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2 Einleitung

Eine Glomerulonephritis ist eine entziindliche Erkrankung der Nierenkorperchen (= Glomeruli)
und eine der haufigsten Erkrankungen der Niere. Das Glomerulum setzt sich aus verschiede-
nen Zelltypen zusammen. Vor allem die glomerularen Epithelzellen (Podozyten) sind von einer
Glomerulonephritis betroffen. Haufig wird die Erkrankung durch eine fehlgeleitete und tber-
schiel3ende Komplementaktivierung verursacht. Das Komplementsystem dient der Abwehr
von eindringenden Mikroorganismen und der Beseitigung von apoptotischen Zellen nach Ent-
ziindungsreaktionen oder Gewebeschaden unterschiedlichen Ursprungs. Mutationen oder
Veranderungen in den Komplementaktivierungswegen, die zu einer gestorten Aktivierung fih-

ren, begtinstigen schwerwiegende bakterielle Infektionen.

2.1 Das Komplementsystem

2.1.1 Die Aktivierung des Komplementsystems

Das Komplementsystem ist ein wesentlicher Bestandteil der angeborenen Immunabwehr. Es
besteht aus tber 30 I6slichen und Membran-gebundenen Proteinen und kann Uber drei unter-
schiedliche Wege aktiviert werden: Der klassische Aktivierungsweg wird durch das Auftreten
von Immunkomplexen oder durch die Interaktion von IgM oder 1gG (Ig = Immunglobulin) mit
der Komplement-Komponente C1q gestartet. Der Lektin-Weg wird durch das Vorkommen von
Mannose-bindendem Lektin in Bakterien, aktiviert. Der alternative Aktivierungsweg beinhaltet
eine spontane Hydrolyse von C3, die im Serum kontinuierlich auftritt, aber unter normalen
Umstanden von Komplement-Regulatoren reguliert und angehalten wird. Fur die Entwicklung
von Nierenerkrankungen (wie zum Beispiel dem atypischen hamolytisch-urdmischen Syndrom
oder einer membrandsen Glomerulonephritis) spielen vor allem der klassische und der alter-
native Weg eine Rolle. Diese beiden Wege sind in Abbildung 1 dargestellt. Alle drei Wege
fuhren Uber eine kaskadenartige Spaltung zur Bildung einer sogenannten C3-Konvertase, eine
Serin-Protease, auf der Oberflache der Zielzelle, welche C3 spaltet. Die Spaltung von C3 zu
C3a und C3b stellt einen zentralen Schritt in der Komplement-Aktivierung dar. Durch die Bil-
dung der aktiven Komponente C3a kommt es zur Bildung einer C5-Konvertase, welche wie-
derum die Komplement-Komponente C5 zu C5a und C5b spaltet. C5b lagert sich mit anderen
Komplement-Faktoren des spaten Komplement-Weges (C6, C7, C8 und C9) zum sogenann-
ten terminalen Komplement-Komplex (TCC, C5b-9) zusammen, der in ausreichender Kon-
zentration eine Art ,Pore” bildet und zur Lyse der Zielzelle flhrt. Die Spaltprodukte der frihen
Komplement-Faktoren C1 bis C5, welche in den einzelnen Wegen entstehen, wirken zusatz-
lich als Anaphylatoxine, locken weitere Entziindungszellen an und sind damit an inflammato-

rischen Prozessen beteiligt.



2.1.2 Die Regulation des Komplementsystems

Das Komplementsystem, insbesondere der terminale Komplementkomplex, besitzt starke ly-
tische Eigenschaften. Eine ungebremste Aktivierung wirde zu einer Zerstérung auch von kor-
pereigenem Gewebe fiihren. Der alternative Aktivierungsweg kann jederzeit und Uberall an-
geschaltet werden. Bereits die Spaltung eines einzelnen C3-Molekiils kann die Aktivierung
starten und die Kaskade amplifizieren. Es existiert daher ein System aus l6slichen und Memb-
ran-gebundenen Komplement-Regulatoren, welches die Komplement-Aktivierung zielgerich-
tet reguliert. Korpereigene Zellen exprimieren Membran-standige Regulatoren (z.B. CD46,
CD55 und CD59 (CD = Cluster of Differentiation)), um sich selbst vor dem Angriff durch das
Komplementsystem zu schiitzen. Diese Komplement-Regulatoren fehlen auf der Oberflache
von beispielsweise Mikroorganismen. Damit kann das Komplementsystem zwischen ,eigen®
und ,fremd® unterscheiden. CD46, auch als Membrane-Cofactor-Protein (MCP) bezeichnet
wirkt dabei als Ko-Faktor gemeinsam mit Komplement-Faktor | und spaltet die Komponente
C3b um damit die Aktivierung im alternativen Weg zu unterbrechen. CD55 (auch bezeichnet
als Decay Accelerating Factor) bindet unter anderem C3b, verhindert so die Bildung einer C5-
Konvertase und beschleunigt den Abbau von C3b. CD59 verhindert die Anlagerung des ter-
minalen Komplementkomplexes an der Zelle und wirkt damit erst auf der Endstrecke des Kom-

plementaktivierungsweges (Abbildung 1) (1, 2).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des klassischen und des alternativen Aktivierungswe-
ges des Komplement-Systems. Im klassischen Aktivierungsweg fiihrt die Bindung eines Antikérpers
an ein Antigen Uber die Aktivierung des C1-Komplexes zur Aktivierung von C4 und zur Herstellung einer
C3-Konvertase. Der alternative Weg wird durch eine spontane Hydrolyse von C3 zu C3b aktiviert. C3b
wiederum stellt im alternativen Weg einen Bestandteil der C3-Konvertase, welche weiter C3 spaltet. Die
C3-Konvertasen in beiden Wegen fiihren tGber die Herstellung von C3b zur Bildung einer C5-Konver-
tase. Die C5-Konvertase fuhrt wiederum zur Spaltung von C5 zu C5a und C5b. Das entstandene C5b
ist wichtiger Bestandteil des terminalen Komplementkomplexes C5b-9. Um eine Uberschie3ende Akti-
vierung zu vermeiden, existieren mehrere Komplement-Regulatoren (in griin), die auf unterschiedlichen

Ebenen der Komplement-Aktivierung eingreifen (1, 2).

Zusatzlich existieren Regulatoren, die im Serum zirkulieren. Der wichtigste regulatorische Me-
chanismus im alternativen Aktivierungsweg des Komplementsystems ist der Komplement-
Faktor H (CFH). Er bindet Uber Heparansulfat an der Oberflache von Zellen und stellt einen
essentiellen Ko-Faktor fur die Faktor | (CFI) vermittelte Spaltung der zentralen Komplement-
Komponente C3b, dar (Abbildung 2). Er kann so ebenfalls eine tberschiel3ende Aktivierung
des Systems verhindern und korpereigene Zellen vor einem Schaden durch Komplement
schutzen (1, 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Funktion von Komplement-Faktor H (CFH) und Fak-
tor | (CFI). CFH bindet Giber Heparansulfat an die Oberflache der Zelle und fixiert C3b. Dadurch ermég-
licht es die Spaltung von C3b in zwei inaktive Bruchstlicke durch CFI. Die beiden Bruchstiicke kbnnen
im Westernblot bei einer Hohe von 68kDa und 43kDa sichtbar gemacht werden. Dieser Nachweis dient
im sogenannten Ko-Faktor-Versuch als Hinweis auf eine funktionierende Spalt-Aktivitdt von CFI und
CFH.

2.1.3 Das Komplementsystem und renale Erkrankungen

Es gibt zahlreiche Erkrankungen, die mit einer fehlerhaften Komplementregulation oder einer
Uberschiel3enden Komplement-Aktivierung einhergehen. Haufig sind die Komplement-Regu-
latoren betroffen. Mutationen in den Regulator-Genen oder Antikorper gegen Regulatoren,
zum Beispiel gegen CFH, fuhren zu Erkrankungen wie dem atypischen h&molytisch-urami-
schen Syndrom (HUS) (3), einer C3-Glomerulonephritis oder einer membranoproliferativen
Glomerulonephritis (MPGN). Zusatzlich existieren viele renale Erkrankungen, bei der die Akti-
vierung des Komplementsystems durch die stark zellzerstérende Wirkung zu einem Gewebe-
schaden fuhren kann, wie zum Beispiel ein systemischer Lupus erythemathodes oder eine

membrandse Glomerulonephritis (siehe 2.3.1).

2.1.4 Systemische und lokale Bildung von Komplement-Komponenten

Die Bildung der Komplement-Komponenten findet in erster Linie in der Leber statt und die
I6slichen Komponenten zirkulieren anschlieend im Blut. In den letzten Jahren konnte aber
auch gezeigt werden, dass eine lokale Komplement-Produktion in bestimmten Organen wie
der Niere, dem Gehirn, dem Darm und anderen eine bedeutsame Rolle bei der Entstehung
verschiedener Komplement-vermittelter Erkrankungen spielt (4-11). Vor allem in der Niere
konnte sowohl bei gesunden, als auch bei erkrankten Probanden die lokale Produktion von

Komplement-Komponenten nachgewiesen werden (12-17). Vollig unklar ist, welchen Anteil
9



die verschiedenen Zelltypen der Niere jeweils an der lokalen Komplement-Produktion haben
und welcher Schaden in den unterschiedlichen Zelltypen durch eine lokale Aktivierung gesetzt
wird. Entscheidend ist hierbei aber auch der Anteil und der Einfluss der regulierenden Kom-
plement-Faktoren, welche ebenfalls in der Niere gebildet werden (18-20). Daher gewinnt die
differenzierte Untersuchung der lokalen zellspezifischen Produktion einzelner Komplement-
Bestandteile und der Auswirkung der lokalen Komplement-Aktivierung zunehmend an Bedeu-
tung.

Zusatzlich zur Beteiligung an einer Komplement-Reaktion konnte vor kurzem gezeigt werden,
dass lokal produzierte Komplement-Komponenten weitere Aufgaben haben. So tragt C3a, wel-
ches von T-Zellen sezerniert wird und anschlieRend wieder an Rezeptoren (C3a-Rezeptor) auf

der Oberflache von T-Zellen bindet, zur Differenzierung und Proliferation der T-Zellen bei (21).

Die Bildung von Komplement-Komponenten im Glomerulum war dabei bereits Gegenstand
einiger weniger Studien. In Zellkultur-Studien aus Priméarkulturen wurde gezeigt, dass mesan-
giale, glomerulare endotheliale Zellen und auch Podozyten in der Lage sind C3, C4 und den
Komplement-Faktor B zu bilden (22-26). Einige Studien demonstrierten die Wichtigkeit der
lokalen Produktion der zentralen Komplement-Komponente C3 im Rahmen der Immunkom-
plex-induzierten Glomerulonephritis (13) aber auch bei Erkrankungen wie der membrandsen
Glomerulonephritis (27). Im Mausmodell trug die lokale Komplementsynthese wesentlich zum
entstehenden Schaden bei einer experimentell induzierten Proteinurie bei (28). Zusatzlich zu
den aktivierenden Faktoren, spielen aber auch regulierende Faktoren eine wichtige Rolle. In
gesunden und erkrankten Glomeruli erfolgte ein Nachweis der Expression der Membran-stén-
digen Regulatoren CD46, CD55 und CD59 (18, 19). Auch die Bildung von CFH wurde in Glo-
meruli (20) und den Tubuli gezeigt (19).

C3 spielt eine zentrale Rolle in allen Aktivierungswegen des Komplementsystems. Seine spon-
tane Zersetzung erfolgt vor allem im alternativen Weg und kann daher ungehemmt fortlaufen,
so lang keine Regulatoren eingreifen kénnen. CFH ist damit im alternativen Komplement-Ak-
tivierungsweg der wichtigste Gegenspieler. Membran-standige Regulatoren werden auf der
Oberflache von nahezu allen Kdrper-Zellen exprimiert. Fur CFH liegt der wesentliche Bildungs-
ort vor allem in der Leber. Da der Podozyt keinen Kontakt zu im Serum zirkulierenden CFH

hat, war die Annahme dieser Arbeit, dass er auf seine eigensténdige Bildung angewiesen ist.

2.2 Aufbau und Funktion des Glomerulums und des Podozyten

2.2.1 Lage des Podozyten im Glomerulum

Das Glomerulum (= Nieren-Kdrperchen) ist besonders haufig von Komplement-aktivierenden
Erkrankungen betroffen. Der Grund fiir diese besondere Empfindlichkeit konnte bis heute nicht
10



vollstandig geklart werden. Das Glomerulum ist der Filtrationsapparat der Niere und setzt sich
im Wesentlichen aus drei Schichten zusammen (Abbildung 3): der glomerularen Endothel-
zelle, welche die glomerulare Kapillare auskleidet, der glomerularen Basalmembran (GBM),
und dem auf3en auf der Urinseite aufsitzenden Podozyten. Der Podozyt steht damit Giber den
Urin im Kontakt mit der AuRenseite und kann von eindringenden Mikroorganismen direkt be-
troffen sein.

Albumin

| Glomerulére Kapillare |

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Glomerulums und Entstehung einer
Proteinurie. A: Die Kapillare eines Glomerulums wird von einem gefensterten Endothel ausgekleidet
(Blut-Seite), welches auf der glomeruléren Basalmembran liegt. Der Podozyt sitzt auf3en auf der Kapil-
lare auf (Urin-Seite) und bildet FuR3fortsatze aus. Die FuR¥fortsatze benachbarter Podozyten greifen
ReilRverschluss-artig ineinander und bilden die podozytare Schlitzmembran. Fiur die Funktion des Glo-
merulums ist die Aufrechterhaltung der Architektur der Podozyten von entscheidender Bedeutung. B:
Kommt es zu einer Schadigung des Podozyten, so resultiert ein Verschmelzen der FuRRfortsatze
(effacement) und es entsteht eine Proteinurie (Verlust von Albumin und anderen Proteinen lber den

Urin) (29) (Bilder adaptiert und mit freundlicher Genehmigung von E. Hoxha).

2.2.2 Filtrationsfunktion des Podozyten und Entstehung einer Proteinurie

Podozyten bilden mit ihrer Schlitzmembran einen entscheidenden Teil des glomerularen Fil-
terapparates und verhindern den Verlust von Albumin und andere Plasmaproteinen. Sie bilden
zwischen ihren interdigitierenden FuR3fortsétzen eine hochkomplexe Zell-Zell-Kontaktstelle, die
Schlitzmembran, aus. Gemeinsam mit dem Kapillarendothel und der glomeruldren Basal-
membran bildet sie eine effektive Barriere fir hochmolekulare Substanzen aus dem Blut (29).
Die Schlitzmembran stellt sich als elektronendichte, rei3verschlussartige Struktur dar und ist
aus diversen trans-membranaren Molekilen (Nephrin, Nephl, p-Cadherin und FAT) zusam-

mengesetzt, die Uber Podocin und CD2AP am Aktin-Zytoskelett der Podozyten verankert sind.
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Werden Podozyten verletzt, so erfahren sie eine hochgradige Veranderung ihres Aktin-
Zytoskeletts und zeigen dadurch das Bild der Ful3fortsatzverbreiterung. Durch diese Verande-
rungen wird die komplexe renale Filtrationsbarriere gestdrt und es kommt zur Proteinurie.
Diese FulR¥fortsatzverbreiterung kann nur elektronenmikroskopisch gesehen werden und wird
als effacement bezeichnet. Bei einigen proteinurischen Erkrankungen ist dieses effacement
der einzige erkennbare pathologische Befund und wird deshalb als Minimal Changes Disease
bezeichnet. Trotz dieser kaum erkennbaren Veranderung kann eine schwerwiegende Erkran-
kung, das nephrotische Syndrom, mit der Entwicklung einer Hypalbuminamie und massiven
Odemen, entstehen. Diese Erkrankung, bei der ausschlieRlich Podozyten betroffen scheinen,
verdeutlicht die Wichtigkeit der Podozyten an der Filtrationsbarriere. Die Aufrechterhaltung der
spezialisierten Architektur des Podozyten ist daher wesentlich fur die glomerulére Filtrations-
funktion verantwortlich (30-32). Eine gestoérte Filtrationsfunktion flhrt zu einem vermehrten
Auftreten von Serumbestandteilen im Urin, dadurch kénnen weitere Nierenzellen, zum Beispiel
Tubuluszellen, geschadigt werden (33). Durch diese Schadigung entstehen weitere akute und
chronische Veranderungen in der Niere, welche die Nieren-Funktion beeintrachtigen und die

Prognose der Erkrankung massiv verschlechtern kénnen (33).

Haufig fuhren auch Komplement-vermittelte Nierenerkrankungen (siehe 2.3) zu einer Beein-
trachtigung der Filtrationsbarriere. Zum Teil entsteht eine Proteinurie bereits ganz zu Beginn

der Erkrankung und ist dann das erste erkennbare Symptom.

2.2.3 Sekretion durch Podozyten

Es ist bereits bekannt, dass Podozyten neben ihrer ,mechanischen Aufgabe der Regulation
der Filtration eine Rolle als sezernierende Zellen spielen kdnnen. Hierbei scheint die Kommu-
nikation zwischen Podozyten und anderen Zellen (crosstalk), aber auch der Podozyten unter-
einander von Bedeutung zu sein. Der Podozyt sezerniert unter anderem den Vascular en-
dothelial growth Factor A (VEGF A), welcher fir die Differenzierung von Mesangiumzellen, fir
die Beweglichkeit von Endothelzellen und fur die Entwicklung des Glomerulums von es-

sentieller Bedeutung ist (34-36).

AulRerdem scheinen Podozyten Uber Neuronen-artige funktionell aktive ,synaptische“ Vesikel
zu verfugen (37, 38), und &hnlich den Neuronen, dariber miteinander zu kommunizieren (39).
Es ware daher durchaus denkbar, dass auch eine Sekretion von verschiedensten Proteinen
durch den Podozyten, der Sekretion von Neurotransmittern durch Neuronen sehr d&hnlich sein
konnte. Daher wurde in einem Teil dieses Projektes der Sekretionsmechanismus und die intra-
zellulare Lokalisierung (Golgi-Apparat, endoplasmatisches Retikulum) sowie die Assoziation

mit Bestandteilen neuronaler Vesikel untersucht.
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2.3 Komplement-assoziierte Glomerulonephritis

Das Komplementsystem ist ein essentieller Bestandteil der angeborenen Immunabwehr. Es
spielt aber auch bei zahlreichen glomeruldren Erkrankungen eine wichtige Rolle. Diese Er-
krankungen kénnen zum einen durch eine verstarkte Aktivierung des Komplementsystems,
zum anderen aber auch durch eine verminderte Regulation des Systems ausgel6st werden.
Es kdnnen verschiedene Ursachen (z.B. Gen-Mutationen, Auftreten von Antikérpern) fur eine
verstarkte Aktivierung oder eine verminderte Regulation verantwortlich sein. Das Komplement-
system kann dabei primar beteiligt sein, d.h. die Komplement-Aktivierung verursacht direkt die
auftretende Gewebe-Zerstorung und damit die Erkrankung. Das Komplementsystem kann
aber auch sekundar aktiviert werden, zum Beispiel nach einer anderweitig verursachten Scha-
digung und dann den bereits entstandenen Schaden noch weiter verschlechtern. In den
meisten Fallen sind die Ubergénge hier jedoch flieRend, und der primare und sekundare Anteil
des Komplementsystems an einer Erkrankung ist nicht klar zu trennen. Zudem kann man zwi-
schen Erkrankungen unterscheiden, bei denen die Aktivierung des Komplementsystems pri-
mar lokal in der Niere ablauft (z.B. membrantse Glomerulonephritis) und Erkrankungen, bei
denen es zu einer systemischen Komplement-Aktivierung kommt. Das Glomerulum ist dann
auf Grund seiner erhdhten Vulnerabilitat betroffen (z.B. membranoproliferative Glomerulone-

phritis, atypisches hamolytisch-uramisches Syndrom, C3-Glomerulopathie).

In diesen Experimenten sollte die Rolle des Podozyten in der Komplement-assoziierten Glo-
merulonephritis allgemein untersucht werden. Zum einen spielt der Schaden am Podozyten
selbst eine wichtige Rolle, zum anderen wollte ich den Einfluss des Podozyten auf die lokale
Komplementreaktion analysieren. Diese beiden Mechanismen spielen vermutlich bei allen die-
ser Komplement-assoziierten Erkrankungen eine Rolle. Der Fokus dieser Arbeit wurde aber
auf zwei wichtige glomerulére Erkrankungen gelegt. Bei der membranésen Glomerulonephritis
kommt es lokal zu einer Komplement-Aktivierung und Schadigung am Podozyten direkt. Beim
atypischen ha&molytisch-urdmischen Syndrom fiihrt eine systemisch ablaufende Aktivierung

vor allem zu einer renalen Schéadigung.

2.3.1 Membranése Glomerulonephritis

Bei der membrandsen Glomerulonephritis (MGN) steht der Podozyt im Mittelpunkt der Erkran-
kung. Das erste Symptom der Erkrankung ist in der Regel das Auftreten einer Proteinurie un-
terschiedlichen Ausmalf3es. Bei Erwachsenen lassen sich in 80-85% (40), bei Kindern in etwa
50% (41) der Falle AntikGrper nachweisen, welche gegen Antigene auf Podozyten gerichtet

sind. Es kommt im Glomerulum zur Bindung der Antikérper an den Podozyten, zur Entstehung
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von subepithelialer Anhaufung von Antikérpern und Antigenen und zu einer Aktivierung des
Komplementsystems (42, 43) unterhalb des Podozyten. Es ist, ahnlich wie bei anderen glo-
meruléren Erkrankungen umstritten ob das Komplementsystem ursachlich an der Krankheits-
entstehung beteiligt ist oder eher eine sekundare Rolle spielt. In den subepithelialen Immun-
depots lasst sich vorwiegend der Subtyp IgG4 als Antikorper nachweisen (44). IgG4 allein ist
nicht in der Lage das Komplementsystem uber den klassischen Weg zu aktivieren. Daher
scheint vor allem die Aktivierung tber den alternativen Weg von Bedeutung bei der Entwick-
lung der MGN zu sein (45). Unabhéngig von der Art der Aktivierung und der Ursache der
Krankheitsentstehung scheint aber das Komplementsystem an dem verursachten Schaden in

der Niere und insbesondere am Podozyten verantwortlich zu sein.

