammatorischer Zytokine und Interferone Uber zwei Signalwege induziert, einen
MyD88-abhangigen und einen MyD88-unabhangigen. Vier Adaptormolekiile sind flr die
Auslosung dieser zwei Signalwege erforderlich: MyD88, TIR-assoziiertes Protein (TIRAP),
TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN-g (TRIF) und TRIF related adaptor
molecules (TRAM) [126]. MyD88 und TIRAP sind fur die Induktion der
proinflammatorischen Gene zustandig, TRIF und TRAM fur die Induktion der Interferone
[125]. Abbildung 14 zeigt die TLRs-vermittelte Immunantwort mit Liganden und
Adaptormolekulen.

Triacyl Imidazequinolines
lipopeptide dsANA ssRNA Flagelin
Diacyl CpG DNA Profilin-like protein
lipopeptide LPS Hemozoin Uropathogenic bacteria
TLR1 TLR2 TLR2 TLR& TLR3 TLR4 TLR7/8 TLF\Q TLRs TLFI11
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Inflammatory cytokines Inflammatory cytokines Inflammatory cytokines Inﬂammatory cy'toklnes Inflammatory cytokines
Type | IFN Type | IF

Abbildung 14. TLRs-vermittelte Immunantwort. TLR 2 in Verbindung mit TLR 1 oder TLR 6 unterscheidet
zwischen den molekularen Mustern von jeweils Triacyl- und Diacyl-Lipoproteine. TLR3 erkennt dsSRNA. TLR 4
erkennt bakterielle Lipopolysaccharide. TLR 7/8 vermittelt die Erkennung von Imidazoquinoline und ssRNA.
TLR9 erkennt CpG DNA von Bakterien und Viren. TLR5 erkennt bakterielles Flagellin. Der murine TLR 11
erkennt Komponenten von uropathogenen Bakterien. TLR 1/2 and TLR 2/6 sind MyD88 und TIRAP/MAL
abhéngig. TLR 3 benutzt Trif als Adaptermolekil. TLR bendtigt vier Adaptermolekile MyD88, TIRAP/MAL,
Trif und TRAM, TRL 7/8, TLR 9, TLR 5 und TLR 11 brauchen nur MyD88. Der MyD88-abhéngige Signalweg
kontrolliert die Entziindungsreaktion, wéahrend Trif die IFN Typ | Antwort vermittelt. Zusétzlich induzieren TLR
7/8 und TLR9 die IFN Typ | Produktion in dendritischen Zellen MyD88-abhéngig [126] .
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1.4.2 RIG-like Helikasen

RIG-like Helikasen (Retinoic acid-inducible gene, Retinséure-induziertes Gen) enthalten
RNA-Helikasen und gehéren wie die Toll-like Rezeptoren zu den PRRs des angeborenen
Immunsytems (Abb. 15). Im Unterschied zu TLRs, die vor allem in dendritischen Zellen bei
einer Virusinfektion exprimiert werden, schiutzen RLRs alle virusinfizierten Zellen [119].
Bisher sind drei Vertreter dieser PRR-Familie bekannt: das Retinoic acid-inducible gene 1
(RIG-1), das melanoma differentiation-associated gene 5 (MDAS) und das laboratory of
genetics and physiology 2 (LGP2) [128]. RIG-1 und MDAS5 zeichnen sich durch eine
DexD/H-Box-RNA Helikase-Domane und zwei caspase recruitment domains (CARD-
Doménen) aus [129, 130]. Im Gegensatz dazu fehlt bei LGP2 die CARD-Doméne, aus diesem
Grund scheint LGP2 nicht zur Vermittlung einer Signaltransduktion fahig zu sein. Die RIG-
like Rezeptoren liegen im Zytoplasma. RIG-1 und MDAS erkennen mit unterschiedlicher
Spezifitat virale RNA und l6sen Signalkaskaden aus, die zur Transkription von Typ |
Interferonen und inflammatorischen Zytokinen fiihren [131]. Interferon beta promoter
stimulator-1 (IPS-1) auch bekannt als mitochondrial antiviral signaling (MAVS), CARD
adaptor inducing interferon beta oder virus-induced signaling adaptor (VISA), ist das
Adaptermolekil zwischen den RLRs und der Signalkaskade. Die Produktion antiviraler

Proteine erfolgt nach Aktivierung von IRF-3 (Interferon regulating factor) und NF-«xB.
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Abbildung 15. TLR- und RLR-vermittelte Erkennung viraler Nukleinsuren und Signalkaskaden. TLR3, TLR7
und TLR9 erkennen jeweils dsSRNA, ssSRNA, und DNA abgeleitet von Viren in den Endosomen. RIG-1, MDA5
und LGP2 erkennen RNA im Zytoplasma. TLR3 benutzt TRIF als Adaptermolekil, TLR7 und TLR9 dagegen
MyD88. IPS-1 befindet sich in den Mitochondrien und wird als Adapterprotein von RIG-1 und MDAJ5 benétigt.
TRIF- und IPS-1-abhédngige Signalwege aktivieren die Transkriptionsfaktoren IRF3 und NF-kB und induzieren
die Produktion von Typ 1 Interferonen und inflammatorischen Zytokinen. Bei dem MyD88-abhangigen
Signalweg erfolgt diese Produktion mittels IRF7 und NF-xB [131].
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1.4.3 Immunantwort nach Aktivierung von TLRs oder RLRs

Eine Infektion entsteht, wenn Mikroorganismen die duf3eren Barrieren tiberwunden haben und
in den Korper eingedrungen sind. Handelt es sich bei diesen Mikroorganismen um Viren,
werden diese Uber Toll-like Rezeptoren oder RIG-like Helikasen erkannt. Nach der
Erkennung werden die Erreger von den aktivierten Makrophagen phagozytiert und verdaut,
oder sie werden durch die Generierung von Sauerstoffradikalen und Stickoxiden abgetotet.
Das Komplementsytem erhoht dabei die Effizienz der Phagozytose durch die Opsionierung.
Ist das Problem dadurch nicht zu beheben, setzen Makrophagen und Mastzellen Zytokine frei.
Zytokine sind losliche Polypeptide mit lokaler Wirkung und einer kurzen Halbwertszeit von
einigen Minuten. Sie spielen eine Rolle als Mediatoren der Immunantwort sowie im
Entzindungsgeschehen. Es existieren sechs Zytokinfamilien mit jeweils mehreren Vertretern
(Tabelle 5). Die Zytokinfreisetzung setzt eine Entziindung mit den vier Kardinalsymptomen
rubor (Rote), calor (Hitze), tumor (Schwellung) und dolor (Schmerz) in Gang. Zeitlich
parallel zu den Entziindungsvorgéngen wird durch dendritische Zellen, die den T-Zellen des
erworbenen Immunsytems Antigene prasentieren, die adaptive Immunantwort induziert. Fir
eine effektive Bekdmpfung der Erreger ist das Zusammenspiel der eingewanderten Zellen der

angeborenen und der erworbenen Immunitat erforderlich [132].
Tabelle 5 Zytokinfamilien und einige wesentliche Vertreter [132]

Interleukine IL1B, IL2-4, IL8, IL10, I1L12, IL17,IL18, IL23

Koloniestimulierende Faktoren G-CSF, GM-CSF, IL3

Interferone INFo, INFB, INFy
Cytotoxine TNFa, TNFp
Chemokine IL8, MIP1a, MCP1
Wachstumsfaktoren TGFa, TGFf, PDGF

Eine virusinfizierte Zelle ist aber auch in der Lage die Nekrose oder die Apoptose einzuleiten.
Bei einer Virusinfektion findet man meist Nekrosen. Die pathologischen Zellschadigungen
konnen auf einer Kombination von direkten, virusverursachten und indirekten,
immunologisch verursachten Schaden beruhen. Bei der Nekrose schwellen die Zellen an, es
kommt zum Verlust der Membranintegritadt und- relativ spat- zum Abbau der DNA. In der
Umgebung der nekrotischen Zellen werden immunologische, entzlndliche Reaktionen

ausgelost, die zusatzlich zum Krankheitsbild beitragen.
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Der programmierte Zelltod (Apoptose) beginnt mit einer Schrumpfung des Zellkerns und
dem raschen Abbau der DNA. Der Zerfall der Plasmamembran und die Auflésung der Zelle
finden relativ spét statt. Die gebildeten apoptotischen Vesikel werden rasch von Makrophagen
in der Umgebung aufgenommen. Entzlndliche oder immunologische Reaktionen werden
nicht induziert. Im Unterschied zur Nekrose ist die Apoptose ein induzierbarer,

energieabhdngiger VVorgang mit gesteigerter RNA- und Proteinsynthese.

1.5 Interferone und ihre Rezeptoren
Die Entdeckung des Interferons (IFN) erfolgte 1957 von Isaacs und Lindenmann durch ihre

Arbeiten an Hiihnerembryonen. Bei der Infizierung von der Hihnerechorionallantoismembran
mit Influenzaviren haben sie eine Substanz entdeckt, die die Zelle vor einer nachfolgenden
Infektion schitzte. Aufgrund der Interferenz mit der Virusreplikation wurde diese Substanz

als Interferon bezeichnet. [133].

Interferone Uben in der Zelle viele Funktionen aus und erflllen wichtige Aufgaben bei der
Regulierung der Zellphysiologie. Interferone gehdéren zur Gruppe der induzierbaren Zytokine
und lassen sich grundsétzlich in Typ I- und Typ ll-Interferone einteilen. Auflerdem kennt man

interferondhnliche Zytokine, die man auch als Typ Ill-Interferone bezeichnet [134].

1.5.1 Typ I-Interferone

Die saurestabilen Typ I-Interferone kénnen in acht Untergruppen gegliedert werden: Beim
Menschen gibt es IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-x, IFN®, sie werden alle auf dem kurzen Arm
des Chromosoms 9 kodiert. Bei Tieren konnte bisher nur IFN-3, IFN-t und IFN-C (Limitin)
nachgewiesen werden. Mit Ausnahme von IFN-g, IFN-6 und IFN-t sind Typ I-Interferone
antiviral wirkende Zytokine. Sie werden in virusinfizierten Zellen synthetisiert, in die
Umgebung abgegeben und wirken in der Regel speziesspezifisch durch die Bindung an
Rezeptoren in der Zytoplasmamembran anderer Zellen, in welchen sie dann einen Schutz vor
Infektion ausiiben. Sie hemmen die Vermehrung von Viren, aber auch die Zellteilung und
haben dadurch auch tumorhemmende Eigenschaften. lhre Wirkung entfalten sie, indem sie
sich an den Interferon-a-Rezeptor binden, ein Heterodimer aus einer IFNaR1- und einer
IFNBR2-Kette, das sich auf fast allen Zelltypen befindet.
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IFN-o. und IFN-B sin d amdigsten bekannt und am besten untersucht. Sie weisen ein
ahnliches serologisches Verhalten auf, was auf einer Sequenzhomologie von etwa flinfzig
Prozent beruht, sind 166 Aminoséuren lang und haben ein Molekulargewicht von 20 kD. Es
existieren mehrere Subtypen von IFN-a, jedoch nur einer von IFN-B. Diese Interferone
werden vor allem von dendritischen Zellen, Monozyten und Makrophagen nach der
Phagozytose pathogener Erreger exprimiert. Ihre Expression wird aulRerdem in alle Typen
infizierter Zellen durch PAMPs eingeleitet, die mit TLRs (bei Viren TLR 7,8 und 9) oder
RLRs (RIG-1 oder MDA-5) interagieren (siehe Abschitt 1.4).

Nach der Bindung am IFN-a-Rezeptor werden in der Zelle Signalkaskaden ausgeldst, die
vielféltige Reaktionen zur Folge haben koénnen: den Aufbau eines antiviralen Status, die
Hemmung der Zellteilung, die Erhéhung der Konzentration von MHC-KIlasse-I-Antigenen
sowie von anderen Oberflachenmarkern, die Einleitung der Expression von proapoptotisch
wirkenden Proteinen bzw. der Repression von antiapoptotisch wirkenden Faktoren und die

Freisetzung von weiteren Cytokinen.

Die Konformationsanderung des IFN-a-Rezeptors steht an erster Stelle der Kaskade (Abb.16).
Dies aktiviert die Tyk2- und die Jak1-Kinasen durch Phosporylierung. Dadurch wird bewirkt,
dass die Faktoren Stat2 und Statl (signal transducers and activators of transcription) sich an
die IFNaR2-Kette anlagern und ebenfalls phosphoryliert und aktiviert werden. Die
phosphorylierten Statl und Stat2 Faktoren l6sen sich von dem Rezeptorkomplex an der
Innenseite der Cytoplasmamembran ab und treten in Wechselwirkung mit dem Protein p48.
Die Statl-/Stat2-/p48-Komplexe gelangen in den Zellkern und lagern sich an die ISRE-
Promotoren (interferon stimulated regulatory elements) an, welche die Expression der

interferon stimulated genes (ISG) regulieren [134].
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Abbildung 16. Signalkaskade, die durch Wechselwirkung von IFN-o mit dem Rezeptor IFN-a induziert wird.
Bei der Bindung von IFN-a verdndert der Rezeptorkomplex IFN-a seine Konformation und die Kinasen werden
phosphoryliert. Dies bewirkt die Anlagerung der Proteine Statl und Stat2 und ihre Phosphorylierung. Die
phosphorylierten Proteine Statl und Stat2 16sen sich aus dem Komplex, treten in Wechselwirkung mit weiteren
Zellproteinen (p48) und gelangen als Komplex in den Zellkern. Hier binden sie sich an die ISRE-Promotoren
und aktivieren die Expression der IFN-a induzierbaren Gene [134].

1.5.2 Typ Il-Interferone

Das IFN-y ist ein sdurelabiles Typ Il-Interferon, das bei allen Sdugetieren vorkommt und von
dem nur ein Subtyp bekannt ist. Es ist ein Homodimer aus zwei glykosylierten
Proteinuntereinheiten, die 146 Aminosduren lang sind und ein Molekulargewicht von 22 kD
haben. Das Gen fur IFN-y befindet sich beim Menschen auf dem Chromosom 12. Nach
Antigenkontakt wird IFN-y hauptsachlich von den TH1-Zellen, die durch aktivierte
dendritische Zellen, Makrophagen sowie naturliche Killerzellen stimuliert werden, gebildet.
Interferon-y leitet seine Wirkung durch die Bindung an den Interferon-y-Rezeptor (IFNyR)
ein, einem Protein aus zwei IFNyR1-Ketten. Die Bindung des IFN-y an den IFNyR1 bewirkt
die Komplexbildung mit zwei Ketten IFNyR2 und induziert die Signalkaskade (Abb.17). Die
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Jakl- und Jak2-Kinasen, die mit den IFNyR1 und IFNyR2 assoziiert sind, phosphorylieren
sich zuerst gegenseitig und dann phosphorylieren sie die Tyrosin-Reste an Position 457 der
IFNyR1. Daduch wird die Anlagerung der Statl-Proteine und deren Phosphorylierung
verursacht. Die Satl-Dimere dissoziieren vom Komplex, werden in den Zellkern transportiert
und binden sich an die entsprechenden ISRE der durch IFN-y kontrollierten Gene. Durch die
Wirkung des IFN-y wird die Expression der MHC-Klasse-11-Proteine sowie die Synthese und
Freisetzung weiterer Zytokine eingeleitet und die Effektorfunktion der zytotoxischen T-
Zellen, der natirlichen Killerzellen und der mononuclearen Phagozyten gesteigert; IFN-y gilt
als eines der zentralen Zytokine bei der Einleitung der spezifischen Immunantwort. IFN-o
bzw. -p und IFN-y verstérken sich gegenseitig und beeinflussen die Expression und somit das
Netzwerk der Zytokine [134].
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Abbildung 17. Signalkaskade, die durch die Wechselwirkung von IFN-y mit dem Rezeptorkomplex IFNyR1/R2
induziert wird. In der Cytoplasmamembran sind Proteinketten des Rezeptors IFNyR1 verankert. Bei Interaktion
mit dem homodimeren IFN-y assoziieren diese miteinander und mit zwei Ketten des IFNyR2. Bei Bindung von
IFN-y verdndert der Rezeptorkomplex IFNyR1/R2 seine Konformation und wird zusammen mit den Jak1/2-
Kinasen phosphoryliert. Dies bewirkt die Anlagerung der Proteine Statl und ihre Phosphorylierung. Die
phosphorylierten Proteine Statl I6sen sich aus dem Komplex, bilden Dimere und gelangen als Komplex in den
Zellkern. Hier binden sie sich an die ISRE-Promotoren und aktivieren die Expression der IFN-y induzierbaren
Gene [134].
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit
Das Ziel dieser Arbeit war es die Rolle von Rezeptoren der angeborenen Immunitat in

Podozyten zu untersuchen. Es ist bekannt, dass virale sowie bakterielle Infektionen nicht
selten Schube von Glomerulopathien und Proteinurie triggern kdnnen. Die Lupusnephritis, die
IgA-Nephropathie und die renale Vaskulitis stellen Beispiele dar. Chronische virale
Infektionen (z.B. Hepatitis C) sind auch in der Lage, eine de novo Glomerulonephritis
auszulosen, dabei spielen die Bildung von Immunkomplexen und die Interferonproduktion
eine wichtige Rolle. Eine systemische Interferonfreisetzung findet bei der Aktivierung der
systemischen antiviralen Immunitét statt. Bei einer Virusinfektion produzieren die meisten
Zellen Typ I-Interferone. Die Rolle der lokal produzierten Typ I-Interferone bei der
Entstehung von virusassoziierten Glomerulonephritiden ist immer noch unklar. Ob Podozyten

bei der Verstarkung einer Entziindung beteiligt sind, ist ebenfalls unbekannt.

