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Einleitung

1.3 Virusassoziierte Glomerulonephritis

Die oben beschriebenen Glomerulonephritiden haben vielfdltige Ursachen, hdufig spielen
dabei virale Infektionen eine besondere Rolle. Nicht nur virale Nephropathien wie die HIV-
Nephropathie fithren zu pathologischen glomeruldren Verdnderungen, sondern auch
extrarenale virale Infektionen. So weill man, dass solche Virusinfektionen eine de novo
Immunkomplex-Glomerulonephritis triggern koénnen, wie dies beispielsweise bei der
Hepatitis-C-assoziierten Glomerulonephritis der Fall ist [112]. Oft bewirken virale
Infektionen eine verstiarkte Progression einer bereits bestehenden Glomerulonephritis, so bei
der IgA-Nephropathie, der Lupusnephritis oder der renalen Vaskulitis [22, 85], was
vermutlich auf eine Immunstimulation im Rahmen der Virusinfektion zuriickzufiihren ist
[107]. Die Pathomechanismen einer viral getriggerten Glomerulonephritis sind bislang noch
ungeklirt, Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht iiber Viren und die mit ihnen jeweils assoziierten

Nierenerkrankungen.

Tabelle 2: Virusinfektionen, die entziindliche Nierenerkrankungen auslésen konnen [9, 27, 164].

Virus Nierenerkrankung

Hepatitis-C-Virus (HCV) Membranoproliferative Glomerulonephritis (GN), IgA-
Nephritis, Membranése GN, Kryoglobulinamie

Hepatitis-B-Virus (HBV) Membranose Nephropathie, Membranoproliferative GN,
Mesangio-proliferative GN

Humanes-Immunodefizienz- HIV-Nephropathie, kollabierende Fokal segmentale

Virus (HIV) Glomerulosklerose (FSGS)

Parvovirus B19 FSGS, Tubulointerstitielle Nephritis

Epstein-Barr-Virus (EBV) Membrandse Nephropathie (?), Lupusnephritis (?)

Polyoma-Virus 1 (BK-Virus) BK-Nephropathie (Allograft-Nephropathie)

Hanta-Virus Hantaan-Nephropathie, akutes Nierenversagen

Cytomegalievirus (CMV) Tubulointerstitielle Nephritis, Allograft-Nephropathie (?)

Die Virusinfektion scheint die glomeruliare Entziindungsreaktion nicht nur durch die Bildung
von Immunkomplexen aus viralen Antigenen und Antikdrpern einzuleiten [43, 78], sondern
auch iber die Aktivierung systemischer antiviraler Immunmechanismen, die zur
Verschlechterung der  Glomerulonephritis  beitragen [85, 154].  Autoantikorper,
Immunkomplexbildung und vor allem die systemische Ausschiittung von Typ-I-Interferon

9



Einleitung

spielen hierbei eine zentrale Rolle. Beziiglich der Wirkung von Typ-I-Interferon bei
Nephritiden fand man heraus, dass Interferon o dendritische Zellen, Plasmazellen und
T-Zellen aktiviert, was zu einer Verschlechterung einer Immunkomplex-Glomerulonephritis

fithrt [33].

1.3.1 Virale Nephropathien

Als virale Nephropathien bezeichnet man Virusinfektionen, die direkt in der Niere stattfinden.
Die HIV-Nephropathie ist eine bedeutende Viruserkrankung der Niere, die sich klinisch oft
als nephrotisches Syndrom und rasch progrediente Niereninsuffizienz bis hin zum terminalen
Nierenversagen &dullert [90, 157, 165]. Histopathologisch wird sie als sog. kollabierende
Variante der fokal sklerosierenden Glomerulosklerose beschrieben. Hierbei zeigen sich
hypertrophierte und hyperplastische viszerale Epithelzellen und Podozyten, auBBerdem ein
kollabiertes und sklerosiertes Kapillarknduel [25, 70]. In elektronenmikroskopischen
Aufnahmen imponieren sog. tubuloretikuldre Finschliisse in Podozyten [147] und
glomeruldren Endothelzellen und Kapillaren [172].

Die bisherigen wissenschaftlichen Erkenntnisse zur HIV-Nephropathie beruhen hauptsédchlich
auf Biopsiematerial menschlicher Nieren [9]. Hier fand man heraus, dass in Nieren HIV-
nephropathischer Patienten erhohte Werte von Interferon a zu detektieren waren, verglichen
mit HIV-negativen Nieren mit fokal segmentaler Glomerulosklerose [77]. Offenbar besitzt
lokal ausgeschiittetes Interferon a eine Rolle bei der Ausbildung tubuloretikuldrer Strukturen
in HIV-infizierten Podozyten [147], die jenen tubuloretikuldren Einschliissen in Leukozyten
dhneln, die man bei Patienten unter IFN-o-Therapie beobachtet [9]. Therapeutisch kann die
HIV-Nephropathie durch eine intensive antiretrovirale Therapie in ihrer Progression

verlangsamt werden [36, 70].