2.3.2 Hamolytisch-uramisches Syndrom

Das hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) ist durch die Symptom-Trias Thrombopenie, Ana-
mie und akutes Nierenversagen gekennzeichnet. Die Erkrankung wird durch das Auftreten
einer thrombotischen Mikroangiopathie verursacht, welche vor allem die glomerularen Kapil-
laren betrifft. In den meisten Fallen spielt hierbei eine Infektion mit einem Shigatoxin-produzie-
renden E.coli eine Rolle (sogenanntes typisches HUS). Das Shigatoxin kann Podozyten direkt
schadigen (46), aber auch das Komplementsystem aktivieren (47, 48). Beim Komplement-
assoziierten (oder atypischen HUS) ist keine Infektion mit einem E.coli nachweisbar. In der
Regel liegen genetische Defekte der Komplement-Regulation zu Grunde. Ursachen hierfur
kénnen zum Beispiel loss of function- Mutationen fir CFH, CFl oder CD46 oder aber das Auf-
treten von Autoantikérpern gegen CFH sein (49, 50). Die Erkrankung setzt entweder spontan
(idiopathisch) ein, kann aber auch durch einen banalen ,Trigger* wie eine respiratorische In-
fektion oder einem Magen-Darm-Infekt mit einem nicht Shigatoxin produzierenden Keim auf-
treten (51). Beide Formen des HUS verursachen einen Endothelzellschaden, der vor allem die
glomeruléaren Gefalde betrifft und zu einer thrombotischen Mikroangiopathie fihrt. Daher wird
das HUS primér als eine Erkrankung der Endothelzelle angesehen, dennoch zeigt sich eine
Proteinurie und damit eine Beteiligung des Podozyten in einer sehr frihen Phase in der Er-
krankung (52). Die durch die Komplement-Aktivierung verursachte Schadigung am Podozyten

kann wesentlich zur Verschlechterung beitragen (53).
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3 Zielsetzung

Da Patienten mit einer Komplement-assoziierten Nierenerkrankung, wie der MGN, als erstes
Symptom eine Proteinurie entwickeln, der Schaden also zunachst am Podozyten auftritt,
wurde der Podozyt in den Mittelpunkt dieser Arbeit gestellt.

In diesen Experimenten sollte gezeigt werden, wie das Komplementsystem dem Podozyten
schaden kann. AuRerdem war ich interessiert daran, mit welchen Mitteln sich Podozyten ge-
gen einen Komplementangriff wehren kdnnen, also welche Komplement-Regulatoren sie ex-
primieren, und ob diese auch funktionell aktiv sind. Da der Komplement-Faktor H (CFH) eine
sehr zentrale Rolle in der Komplement-Regulation im alternativen Aktivierungsweg spielt,
wurde vor allem die Expression und Sekretion von CFH fokussiert. Auf3erdem scheint die lo-
kale Komplementsynthese bei zahlreichen Komplement-vermittelten Nierenerkrankungen
wichtig zu sein. Daher wollten ich wissen, ob der Podozyt in der Lage ist, nicht nur regulierend,
sondern auch aktivierend in die glomerulare Komplement-Aktivierung einzugreifen. Aus die-
sem Grund wurde die Fahigkeit der Podozyten untersucht, aktivierende Komplement-Faktoren
zu bilden und an die Umgebung abzugeben. In diesen Untersuchungen lag die Konzentration
dabei vor allem auf der Komplement-Komponente C3, da C3 eine zentrale Rolle bei der Akti-

vierung des Komplementsystems Uber alle drei Wege spielt.

Insgesamt sollte mit dieser Arbeit gezeigt werden, welche Rolle Podozyten in der Komplement-

assoziierten Glomerulonephritis spielen kénnen.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Verbrauchsmaterial, Losungen, Kits, Chemikalien und Geréte

Verbrauchsmaterial

Firma

53 um Cellstrainer

BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA

100 um Cellstrainer

BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA

48-well Plates

Sarstedt, Nimbrecht, GER

50 ml Reaktionsgefald

Greiner, Kremsminster, AUT

96-well Mikrotiterplatte

Sarstedt, Nimbrecht, GER

BD Microfine +30G

BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA

Butterfly

Sarstedt, Nimbrecht, GER

Deckglaser, 13 mm, rund

Marienfeld, VWR, Radnor, PA, USA

Deckglaser, 25 mm, eckig

Marienfeld, VWR, Radnor, PA, USA

Einfrier-R6hrchen

Sarstedt, Nimbrecht, GER

FACS-R6hrchen

BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA

Immobilon FL-Membran

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

Multistix

Siemens, Minchen, GER

Objekttrager

Marienfeld, VWR, Radnor, PA, USA

Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA

Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht, GER

Serum-Monovetten

Sarstedt, Nimbrecht, GER

Spritzen 2 ml

Braun, Frankfurt, GER

TC- Schale 100, Cell+

Sarstedt, Nimbrecht, GER

TC-Flasche T75, Cell+, Bel. Kap.

Sarstedt, Nimbrecht, GER

TC-Flasche T75, Cell+, Bel. Kap.

Sarstedt, Nimbrecht, GER

TC-Platte 6-well standard

Sarstedt, Nimbrecht, GER

Tissue Tek Compound Einbettmedium

Tissue Tek, VWR, Radnor, PA, USA,

Tubes 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf, Hamburg, GER

Wattetupfer

Meditrade, Kiefersfelden, GER

Westernblot Schwamme

Biorad, Hercules, CA, USA

Zellschaber 16 cm

Sarstedt, Nimbrecht, GER

Tabelle 1: Verbrauchsmaterial
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Chemikalien und Reagenzien

Firma

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Gibco, Life Technologies, Darmstadt, GER

Trizma Base

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Agarose

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Aqua ad iniectabilia

Braun, Frankfurt, GER

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Calyculin-A

Vector, Youngstown, OH, USA

Complete 25x

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

DTT Roth, Karlsruhe, GER
EDTA Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA
Eisessig Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

Ethanol 100%

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

Ethidiumbromid

Life Technologies, Darmstadt, GER

Formalin

Life Technologies, Darmstadt, GER

Glyzin

Roth, Karlsruhe, GER

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)

Gibco, Life Technologies, Darmstadt, GER

Methanol 100%

Roth, Karlsruhe, GER

Methanol 100%

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

MOPS Biomol, Hamburg, GER
Na2EDTA Merck-Millipore, Burlington, MA, USA
NacCl 0,9% Braun, Frankfurt, GER

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe, GER

Natriumfluorid (NaF)

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

Natriumvanadat (NaVO3)

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

Paraformaldehyd

Thermo Fischer, Waltham, MA, USA

PBS

Lonza, Basel, CH

Tissue Protein Extraction Reagent

Thermo Fischer, Waltham, MA, USA

Trisaminomethan (Tris)

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Tween 20

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Citraconsaureanhydrid

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Dako antibody diluting reagent

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Dako Blocking Reagent

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Fluoromount

Southern Biotech, Mirmingham, AL, USA
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Isofluran

Abbvie, North Chicago, IL, USA

Kollagenase 1A

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Magnetische Beads (Dynabeads)

Thermo Fischer, Waltham, MA, USA

Succrose

Serva, Heidelberg, GER

Triton X-100

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Medium Zellkultur

Firma

RPMI 1640 with L-Glutamine

Gibco, Life Technologies, Darmstadt, GER

0,05% Trypsin-EDTA

Life Technologies, Darmstadt, GER

DMSO (Dimethyl Sulfoxide)

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

EGM-2 BulletKit

Lonza, Basel, CH

Endothelial Basal Medium 2 [EBM-2]

Lonza, Basel, CH

Fetal Bovine Serum

Gibco, Life Technologies, Darmstadt, GER

ITS (100x insulin, transferrin, selenium)

Pan-Biotech, Aidenbach, GER

Penicillin-Streptomycin

Life Technologies, Darmstadt, GER

rat tail collagen type |

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

Tabelle 3: Nahrmedium Zellkultur

Stimulantien und Toxine

Firma

Brefeldin A

Life Technologies, Darmstadt, GER

Doxorubicin-Losung 2mg/ml = Adriamycin

UKE Apotheke

Interferon Gamma

R&D Systems, Wiesbaden, GER

Puromycin Aminonukleosid

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Tabelle 4: Verwendete Stimulantien und Toxine

Proteine, Serum, Antikdrper

Firma

anti-CD46 (GB24, 1gG1)

J.P.Atkinson (Washington University)

anti-CD55 (BRIC216, IgG1)

NHS Blood and Transplant, UK

anti-CD55 (BRIC216, 1gG1)

NHS Blood and Transplant, UK

Normales Humanserum

Laborpersonal

rC3b

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

rCFH

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA
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rCFI

Merck-Millipore, Burlington, MA, USA

normales Serum Schwein

Dianova, Hamburg, GER

Tabelle 5: Verwendete Proteine, Seren, Antikdrper

Kommerzielle Assays und Kits

Firma

100bp DNA ladder

Biomol, Hamburg, GER

Affymetrix Quantigene View RNA

Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

FACS Clean BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
FACS Flow BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
FACS Rinse BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA
Albumin-ELISA Bethyl Laboratories, Sigma-Aldrich, Carlsbad,

CA, USA

SYBRgreen PCR

Eurogentec, Luttich, BEL

Dream Tag Polymerase-set

Fermentas, Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA

Kreatinin-Bestimmung

Hengler Analytik, Steinbach, GER

complete Mini Inhibitor Cocktail

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

NUuPAGE 4-12% Bis-Tris Gel 1.0mm, 15well

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Tissue Protein Extraction buffer

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

5x Puffer PCR

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

dNTPs

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Random Hexamer Primer

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Reverse Transkriptase

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

RNAse out

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

cDNA synthesis kit

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

SeeBlue Plus2 prestained Standard

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Odyssey Blocking Buffer

Li-Cor Biosciences, Lincoln, NB, USA

Nucleo Spin RNA

Machery-Nagel, Duren, GER

C3 Konvertase

MicroVue, Quidel, San Diego, CA, USA

LDH Cytotoxicity Kit

Pierce, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

96well Testplatten PCR

Sarstedt, NUmbrecht, GER

Kreatinin (Standard)

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

ImmEdge Pen

Vector, Youngstown, OH, USA

Tabelle 6: Verwendete Assays und Kits
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Gerate

Firma

Brutschranke 33 und 38°C

Heraeus, Hanau, GER

Zentrifuge 5417R

Eppendorf, Hamburg, GER

Dampfgarer

Braun, Frankfurt, GER

Einfrierhilfe

Sigma-Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Einmalskalpelle

Braun, Frankfurt, GER

Elektrophorese Power supply

Pharmacia Biotec, Piscataway, NJ, USA

Gefrierschrank -20°C

Privileg, Stuttgart, GER

Gefrierschrank -80°C

Privileg, Stuttgart, GER

Gelgiel3station

PeqLab, VWR, Radnor, PA, USA

Gelkammer

PeqLab, VWR, Radnor, PA, USA

Glas-Homogenisierer

OMNI, Seattle, WA, USA

Isofluran-Narkose-Kammer

Volker, Kaltenkirchen, GER

Klemme

F.S.T., Freudenberg, GER

Kryotom

Leica, Wetzlar, GER

Kuhlplatte COP30

Medite, Burgdorf, GER

Kihlschrank -20°C

Privileg, Stuttgart, GER

Kihlschrank 4°C

Privileg, Stuttgart, GER

Kihlschrank -80°C

Privileg, Stuttgart, GER

Leica TCS SP5

Leica Biosystems, Nussloch, GER

LSR Il Flow Cytometer

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Magnetic Microparticel Concentrator

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Mausekafige

Bioscape, Otterndorf, GER

Mikroplate reader EL808

BIOTEK, Winooski, VT, USA

Mikroskop IM 35

Zeiss, Jena, GER

Mikroskop Perfusion

Zeiss, Jena, GER

Mikrotom Leica RM2255

Leica Biosystems, Nussloch, GER

Mikrowelle

Clatronic, Kempen, GER

MiniSpin

Eppendorf, Hamburg, GER

Nanodrop ND-1000
spectrophotometer

Thermo Fischer, Waltham, MA, USA

Novex MiniCell

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Odyssey® ClIx Blot Scanner

Li-Cor Biosciences, Lincoln, NB, USA

Personal Thermocycler

Biometra, Géttingen GER

ph-Meter

WTW, Weilheim, GER

Pinzette

F.S.T., Freudenberg, GER
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Pipetus Hirschmann, Morfelden-Walldorf, GER
Rattenkafige Bioscape, Castrop-Rauxel, GER
Rocky 3D Wipptisch Froebel, Lindau, GER

Schere F.S.T., Freudenberg, GER.

StepOne gPCR System

Thermo Fischer, Waltham, MA, USA

Stoffwechselké&fig Sammelplatte

96well Mikrotiter Testplatten

Stoffwechselkéafige-Deckel

Eigenkonstruktion

Stoppuhr

Roth, Karlsruhe, GER

Taumelrollschittler RM5 30V

CAT, Ballrechten-Dottingen, GER

Thermocycler

Biometra, Gottingen, GER

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, GER

Trans-Blot® Turbo™

BioRad, Hercules, CA, USA

UV-Lampe und Kamera 365nm

Alphalmager Mini Cell Biosciences, Protein-
simple, San Jose, CA, USA

Vortex VF 2

Janke & Kunkel, Staufen, GER

Waage SBA 41

Scaltec, Gottingen, GER

Waage Tierstall

Acculab, Bradford, MA, USA

Warmematte Sanitas, Kaunas, LIT
Wasserbad Kéttermann, Utze, GER
Werkbank Heraeus, Hanau, GER

WesternBlot XCell Secure Lock

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Zentrifuge, Multifuge 3 S-R

DJB Labcare, Buckinghamshire, UK

Tabelle 7: Verwendete Gerate

4.1.2 Verwendete Puffer und Zusammensetzung

Pufferlésungen

Zusammensetzung

AP-Puffer

20 mM HEPES
10 mM EGTA
144 mM NacCl
7 mM MgCl2
pH 7.4

Blotpuffer

192 mM Glycin
50mM Tris
ad 1L H20
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Ladepuffer Western Blot (4xSDS)

40 % Glycerol

240 mM Tris/HCI (pH 6,8)
8 % SDS

0,04 % Bromphenol blau
5 % B-Mercaptoethanol
0,4MDTT

Ad H20

Lysepuffer Westernblot

1 x Complete 25x

1 mM Natriumvanadat
1 mM Natriumfluorid

1 mM Caliculin A

ad T-PER

TAE-Puffer 50x

2429 Tris in 500ml H20
100ml Na2EDTA

57,1 ml Eisessig

MOPS-Puffer

50mM MOPS
50mM Tris
0,1% SDS
1mM EDTA

Tabelle 8: verwendete Puffer und Herstellung

4.1.3 Verwendete Antikdrpe

r

Antikdrper Immunfluoreszenz | Spezies Firma

Primarantikodrper

Cc2 Kaninchen Pierce, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
C3 Ziege Pierce, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
C5 Kaninchen Abcam, Cambridge, UK

CFH Ziege Calbiochem, Schwalbach

Giantin Kaninchen Sigma Aldrich, Carlsbad, CA, USA

C5b-9 Kaninchen Abcam, Cambridge, UK

CD46 Kaninchen Santa Cruz, Dallas, TX, USA

CD55 Ziege R&D Systems, Minneapolis, USA

CD59 Ratte Abd Serotec, Oxford, UK

Laminin Kaninchen Sigma Aldrich, Carlsbad, CA, USA

Nephrin Meerschwein Progene, Heidelberg, GER
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Synaptobrevin

Kaninchen

Santa Cruz, Dallas, TX, USA

Tubulin

Kaninchen

Cell signalling, Danvers, MS, USA

Sekundérantikorper/Farbungen

anti Kaninchen

anti Ziege
Alexa fluor 488/555/647 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
anti Ratte
anti Meerschwein
Dapi Vector, Youngstown, OH, USA
Draqg5 Cell signalling, Danvers, MS, USA
Alexa Fluor Phalloidin Invitrogen
Tabelle 9: Antikdrper Immunfluoreszenz
Antikdrper Westernblot Spezies Firma
Priméarantikorper
c2 _ Pierce, Thermo Scientific, Waltham, MA,
Kaninchen USA
c3 . Pierce, Thermo Scientific, Waltham, MA,
Ziege USA
C5 Kaninchen Abcam, Cambridge, UK
CFH Ziege Calbiochem,Schwalbach
Fakior B Kaninchen Eig::e, Thermo Scientific, Waltham, MA,
Properdin Maus Pierce, Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA
GAPDH Ziege Santa Cruz, Dallas, TX, USA
Cox 1 Kaninchen Cell signalling, Danvers, MS, USA
PDI Kaninchen Cell signalling, Danvers, MS, USA
Histone H3 Kaninchen Cell signalling, Danvers, MS, USA
Sekundéar-Antikorper:
IRDye 680RD anti-Kaninchen | Abcam, Cambridge, UK
IRDye 800CW anti-Ziege Abcam, Cambridge,UK
IRDye 800CW Anti-Maus Abcam, Cambridge, UK

Tabelle 10: Antikdrper Westernblot

Antikdrper DurchfluBzytometrie Spezies

Firma

Primérantikorper
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CD46 Kaninchen Santa Cruz, Dallas, TX, USA
CD55 Ziege R&D Systems, Minneapolis, USA
CD59 Ratte Abd Serotec, Oxford, UK
C3c FITC Ziege Abcam, Cambridge, UK
Sekundar-Antikorper:
anti Ziege
Alexa fluor 488 anti Kaninchen Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
anti Ratte
Alexa Fluor 780 (live/dead staining) Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Tabelle 11: Antikdrper DurchfluRzytometrie

4.1.4 Verwendete Primer und Sonden

Alle verwendeten Primer wurden mit Hilfe von Primer3 (http://www.primer3.ut.ee/) entworfen
und erstellt. Die verwendete Sequenz stammte aus der NCBI/ Pubmed-Bibliothek
(https:/iwww.ncbi.nim.nih.gov/gene). Die Herstellung der Primer erfolgte Uber Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA.

4.1.4.1 Primer konventionelle PCR

Clq forward

CAGGGATAAAAGGAGAGAAAGG

Clqreverse

TGGCGTGGTAGGTGAAGTAGTA

C1r forward GATCTATGCCAACGGGAAGA

C1r reverse CATTCTTCCAAATGCCCTGT

Cl1s forward AAGAGCGTTTTACGGGGTTT
Clsreverse AATCTCCCCAATCAGTGCAG

C2 forward CCTTGAATGGGAGCAAACTGAAC
C2 reverse GATTGATGTGAAAGTCTCGTGGC
C3 forward GCTGCTCCTGCTACTAACCCA
C3 reverse AAAGGCAGTTCCCTCCACTTT

C4 forward TGCTGCCTCCATCTAGTACA

C4 reverse AGTGTGTGGAAGGGTGGAAG

C5 forward AGTGTGTGGAAGGGTGGAAG

C5 reverse GTTCTCTCGGGCTTCAACAG
Faktor B forward GTGTGACCACCACTCCATGG
Faktor B reverse CCATCCTCAGCATCGACTCC

CGACCACGACCTCCTGCTGCTACA
GCTCGGGACTTTGTTGCTTGGGTG
GATGGGCGGCTGGTCTGGCTG
TGCGGCTTCGTGTCTCCTTAG

Faktor D forward
Faktor D reverse
Properdin forward
Properdin reverse

CD55 forward TACTACCCGTCTTCTATCTGGG
CD55 reverse TTTTCAAGAGGTGTAGGTGTGC
CD59 forward ACTGCAAAACAGCCGTCAAT
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CD59 reverse AGGATGTCCCACCATTTTCA
CD46 forward GCTGCTCCAGAGTGTAAAGTGG
CD46 reverse AACAATCACAGCAATGACCC
CR1 forward AGTCATTGTGTCTTGGTTGG
CR1 reverse AGACGAGACAAGTAGTAGATGG
CFH forward ACATTACTTCATTCCCGTTGTC
CFH reverse ATACTCCAGTTTCCCATCCCAA

Tabelle 12: Primer fiir konventionelle PCR

4.1.4.2 Primer quantitative PCR

C2 forward TGCTATCGCTGCTCCTCGAA
C2reverse ATAAGAGTAGGGTTGGCGGC
C3 forward CCAAGAGCTCAAGGTGAGGG
C3 reverse GGAACGGACAACGAGGACTT
C4 forward CAAGACAGAGCAGTGGAGCA
C4 reverse CAAGACAGAGCAGTGGAGCA
CFH forward AGCAGTACCATGCCTCAGAAA
CFH reverse GGATGGCAGGCAACGTCTAT

Tabelle 13: Primer fur qPCR

4.1.4.3 Sonden Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung

Die Herstellung erfolgte Uber Affymetrix (Santa Clara, CA, USA).