Unsere Hypothese ist, dass Podozyten nicht nur an der Filtrationsbarriere und bei der
Strukturerhaltung des glomeruléren GeféalRkonvoluts eine groRRe Rolle spielen, sondern dass sie
auch eine wichtige Rolle bei der unspezifischen Immunabwehr spielen, indem sie virale
Nukleinsauren mittels spezifischer Rezeptoren erkennen, daraus folgend Zytokine und
antivirale Typ-I Interferone produzieren und dadurch zur inflammatorischen Immunantwort

bei der virusassoziierten Glomerulonephrititis beitragen.
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Zwelites Kapitel:

Materialen und Methoden

41



2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Gerate und Materialen
2100 Bioanalysator

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

FACS Calibur™

Gel-Kammer (fur PCR)

Lichtmikroskop Leitz Diavert
Lichtmikroskop Leitz DMRBE

pH meter WTW

Photometer Ultrospec 1000

RNA 6000 LapChip

Spektrophotometer Beckman DU®530
Steril Card Hood Class Il, Typ A/B3
TagMan ABI prism™ 7700 sequence detector
Thermomixer 5436

Vortex Genie 2"

Waage Mettler PJ 3000

Wasserbad HI 1210

Zellinkubator Type B5060 EC-CO2 (37° C)
Zellinkubator Hera Cell 150 (33° C)

Zentrifuge Heraeus, Minifuge T
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Agilent Technologies, Waldbronn, D
BioRad, Miinchen, Deutschland

Tecan, Crailsheim, Deutschland

ELx50 BioTek, Bad Friedrichshall, D
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
PegLab Biotechnologie, Erlangen, D
Leica Microsyteme, Solms, Deutschland
Leica Microsysteme, Solms, Deutschland
WTW GmbH, Weilheim, Deutschland
Amersham, Freiburg, Deutschland
Agilent Technologies, Waldbronn, D
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
The Baker Company, Sanford, USA

PE Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Bender&Hobein AG, Bruchsal, D
Mettler Toledo, GieRRen, Deutschland
Leica Microsyteme, Solms, Deutschland
Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland
Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland

VWR International, Darmstadt, D



Zentrifuge Heraeus, Sepatech Biofuge A

UNO-I1I-Cycler (Thermocycler)

12-well-Platten

24-well-Platten

6-well-Platten

Einmal-Kiivetten 1,5 ml Plastibrand®
Eppendorfgefalie 1,5 ml

Falcons 15 ml und 50 ml

Kryobox Cryo 1°C Freezing cont
Kryovials

Multikanalpipette Eppendorf Research
Nunc-lImmuno™ 96 Microwell™Plates
Pipettenspitzen 1- 1000 ul Typ Gilson®
Pipettenspitzen epT.l.P.S. Standard
Pipetten Pipetman®P

Pipettierhilfe Pipetus®-classic
Serologische Pipetten 5, 10, 25 ml
Zellkulturschalen 10 cm

Zellschaber 24 cm
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Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

TPP®, Trasadingen, Schweiz

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Costar Corning, Schiphol-Rijk, Holland
Brand, Giel3en, Deutschland

TPP®, Trasadingen, Schweiz

BD, Heidelberg, Deutschland
Nalgene™, Rochester, NY, USA

Alpha Laboratories, Eastleigh, UK
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Peske, Aindling-Arnhofen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Gilson, Middleton, WI, USA
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt, D
Falcon®/BD, Heidelberg, Deutschland
TPP®, Trasadingen, Schweiz

TPP®, Trasadingen, Schweiz



2.2 Zellkultur

Collagen A Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck, Darmstadt, Deutschland
Dubelcco’s PBS (1x) PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Fotales bovines Serum (FBS Superior) Biochrom AG, Berlin, Deutschland

IFN-y mouse recombinant Cell Sciences®, Canton, MA, USA
Kulturflaschen 25 cm? und 75 cm? TPP®, Trasadingen, Schweiz
Penicillin/Streptomycin (PS) (100x) PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
RPMI 1640-Medium Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Trypsin/EDTA-L6sung (1:250) (10x) PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Trypanblau Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Die eingesetzten Podozyten sind konditioniert immortalisierte murine Zellen. Die
verwendeten Zelllinien sind K5P5 und SVI [135, 136]. Beide Zelllinien zeigen unter
speziellen Kulturbedingungen eine hohe Proliferationsrate, die Differentierungsphase wird
durch Temperaturerhéhung (von 33°C auf 37°C) und Entzug von IFN-y im Kulturmedium
induziert. Im Verlauf der Differenzierungsphase werden die Zellen mit Merkmalen genuiner
Podozyten ausgepragt. Konditioniert immortalisierte murine Podozyten behalten ein
Differenzierungspotenzial &hnlich den Podozyten in vivo. Sie exprimieren viele in vivo
beschriebene podozytenspezifische Proteine und reagieren auf mechanischen Stress [135].

Jedoch verfuigen kultivierte Podozyten nicht iber alle Merkmale der Podozyten in vivo [42].

Die verwendeten Kulturflaschen wurden zuerst mit Collagen A in einer 0,1 mg/ml
Konzentration beschichtet. Dabei wurde das Kulturgefal? mit der Collagen A-L6sung fir eine
Stunde bei 37°C inkubiert, danach wird die restliche Collagen-A-Lésung von der

Kulturflasche abgesaugt und mit PBS gewaschen.

Zur Proliferation wurden die Podozyten bei 33°C mit 5% CO: in RPMI 1640-Medium unter

Zusatz von 10% FBS, 1% PS (100 U/ml Penicillin, 100 ug/ml Streptomycin) und 10 U/ml
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IFN-y in T75 Kulturflaschen kultiviert. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.

Die Zellen haben in der Proliferationsphase ein pflastersteinartiges Aussehen.

Bei 80-95% Konfluenz wurden die Zellen in einem Verhaltnis von 1:10 passagiert. Zuerst
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, danach sind sie flr drei bis
funf Minuten mit 5 ml Trypsin/EDTA-L6sung bei Zimmertemperatur inkubiert. Die Ablésung
der Podozyten ist dabei mikroskopisch kontrolliert worden. Die Kulturflasche wurde
schlie3lich sorgfaltig geschiittelt, um eine komplette Abldsung der Zellen zu erreichen. Die
Inaktivierung von Trypsin erfolgte mit der Zugabe von 35 ml gebrauchsfertigem Medium. Die
Zellsuspension wurde in ein 50 ml Falcon-Rohrchen pipettiert und finf Minuten bei 2300
r.p.m. zentrifugiert. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation abgesaugt, die Zellen
wurden mit dem Medium resuspendiert und in dem oben genannten Verhaltnis passagiert und
weiter auf 33°C kultiviert oder in den 37°C Wérmeschrank zum Ausdifferenzieren verstelit.

Die Differenzierungsphase wird wahrend des Wechsels auf 37°C mit 5% CO:z und der
Abwesenheit von IFN-y eingeleitet. Die Podozyten werden wie bereits oben beschrieben
passagiert und entweder in Kulturflaschen oder Platten fir Stimulation weiter kultiviert. Die
Ausdifferenzierungsphase dauert 10 Tage, dabei bilden die Zellen baumartige Fortsatze. Die
Experimente der vorliegenden Arbeit fanden nach diesen zehn Tagen statt und es wurden die
Zellklone der 7. bis 15. (K5P5) oder 26. (SVI) Passage verwendet.

Abbildung 18. Lichtmikroskopische Darstellung der Podozyten in der Kultur. Links: Podozyten in der
Proliferationsphase (33°C) mit dem typischen pflastersteinartigen Aussehen. Rechts: Ausdifferenzierte
Podozyten (37°C) mit baumartigen Fortsdtzen. VergréfRerung 20x.
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Einfrieren und Auftauen der Podozyten

Die konfluierenden Zellen in der Proliferationsphase (33°C) wurden zunéchst wie bei der
Zellpassage mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA von der Kulturflasche abgel6st und
zentrifugiert. Das hier verwendete Medium setzt sich aus RPMI 1640-Medium mit 10% FBS
und 6% DMSO zusammen. Nach der Zentrifugation wurde das Pellet mit dem Medium
resuspendiert. Je ein Milliliter der Suspension wurde in ein Kryoréhrchen gegeben und in
einer Kryobox fir 48 Stunden bei - 80°C gefroren. Anschlielend wurde die Suspension im
Flussigstickstoff aufbewahrt.

Fur das Auftauen der Zellen wurde zuerst eine mit Collagen A beschichtete Kulturflasche
vorbereitet. Die KryogefaRe aus dem Flissigstickstoff wurden innerhalb von zwei Minuten im
Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Die Zellen wurden nach dem Auftauen fir funf Minuten bei
2300 r.p.m. zentrifugiert, das Pellet schlieBlich resuspendiert und in die Kulturflasche
gegeben. Das Medium enthielt ein RPMI 1640-Medium mit 10% FBS, 1% PS und 50 U/ml
IFN-y. Die IFN-y Konzentration wurde innerhalb der ersten Woche nach dem Auftauen
langsam auf 10 U/ml gesenkt. Die aufgetauten Podozyten wurden letztlich im Wéarmeschrank

bei 33°C zur Proliferation platziert.

Zellzéhlung

Die Podozyten wurden, wie bereits erwahnt, zum Aufsplittern vorbereitet. Nach der
Zentrifugation wurde das Pellet mit 1 ml Medium resuspendiert, davon wurden 50 pl mit
50 ul PBS gemischt. Von dieser Mischung wurden wieder 50 ul mit 50 pl Tryptanblau
gemischt. Diese 100 ul wurden in eine Zahlkammer aufgetragen und die lebenden (hellen)
Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop abgezéhlt. Die Zellzahl pro Milliliter wurde mit
folgender Formel berechnet: (Gezédhlte Zellen/Anzahl der ausgezéhlten GroRquadrate) *
Verdiinnung * 10* = Zellzahl/ml.
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Stimulation der Podozyten

3P-RNA (5"-PPP-GAAAAGGGGACACACACACACACACACACAC-3)

Lipofectamine™ 2000 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Mouse Interferon-p PBL Biomedical, Piscataway, NJ, USA

Non-CpG dsDNA (sense 5-TACAGATCTACTAGTGATCTATGACTGATCTGTACATGATCTACA-3)

Opti-MEM® Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Pam3CSK4 (Pam3Cys) InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Poly I:.C Invivogen, Toulouse, Frankreich
Polymyxin B Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Rat monoclonal antibody against Mouse IFN-a PBL, Piscataway, NJ, USA

Rat monoclonal antibody against Mouse IFN-3 PBL, Piscataway, NJ, USA

Recombinant murine Interferon-a AbD Serotec, Martinsried, Deutschland
Recombinant murine Interferon-y Pepro Tech INC., London, UK

R848 Imidazoquinoline Compound InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) ImmunoTools GmbH, Friesoythe, D
Ultra Pure E. Coli LPS InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Die Stimulationsversuche sind mit ausdifferenzierten Podozyten durchgefiihrt worden, also
nach mindestens 10 Tagen im Warmeschrank bei 37°C und unter Abwesenheit von IFN-y. Es
wurde ein RPMI-Medium mit 10% FBS benutzt. Bei allen Versuchen waren die Podozyten zu
90-95% konfluent. Je nach Experiment sind die Zellen in 6-well-Platten mit 2 ml Medium,
12-well-Platten mit 1 ml Medium oder in 24-well-Platten mit 0,5 ml Medium kultiviert.
AnschlieRend sind die Uberstande fir ELISAs gesammelt oder die Zellen von der Platte fir
die RNA-Gewinnung abgekratzt worden. Um einer LPS-Kontamination entgegen zu wirken,

wurden die Zellen eine halbe Stunde vor der Stimulation mit Polymyxin B inkubiert. Bei der
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Transfektion mit Lipofectamin wurde die Ligand- und Lipofectaminmenge im Verhéltnis von
1:1 gehalten. Zuerst wurde die Ligandenmenge (Eppendorfgefa® A) und die
Lipofectaminmenge (Eppendorfgefall B) jeweils in 25 ul Opti-MEM gegeben und hinterher
gemischt. Dann wurde die Mischung vom Eppendorfgefal B in das Eppendorfgefall A

gegeben und gemischt, einschliellich 20 Minuten inkubiert.

2.3 ELISA

Das enzyme-linked immunosorbet assay (ELISA) ist ein  immunologisches
Nachweisverfahren, das auf einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Mit Hilfe dieses
Verfahrens kdnnen zum Beispiel Proteine, Viren und auch niedermolekulare Verbindungen
wie Hormone, Toxine und Pestizide nachgewiesen werden. Hierbei macht man sich die
Eigenschaft spezifischer Antikdrper zunutze, sich an den nachzuweisenden Stoff zu binden.
Die Antikorper oder Antigene werden zuvor mit einem Enzym gekoppelt. Die durch das
Enzym Kkatalysierte Reaktion dient als Nachweis fur das Vorhandensein des untersuchten
Proteins. Die ELISAs dieser Arbeit wurden laut Herstellerprotokoll durchgefuhrt.

di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) Merck, Darmstadt, Deutschland
Fotales bovines Serum (FBS Superior) Biochrom KG, Berlin, Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) Merck, Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,) Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumcarbonat (Na,CO3) Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PQO,) Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO53) Merck, Darmstadt, Deutschland
Tween-20 Fluka, Sigma Aldrich, Deisenhofen, D

Substratlosung: Tetramethylbenzidin und Hydrogen-Peroxid im Verhaltnis 1:1 (BD Pharming
™ TMB-Substrate, Heidelberg, Deutschland); Stopplosung (2 N H,SO,)
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10 x PBS: 80,0 g NaCl; 11,6 g Na;HPOg; 2,0 g KH,POy4; 2,0 g KCI geldst in 1 |
doppelt deionisiertem Wasser, pH 7

Interleukin 6 ELISA
IL-6 ELISA Set BD OptEIA™ BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Enthélt: Bindeantikdrper: Anti-Maus IL-6; Standard: rekombinantes Maus IL-6; Arbeits-
Detektor-Reagenz: biotinierter Detektions-Antikérper Anti-Maus IL-6 in Probenverdinner
1:500 gel6st, dazu das Enzymreagenz (mit Horseradish-Peroxidase markiertes Streptavidin)
im Verhaltnis 1:250.

Beschichtungspuffer: 8,4 g NaHCO;, 3,56 g Na,CO3 gelost in 1 | doppelt deionisiertem
Wasser, pH 9,5

Waschpuffer: PBS + 0,05% Tween-20
Probenverdinner:  PBS mit 10% FCS

Zuerst wurde eine 96-well-Platte mit 100 pl/well in Beschichtungspuffer geldstem
Bindeantikorper (Verhaltnis 1:250) codiert, verschlossen und iber Nacht bei 4°C inkubiert.
Né&chstfolgend wurde die Platte drei mal mit 30 ul/well Waschpuffer gewaschen und mit
200 pl/well Probenverdiinner (assay diluent) geblockt. Nach einer Stunde Inkubation wurde
die Platte nochmals dreimal gewaschen. Danach erfolgte die Auftragung von je 100 pl/well
der Proben, des Standards und des Probenverdinners als Leerwert. Die Verdinnungsreihe des
Standards ging von 1000 pg/ml bis 7,8 pg/ml. Die verschlossene Platte wurde dann zwei
Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Platte
funfmal gewaschen. Anschliefend wurden 100 pl/well Arbeits-Detektor-Reagenz pipettiert
und nach einer Stunde Inkubationszeit wurde die Platte siebenmal gewaschen, mit je einer
Minute Einwirkzeit zwischen den Waschschritten. Es wurden dann 100 pl/well
Substratlésung gegeben und die Platte ohne Deckel fir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die Reaktion mit 50 pl/well Stopplosung gestoppt. Die
Absorption wurde innerhalb von 15 Minuten mit Hilfe des ELISA-Lesegeréts bei 450 nm
gemessen. Als Referenzwert galt die Absorption bei 620 nm. Der Proteingehalt in pg/ml

wurde mittels der Standardkurve aus der Absorption berechnet.
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Interleukin 1 ELISA
IL-1B ELISA Set BD OptEIA™ BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Enthélt: Bindeantikorper: Anti-Maus IL-1B ; Standard: rekombinantes Maus IL-1p,
lyophilisiert; Arbeits-Detektor-Reagenz: biotinilierter Detektions-Antikérper Anti-Maus  IL-
1B polyklonal in Probenverdiinner 1:500 geldst, dazu das Enzymreagenz (mit Horseradish-

Peroxidase markiertes Streptavidin) im Verhaltnis 1:250.

Beschichtungspuffer: 7,13 g NaHCO3;, 1,59 g Na,CO3 geldst in 1 | doppelt deionisiertem
Wasser, pH 9,5

Waschpuffer: PBS + 0,05% Tween-20
Probenverdiinner: ~ PBS mit 10% FCS

Die Durchfuhrung der IL-IB-ELISA erfolgte anndhernd gleich zu dem Ablauf der IL-6-
ELISA. Der einzige Unterschied bestand darin, dass bei der IL-1B-ELISA die 96-well-Platte
nach der Inkubation mit dem Arbeits-Detektor-Reagenz fiinf Mal gewaschen wurde. Die

Verdinnungsreihe des Standards ging von 2000 pg/ml bis 31,3 pg/ml.

Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) ELISA
Mouse MCP-1 ELISA Set BD OptEIA™ BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Enthélt: Bindeantikdrper: Anti-Maus MCP-1; Standard: rekombinantes Maus MCP-1,
lyophilisiert; Arbeits-Detektor-Reagenz: Detektions-Antikérper Anti-Maus MCP-1 konjugiert
mit Horseradish-Peroxidase im Verhaltnis 1:250.

Beschichtungspuffer: 11,8 g Na;,HPO,4, 16,1 g NaH,PO, gel6st in 1 | doppelt deionisiertem
Wasser, pH 6,5

Waschpuffer: PBS + 0,05% Tween-20
Probenverdinner: PBS mit 10% FCS

Die Beschichtung der Platte mit 100 ul/well in Beschichtungspuffer geldstem Bindeantikdrper
(Verhéltnis 1:250) erfolgte tUber Nacht bei 4°C. Die Platte wurde anschlieRend aspiriert und
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dreimal mit dem Waschpuffer gewaschen. Danach wurde die Platte mit 200 pl/well
Probenverdiinner (assay diluent) geblockt. Nach einer Stunde Inkubation wurde die Platte
nochmals dreimal gewaschen. Hinterher wurden je 100 ul/well der Proben, des Standards
(Verdunnungsreihe 1000 pg/ml bis 7,8 pg/ml) und des assay diluent als Leerwert aufgetragen.
Die Platte wurde verschlossen und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation folgte ein finfmaliges Waschen. Es wurden dann 100 pl/well Arbeits-Detektor-
Reagenz aufgetragen und nach einer Stunde Inkubationszeit wurde die Platte siebenmal
gewaschen. Danach wurden 100 pl/well Substratlosung pipettiert und die Platte ohne Deckel
fir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Der Abbruch der Reaktion erfolgte nach der Inkubation
mit 50 pl/well Stopplésung. Die Messung der Absorption und die Berechnung des
Proteingehalts fanden in gleicher Art und Weise wie bei der IL-6 ELISA statt.