Andere virale Nephropathien kdnnen sich bei Infektionen mit dem Humanen Polyomavirus 1
(BK-Virus) oder Hanta-Virus entwickeln, welche in der Niere vermutlich eine lokale
Synthese von Typ-I-Interferon bewirken [128]. Jedoch ist tiber die Pathomechanismen der

HIV-, BK-Virus- oder Hanta-Virus-Nephropathie wenig bekannt [9].

10
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Einleitung

Makrophagen und einer Vielzahl anderer bei der Immunantwort beteiligten Zellen. Tc-Zellen
werden durch Bindung an Antigen-MHC-Klasse-I-Proteinkomplexe aktiv und differenzieren
sich zu zytotoxischen T-Lymphozyten, die den Zelltod der erkannten Zelle einleiten. Da tiber
die MHC-Klasse-I-Molekiilkomplexe intrazelluldar synthetisierte Proteine présentiert werden,
kommt ihnen kommt bei der Abwehr virusinfizierter Zellen, Tumorzellen oder Geweben
fremder Organismen (Transplantaten) eine wichtige Aufgabe zu. Sowohl die humorale als
auch die zelluldre adaptive Immunantwort erfordert somit die Aktivierung von Ty-Zellen. Um
diese zu gewihrleisten, erfiillen die Antigenpridsentierenden Zellen, zu denen B-Zellen,
Makrophagen und dendritische Zellen gehoren, besondere Anforderungen. Sie internalisieren
Antigenbestandteile und exprimieren diese iiber membranstindige MHC-Klasse-1I-Molekiile.
Gleichzeitig bilden sie ein costimulatorisches Signal, sodass die Ty-Zelle aktiviert wird [79].
Fir die vorliegende Arbeit sind hauptsdchlich die Mechanismen der angeborenen
Immunantwort und der Pathogenerkennungsrezeptoren von grof3er Bedeutung, sodass auf eine

nédhere Erldauterung des adaptiven Immunsystems hier verzichtet wird.

1.6 Immunabwehr viraler Nukleinsiuren

1.6.1 Toll-like Rezeptoren (TLR)

Namensgeber fiir die sog. Toll-like Rezeptoren (TLR) war das Protein Toll, dem eine wichtige
Aufgabe bei der Abwehr von Pilzinfektionen bei der der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster zukommt [89]. Schon lange war bekannt, dass sog. Endotoxin bzw.
Lipopolysaccharid (LPS) als Bestandteil bakterieller gramnegativer Zellwédnde grof3e
immunstimulatorische Wirkung zeigt, indem es Fieberreaktion und Schocksymptomatik
hervorruft. Mitte der 90er Jahre fand man heraus, dass LPS vom damals entdeckten
Toll-Rezeptor gebunden wird und eine Immun- und Entziindungsreaktion auslost. Dieser
Rezeptor ist inzwischen als Toll-like Rezeptor 4 (TLR4) bezeichnet, denn seitdem wurden 13
Toll-like Rezeptoren identifiziert, die sich je nach Spezies geringfiigig unterscheiden: Mause
exprimieren TLR 1-9 und 11-13, Menschen TLR 1-10. Innerhalb der Zelle sind TLR an
verschiedenen Orten lokalisiert, so befinden sich die TLR 3, 7, 8 und 9 auf der endosomalen
Membran, die anderen TLR auf der Plasmamembran [2, 8].

Toll-like-Rezeptoren sind Typ-1-Transmembranproteine, die aus einer leucinreichen

Ektodoméane (leucin-rich repeats, LRR), einer Transmembrandomidne und -einer

18



bl Dt

E)) &
# & 12 & @
& 3 #& 2 6
7
L 1
& 8&& !
7
8 % ( !
5 7 <
CEMERRR 2
el e
B | {9
iy il
iy et
b & & il
@ bb @& e g
bb L B bl {m
b @& B bl {m
y b lhbo By W
bb )
1 e o ‘cid| pldiet e
Vil TR bp
il iy DR B
e D) | g | { el el bty
el ki L



) Virus

Virally mfected cel

%
ENDOSOMAL

CYTOSOLIC

Replication

SR

dsRNA? 5'P-RNA  dsDNA

Autophagy PPW
Agonist '—>I 5 W \'\7
Nucleic aci
“leakage” Helicase Za,
ARD Zl‘
l RR
Receptor

TLR7, TLR8 TLR9 TLR3
Adaptor

Kinase cDC

MDAS RIGI DAI, others

IRF7 IRF3

7
S IFN-.  IFN-B -

-~ -
aa e
- — -

B —————

R0) -t T )@

2 ) 5 ()48 3@ 6 (& : =

=306 BB /7*@ @8 3D 6By 1)

&/ [/, B I A L3 2

) *@D 7) * G (ewgR) @

o)/ ) RBL D 3 ( )LBNB 3

YL/ HER [ (3 -l T3 @ B)K o)
Z( @6 A8 U3y D -/ 3

o )*2 /AN N*2/3)8

6 D)/ /OrEs *F30D B\

4 BaB(® . X5B BG
8 )aB* OB H7 ANBG )/ 36

8 36D ( H AR/



i
* 0% / + +
2 *% %&
4 +3 +
% % +
&8/6/
%% , 1
+ P28
3+ P
2 (%
0% 1 *$

g+ $ @R

% %
4 &
& $/ 2
! N
g $4
* 2
U %
% % %
Mb6% %

%*

%

% - * %3

#) :