CFH NM_009888, Catalogue No VB1-16095
C3 NM_009778, Catalogue No VB1-13781

Tabelle 14: Sonden fur FISH

4.1.5 Verwendete Tiere

Tiere Herkunft der Tiere

Sprague Dawley Ratten Charles River, Wilmington, MA, USA
Balb/C Méause Charles River, Wilmington, MA, USA
C57BI/6 Méause Forschungstierhaltung des UKE

Tabelle 15: Verwendete Tiere und Tierarten
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4.1.6 Software und Programme

Software Firma

Alphalmager Proteinsimple, San Jose, CA, USA
FACS BD Diva BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA
FlowJo Tree Star Inc, Ashland, OR, USA
GraphPad PRISM GraphPad Software, La Jolla, CA, USA
Image J Wayne Rasband

ImageStudio Li-Cor Biosciences, Lincoln, NB, USA
KCJunior (v.1.41.6) BIOTEK, Winooski, VT, USA
Microsoft Office Microsoft

StepOne Thermo Fischer, Waltham, MA, USA

Tabelle 16: Verwendete Software

4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur und Stimulationen
4.2.1.1 Zellkultur
Humane Podozyten

Es wurde eine konditionierte immortalisierte Zelllinie aus humanen Podozyten verwendet, die
aus einer gesunden Niere isoliert wurden (Immortalisierte humane Podozyten von Prof. Dr.
Moin A. Saleem, Children’s Renal Unit and Academic Renal Unit, University of Bristol, South
Mead Hospital, Bristol, (54)). Diese Linie enthalt als Transgen eine temperaturabhangige
Variante des SV40. Dadurch kann die Zelllinie bei 33 °C und 5 % CO., proliferieren. Bei 38 °C
und 5 % CO:, erfolgt die Differenzierung der Zellen fur 10-14 Tage. Das Zellkulturmedium setzt
sich folgendermaf3en zusammen: 500 ml RPMI 1640 Néhrmedium, 50 ml FBS 10%, 5 ml ITS,
5 ml Penicillin/Streptomycin. Der Medium-Wechsel erfolgte alle 2 bis 3 Tage (meistens

Montag, Mittwoch, Freitag) nach mikroskopischer Wachstums- und Kontaminationskontrolle.

Zum Auftauen wurden die Zellen in ein 37 °C warmes Wasserbad gegeben und in einer Fla-
sche mit ausreichend frischem Medium ausgesat, das Medium wurde am Folgetag nach Ab-
setzen und Anheftung der Zellen gewechselt, um das im Einfriermedium enthaltene DMSO
maoglichst schnell zu entfernen. Eine Passagierung der Zellen erfolgte nach Erreichen einer
Konfluenz von 70 bis 80 %. Daflr wurden die adh&renten Kulturen nach einmaligem Waschen
mit PBS mit Trypsin-EDTA (ca. 3 Minuten, 37 °C) von der Unterlage abgeltst. Die enzymati-
sche Aktivitat des Trypsins wurde durch Zugabe von FBS-haltigem Medium gestoppt, die Zel-

len zur Subkultivierung auf mehrere Schalen oder Flaschen aufgeteilt. Fir Versuche wurden
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die Zellen nach dem Trypsinieren ausgezahlt, die gewiinschte Zellzahl (10 cm Schale/ T75-
Flasche: 5 x 10°-1 x 10° Zellen, pro 6-well: 1 - 5x 10%) eingestellt und in ein neues Kulturgefan
Uberfihrt.

Fur die Ausdifferenzierung wurden die Zellen nach dem Erreichen einer Konfluenz von 70 bis
80 % in den 38 °C Brutschrank tberfiihrt.

Fir die Kryokonservierung wurden vitale Zellen trypsiniert, in FBS-haltigem Medium aufge-
nommen und fir 10 Minuten bei 800 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 10 % DMSO/Zellkulturmedium gelodst und in Einfrier-R6hrchen tberfuhrt. Es erfolgte
das stufenweise Einfrieren mit einer Einfrierhilfe bei -80 °C, eine Langzeitlagerung erfolgte in
flissigem Stickstoff.

Blood Outgrowth Endothelial Cells (BOECs)

Fur Vergleiche bezlglich der Expressionsstarke von Komplement-Regulatoren zwischen un-
terschiedlichen Zelltypen wurden sogenannte blood outgrowth endothelial cells (BOECS) ver-
wendet. Diese Versuche wurden im Labor von Prof. Dr. Christoph Licht im Hospital for Sick
Children in Toronto, Kanada, durchgefuhrt (55). Die meisten Schritte (Auftauen, Einfrieren,
Passagieren, Subkultivieren) waren mit der Zellkultur der humanen Podozyten vergleichbar,
im Folgenden wird nur auf die Besonderheiten und Unterschiede zu den Podozyten eingegan-

gen.

Das Medium fir die Endothelzellen setzt sich wie folgt zusammen: 500 ml Endothelial Basal
Medium 2 [EBM-2], EGM-2 BulletKit, (enthalt Wachstumsfaktoren und Hormone), 10 % FBS,
1 % Penicillin/Streptomycin

Die Zellkulturschalen fir die Endothelzellen wurden mit Kollagen beschichtet. Dafiir wurde
Kollagen I in 0,02 M Eisessig geltst und in einer Konzentration von 0,05 mg/ml Giber Nacht auf
den Schalen inkubiert. Im Anschluss wurden die Schalen mit PBS gewaschen und bis zum
Gebrauch im Kihlschrank aufbewahrt. Bei der Zelllinie handelt es sich um eine proliferierende
Zelllinie, es wurden ca. 1 x 10° Zellen pro 10 cm Schale bzw. 1-5 x 10* Zellen pro 6-well
ausgesat, und die Zellen dann ab einer Dichte von ca. 70 bis 80 % verwendet. Die Zellen
wurden bei einer Temperatur von 37°C und 5 % CO; proliferiert. Das Medium der Zellen wurde
jeden zweiten Tag gewechselt. Fir die Experimente wurden Zellen der Passagen 3 bis 14

verwendet.
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3.2.1.2 Stimulation und Zellkultur-Experimente

Fur die Messungen der Expression wurden die Zellen auf 10 cm Schalen ausplattiert und fiir
10 bis 14 Tage ausdifferenziert. Nach Erreichen der Differenzierung (mikroskopische Kon-
trolle) wurden die Zellen mit PBS gewaschen und erhielten fiir 24 Stunden FBS-freies Medium.
Fur die Bestimmung der Konzentrationen aus den Uberstanden in der Zellkultur wurden 10 cm
Schalen mit definierten Zellzahlen nach Erreichen von 70 bis 80 % Konfluenz bei 38 °C diffe-
renziert. Die Schalen wurden dann einmal mit PBS gewaschen und mit exakt 3 ml frischem
FBS-freiem Medium versehen. Die Entnahme erfolgte dann zu den entsprechenden Zeitpunk-
ten aus den Schalen. Fur den Ko-Faktor-Assay Versuch wurde Uberstand nach 48 Stunden

von unstimulierten Podozyten verwendet.

Interferon Gamma und Brefeldin A

Fur die Stimulationsexperimente mit Interferon Gamma (IFNy) wurden die ausdifferenzierten
Zellen einmal mit PBS gewaschen. IFNy wurde in PBS gel6st und mit einer Endkonzentration
von 0,1-100 ng/ml in FBS-freiem Medium verdinnt und zu den Zellen gegeben (4 ml Medium

auf eine 10 cm Schale).

Brefeldin A (BFA) wurde in Ethanol nach Herstellerangaben verdiinnt, und nach dem Waschen
ebenfalls in Nahrmedium in einer Endkonzentration von 5 ng/ml zu den Zellen gegeben. Die
Inkubation mit BFA betrug fiir die Messung im Uberstand 0 bis 8 Stunden, fiir die Untersuchung

in der Immunfluoreszenz 4 Stunden.

Fur die Messung der Komplement-Faktoren-Konzentration im Uberstand wurden nach 12, 24
und 36 Stunden 40 pl Zellkulturiberstand abgenommen. Fir die Messung der Faktoren-Kon-
zentration in den Zellen wurden die Zellen nach Beendigung der Inkubationszeit mit PBS ge-

waschen und anschliel3end geerntet.

Komplement-Aktivierung

Um die Ablagerung und Fixierung von Komplement-Aktivierung auf den Podozyten zu unter-

suchen wurde das Komplementsystem auf den Zellen aktiviert:

Fur die Analyse in der DurchfluRzytometrie wurden die Podozyten mit Trypsin von der Unter-
lage gelost und in 1,5 ml R6éhrchen gefillt. Das Trypsin wurde abzentrifugiert (800 g, 5 Minu-
ten) und die Zellen in FBS-freiem Medium resuspendiert. Das Medium wurde erneut abzentri-
fugiert und die Podozyten mit blockierenden Antikdrpern gegen CD46, CD55 und CD59 be-
handelt (5 pg/ml in FBS-freiem Medium) fur 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dabei erfolgte alle
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5 Minuten ein sanftes Bewegen der Réhrchen, um ein Anhaften an der GefalBwand zu verhin-
dern. Nach der Inkubationszeit wurde das Medium mit den geldsten Antikdrpern durch Zentri-
fugieren entfernt und es erfolgte ein Inkubationsschritt mit 50 % humanem Serum (NHS) in
FBS-freiem Medium. Die Zellen wurden in den Réhrchen fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert,
auch dabei erfolgte alle 5 Minuten ein kurzes Drehen der Gefal3e. Im Anschluss wurden die
Zellen durch Abzentrifugieren und Zugabe von PBS drei Mal gewaschen und anschlieRend
erfolgte die Farbung gegen C3c.

Fiar den Nachweis von C5b-9 und die Beurteilung des Zytoskeletts in der Immunfluoreszenz
erfolgte die Inkubation auf Zellen, die auf Deckglaschen angewachsen waren. Die Deck-
glaschen wurden einmal gewaschen und mit einem Gemisch aus den Antikdrpern gegen CD55
und CD59 (Konzentration 5 pg/ml in serumfreiem Medium) fir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliel3end erfolgte eine Inkubation mit 25 % NHS (in FBS-freiem Medium) far 2
Stunden. Nach drei Mal Waschen mit PBS erfolgte die Fixierung der Zellen mit Paraformalde-

hyd (PFA) 4 % flr die Immunfluoreszenz.

Fur die Bestimmung der Laktat-Dehydrogenase (LDH) -Freisetzung wurden die Zellen in 48
well-Platten ausplattiert. Nach Beendigung der Differenzierung wurden die Zellen einmalig mit
PBS gewaschen und analog zur Inkubation fiir die Durchflu3zytometrie mit einem Antikorper-
Gemisch aus anti-CD46, anti-CD55 und anti-CD59 inkubiert. Bei der LDH-Messung erfolgt die
Messung der Freisetzung von LDH in den Uberstand. Da es sich hierbei um eine photo-
metrische Bestimmung handelt, musste die Konzentration des verwendeten Humanserums
auf 10 % reduziert werden, da der hohe NHS Gehalt ansonsten die photometrische Messung
des LDH-Produktes zu stark beeinflusst hatte. Daher erfolgte der zweite Inkubationsschritt nur
mit 10 % NHS in FBS-freiem Medium bei 37 °C. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand von

den Zellen abgenommen und fur die LDH-Messung verwendet.

4.2.2 Tierversuche
3.2.2.1 Puromycin-induzierte Nephropathie in Ratten und Glomeruli-Gewinnung

Die Ratten wurden in der Forschungstierhaltung des UKE gezilchtet und aufgezogen. Sie er-
hielten eine artgerechte Aufzucht mit freiem Zugang zu Wasser und handelsiiblichem Futter.
Fur die Durchfihrung der Experimente lagen die entsprechenden Genehmigungen vor. Die
Durchfiihrung der Tierversuche erfolgte durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Catherine
Meyer-Schwesinger. Die Analyse und Bestimmung der in dieser gezeigten Arbeit wurden aber
in unserer Arbeitsgruppe durchgefuhrt. Puromycin Aminonukleosid induziert bei Ratten eine

schwere Proteinurie und einen starken glomeruléaren und vor allem podozytaren Schaden. Er-
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wachsene Ratten mit einem Kdrpergewicht von etwa 250 g erhielten eine einzelne Dosis Puro-
mycin-Aminonukleosid (15 mg/100 g Korpergewicht), welches in PBS gelost war. Die Tiere
entwickelten eine starke Proteinurie und wurden am Tag 30 nach Induktion narkotisiert und
getdtet. Die Nieren wurden entnommen, die Kapsel mit einem Skalpell und einer Pinzette ent-
fernt. Die Nierenrinde wurde vom Nierenmark getrennt mechanisch zerkleinert, in PBS aufge-
nommen und durch einen 53 um Filter gedrtickt. Die entstandenen Glomeruli wurden zentrifu-
giert (10 Minuten, 1000 rpm), der Uberstand verworfen und die Glomeruli drei Mal mit 0,5 %
BSA in PBS gewaschen. Die Proben wurden dann in flissigem Stickstoff eingefroren und bei
- 80 °C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt.

3.2.2.2 Adriamycin induzierte Nephropathie in Mausen
Tiermodell

Die Mause wurden in der Forschungstierhaltung des UKE gezlichtet und aufgezogen. Sie er-
hielten eine artgerechte Aufzucht mit freiem Zugang zu Wasser und handelstblichem Futter.
Fur die Durchfihrung der Experimente lagen die entsprechenden Genehmigungen vor.
Adriamycin/Doxorubicin (ADR) ruft bei Balb/C-Mausen ahnlich der PAN in Ratten einen toxi-
schen Schaden in den Podozyten hervor, der in einem Glomerulosklerose-ahnlichen Bild en-
det. Etwa 7 bis 10 Tage nach der Injektion von ADR entwickeln die Tiere eine schwere Pro-

teinurie.

Fur die Adriamycin-induzierte Nephropathie wurden 11 Wochen alte Wildtyp-Balb/C Mause
verwendet. Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn gewogen und Urin im Stoffwechselkafig ge-
wonnen. An Tag 0 erhielten die Tiere 6 pl/g Kérpergewicht der 2 mg/ml Doxorubicin-Losung
intraven®s. Dazu wurden die Tiere in eine Isofluran-Kurznarkose versetzt und das Doxorubicin
retrobulbé@r verabreicht. Zum Aufwachen und Erholen aus der Narkose wurden die Tiere zu-
rack in ihren Kéfig und die Kafige zu einem Drittel auf eine Warmematte gesetzt. Nach Injektion
wurden die Tiere zunachst alle 12 Stunden, spater dann bei unauffalligem Verhalten der Tiere
alle 24 Stunden klinisch beurteilt. Es erfolgte eine Uringewinnung und Wiegen der Tiere an
Tag 3, 7 und 11, sowie das To6ten und die Organentnahme der Tiere am Tag 4, 8 und 12. Fur
die Organentnahme wurden die Tiere erneut mit Isofluran narkotisiert und mit cervikaler Dislo-
kation getotet. Nach dem To6ten wurde der Bauchraum mit einem Y-férmigen Schnitt eréffnet,
Darm und Leber wurden mit einem Wattetupfer vorsichtig auf die Seite geschoben und die
Aorta mit paravertebraler Muskulatur unterhalb der Nierenabgénge mit einer Klemme gegrif-
fen. Unterhalb der Klemme wurden Aorta und Muskulatur durchtrennt und die Aorta bis zum
Zwerchfell mit einer kleinen Schere freiprépariert. Aorta und Leber wurden von dem freiprapa-

rierten Nierenpaket getrennt und die Organe in gekuhltes HBSS gegeben.
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Isolation Glomeruli Maus

Die entnommenen Organpakete wurden in HBSS auf Eis bis zur weiteren Verarbeitung aufbe-
wahrt. Die Nieren wurden mit magnetischen Beads unter einem Mikroskop Uber die Nierenar-
terien perfundiert (durchgefuhrt von Prof. Dr. C. Meyer-Schwesinger). Von den Nieren wurde
ein kleines Stiick (ca. 2-3 mm Polstiick) fir die Histologie entnommen und sofort in kaltem
Formalin fixiert. Die magnetischen Beads bleiben in den Glomeruli hédngen, so kdnnen die
Glomeruli Uber Magnete isoliert werden. Die Nieren werden von Geféal3en, Kapsel und Fettge-
webe befreit und mit einem Skalpell zerkleinert. Die Nierenmischung pro Tier wurde auf zwei
2 ml R6hrchen aufgeteilt, pro Rohrchen mit 1,5 ml 1,2 mg/ml Kollagenase 1A vermischt und
30 Minuten bei 37 °C geschittelt. Die Mischung wurde im Anschluss zweimalig durch einen
100 pm Filter in ein 50 ml Falcon-Réhrchen gedriickt und mit HBSS verdunnt. Die Glomeruli-
Mischung wurde abzentrifugiert und das Pellet erneut auf 2 ml Eppendorf Réhrchen aufgeteilt.
Die Rohrchen wurden an einen Magnetic Microparticel Concentrator geheftet, und der Uber-
stand abgenommen. Das Pellet wurde in 0,05 % BSA/HBSS resuspendiert, und der Kon-
zentrierungsschritt am Magneten insgesamt drei Mal wiederholt. Die Glomeruli aus den ver-
schiedenen Eppendorf Réhrchen aus einem Tier wurden schlieZlich in 1 ml HBSS gesammelt
und die Konzentration der Glomeruli, sowie der Erfolg der Isolation unter dem Mikroskop be-
urteilt. Im Anschluss wurden die Glomeruli erneut zentrifugiert (4000 g, 5 Minuten, 4 °C), der

Uberstand verworfen und das Pellet bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.3 Methoden zur Untersuchung von gewonnenen Proben
4.2.3.1 Westernblot

Far den Westernblot aus der Zellkultur wurden die Zellen zun&chst einmalig mit PBS gewa-
schen, mit einem Zellschaber in einigen Tropfen PBS geerntet und anschliel3end in 1,5 ml
Rohrchen zentrifugiert (5000 g, 15 Minuten, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert. Zur Herstellung eines Proteinlysats wurde ein
Lysepuffer (ca. 100 pl fir 1 x 10° Zellen) aus Tissue Protein Extraction buffer, mit complete
Mini Inhibitor Cocktail (25-fach, 1:25) und 1 mM Calyculin-A, 1 mM NaF, and 1 mM NaVvO3
verwendet. Die Pellets wurden mit dem Puffer vermischt und auf Eis fir 30 Minuten inkubiert.
Das Lysat wurde im Anschluss zentrifugiert und der Uberstand mit 4x Ladepuffer und 0,1 M
DTT 10 Minuten bei 96 °C gekocht. 20 pl der Probe wurden gleichzeitig mit 5 pl SeeBlue Plus2
Marker auf ein NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel 1.0 mm, 15 well, geladen. Fir die Elektrophorese
wurde ein 1x MOPS-Puffer und folgendes Programm verwendet: 15 Minuten 80 V, 15 Minuten

120 V, 60 Minuten 140 V. Nach der Auftrennung wurden die Proteine aus dem Gel auf eine
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Immobilon-FL Membran mittels Elektrophorese Ubertragen. Die Membran wurde zuvor fir 1
Minute mit Methanol aktiviert und kurz mit dH.O gespult. Zwei Schwamme wurden fur den
Transfer ebenfalls in Blot Puffer fir 5 Min. eingeweicht. Fur den Transfer wurde der Trans-
Blot® Turbo™ Transfer System verwendet. Hierbei wird die Membran auf einen der feuchten
Schwéamme gelegt. Darauf wird das Polyacrylamid-Gel gelegt und darauf ein weiterer
Schwamm geschichtet. Durch die Kassette, die hier sowohl als Kathode als auch als Anode
dient, wird fur 30 Minuten eine konstante Spannung von 25V angelegt.

Nach dem Transfer wurden unspezifische Bindungen mit Odyssey Blockpuffer fir 60 Minuten
bei RT geblockt und die Membranen tber Nacht mit dem entsprechenden Antikérper (Verdin-
nung 1:500) in Blockpuffer (+ 0,01 % Tween 20) bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Am n&chsten
Tag wurden die Membranen 4 x 5 Minuten mit PBS (+0,1% Tween = PBST) gewaschen und
anschlielend mit Sekundarantikdrper (Verdinnung 1:10.000, 0,002 % SDS10 %, 0,01 %
Tween20) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach 4 x 5 Minuten wa-

schen mit PBST erfolgte das Einlesen der Membran mit dem Odyssey Clx Blot Scanner.

Fur den Westernblot aus dem Zellkulturiiberstand wurde unverdunnter Uberstand nach 48
Stunden Inkubationszeit von den Zellkulturen abgenommen, mit 4x Ladepuffer versetzt, ge-
kocht und auf das Gel aufgetragen. Als Positivkontrolle wurde Humanserum 0,1-3 % verdinnt
mit PBS, versetzt und gekocht mit 4x Ladepuffer aufgetragen. Als Ladekontrolle fir CFH wurde
rekombinantes CFH verwendet. Fir den Nachweis der Spaltprodukte aus dem Ko-Faktor-As-
say wurden die entsprechenden Losungen ebenfalls mit 4x Ladepuffer versetzt, gekocht und

auf ein Gel aufgetragen.