Interferon-y induced protein 10 kDa (IP-10) ELISA
Mouse CXCL10/IP-10/CRG-2 DuoSet R&D Systems®, Abingdon, UK
Bovines Serumalbumin, Fraction V (BSA) Roche, Mannheim, Deutschland

Enthélt: Bindeantikorper: Ratte Anti-Mouse IP-10; Standard: rekombinantes Maus IP-10;
Arbeits-Detektor-Reagenz: biotinilierter Detektions-Antikorper Ziege Anti-Maus [IP-10,

Horseradish-Peroxidase markiertes Streptavidin.

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPO,4, 1,5 mM KH,POy,,
pH 7,2 - 7,4, 0,2 um filtriert

Waschpuffer: PBS + 0,05% Tween-20
Probenverdinner: 1% BSA in PBS

Der Beschichtungspuffer wurde mit Bindeantikdrper und PBS in einer 2,0 ug/ml
Konzentration hergestellt. Die Platte wurde mit 100 ul/well des Beschichtungspuffers tber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte aspiriert und dreimal mit
300 pul/well Waschpuffer gewaschen. Danach wurde die Platte mit 200 pl/well
Probenverdiinner geblockt und bei Raumtemperatur flir mindestens eine Stunde inkubiert.
Nach der Inkubation wurde die Platte wieder dreimal gewaschen. Dann wurden je 100 ul/well
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der Proben, des Standards (Verdinnungsreine 4000 pg/ml bis 31,25 pg/ml) und des
Probenverdiinners als Leerwert aufgetragen. Nach einer zweistindigen Inkubation wurde die
Platte nochmals dreimal gewaschen. Streptavidin-HRP wurde mit Probenverdunner im
Verhaltnis 1:200 gemischt und anschlieBend 100 ul/well der Mischung in die Platte pipettiert.
Die verschlossene Platte wurde 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Dann
wurde die Platte wieder aspiriert und dreimal gewaschen. Es wurden danach 100 pl/well
Substratlésung gegeben und die Platte fur 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Die Reaktion wurde zuletzt mit 50 pl/well Stopplosung abgebrochen. Die
Absorption wurde unverziglich mittels ELISA-Lesegerat bei 450 nm bestimmt. Die

Berechnung der IP-10 Konzentrationen erfolgte mittels der Standardkurve.

Interferon-o ELISA
Interferon-o ELISA Kit PBL Biomedical Laboratories, Piscataway, NJ, USA

Enthalt: Waschlosung; Standard: Maus Interferon-alpha; Verdunnungspuffer; Antikdrper-
Loésung: Antikoérper-Konzentrat 1: 1000 verdinnt in Verdinnungspuffer; HRP-Konjugat-
Losung: HRPKonjugat-Konzentrat  verdinnt in  HRP-Konjugat-Verdinner; TMB-

Substratlosung; Stoppldsung.

Da die 96-well-Platte vorbeschichtet war, wurden zunéchst je 100 ul/well der Proben, des
Standards (Verdinnungsreihe von 500 pg/ml bis 12,5 pg/ml) und des Verdinnungspuffers als
Leerwert aufgetragen. Nach einer Stunde Inkubation wurde die Platte einmal mit Waschpuffer
gewaschen und anschliefend wurden 100 pl/well der Antikorper-Losung pipettiert. Die
verschlossene Platte wurde fur 24 Stunden im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubation wurde
die Platte dreimal gewaschen und 100 pl/well der HRP-Konjugat-Losung gegeben. Nach
einer Stunde Inkubation wurde sie viermal gewaschen und 100 pul TMB-Substratldsung/well
pipettiert. Die Reaktion wurde nach 15 Minuten mit 100 ul/well Stopplésung abgebrochen.
Die Absorption wurde bei 450 nm gemessen und die Interferonkonzentration wurde mit Hilfe

der Standardkurve berechnet.
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Interferon-p ELISA
Interferon-p ELISA Kit PBL Biomedical Laboratories, Piscataway, NJ, USA

Enthélt: Waschlosung; Standard: Maus Interferon-beta; Probenverdinner; Antikdrper-
Losung: Antikorper-Konzentrat lotspezifisch verdinnt in Konzentrat-Verdinner; HRP-
Konjugat-Losung: HRPKonjugat- Konzentrat lotspezifisch verdinnt in  Konzentrat-

Verdlnner; TMB-Substratlésung; Stoppldsung.

Je 100 pul/well der Proben, des Standards (Verdinnungsreihe von 1000 pg/ml bis 15,6 pg/ml)
und des Probenverdiinners als Leerwert wurden auf die vorbeschichtete Platte pipettiert. Die
verschlossene Platte wurde fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubation wurde dreimal mit Waschpuffer gewaschen und 100 pl/well der Antikorperlosung
aufgetragen. Die Platte wurde nach einer Stunde Inkubation nochmals dreimal gewaschen. Es
folgte die Auftragung von 100 pl/well HRP-Konjugat-Losung mit anschlieRender
einstiindiger Inkubation und dreimaligem Waschen. Danach wurden 100 pl/well TMB-
Substratlésung aufgetragen. Nach 15 Minuten Inkubationszeit wurde die Reaktion mit

Stopplésung beendet. Die Absorption wurde unmittelbar bei 450 nm gemessen.

Interferon-y ELISA
Mouse IFN-y ELISA Set BD OptEIA™ BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Enthéalt: Bindeantikorper: Anti-Maus IFN-y; Standard: rekombinantes Maus IFN-y; Arbeits-
Detektor-Reagenz: biotinilierter Detektions-Antikdrper Anti-Maus IFN-y im Verhéltnis 1:250
im Probenverdiinner gelost, dazu das Enzymreagenz (mit Horseradish-Peroxidase markiertes

Streptavidin) im Verhéltnis 1:250 gegeben.

Beschichtungspuffer: 8,4 g NaHCO;, 3,56 g Na,CO3 gelost in 1 | doppelt deionisiertem
Wasser, pH 9,5

Waschpuffer: PBS + 0,05% Tween-20

Probenverdinner: PBS mit 10% FCS
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Die Beschichtung der 96-well-Platte erfolgte (ber Nacht bei 4°C mit 100 pl/well in
Beschichtungspuffer geldstem Bindeantikorper im Verhéltnis 1:250. Die Platte wurde dann
funfmal mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend mit 200 ul/well Probenverdinner
geblockt. Nach einer Stunde Inkubation wurde sie wiederum funfmal gewaschen,
anschlieBend folgte die Auftragung je 100 pl/well der Proben, des Standards
(Verdunnungsreihe von 1000 pg/ml bis 7,8 pg/ml) und des Probenverdinners als Leerwert.
Die verschlossene Platte wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
Nach der Inkubation und fiinfmaligem Waschen wurden 100 ul/well des Arbeits-Detektor-
Reagenz pipettiert und die Platte wieder fur eine Stunde inkubiert. Die Platte wurde dann
aspiriert und zehnmal gewaschen, mit je einer Minute Einwirkzeit zwischen den
Waschschritten. Es wurden dann 100 pl/well Substratlésung aufgetragen. Nach 30 Minuten
Inkubation im Dunkeln wurde die Farbreaktion mit 50 ul/well Stopplésung gestoppt. Die
Absorption wurde innerhalb von 15 Minuten bei 450 nm mittels ELISA-Lesegerat bestimmt.

Die Absorption bei 620 nm galt als Referenzwert.

2.4 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

0,1 MDTT Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

15 pg/ml Linear Acrylamide Ambion, Darmstadt, Deutschland

25 nM dNTPS dNTP-Set, GE Healthcare, Munchen, D
40 U/ul RNasin Promega, Mannheim, Deutschland
5*First Strand Buffer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Agarosepulver Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
B-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC) Fluka, Sigma Aldrich, Deisenhofen, D
DNase Set Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

(enthalt DNase, RDD-Puffer und RNase freies Wasser)
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Hexanucleotide Roche, Mannheim, Deutschland

Mops Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumacetat (CH3COONa) Merck, Darmstadt, Deutschland

RNA Sample Loading Buffer Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
RNeasy Mini Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Superscript 1 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

10 x MOPS-Puffer: 20,93 g 200 mM Mops, 3,4g 50 mM Na-Acetat, 10 ml 0,5 M EDTA,
gel6st in 500 ml Wasser, pH 7

Agarose-Gel: 0,75 g Agarose-Pulver + 50 ml Mops-Puffer

Die RNA aus Zellkulturmaterial wurde mit dem RNeasy-Kit von Qiagen isoliert. Der
Arbeitsplatz war RNAsefrei. Wahrend der gesamten Durchfuhrung der Isolation wurden die
Proben auf Eis gestellt. Alle verwendbaren GefaRRe wurden vorher mit DEPC behandelt.

Zelllyse

Es wurde zun&chst ein Lysepuffer von RLT-Lyse-Puffer und pB-Mercaptoethanol im
Verhaltnis 100:1 hergestellt. Nach Absaugung des Mediums und einmaligem Waschen mit
PBS wurden 350 pl/well des Lysepuffers gegeben. Jede Vertiefung wurde mit je einem
Zellschaber kraftig abgekratzt. Die Zellen wurden zusétzlich durch mehrmaliges Pipettieren
zum Platzen gebracht. Die lysierten Zellen wurden in ein frisches DEPC-

Eppendorfreaktionsgefal? pipettiert und bei - 20°C eingefroren.

RNA-Isolation

Nach Auftauen der Proben auf Eis wurde 70% nicht vergallter Alkohol im Verhaltnis 1:1

(350pl) dazugegeben. Die 700 ul wurden auf die Filtriersdulen transferiert und fur eine halbe

Minute bei 10 000 r.p.m. zentrifugiert, damit die RNA auf der Membran héngenbleibt. Die
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restliche Flussigkeit im unteren GefdR wurde entsorgt. Um Ethanol und Reststoffe
auszuwaschen, wurden 350 ul RW1-Puffer und bei 10 000 r.p.m. 30 Sekunden zentrifugiert.
Inzwischen wurde das DNase-Puffer-Gemisch mit dem DNase-Pulver und 550 ul RNase-
freiem Wasser hergestellt. Fur jede Probe wurden dann 10 pl der DNase mit 70 ul RDD-
Puffer gemischt, anschlieRend mittig auf die S&ule gegeben und 15 Minuten bei RT inkubiert.
Nach dem DNase-Verdau wurde die Saule nochmals mit 350 ul RW1-Puffer gewaschen und
zentrifugiert. Die Filtriersaulen wurden in neue GefalRe umgesetzt. AnschlieBend erfolgte ein
Waschschritt mit 500 ul RPE-Puffer und Zentrifugation von 15 Sekunden. Die Séulen wurden
dann erneut mit 500 ul RPE-Puffer gewaschen und zwei Minuten bei 10 000 r.p.m.
zetrifugiert, um jegliche Ethanolreste zu entfernen, welche spéter die Elution behindern
konnten. Nachdem der Uberstand abgegossen wurde, wurden die Saulen zwei Minuten bei
13 000 r.p.m. trocken zentrifugiert. Danach wurden die Sdulen in neue Eppendorfgefélie
uberfuhrt, die RNA wurde mit 30 ul RNase-freiem Wasser durch zweiminttige Zentrifugation

bei 10 000 r.p.m. eluiert. Die RNA wurde nach der Isolation bei - 80 °C gelagert.

Messen der optischen Dichte

Nach der RNA-Isolation wurde die Konzentration photometrisch bestimmt. Die Proben
wurden im Verhaltnis 1:50 mit RNase-freiem Wasser (2 ul Probe + 98 ul Wasser) verdunnt.
Die 100 ul wurden in die Kivette pipettiert und die Werte fur 260 nm, 280 nm und das
Verhdltnis abgelesen. Das Verhaltnis OD,,/OD2gy sollte zwischen 1,7 und 2,2 liegen.
Niedrigere Werte deuten auf eine Proteinkontamination hin, hoéhere auf eine DNA-

Kontamination.

Gel-Elektrophorese

Die Reinheit der isolierten RNA wurde mittels Gel-Elektrophorese kontrolliert. Es wurden
5 ul RNA-Ladepuffer mit 2 ul der Probe gemischt und zehn Minuten bei 37°C im
Thermomixer gemischt. Anschlieend wurde das Gemisch auf das Agarose-Gel aufgetragen
und bei 130 V wahrend 20 Minuten laufen gelassen. Die Banden wurden danach in der

Dunkelkammer gemessen. Eine Kontamination wurde bei deutlichen Banden ausgeschlossen.
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Berechnung der RNA-Konzentration

Far die Umschreibung in cDNA sind 2 ug RNA erforderlich. Die Konzentration der RNA
wurde mit der folgenden Formel: ¢ (ug/ml) = Extinktion bei 260 nm * Verdlnnungsfaktor * 1
OD (fur RNA 40 ug/ml) ausgerechnet.

cDNA-Synthese

Das Volumen, in dem 2 ug RNA enthalten sind, ist zweimal (einmal fir cDNA+ und einmal

fur cDNA-) in ein frisches Eppendorfgefall aufgetragen und mit Wasser bis auf ein 30 pl
Endvolumen vervollstandigt worden. Der Mastermix enthielt je Probe 9 ul 5*Puffer, 1 ul 25
mM dNTPS, 2 ul 0,1M DTT, 1 pul 40 U/ul RNase Inhibitor RNasin, 0,5 ul 15 pg/ml linear
Acrylamide und 0,5 pl Hexanucleotide. AulRerdem enthielt die cDNA+ Mastermix 1 pul
reverse Transkriptase (Superscript), die cDNA- Mastermix anstatt dessen 1 ul RNase freies
Wasser. Schlieflich wurden 15 ul Mastermix in jede Probe pipettiert. Die Proben wurden eine
Stunde im Thermomixer bei 42 °C gemischt. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert oder direkt
fur eine PCR verwendet.

2.5 Real-time RT-PCR (TagMan®)

Unter real time RT-PCR versteht man eine Vervielfaltigungsmethode von cDNA Sequenzen,
die zuvor durch reverse in vitro-Transkription der mRNA mittels des Enzyms Reverse
Transkriptase synthetisiert wurden. Mit Hilfe der RT-PCR ist es mdglich, Kkleinste
Transkriptmengen in Geweben aufzudecken. AuBerdem wird die Quantifizierung der
gewonnenen DNA durch Fluoreszenz-Messungen ermdglicht. Daflr benétigt man zusétzlich
zum sequenzspezifischen Forward- und Reverse-Primer eine sequenzspezifischen Sonde, die
an ihrem 5° Ende mit einem Quencher (TAMRA) und am 3° Ende mit einem Reporter-
Fluoreszenzfarbstoff (VIC, FAM oder TET) markiert ist. Der Doppelstrang wird zuerst erhitzt
und dadurch aufgespalten. Der Primer und die Sonde lagern sich dann am komplementéren
Strang an. Die TaqPolymerase besitzt eine 5‘— 3 Polymeraseaktivitat und eine 5‘—» 3*
Exonukleaseaktivitat. Durch letztere ist es moglich, die spezifisch gebundene Sonde in der
Elogationsphase zu hydrolysieren und den Farbstoff am 5°-Ende freizusetzen. Dessen
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Fluoreszenz kann dann nach Anregung mit einer Wellenlange von 488 nm bestimmt werden.
Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge des amplifizierten Produkts zu. Dabei ist
der Ct-Wert (,,Cycle Threshold”) oder Schwellenwert-Zyklus ausschlaggebend. Das ist die
Zykluszahl, bei der das Reporterfluoreszenzsignal erstmalig signifikant tber die Hintergrund-

Fluoreszenz ansteigt.

18S rRNA (pre-developed TagMan Assay Reagents) Applied Biosystems, Darmstadt

EDTA Merck, Darmstadt, Deutschland
GAPDH (pre-developed TagMan Assay Reagents) Applied Biosystems, Darmstadt
TagMan PCR-Master-Mix Roche, Mannheim, Deutschland

(enthalt AmpliTaq Gold®DNA Polymerase, AmpErase®UNG, dNTPs mit dUTP, passive
Referenz, Puffer)
Tris (Trihydroxymethylaminomethan)-HCI Merck, Darmstadt, Deutschland

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

Verwendete Primer (murin)

CCL5/Rantes Assay ID Mm01302428 m1 FAM 5’-ATCTTGCAGTCGTGTTTGTCACTCGA-3’
DAI mDai_fwd: CAG GGA AGC ACC CCT CTT AT/ mDai_rev: GAATGAAGCTCCTGGGTCAG
1IEN-B AssaylD Mm00439546_s1 FAM 5’-TCCACGCTGCGTTCCTGCTGTGTGCTT-3’
1PS-1/Visa AssaylDMm00523168_m1 FAM 5’-AGTGACCAGGATCGACTGCGGGCTT-3’
CXCL10/1P10 Assay ID MmM00445235 m1 FAM 5’-GACTCAAGGGATCCCTCTCGCAAGG-3’
Mx-1 AssaylD Mm00487796_m1 FAM 5-TGTACTGCTAAGTCCAAAATTAAAG-3’

MDAS AssaylD Mm00459183_m1 FAM 5’-GACACCAGAGAAAATCCATTTAAAG-3’

RIG-1 AssaylD Mm00554529 m1 FAM 5’-CCAAACCAGAGGCCGAGGAAGAGGCA-3’

TLR3 Accession Number AF355152 FAM 5’-CACTTAAAGAGTTCTCCC-3’

58



TLR7 Accession Number AY035889 FAM 5’ -CCAAGAAAATGATTTTAATAAC -3’

TLR9 m-TLR-9-FP1CAATCTGACCTCCCTTCGAGTACTT
m-TLR-9-RP1IGCCACATTCTATACAGGGATTGG

Zu Beginn wurden die cDNA+ und die cDNA- Proben im Verhéltnis 1:10 mit TE-Puffer
gemischt. Der Mix fur das Ziel-Gen enthielt je Probe 10 ul Tag-Mix, 1 ul des jeweiligen
Primers (Foward-, Reverse-Primer und Sonde) und 7 ul Wasser. Dieser 18 ul Mix wurde
dann zusammen mit 2,2 ul der cDNA RT+ in ein frisches Eppendorfgefal? pipettiert.
18S rRNA wurde als das Referenz-Gen (Housekeeper) benutzt. Dazu wurden je Probe 10 pl
Tag-Mix, 1 ul 18s rRNA und 7 pl Wasser gemischt und je 20 pl davon plus 2,2 pl der
cDNA RT+ in ein Eppendorfgefal gegeben und gemischt. Danach wurde in jede Vertiefung
der 96-well-Platte 20 ul des Ziel-Gen-Mixes und des Housekeepers jeweils in Duplikaten
pipettiert. Fur die cDNA RT- wurden zuerst 20 ul des rRNAMixes auf die Platte aufgetragen,
danach 2,2 ul der cDNA RT- dazu gegeben (in Unikaten). Nachdem die Platte mit Folie gut
verschlossen wurde, wurde sie in den TagMan Abi Prism eingefiihrt. Die Dauer der gesamten
real time RT-PCR betrdgt 1 Stunde 48 Minuten. Die erste Inkubation erfolgte wéhrend zwei
Minuten bei 50°C, danach 10 Minuten bei 95°C. Die DNA wurde anschliefend wahrend 40
Zyklen (15 Sekunden bei 95 °C und 1 Minute bei 60°C) vervielféltigt. Fur die Auswertung
war die Betrachtung der cDNA RT- von Bedeutung. Eine Kontamination wurde dann
ausgeschlossen, wenn diese Werte mehr als fiinf von der cDNA RT+ abwichen. Die Werte
waren in diesem Fall verwendbar, danach wurde fur jede Probe der Houskeeper von dem

Wert des Ziel-Gens abgezogen und 2* berechnet.