* 2 +

+3 %04/ §%
% 3%$/

% &3 3 HH

+%

€. 3

3Ha

, K%, 4 %
L K %+%

#6 &

+ H&. HP

\GED
-
e
[}

2* + 3

+ 2 %

# %1 6

+3

* _"_%

+-

+1 + 1/

+

$+

%

3%+ 30



<>
TLR1/2  Flagellin /5

S/TLR5
TLR2/6 UPECAL> L olil sicirr
O

Mitochondria ???
.* " "dsDNA
K+ S D

RIG-I

NP 3P-RNA

GO
MDZ2s V¥ Flagellin v
R NA Type 1 interferons Proinflammatory cytokines Type 1 interferons
e sx ")
o $H wUR SH# 5§ ;838:988 20.
. B35B &Y >B % ;8 ¥5;B @
H85 & : @H: 3B 189 ;5
) <?7>HBL ;8 NE@3 8 H :5 38
Dl GIANBIE B 8 B
5 ;8 W @8RS §ED 5
aB5; >8R< B AZs5'B
BT 5:: 3B&S55 B
8:8<: 568R W BHE : SHET
S J 6 2 OB > 5 bikB  NB 888 55
B 858 B 8 B/ 6<588 : 8§
a5 B @
P S# dN
5 8 5 I8 T H F ®P HB
g BREEf b
riRik{gn C T

8 3 SW32AFXN/ 3 IRF 88 8



$1$ Ot/ E N

Y

€ /P
0

| & San/OM
4@ N N
'A% 4

| @ C

A F L

4 R

BB B M C
L I (

#98 4/.

/.

?

aw F /.

5/ 4
<p! &8
E B 8
NBA F
B /N b /
= *KE WP
F F
3 /.
L EX8/
B&? B&
Q). LE 1
B /. L L
<9hm =4
- *'A3
? L aw
3 0®
?  wWBBWw
E - awr
[.E M
OMF
/. 13 K

MR C

( &

( /



# %$ #

Uk B B

am
ro: o
C ' K #
O @&
# + + B K
# o, & EE
up: i i
$ GE
$ %
0O @
s
O
# S @) t
t
t ) O u$
t @) @) %
:Y (% E
w R & * '
: B +
B
# w S



+ 2& + 22
3
22 & +2 "4
ot =
+ 22
+ 22
+
2 > ,
3 25 ? '8 P
!
:%Qﬁ +
1 + 22 g R
B ZWEY
z R
+ 8
8 :
R Y
"G =
[
|
$% ¢ G !
2 + & !
2 22
% HEE
+ = g &



# & ( &

es &) (®®
n % R
Viral glycolipids Vaccinia virus
3 o
S L
l._
Plasma e r"_ ey IFN-o/B
membrane ,/f.,-vﬂl\-,TR'F Mitochondrium MvD L
MyD88 || e — yDB8( l IFNAR2
Cytosol N m —— v Tyk2
(MDA 5) dsRNA Jak
Endosome MAvs | CRIGH) 3P-RNA S
ssRNA DNA  dsRNA f STAT2
® TLR3)
Sl ' Pol il
== TRIF
X . D, oin & =]
myDes/ | 10 AR A |
-~ ) IKK complex KKe
\ \ vy @RFY
|Ej NFkB ‘E“ 4
> IFN-
pricious ISRE]”" 7" NFxBI [ISRE"" ISRE| 77 wmX
‘ OAS
R, *u thy
S - & W " &
* &z &$ *B O+ v v
+ 0 OV B + #** R R
" v v oot Bw
$ " 23] & ( & *(
& 0t & BVvVE*Y*R B I ¢
$ & &+ B !
+ & & " ] @
" $ $+ u B #e
$ & F ot +
& " + $
0 "#h1& 5, " f , 0!
;11 mn " m" 5 $1r G $
ﬁ ” 0 ' 0 {{Iﬁn & ° f. ” #
el 00 B0 OR
uf ¥ 0 0 0 ufi,,D
. "0 "0 B & x B, "0 &

H @ [



$#

08
%

RO

% >

N\ 8B

%W

6 Z s

4>

9%

®5 "




) ($ &%
G $

Eb*H& D#
48 5 )

% ! IE!
CAVAN 7
Q#S ]

11 Q#$
It $$

#
| HOPER !
-

Ol

) 8 !
-1
Q !'%
H%o 9
7 AV
b/ $& ! !

#/0

%1

a!) $

& |
Q! )/

D Q#$ ! (
dt

#( R
B & D

®w @

R
#V WS

L

% #
1) !
(R & ! ),

%

) '
& | $BRQ

a.” *
E B SE!
W’ B0

%%

D

B



& % $ g X ;A8

) #

L1 TNF

IL-1R1 £ > TNFRI

Endothelial
cell

TRADD

l Tight and/or
adherens junction

AP m T w AP Actin

E-selectin
l ICAMI1 B
/ y\\\/,/ Q\ VCeAr:g ines )
u ggxz a — d

Heparan E-selectin ICAMI VCAMI
sulphate
proteo-
glycan ) LSl
Chemokine
OREEREDIEE
S~ A N * a
Y ) - "
< e d # f{ ) &
# $ % ® & g
& b i~ 1 a
$ b | n N $ " |






Einleitung

ob Nukleinsduren von glomeruldren Endothelzellen erkannt werden und diese zu einer

inflammatorischen Immunantwort im Sinne einer Endothelaktivierung stimulieren.