Fir die Untersuchung der einzelnen Zellfraktionen erfolgte nach Ernte der Zellen auf Eis (ins-
gesamt 5 10 cm- Schalen) mit jeweils 50 pl PBS pro Schale ein erster Zentrifugations-Schritt
fur 10 Minuten bei 1000 rpm, zum Abtrennen des PBS. Danach folgte eine mechanische Zer-
kleinerung auf Eis mit einem Glas-Homogenisierer. Es erfolgte ein zweiter Zentrifugations-
Schritt mit 2400 rpm fur 10 Minuten bei 4 °C, bei dem sich Zellkerne, gro3e Membranbruch-
stiicke und Zellkerne in einem Pellet sammeln. Der Uberstand wurde abgenommen und ent-
héalt zytosolisch geléste Proteine. Das Pellet wurde erneut zerkleinert und der Uberstand (zy-
tosolische Proteine) nach Zentrifugation (1900 rpm, 10 Minuten, 4°C) entnommen. Das Pellet
(Zellkerne, grofe Membranbruchstiicke, endoplasmatisches Retikulum) wurde bei -80°C ein-
gefroren. In einem weiteren Schritt wurde der abgenommene Uberstand erneut zentrifugiert
(121.000 rpm, 10 Minuten, 4 °C) um Zytosol und Mikrovesikelfraktion aufzutrennen. Zytosol
(Uberstand) und Mikrovesikel wurden getrennt voneinander bei —80 °C bis zur Lyse aufbe-

wabhrt. Lyse und Westernblot erfolgten wie oben beschrieben.
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4.2.3.2 Immunfluoreszenz

Fir die Immunfluoreszenz aus den Zellen wurden die Podozyten auf Deckglaschen ausplat-
tiert und bei 38 °C ausdifferenziert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, fir 10 Minuten mit
4% PFA fixiert und erneut mit PBS gewaschen. Der Block unspezifischer Bindungsstellen und
die Permeabilisierung der Zellen erfolgte mit 3 % BSA 0,5 % Triton X-100 in PBS fir 45 Minu-
ten bei Raumtemperatur. Fur die Farbung der Membran-standigen Komplement-Regulatoren
(CD55, CD59 und CD46) erfolgte eine Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen ohne
Zugabe von Triton X-100 um ausschliel3lich Membran-stéandige Regulatoren darzustellen. Die
Permeablisierung wurde dann vor Farbung mit dem Sekundarantikérper und der AlexaFluor-
Phalloidinfarbung in einem Extraschritt nachgeholt. Nach 3 x Waschen mit PBS erfolgte die
Inkubation mit den Primarantikérpern (Verdinnung 1:100 fiir C2, C3, C5, Giantin und C5b-9,
bzw. 1:1000 fir CFH und CD59, 1:50 fiir CD55 und CD46) bei 4 °C Uber Nacht. Nach dem
Waschen erfolgte am nachsten Tag die Inkubation mit den entsprechenden Sekundarantikor-
pern (Verdinnung 1:200 in PBS) fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Bei der Farbung der
Komplement-Regulatoren CD46, CD55 und CD59 erfolgte zudem eine Gegenfarbung des Ak-
tin-Zytoskeletts mit Alexafluor-Phalloidin (Verdinnung 1:200, gemeinsam mit dem Sekun-
darantikorper). Der Sekundarantikérper wurde erneut mit PBS abgewaschen und es erfolgte
eine Inkubation mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (Verdiinnung 1:1000 in PBS) fir 5 Mi-
nuten bei Raumtemperatur. Nach dem Waschen wurden die Deckglaschen mit Fluoromount
eingebettet auf einem Objekttrager fixiert. Die Bilder wurden mit dem Leica TCS SP5 und ei-
nem Objektiv 63x HCX PL APO Lbd. aufgenommen. Eine Bearbeitung der Bilder (isolierte
Bearbeitung der einzelnen Farbkanale in Kontrast und Helligkeit) erfolgte mit Image J. Die
Aufnahmen erfolgten in der University Microscope Imaging Facility (UMIF), University Medical
Center Hamburg-Eppendorf. Die Negativkontrollen wurden ohne die Zugabe der entsprechen-
den Primarantikorper hergestellt.

Fur die Farbung von CFH in der Niere wurden die entnommenen Nierenstlicke Uber Nacht in
Formalin bei 4 °C fixiert und anschliel3end in Paraffin eingebettet. Die Herstellung der Schnitte
erfolgte am Mikrotom (Schnittdicke 2 um). Die hergestellten Schnitte wurden auf Objekttrager
aufgezogen und tber Nacht bei 40 °C getrocknet. Danach erfolgte eine Entparaffinierung und
Rehydrierung der Schnitte. Dafir durchliefen sie folgende Alkoholreihe jeweils 5 Minuten —
Xylol (3x) — Alkohol 100 % (3x) — Alkohol 96 % (2x) — Alkohol 70 % (2x) — dH.0 (2x). Die
Schnitte wurden anschliel3end in Citraconsaureanhydrid in einer feuchten Kammer fir 30 Mi-
nuten gekocht. Die Objekttrager wurden anschlieRend vorsichtig getrocknet und die Schnitte
mithilfe des ImmEdge Pen umrandet. Um die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren
und das Gewebe zu permeabilisieren wurden die Schnitte fir 30 Minuten in 5 % Schweine-
Serum und 0,05 % Triton-X 100 (= Blockpuffer IF) behandelt. Uber Nacht erfolgt die Inkubation
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mit dem Primar-Antikorper (CFH 1:1600, Nephrin 1:100 in Blockpuffer IF) bei 4 °C. Am nachs-
ten Tag wurden die Schnitte 3x mit PBS gewaschen und anschliel3end mit den Sekundé&ranti-
kérpern (1:200 in Blockpuffer IF) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
Nach 3x Waschen erfolgte die Kernfarbung mit Drag5 (1:1000 in PBS) fur 5 Minuten bei Raum-
temperatur im Dunkeln und erneut 3x Waschen mit PBS. Danach wurden die Schnitte mit
Fluoromount und Deckglaschen eingedeckt.

4.2.3.3 Fluoreszenz-in situ Hybridisierung (FISH)

Fur die Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) wurden unbehandelte Wildtyp C57BL/6
Mause getdtet und die Nieren entnommen. Das Gewebe wurde in RNAse freiem 4 % PFA
Uber Nacht bei 4 °C fixiert und in 25 %iger Saccharose-Losung fir zwei Mal 24Stunden bei 4
°C gelagert. Am Kryotom wurden mit Kryotec Gefrierblocke und 14 um Gefrierschnitte erstellt
und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Die FISH erfolgte nach Angaben des
Herstellers: Nach dem Auftauen wurden die Schnitte 60 Minuten bei 60 °C getrocknet. Die
Schnitte wurden mit einem Fettstift umrandet und fur 20 Minuten mit der im Kit enthaltenen
Protease Q bei 40 °C in der feuchten Kammer inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation
mit den von Affymetrix gelieferten Sonden fur 4 Stunden bei 40 °C in der feuchten Kammer,
sowie anschlieBend mit dem Preamplifier, dem Amplifier und dem Label-Probe, nach
Herstellerangaben. Das Signal wurde schlie3lich mit dem Farbstoff FastRed sichtbar gemacht.
Als Negativ-Kontrolle erfolgte eine Inkubation ohne Sonde (No Probe-Control). Nach dem Wa-
schen folgte nun eine Immunfluoreszenzfarbung von Laminin, um Strukturen im Glomerulum
erkennen zu kénnen. Dazu wurden die Schnitte gewaschen und mit DAKO Blockpuffer fir 30
Minuten bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Der anti-Laminin-Antikdrper
(1:100 in DAKO antibody diluting reagent) wurde tber Nacht bei 4 °C auf die Schnitte gegeben.
Der Sekundarantikérper (1:200 in PBS) wurde nach dem Waschen fur eine Stunde auf die
Schnitte gegeben. Es folgten weitere 3 Waschschritte mit PBS und die Inkubation mit DAPI
(1:10.000 in PBS) fur 10 Minuten. Nach dem Waschen wurden die Schnitte getrocknet und mit
Fluoromount eingebettet. Die Darstellung erfolgte am Leica SP5. Die Einstellung erfolgte an
einem Kontroll-Objekttrager und wurde fir alle folgenden Praparate aus einer Versuchsreihe

nicht verandert.

4.2.3.4 DurchfluRzytometrie

Fir die Untersuchung der Oberflachenproteine in der Durchflul3zytometrie wurden die Zellen

mit Trypsin-EDTA von der Oberflache geltst. Aus einer T75 Flasche wurden die ausdifferen-
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zierten Zellen auf sechs 1,5 ml- Réhrchen aufgeteilt. Nach dem Zentrifugieren (700 g, 3 Minu-
ten, Raumtemperatur) wurden die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert. Die Zellen wurden erneut
zentrifugiert und das Pellet mit dem entsprechenden Primérantikdrper (Verdiinnung 1:50
(CD46 und CD55), 1:1000 (CD59) in PBS) fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen (zentrifugiert, Uberstand verworfen und das Pellet
in 1 ml PBS resuspendiert). Um ausschlie3lich lebende Zellen zu beurteilen erfolgte eine
live/dead Farbung (AlexaFluor 780, 1:1000 in PBS) gemeinsam mit der Inkubation des Sekun-
darantikorpers (1:200) lichtgeschiitzt bei 4 °C. Nach erneuten 3 Waschschritten mit PBS er-
folgte eine Fixierung mit 0,5 % PFA in PBS, die Proben wurden in FACS-R6hrchen tberfuhrt
und bis zu Messung im Kihlschrank aufbewahrt. Fir die Berechnung der Kompensation in der

Durchflul3zytometrie wurde

- eine ungefarbten Kontrolle

- eine Positivkontrolle fur die live/dead Farbung (Zellen wurden 5 Minuten bei 65 °C in-
kubiert, dabei wurde etwa die Halfte der Zellen getétet, die Zellen werden dann ohne
Primar- oder Sekundarantikérper, nur mit der live/dead Farbung gefarbt)

- eine Farbung eines positiven Antigens (z.B. CD59, als das am hdchsten exprimierte

Antigen, ohne live/dead Farbung)

verwendet. Die Aufzeichnung der Rohdaten in der DurchfluBzytometrie erfolgte mit der BDiva

Software, die Auswertung und Erstellung der Graphen mit der FlowJo Software.

4.2.3.5 RNA Isolation und cDNA-Synthese

Fur die konventionelle und quantitative PCR aus der Zellkultur wurden die Zellen zunéachst
einmalig mit PBS gewaschen, mit einem Zellschaber in einigen Tropfen PBS geerntet und
anschlieRend zentrifugiert (5000 g, 15 Minuten, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet bis zum Gebrauch bei -80 °C gelagert. Die RNA wurde mit einem RNA-Isola-
tions-Kit (Nucleo Spin RNA) nach Herstellerangaben isoliert. Die RNA- Konzentration und die
Reinheit der Probe wurden anschlieRend mit Hilfe eines NanoDrop bestimmt. 200 ng der RNA
wurden in cDNA umgeschrieben. Hierflir wurde das cDNA Synthese Kit verwendet. 200 ng der
RNA wurden gemeinsam mit 1 pl DNTPs und 1 pl Random Hexamer Primer in insgesamt 12,5
pl destilliertem H>O gemischt und 5 Minuten bei 65 °C inkubiert. Im Anschluss wurden jeweils
4 ul 5x Puffer, 1 pl reverse Transkriptase, 0,5 ul RNAse out zu den Ansatzen gegeben und
gemischt. Die Proben wurden im Anschluss im Thermocycler inkubiert (10 Min 25 °C, 60 Mi-
nuten 42 °C, 15 Minuten 70 °C) und die so gewonnene cDNA danach auf Eis oder im Kihl-

schrank aufbewahrt.
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4.2.3.6 Konventionelle Polymerase Chain Reaction (PCR)

Fur die konventionelle PCR wurden 2 pl der cDNA zusammen mit jeweils 1 pl des 10 uM
primer forward und reverse, 0,5 pul dNTPs, 2 ul 10x Dream Taq Puffer, 0,1 pl Dream Taq und
15,4 ul H20O auf Eis vermischt und die PCR im Thermocycler gestartet 94 °C 2 Minuten; (94 °C
1 Minute, 60 °C 1 Minute, 72 °C 1 Minute) x 34; 72 °C 2 Minuten). Das PCR Produkt wurde
zusammen mit einer 100bp DNA ladder auf ein 1,5 %-Agarose Gel geladen. Das Gel lief dann
30 Minuten bei 120 V in TAE Puffer, die entstandenen Produkte wurden mit UV Licht sichtbar
gemacht.

4.2.3.7 quantitative PCR (gPCR)

Die Real-Time-quantitative-PCR (kurz gPCR) ist ein Verfahren zur Vervielfaltigung von
Nukleinsduren, welche auf der Basis der Polymerasen-Ketten-Reaktion beruht. Die gewon-
nene DNA kann mittels Photometrie quantitativ bestimmt werden. Hierflr wurden in eine gPCR
Platte pro well und zu bestimmendem Gen 1,5 pl der cDNA mit 6,35 pl SYBR green, jeweils
1,25 pl Primer forward/reverse (100 uM in aqua a. i.) und 2,25 pl aqua a. i. vermischt, und in
einem Realtime-Analyzer (StepOne), mit folgendem Programm amplifiziert und sichtbar ge-
macht: 10 Minuten 95 °C, ( 95 °C 15 Sekunden, 60 °C 1 Minute) x 42. Die Einstellungen am

Geréat und die Auswertung erfolgten Uber die StepOne Software.

4.2.3.8 C3a-ELISA

Die Bestimmung der C3a- Konzentration im Uberstand der Zellkultur erfolgte innerhalb von 2
Stunden nach Entnahme des Uberstandes. Die Bestimmung der Konzentration von C3a er-
folgte mit einem Kit nach Herstellerangaben. C3a wurde bei 450 nm in der mitgelieferten Test-
platte mit Hilfe eines Testplatten-Readers ausgelesen. Zur besseren Darstellung und statisti-
schen Auswertung wurde ein Quotient aus der Probe und der unbehandelten Kontrolle gebil-
det.

4.2.3.9 Ko-Faktor-Assay

Im Ko-Faktor Assay wurde die Aktivitat des von den Podozyten in den Uberstand sezernierten
CFHs getestet. CFH ist zusammen mit seinem Ko-Faktor | (CFl) in der Lage aktives C3b zu
spalten. Dabei entstehen Spaltprodukte einer Grof3e von 68 und 43 kDa. Diese kdnnen in

einem Westernblot gegen C3 sichtbar gemacht werden. Zellkulturiiberstand nach 48 Stunden,
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von dem zuvor gezeigt wurde, dass CFH nachweisbar war, wurde enthommen und gemein-
sam mit rekombinantem C3b und rekombinantem CFI in einer Konzentration von 6 pg/ml (C3b)
und 40 pg/ml (CFI) bei 37 °C inkubiert. Aus dem Gemisch wurden zum Zeitpunkt O, nach 5,
15 und 30 Minuten kleine Proben entnommen und sofort mit 4x Ladepuffer fir Bestimmung im
Westernblot bei 96 °C fir 5 Minuten gekocht. Die Proben wurden dann auf das Westernblot-
Gel aufgetragen. Als Positivkontrolle wurde rekombinantes CFH in einer Konzentration von 40
pg/ml eingesetzt.

4.2.3.10 LDH-Messung

Die Messung von LDH erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Zellen wurden wie im obe-
ren Abschnitt beschrieben mit Komplement inkubiert und die Uberstande abgenommen. In
eine 96 well Platte wurden 50 pl/well Uberstand pipettiert und 50 pl der Reaktionssubstanz
zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Zugabe der Stop-
Lésung ein eine Messung der Absorbtion bei 490 und 680 nm. Als Positivkontrolle wurde der
Lysepuffer des Herstellers verwendet, die Podozyten wurden 10 Minuten mit dem Lysepuffer
behandelt und der Uberstand abgenommen. Pro Ansatz wurden Triplets der einzelnen Inku-

bationen verwendet. Die Messung im 96 well erfolgte in Duplikaten.

4.2.3.11 Herstellung normales Humanserum (NHS)

Als Positivkontrolle und zur externen Komplementstimulation wurde Komplement-aktives Se-
rum gesunder Personen verwendet. Dafiir wurden Serum-Monovetten befillt und 10 Minuten
bei 3000 g bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in 1,5 ml Réhrchen ge-
fullt und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.

4.2.3.12 Albuminbestimmung Urin

Die Untersuchung des Urins erfolgte mittels Albumin-ELISA nach Herstellerangaben. Die L6-
sungen (Waschpuffer, Conjugat Diluent, Postcoat-Solution, Coating Buffer) wurden nach An-
weisung hergestellt. Die Urine wurden zun&chst mit Hilfe eines Albuminstixes gemessen und
die Proben entsprechend ihrer Konzentration mit Conjugate Diluent vorverdinnt (siehe
Tabelle 17).
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Ergebnis Urinstix Verdinnung
Negativ/Spur 1:500

+ 1:5000

++ 1:20000

+++ 1:50000
++++ 1:100000

Tabelle 17: Verdinnung der Urinproben entsprechend der Werte im Albumin-Stix

Ein Standard wurde in einer Konzentration von 7,8-1000 ng/ml Albumin hergestellt. Eine 96
well-Platte wurde Uber Nacht mit dem Anti-Albumin-Antikorper (1:100 in Coating Buffer) inku-
biert (4 °C, Schuttler). Am nachsten Tag wurde die Platte 3x mit Waschpuffer gewaschen und
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schdttler mit Postcoat-Solution inkubiert. Nach 3
X Waschen der Platte wurden jeweils 100 ul Standard bzw. Probe zugegeben und fiir ca. 1
Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler inkubiert. Die Platte wurde erneut gewaschen
und das gebundene Albumin mit einem Sekundarantikdrper (1:40.000 in Conjugate Diluent)
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur markiert. Im Anschluss erfolgte weiteres 5 x Waschen und
die Zugabe von 100 pl Substratreagenz fiir 5 Minuten. Durch Zugabe von H3zPO, wurde die
Reaktion gestoppt. Die Platte wurde dann im Testplatten Reader bei 450 nm ausgelesen. Um
Schwankungen durch Konzentrationsunterschiede im Urin auszugleichen erfolgte aus den
gleichen Proben die Bestimmung des Kreatinins. Fir die Auswertung wurde ein Quotient aus

Albumin und Kreatinin gebildet (Angaben in g/g).

4.2.3.13 Kreatinin-Bestimmung Urin

Die Kreatinin-Bestimmung im Urin erfolgte nach Jaffe, mit einem Kit nach Herstellerangaben
in 96 well-Platten. Ein Standard wurde mit Kreatinin in NaCl 0,9 % in einer Konzentration von
0,02-0,5 g/l hergestellt. Das Reagenz wurde ebenfalls nach Herstellerangaben hergestellt (10
ml alkalischer Puffer und 2 ml Pikrinsdure). Davon wurden 50 pl zusammen mit 10 pl Probe

oder Standard pro well fiir 1 Minute inkubiert und im Testplatten Reader bei 492 nm gemessen.

4.2.4 Grafische und Statistische Auswertung

Fur die Berechnung der Fluoreszenzintensitat von C5b-9 nach Inkubation mit Komplement-

Aktivierungs-Produkten wurde ImageJ verwendet. Die Intensitdt der Fluoreszenz pro Zell-
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flache wurde berechnet. Zur Beurteilung der zytoskelettalen Veranderungen wurde in der Im-
munfluoreszenz nach Inkubation mit aktiviertem Komplement das Aktin-Zytoskelett gefarbt. Es

erfolgte eine Messung der Zellflache mit dem Programm ImageJ.

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism. Fir den Vergleich zweier Gruppen
wurde bei Normalverteilung der T-Test verwendet. Ergebnisse galten als statistisch signifikant,

wenn der p-Wert <0,05 war.
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5 Ergebnisse

5.1 Kultivierte Podozyten wurden von einer Komplement-Aktivie-

rung angegriffen und geschadigt

Um zu uberprifen, welche Auswirkungen eine exogene Komplement-Aktivierung auf kulti-
vierte Podozyten hat, wurde ein in vitro Komplementaktivierungsmodell entwickelt (55). Podo-
zyten wurden mit Antikdrpern gegen die Komplement-Regulatoren CD46, CD55 und CD59
und im Anschluss mit Komplement-aktivem humanem Serum (NHS) behandelt. Durch diese
Behandlung kam es zu einer Blockade der inhibierenden Membran-standigen Komplement-
Regulatoren und gleichzeitig zu einer Bindung dieser Antikorper an der Oberflache der Zellen.
Die Komplement-Aktivierung erfolgte am ehesten Uber eine Kombination aus der Aktivierung
des klassischen Aktivierungsweges durch die stattfindende Bindung der Antikérper an die
Oberflache der Zellen und einer Inhibition bzw. Blockade der Komplement-Regulatoren CD46,
CD55 und CD59 und damit zu einer Amplifizierung der Reaktion tber den alternativen Weg.
Die Kontrollbehandlung wurde mit NHS allein, das heil3t ohne Komplement-Regulatoren-Anti-

kérper durchgefihrt.

5.1.1 Komplement-Aktivierung fuhrte zu einer Ablagerung von C3c durch die Aktivie-

rung des klassischen Komplement-Weges.

Um zu zeigen, dass das Komplementsystem durch unser Modell auf der Oberflache der Zellen
aktiviert wurde, wurden Komplementaktivierungsprodukte gemessen. C3c, ist die aktive Form
von C3 und entsteht bei der Spaltung von C3. Die Herstellung von C3c aus C3 ist ein zentraler
Schritt in der Komplement-Aktivierungskaskade. Das Komplement-Aktivierungsprodukt C3c

konnte mittels Durchflul3zytometrie auf der Oberflache der Zellen nachgewiesen werden (

Abbildung 4A). Die Komplement-Aktivierung resultierte in einer vermehrten Ablagerung von
C3c. In der DurchfluRzytometrie konnte ein gesteigertes Signal fir C3c von 5290 +/- 4989
mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI), im Vergleich zur Kontroll-Behandlung mit NHS allein von
660,5 +/- 379 MFI, (p = 0,0079) gemessen werden. Die ungeféarbten Kontrollen zeigten eine
MFI von 122 +/- 29,3.