2.6 Viabilitatsassay
CellTiter 96®A Queous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) Promega, Mannheim

Das Prinzip des Proliferationsassays beruht darauf, dass reduzierte Produkte, wie NADH oder
NADPH, im Stoffwechsel der lebensfahigen Zellen produziert werden. Diese reduzierten
Stoffwechselprodukte sind wiederum durch Elektronenumtausch in der Lage, MTS in ein

wasserhéltiges, losliches Formazanprodukt zu reduzieren. Abgestorbene Zellen verlieren
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schnell diese Fahigkeit. Wird die Absorption bei 492 nm gemessen, ist die Menge an

gefarbtem Formazanprodukt direkt proportional zu der lebendigen Zellzahl in der Zellkultur.

Die Zellen wurden zuerst wie oben beschrieben kultiviert. Die Podozyten wurden drei Tagen
vor Durchfiihrung des Viabilitatsassays aufgesplittert und in 96-well-Platten (10 000 Zellen/
well) in RPMI-Medium mit 10% FBS und 1% PS kultiviert, zusétzlich wurde dieses Medium
in Vertiefungen ohne Zellen als Leerwert aufgetragen. Die Stimulation mit den Liganden
erfolgte nach Mediumwechseln jeweils 24 und 72 Stunden vor Durchfiihrung des
Viabilitatsassays. Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden 10 ul/well One Stop Solution
pipettiert und anschlieBend wurde die Absorption nach drei Stunden bei 492 nm mittels
ELISA-Lesegerat bestimmt.

2.7 Permeabilitat mittels Fluorescein-Albumin

Fluorescein-labeled Bovine Serum Albumin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Millicell® Hanging Cell Culture Inserts Millipore, Billerica, MA, USA
Schwarze 96-well-Platten Nunc, Langenselbold, Deutschland

Zunachst wurde bei 37°C die Differenzierungsphase der Podozyten fur mindestens 10 Tage
eingeleitet. Die Zellen wurden dann 24 Stunden vor Stimulation in die Zellkulturinserts
umgesetzt, wobei ihre Konfluenz unter dem Mikroskop kontrolliert wurde. Jede Vertiefung
enthielt 500 pl Medium, zusétzlich 400 pl Medium ins Zellkulturinsert. Die Stimulation
erfolgte mit den verschiedenen Liganden mit und ohne Transfektion mit Lipofectamine. Vier
Stunden nach Stimulation wurden 40 ul (0,5 mg/ml) Fluorescein-Albumin in jedes
Zellkulturinsert aufgetragen. Es wurde steril und im Dunkeln gearbeitet. Die Messungen
wurden nach 6, 24, 48 und 72 Stunden durchgefiihrt. Dafir wurden 100 ul von jeder
Vertiefung entnommen, das gleiche Volumen wurde mit einem frischen Medium ersetzt.
Diese 100 pl wurden in eine schwarze 96-well-Platte aufgetragen, anschliefend wurde die
Fluoreszenzintensitat mittels ELISA-Lesegerat bei 485 nm Erregung (Excitation) und 535 nm

Emission gemessen.
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2.8 Zellfarbung

Bovines Serum Albumin (BSA) Roche, Mannheim, Deutschland
Dubelcco’s PBS (1x) PAA Laboratories GmbH, Colbe, D
Fischgelatine Merck, Darmstadt, Deutschland

Fotales bovines Serum (FBS Superior) Biochrom KG, Berlin, Deutschland
Mounting Medium with Dapi Vector, Burlingame, CA, USA
Paraformaldehyd (PFA) Merck, Darmstadt, Deutschland

Sucrose Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland
Triton X-100 Fluka, Sigma Aldrich, Deisenhofen, D

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

Die Podozyten wurden auf kleine Plattchen, die vor Umsetzung der Zellen in die
Vertiefungen einer 12-well-Platte gelegt wurden, kultiviert. Sie wurden unter gleichen
Bedingungen wie oben beschrieben gezilichtet. Waren die Zellen zu 90 — 95 % konfluent,
wurden sie zundchst auf den Plattchen fixiert, indem nach Mediumabsaugung etwa ein
Milliliter PFA in jedes Well gegeben wurde. Nach fiinf Minuten Inkubation wurde das PFA
abgesaugt und der Tritonpuffer wéhrend zehn Minuten aufgetragen. Nach der
Tritonpufferentfernung wurde einmalig mit PBS abgespult und dreimal ebenfalls mit PBS fir
drei Minuten gewaschen. Nach Absaugung des dritten Waschgangs wurden die fixierten
Zellen auf den Plattchen mit PBS bedeckt. Die Plattchen wurden dann in der 12-well-Platte
bei 4°C aufbewahrt, bis die eigentliche Zellfarbung durchgefuhrt wurde. Fir die Zellfarbung
wurde zuerst eine dunkle, feuchte Kammer aufgebaut. Die Plattchen wurden darin auf
Parafilm gelegt und anschlieBend mit 150 upl Blockierldsung geblockt. Nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten wurde die Blockierlésung abpipettiert und 100 pl des
verdunnten ersten Antikorpers auf die Plattchen aufgetragen und dann fiir eine Stunde

inkubiert. Nach der Entfernung des ersten Antikorpers wurden die Plattchen dreimal fur je
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drei Minuten mit PBS gewaschen und anschlielend 100 pl des verdiinnten zweiten
Antikorpers aufgetragen. Der zweite Antikdrper wurde nach 45 Minuten entfernt.
AnschlieRend wurden die Plattchen dreimal fiir je drei Minuten mit PBS und dreimal mit
destilliertem Wasser gewaschen. Nachdem das Wasser abpipettiert wurde, wurde das
Plattchen vorsichtig mit einem Taschentuch getrocknet. Zum Schluss wurde ein Trépfchen
Einbettmedium auf einen Objekttrdger aufgetragen und die Pléattchen auf die Zellenseite
mittig auf das Tropfchen gelegt. Die Objekttrager wurden lichtgeschiitzt in einer
Objekttragermappe bei 4°C aufbewahrt. Die Mikroskopie erfolgte mindestens nach 24

Stunden.

2.9 Durchflusszytometrie

FACS-(fluorescence activated cell sorter) Gerate ermdglichen die Immunfluoreszenzanalyse
von Zellsuspensionen mit gleichzeitiger Mehrfachfarbung mit fluorochrommarkierten
monoklonalen Antikérpern und hohem Probendurchsatz. Bei der Analyse von Zellen werden
innerhalb weniger Minuten Phénotypisierungen, Rezeptor/ Ligand-Wechselwirkungen und
Funktionsanalysen (z.B. Radikalproduktion, Phagozytose) sowie mdgliche Toxizitat. Die
Zellen werden mit den Antikdrpern inkubiert, ungebundene Antikérper durch
Abzentrifugieren des Uberstandes im Proberohrchen entfernt und die Zellen mit Puffer
resuspendiert. Danach wird die Zellsuspension aus dem Proberohrchen in das
Durchflusszytometer gesaugt. Dabei werden die Zellen in einem Flussigkeitsstrom vereinzelt
und rasen in der Flow-Kammer durch einen Laserstrahl. Gro3e und Granularitat der Zellen
beeinflussen die Vorwaérts- und Seitwértsstreuung des Laserlichtes, die mit Photodetektoren
gemessen werden, so dass Zellpopulationen sich dadurch einteilen lassen. Die
Phénotypisierung mittels CD-spezifischen, monoklonalern Antikdrpern ist getrennt fur die
verschiedenen Populationen mdglich. Die Anwendung der Zweifarben- oder
Mehrfachfluoreszenz setzt voraus, dass die verschiedenen Fluorochrome, mit denen die
Antikorper direkt markiert wurden, verschiedene Emissionswellenlangen bei Anregung im

Laserstrahl erzeugen und unterscheidbar bleiben [132].

In der vorgelegten Arbeit wurde die Durchflusszytometrie fiir den Nachweis der Apoptose

von Podozyten nach Stimulation benutzt. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit Annexin

und Propodium Jodid (PI) angefarbt. Der Plasmamembranverlust ist eines der friihesten
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Kennzeichen von apoptotischen Zellen. Dabei wird das Zellmembran-Phospholipid
Phosphatidylserin (PS) von der Innenseite auf die Aulienseite der Plasmamembran verlegt.
Annexin V ist ein Antikoagulans, das Ca*abhangig hochaffin an PS bindet. PI ist in der
Lage, die Zellmembran beschadigter Zellen zu passieren und sich im Zellkern an DNS zu
binden. Die Doppelfarbung der Zellen mit Annexin V und Pl ermdglicht die Abbildung

verschiedener Phasen des Zelltodprozesses mittels Durchflusszytometrie.

Annexin V Binding Buffer BD, Heidelberg, Deutschland
Annexin V-FITC BD, Heidelberg, Deutschland
Dulbecco’s PBS (1x) PAA Laboratories GmbG, Colbe, D
Propodium Jodid Staining-Solution BD, Heidelberg, Deutschland

Die Zellen wurden zuerst mit den Liganden stimuliert. Nach 24 Stunden wurden sie mit
Trypsin-EDTA von den Platten abgelost, in ein 15 ml Falcongefal pipettiert und anschlie3end
fir funf Minuten bei 1200 r.p.m. zentrifugiert. Nach Absaugung des Uberstandes wurde das
Pellet in 300 ul PBS resuspendiert und in zwei Eppendorfgefale zu je 150 ul aufgeteilt.
Danach wurden die Zellen mit je 2 ul Annexin V und 2 ul Propodium Jodid angefarbt und fur
30 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. Zur Kontrolle wurde das Medium nur mit Annexin
oder nur mit Propodium Jodid angeféarbt. Nach der Inkubation wurden die Zellen mit 500 pl
PBS gewaschen und fiir fiinf Minuten bei 1300 r.p.m. zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abpipettiert und das Pellet mit 500 ul PBS resuspendiert. Es erfolgte noch ein zweiter
Waschschritt mit PBS und Zentrifugation. Anschliefend wurde das Pellet mit 400 ul
Bindepuffer resuspendiert. Diese Suspension wurde in FACS-ROhrchen versetzt und
lichtgeschutzt auf Eis bis zur Messung aufbewahrt. Die FACS-Analyse erfolgte mit Hilfe des

FACScalibur-Gerates und entsprechender CellQuest Software von BD Pharmingen.
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2.10 Statistische Auswertung

Die angegebenen Werte sind als Mittelwert + standard error of the mean (SEM) dargestellt.
Die Fehlerbalken reprasentieren den standard error of the mean (SEM), welcher den
Quotienten aus Standardabweichung und Quadratwurzel aus der Anzahl der Proben abbildet.
Einzelne Gruppen wurden mit Hilfe von zweiseitig gepaartem Student’s T-Test verglichen.
Der Vergleich mehrerer Gruppen erfolgte mittels ANOVA (analysis of variance) mit
anchlielender Benferroni-Korrektur. Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert von < 0,05

angenommen.
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Drittes Kapitel:

Ergebnisse
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3 Ergebnisse

3.1 Toll-like Rezeptor-Expression auf Podozyten

Bislang wurden 10 humane und 12 murine TLRs identifiziert (siehe 1.4.1.). Um die
Expression dieser TLR in Podozyten naher zu untersuchen, wurden sie fur drei Stunden mit
LPS und Pam3Cys, Liganden fur jeweils TLR4 und 1-2, in drei verschiedenen
Konzentrationen stimuliert. Um ein Entziindungsmodell zu erzeugen wurden die Zellen
zusétzlich mit je 1 pg/ml TNF-o und IFN-y stimuliert. AnschlieRend wurde die real time RT-
PCR fur TLR1-9 und 11 durchgefiihrt (Abbildung 19). Es zeigte sich eine basale Expression
aller gennanten TLRs mit Ausnahme von TLR8. Die basale Expression von TLR3 war bei
beiden Modellen am stérksten. Die Expression von TLR1-2 war, wie erwartet, am starksten
nach Pam3Cys Stimulation. Die Expression von TLR5-9 und 11 wurde weder bei LPS noch
bei Pam3Cys hochreguliert.

7 -TNF o /IFNy
6 Il Medium
[ LPS 0.1 pg/ml B3 Pam3Cys 0,1 pg/ml
W5 I PSS | pg/ml EEE Pam3Cys 1 pg/ml
= I (PS 10 pg/m!] EEE Pam3Cys 10 pg/ml
P
-«
Z 4
&
B
z3
<
Z
&
£2

TLRI TLR2 TLR3 TLR4 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 TLRII

7 +TNF . /IFN y

5
1

mRNA/I8 srRNA [x 10
to s

TLR1 TLR2 I'LR3 TLR4 TLRS TLRo6 TLR7 I'LRS8 TLRY TLRI11

Abbildung 19. Toll-like Rezeptor-Expression auf Podozyten. a TLR3 wird basal genauso wie im
Entziindungsmodell (b) am starksten exprimiert. Die Stimulation mit Pam3Cys reguliert die Expression von
TLR1-2 in beiden Modellen hoch. TLR5-7, 9 und 11 werden weder nach LPS- noch nach Pam3Cys-Stimulation
hochreguliert.
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3.2 Pathogenerkennungsrezeptoren in Podozyten

Die Aktivierung der Podozyten durch Nukleinsauren wird vermutlich, wie bei dendritischen
Zellen, durch Rezeptoren der RNA- und DNA-Erkennung vermittelt. Bezlglich der
Expression von Toll-like Rezeptoren in Podozyten ist in der Literatur bis dato nur bekannt,
dass sie in der Lage sind, TLR1-9 und 11 zu exprimieren und dass TLR4 bei
membranoproliferativer Glomerulonephritis hochreguliert wird [137]. Es ist bekannt, dass
wéhrend der antiviralen Immunantwort die Synthese von Pathogenerkennungsrezeptoren in
dendritischen Zellen vom Typ-I Interferon stark induziert wird [138]. Bezogen auf diese
Uberlegung wurde unter basalen Bedingungen und nach Stimulation mit Interferon B die
Expression von TLR3, 7 und 9 genau so wie die von zytosolischen Nukleinsaurerezeptoren
gemessen. RIG-1 und MDAS5 stellen Molekile der RNA-Erkennung mit Ihrem
Adaptarmolekul IPS1, DAI Molekiile der DNA-Erkennung dar. Die Expression wurde mit

Hilfe quantitativer real-time RT-PCR untersucht.

Fur die Bestimmung der Expression von Pathogenerkennungsrezeptoren in Podozyten wurden
die Zellen mit IFN B 1000 U/ml stimuliert. Die MRNA-Expression der Rezeptoren TLRS3,
TLR7, TLR9, RIG-1, MDAS5, DAI und des Adaptormolekils IPS-1 wurde anschlieRend nach
drei, sechs und neun Stunden bestimmt (Abbildung 20).

Es zeigte sich, dass Podozyten Nukleinséure-Rezeptoren unter basalen Bedingungen nur sehr
schwach exprimieren. Jedoch steigt schon drei Stunden nach Stimulation mit Interferon B die
Expression von TLR3, RIG-1, MDAS5 und DAI stark an. TLR7 wird weder basal noch nach
IFN-B Stimulation bedeutend exprimiert. TLR9 wird basal und nach IFN-B Stimulation sehr
schwach exprimiert. Das mitochondriale Adaptermolekul IPS-1 wird basal und nach Zugabe
von IFN-B stark exprimiert. Die Expression von TLR3 und MDAS5 nach IFN-f Stimulation

nimmt nach neun Stunden wieder langsam ab, bei DAL ist diese Tatsache umgekehrt.