Wir vermuteten, dass glomeruldre Endothelzellen virale Nukleinsduren, die mit dem
Blutstrom in die Niere gelangen, erkennen und mittels spezifischer TLR-unabhéngiger
zytosolischer Rezeptoren der RNA- und DNA-Erkennung eine antivirale Typ-I-Interferon-
beinhaltende Immunantwort hervorrufen. Auf diese Weise konnten glomerulédre
Endothelzellen mit lokalen antiviralen Abwehrmechanismen zur viral-induzierten

Glomerulonephritis beitragen.
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Material und Methoden

Rind HRP-anti-Ziege IgG
Ziege Anti-ZBP1/DAI

Ziege HRP-anti-Ratte IgG

Sonstige Chemikalien
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)
di-Hydrogensulfat (H,SOy)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPOj,)
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Dextran
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Phalloidin
Hydrogenchlorid (HCI) SN
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO4)
Natriumcarbonat (Na,COs3)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs3)
Paraformaldehyd

Pikrinsédure (2,4,6-Trinitrophenol)

Pipes (Piperazin-1,4-ethansulfonsiure)

Tween-20

Jackson ImmunoResearch, Suffolk, UK
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA

Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Fluka, Sigma Aldrich
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Boehringer Mannheim, Mannheim

Fluka, Sigma Aldrich, Steinheim

Losungen
10 x MOPS-Puffer 2093 g
(3-(N-Morpholino)-Propansulfonsdure) 200 mM Mops

3,4 g 50 mM Na-Acetat

10 ml 0,5 M EDTA

in 500 ml Wasser gelost, auf pH 7 eingestellt

10 x PBS
(Phosphate buffered saline)

38

80,0 g NaCl
1 1,6 g NazHPO4
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Material und Methoden

RNA-Isolation

Zuerst wurde das Medium von den Zellkulturplatten abgezogen und die Zellen mit PBS
gewaschen. Danach wurden die Zellen mit RLT-Lyse-Puffer lysiert, der im Verhéltnis von
100:1 mit B-Mercapto-Ethanol gemischt worden war. Hiervon wurden 350 pl auf die Zellen
gegeben und diese mit einem Zellschaber abgekratzt, das Lysat mit einer Pipette mehrmals
aufgesaugt und wieder zuriickgespiilt, um es danach in einem Eppendorf-Gefall bei -20 °C
einzufrieren oder direkt mit der RNA-Isolation fortzufahren.

Die Zelllysate wurden gemiB3 des Protokolls des RNeasy Kits im Wasserbad auf 37 °C
erwdrmt und im Verhéltnis 1:1 vorsichtig mit 70%igem Ethanol gemischt. Anschliefend
wurden die Proben auf die Filtrier-Sdulen pipettiert und fiir 15 Sekunden bei 11.200
Umdrehungen / Minute zentrifugiert, sodass die RNA auf der Membran haften blieb, wihrend
das Filtrat verworfen wurde. Nun wurden 350 ul RWI1-Puffer hinzugegeben, um
verbleibendes Ethanol auszuwaschen, und fiir 15 Sekunden bei 11.200 Umdrehungen/Minute
zentrifugiert, das Filtrat wiederum verworfen. Jetzt wurde das DNase-Puffer-Gemisch
hergestellt: Dazu wurde das DNAse-Pulver in 550 ul RNAse-freiem Wasser aufgelost. Pro
Probe wurden 10 pl der DNAse mit 70 ul RDD-Puffer gemischt und die 80 ul DNAse-Puffer-
Gemisch mittig auf die Sédulen gegeben. Nach 15-miniitiger Inkubation wurde erneut mit
350 ul RW1-Puffer wie oben beschrieben zentrifugiert und die Séulen in neue Eppendorf-
Gefdlle umgesetzt. 500 ul RPE-Puffer wurden hinzupipettiert, fiir 15 Sekunden bei 11.200
Umdrehungen / Minute zentrifugiert, das Filtrat verworfen und nochmals mit 500 ul RPE-
Puffer fiir 2 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Sédulen in neuen Eppendorf-
GefidBlen fiir 1 Minute bei 13.200 Umdrehungen / Minute trocken zentrifugiert. Um die RNA
von der Membran zu 16sen, wurden die Siulen in neue Eppendorf-Gefifie eingesetzt und nach
Zugabe von 33 pl RNase-freiem Wasser fiir 1 Minute bei 11.200 Umdrehungen / Minute
zentrifugiert, sodass die RNA nun bei -80 °C gelagert werden konnte.