Das Komplementsystem wird im Wesentlichen tber den alternativen Aktivierungsweg, durch
spontane Hydrolyse von C3 oder Uber den klassischen Weg, durch eine Bindung eines Anti-
kérpers an ein Antigen aktiviert (Abbildung 1). Um zu untersuchen, welcher Weg in unserem
Modell betroffen war, wurde die Komplement-Aktivierung in einem sogenannten AP-Puffer (Al-
ternative Pathway) durchgefiihrt. Der AP-Puffer enthélt Magnesium-Ethylen-bis(oxyethylenni-

trilo)-tetraessigsaure (MgEGTA), welches die Funktion von C1q und damit die Aktivierung des
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klassischen Weges unterdriickt, so dass die Aktivitat im alternativen Aktivierungsweg allein
bestimmt werden kann. Bei Komplement-Aktivierung in AP-Puffer kam es zu einer signifikant
reduzierten Ablagerung von C3c (657,8 +/- 515,2 MFI, p =0,0079) im Vergleich zur Aktivierung
von Komplement in PBS (

Abbildung 4B). Die in AP-Puffer stattfindende C3c-Deposition entsprach in etwa der
Behandlung mit NHS (p = 0,5). Da es im AP-Puffer zu einer reduzierten C3c-Deposition kam,
ist die erfolgte Aktivierung vor allem auf den klassischen Aktivierungsweg zuriick zu fuhren,
die wahrscheinlich tber die Bindung der Antikorper gegen die Komplement-Regulatoren auf
der Oberflache ausgelost wurde.

5.1.2 Komplement-Aktivierung resultierte in einer Ablagerung von C5b-9

Die Aktivierung des Komplementsystems flhrt auf der Oberflache von angegriffenen Zellen
auch zu einer Ablagerung von C5b-9, dem terminalen Komplement-Angriffskomplex. C5b-9
formt eine Art Pore, die in ausreichender Konzentration starke lytische Eigenschaften besitzt.
Um die Ablagerung dieser Komplexe nachzuweisen, wurde Komplement auf Podozyten akti-

viert und der C5b-9 in der Immunfluoreszenz angefarbt (

Abbildung 4C). Um die Menge des abgelagerten C5b-9 zu berechnen, wurden pro
Behandlung 10 Gesichtsfelder mit Hilfe von ImageJ analysiert. Es wurde die integrierte
Fluoreszenzdichte (iFD) (d.h. Signalintensitdat pro Flache) berechnet. Zellen, auf denen
Komplement aktiviert, zeigten eine signifikant hohere Ablagerung von C5b-9 (1611+/-1345
iFd) im Vergleich zur Behandlung mit NHS allein (330,3 +/- 470 iFD, p = 0,0015). Ohne
Komplement-Aktivierung zeigte sich eine Hintergrund-iFD 99,26 +/- 159, die sich knapp nicht
signifikant (p = 0,0565) von der C5b-9 Deposition mit NHS allein unterschied (

Abbildung 4D).
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Abbildung 4: Eine Komplement-Aktivierung auf kultivierten humanen Podozyten fuhrte zu einer
Ablagerung von Komplementaktivierungs-Produkten. A + B: Ablagerung von C3c gemessen in der
DurchfluRzytometrie: Podozyten wurden mit Antikérpern gegen die Komplement-Regulatoren CD46,
CD55 und CD59 und im Anschluss mit Komplement-aktivem humanem Serum (NHS) behandelt. Dies
fuhrte zu einer gesteigerten mittleren Fluoreszenz-Intensitat (MFI) fir C3c auf der Oberflache der Zellen
im Vergleich zur Behandlung mit NHS (A) (** p = 0,0079, n = 5). Wurde fir die Komplement-Aktivierung
AP-Puffer verwendet, der den klassischen Aktivierungsweg des Komplementsystems blockiert, kam es
zu einer deutlichen Reduktion der C3c-Ablagerung (B) (** p = 0,0079, n = 5). C+D: Ablagerung des
terminalen Membranangriffskomplexes C5b-9 auf der Oberflache von Podozyten, gemessen in der
Immunfluoreszenz: Reprasentative Bilder der Immunfluoreszenz fiir C5b-9 (griin) nach Behandlung mit
Antikdrpern gegen Komplement-Regulatoren und NHS (Komplement), im Vergleich zur Behandlung mit
NHS oder Serum-freiem Medium (SFM) (60-fache VergroRerung, Mal3stabs-Balken 25 pm) (C). Statis-
tische Auswertung der integrierten Fluoreszenzdichte (Fluoreszenz-Intensitat, integriert auf die gemes-
sene Flache der Zelle) gemessen mit Hilfe von ImageJ (D) (**p = 0,0015, n = 7).

NHS=normales Humanserum, CR=Komplement-Regulatoren, AP=alternativer Pathway, SFM=Serum-

freies Medium

5.1.3 Komplement-Aktivierung verursachte eine Freisetzung von Laktat-

dehydrogenase (LDH)

LDH ist ein zytosolisches Enzym, welches bei einer Schadigung der Zelle in den Uberstand
freigesetzt wird. Die Messung von LDH im Uberstand dient demnach einem Nachweis der
Zellschadigung und -zerstérung. Das freigesetzte LDH kann mit Hilfe eines Assays (z.B. von
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Pierce) Uber eine gekoppelte enzymatische Reaktion gemessen werden: LDH katalysiert die
Umwandlung von Nicotinamidadenindinukleotid (NAD+) zu NADH, welches dann aus einem
Tetrazolium Salz ein rotes Formazan Produkt herstellt. Dieses kann dann bei 490 nm photo-
metrisch gemessen werden. Als Positiv-Kontrolle wurde ein Lysepuffer des Herstellers ver-
wendet, welcher durch vollstandige Lyse der Podozyten zu einer maximal méglichen LDH-
Freisetzung fuhrte. Dieser photometrisch bestimmte Wert wurde als 100% angesehen.

Die Komplement-Aktivierung fihrte zu einer vermehrten Freisetzung von LDH in den Uber-
stand der Zellen. Die spontane LDH-Freisetzung (Inkubation mit serumfreiem Medium = SFM)
in den kultivierten Podozyten betrug 32,88 +/- 13,68 % der maximal mdglichen LDH-Frei-
setzung. Die Zugabe von 10 % NHS erhdhte den Wert auf 62,9 +/-17,99 %, diese Erhéhung
wurde vor allem wahrscheinlich durch den LDH-Gehalt im Serum und die Eigenfarbe des Se-
rums in der photometrischen Messung bedingt. Im Vergleich dazu erreichte die Inkubation mit
Komplement, also der Antikdrper und NHS, einen signifikant héheren Wert von 77,49 +/- 16,63
% (p = 0,0172) (Abbildung 5A). Die Komplement-Aktivierung fiihrte also zu einer hoch signi-

fikanten gesteigerten Freisetzung von LDH aus Podozyten.

5.1.4 Reorganisation des Aktin- Zytoskeletts durch Komplement-Aktivierung

Werden Podozyten geschadigt, verandern sie ihren komplexen Aufbau und die hoch-differen-
zierte Architektur ihres Zytoskeletts, welche fir die Aufrechterhaltung der glomeruléren Filtra-
tionsbarriere in vivo essentiell ist. Das Zytoskelett und seine Ver-anderungen lassen sich in
kultivierten Podozyten durch indirekte Farbung des Aktin-Zytoskeletts mit Hilfe von Fluores-
zenzmarkiertem Phalloidin untersuchen. Phalloidin ist ein Peptid des Giftpilzes Amanita phal-

loides, welches spezifisch an F-Aktin in fixierten und permeabilisierten Zellen bindet.

Die Inkubation mit Komplement fihrte zu einer Re-Organisation des Aktin-Zytoskeletts. Die
Abbildung 5B zeigt eine Aktin-Farbung auf ausdifferenzierten Podozyten in unbehandeltem
Zustand (SFM) und nach Behandlung mit Komplement. In der Mitte der im Normalzustand weit
ausgebreiteten Podozyten zeigten sich parallel angeordnete Biindel von Aktin-Fasern, welche
als ,Stress-Fasern® bezeichnet werden. Gesunde, unbehandelte Zellen trugen im Verhéltnis
wenig Aktin in der Peripherie des Zellkorpers. Im Gegensatz dazu erschien das Zytoskelett in
den mit Komplement behandelten Zellen verdichtet, die Zellen zogen sich zusammen und im
Zentrum der Zellen erschienen die parallelen Aktin-Fasern vermindert. Als Zeichen des ge-
schadigten Zytoskeletts verloren die mit Komplement-behandelten Zellen ihre flachige Aus-
breitung und waren in der Messung im Durchschnitt signifikant kleiner (233,3 +/-147,6 um?)
als die unbehandelten Kontrollen (313,8 um +/- 196,3 um?, p = 0,0319) (Abbildung 5C).
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Abbildung 5: Auswirkungen einer Komplement-Aktivierung auf kultivierte Podozyten. A: Nach
erfolgter Aktivierung des Komplementsystems mit Hilfe von Antikdrpern gegen Komplement-Regulato-
ren und der anschlieBenden Inkubation mit normalem Humanserum (NHS) kam es zu einer erhthten
Freisetzung von LDH, gemessen im Uberstand, im Vergleich zur Inkubation mit NHS (*p = 0,0172, n =
5 (in Triplets)). Die Komplement-Aktivierung flihrte zu einem Aktin-Remodeling. Exemplarische Bilder
von kultivierten Podozyten nach Aktivierung des Komplementsystems auf der Oberflache im Vergleich
zur Kontrolle mit Serum-freiem Medium (SFM) (grin=Aktin, blau=Zellkerne). Die parallele Anordnung
der Aktin-Stress-Fasern in gesunden Podozyten (Pfeile) in der Kontrolle ging verloren und es zeigte
sich eine Kondensierung des randstandigen Aktins in den mit Komplement- behandelten Zellen (Pfeil-
spitzen) und eine Abnahme der Zellgréf3e. B: Messung der ZellgréRe nach erfolgter Aktivierung des
Komplementsystems auf der Oberflache der Zellen mit Hilfe von ImageJ (C) (*p = 0,037, n = 3, 10
Gesichtsfelder pro Ansatz).

Pos.-Ktrl.=Positiv-Kontrolle, Lysepuffer=100% Lyse, SFM=Serum-freies Medium, NHS=normales Hu-

manserum.

5.2 Bildung und Sekretion von regulierenden Komplement-Kompo-

nenten durch kultivierte Podozyten

Eine ungebremste Aktivierung des Komplementsystems fiihrt auch zu einer Schédigung von
korpereigenen Zellen. Die Zirkulation von loslichen Komplement-Regulatoren im Serum aber

auch die Expression von Regulatoren auf der zellularen Oberflache ist daher fur den Schutz
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der Zellen von essentieller Bedeutung. In vitro kénnen Podozyten von einer Komplement-Ak-
tivierung angegriffen werden (siehe 5.1). Daher untersuchte ich im Folgenden die Fahigkeit
der kultivierten Podozyten eine lokale Komplement-Reaktion regulierend zu beeinflussen um

sich so gegen einen Komplementangriff zu schutzen.

5.2.1 Podozyten bildeten mRNA regulierender Komplement-Komponenten

Ausdifferenzierte humane Podozyten wurden auf ihre Fahigkeit untersucht, verschiedene
Komplement-Komponenten zu exprimieren. Nach Ernte der Zellen wurde aus dem Zellpellet
zunachst die RNA isoliert, und diese zu cDNA umgeschrieben. Mit Hilfe einer konventionellen
reversen Transkriptase Polymerase Chain Reaction (PCR) und Primern fur verschiedene
Komplement-Komponenten (Tabelle 12) wurde untersucht, fiir welche regulatorisch wirken-
denen Komplement-Proteine Podozyten mRNA bilden konnten. Es zeigten sich in der konven-
tionellen PCR mRNA-Produkte fiir die Membran-standigen regulierenden Komplement-Inhibi-
toren CD46, CD55 und CD59. Zudem konnte ebenfalls mRNA fiir den |6slichen und eigentlich
im Serum zirkulierenden Komplement-Faktor H (CFH) nachgewiesen werden (Abbildung 6A).

5.2.2 Podozyten exprimierten die Komplement-Regulatoren CFH, CD46, CD55 und
CD59 als Proteine und sezernierten CFH

Da fir die Funktion nur die tatsachliche Bildung von Bedeutung ist, wurden die Podozyten mit

Hilfe verschiedener Methoden auch auf Protein-Ebene untersucht.

In der Immunfluoreszenz in nicht permeabilisierten ausdifferenzierten Podozyten konnte die
Expression der Membran-stéandigen Inhibitoren CD46, CD55 und CD59 auch auf der Ober-
flache der Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 6B). CFH zeigte sich im Westernblot aus
dem Zell-Lysat. Podozyten waren auch in der Lage CFH in den Zellkultur-Uberstand zu sezer-
nieren (Abbildung 6C).
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Abbildung 6: Humane kultivierte Podozyten exprimierten verschiedene inhibierende Komple-
ment-Faktoren auf mRNA- und Protein-Ebene, Komplement-Faktor H (CFH) wurde in den Uber-
stand sezerniert. A: Mit Hilfe einer konventionellen, reverse Transkriptase Polymerase Chain Reaction
(tPCR) gelang der Nachweis von mRNA-Produkten fir die inhibierenden Komponenten CD55, CD59,
CD46 und CFH. B: Expression der Membran-standigen Komplement-Regulatoren CD46, CD55 und
CD59 auf der Oberflache der Zellen (repréasentative Bilder einer Immunfluoreszenz fur die Inhibitoren in
Rot, auf nicht permeabilisierten Podozyten (grin=Aktin, blau=DAPI, Aufnahme konfokal mit 64x Objek-
tiv, Mal3stabs-Balken 25 um). C: Westernblot aus einem Lysat unbehandelter Podozyten (huPo) und
aus Zellkultur-Uberstand, Serumfreies Medium (SFM) diente als Negativ-Kontrolle, rekombinanter Kom-
plement-Faktor H (rCFH) und normales Humanserum (NHS) als Positivkontrolle.

bp=Basenpaare, huPo=humane Podozyten, -RT=Negativkontrolle ohne reverse Transkriptase,

NHS=normales Humanserum, SFM= Serum-freies Medium

5.2.3 Zelllinienspezifische Sekretion von CFH

Um zu untersuchen inwiefern die Bildung von Komplement-Regulatoren in Podozyten zellspe-
zifisch ist, wurde Expression der Regulatoren auf Podozyten mit der Expression in Blut-En-
dothelzellen (BOECS) in einer quantitativen realtime PCR verglichen. Hier zeigte sich kein sig-
nifikanter Unterschied in der mRNA-Expression beziiglich der Komponenten CD46 (Podozy-
ten 41,67 +/- 45, 96 vs. BOEC 12,2 +/- 19,1 relative Expression, p = 0,1001), CD55 (Podozyten
5,33 +/- 3,011 vs. BOEC 12,6 +/- 13, 87 relative Expression, p = 0,5) und CD59 (Podozyten
61,5 +/- 88,87 vs. BOEC 68,6 +/-120,3 relative Expression, p = 0,3312).
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Die Expression von CFH war auf den Podozyten allerdings signifikant héher (25,5 +/- 38,22
relative Expression) als die Expression in den Blutendothelzellen (1,2 +/- 1,304 relative Ex-
pression, p = 0,0211) (Abbildung 7A) (alle Angaben in % der relativen Expression fir podo-
zytares GAPDH).

Da CFH der wichtigste Regulator im alternativen Aktivierungsweg ist, und scheinbar spezifisch
fur Podozyten war, fokussierte ich mich in den folgenden Experimenten vor allem auf die Sek-
retion und Funktion von CFH.

5.2.4 Podozytéar sezerniertes CFH war funktionell aktiv

Die wichtigste Funktion von CFH ist der enzymatische Abbau der Komplement-Komponente
C3b (Abbildung 2). Damit wird die Amplifizierung im alternativen Komplement-Aktivierungs-
weg gestoppt. Um zu zeigen, dass das durch Podozyten sezernierte CFH funktionell aktiv war,
wurden die Zellkultur-Uberstande mit Hilfe eines Ko-Faktor-Versuchs untersucht(Abbildung
7B): CFH spaltet gemeinsam mit seinem Ko-Faktor | (CFI) die Komplement-Komponente C3b.
Gibt man CFH und CFI gemeinsam zu Faktor C3b entstehen Spaltprodukte, welche sich im
Westernblot bei 43 und 68 kDa nachweisen lassen. Dieses Ergebnis zeigte sich auch in der
Pasitivkontrolle: rekombinantes (r) CFH und rCFl waren in der Lage das zugegebene rC3b zu
spalten. Im Westernblot zeigte sich eine Abnahme der intakten C3b-Alpha- (a‘) Kette
(Abbildung 7B rechte 4 Spalten) nach 5, 15 und 30 Minuten, sowie eine Zunahme der Spalt-
produkte bei 68 kDa (a’68) und 43 kDa (a’43) als Nachweis des Abbaus. Zellkultur-Uberstand
von Podozyten, welcher CFH enthélt, war gemeinsam mit rCFI ebenfalls in der Lage C3b ab-
zubauen. So zeigte sich auch hier eine Zunahme der Spaltprodukte bei 68 und 43 kDa
(Abbildung 7B mittlere 4 Spalten). Ohne podozytaren Uberstand oder rCFH, ist CFI allein
nicht in der Lage C3b zu spalten (Abbildung 7B, linke 3 Spalten).
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Abbildung 7: Die Expression fur CFH war zellspezifisch und unterschied sich zwischen Podozy-
ten und Blut-Endothelzellen. Von Podozyten sezerniertes CFH war funktionell aktiv. A: Expres-
sion der Membran-standigen Komplement-Regulatoren CD46, CD55 und CD59 sowie CFH auf mRNA
Ebene in Podozyten (schwarze Balken) und Blut-Endothelzellen (hellgraue Balken)(BOEC) gemessen
in der gPCR, normalisiert auf die Expression von GAPDH in Podozyten (*p = 0,0211, n = 5). B: Im Ko-
Faktor-Versuch wurde die Aktivitat des in den Uberstand sezernierten CFHs untersucht. Rekombinan-
tes CFH, aber auch podozytarer Uberstand spaltete zusammen mit seinem Ko-Faktor | (CFI) die Kom-
ponente C3b, die entstandenen Spaltprodukte (C3 - a‘68 Kette und -a’43 Kette) konnten im Westernblot
nachgewiesen werden. Negativkontrolle (Ktrl.): CFl und C3b in PBS, Positiv-Ktrl.: CFH, CFl und C3b in
PBS.

Findet eine glomeruldre Komplement-Aktivierung statt, sind Podozyten scheinbar in der Lage,

diese Reaktion regulierend zu beeinflussen, und sich damit vermutlich selbst zu schiitzen.

5.3 Bildung und Sekretion von aktivierenden Komplement-Faktoren

durch kultivierte Podozyten

Komplement-Komponenten werden zum Grof3teil in der Leber gebildet und zirkulieren dann
im Blut. So kénnen sie bei Bedarf an die Stelle transportiert werden, an der eine akute Kom-
plement-Aktivierung benétigt wird. Zusatzlich scheint jedoch auch die lokale Bildung von Kom-
plement-Komponenten bei der Aktivierung des Systems eine Rolle zu spielen. Podozyten ste-
hen bei Glomerulopathien im Mittelpunkt der Erkrankung und sind h&ufig bereits friih von einer
Komplement-assoziierten Glomerulonephritis betroffen. Aus diesem Grund wollte ich untersu-
chen, welche Mdglichkeiten Podozyten haben, um sich an der Aktivierung des Komplement-
systems zu beteiligen. Dafur wurden kultivierte humane Podozyten mit Hilfe verschiedener

Methoden beziiglich ihres Potentials charakterisiert, Komplement-Komponenten zu bilden.
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5.3.1 Podozyten bildeten mRNA fir aktivierende Komplement-Komponenten

Neben den positiven Befunden fir Komplement-Regulatoren zeigten sich in unseren Unter-
suchungen auch mRNA-Produkte fur die frihen aktivierenden Komplement-Komponenten

Clq, C1r, C1s, C2, C3, C4, C5 und die Aktivatoren des alternativen Weges Faktor B, Faktor
D und Properdin (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Humane kultivierte Podozyten exprimierten verschiedene aktivierende Komple-
ment-Faktoren auf mRNA-Ebene: Mit Hilfe einer konventionellen, reverse Transkriptase Polymerase

Chain Reaction’(rtPCR) gelang der Nachweis von PCR-mRNA Produkten fir verschiedene aktivierende
Anteile des Komplementsystems.

bp=Basenpaare, huPo=humane Podozyten, -RT=Negativkontrolle ohne reverse Transkriptase

5.3.2 Podozyten exprimierten die Komplement-Komponenten C2, C3 und C5 auf Pro-
teinebene

Um diese aktivierenden Komplement-Komponenten auch auf Proteinebene nachzuweisen,
untersuchte ich unbehandelte humane Podozyten und den Zellkultur-Uberstand mit Hilfe von
Immunfluoreszenz-Farbungen und Westernblot-Studien.