Daraus folgend besitzen Podozyten vor allem nach [IFN-B Stimulation auf
Transkriptionsebene die Rezeptoren TLR3, RIG-1, MDA5 und DAI, sowie das
Adaptarmolekil IPS-1. Jedoch fehlt bei diesen Zellen der TLR7.
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Abbildung 20. Podozyten exprimieren Rezeptoren der RNA- und DNA-Erkennung auf Transkriptionsebene. Die
Expression von diesen Rezeptoren wird von Interferon B induziert. Die Podozyten wurden wie bereits
beschrieben kultiviert und anschlieend mit 1000 U/ml IFN-pB stimuliert. Die mRNA wurde nach drei, sechs und
neun Stunden gesammelt und nachstfolgend die Expression von Molekilen der RNA- (TLR3, RIG-1, MDADS),
DNA-Erkennung (TLR9, DAI) und des Adaptermolekiils IPS1 mittels real-time RT-PCR bestimmt. Die
Expression von TLR3, RIG-1, MDA5 und DAI nimmt nach IFN-B Zugabe schon nach drei Stunden stark zu. Bei
TLR3 und MDA5 nimmt sie nach neun Stunden langsam ab, bei DAI im Gegensatz zu. Die Expression von
TLR steigt nach IFN-B Stimulation nicht bedeutend. Das Adaptermolell IPS1 wird schon basal sowie nach
IFN-B Zugabe stark exprimiert. Die Ergebnisse reprasentieren den Mittelwert zweier unabhéngiger Experimente
+ SEM. * p < 0.05 vs. Medium.
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3.3 Synthese proinflammatorischer Zytokine, Chemokine, Typ-l IFN und IFN
induzierter Mx-Proteine durch Podozyten nach IFN-g Stimulation

Podozyten exprimieren Pathogenerkennungsrezeptoren fiir die RNA- und DNA-Erkennung
vor allem nach IFN-B Stimulation. Wichtig zu wissen ist auch, ob Podozyten nach dieser
Aktivierung in der Lage sind, andere entziindungsspezifische bzw. férdernde Proteine zu

exprimieren.

Es wurde die Expression durch VGEC von je einem Zytokin (IP-10/CXCL10), einem
Chemokin (CCL5/Rantes), einem Typ-I Interferon (IFN-B) und einem IFN induzierten Mx-
Protein (Mx1) basal und nach IFN-B 1000 U/ml nach drei, sechs und neun Stunden mittels
real time RT-PCR untersucht (Abbildung 21).

Die Expression von IP10 nach IFN-B Stimulation war nach drei Stunden am stérksten und
nahm nach neun Stunden um mehr als die Hélfte wieder ab. Die Expression von CCL5/Rantes
und Mx1 war sechs Stunden nach IFN-B Zugabe am bedeutendsten. Interferon B wurde schon

basal exprimiert und nimmt nur minimal nach IFN-B Stimulation zu.

Die basale Produktion von IP10, CCL/Rantes und Mx1 ist bei Podozyten gleich null zu
setzen. Die Expression dieser Entziindungsproteine nimmt aber nach Stimulation der Zellen
mit IFN-B stark zu. Die basale Produktion von IFN-B in VGEC wird nicht voriglich durch

IFN-B Zugabe weiter gesteigert.
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Abbildung 21. Podozyten exprimieren Zytokine, Chemokine, Typ-1 Interferone und IFN induziertes Mx-Protein
auf Transkriptionsebene. Die Podozyten wurden wie bereits beschrieben kultiviert und anschliefend mit 1000
U/ml IFN-B stimuliert. Die mRNA wurde nach drei, sechs und neun Stunden gesammelt uachsiunlie
Expression von IP10, CCL5/Rantes, IFN  und Mx1 mittels real time RT-PCR bestimmt. 1P10, CCL5/Rantes
und Mx1 werden basal nicht exprimiert, ihre Expression nimmt aber nach Gabe von 1000 U/ml IFN-B stark zu.
IFN-B wird als einziges Enfmdungsprotein basal exprimiert. Die Ergebnisse reprasentieren den Mittelwert
zweier unabhéngiger Experimente £ SEM. * p < 0.05 vs. Medium, ** p < 0.01 vs. Medium.

3.4 Virale Nukleinsduren stimulieren die Produktion von Typ-I Interferon in Podozyten

Die angeborene RNA- und DNA-Erkennung umfasst TLR-abhéngige und TLR-unabhéangige
Signalkaskaden [139]. Es wurde berichtet, dass virale 5"-Triphosphate RNA (3P-RNA) und
nicht-CpG-DNA (non-CpG DNA) in kultivierten dendritischen Zellen TLR-unabh&ngig die
Produktion von Zytokinen triggern konnen [140, 141]. Interferon o und B werden nach
Aktivierung dieser Pathogenerkennungsrezeptoren von dendritischen Zellen als Antwort auf

eine virale Infektion synthetisiert.

Um die Produktion von Interferonen in Podozyten néher zu betrachten, wurden die Podozyten
bis zur Ausdifferenzierung kultiviert und anschlieRend fur 24 Stunden mit den verschiedenen
Liganden in unterschiedlichen Konzentrationen stimuliert. Poly I:C ist eine synthetische

Doppelstrang-RNA und Ligand fur den TLR3 [142]. 3P-RNA st der Ligand fur den RIG-I
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Rezeptor [140]. Der vor kurzem entdeckte DAI-Rezeptor wird vermutlich durch nicht-CpG-
DNA aktiviert [143, 144]. Damit die viralen Nukleinséduren ins intrazelluldre Zytosol
gelangen und dort Uber die Rezeptoren erkannt werden konnten, wurden die Liganden vor der
Stimulation mit kationischen Lipiden komplexiert (siehe 2.2). Da der CpG-DNA-spezifische
Rezeptor (TLR9) unter normalen Bedingungen in renalen Parenchymzellen nicht exprimiert
wird [145], wurden die Zellen als Negativkontrolle mit CpG-DNA stimuliert. Nach der
Stimulation wurden die Zellliberstdnde gesammelt und der Gehalt an Typ-I Interferone (IFN a
und IFN) und Typ-11 Interferone (IFN-y) mittels ELISA bestimmt.

Es zeigte sich, dass in Podozyten IFN-a im Gegenteil zu IFN-B nur minimal basal produziert
wird (Abb. 22). Komplexe aus Poly I:C-RNA und kationischen Lipiden fiihren zu einer
minimalen Steigerung der Produktion von IFN-a im Vergleich zu der Kontrollgruppe; die
IFN-B Produktion nimmt dagegen stark zu. Werden die Zellen allein mit Poly I:C-RNA
stimuliert, findet keine Interferonproduktion statt. Die Ausschittung von IFN-a nach
Stimulation mit 3P-RNA ist sogar Kkleiner als die basale Expression und aus diesem Grund
von geringerer Bedeutung. Eine IFN- Produktion findet nur bei Komplexierung von 3P-
RNA mit einem kationischen Lipid statt. Die IFN-a Produktion nach Stimulation der Zellen
mit Non-CpG-DNA ist bedauerlicherweise nicht eindeutig. Eine IFN-B Produktion gibt es
auch hier erst nach Komplexierung der Non-CpG-DNA mit einem CL. Die Produktion von
Interferon-y wurde ebenfalls per ELISA bestimmt, da aber keines der verwendeten

Stimulantien dessen Synthese induziert hat, wird hier auf den Graphen verzichtet.

Die vorgelegten Daten zeigen, dass Podozyten zur Produktion von groRen Mengen Typ-I
Interferonen (vor allem IFN-B) fahig sind, wenn diese durch virale RNA und DNA, die mit
kationischen Lipiden komplexiert sind, angeregt werden. Sind die Nukleinséuren nicht mit CL
komplexiert, hat die Gabe der Stimulantien keinen wichtigen Effekt, ebenso unwichtig ist die
Gabe vom kationischen Lipid alleine. Die Expression von Typ-11 Interferon-y wurde ebenfalls
gemessen, da diese negativ war, werden die Daten hier nicht aufgefiihrt.
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Abbildung 22. Produktion von Typ-I Interferonen durch viszeral glomerulére Epithelzellen nach Stimulation mit
synthetischer viraler RNA oder DNA. Murine Podozyten wurden in zunehmenden Konzentrationen mit
Poly 1:C-RNA, 3P-RNA oder Non-CpG-DNA stimuliert, jeweils alleine oder komplexiert mit kationischen
Lipiden (CL, Lipofectamine®). Als Negativkontrolle wurde die Interferonproduktion nach CpG-Stimulation
verwendet. Die Konzentrationen der Typ-1 Interferone IFN-a (a) und —p (b) sowie des Typ-II Interferons IFN-y
(nicht im Diagramm gezeigt, da nicht nachweisbar) wurden im Zelluberstand mittels ELISA nach einer 24
Stunden Stimulation gemessen. Podozyten produzieren Typ-I Interferone, vor allem IFN-f, nach Stimulation mit
komplexierter viralen RNA oder DNA. Die Daten zeigen den Mittelwert zweier unabhéngiger Experimente +
SEM. **p <0.01 vs CL, *** p < 0.001 vs CL.
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3.5 Virale RNA und DNA induzieren die Expression von IL-6, IL-1p und MCP-1 in
Podozyten

Interleukine werden von verschiedenen Zellen des Immunsystems Uberwiegend nach
Stimulation durch Interferone, Zytokine, Mikroorganismen, Antigene, Lektine oder
Lipopolysaccharide gebildet und sezerniert. Sie wirken durch die Bindung an spezifische
Rezeptoren auf der Oberflache immunologisch aktiver Zellen. Auch Zellen, die nicht dem
Immunsytem zugerechnet werden, verfugen Uber derartige Rezeptoren und werden durch
Interleukinbindung beeinflusst. Interleukin 6 (IL-6) hat ein Molekulargewicht von 21,5-28
kDa und wird haupséchlich von Makrophagen und T-Zellen produziert. 1L-6 induziert die
Synthese und Freisetzung von Akutphaseproteinen in Hepatocyten und wirkt dadurch
proinflammatorisch. Interleukin-1p (IL-1pB) hat ein Molekulargewicht von 17 kDa, wird
vorwiegend von Makrophagen, Monozyten und Endothelzellen synthetisiert und beteiligt sich
bei der B-, T- und NK-Zellaktivierung, aulRerdem bei der Induktion von Fieber Uber den
Hypothalamus [134].

Das monocyte chemotactic protein-1 (CCL2/MCP-1) gehért zu der Familie der
chemotaktischen Cytokine (Chemokine) und zur Untergruppe der CC-Chemokine, weil es an
den aminoterminalen Enden zweier direkt nebeneinander liegenden Cysteinresten sitzt.
CCL/MCP1 hat ein Molekulargewicht von circa 13 kDa. CCL2/MCP1 wird bei Infektionen
oder Entziindungen von aktivierten Monozyten und infizierten Endothelzellen produziert und
in der Umgebung des Entzlindungsortes ausgeschittet. CCL2/MCP1 wirkt chemotaktisch auf
Monozyten und neutrophile Granulozyten und stellt als inflammatorisches Chemokin ein
Mediator der angeborenen Immunantwort dar [134].

Um die Produktion von diesen entziindungsfordernden Proteinen in Podozyten nach
Stimulation mit viraler RNA und DNA zu untersuchen wurden die Zellen kultiviert. Um
Gewdhr zu leisten, dass die Nukleinséuren ins Zytosol gelangen, wurden diese vor der
Stimulation mit kationischen Lipiden komplexiert. Die ausdifferenzierten Podozyten wurden
fiir 24 Stunden stimuliert und danach die Uberstande gesammelt. Der Zelliiberstand wurde
schlieRlich mittels ELISA auf IL-6 und CCL2/MCP-1 untersucht.

Im ELISA zeigte sich, dass Podozyten zur Produktion von IL-6 und CCL2/MCP-1 (Abb. 23)
nur nach Stimulation mit komplexierter 3P-RNA und Nicht-CpG-DNA féhig sind und zwar
dosisabhangig. Weder Poly I:C-RNA alleine noch die mit CL komplexierte Poly I:C-RNA
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bewirken eine bedeutende Expression von IL-6 oder CCL2/MCP-1. Die Expression von IL-1p

war nur nach Stimulation der Zellen mit komplexierter 3P-RNA von Bedeutung (Abb.24).

Hier stieg diese dosisabh&ngig und nahm nach héherer Dosissteigerung wieder ab.

Podozyten induzieren die Expression von IL-6, IL-1p und CC2/MCP-1 nach Erkennung von
viraler RNA und DNA durch PRR im Zytosol und kdnnen damit zur Verstarkung einer
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Abbildung 23. Podozyten
proinflammatorische Interleukine und Chemokine. Die ausdifferenzierten Podozyten wurden in aufsteigender

Konzentration mit Poly 1:C-RNA, 3P-RNA oder Non-CpG DNA, jeweils alleine oder komplexiert mit
kationischen Lipiden (CL, Lipofectamine®) fiir 24 Stunden in Kontakt gebracht. Als Kontrolle wurde die
alleinige Exposition gegentiber CpG-DNA verwendet. Die Konzentrationen von IL-6 (a) und CCL2/MCP-1 (b)
wurden im Zelltberstand mittels ELISA bestimmt. Sowohl IL-6 als auch CCL2/MCP-1 werden dosisabhéngig
nach Stimulation mit komplexierter 3P-RNA und Nicht-CpG-DNA produziert. Die Daten sind Mittelwerte
= SEM von zwei unabhéngigen Experimenten, die in Duplikaten analysiert wurden. *** p < 0.001 vs CL.

produzieren nach Stimulation mit 3P-RNA wund doppelstrangiger
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Abbildung 24. Podozyten synthetisieren proinflammatorisches Interleukin 1 nach Stimulation mit 3P-RNA.
Die ausdifferenzierten VGEC wurden in aufsteigender Konzentration entweder mit 3P-RNA oder Non-CpG
DNA im Komplex mit kationischen Lipiden (CL, Lipofectamine®) wéhrend 24 Stunden stimuliert. Als Kontrolle
wurde die alleinige Exposition gegentiber CpG-DNA verwendet. Im Zelliiberstand wurde die Konzentration von
IL-1B mittels ELISA gemessen. Die Expression von IL-1p in Podozyten findet lediglich dosisabhangig nach
Stimulation mit komplexierter 3P-RNA statt. Die Daten zeigen Mittelwerte + SEM von zwei unabhéngigen
Experimenten, die in Duplikaten analysiert wurden.

3.6 Zytokinproduktion nach exogener Typ-1 und -1l Interferonen Exposition

Wie im Abschnitt 3.4. gezeigt wurde, sind Podozyten nach Stimulation mit komplexierten
Stimulantien zur Produktion von Typ-I Interferonen fahig. Um festzustellen, ob Podozyten
auch durch Typ-I (o und B) und -II (y) Interferone stimuliert werden, wurden die Zellen mit
verschiedenen Dosen Interferon-a, -p und -y fir 24 Stunden inkubiert. Die

Proteinkonzentration im Zelliberstand wurde mittels ELISA bestimmt.

Es zeigte sich, dass auf Stimulation mit Typ-l Interferonen die Produktion von grof3en
Mengen von IL-6 folgt. Die hohe Basisexpression von CCL2/MCP-1 nimmt nur minimal
dosisabhangig nach IFN-B Stimulation ab, nicht aber nach Stimulation mit IFN-o (Abb.25).
Die Stimulation der Podozyten mit Typ-Il Interferonen (IFN-y) bewirkt weder die Produktion
von IL-6 noch die von CCL2/MCP-1.
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Abbildung 25. Typ-I Interferone induzieren die Produktion von IL-6 und CCL2/MCP1 in Podozyten. Die
ausdifferenzierten Podozyten wurden 24 Stunden mit Interferon —a, - und —y in den genannten Konzentrationen
stimuliert. Die Proteinkonzentration im ZellGberstand wurde mittels IL-6- und CCL2/MCP1-ELISA laut
Herstellerprotokoll bestimmt. Vor allem die Produktion von IL-6 in Podozyten wird nach Typ-I Interferon
Zugabe gesteigert. Die Daten stellen den Mittelwert + SEM aus zwei unabhéngigen Experimenten dar. * p <
0.05 vs Medium, ** p < 0.01 vs Medium, *** p < 0.001 vs Medium.

Virale RNA und DNA veranlassen Podozyten zur Produktion von Interleukin-6 (Abb. 23).
Was passiert aber mit der Produktion von Interleukinen in durch Interferon vermitteltem
entzundlichem Millieu? Verstérkt die Freisetzung von Interferonen die durch virale RNA und
DNA ausgel6ste Aktivierung von Podozyten? Um diese Frage zu beantworten, wurden die
Podozyten mit je 1000 U/ml Interferon-a, -B und -y wahrend 24 Stunden vorstimuliert.
Danach wurden die Podozyten mit komplexierter 3P-RNA und Nicht-CpG-DNA fiir weitere
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24 Stunden stimuliert. AnschlieBend wurden die Zelllberstinde gesammelt und der
Interleukin-6-ELISA durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Produktion von IL-6 nach
Vorstimulation mit Typ-1 Interferonen (IFN-o und -B), nicht wie erwartet zunimmt, sondern
sogar stark abnimmt (Abb. 26 und 27).
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Abbildung 26. Die VVorstimulation mit Typ-I Interferonen erniedrigt die 1L-6 Antwort auf Stimulation mit viraler
RNA und Doppelstrang-DNA. Die Podozyten wurden mit 1000 U/ml Interferon -o (b), -p und -y wéhrend 24
Stunden vorstimuliert. Danach wurden sie mit 3P-RNA und Nicht-CpG-DNA in den angegebenen
Konzentrationen stimuliert. Die Bestimmung des IL-6 Gehalts im Zelllberstand fand nach weiteren 24 Stunden
mittels ELISA statt. Die Daten entsprechen dem Mittelwert + SEM aus zwei unabhéngigen Experimenten.
*** < 0.001 vs Medium.
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Abbildung 27. Die Vorstimulation mit Typ-I Interferonen erniedrigt die 1L-6 Antwort auf Stimulation mit viraler
RNA und Doppelstrang-DNA. Die Podozyten wurden mit 1000 U/ml Interferon -a, -B (c) und -y (d) wéahrend 24
Stunden vorstimuliert. Danach wurden sie mit 3P-RNA und Nicht-CpG-DNA in den angegebenen
Konzentrationen stimuliert. Die Bestimmung des IL-6 Gehalts im Zelliiberstand fand nach weiteren 24 Stunden
mittels ELISA statt. Die Daten entsprechen dem Mittelwert £+ SEM aus zwei unabhéngigen Experimenten.
*** < 0.001 vs Medium
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3.7 Aufnahmemechanismus von viraler RNA und DNA in Podozyten

In dendritische Zellen und embryonalen Fibroblasten muss die doppelstrangige RNA oder
DNA in den Intrazellularraum gelangen, damit diese von zytosolischen Nukleinsiure-
rezeptoren erkannt werden [140, 141, 143, 146, 147].