Messung der optischen Dichte und Gelelektrophorese der isolierten RNA

Direkt anschlieBend an die RNA-Isolation wurde die optische Dichte der RNA-Ldsung
gemessen, um die jeweilig isolierte RNA-Menge zu errechnen. Aus den Proben wurden 2 pl
RNA-L6sung entnommen und mit 98 pl RNase-freiem Wasser 1:50 verdiinnt. Diese Losung

wurde in eine Kiivette pipettiert und im Photometer die Werte fiir 260 nm, 280 nm und das

47
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Material und Methoden

DNA (dsDNA) interkaliert. In gelostem Zustand emittiert SYBR Green I nur eine geringe
Fluoreszenz, nach Bindung an doppelstrangige DNA jedoch ein starkes Fluoreszenzsignal,
sodass mit zunehmender Anzahl synthetisierter DNA-Molekiile die Fluoreszenz entsprechend
ansteigt. Da SYBR Green [ relativ unspezifisch an gebildete PCR-Produkte bindet, wurde bei
jeder durchgefiihrten Real-time RT-PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, um die
Fragmentlinge der DNA zu ermitteln und damit die Spezifitit zu bestimmen. Bei der
Schmelzkurvenanalyse wird die Temperatur langsam stetig erhoht, um die DNA
aufzuschmelzen. Jedes DNA-Doppelstrangfragment denaturiert nun bei einer spezifischen
Temperatur in zwei Einzelstrang-DNA-Molekiile und gibt dadurch den gebundenen Farbstoff
SYBR Green I wieder frei, woraus eine Abnahme der Fluoreszenzintensitit resultiert. Somit

kann man anhand der Schmelzkurve zwischen einzelnen DNA-Fragmenten unterscheiden

[11].

Die quantitative real-time RT-PCR wurde im Roche Lightcycler® 480 Real-Time PCR
System durchgefiihrt. Dazu wurden die hergestellte ¢DNA-RT+ bzw. die negativen
Kontrollproben ¢DNA-RT- im Verhidltnis 1:10 mit DEPC-behandeltem Wasser (zur
Inaktivierung von Ribonukleasen) verdiinnt. In jedes well einer 96-well-Mikrotiterplatte
wurden 10 pl des Mastermixes fiir die SybrGreen I real-time RT-PCR (siehe Liste der
Losungen, Kapitel 2.1.1) zusammen mit 0,6 ul des jeweiligen Forward Primers, 0,6 pl des
jeweiligen Reverse Primers, 0,16 pl der Taq Polymerase, 2 ul der 1:10 verdiinnten
cDNA-RT+ bzw. ¢cDNA-RT- und 6,64 nl DEPC-behandelten Wassers pipettiert, sodass ein
Volumen von 20 pl pro well vorlag. Die Platte wurde anschlieBend verplombt, bei 4 °C fiir
zwei Minuten bei 280 x g zentrifugiert und die quantitative real-time PCR im Roche
Lightcycler® 480 gestartet. Folgende Parameter wurden hierbei gewihlt: die erste Inkubation
erfolgte fir 5 Minuten (der Aktivitdit der Tag-Polymerase entsprechend) bei 95 °C.
AnschlieBend folgten 40 Zyklen Amplifikation, jeweils zu 15 Sekunden bei 95 °C und zu 45
Sekunden bei 60 °C. Danach wurde die Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, indem fiir 5
Sekunden bei 95 °C inkubiert wurde, danach die Temperatur von 65 °C konstant auf 95 °C
erh6ht wurde. AbschlieBend wurde fiir 30 Sekunden bei 40 °C gekiihlt. Jeweils auf derselben
Platte erfolgte eine Analyse fiir das Housekeeping-Gen 18S rRNA. Nur Durchldufe, die ein
negatives Ergebnis flir die Negativkontrollen ¢cDNA-RT- zeigten, wurden zur Bewertung

herangezogen.
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Ergebnisse

Das bedeutet also, dass die glomeruldren Endothelzellen auf Transkriptionsebene iiber die
Rezeptoren TLR3, RIG-1, MDAS, DAI/ZBP1 und IFNAR verfiigen sowie iiber IPS-1.
Allerdings besitzen sie weder TLR7 noch TLRO.

-5 -4
8x10 | TLR3 6x10 | DAI/ZBP1 %
%
%
4x10° 3x10" %
9 9
4x10 | RIG-1 6x10 | IPS-1
-3 -4
2x10 3x10
9 9
2x10 | MDAS 4x10 | IFNAR loh
[112h
-4 -4
1x10 2x10
0 0
IFN- [u] - 100 1000 3000 IFN-B [u] - 100 1000 3000

Abbildung 13: Glomeruliire Endothelzellen exprimieren Rezeptoren der RNA- und DNA-Erkennung auf
Transkriptionsebene. Interferon [ induziert die Expression von Pathogenerkennungsrezeptoren der
Nukleinsdure-Erkennung. Murine glomeruldre Endothelzellen (GEnC), isoliert aus der ts A58 immorto Maus [4],
wurden in Anwesenheit der angegebenen Konzentrationen von IFN-B kultiviert. Nach sechs bzw. zwolf Stunden
wurde die mRNA gesammelt und per quantitativer real-time RT-PCR die Expression von Molekiilen der RNA-
Erkennung - TLR3, RIG-1, MDAS - sowie des zytosolischen DNA-Rezeptors DAI/ZBP1 und des Interferon-
Typ-I-Rezeptors IFNAR bestimmt. Angaben von IFN-$ jeweils in Units/ml, mRNA in Relation mRNA/18S
rRNA. Die Daten stellen den Mittelwert dreier unabhéngiger Experimente +£ SEM dar. * p<0.05 vs. Medium.
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Ergebnisse