Es konnte eine Expression fur die Komplement-Faktoren C2, C3 und C5 auch auf Protein-

ebene mit Hilfe von Waesternblot-Untersuchungen und Immunfluoreszenz-Farbungen
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(Abbildung 9) belegt werden. Im Westernblot diente verdiinntes NHS als Positivkontrolle. In
der Immunfluoreszenz zeigte sich in der Negativ-Kontrolle, also einer Inkubation ohne den
entsprechenden Primé&rantikorper, keine Farbung. Fir die anderen auf mMRNA-Ebene nachge-
wiesenen Komplement-Komponenten gelang uns, mit den von uns verwendeten Methoden

kein Nachweis auf Proteinebene.
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Abbildung 9: Kultivierte humane Podozyten exprimierten die aktivierenden Komplement-Kom-
ponenten C2, C3 und C5. A: Westernblots aus Lysaten von ausdifferenzierten Podozyten fir C2, C3
und C5, verdinntes normales Humanserum (NHS) diente als Positivkontrolle. B: Représentative Bilder
einer Immunfluoreszenz fur die Komplement-Komponenten C2, C3 und C5 auf ausdifferenzierten Po-
dozyten (gruin=Komplement-Faktor, blau=Zellkerne (DAPI), MaR3stabs-Balken 25 um, Aufnahme mit 60-
facher VergrofRerung)

NHS= normales Humanserum, huPo= humane Podozyten, SFM= Serum-freies Medium

5.3.3 Podozyten sezernierten die Komplement-Komponenten C2, C3, C5, Faktor B und

Properdin

Um sich an einer auf3erhalb der Zelle ablaufenden Komplement-Aktivierung beteiligen zu kon-
nen, miissen die gebildeten Komplementproteine auch in den Uberstand der Zellen abgege-
ben werden. Daher wurde das Auftreten der Komplementproteine im Zellkultur-Uberstand mit

Hilfe von Westernblot-Studien untersucht.

In Zellkulturiberstdnden konnten verschiedene Komplementproteine nachgewiesen werden:
kultivierte Podozyten waren in der Lage Komplement-Komponenten C2, C3, C5, Faktor B und

Properdin in den Uberstand zu sezernieren (Abbildung 10A und B).
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5.3.4 Podozyten bildeten und sezernierten aktives C3a

C3a ist die zentrale, aktive Komponente aller drei Komplementaktivierungswege. C3a wird
durch die Spaltung der Komplement-Komponente C3, unter anderem durch eine, zuvor in der
Komplementaktivierungskaskade gebildete C3-Konvertase, gebildet. Mit Hilfe eines kommer-
ziell erhéaltlichen ELISAs, welcher spezifisch C3a detektiert, wurde Zellkultur-Uberstand von

unbehandelten Podozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von C3a im Uberstand von unbehandelten
Podozyten abhangig von der Inkubationszeit zunahm (Abbildung 10C).
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Abbildung 10: Kultivierte humane Podozyten sezernierten Komplement-Komponenten in den

Uberstand. A+B: Westernblots aus dem Uberstand von ausdifferenzierten unbehandelten Podozyten,
Nachweis der Komplement-Komponenten C2, C3, C5 (A), Faktor B und Properdin (B); normales Hu-
manserum (NHS) diente als Positivkontrolle, Serumfreies Medium (SFM) als Negativkontrolle. C: Mes-
sung des aktiven Spaltproduktes C3a im Uberstand unbehandelter ausdifferenzierter Podozyten nach
12, 24 und 36 Stunden. (*p = 0,0313, n = 5 in Duplikaten) Inkubationszeit.

NHS= normales Humanserum, huPo= humane Podozyten, SFM= Serum-freies Medium

Fir die folgenden Untersuchungen konzentrierte ich mich auf Grund der Bedeutung fir die
verschiedenen Aktivierungswege vor allem auf die Komplement-Komponente C3, da diese

Komponente eine Schlisselrolle in der Aktivierung einnimmt.
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5.4 Transport und Exozytose der Komplement-Komponenten C3
und CFH

Da C3 die zentrale aktivierende Komponente in der frihen Komplement-Aktivierung ist und
CFH den wichtigsten Regulator im alternativen Weg darstellt, lag der Fokus bei folgenden
Untersuchungen vor allem auf diesen beiden essentiellen Komponenten. Beispielhaft wurde
aber in den realtime PCR-Studien auch C2 und C4 bearbeitet. Das Ziel dieser Teilexperimente
war, zu untersuchen, ob es sich bei der Sekretion um einen aktiven, induzierbaren Prozess in

den Zellen handelte.

5.4.1 Stimulation der Komplement-Faktoren-Sekretion durch Interferon Gamma

Um zu zeigen, dass es sich bei der Bildung und Sekretion von Komplement-Komponenten um
einen stimulierbaren Prozess handelte, wurden die Zellen mit Interferon Gamma (IFNy) inku-
biert. IFNy ist ein immun-modulatorisches Molekil, welches bei zahlreichen inflammatorischen
Prozessen freigesetzt wird, und fir die Freisetzung von Komplement-Komponenten aus extra-

hepatischen Quellen (56-58) sorgt.

Mit Hilfe von realtime PCR-Studien konnten konnte nachgewiesen werden, dass ausdifferen-
zierte Podozyten nach einer 6-stindigen Behandlung mit IFNy (1 ng/ml und 10 ng/ml) signifi-
kant mehr C3 mRNA bildeten. Ahnliches wurde auch bei der Inkubation mit 10 ng/ml IFNy flr
CFH gefunden. Zudem kam es zu einem Anstieg der mRNA fiir C2 und C4 nach IFNy-Be-
handlung (Abbildung 11 und Tabelle 18).

MRNA Komplement | Kontrolle IFNy 1 ng/ml IFNy 10 ng/ml

240,4 +/- 158,7 %, 151,2 +/- 57,6 %,
C3 100%

p = 0,0060 p = 0,02

176,6 +/- 113,3 %, 159,4 +/- 46,3 %,
CFH 100%

p=0,2188 p=0,013

1417 +/- 1013 %, 1538 +/- 278,9 %,
Cc2 100%

p =0,0439 p = 0,0002

823,5 +/- 568,7 %, 803,3 +/-409,1 %,
C4 100%

p = 0,0466 p =0,0313

Tabelle 18: Relative Expression fur C3, CFH, C2 und C4, gemessen in einer gPCR aus mRNA von
unstimulierten Podozyten (Kontrolle) im Vergleich zur Behandlung mit IFNy 1ng/ml und 10ng/ml fir 6
Stunden (ausgedrickt in % der relativen Expression. +/- der Standardabweichung, Mann-Whitney U-
Test).
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Auch auf Proteinebene zeigte sich eine erhéhte Sekretion, nachgewiesen in Westernblot-Stu-
dien aus Zellkultur-Uberstanden nach 12, 24 und 36 Stunden fiir C2, C3 und CFH (Abbildung

11, Tabelle 19).

Komplementprotein

Kontrolle

IFNy 1 ng/ml

IFNy 10 ng/mi

p=0,05

C3 77.89+/- 79,23 112,9 +/- 100,3, 148,0 +/- 135,86,
p =0,0005 p = 0,0002

CFH 41,56 +/- 44,45 112,9 +/- 100,3, 208,0 +/- 203,1,
p =0,0105 p = 0,0002

Cc2 11,39 +/- 15,88 16,31 +/- 14,17, 53,64 +/- 56,48,

p =0,0002

Tabelle 19: Densitometrie-Ergebnisse der Westernblots auf C3, CFH und C2 aus dem Uberstand

unstimulierter Podozyten (Kontrolle) nach 0,12, 24 und 36 Stunden im Vergleich zur Stimulation mit

IFNy 1ng/ml und 10ng/ml (willkurliche Densitometrie-Einheiten, angegeben im Mittelwert fur 12, 24 und

36 Stunden, Wilcoxon-Test gegen SFM).
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Abbildung 11: Die Produktion und Sekretion von Komplement-Faktoren war durch Interferon
Gamma (IFNy) induzierbar. A: Expression von C2, C3, C4 und Komplement-Faktor H (mMRNA), ge-
messen in der gPCR nach 6 Stunden Stimulation mit IFNy 1 ng/ml bzw. 10 ng/ml im Vergleich zur
Kontrolle (SFM). Dargestellt wurde die relative Expression der Komplement-Komponenten im Vergleich
zur Kontrolle (n = 5 in Duplikaten). B+C: Sekretion von C2, C3 und CFH durch Podozyten in den Uber-
stand unter Stimulation mit IFNy 1 ng/ml bzw. 10 ng/ml nach 0, 12, 24 und 36 Stunden, dargestellt an
exemplarischen Westernblots (B) und in der Densitometrie (C) (n = 4 in Duplikaten).

SFM = Serum-freies Medium, IFNy = Interferon Gamma, *p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

5.4.2 Speicherung der Komplement-Komponenten C3 und CFH im Golgi-Apparat

Die Verarbeitung und Verpackung fir die Sekretion von intrazellular gebildeten Proteinen fin-
det im Golgi-Apparat statt. Proteine, welche fiir eine exozytotische Sekretion vorgesehen sind,
werden im Golgi bearbeitet, verpackt und gelangen in Vesikeln zur Zellmembran. Um zu zei-
gen, dass die Produktion der Komplement-Komponenten C3 und CFH ein aktiver Prozess der
Zelle ist, wurde in der Immunfluoreszenz eine Ko-Féarbung von C3 bzw. CFH mit einem Marker
fur den Golgi-Apparat (Giantin) durchgefihrt (Abbildung 12A). Hier zeigte sich eine Ko-Loka-
lisation der beiden Proteine C3 und CFH mit dem Golgi-Apparat, sowohl peri-nukleér, also im
Golgi-Apparat selbst, als auch in peripher angeordneten Vesikeln, die vermutlich fir die Exozy-

tose bestimmt waren.
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5.4.3 Inhibition der Sekretion von Komplement-Faktoren mit Brefeldin A

Durch eine Behandlung mit Brefeldin A (BFA), einem Exozytose-Inhibitor, sollte untersucht
werden, ob es sich bei der Sekretion von Komplement-Komponenten um einen exozytotischen
Prozess handelt. Nach Inkubation der Podozyten mit BFA wurde die Konzentration von C3 im
Uberstand mit Hilfe eines Westernblots im Vergleich zu dem Uberstand unbehandelter Kon-
troll-Zellen gemessen. Hier zeigte sich deutlich, dass die Konzentration von C3 im Uberstand
von BFA-behandelten Zellen signifikant geringer war (SFM 253,6 +/- 243 vs. BFA 56,92 +/-
135,2, p = 0,0078, willkurliche Densitometrie-Einheiten, angegeben im Mittelwert fir 12, 24
und 36 Stunden, Wilcoxon-Test) als im Uberstand der Kontrollzellen (Abbildung 12B). Fiir
CFH konnte die reine Sekretion unter BFA Behandlung nicht untersucht werden, da CFH erst
nach einer langeren Inkubationszeit (>8 Stunden) signifikant im Uberstand nachweisbar war.
Daher ware eine sehr lange Behandlung der Zellen mit BFA nétig gewesen, welche die Zellen
nicht tberleben wirden. In der Immunfluoreszenz konnte aber gezeigt werden, dass die Be-
handlung mit BFA auch fir kirzere Zeiten (4 Stunden) zu einer Zerstérung des Golgi-Appara-
tes fuhrte (Abbildung 12C, obere Reihe), und es damit zu einer Umverteilung des intrazellular
gespeicherten CFH (Abbildung 12C, mittlere Reihe) und C3 (Abbildung 12C, untere Reihe)
kam. Die sonst eher peri-nuklear, also wahrscheinlich im Bereich des Golgi-Apparates vorhan-
denen Komplement-Komponenten C3 und CFH, zeigten nach einer 4-stiindigen Behandlung
eher ein zytoplasmatisches intrazellulares Verteilungsmuster (Abbildung 12C, rechte
Spalte).
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Abbildung 12: Abhéngigkeit der Sekretion von CFH und C3 vom Golgi-Apparat. A: Immunfluores-
zenz auf ausdifferenzierten Podozyten, Ko-Lokalisation der Komplement-Faktoren C3 (linkes Bild) und
CFH (rechtes Bild) jeweils in griin mit dem Golgi-Apparat (angefarbt mit einem Antikérper gegen Giantin
in Rot), Zellkerne in Blau, VergroRerung 64-fach, Maf3stabs-Balken = 25 um. Die Ko-Lokalisation zeigte
sich sowohl peri-nukledr im Bereich des Golgi-Apparates (Pfeile), als auch in der Peripherie in Vesikeln
(Pfeilspitzen). B: Einfluss von 5 pg/ml Brefeldin A (BFA), einem Inhibitor der Exozytose, fur 2, 4 und 8
Stunden, auf die Sekretion von C3 in den Zellkulturiiberstand. Reprasentativer Westernblot und Densi-
tometrie (n=4, **p = 0,0078). C: Auswirkungen einer Behandlung mit BFA (rechte Spalte) fir 4 Stunden
im Vergleich zu Serum-freiem Medium (SFM) (linke Spalte) auf die Struktur des Golgi-Apparates
(oberste Reihe), und auf die Verteilung der Komplement-Komponenten CFH (mittlere Reihe) und C3
(untere Reihe). Immunfluoreszenzfarbung, VergréfRerung 64-fach. (Reprasentative Bilder, n = 3).
SFM= Serum-freies Medium, BFA= Brefeldin A

5.4.4 Die Sekretion von C3 erfolgte in Neuronen-&hnlichen Vesikeln

In diesem Teilabschnitt wollte ich einen weiteren Hinweis daflir gewinnen, der zeigte, dass es
sich bei der Sekretion von Komplement-Komponenten um einen aktiven, steuerbaren Prozess
handelte. Podozyten scheinen Neuronen sehr &hnlich zu sein, und andere Stoffe Uber Neuro-
nen-artige Vesikel zu sezernieren (37, 38). Von daher wurde der Sekretionsweg fur C3 in Hin-
blick auf Gemeinsamkeiten mit der Sekretion von Neurotransmittern in Neuronen untersucht.
Synaptobrevin ist ein kleines Membran-Molekdl und stellt einen wichtigen Bestandteil des so-
genannten SNARE-Komplexes dar. Die Entstehung dieses Komplexes ist fur die Verschmel-

zung der zellularen Membran und der Membran von intrazellularen Vesikeln verantwortlich,
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und fuhrt so zur Exozytose (59). In Immunfluoreszenz-Farbungen auf ausdifferenzierten Po-
dozyten zeigte sich eine Ko-Lokalisation von Synaptobrevin und der Komplement-Kompo-
nente C3. Diese Ko-Lokalisation zeigte sich peri-nuklear, aber auch im Bereich der Zell-Peri-
pherie. Dieses Ergebnis konnte auf eine Verpackung des hergestellten C3 in Synaptobrevin-
haltige Vesikel hindeuten (Abbildung 13A).

Der gerichtete Transport von exozytotischen Vesikeln in der Zelle erfolgt entlang von Mikro-
tubuli. Mikrotubuli sind rohrenférmige Strukturen in der Zelle, die gemeinsam mit Aktin-Fila-
menten das Zytoskelett der Zelle bilden. Auch hier konnte in Immunfluoreszenz-Farbungen
eine Ko-Lokalisation von C3 und Tubulin, als Mikrotublus-Marker, gezeigt werden (Abbildung
13B).

Um zu bestatigen, dass sich die Komponente C3 in der Vesikelfraktion und in der Membran
der Zelle befindet, und nicht frei im Zytosol schwimmt, wurden ausdifferenzierte Podozyten mit
Hilfe einer Ultrazentrifugation aufgetrennt. Die Auftrennung erfolgte in einen zytosolischen Be-
standteil, einen Mikrovesikel-Anteil und einen Anteil mit groBen Membranbruchstiicken, Mito-
chondrien, endoplasmatischem Retikulum und Zellkernen. Hier zeigte sich in Westernblot-Stu-
dien, dass sich die Komponente C3 zum einen in der Membranfraktion, zum anderen in der
Vesikelfraktion, nicht aber im Zytosol befand. Um eine saubere Auftrennung der Komparti-
mente zu bestatigen wurde in unseren Westernblot-Untersuchungen entsprechende Ladekon-
trollen (Histone H3 fiir die Kernfraktion, PDI fir das endoplasmatische Retikulum, Cox | fur
Mitochondrien und GAPDH fiir das Zytosol) durchgefiihrt (Abbildung 13C).
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Abbildung 13: Die Speicherung und der Transport der Komplement-Komponente C3 im Podozy-
ten erfolgte in Neuronen-ahnlichen Vesikeln. Immunfluoreszenzfarbung ausdifferenzierter unstimu-
lierter humaner Podozyten. Ko-Farbung von Komplement C3 (rot) mit A: Synaptobrevin und B: Tubulin
(jeweils griin). In der Uberlagerung erscheint die Ko-Lokalisation (merge) der gefarbten Proteine in Gelb
(Reprasentative Bilder, n = 3, Mal3stabs-Balken 25 um). C: Westernblot der einzelnen Bestandteile nach
Ultrazentrifugation fr C3 von kultivierten Podozyten (erste Zeile) mit entsprechenden Ladekontrollen:
GAPDH (Zeile 2) liegt im Zytosol und im gesamten Zelllysat vor; Histone H3 (Zeile 3), als Erkennungs-
protein fur Zellkerne; Cox I, als Mitochondrienmarker und PDI, als Marker fir das endoplasmatische
Retikulum, sind vor allem in der Fraktion mit Zellkernen und groRen Membranbruchstiicken nachzuwei-

sen (Zeilen 4 und 5) (representativer Westernblot, n = 3).

Diese Ergebnisse waren ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei der Sekretion von Kom-

plement-Komponenten um einen aktiven exozytotischen Prozess handelte.

5.5 Bildung von podozytaren Komplement-Faktoren in vivo

Die Untersuchungen in kultivierten Podozyten eignen sich sehr gut, um grundlegende Mecha-
nismen zu untersuchen und Aussagen uber Signalwege und Fahigkeiten machen zu kénnen.
Dennoch handelt es sich dabei um ein artifizielles System. In dem folgenden Abschnitt sollten

die in vitro gewonnenen Ergebnisse auf ihre Relevanz in Tiermodellen tberprift werden.
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5.5.1 Nachweis von mRNA in Podozyten gesunder Mause

Um zu zeigen, dass die Bildung von Komplement-Komponenten auch in vivo stattfindet, sollte
die mRNA-Expression in den Nieren von unbehandelten Mausen dargestellt werden. Hierzu
wurde eine Fluoreszenz-in situ Hybridisierung (FISH) mit Sonden gegen C3 und CFH auf Nie-
renschnitten gesunder, unbehandelter C57/Bl6-Mause etabliert. Durch die Sonden wird die
entsprechende mRNA erkannt und uber einen Amplifizierungsprozess mit einem Farbstoff
markiert. Um die Lokalisation der entsprechenden mRNA eindeutig Podozyten zuordnen zu
konnen, erfolgte eine Ko-Farbung mit Laminin. Laminin farbt unter anderem die glomeruléare
Basalmembran. Podozyten konnten so im Nieren-Schnitt eindeutig identifiziert werden. Als
Podozyten wurden die Zellen gewertet, die sich im Glomerulum auf3erhalb der mit Laminin-
gefarbten Basalmembran befinden. Podozyten zeigten ein positives Signal fir C3-mRNA aber
auch fur CFH (Abbildung 14 A und B). Neben dem Nachweis im Podozyten zeigten auch

Tubuluszellen ein positives Signal.

64x, blau = DAPI; rot = Komplementfaktor; griin = Laminin

Abbildung 14: Podozyten exprimierten den Komplement-Faktor C3 und den Komplement-Inhi-
bitor CFH auf mRNA-Ebene in vivo. A+B: Nieren gesunder Mause wurden mit PBS perfundiert und
mit PFA fixiert. In einer Fluoreszenz-in situ Hybridisierung (FISH) erfolgte der Nachweis von C3 (A) und
CFH (B) (rote Punkte) gemeinsam mit einer Farbung gegen Laminin (grun), Zellkerne in blau. Podozy-
ten sind Zellen innerhalb des Glomerulums, die aul3erhalb der glomeruldren Basalmembran (weil3e

Pfeile) liegen. (Reprasentative Bilder, n = 3, MaRRstabs-Balken 25 um). C: Negativkontrolle
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5.5.2 Regulation von C3 und CFH im Proteinurie-Modell

Podozyten stellen einen wichtigen Bestandteil der glomerularen Filtrationsbarriere dar. Eine
Proteinurie entsteht durch eine Schadigung des Podozyten. Durch diese Schadigung kommt
es in der Regel zu einer Veranderung der komplexen Architektur des Podozyten und zu einer
Zerstorung des komplizierten Aufbaus der sogenannten Schlitzmembran, also der Verbindung
von benachbarten Ful3fortsétzen der Podozyten. Die Verénderungen konnen Elektronen-
mikroskopisch als Fuffortsatz-Verschmelzung beurteilt werden.

Um Vorgange bei einer Proteinurie genauer zu untersuchen, kénnen verschiedene Tier-Mo-
delle verwendet werden, welche Uber einen relativ spezifischen Podozyten-Schaden eine Pro-
teinurie auslosen. In den von uns untersuchten Proteinurie-Modellen kommt es zu einer toxi-
schen Schadigung der Podozyten durch die Gabe von Puromycin-Aminonukleosid (PA) in Rat-
ten und die Gabe von Adriamycin (ADR) in der Maus. PA ist ein Antibiotikum, welches relativ
spezifisch in Podozyten die Proteinsynthese inhibiert. Zu Beginn ahnelt die Erkrankung der
Minimal Changes Glomerulonephritis des Menschen, im Verlauf entwickelt sich eine massive
Proteinurie und histologisch das Bild einer fokal segmentalen Glomerulosklerose. Auch ADR
schadigt spezifisch Podozyten durch eine Interaktion mit podozytarer DNA und einer Inhibition
der makromolekularen Biosynthese (60). Zusatzlich kommt es in beiden Modellen zu einer

Aktivierung des Komplement-Systems in der naheren Umgebung (60, 61).