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen bis jetzt, dass eine Komplexierung der Nukleinsauren mit
einem kationischen Lipid, um den Transport ins Zytosol zu erleichtern, fir merkbare
Wirkungen auf die Podozyten zustandig ist. Im folgenden Abschnitt werden die mdglichen

Membrantransportmechanismen naher untersucht.

Nukleinsduren dringen Uber verschiedene Mechanismen in die Zelle hinein. Um diese
Aufnahmemechanismen in Podozyten n&her zu untersuchen, wurden die Zellen mit
unterschiedlichen Inhibitoren des jeweils selektiven Aufnahmeweges pra-inkubiert. Die
Podozyten wurden anschlieend wahrend 24 Stunden mit komplexierter Nicht-CpG-DNA
oder 3P-RNA stimuliert. Nach der Inkubationszeit wurde mittels ELISA die Konzentration
des Zytokins CXCL10/IP-10 im Zelluberstand bestimmt. Die Hemmung von endosomaler
Anséuerung und die Aktivierung von TLR3, TLR7 und TLR9 wurde durch Cloroquin erreicht
(Abb.28). Cytocholasin D (Cyto) diente zur Verhinderung von Phagozytose, Chlorpromazin
(CLP) blockierte die Clathrin-abhéngige Endozytose und Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD)
verhinderte die Caveolae-vermittelte Endozytose (Abb. 29) [148-150].

In diesen Versuchen konnten wir zeigen, dass die endosomale Ansdauerung scheinbar keine
Rolle spielt, da die Chemokinproduktion nicht von Chloroquin zu beeinflussen war. Die
Produktion von CXCL10/IP-10 nach Stimulation der Podozyten mit komplexierter Nicht-
CpG-DNA (Abb. 29a) war nicht signifikant erniedrigt, wenn zuvor mit Cytocholasin D,
Chlorpromazin oder Methyl-B-Cyclodextrin préinkubiert worden war. Wurden die Zellen aber
mit komplexierter 3P-RNA (Abb. 29b) nach der Prainkubation mit den Inhibitoren stimuliert,
zeigte sich, dass die Chemokinproduktion dosisabhangig bei allen drei Inhibitoren der
Endozytose abgenommen hat. Aus diesen Ergebnissen l&sst sich also schlielen, dass die
Clathrin-vermittelte Endozytose eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der Podozyten

durch virale RNA spielt.
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Abbildung 28. Die Chemokinproduktion I&sst sich nicht von Chloroquin beeinflussen. Die Podozyten wurden
erst nach der Ausdifferenzierung mit 5 ug/ml Chloroquin fir zwei Stunden pra-inkubiert. AnschlieBend wurden
die Zellen mit Non-CpG DNA oder 3P-RNA im Komplex mit kationischen Lipiden (CL, Lipofectamine®)
wéhrend 24 Stunden stimuliert und die Konzentration von CXCL10/IP-10 wurde im Zelluberstand mittels
ELISA bestimmt. Die Stimulation mit LPS wurde als Negativkontrolle verwendet. Die Daten reprasentieren die
Mittelwerte zweier unabhéngiger Experimente = SEM.
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Abbildung 29. Cytocholasin D, Chlorpromazin und Methyl-B-Cyclodextrin blockieren die Produktion von
CXCL10/IP-10 nach Stimulation mit viraler RNA. Ausdifferenzierte Podozyten wurden mit Nicht-CpG-DNA
(a) oder 3P-RNA (b) im Komplex mit kationischen Lipiden (CL, Lipofectamine®) in Ab- bzw. Anwesenheit von
Cytocholasin D, Chlorpromazin oder Methyl-p-Cyclodextrin stimuliert. Die Menge an CXCL10/IP-10 wurde
nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden im Zelllberstand mittels ELISA gemessen. Die Daten zeigen jeweils
den Mittelwert zweier unabhangiger Experimente + SEM. ** p < 0.01 vs 3P-RNA 1 pg/ml, *** p < 0.001 vs
3P-RNA 1 pg/ml.
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3.8 Signalerkennung von RNA und DNA in Podozyten unabhangig von MyD88

Bezuglich der intrazelluldaren Signalwegerkennung stellte sich die Frage, ob das
Adapterprotein MyD88 fiir die Aktivierung von Podozyten durch Nicht-CpG DNA oder 3P-
RNA zustandig ist. Die Podozyten wurden wie bereits beschrieben bis zur Ausdifferenzierung

kultiviert und wéhrend 24 Stunden mit einem MyD88-Inhibitorpeptid pré-inkubiert.

Der myeloid differentiation factor 88 (MyD88) ist ein Adaptermolekil, das eine
entscheidende Rolle bei der Verbindung von Toll-like Rezeptoren und Interleukin-1-
Rezeptoren (IL-1R) mit nachfolgenden Molekilen der Signalkaskade spielt. Dabei
reprasentiert die Homodimerisierung von MyD88 den ausschlaggebenden Schritt fir die
Aktivierung der Interleukin-1-Rezeptor-assoziierten Kinase (IRAK). Das verwendete
MyD88-Inhibitorpeptid enthalt eine Aminosduresequenz, die an eine Doméne von MyD88
bindet, so dass das Monomer an das Inhibitorpeptid gekoppelt ist und nicht mehr mit dem
gegentiberliegenden Monomer dimerisieren kann [151]. In der Vergleichsgruppe wurde ein
unwirksames Kontrollpeptid mit abgewandelter Primarstuktur angewendet.

Sowohl das MyD88-Inhibitorpeptid als auch das Kontrollpeptid wurden 24 Stunden vor der
Ligandenstimulation in einer Konzentration von 100 pumol/l zu den Zellen gegeben. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen, ohne Mediumaustausch, mit 10 pug/ml Nicht-CpG DNA
oder 1 pg/ml 3P-RNA, jeweils komplexiert mit kationischen Lipiden, stimuliert. Als
Positivkontrolle galt die Stimulation der Zellen mit 3 pg/ml Pam3CSK4, welches als TLR2-
Agonist MyD88 fur den weiteren Signalweg erforderte. Der Zelliiberstand wurde nach
weiteren 24 Stunden gesammelt und anschlieBend die Konzentration des Zytokins
CXCL10/IP-10 und des Chemokins CCL2/MCP-1 mittels ELISA bestimmt (Abb. 30).

In diesem Experiment wurde beobachtet, dass die Konzentration von synthetisierten
CXCL10/IP-10 und CCL2/MCP-1 nach Stimulation mit komplexierter Nicht-CpG DNA oder
3P-RNA in der Kontroll- und Interventionsgruppe gleichermaRen hoch ist. Daraus lasst sich
schlieen, dass die Aktivierung der Podozyten nach Stimulation mit komplexierter
Nicht-CpG DNA oder 3P-RNA nicht tiber das Adaptermolekiil MyD88 erfolgt.
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Abbildung 30. Die Aktivierung der Podozyten durch Nukleinsduren ist unabhdngig von MyD88. Die
ausdifferenzierten Podozyten wurden zuerst wahrend 24 Stunden entweder mit dem MyD88-Inhibitorpeptid oder
dem unwirksamen Kontrollpeptid stimuliert. Anschliefend wurden die VGEC mit 10 pug/ml Non-CpG DNA, 1
pg/ml 3P-RNA, jeweils im Komplex mit kationischen Lipiden (Lipofectamine®) oder 3 pg/ml Pam3CSK4
(Pam3Cys) fir weitere 24 Stunden inkubiert. Die Konzentration von CXCL10/IP-10 und CCL2/MCP-1 im
Zelliberstand wurde danach mit Hilfe des ELISAs gemessen. Die Daten stellen den Mittelwert zweier
unabhdéngiger Experimente + SEM dar.

3.9 Endogene Typ-I IFN stimulieren Podozyten weder autokrin noch parakrin

Podozyten produzieren nach Stimulation mit Nukleinsauren Typ-1 Interferone (siehe 3.4) und
auBerdem werden Podozyten nach Stimulation mit Typ-1 Interferonen zur Produktion von
groBen Mengen IL-6 angeregt (siehe 3.6). Um zu untersuchen, ob die vom Podozyt selbst

produzierten Typ-l Interferone eine autokrine bzw. parakrine Aktivierung verursachen
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konnen, wurden Typ-I-Interferon-neutralisierende Antikdrper eingesetzt. Diese Antikorper

blockieren und erléschen die Funktion von Typ-I Interferonen.

Die ausdifferenzierten Podozyten wurden gleichzeitig mit drei verschiedenen Dosen von den
blockierenden Antikorpern und entweder 1 pg/ml 3P-RNA oder 3 pg/ml Nicht-CpG DNA
komplexiert und mit kationischen Lipiden stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden wurde der Zellliberstand gesammelt und mittels ELISA die Produktion von IL-6
(Abb. 31) bestimmt.

Podozyten exprimieren nach Exposition zu Nukleinsdure-Komplexen Interleukin 6 (Abb.
23a). In diesem Experiment zeigte sich aber, dass diese Ausschittung von CXCL10/IP10
nicht durch die Zugabe von Typ-I-Interferon-neutralisierenden Antikodrpern reduziert wird.
Dies lasst annehmen, dass in Podozyten vermutlich keine autokrine oder parakrine
Aktivierung durch die selbst produzierten Typ-I Interferone vorliegt, und damit keine

Verstarkung im Sinne eines Rickkopplungsmechanismus denkbar ist.
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Abbildung 31 Endogene Typ-1 Interferone stimulieren Podozyten weder autokrin noch parakrin. Die Podozyten
wurden bis zur Ausdifferenzierung kultiviert, anschlieBend wurden sie gleichzeitig mit IFN-a und IFN-B-
neutralisierenden Antikérpern und entweder mit 3P-RNA oder Nicht-CpG DNA im Komplex mit kationischen
Lipiden (CL, Lipofectamine®) stimuliert. Der Zelliiberstand wurde nach 24 Stunden Stimulation gesammelt und
die Konzentration von CXCL10/IP10 mittels ELISA bestimmt. Die dargestellten Daten entstanden aus dem
Mittelwert zweier unabhéngiger Versuche + SEM. * p < 0.05 vs 3P-RNA 1 pg/ml.
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3.10 Effekte der Aktivierung von TLRs und RLRs auf die Podozytenviabilitat

Eine mogliche Antwort der Zelle auf eine bakterielle oder virale Infektion ist die Apoptose,
womit die Erregerreplikation verhindert und die Ausbreitung der Infektion gebremst wird. In
der reifen Niere sind Podozyten unfdhig zur regenerativen Proliferation, um einen
Podozytenverlust oder eine Zunahme der GBM-Flache auszugleichen. Als Folge von dem
strikten Block der Zellteilung konnen Podozyten bei einer Vielfalt von glomeruldren
Krankheiten ihren Zellzyklus einschalten und sogar eine Kernteilung erreichen, aber keine
Zellteilung [42].

3.10.1 Die Podozytenviabilitat nimmt nach Aktivierung von TLR 1/2, TLR 4 und
TLR 7/8 im Entzindungsmodell ab

Um die Effekte der Aktivierung von TLRs auf die Podozytenviabilitdt (Abb. 32) ndher zu
untersuchen, wurden die Zellen wie bereits beschrieben kultiviert und stimuliert. Das
CellTiter 96°A Queus One Solution Cell Proliferation Assay wurde hier nach
Herstellerprotokoll verwendet (siehe auch 2.6). Um ein Entzindugsmodell zu erzeugen,
wurden die Podozyten zusétzlich mit je 1 pg/ml TNF-o und IFN-y stimuliert. Als TLR-
Liganden wurden Pam3CSK4 (Pam3Cys), Ligand fir TLR 1/2, LPS als Ligand von TLR 4,
R848, ein Imidazoquinolinegemischt mit starker antiviraler Aktivitat, als Ligand fur TLR 7/8
und Poly I:C Ligand fir TLR 3 in verschiedenen Konzentrationen benutzt. Als negative

Kontrolle wurde die Stimulation mit CpG-DNA eingesetzt.

Abbildung 32 zeigt, dass die Viabilitat der Podozyten im Entzindungsmodell nach
Stimulation mit Pam3CSK4, LPS und R848 stark zuriickgeht. Diese wird dagegen in der
negativen Kontrolle und nach Stimulation mit nicht komplexierten Poly I:C nicht

verlangsamt.
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Abbildung 32. Aktivierung von TLR 1/2, 4 und 7/8 flhrt in Podozyten zur Abnahme der Viabilitat. Die
ausdifferenzierten VGEC wurden mit den angegebenen Konzentrationen der verschiedenen TLR-Liganden
stimuliert. Die Anwendung mit je 1 pg/ml TNF-o und IFN-y erzeugte ein Entziindungsmodell. Nach 24 Stunden
wurde das CellTiter 96®A Queous One Solution Cell Proliferation Assay zu den Zellen pipettiert, nach weiteren 3
Stunden wurde die optische Dichte bei 492 nm mittels ELISA-Lesegerdt gemessen. Die Daten zeigen den
Mittelwert zweier unabhangiger Experimente + SEM. * p < 0.05 vs Pam3Cys 1 pg/ml. *** p < 0,001 vs
Medium bzw. Ligand ohne TNF-ao/ IFN-y.

3.10.2 Die Aktivierung von RLRs hat keinen Einfluss auf die Podozytenviabilitat

Bisher konnte gezeigt werden, dass Podozyten nach Aktivierung von RLRs
proinflammatorische Zytokine sowie Typ-l Interferone produzieren. Die Effekte dieser

Aktivierung auf die Zellviabilitét sind bislang nicht bekannt.

Fur das Viabilitats-Assay wurden Podozyten in der Proliferationsphase (33°C) (Abb.33) und
in der Ausdifferenzierungsphase (37°C) (Abb.34) verwendet (siehe auch 2.2). Die Podozyten
wurden mit 3P-RNA oder Nicht-CpG DNA im Komplex mit kationischen Lipiden in den
angegebenen Dosen stimuliert. Die Durchfiihrung des CellTiter 96®A Queous One Solution
Cell Proliferation Assays erfolgte nach jeweils 24 und 72 Stunden. Die Stimulation von CpG-

DNA diente als negative Kontrolle.
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Es zeigte sich, dass die Stimulation der Zellen mit den Nukleinsduren unabhdngig von der
Wirkungszeit der Liganden weder in der Proliferationsphase noch in der

Ausdifferenzierungsphase einen Einfluss auf die Viabilitét hat.
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Abbildung 33. Die Aktivierung von RLRs hat keinen Einfluss auf die Podozytenviabilitat in der
Proliferationsphase. Die Podozyten wurden fiir 24 (a) und 72 (b) Stunden mit den genannten Konzentrationen
Nicht-CpG DNA, 3P-RNA, komplexiert mit kationischen Lipiden (CL, Lipofectamine®) oder CpG-DNA
stimuliert. Die Viabilitat wurde nach 24 und 72 Stunden mit Anwendung des CellTiter 96®A Queous One Solution
Cell Proliferation Assay nach Herstellerprotokoll bestimmt. Die Daten stellen jeweils den Mittelwert zweier
unabhéangiger Experimente + SEM dar.
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Abbildung 34. Die Aktivierung von RLRs hat keinen Einfluss auf die Viabilitdt von ausdifferenzierten
Podozyten. Die VGEC wurden wéhrend 24 (a) und 72 (b) Stunden mit den genannten Konzentrationen Nicht-
CpG DNA, 3P-RNA, komplexiert mit kationischen Lipiden (CL, Lipofectamine®) oder CpG DNA stimuliert.
Die Viabilitat wurde nach 24 und 72 Stunden mit Anwendung des CellTiter 96®A Queous One Solution Cell
Proliferation Assay nach Herstellerprotokoll bestimmt. Die Daten stellen jeweils den Mittelwert zweier
unabhéngiger Experimente + SEM dar.

3.11 B7-1/ CD80 Expression in Podozyten nach TLR-Aktivierung

B7-1, auch CD80 genannt, ist ein Transmembranprotein, das normalerweise auf der
Oberflache von B-Zellen und anderen antigenprésentierenden Zellen (APC) exprimiert wird
[152-154]. In APC stellt Lipopolysaccharid, nach TLR4-Erkennung, der starkste endogene
Induktor von B7-1/CD80-Expression dar [155]. B7-1 in Podozyten wurde experimentell in
genetischen, immun-vermittelten, medikamentos- und bakteriell-induzierten
Nierenerkrankungen mit nephrotischen Syndrom aufgefunden. Auferdem Kkorreliert die
Expression von B7-1/CD80 in Podozyten mit dem Schwergrad der menschlichen
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Lupusnephritis. Es wurde gezeigt, dass in Wildtyp- und SCID-Mé&usen kleine Dosen von LPS
die Synthese von B7-1 in Podozyten hochreguliert, was eine nephrotische Proteinurie
verursacht. Im Gegenteil dazu waren B7-1/CD80-knock-out-Mduse vor einem LPS-
induzierten nephrotischen Syndrom geschutzt, diese Tatsache l&sst auf einen Zusammenhang

zwischen Expression von B7-1/CD80 in Podozyten und Proteinurie schlieRen [156].

Um die Expression von B7-1/CD80 in Podozyten nach Stimulation mit TLR-Liganden naher
zu untersuchen, wurden die Zellen, wie im Methodenteil bereits beschrieben, kultiviert.
AnschlieBend wurden die Zellen mit Pam3CSK4, LPS und Poly I:C in verschiedenen
Konzentrationen stimuliert. Nach 24 Stunden farbten wir die Zellen mit anti-mouse B7/CD80
und FITC goat anti-hamster 1gG (1: 200 Verdinnung) und flhrten die Durchflusszytometrie
durch.