40 *
z *
w30 1
£ .
= - 1
& 20
-
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e
S 10
L
o
o= |
CL - + + + + + + + + + + +
pl:C-RNA3 pg/ml - - + + + + + - - - - =
B-DNA1Opg/ml - - - - - — - + + + + +
Chloroquin 5 pg/ml - - - + - - - - 4+ - - -
Chlorpromazin 10 pg/ml - - - - + - - - - 4+ - -
CytochalasinD 0.1 pg/ml - - - - — + — - - -+ -
M-B-Cyclodextrin 0.1 pg/ml - - - - - — + - - - - +

Abbildung 18: Chlorpromazin blockiert die nukleinsiureabhéingige Produktion von CXCL10/IP-10.
Murine glomerulidre Endothelzellen wurden mit poly I:C-RNA oder B-DNA (poly dA/dT-DNA) im Komplex
mit kationischen Lipiden (CL, Lipofectamine®) in Ab- bzw. Anwesenheit von Chloroquin, Chlorpromazin,
Cytochalasin D oder Methyl-B-Cyclodextrin stimuliert. Nach 24 Stunden wurde die Konzentration von
CXCL10/IP-10 im Uberstand per ELISA bestimmt. Die Daten stellen den Mittelwert dreier unabhingiger
Experimente + SEM dar. * p < 0.05.

Deutlich zu erkennen ist, dass die von den glomeruldren Endothelzellen synthetisierte Menge
CXCL10/IP-10 nach Addition von poly I:C-RNA oder B-DNA (jeweils mit kationischem
Lipid komplexiert) nur dann signifikant erniedrigt war, wenn zuvor mit Chlorpromazin
prainkubiert worden war. Die Konzentration des Chemokins in den Zelliiberstinden der mit
Chloroquin, Cytochalasin D oder Methyl-B-Cyclodextrin vorbehandelten glomerulédren
Endothelzellen unterschied sich nicht von der jeweiligen Vergleichsgruppe, welche nur mit
komplexierter Nukleinsdure stimuliert worden war. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die
Clathrin-vermittelte Endozytose entscheidend fiir die Aktivierung der glomeruldren
Endothelzellen durch diese Nukleinsduren sein muss. Gleichzeitig spielt endosomale

Ansduerung offenbar keine Rolle, da Chloroquin die Chemokinproduktion nicht beeinflusste.
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Ergebnisse

A 00010 gy B 0.0002) pipas
0.0005 p<0.05 0.0001 p<0.05
] ]
0 0
0.0002| 1 0.0002 | 116
0.0001 B 0.0001
0 n.d. 0
0.0004 IFN-p 0.0004
0.0002 p<0.05 0.0002 —
]

0 n.d. n.d. 0 n.d. n.d.
pl:C-RNA+CL - + - + pl:C-RNA+CL - + - +
Kontroll-siRNA + + — - Kontroll-siRNA + + - —

RIG-1siRNA - - + + MDAS5siRNA — — + +

Abbildung 20: Poly I:C-RNA/CL-Komplexe aktivieren glomerulire Endothelzellen RIG-1-vermittelt,
nicht iiber MDAS. Glomeruldre Endothelzellen wurden zweimalig mit einer Kontroll-siRNA oder einer fiir
RIG-1 bzw. MDAS spezifischen siRNA transfiziert, bevor sie mit poly I:C-RNA im Komplex mit kationischen
Lipiden (CL, Lipofectamine®) stimuliert wurden. Nach sechs Stunden wurde die mRNA per quantitativer real-
time RT-PCR quantifiziert (in Relation mRNA/18S rRNA, Mittelwerte dreier unabhidngiger Experimente +
SEM). n.d = nicht detektierbar, n.s. = nicht signifikant.
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Ergebnisse

. 15
0.000 DAI1/ZBP1
I
0.00010
p<0.05
0.00005 B
0
0.00003 1L-6
ns. L
—ns.
0.00002
0.00001
0
0.0003 IFN-p
0.0002 LS.
1
. I
0.0001
0
B-DNA+CL - + - +
Kontroll-siRNA + + - -
DAI/ZBP1siRNA - - + +

Abbildung 21: B-DNA/CL-Komplexe aktivieren glomerulire Endothelzellen unabhiingig von DAI/ZBP.
Glomeruldre Endothelzellen wurden zweimalig mit einer Kontroll-siRNA oder einer fiir DAI/ZBP1 spezifischen
siRNA transfiziert, bevor sie mit B-DNA (poly dA/dT-DNA) im Komplex mit kationischen Lipiden (CL,
Lipofectamine®) stimuliert wurden. Nach sechs Stunden wurde die mRNA per real-time RT-PCR quantifiziert.
Angaben im Verhidltnis mRNA/18S rRNA. Die Daten zeigen jeweils den Mittelwert dreier unabhingiger
Experimente = SEM. n.d = nicht detektierbar, n.s. = nicht signifikant.
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Ergebnisse

3.6 Expression der Adhisionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 in glomeruléiren

Endothelzellen nach Nukleinsiure-Exposition in vitro und in vivo

Eine Endothelzellaktivierung kann mit einer verstirkten Synthetisierung luminaler
Adhidsionsmolekiile einhergehen. Diese iibernehmen eine wichtige Funktion bei der
Leukozytentransmigration, speziell bei der Adhédsion rollender Leukozyten [120]. Mithilfe des
Verfahrens der Durchflusszytometrie wurden die Effekte von poly I:C-RNA und B-DNA auf
die Synthetisierung von Adhésionsmolekiilen bei glomeruldren Endothelzellen néher

beleuchtet (Abbildung 24).