Da der Podozyt bei diesen Modellen im Mittelpunkt der Schadigung der Erkrankung steht,
schienen diese Modelle als sehr gut geeignet, um die Vorgange zu untersuchen, die bei einer
Proteinurie von Bedeutung sind. In der Zellkultur konnte gezeigt werden, dass Podozyten tber
eine gerichtete und induzierbare Exozytose in der Lage sind funktionell aktives CFH und akti-
viertes C3 in die Umgebung abzugeben. Mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung wurde
gezeigt, dass der Podozyt auch in vivo C3 und CFH bilden kann. Durch Verwendung der Tier-
modelle sollte dargestellt werden, welchen Einfluss eine spezifische Podozyten-Schadigung
auf die Produktion von Komplement-Komponenten in den Podozyten hat, und ob der Podozyt
in der Lage ist, sich an dieser lokalen Komplement-Aktivierung aktivierend oder regulierend zu
beteiligen. Daher wurde die Expression und Regulation der Komplement-Komponenten C3
und CFH in den Glomeruli der behandelten Tiere im Vergleich zu den unbehandelten Kontrol-

len gemessen.

60



5.5.2.1 Die Puromycin-assoziierte Nephritis in der Ratte flihrte zu einer erhéhten glomerula-

ren Expression von CFH und C3

Nach der Behandlung von Sprague-Dawley Ratten mit PA entwickelten die Tiere nach etwa
10-14 Tagen eine Proteinurie. Die Tiere wurden nach 4 Wochen getotet und die Nieren ent-
nommen. Aus den entkapselten Nieren wurden mittels Siebtechnik die Glomeruli isoliert. Aus
den Glomeruli wurde RNA gewonnen, cDNA hergestellt und in einer gPCR die glomerulare
MRNA auf die Expression der Komplement-Komponente C3 und des Komplement-Regula-
tors CFH untersucht. In unseren Untersuchungen zeigte sich, dass die Behandlung der Tiere
mit PA im Vergleich zu den Kontrolltieren in einer erhdhten glomerularen Expression von C3
(4,294 +/- 3,261 vs. 0,832 +/-0,1830 relative Expression, p = 0,0179, Mann Whitney U-Test)
(Abbildung 15A) resultierte. Auch die glomeruléare Expression fur CFH stieg mit der Behand-
lung der Tiere mit PA im Vergleich zu den mit NaCl 0,9% behandelten Tieren signifikant an
(1,849 +/- 1,879 vs. 0,9620 +/- 0,2254 relative Expression, p = 0,0179, Mann Whitney U-
Test) (Abbildung 15B). Hierbei handelte es sich um die Expression der gesamten glomerula-

ren, also nicht nur der podozytaren mRNA.

A c3 B CFH 2

mRNA
relative Expression
»

mRNA
relative Expression

]

NaCl

NaCl PAN

Abbildung 15: Erhéhte Expression von glomeruléarer mRNA fir C3 und CFH in der Puromycin-
Aminonukleosid-induzierten Nephropathie (PAN) in der Ratte. A: Expression von C3 mRNA und B:
CFH-mRNA aus isolierten Ratten-Glomeruli in der PAN im Vergleich zur Kontrolle mit NaCl (n = 3 Kon-
trollen, n =5 PAN, *p = 0,0179)

Die Zellen des Glomerulums reagierten also auf einen spezifischen Schaden am Podozyten
mit einer Erh6hung der Bildung der aktivierenden Komponente C3, aber auch mit der gleich-

zeitigen erhghten Bildung einer inhibierenden Komponente (CFH). Die auftretende lokale
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Komplement-Aktivierung kénnte demnach durch die Bildung und Sekretion von Komplement-

Komponenten aktivierend oder regulierend beeinflusst werden.

5.5.2.2 Die Adriamycin induzierte Nephropathie der Maus fihrte zu einer erhéhten glome-
rularen Expression von CFH

Um zu zeigen, dass es sich bei der Regulation nicht um ein Spezies-spezifisches Ph&dnomen
handelte, wurde zudem ein dem PA-Modell der Ratte &hnliches Mausmodell, die Adriamycin
(ADR) induzierte Nephropathie, verwendet. Da ich besonders an dem regulierenden Einfluss
durch die Sekretion des Komplement-Regulators CFH interessiert waren und das gewonnene
Material auf Grund der geringen Menge nur eingeschrankt zur Verfigung stand, wurden die

Untersuchungen nur fir den Komplement-Regulatoren CFH durchgefihrt.

Eine intravendse Gabe von ADR fuhrte in Mausen zur Entwicklung einer Proteinurie nach etwa
6-7 Tagen (Abbildung 16A). Der Urin der Tiere wurde nach 4, 7 und 11 Tagen nach Induktion
der Nephritis in einem Stoffwechselkafig gewonnen und untersucht. Eine Organentnahme, er-
folgte jeweils einen Tag spater. Gegen Ende des Beobachtungs-Zeitraumes (maximal 12
Tage) entwickelten die Tiere Odeme und zum Teil massiven Aszites und waren in ihrem Ver-
halten und Wohlbefinden stark beeintréchtig, so dass eine langere Beobachtung und Untersu-

chung zu einem spateren Zeitpunkt nicht vertretbar gewesen ware.

Die Nierenpakete (Bauchaorta und beide Nieren inklusive der anhdngenden Nierenarterien)
wurden entnommen und ex vivo unter einem Mikroskop mit magnetischen Kiigelchen (soge-
nannte Beads) perfundiert. Die Kiigelchen blieben in den Glomeruli hdngen und konnten Uber
die Verwendung von Magneten aus dem verdauten Nierengewebe gemeinsam mit den Glo-
meruli isoliert werden. Zusatzlich wurde ein Teilstlick der Niere in Formaldehyd fixiert und in

Paraffin eingebettet.

Aus den gewonnenen Glomeruli wurde die RNA isoliert und zu cDNA umgeschrieben. In einer
guantitativen realtime PCR wurde die Expression von CFH untersucht. In den isolierten Glo-
meruli zeigte sich auch im ADR-Mausmodell eine signifikant erhdhte Expression der mRNA
fur CFH nach 7 Tagen (1,547 +/- 0,2868 relative Expression, p = 0,0357) im Vergleich zur
Kontrolle mit NaCl (1,009 +/- 0,1609 relative Expression, Mann Whitney U-Test). Nach 12 Ta-
gen zeigte sich zwar wahrscheinlich eine erhéhte Expression in den ADR-Tieren (2,172 +/-
1,371 relative Expression) im Vergleich zur Kontrolle (1,009 +/- 0,1681 relative Expression),
diese war aber auf Grund der hohen Standard-Abweichung nicht signifikant (p = 0,11, Mann
Whitney U-Test) (Abbildung 16B). Da ADR durch die direkte Schadigung zu einem Ablésen
der Podozyten aus den Glomeruli fuhrt, wurden die Ergebnisse auf die mRNA fur Podocin,

einem Podozyten-Marker, normalisiert. Insgesamt wurden mit Hilfe der RNA-Gewinnung aus
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den Glomeruli nur Ruckschlisse auf den gesamten RNA-Gehalt im Glomerulum gezogen. Der
Anteil der einzelnen Zelltypen im Glomerulum an der RNA-Bildung konnte dabei nicht n&her

differenziert werden.

Um zu untersuchen, ob die gesteigerte Produktion von CFH auf mRNA-Ebene auch zu einer
gesteigerten Ablagerung und Speicherung von CFH fihrte, und welchen Anteil Podozyten an
der gesamten Bildung hatten, wurden die Nieren zusatzlich mit Hilfe von Immunfluoreszenz-
Farbungen untersucht. Auf den fixierten und in Paraffin eingebetteten Nieren wurde eine Far-
bung fur CFH mit einer Ko-Farbung gegen Nephrin, als Podozyten-Marker, durchgefuhrt. Mit
dieser Methode lassen sich die entstandenen Produkte den einzelnen Zell-Kompartimenten
besser zuordnen und auf die entsprechenden Zellen lokalisieren.

In unseren Untersuchungen zeigte sich in den mit ADR behandelten Tieren eine gesteigerte
Signalintensitéat fur CFH im gesamten Glomerulum vor allem gegen Ende des Beobachtungs-
zeitraumes nach 12 Tagen (Abbildung 16C). Mit Hilfe der Ko-Farbung gegen den Podozyten-
marker Nephrin lieen sich Podozyten lokalisieren. Hier zeigte sich, dass die erhdhte glome-
rulare Farbung auch auf eine Beteiligung und Signalzunahme in den Podozyten zurtickzufih-

ren war (Abbildung 16C, vergr6RRerter Ausschnitt).
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Abbildung 16: Expression von CFH in der Adriamycin (ADR)-induzierten Nephropathie (ADR) der
Maus. A: Entwicklung der Albuminurie (in g Albumin pro g Kreatinin) 3, 7 und 11 Tage nach Induktion
einer ADR-induzierten Nephropathie im Vergleich zur mit NaCl behandelten Kontrolle. B: CFH- mRNA
(gemessen in der gPCR) aus isolierten Glomeruli der behandelten Tiere 4, 8 und 12 Tage nach Induk-
tion der ADR, normalisiert auf Podocin als Podozytenmarker (*p = 0,037, n = 3 Kontrolltiere, 5 ADR-
Tiere). C: Expression von CFH (in rot) intraglomerular auf Proteinebene, nachgewiesen in der Immun-
fluoreszenz in der ADR-induzierten Nephropathie im Vergleich zur Kontrolle mit NaCl (Zellkerne in blau)
(Repréasentative Bilder, n = 3).

Zusammenfassend zeigten sich in den mit ADR-behandelten Tieren eine erhéhte Expression
von CFH-mRNA im Glomerulum und eine verstarkte Fluoreszenz fiir CFH in den Podozyten.
Die Podozyten schienen also auf die Gabe von ADR mit einer vermehrten Bildung von CFH

Zu reagieren.
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6 Diskussion

6.1 Wie beeinflusst eine glomerulare Komplementaktivierung den

Podozyten?

Das Komplementsystem stellt einen sehr wichtigen Bestandteil der angeborenen Immunab-
wehr dar. Es ist aber auch, neben der Bekampfung von eindringenden Mikroorganismen, an
zahlreichen inflammatorischen Ereignissen beteiligt (62). Die Niere reagiert besonders sensi-
bel auf eine ungebremste Komplementaktivierung. So kommt es bei einer systemischen Akti-
vierung des Komplementsystems, zum Beispiel im Rahmen eines Lupus erythematodes oder
eines atypischen hadmolytisch-urdmischen Syndroms, besonders haufig zu einer Beteiligung
der Nieren, wahrend andere Organe weniger stark betroffen sind. Der Grund fur diese beson-
dere Empfindlichkeit ist noch nicht vollstéandig geklart, man vermutet aber, dass die gute Per-
fusion der Niere und ihr besonderer Aufbau und ihre Funktion zu dieser Empfanglichkeit bei-
tragen (33). Durch die starke Durchblutung und die Filtration von gro3en Mengen an Primar-
urin kommt das Glomerulum mit Schadstoffen aber auch mit Abwehrzellen in gro3en Mengen

in Kontakt und scheint damit empfindlicher zu sein.

Podozyten sind komplex aufgebaute, enddifferenzierte Zellen und sehr wichtig fir die Auf-
rechterhaltung der glomerularen Filtrationsbarriere. Werden Podozyten geschadigt, besitzen
sie nur eine eingeschrankte Fahigkeit zur Regeneration (63) und es kommt zur Proteinurie.
Diese verschlechtert zusatzlich den Verlauf von Nieren-Erkrankungen. Albumin und andere
Serumbestandteile treten vermehrt im Urin auf, da sie durch die Schadigung am Podozyten
nicht mehr zuriickgehalten werden und beschadigen unter anderem Nierentubuluszellen (33).
Die vermehrte Exposition von Albumin scheint in Tubuluszellen auch die Regulation des Kom-
plementsystems zu beeintrachtigen. Durch den Protein-Uberschuss kommt es zu einer beein-
trachtigten Bindung von CFH auf der Oberflache des Tubulus-Epithels (64). Dieser Mechanis-
mus konnte vor allem bei Komplement-assoziierten Glomerulopathien, bei denen die glome-
rulare Komplementaktivierung auch zu einer vermehrten Freisetzung von aktivierten Komple-
ment-Produkten fiihrt, eine Rolle spielen. So entsteht zusétzlich zum glomeruldren Schaden
ein Tubulusschaden. Aus diesem Grund sind die Intaktheit des Podozyten und seine Wider-
standsfahigkeit gegen eine lokal ablaufende Komplement-Aktivierung von entscheidender Be-
deutung. Daher wollte ich untersuchen, welchen Schaden eine Komplementaktivierung auf

dem Podozyten selbst ausrichten kann.

Um zu zeigen, wie humane Podozyten in vitro von Komplement beschadigt werden kdnnen,
haben wir mit Hilfe der Arbeitsgruppen von Prof. Dr. C. Licht (Universitat Toronto) ein Komple-
mentaktivierungsmodell auf Podozyten etabliert (65). Hierfiir wurden Antikérper gegen CD46,

CD55 und CD59 verwendet, um die auf der Oberflache exprimierten Komplement-Regulatoren
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zu blockieren. Gleichzeitig wurde durch die Bindung der Antikdrper der klassische Komple-
ment-Weg aktiviert. Bei diesem Modell handelte es sich nattrlich nur um eine in vitro Methode
zur Untersuchung der Auswirkungen einer Komplement-Aktivierung. Die kultivierten Podozy-
ten behalten zwar viele Eigenschaften der Primarzellen, aus denen sie gewonnen werden (54),
dennoch fehlt den Zellen in der Kulturschale ihre naturliche Umgebung und der Kontakt bzw.
die Interaktion mit umgebender Matrix und Zellen. Trotzdem scheint uns die Untersuchung in
den kultivierten Zellen als eine geeignete Methode, um subzellulare Mechanismen und ablau-
fende Signalwege zu untersuchen. Auch andere Arbeitsgruppen konnten mit ahnlichen Mo-
dellen zeigen, dass der terminale Membranangriffskomplex C5b-9 in sublytischer Konzentra-
tion eine Anzahl an verschiedenen intrazellularen Signalwegen aktiviert und die Intaktheit des
Aktin-Zytoskeletts, sowie verschiedene Schlitzmembran-Proteine angreift (66, 67). Mit unse-
rem Komplement-Aktivierungs-Modell gelang es, die Ablagerung von Komplement-
Aktivierungsprodukten auf der Oberflache der Zellen (C3c und C5b-9) nach einer erfolgten
Aktivierung des Systems nachzuweisen. Au3erdem konnten so gezeigt werden, dass die
Zellen LDH freisetzten und dass das Aktin-Zytoskelett in seiner Architektur gestért wurde. LDH
wird immer dann freigesetzt, wenn Zellen geschadigt werden. Eine Zerstérung des Aktin-

Zytoskeletts beeinflusst die Funktion des Podozyten.

Zusammenfassend konnte also belegt werden, dass humane kultivierte Podozyten durch eine
Komplement-Aktivierung angegriffen und geschadigt werden kénnen. Diese Ergebnisse ver-
deutlichen noch einmal, wie wichtig es ist, dass der Podozyt im Rahmen einer Komplement-
assoziierten Glomerulopathie vor einer Aktivierung des Komplementsystems geschutzt wird,
da er sensibel auf einen Angriff reagiert. Gleichzeitig war ich daran interessiert, welche Ein-

flussmaoglichkeiten der Podozyt auf diese ablaufende Komplementaktivierung hat.

6.2 Wie beeinflusst der Podozyt die glomeruldare Komplementakti-
vierung?

Podozyten werden durch eine Komplementaktivierung geschadigt. Ob sie aber selbst in der
Lage sind die ablaufende lokale Komplementreaktion zu beeinflussen war die Hauptfrage die-
ser Arbeit. Wie andere Zellarten missen sich die Podozyten vor einer Schadigung durch das
Komplementsystem schiitzen und benétigt daher Faktoren, die das System regulieren. Zum
anderen konnte eine Aktivierung des Komplementsystems ein wichtiger Bestandteil der loka-

len Immunabwehr darstellen.
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6.2.1 Regulation der glomeruldren Komplementaktivierung

Es ist bekannt, dass Podozyten sich vor einem Angriff durch das Komplementsystem mit Auto-
phagie des terminalen Komplement-Komplexes schitzen kdnnen (68, 69). Ein weiterer und
ebenfalls wichtiger Weg um eine Komplement-Angriff abzuwehren, scheint die Expression von
Komplement-Regulatoren zu sein. Durch diese Regulatoren werden Komplement-
Aktivierungsprodukte abgebaut und inaktiviert und damit eine Aktivierung des Komplement-
systems unterbrochen. Gerade die Regulation im alternativen Aktivierungsweg durch CFH
aber auch CD46 und CD55 scheint von entscheidender Bedeutung zu sein, da sich das Sys-
tem auf der alternativen Seite spontan aktivieren kann und sich die Aktivierung Gber die Her-
stellung von C3b als Bestandteil der C3-Konvertase selbst amplifiziert. Unter physiologischen
Umstanden scheint es somit ein Gleichgewicht zwischen der spontanen Aktivierung und
Amplifikation im alternativen Weg und den regulierenden Faktoren zu geben. Dieses empfind-
liche Gleichgewicht kénnte bei glomerularen Komplement-assoziierten Erkrankungen gestort

sein.

Mit diesen Experimenten konnte ich beweisen, dass Podozyten in der Lage sind Membran-
standige Komplementregulatoren zu exprimieren. Auf mRNA- und Proteinebene konnte eine
Expression der Regulatoren CD46, CD55 und CD59 nachgewiesen werden. Es wurde be-
schrieben, dass Podozyten den Komplement-Faktor Complement Regulator 1 (CR1) in vivo
exprimieren (70, 71). Jedoch gelang dieser Nachweis in den humanen kultivierten Podozyten
nicht. Dies entspricht den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls die CR1 Expres-
sion in der Zellkultur nicht bestatigen konnten (72). Podozyten scheinen sich unter den Kultur-
bedingungen so zu verandern und damit die Fahigkeit zu verlieren, CR1 zu exprimieren. Im
Vergleich zu Blutendothelzellen scheint sich die Expression der Komponenten CD46, CD55
und CD59 nicht zu unterscheiden. Das Expressions-Muster dieser Membran-standigen Regu-
latoren scheint also insgesamt fur den Podozyten eher unspezifisch zu sein. Wahrscheinlich
handelt es sich um einen allgemeinen Mechanismus, mit dem sich Korperzellen gegen den
Angriff durch das Komplementsystem schitzen kdnnen. In einem gesunden Organismus hal-
ten sich die spontane Aktivierung Uber den alternativen Weg des Komplementsystems und

diese regulierenden Komponenten wahrscheinlich die Waage.

Der Schutz durch die Komplement-Regulatoren scheint auch in vitro in unserem Modell erfolg-
reich gegen einen Komplement-Angriff zu sein. Die Zugabe von Komplement-Komponenten
in Humanserum (NHS) geniigte nicht fir die Aktivierung des Komplementsystems und fuhrte
nicht zu einer Ablagerung von Komplement-Aktivierungsprodukten. Eine Komplement-Aktivie-

rung erfolgte erst nach der Blockade der Membran-standigen Regulatoren (65).
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Im Unterschied zu den Membran-standigen Regulatoren unterschied sich in unseren Untersu-
chungen die Expression von CFH in Podozyten signifikant von der Expression in Blut-En-
dothelzellen. Ein Grund hierfiir kdnnte die unterschiedliche Lage der beiden Zellarten im Kor-
per sein. Die Blut-Endothelzellen wurden aus dem Blut gesunder Probanden gewonnen. Diese
Zellen stehen in standigem Kontakt mit zirkulierendem CFH, und sind demnach wahrscheinlich
nicht auf ihre eigene CFH-Produktion angewiesen. Im Gegensatz dazu fanden sich signifikant
hohere Mengen mRNA fir CFH in den kultivierten humanen Podozyten. Die Expression von
CFH erfolgte zudem auf Proteinebene und die Zellen waren in der Lage das gebildete CFH in
den Uberstand abzugeben. Das sezernierte CFH zeigte im Ko-Faktor-Versuch die Fahigkeit
die zentrale Komponente C3b zu spalten. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass das
inflammatorisch wirksame Interferon gamma die Produktion und Sekretion von CFH noch
weiter erhdhte. Mit diesem Schritt scheint der Podozyt in einer Inflammationssituation in der
Lage zu sein, die Komplementaktivierung liber den alternativen Weg auf seiner Oberflache zu
reduzieren. Unsere Ergebnisse stimmen mit den Untersuchungen anderer Gruppen Uberein.
So konnten Endo et al auch eine erhdhte Expression von CFH in Glomeruli von Patienten mit
einer membrandsen Glomerulonephritis nachweisen (73). CFH ist ein 150 kDa schweres Pro-
tein, welches unter physiologischen Bedingungen in der gesunden Niere nicht in den Urin fil-
triert wird. Dennoch wurde es im Urin von gesunden (74) und proteinurischen Patienten und
Patienten mit Glomerulopathien (73, 75, 76) nachgewiesen. Auch ich konnte in den Versuchen
einen Beweis dafur finden, dass CFH in den Glomeruli in vivo gebildet wird. Durch die Fluores-
zenz in situ Hybridisierung konnte die mRNA fur CFH auch in den Podozyten nachgewiesen
werden. Im Tiermodell zeigte sich sowohl in der Ratte, als auch in Mausen mit einer ex-
perimentell induzierten Proteinurie, dass es nach spezifischer Schadigung des Podozyten zu
einem Anstieg des glomerularen CFHs kam. CFH kdnnte also sowohl unter physiologischen
Umstanden, als auch im Rahmen verschiedener Erkrankungen lokal und bei Bedarf gebildet
werden und die ortliche Komplementaktivierung regulieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen

nahe, dass Podozyten wahrscheinlich eine Quelle dieser lokalen CFH Bildung sind.