Bei diesem Versuch zeigte sich, dass die Synthese von B7-1/CD80 in Podozyten nach
Stimulation mit Pam3CSK4, Ligand fir TLR1-2, LPS, Ligand fir TLR4 und Poly I:C, Ligand
fur TLR3 signifikant hochreguliert wird. Bei einem nur geringfligigen Effekt, stellt sich die

klinische Frage, ob diese Ergebnisse eine biologische Relevanz haben.
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Abbildung 35. Die Synthese von B7-1/CD80 in Podozyten wird nach TLR-Aktivierung hochreguliert. Die
ausdifferenzierten Podozyten wurden flr 24 Stunden mit Pam3Cys, LPS oder Poly I:C in den angegebenen
Konzentrationen stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen, wie bereits im Methodenteil beschrieben, fur die
Durchflusszytometrie vorbereitet und diese durchgefiihrt. Die FACS-Analyse erfolgte mit Hilfe des
FACScalibur Gerates und der CellQuestsoftware von BD Pharming. Die Daten stellen den Mittelwert zweier
unabhdéngiger Experimenten £ SEM dar. *** p < 0,001 vs Medium.
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3.12 Albumintbertritt durch Podozyten nach Nukleinsdure-Stimulation

Die glomerulére Filtrationsbarriere setzt sich aus den Ful3fortsdtzen der Podozyten, dem
fenestrierten Kapillarendothel und der glomeruldren Basalmembran zusammen. Die
Hauptaufgabe dieser komplizierten Struktur stellt die Verhinderung eines Proteinverlustes mit
dem Urin dar [3]. Es wurde in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass die Proteinurie in
nephritischen Mausen durch eine systemische Applikation von Nukleinséuren verstarkt wird
[142, 157].

Wir Uberpriften mit einem in-vitro Permeabilitdtsexperiment zunéchst, ob die Aktivierung
von Podozyten auch zu dieser Permeabilitatssteigerung beitragen konnte. Nachdem die Zellen
bis zu der Differenzierunsphase kultiviert wurden, fand 24 Stunden vor der eigentlichen
Stimulation die Umsetzung der Zellen auf die Zellkulturinserts (PorengroRe 1um) statt. Die
Bildung einer Mono-Zellschicht wurde mikroskopisch kontrolliert, anschlieBend wurden die
Zellen mit den verschiedenen Liganden mit oder ohne Transfektion mit Lipofectamine
stimuliert. Vier Stunden nach der Stimulation wurde das Fluorescein-Albumin dazugegeben.
Die Bestimmung der Fluorescein-Albumin-Konzentration, die hindurchgetreten war, erfolgte
wie im Methodenteil beschrieben nach 6, 24, 48 und 72 Stunden (Abb. 36) mittels ELISA-
Messgerat.

Es wurde zundchst festgestellt, dass in allen Gruppen die Durchléssigkeit von Podozyten fir
bovines Serumalbumin (BSA) zeitabhdngig zugenommen hat. Die Zugabe von
Lipofectamine® und die von Nicht-CpG-DNA im Komplex mit kationischen Lipiden haben
die groRte Bedeutung bei der Beeintrachtigung der Permeabilitat. Die Stimulation mit LPS,
CpG-DNA, 3P-RNA im Komplex mit CL, 3P-RNA und Nicht-CpG-DNA haben im
Vergleich zum Medium die Permeabilitat der Mono-Zellschicht nicht stérker beeinflusst.
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Abbildung 36. Die Nukleinsaure-Stimulation der Podozyten beeintrachtigt den Albumindurchtritt durch eine
Mono-Zellschicht nicht. Ausdifferenzierte Podozyten wurden zundchst in Zellkulturinserts umgesetzt und
weiterkultiviert, der Aufbau einer einschichtigen Lage wurde mikroskopisch kontrolliert. Vier Stunden nach der
Stimulation wurde im Dunkeln Fluorescein-Albumin aufgetragen. Der Ubertritt von Fluorescein-Albumin durch
die Mono-Zellschicht der Podozyten hindurch wurde nach 6, 24, 48 und 72 Stunden mit Hilfe des ELISA-
Messgerates gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert dreier unabhangiger Experimenten + SEM.

3.13 Die Fuldfortsatzeanzahl nimmt nach TLR 2 und 4 Aktivierung nicht ab

Die Podozytenarchitektur wird oft durch verschiedene Krankheiten veréndert, was nicht selten
eine Proteinurie zur Folge hat (siehe auch 1.2.3). Wir stellten uns die Frage, ob die
Aktivierung von TLR 2 und TLR4 eine morphologische Veranderung bzw. eine Abnahme der

PodozytenfuRfortsatze verursachen konnte.

Die Kultivierung und Stimulierung der ausdifferenzierten Podozyten fand wie Ublich statt.
Die Zellen wurden anschlielend mit Phallodin, einer hochaffinen Probe fir F-Aktin, und
DAPI, einem Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung von DNA im Zellkern, wie im
Methodenteil bereits beschrieben, gefarbt. Nach dem Féarben wurde mikroskopiert um die
FuBfortsatze von 100 zuféllig ausgewdhlten Zellen von jeder Gruppe auszuzahlen. Die
Ergebnisse wurden dann in einem Diagramm (Abb. 37) ausgewertet; auf der X-Achse ist die
FuBfortsatzeanzahl dargestellt, auf der Y-Achse die Haufigkeit.

Es zeigte sich, dass die Zellen auf die Stimulation mit 10 pg/ml LPS mit einer minimalen
Abnahme der Ful¥fortsatze im Vergleich zum Medium reagieren. Die Stimulation mit

10 pg/ml Pam3Cys4 zeigte keinen Einfluss auf die FuRRfortsatzeanzahl.
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Abbildung 37. Keine Abnahme der FuBfortsatzeanzahl nach Aktivierung von TLR 2 und 4. Die
ausdifferenzierten Podozyten wurden entweder nicht stimuliert (a) oder mit 10 pg/ml LPS (b) oder Pam3Cys4
(c) stimuliert und anschlieBend mit Phalloidin und DAPI gefarbt. Mit Hilfe des Mikroskops wurden die
FuBfortsdtze von jeweils 100 Zellen jeder Gruppe gezahlt. Nur die Stimulation mit 10 pg/ml LPS, Ligand fur
TLR4, zeigte einen minimalen Unterschied im Vergleich zum Medium. VergroRerung 40x.
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Viertes Kapitel:

Diskussion
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4 Diskussion

Die Besonderheit der virus-assoziierten Glomerulonephritis liegt darin, dass sie einerseits de
novo entstenen kann, andererseits aber auch eine virale Infektion eine vorbestehende
Glomerulonephritis verstarken kann. Das Immunsystem bekampft eine Virusverbreitung mit
der Produktion von Typ-I Interferonen und Zytokinen sowie Uber apoptotischen Zelltod. Die
Mechanismen der viralen Immunantwort bei typischen Immunzellen, wie dendritischen
Zellen, sind bekannt, die der viralen Antigenerkennung bei der virus-assoziierten

Glomerulonephritis sind allerdings noch weitestgehend unentdeckt.

Podozyten sind als wichtiger Bestandteil der glomeruléren Filtrationsbarriere standig den
Molekilen des Primdrharns ausgesetzt. Bei einer viralen Infektion sind es beispielsweise
Nukleinsduren, bei einer Systemerkrankung, wie dem Lupus erythematodes,
Immunkomplexe. Sind diese Nukleinsauren mit Proteinen oder Lipiden komplexiert, werden
sie dadurch weder von RNAsen noch von DNAsen nicht mehr vollstandig verdaut [158-160].
Solche Immunkomplexe kdénnen durch Ablagerung an den glomeruldren Kapillaren oder im
Mesangium eine Glomerulonephritis auslésen, dabei wird die glomerulére Filtrationsbarriere

in ihrer Funktion beeintréchtigt, was eine Proteinurie zur Folge hat [161-163].

Die Rolle von Podozyten bei der angeborenen Immunitét ist wenig erforscht und es gibt
bisher nur wenige Studien dariiber. So haben Banas et al. gezeigt, dass Podozyten TLR4
exprimieren und dieser Rezeptor bei der membranoproliferativen Glomerulonephritis am
Tiermodell hochreguliert wird [137]. Weiterhin haben Motojima et al. gezeigt, dass
Makromolekdile im Blutserum, wie beispielsweise Fibrinogen, die Expression von TLR2 und
TLR4 in Podozyten anregen. Dies verursacht die Induktion von proinflammatorischen
Zytokinen, wobei der Podozytenverlust und die Progression von glomeruldrer Schéadigung
unterstitzt wird [164]. Frihere Studien unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass eine
systemische Applikation von Nukleinsduren, wie beispielsweise poly 1:C-RNA oder B-DNA,
eine Verstarkung der Proteinurie nephritischer M&use zur Folge hat [142, 157]. Es stellte sich
dann die Frage, ob glomerulére Zellen wie Podozyten, Endothelzellen, Mesangialzellen oder
auch Tubuluszellen, in der Lage sind, diese Nukleinsauren zu erkennen und dadurch zu der

inflammatorischen Immunantwort beizutragen.
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In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass Mesangialzellen,
Endothelzellen und Tubuluszellen TLRs sowie RLRs exprimieren [165-168]. Diese
Parenchymzellen der Niere produzieren Zytokine, Chemokine und Interferone nach
Stimulation dieser Rezeptoren. Nur in Mesangialzellen konnte, &hnlich wie bei dendritischen
Zellen, eine autokrin-parakrine Aktivierung durch ausgeschittete Typ-1 Interferone
beobachtet werden. In Endothelzellen erfolgte die intrazellulare Aufnahme der mit einem
kationischen Lipid komplexierten dsRNA (ber die Clarithin-abhangige Endozytose. Dies
bewirkte die Induktion von Adhdsionsmolekiilen und erhohte die Permeabilitat fir FITC-
markiertes Albumin durch eine einlagige Schicht glomeruldrer Endothelzellen [165-168]. In

der vorliegenden Arbeit wurden diese Abldufe an Podozyten untersucht.

Unsere Hypothese war, dass Podozyten nicht nur flr die Filtrationsbarriere und bei der
Strukturerhaltung des glomeruléren GefaRkonvoluts wichtig sind, sondern dass sie auch mit
Hilfe von Pathogenerkennungsrezeptoren der angeborenen Immunitdt (TLRs und RLRs)
virale Nukleinsduren erkennen kodnnen, daraus folgend Zytokine und antivirale Typ-I
Interferone produzieren und dadurch zur inflammatorischen Immunantwort bei der virus-
assoziierten Glomerulonephrititis beitragen. Hiermit wirden Podozyten bei der Verstarkung
der Entziindung sowie bei dem Verlust der Filtrationsbarriere mit resultierender Proteinurie

beteiligt sein.

Mit  unseren  Daten  kénnen  wir nicht nur zeigen, dass Podozyten
Pathogenerkennungsrezeptoren, wie Toll-like Rezeptoren und RIG-like Rezeptoren, besitzen,
sondern auch, dass sie nach Aktivierung dieser Rezeptoren Zytokine und Typ-I Interferone
produzieren. Eine autokrin-parakrine Aktivierung durch Typ-I Interferone konnten wir hier
ausschlieBen. AuBerdem zeigen wir, dass die intrazellulare Signalerkennung von
Nukleinsduren in Podozyten unabhdngig von MyD88 erfolgt. Des Weiteren weisen unsere
Daten darauf hin, dass die Viabilitat durch Aktivierung dieser Rezeptoren nicht beeintréchtigt
wird. Da die hier gezeigten Ergebnisse hauptséchlich durch Zelllinien gewonnen wurden, sind
allerdings weitere Studien erforderlich, um die exakten Pathomechanismen der viral-

getriggerten Glomerulonephritis bei Menschen besser zu verstehen.
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4.1 Bedeutung der Pathogenerkennungsrezeptoren in Podozyten

Aufgrund der standigen Exposition zu pathogenen und nicht pathogenen zirkulierenden
Molekulen wahrend des glomeruléren Filtrationsprozesses bendtigen Podozyten einen
Erkennungsmechanismus um eine Reaktionsmoglichkeit in Gang zu setzen. Im Falle einer
Immunantwort, wie in dieser Arbeit angenommen wird, muissen die Zellen mit bestimmten
Rezeptoren ausgestattet sein, Uber die beispielsweise Immunzellen verfligen, um die
Pathogenerkennung zu ermdglichen. Wichtige Vetreter dieser Pathogenerkennungsrezeptoren
sind die Familien der Toll-like Rezeptoren (TLRs), die RIG-like Helikasen (RLRs) und die
NOD-like Rezeptoren (NLRs). Bei einer Virusinfektion werden die virale RNA und DNA
hauptséchlich von TLRs und RLRs erkannt, die Zellen werden dadurch aktiviert und
produzieren Typ-1 Interferone sowie proinflammatorische Zytokine [119]. Die Aktivierung
der jeweiligen Rezeptoren hangt vom Infektionstyp ab, die Interferonproduktion bei lokalen
Infektionen wird vorzugsweise mittels RIG-1 Helikasen getriggert, bei systemischen
Infektionen erfolgt sie dagegen Uber die Toll-like Rezeptoren der pDCs [169]. AuRerdem ist
bekannt, dass plasmozytische dendritische Zellen fur die Erkennung viraler Doppelstrang-
RNA das Toll-like-Rezeptor-System bevorzugen [170], wahrend Nicht-Immunzellen eher den
zytosolischen RIG-I-Signalweg auswéhlen [171]. Takeuchi et al. zeigten vor kurzem, dass
diese beiden Syteme der Viruserkennung, Toll-like Rezeptoren und RIG-I Helikasen,

zusammenarbeiten [172].

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmals, dass Podozyten verschiedene Toll-Like
Rezeptoren exprimieren. Ein Entziindungsmodell wurde mittels TNF-o und IFN-y Stimulation
erzeugt. Die hochste Expression erreichten im Gesunden- sowie im Entziindungsmodell die
TLR-1, -2, -3 und -4. In sehr geringer Auspragung konnten TLR-5, -6, -7, -9 und -11
nachgewiesen werden, wahrend TLR-8 nicht nachweisbar war. Interessant ist hier die
minimale Expression von TLR-7 und TLR-9, da bisher bekannt ist, dass intrinsische Zellen
der Nieren, wie beispielsweise Mesangialzellen, Tubuluszellen, glomerulére Endothelzellen
und intrarenale Fibroblasten nicht in der Lage sind diese Rezeptoren zu exprimieren [120]. Da
aber in unseren Experimenten Podozyten weder mit Einzelstrang-RNA, Ligand fir TLR-7,
stimuliert wurden, noch eine Antwort auf eine Stimulation mit CpG-DNA, Ligand fiir TLR-9,
zeigten, gehen wir davon aus, dass diese minimale Expression nicht von funktioneller
Bedeutung ist. Im Gegensatz dazu werden diese beiden Rezeptoren (TLR-7 und -9) von

intrarenalen antigenprasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen und Makrophagen
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exprimiert [120]. Damit verbleibt die Erkennung von Einzelstrang-RNA aus Viren durch
TLR-7 und CpG-DNA aus Viren und Bakterien durch TLR-9 in der Niere eine Domane der
antigenprasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen und Makrophagen (Abb. 36).
Darauffolgend ist TLR-3 der einzige restliche Toll-like Rezeptor U(ber den die
Nukleinsdureerkennung in intrinsischen Nierenzellen erfolgen kdénnte und somit auch die

Aktivierung der entsprechenden Signalkaskade.

Die zytosolischen Rezeptoren RIG-I und MDA-5 stellen einen alternativen
Erkennungsmechanismus fir virale Doppelstrang-RNA dar [146]. Eine zentrale Rolle in der
RIG-I-Helikasen-Signalkaskade tbernimmt das mitochondriale Adaptorprotein IPS-1. Es
wurde gezeigt, dass IPS-1-defiziente Méuse nach Nukleinsédureerkennung durch RIG-I und
MDA-5 unféhig zur Interferon- und Zytokinproduktion sind [173, 174]. Neben der Aufgabe
von Mitochondrien im Metabolismus und Apoptose schlégt die mitochondriale Lage dieses
Adaptorproteins eine neue wichtige Rolle dieses Zellorganells in der angeborenen Immunitat
[175]. In dieser Arbeit zeigen wir zum ersten Mal, dass Podozyten die zytosolischen
Rezeptoren RIG-1 und MDA-5 und deren mitochondriales Adaptormolekul [PS-1
exprimieren. Damit beweisen wir, dass Podozyten Uber beide Erkennungsmechanismen, TLR-

System und RIG-Helikasen, flr virale Nukleinsauren verfiigen.

Takeuchi und Akira zeigten, dass Interferone in dendritischen Zellen die Genexpression der
RIG-like Helikasen stark induzieren [172]. Mit unseren Daten konnten wir zeigen, dass in
Podozyten die Expression von den RNA-Erkennungsrezeptoren RIG-1 und MDADS sowie die
vom Adaptorprotein IPS-1 im Wesentlichen nach Stimulation mit Interferon-p hochreguliert
wird. Vorangehende Studien befassten sich mit der Induktion der RIG-I-Expression bei vielen
entziindlichen  Erkrankungen, wie beispielsweise viralen Infektionen, Leuk&mie,
Harnblasenkarzinom [176] und Lupusnephritis [177]. Die Lupusnephritis stellt eine
Komplikation des systemischen Lupus erythematodes dar, eine Autoimmunerkrankung bei
der ein erhohter Typ-l Interferonspiegel, der mit der Erkrankungsaktivitit und dem

Schweregrad korreliert, nachgewiesen wird [178].

Die RIG-like Helikasen sind zytosolische Rezeptoren, die fur die Doppelstrang-RNA-
Erkennung zustandig sind. RIG-1 und MDA-5 haben sowohl gemeinsame als auch
einzigartige Funktionen. Sie teilen eine begrenzte Homologie in ihrer Priméarstruktur und
leiten eine dhnliche Signalkaskade weiter [179]. Der Unterschied zwischen diesen Rezeptoren

besteht in der Bekdampfung verschiedener Virengruppen. So ist RIG-1 fur die Immunabwehr
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gegen Paramyxoviren, Influenza-Viren, das vesikuldre Stomatitis-Virus, Ebola-Virus und
Epstein-Barr-Virus verantwortlich. Dagegen wird eine Immunantwort mittels MDA-5 durch
eine Picornavireninfektion, wie beispielsweise das Enzephalo-Myokarditis-Virus oder das
Theiler-Virus, induziert [172]. Eine Aktivierung beider RNA-Helikasen verursacht das
Orthoreovirus und Flaviviren, wie das Dengue und West Nile Virus [180]. Diese beiden
zytosolischen RNA-Rezeptoren unterscheiden sich auch in der Erkennung synthetischer
Liganden, die Erkennung von Poly I:C-RNA erfoglt mittels MDA-5 [146, 181], die von
5 -Triphosphat Einzelstrang-RNA (3P-RNA) durch den RIG-I-Rezeptor [140, 147].
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Abbildung 38. Verteilung der Pathogenerkennungsrezeptoren in der Niere: intrarenale Immunzellen und
intrinsische Nierenzellen exprimieren unterschiedliche Muster von PRRs. Im Unterschied zu den intrinsischen
Nierenzellen exprimieren die intrarenalen Immunzellen den Toll-like Rezeptor 7 und den Toll-like Rezeptor 9
[120].