Nach tiblicher Kultivierung und 24-stiindiger Stimulation mit poly [:C-RNA (im Komplex mit
kationischem Lipid) war eine signifikante Zunahme des Anteils glomeruldrer Endothelzellen,
die positiv fiir die Oberflaichenmolekiile ICAM-1 (CD54) oder VCAM-1 (CD106) waren, zu
beobachten, wobei der Effekt auch hier von der Komplexierung mit kationischen Lipiden
abhing. Fiir komplexierte B-DNA war eine Signifikanz nur fir ICAM-1 auszumachen.
Ebenfalls signifikant und deutlich groBer fiel die Steigerung der Anzahl ICAM-1- oder
VCAM-I1-positiver Zellen durch das als Endothelstimulans bekannte Endotoxin
Lipopolysaccharid (LPS) aus, das zu einer enormen Induktion dieser Adhédsionsmolekiile

fithrte und hier als Positivkontrolle Verwendung fand.

Welche Bedeutung diese in vitro gewonnenen Erkenntnisse zur ICAM-1-Expression in vivo
haben, konnten wir freundlicherweise in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. med. vet. Dr.
med. habil. Fritz Krombach und Herrn Dr. med. Christoph Reichel néher untersuchen, denen
besonderer Dank fiir die Anwendung der intravitalmikroskopischen Verfahren gewidmet sei.
Mittels Videoanalyse wurden die Vorginge des Leukozytenrollens, der festen
Leukozytenadhédsion und der transendothelialen Leukozytenmigration an postkapilliren
Venolen im Musculus cremaster ménnlicher C57BL/6-M#use betrachtet, nachdem sechs
Stunden zuvor intraskrotal entweder Salzlosung (PBS), kationische Lipide (CL) oder
Komplexe aus B-DNA und kationischen Lipiden (B-DNA/CL) injiziert worden waren
(Abbildung 25).
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Ergebnisse

3.7 Albuminiibertritt durch glomerulire Endothelzellen in vitro und

transendotheliale Permeabilitit in vivo nach Nukleinsiure-Exposition

Gemeinsam mit der im Glomerulus befindlichen Basalmembran und den FufBlfortsdtzen der
Podozyten bildet das glomeruldre Endothel die glomeruldre Filtrationsbarriere und iibernimmt
somit bei deren Aufrechterhaltung eine wichtige Funktion [46]. Untersuchungen aus unserer
Arbeitsgruppe an nephritischen Médusen offenbarten, dass eine systemische Applikation von
poly I:C-RNA und B-DNA die Proteinurie solcher Méuse verstérkt [5, 115].

Ob diese Permeabilitétssteigerung auch auf die Aktivierung glomeruldrer Endothelzellen
zurlickgeht, wurde hier mit einer in-vitro-Permeabilitétsstudie tiberpriift, d.h. es wurde der
Ubertritt von Fluorescein-Isothiocyanat-(FITC)-Albumin durch eine Mono-Zellschicht
glomeruldrer Endothelzellen gemessen, die auf einer pordsen Polyethylenterephthalat-
Membran (PorengréBe 1 pm) kultiviert wurden. Nach sechs, 24 und 48 Stunden wurde
jeweils die FITC-Albumin-Konzentration ermittelt, die hindurchgetreten war (Abbildung 26).
Dabei fiel zunéchst auf, dass sich die Durchlédssigkeit glomeruldrer Endothelzellen fiir bovines
Serumalbumin (BSA) in vitro im Laufe der Zeit fiir alle Gruppen erhdhte. Allerdings
resultierte die Applikation komplexierter poly I:C-RNA oder B-DNA im Vergleich zur
Kontrollgruppe in signifikant gesteigerter Permeabilitit fiir Albumin. Wéhrend nach Addition
von poly [:C-RNA-Komplexen eine statistisch signifikante Erh6hrung der Durchléssigkeit fiir
Albumin bereits nach 24 Stunden zu beobachten war, lag diese fiir B-DNA-Komplexe nach

48-stlindiger Exposition vor.
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Diskussion

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend kann also festgehalten werden, dass doppelstrangige poly I:C-RNA und
poly dA/dT-DNA (B-DNA) nach intrazelluldrer Auftnahme zu einer Aktivierung glomerularer
Endothelzellen fithren, die sich in der Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine,
Chemokine und von Typ-I-Interferon #uBert, indem MyD88-unabhéngige Signalwege
angestofen werden. Diese glomerulidr-endotheliale Immunantwort umfasst auBerdem die
Expression der Adhdsionsmolekiile [ICAM-1 und VCAM-1, eine gesteigerte Permeabilitit fiir
Albumin sowie eine gesenkte Proliferationsrate der glomeruldren Endothelzellen.
Selbstverstidndlich kdnnen nicht alle aufgeworfenen Fragen letztendlich geklart werden. Eine
der Hauptursachen liegt vermutlich darin, dass es sich bei den hier verwendeten glomeruldren
Endothelzellen um eine immortalisierte Zelllinie handelt statt um primér isoliertes
glomeruldres Endothel. Diese Tatsache stellt vermutlich eine der wesentlichen Limitationen
dieser Studie dar, da nicht bekannt ist, inwieweit die erhobenen Daten auf Vorgénge beim
Menschen iibertragbar sind. AuBerdem sind einige Experimente von eher artifiziellem
Versuchsaufbau, was in der Natur einer Zellkulturstudie begriindet liegt. Immerhin wurde —
soweit moglich — versucht, die in dieser Arbeit in vitro erhobenen Daten, auch in vivo zu
analysieren und auf diese Weise eine verlissliche Beziehung zu den intravital stattfindenden
pathogenetischen Mechanismen herzustellen. Dies gelang fiir die wichtigen Prozesse der
Leukozytenrekrutierung und —transmigration sowie fiir die Steigerung der Permeabilitét fiir
globulére Proteine wie Albumin oder hochmolekulare Polysaccharide wie Dextran.

All diese Faktoren stellen Mechanismen dar, die bei einer viral-getriggerten
Glomerulonephritis oder Lupusnephritis zu einer lokalen entziindlichen Reaktion innerhalb
des Glomerulus, direkt an der glomeruldren Filtrationsbarriere fithren kénnen und zur
klinischen Symptomatik eines nephrotischen Syndroms. Glomeruldre Endothelzellen sind
hochstwahrscheinlich nur ein Bestandteil dieser inflammatorischen Vorgidnge, die erst im
komplexen Zusammenspiel mit benachbarten renalen Zellen und mit lokalen klassischen

Immunzellen entstehen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die vorliegende experimentelle Arbeit befasst sich mit den Pathomechanismen einer viral
getriggerten Glomerulonephritis und mit der Rolle der glomeruldren Endothelzellen im
Speziellen. Virale Infektionen sind oftmals mit einer verstiarkten Aktivitdt einer bestehenden
Glomerulonephritis verbunden oder kénnen gar eine de novo Glomerulonephritis induzieren,
wobei die Prozesse, die zu einer solchen virusassoziierten Entziindungsreaktion fiihren,
weitestgehend ungeklért sind. Vorarbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass virale
doppelstringige RNA sowie nicht-CpG-DNA (sog. doppelstringige B-DNA) eine
Immunkomplex-Glomerulonephritis verstirken, indem sie die systemische Produktion von
Typ-I-Interferon, die B-Zell-Proliferation, die Hemmung regulatorischer T-Zellen und eine
Entziindungsreaktion im Glomerulus bewirken. Auflerdem sind von dendritischen Zellen
diverse Mechanismen der angeborenen Immunitdt zur Detektierung von Nukleinsduren
bekannt, die in einer Zytokin- und Interferonantwort miinden. Dabei spielen neben
membranstdndigen und endosomalen Toll-like Rezeptoren insbesondere die intrazellulér
gelegenen zytosolischen Rig-like Rezeptoren RIG-1 und MDAS eine besondere Rolle bei der
RNA-Erkennung, wéhrend DAI/ZBP1 und andere, bisher unentdeckte Sensoren, die
Wahrnehmung von DNA iibernehmen. Ob zusétzlich zur systemischen auch eine lokale
spezifisch-antivirale Immunantwort zur glomeruldren Entziindung beitrégt, ist unbekannt. Wir
untersuchten daher, ob glomeruldre Endothelzellen (GEnC) virale doppelstrangige RNA oder
DNA erkennen und antivirale Zytokine produzieren oder mit endotheltypischen Vorgéngen
wie einer Permeabilitidtsdnderung oder einer erhhten Expression von Oberflichenmolekiilen
reagieren, die zur Leukozytenrekrutierung dienen.

Immortalisierte murine glomeruldre Endothelzellen exprimieren ein mifiges Spektrum an
Toll-like Rezeptoren, ndmlich TLR 1 bis 6, sowie die RIG-like Rezeptoren RIG-1 und
MDAS5, auBlerdem den bisher bekannten DNA-Sensor DAI/ZBP1. Die verwendeten
doppelstrangigen poly I:C-RNA und poly dA/dT-DNA (B-DNA) wurden nur dann
intrazelluldr aufgenommen, sofern diese mit einem kationischen Lipid komplexiert waren.
Dieser Prozess war durch Chlorpromazin, nicht aber durch Cytochalasin D oder Methyl-f-
Cyclodextrin zu blockieren, und daher iiber Clathrin-abhingige Endozytose vermittelt.
Sowohl poly I:C-RNA als auch B-DNA bewirkten in glomeruldren Endothelzellen die
Ausschiittung von IL-6, CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES, CXCL10/IP-10 sowie Interferon o
und B, wobei das Toll-like-Rezeptor-Adapterprotein MyD88 offenbar keine wichtige Rolle in

der Signalkaskade einnahm.
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