Die virale DNA-Erkennung erfolgt mittels TLR9, wichtig fur diese Erkennung sind
sogennante CpG-Motive [182]. Der Toll-like Rezeptor 9 wird nur in ausgewahlten

Immunzellen exprimiert, wahrend ahnahrend alle kernhaltigen Zellen auf eine virale Infektion
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reagieren konnen [144]. Der zytosolische DNA-Rezeptor DAI (DNA-dependent activator of
IFN-regulatory factors) und andere bisher unbekannte DNA-Rezeptoren scheinen fur die
immunstimulatorischen Effekte von viraler dSDNA zustédndig zu sein [141, 143, 183, 184].
Mit unseren Daten zeigen wir, dass Podozyten nach Zugabe von IFN-B in der Lage sind den
DNA-Rezeptor DAI zu exprimieren. Da laut unserer Daten die Expression von TLR-9 in
Podozyten extrem niedrig ist und es bekannt ist, dass weder TLR7 noch TLR9 in intrinsischen
Nierenzellen exprimiert wird [120], stellen diese Rezeptoren einen alternativen Weg der
DNA-Erkennung in Podozyten dar. Als Ligand fur diese Rezeptoren haben wir Nicht-CpG-

DNA (non-CpG-DNA) in unseren Experimenten verwendet.

4.2 Effekte der Nukleinsaureerkennung in Podozyten
Zytokin- und Interferonproduktion

Um die Effekte der Aktivierung von zytosolischen Rezeptoren in Podozyten zu untersuchen,
haben wir die Nukleinsduren vor Stimulation mit kationischen Lipiden komplexiert. Diese
Komplexierung ist eine gangige Methode um die Nukleinsduren ins Zytosol zu bringen,
ahnlich dem Virusentritt im Rahmen einer Infektion. Die Stimulation der Podozyten mit den
komplexierten Nukleinsaren verursachte die Ausschittung verschiedener
proinflammatorischer Zytokine. Interleukin 6 und CCL2/MCP-1 wurden vor allem nach
Stimulation mit 3P-RNA und Non-CpG-DNA relevant exprimiert. Diese beiden Zytokine
wurden dagegen nach Stimulation mit Poly I:C im Vergleich zum Medium nicht starker
exprimiert. Das hochwirksame Interleukin 1p wurde nur nach Stimulation mit 3P-RNA

dosisabhangig ausgeschuttet.

Die Interferonproduktion ist neben der Zytokinausschiittung ein wichtiger Schritt der
angeborenen Immunantwort gegen eine virale Infektion. Die Stimulation der Podozyten mit
synthetischen Nukleinsduren: Poly I:C, 3P-RNA und Nicht-CpG-DNA im Komplex mit
kationischen Lipiden bewirkte die Synthese von Typ-I Interferone, namlich Interferono und
Interferon B. Vor allem die Synthese von Interferon-p nach Stimulation mit allen drei
Nukleinsduren war vergleichend mit basalen Bedingungen am starksten. Im Gegenteil dazu
wurde das Typ-1l Interferon-y von den Podozyten unter diesen Bedingungen nicht produziert.
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Dies konnte dadurch zu erklaren sein, dass Typ-I und Typ-Il Interferone in der Immunitat

unterschiedliche Funktionen besitzen [99].

Diese Zytokin- und Interferonproduktion der Podozyten konnte zu der inflammatorischen
Antwort beitragen, daraufhin kdnnten andere Immunzellen, wie beispielsweise Leukozyten, in
das entzlindliche Gewebe wandern und rekrutiert werden. Es kdme zu einer Veschlechterung
der Entzindung, welche sich in einer Kklinisch manifesten virus-assoziierten

Glomerulonephritis duf3ern konnte.

Aufnahmemechanismus in die Podozyten

Um eine Immunantwort durch zytosolische Nukleinsdurerezeptoren in Gang zu setzen,
mussen die Nukleinséuren sich erst im Zytosol befinden. Dies wird in dendritischen Zellen
und embryonalen Fibroblasten durch die Komplexierung der Nukleinséduren mit kationischen
Lipiden erreicht [140, 141, 143, 146, 147]. Diese entspricht naturlich nicht dem identischen
Aufnahmemechanismus intakter Viren. Als experimentelle Strategie hat sich dieses VVorgehen
jedoch auBerordentlich bewahrt, um die Rezeptorinteraktionen und Signaltransduktionswege

der Nukleinsaureerkennung aufzukl&ren.

Wir haben vier Inhibitoren verschiedener bekannter Aufnahmewege verwendet, um den
jeweiligen Transportmechanismus zu blockieren. Cloroquin, ein Hemmstoff der endosomalen
Ansauerung, schien weder fiir die Aufnahme von Nicht-CpG-DNA noch fur die von 3P-RNA
eine Bedeutung zu haben. Die anderen drei Inhibitoren sind: Cytocholasin D, ein
Phagozytose-Hemmstoff, Chlorpromazin, ein Inhibitor der Clathrin-abhdngige Endozytose
und Methyl-p-Cyclodextrin, ein Hemmstoff der Caveolae-vermittelten Endozytose [148-150].
Diese zuletzt genannten Inhibitoren haben in unseren Experimenten keinen Effekt auf die
Chemokinproduktion nach Stimulation mit Non-CpG-DNA im Komplex mit kationischen
Lipiden gezeigt. Daraufhin schlieBen wir diese zugehorigen Aufnahmewege fir den
Transportmechanismus dieser synthetischen Nukleinséure aus. Im Gegenteil dazu, wurde die
Produktion von CXCL10/IP10 nach Stimulation mit 3P-RNA im Komplex mit kationischen
Lipiden durch Cytocholasin D, Chlorpromazin und Methyl-B-Cyclodextrin dosisabhdngig
stark gehemmt. Der intrazelluldre Einschluss von 3P-RNA in Podozyten steht offenbar mit
der Phagozytose, der Clathrin-abhdngigen Endozytose und der Caveolae-vemittelten

Endozytose im Zusammenhang. Die beiden letzten Transportmechanismen spielen auch eine
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wichtige Rolle bei der Aufnahme von Doppelstrang-RNA in Drosophila-melanogaster-S2-
Zellen [149] und bei der von Poly I:C-RNA in humanen embryonischen Nierenzellen
HEK?293 [148].

Auch das Adaptormolekil MyD88 zeigte keinen Effekt auf die Aktivierung von Podozyten
durch Nicht-CpG-DNA oder 3P-RNA zu haben. Aus diesem Grund schliellen wir aus, dass
Toll-like Rezeptoren oder IL-1-Rezeptor fir den Beitrag von Podozyten zu der entziindlichen

Antwort zustandig sind.

Wir zeigen in der vorgelegten Arbeit, dass die Erkennung von Nukleinsduren in Podozyten
durch zytosolische Pathogenerkennungsrezeptoren erfolgt. VVorangehende Studien des Gen-
Knockdowns der RIG-like Rezeptoren RIG-1 und MDA-5 und des DNA-Sensors DAI/ZBP1
unterstiitzen die Zustandigkeit dieses Signalweges in der Nukleinsédureerkennung [143, 170,
185].

4.3 Antwort der Podozyten auf Typ-I Interferone

Wir haben bisher beschrieben, dass Podozyten Pathogenerkennungsrezeptoren, ndmlich TLRs
und RLRs, exprimieren. Auflierdem sind diese Zellen nach Aktivierung dieser Rezeptoren mit
Nukleinsdauren zur Produktion von Zytokinen und Typ-I Interferonen féhig. Diese Tatsachen
lassen uns an eine Beteiligung der Podozyten bei der inflammatorischen Antwort im
Glomerulus denken. Die Interferone stellen eine Gruppe von Proteinen mit antiviraler
Wirkung dar, die von Zellen als Antwort auf verschiedene Reize sezerniert werden [186].
Diese sezernierten autokrinen und parakrinen Proteine stimulieren intra- und interzellulére
Mediatoren, welches die Resistenz gegen virale Infektionen vermitteln, die angeborene und
erworbene Immunantwort verstarkt und das Uberleben und Sterben normaler und tumordser
Zellen moduliert [187].

Die Reaktion der Podozyten auf Interferone haben wir mit den folgenden Versuchen
untersucht. Zuerst stimulierten wir die Podozyten mit Interferon-a, -p und -y in verschiedenen
Konzentrationen, anschliefend wurde die Produktion von IL-6 und CCL2/MCP-1 bestimmt.
Wir stellten fest, dass die Stimulation der Zellen mit Typ-I Interferonen (o und B) zur
Produktion von groflen Mengen IL-6 fiihrt. Aulerdem beobachteten wir eine minimale
Zunahme der Produktion von CCL2/MCP-1 nach Stimulation mit IFN-f im Vergleich zu den
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basalen Bedingungen, nach IFN-a-Stimulation war dies nicht der Fall. Die Stimulation der
Zellen mit dem Typ-1l Interferon-y schien dagegen keine Auswirkungen auf die
Zytokinproduktion zu haben. Der nédchste Versuch bestand aus der Vorstimulation der
Podozyten mit den drei Interferonen, der nachfolgenden Stimulation mit den viralen
Nukleinsdauren, 3P-RNA und Nicht-CpG-DNA und der Bestimmung des IL-6. Hierbei zeigte
sich eine Abnahme der Produktion des Zytokins. AnschlieRend haben wir die Expression von
Rezeptoren der Nukleinsdureerkennung nach Interferonstimulation untersucht. Dafiir
verglichen wir die Expression von TLR3, TLR9, RIG-1, MDA5, DAI und das
Adaptormolekil IPS1 unter basalen Bedingungen und nach Stimulation mit 1000 U/ml
Interferon-p. Die Stimulation mit Interferon-p verursachte eine deutlich erbhte Expression

von den Nukleinsdurerezeptoren TLR3, RIG-1, MDA-5 und DAI. Die Expression von dem
Adaptormolekil 1PS1 war basal recht hoch und nahm nach Stimulation mit IFN-B nur
langsam zu. Es zeigte sich auBerdem, dass die Produktion von CXCL10/IP10, CCL5/Rantes
und Mx-Protein (Mx1) durch die Stimulation der Zellen mit 2000 U/ml IFN-B stark induziert
wird. Die Hochregulation von Nukleinsiurerezeptoren und proinflammatorischen Zytokinen
nach Stimulation der Podozyten mit Interferon-p koénnte daraufhin deuten, dass die

Immunantwort im entziindlichen Gewebe durch Interferone verbessert und beschleunigt wird.

Obwohl nahezu alle Zellen Interferon-a und -B als Antwort auf virale und bakterielle
Pathogene produzieren kdnnen, sind dendritische Zellen der Hauptproduzent von Interfonen.
Sie kénnen 1000-mal mehr IFN-a und -B als andere Zellen sezernieren [188, 189]. Diese
Produktion von Typ-I Interferonen bewirkt parakrine und autokrine Effekte, dabei findet eine
Verstarkung der Immunantwort im Sinne einer positiven Rickkopplung statt [99, 190-192].
Vorangehende Studien unserer Arbeitsgruppen zeigten, dass in Mesangialzellen ein solcher
positiver Feedbackmechanismus fur die autokrine und parakrine Aktivierung, nach
Stimulation der Mesangialzellen mit Poly 1:C-RNA und nachfolgender Typ-I
Interferonproduktion, zusténdig ist [165]. Wir haben dieses Phanomen nun auch bei
Podozyten untersuchen wollen, dafiir kamen Typ-I-Interferon-neutralisierende Antikdrper zur
Anwendung. Nach der Stimulation der Zellen mit 3P-RNA zeigte sich keine Auswirkung auf
die Synthese von CXCL10/IP10. Bei den Podozyten, die mit Nicht-CpG-DNA stimuliert
worden sind, zeigte sich sogar eine Zunahme der Synthese dieses Zytokins. Worauf dies

zuriickzufihren ist, bleibt vorerst unklar.
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Wir konnten mit unseren Experimenten zeigen, dass Podozyten auf Typ-1 Interferone mit
einer Zytokinproduktion reagieren und die Stimulation der Podozyten mit Typ-1 Interferonen
zu einer starken Expression von Pathogenerkennungsrezeptoren und proinflammatorischen
Zytokinen auf Transkriptionsebene fuhrt. Einen positiven Ruckkopplungsmechanismus dieser
Zytokinausschittung, wie es bei Mesangialzellen der Fall ist, konnten wir bei Podozyten nicht

beobachten.

4.4 Effekte  der  Aktivierung  von Pathogenerkennunsrezeptoren auf

Albuminpermeabilitat und Podozytenviabilitat

Die molekuldren Mechanismen, die zu Proteinurie und Podozyten- Effacement fiihren sind
unklar [6]. Um diese Morphologieveranderungen der PodozytenfuRRfortsétze nach Aktivierung
von TLR 2 und TLR4 zu untersuchen, haben wir die Zellen geféarbt und anschlielend die
sekundaren FuRfortsatze mikroskopisch gezahlt. Hierbei liel3 sich kein wichtiger Unterschied
zum Medium erkennen. Eine gesteigerte Durchléssigkeit fur Albumin nach
Nukleinsdaurestimulation der Zellen wurde in unseren Experimenten nicht beobachtet. Hier
muss darauf hingewiesen werden, dass die kultivierten Podozyten in der Abbildung 37 nicht
den Monolayer, die im Permeabilittsassay untersucht wurden, entsprechen. Eine komplette
Differenzierung in sekundare Ful3fortsatzen mit Ausbildung der Schlitzmembran wird in vitro
nicht erreicht [51]. Fir immunologische Fragestellungen gehen wir jedoch von einer

hinreichenden Vergleichbarkeit mit in vivo Bedingungen aus [135].

Podozyten sind im ausdifferenzierten Stadium unfahig zur Proliferation. Um die Effekte der
Aktivierung von Pathogenerkennungsrezeptoren, nadmlich TLRs und RLRs, auf die
Zellviabilitdt néher zu untersuchen, wurden Podozyten in der Proliferationsphase (kultiviert
bei 33°C) untersucht, als negative Kontrolle wurden Zellen in der Ausdifferenzierungsphase
(37°C) verwendet. Bei der Aktivierung der TLR konnten wir feststellen, dass die Viabilitét
der Zellen nur im Entziindungsmodell, also mit Zugabe von je 1pug/ml TNF-o und IFN-y,
beeintrachtigt wurde. Ob dieses Phanomen auf die tatsdchliche Stimulation mit den Liganden
zuriickzufuhren ist, oder ob die Proliferation unabhangig von der Ligandenstimulation allein
durch die Zugabe von TNF-a und IFN-y beeintéchtigt wird, bleibt fir uns bisher unklar.
Frihere Studien unserer Arbeitsgruppe belegen eine Zunahme der Proliferation von
Mesangialzellen nach Stimulation mit B-DNA und 3P-RNA[193]. Im Gegenteil dazu konnten

wir bei Podozyten keinen Effekt auf die Zellviabilitat nach Aktivierung von RLRs feststellen.
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5 Zusammenfassung

Eine Glomerulonephritis kann durch eine virale Infektion verschlechtert werden, sie kann
aber auch erst durch diese entstehen. Die Erkennung der viralen Bestandteile erfolgt tber
Pathogenerkennungsrezeptoren, wie beispielweise Toll-like Rezeptoren und RIG-like
Rezeptoren. Die Hypothese der vorliegenden experimentellen Arbeit war, dass die
nierenspezifischen Podozyten Pathogenerkennungsrezeptoren besitzen, die pathogen-
assoziierte molekulare Muster erkennen und daraus Zytokine und antivirale Typ-I Interferone
produzieren. Hierbei kénnten Podozyten zu der Entstehung bzw. Veschlechterung einer

virusassoziierten Glomerulonephritis beitragen.

Murine Podozyten exprimieren, mit Ausnahme des Toll-like Rezeptors 8, alle bis dato
bekannten Toll-like Rezeptoren (TLR-1 bis -11) in verschiedener Auspragung. Sie
exprimieren auBerdem die zytosolische Rezeptoren RIG-1, MDA-5, DAI sowie deren
Adaptermolekil IPS-1. Die Aktivierung dieser Rezeptoren verursacht die Produktion von
Zytokinen und Typ-I Interferonen. Um die intrazellulare Aufnahme der Nukleinsauren zu
gewadhrleisten, wurden diese mit kationischen Lipiden komplexiert. Dieser Vorgang wurde
durch Cytochalasin D, Chlorpromazin und Methyl-B-Cyclodextrin unterbrochen. Daraufhin
ergeben sich die Phagozytose, die Clathrin-abhangige Endozytose und die Caveolae-
vermittelte Endozytose als mdgliche Transportmechanismen. Das Adaptorprotein MyD88
zeigte bei Podozyten keine Bedeutung fir die Nukleinsdureaufnahme in die Zelle zu besitzen.
Die Stimulation von Podozyten mit Typ-1 Interferonen veranlasste die Produktion von grof3en
Mengen an Interleukin-6 und fiihrte zu einer starken Expression von
Pathogenerkennungsrezeptoren sowie proinflammatorischen Zytokinen auf
Transkriptionsebene.  Eine autokrin-parakrine  Aktivierung der Podozyten durch
ausgeschuttete Typ-I Interferone konnten wir ausschlielen. Weder die Durchléssigkeit fur
Albumin noch die Viabilitst der Zellen wurde durch die Aktivierung von

Pathogenerkennungsrezeptoren beeinflusst.

Eine Funktionseinschrankung der Podozyten nach Stimulation der TLRs oder RLRs im Sinne
eines direkten Einflusses auf die Permeabilitat oder die FulRfortsatzzahl fand sich nicht, jedoch
zeigten Podozyten eine vermehrte Zytokinproduktion, was zur glomeruléren Entziindung bei

viraler Glomerulonephritis beitragen konnte.
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