Der Verlust der Fahigkeit Komplement lokal zu regulieren, kénnte fur Patienten mit Komple-
ment-assoziierten Glomerulopathien, wie zum Beispiel dem atypischen hamolytisch-urami-
schen Syndroms (aHUS) oder einer membrandsen Glomerulonephritis, von Bedeutung sein,
bei denen es eines sogenannten ,second hit“ bedarf (77). Beim aHUS kann es systemisch zu
einer zunéchst unterschwelligen Komplement-Aktivierung auf Grund von Mutationen in einem
der Komplement-Regulator-Gene kommen. Die Schwelle fir die Entstehung einer Komple-
ment-assoziierten Erkrankung liegt dann bereits tiefer, als bei gesunden Patienten (78). Es ist
gut vorstellbar, dass der Ausfall der lokalen Komplement-Regulation, auf Grund eines weiteren
Ereignisses (z.B. Infektion, Schwangerschaft und Medikamente) nun zur Entstehung der Er-

krankung in der Niere bzw. im Glomerulum fuhrt. Das hamolytisch-urdmische Syndrom wird
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zwar primar als eine Erkrankung der Endothelzelle angesehen, dennoch zeigt sich eine Pro-
teinurie haufig bereits zu Beginn der Erkrankung, welche auf eine friihe Beteiligung der Podo-
zyten hindeutet (52).

Zusatzlich kann die Kommunikation und gegenseitige Beeinflussung (Crosstalk) zwischen Po-
dozyten und Endothelzellen eine Rolle bei der glomerularen Komplementregulation spielen.
Dieser crosstalk wurde bereits fir den Vascular endothelial growth factor (VEGF) (34) be-
schrieben: VEGF wird von Podozyten sezerniert und ermdglicht dadurch die Beweglichkeit
von glomerularen Endothelzellen, die Differenzierung von glomerularen Mesangiumzellen und
die korrekte Entwicklung des Glomerulums (34-36). Podozytares VEGF scheint auch die lo-
kale glomerulare Expression von CFH zu begtinstigen (79), eine Blockade des VEGF vermin-
dert im Glomerulum die Expression des Komplementregulators CFH. Der funktionierende
crosstalk zwischen Endothelzelle und Epithezelle (Podozyt) Uber VEGF ist also wahrscheinlich
Voraussetzung fir eine ausreichende Komplementregulation im Glomerulum. Werden Podo-
zyten geschadigt, und sinkt dadurch die Sekretion von VEGF, wird dadurch auch die Komple-
ment-Regulation im Glomerulum angegriffen. Daher ist die Funktionalitat des Podozyten fiir
die renale Prognose des aHUS und anderer Komplement-assoziierter Glomerulopathien wahr-

scheinlich von Klinischer Bedeutung.

Nichtsdestotrotz handelt sich bei dem Grof3teil unserer Versuche um in vitro Versuche in der
Zellkultur. Diesen crosstalk konnte ich in den von uns verwendeten Modellen daher nicht
untersuchen, vermutlich spielt die Interaktion zwischen den verschiedenen glomerularen Zell-
typen aber eine wichtige Rolle. In dieser Arbeit fanden sich Hinweise, dass das podozytéar
sezernierte CFH in der Lage ist, die Komplement-Reaktion zu regulieren, und dass auch Po-
dozyten in vivo CFH exprimieren. Ob dies aber wirklich die glomeruldre Komplement-Aktivie-
rung beeinflusst, konnte noch nicht festgelegt werden. Aus diesem Grund sind weitere in vivo
Versuche in Maus-Modellen geplant. Unsere Arbeitsgruppe hat bereits begonnen eine
Mauslinie mit einem podozytaren knockout fur CFH herzustellen. Durch die Untersuchung
dieser Maus in verschiedenen Proteinurie-Modellen hoffen wir zeigen zu kénnen, welchen
Einfluss das lokal produzierte CFH auf die glomeruldre Komplementaktivierung hat und welche

Konsequenzen durch diesen knockout entstehen.

6.2.2 Aktivierung der glomerularen Komplement-Reaktion

Gerade im alternativen Komplement-Weg spielt das Gleichgewicht zwischen aktivierenden
und regulierenden Komplementfaktoren eine wichtige Rolle, da dieser Weg durch eine spon-
tane, kontinuierlich ablaufende Aktivierung gekennzeichnet ist. Vor allem die Komplement-

komponente C3 steht im Zentrum dieser Seite der Komplement-Aktivierung.
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Bekannterweise findet die Synthese der Komplement-Komponenten zum grof3en Teil in der
Leber statt. Von hier gelangen die Komponenten (ber den Blutkreislauf zum Ort der Inflam-
mation. In den letzten Jahren zeigte sich, dass aber auch eine lokale Komplement-Produktion
in bestimmten Organen und Geweben eine wichtige Rolle bei der Entstehung verschiedener
Erkrankungen spielt (4). Bei Erkrankungen, wie der Immunkomplex-Glomerulonephritis (13)
und im Bereich der Transplantation-Medizin (14, 80) zeigte sich, dass die lokale Produktion
und Aktivierung des Komplementsystems einen entscheidenden Anteil an der inflammatori-
schen Schéadigung der Niere hat. Daher gewinnt die Untersuchung der lokalen Produktion von
Komplementfaktoren zunehmend an Bedeutung. Vollig unklar ist aktuell aber noch, welchen
Anteil die verschiedenen Zelltypen der Niere jeweils an der lokalen Komplementproduktion

haben.

Der Podozyt stellt mit seinem Kontakt zur Urinseite eine Verbindung zwischen Urin- und Blut-
seite her. Von daher erscheint es durchaus als sinnvoll, dass er sich gegen eindringende
Mikroorganismen zur Wehr setzen kann. Das Komplementsystem stellt einen wichtigen Teil
des angeborenen Immunsystems dar. In der Niere kommt es auch im gesunden Zustand zu
einer kontinuierlich ablaufenden Komplement-Aktivierung, welche aber vermutlich durch lokale
Komplement-Regulatoren reguliert werden kann. Dadurch wird verhindert, dass kdrpereigene
Zellen falschlicherweise zu Schaden kommen (81). Dieses System konnte der Bekampfung
von eindringenden Mikroorganismen dienen (81). Der Podozyt steht mit der Au3enwelt in &hn-
lichem Kontakt, wie das Epithel des Darms oder der Lunge. Anders, als lang angenommen
wurde, zeigte sich, dass auch der Urogenitaltrakt mit einer natdrlichen ,Flora“ an Bakterien
besiedelt ist. Eine Stérung des empfindlichen Gleichgewichtes dieses Mikrobioms geht mit
einer Reihe an nephrologischen und urologischen Erkrankungen, wie z.B. Harnwegsinfektio-
nen, Blasendysfunktion oder Inkontinenz einher (82). Fur andere Epithelzellen liel3 sich eine
lokale Produktion von aktivierenden Komplement-Komponenten nachweisen. Fur die Epithel-
zellen des Darms (83, 84) ist schon seit langerem bekannt, dass die lokale Expression ver-
schiedener Komplement-Komponenten, insbesondere von C3, einen entscheidenden Beitrag
zur Abwehr von eindringenden Mikoorganismen leistet. Sie spielt aber auch eine Rolle bei der
Entstehung von inflammatorischen Erkrankungen. Auch in alveolaren Epithelzellen lie3 sich

die Sekretion von Komplement-Komponenten nachweisen (85).

Ich konnte in diesen Untersuchungen die Expression von verschiedenen aktivierenden Kom-
plement-Komponenten in Podozyten nachweisen. Unter Kultur-Bedingungen sezernierten Po-
dozyten auch C3 und aktives C3a in den Uberstand. Die Voraussetzung fiir die Herstellung
von C3a ist das Vorhandensein eines C3 spaltenden Enzyms, zum Beispiel einer C3-Konver-
tase. Neben der C3-Konvertase konnte aber auch eine intrazellulare Spaltung von C3, wie sie
bei T-Zellen beobachtet wurde, eine Rolle spielen (21). Insgesamt scheinen Podozyten daher

durchaus in der Lage zu sein, die Aktivierung des Komplement-Systems zu starten. Zusatzlich
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konnten in der Zellkultur gezeigt werden, dass die Sekretion der Komponenten C2, C3 und C4
durch die Zugabe des inflammatorischen Molekuls IFNy die Produktion und Sekretion noch
weiter gesteigert werden konnte. Es scheint also durchaus denkbar zu sein, dass Podozyten
unter inflammatorischen oder infektiologischen Bedingungen in der Lage sind, die umgebende
Komplementreaktion zu beeinflussen. Eine andere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls in murinen
Podozyten die Expression von verschiedenen Komplement-Proteinen der frihen Aktivierungs-
kaskade nachweisen (61). Diese Daten unterstreichen die Ergebnisse dieser Arbeit. Interes-
santerweise scheinen die Maus-Podozyten im Gegensatz zu unseren Untersuchungen an hu-
manen Zellen jedoch C5 und Faktor B nicht zu exprimieren. Hierbei kdnnten die unterschied-
lichen Kulturbedingungen der beiden Zellkultur-Linien aber auch Spezies-Unterschiede in der
Komplement-Expression eine Rolle spielen. Neben den Untersuchungen in der Zellkultur
konnte ich ebenfalls eine Produktion von C3 in der Niere der gesunden Maus mit Hilfe einer
Fluoreszenz in situ Hybridisierung nachweisen. Auch hier zeigte sich, ahnlich wie die Regula-
tion fir CFH eine Induktion der Expression von C3-mRNA im Rahmen eines Proteinurie-Mo-
dells in Ratten. Auch Li et al (61) bewiesen diese vermehrte Einlagerung und Bildung von C3
in einem in der Puromycin-induzierten Nephritis der Ratte. Ahnlich wie auch fiir CFH konnte in
mehreren Studien das Auftreten von Komplementproteinen im Urin gezeigt werden (76, 86-
93). Natirlich kann aber auch die Fehlfunktion des glomerularen Filterapparates im Rahmen
proteinurischer Verhéltnisse fur den Verlust der im Serum zirkulierenden Komplement-Prote-
ine verantwortlich gemacht werden (93). Auch andere Zelltypen, wie Nierentubulus-Zellen,
konnten fir eine Sekretion von Komplementproteinen in den Urin verantwortlich sein (27).
Dennoch geben die Ergebnisse Hinweise darauf, dass auch glomerulare Zellen, insbesondere
Podozyten, aktivierende Komplement-Komponenten bilden kénnen, um sich somit aktiv an
einer ablaufenden Komplement-Aktivierung beteiligen zu konnen. Diese Fahigkeit scheint der
lokalen Immunabwehr zu dienen, kdnnte aber unter bestimmten Umstanden auch das Gleich-
gewicht zwischen aktivierenden und regulierenden Komplement-Komponenten stéren. Ein-
dringende Mikroorganismen kdnnten die Produktion von podozytaren Komplementfaktoren in-
duzieren und so das Gleichgewicht in Richtung der aktivierenden Komplementkomponenten
verschieben. In einer vorgeschadigten oder aber auch einer transplantierten Niere, kénnte die-
ses Ereignis dann den Beginn einer Komplement-assoziierten Glomerulopathie beglnstigen.
Um diese Theorien beweisen zu kdénnen, fehlen aber weitere funktionelle in vivo Daten. Auch
hier kbnnte eine Maus mit einem podozytaren Knockout fir den Komplementfaktor C3, und
die Untersuchung in verschiedenen Proteinurie-und Infektionsmodellen hilfreich sein. In die-
sen Modellen kénnte auch untersucht werden, welchen Einfluss die Sekretion von C3 durch

den Podozyten auf die umgebenden glomerularen Strukturen hat.

Die von uns durchgefiihrten Zellkultur-Versuche und die deskriptive Beschreibung der Produk-

tion von C3 in Podozyten geben aber wichtige Hinweise auf die Moglichkeit einer Produktion
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von Komplementkomponenten und damit einer Beteiligung an der Komplementaktivierung.
Damit zeigten wir, dass diesen Zellen, neben der Aufrechterhaltung der Filtrationsbarriere

auch andere Aufgaben und Funktionen zukommen kdnnten.

6.3 Der Podozyt als immunologisch aktive Zelle

Zusatzlich zu der Bedeutung des Podozyten im Rahmen der lokalen Komplement-Aktivierung
betrachtete ich in dieser Arbeit einen weiteren wichtigen Teilaspekt: Neben seiner Filtrations-
funktion scheint der Podozyt Uber einen aktiven Sekretionsmechanismus fur Komplementkom-

ponenten zu verflgen.

Insgesamt weisen ausdifferenzierte Podozyten viele Gemeinsamkeiten mit Neuronen auf: es
handelt sich bei beiden Zelltypen um ausdifferenzierte, nicht mehr teilungsfahige Zellen, beide
exprimieren ahnliche Oberflachenproteine (Nephrin, Synaptopodin, CAT3 und EAAT) (94-96)
und sowohl die Organisation des Zytoskeletts als auch die Ausbildung der Fortsatzstrukturen
ahneln sich. AuRerdem scheinen Podozyten tber Neuronen-artige funktionell aktive ,synapti-
sche“ Vesikel nicht nur zu verfligen (37, 38), sondern auch, ahnlich den Neuronen, dartber
miteinander zu kommunizieren (39). Es ware daher durchaus denkbar, dass auch eine Sekre-
tion von Proteinen durch den Podozyten, der Sekretion von Neurotransmittern durch Neuronen
sehr ahnlich sein kdnnte. Es konnte gezeigt werden, dass die Komplement-Komponenten C3
und CFH im Golgi-Apparat gebildet und gespeichert werden. Es erfolgte eine Art gerichteter
Transport entlang der Tubuli, und die Komplement-Komponente C3 lag nach
Ultrazentrifugation in einer Vesikelfraktion vor. Zudem zeigte sich in der Immunfluoreszenz
eine Ko-Lokalisation von C3 mit Synaptobrevin, einem Bestandteil des Synaptosoms, welches
in Neuronen fur die Verschmelzung der Vesikel mit der Zellmembran und damit fur die aktive
Exozytose bestimmt ist. Natirlich handelte es sich bei diesen Daten zun&achst um vorlaufige
Daten, die nur auf eine Gemeinsamkeit von Podozyten und Neuronen hindeuten, dennoch
zeigten sie ebenfalls, dass es sich bei der Sekretion von Komplement-Komponenten um einen
gerichteten Transport und eine induzierbare Exozytose handelt. Durch den Nachweis dieses
aktiven Sekretionsmechanismus gelang ein weiterer Hinweis darauf, dass sich Podozyten
aktiv am Immunsystem beteiligen, und auch hier bestimmte Aufgaben bernehmen kénnten.

Diese Theorie wurde unter anderen Aspekten auch von anderen Arbeitsgruppen untersucht.

So konnte gezeigt werden, dass Podozyten verschiedene Toll like Rezeptoren (TLR) expri-
mieren, unter anderem TLR3, TLR4 und TLR9 (97-101). TLR spielen eine wichtige Rolle in
der angeborenen Immunitat. Insgesamt sind 10 verschiedene TLR bekannt, jeder von ihnen
erkennt ein spezielles Pathogen assoziiertes molekulares Pattern (PAMPS) und fuhrt Gber den

nuklearen Faktor Kappa B zur Produktion inflammatorischer Zytokine (wie TNF-a, IL-6 oder
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IFNy). TLR werden unter anderem in Makrophagen, T-und B-Zellen exprimiert, wo sie dann
nach chemotaktischer Anlockung, unter anderem durch die Komplementkomponente C3a, die
Immunantwort auslosen (102, 103). Man vermutet, dass tber den TLR vermittelte Signal-
kaskaden (besonders tiber TLR4) in Podozyten fir die Entstehung verschiedener glomerularer
Erkrankungen verantwortlich sind (101). TLR sind unter anderem auch in den Prozess der
Apoptose in Podozyten involviert (97). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass Podozyten im
Rahmen proteinurischer Erkrankungen vermehrt B7-1 exprimieren (98). B7-1, ist ein trans-
Membran Protein, welches in der Regel von B-Zellen oder Antigen-préasentierenden Zellen
exprimiert wird. Obwohl es gewisse Hinweise darauf gibt, dass B7-1 mit Schlitzmembran-Pro-
teinen interagiert (104) und damit einen indirekten Einfluss auf die Architektur des Podozyten
hat, stellt sich die Frage, warum Podozyten als ,nicht immunologische® Zellen immunologische
Rezeptoren wie den TLR oder vielleicht B7-1 exprimieren. Wie bereits erwahnt, steht der Po-
dozyt mit der ,Aufienwelt” Gber das Mikrobiom des Urogenitaltraktes in Verbindung. Es ware
daher durchaus denkbar, dass Podozyten dazu beitragen kdnnten, eindringende Mikro-Orga-
nismen zu erkennen, selbst bekampfen und andere Immunzellen, wie T-und B-Zellen bei der
Immunantwort zu unterstitzen. Daher ware auch die Beteiligung und Beeinflussung der Elimi-

nation von Pathogenen durch das Komplementsystem denkbar.

Diese Uberlegungen liber die potentielle Beteiligung des Podozyten an der angeborenen Im-
munabwehr belegen die Wichtigkeit der Ergebnisse. Ein Hinweis flr eine vielschichtige Rolle
des Podozyten in der Immunabwehr und in der Regulation immunologischer Mechanismen
konnte der Nachweis der Sekretion von C3a durch die Podozyten sein. Neben der Komple-
ment-Aktivierung scheinen der Komponente C3a namlich weitere und neu entdeckte Rollen
zuzukommen. C3a spielt eine Rolle als Anaphylatoxin und lockt so weitere Entziindungszellen
und Mediatoren an. Zudem konnte gezeigt werden, dass C3a in einer Proteinurie zu einer
Transition von Tubuluszellen zu Mesenchymzellen fiihrt (105). C3a spielt aber auch eine zent-
rale Rolle in der Zelldifferenzierung, Proliferation und Induktion der erworbenen Immunabwehr
(106). In T-Zellen wird C3 intrazellular durch Cathepsin L gespalten und als C3a freigesetzt.
Intrazellular scheint C3a notwendig fiir das Uberleben der T-Zellen zu sein. Eine Freisetzung
fuhrte Uber eine autokrine Aktivierung der T-Zelle unter anderem uber den C3a-Rezeptor, zu
einer Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen (21). Auch Podozyten exprimieren den
C3a-Rezeptor (107). Daher ware auch denkbar, dass die Herstellung von C3a zu einem auto-
krinen Stimulationsmechanismus fuhrt und der Podozyt eine Immunantwort initieren und/oder
unterstitzen kann. Podozyten exprimieren ebenfalls Cathepsin L (108) und waren damit, ahn-
lich wie die T-Zellen in der Lage C3a herzustellen. Die Detektion im Uberstand der Podozyten
der zentralen Komponente C3a verdeutlicht die Moglichkeit des Einflusses des Podozyten in

der lokalen Immunabwehr und bringt gleichzeitig eine Menge neue Fragestellungen hervor.
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Da C3a ein Produkt der Spaltung aus C3 ist, und bei diesem Schritt unweigerlich C3b entsteht,
welches wiederum zu einer fortlaufenden Komplement-Aktivierung fihren wirde, ist auch hier
vorstellbar, dass Komplement-Regulatoren und vor allem CFH unter physiologischen Umstan-
den, das anfallende C3b wiederum abbauen. So kénnte C3a hergestellt werden, ohne dass

zu viel C3b zu einer Gberschiel3enden und nicht regulierten Komplementaktivierung fuhrt.

Auch hier scheint das Gleichgewicht zwischen aktivierenden und inhibierenden Komponenten
von Bedeutung zu sein. Im Shigatoxin-induzierten HUS-Mausmodell kann durch die Blockade
des C3a-Rezeptors der Schaden am Podozyten verhindert werden (107). Ebenso findet sich
in Patienten mit einer chronischen Nierenerkrankung eine erhdhte Expression von Cathepsin
L in den Podozyten. Diese vermehrte Expression wiederum konnte zu einer vermehrten
Spaltaktivitat und zu einem vermehrten Anfallen von C3a und C3b und damit zu einer Kom-
plementaktivierung fuhren. Um diesen Zusammenhang zu beweisen, fehlen zum aktuellen
Zeitpunkt aber noch entsprechende in vivo Daten. Auch hier wirden entsprechende podo-
zytare Knockout-Modelle (z.B. fir den Komplementrezeptor C3a, oder fur Cathepsin L) bei der
Beantwortung der Fragestellung behilflich sein, inwiefern sich der Podozyt aktiv am Immun-

system beteiligt und welche Rolle podozytares C3a spielt.

Auch, wenn entsprechende in vivo Daten fehlen, so konnte ich in dieser Arbeit zahlreiche Hin-
weise darauf finden, dass der Podozyt in gewissem Mal3e die lokale Immunabwehr beeinflus-
sen konnte. Diese potentiellen Einflussmdglichkeiten an der Beteiligung des Immunsystems
zeigen aber auch, dass diese Systeme in unkontrolliertem Zustand zur Auslésung einer glo-
merularen Erkrankung oder zu einer sekundéaren Verstarkung einer Glomerulopathie fiihren
kénnen. Naturlich sind weitere Untersuchungen und Daten notwendig, um die zu Grunde lie-
genden Pathomechanismen zu verstehen, und um in Zukunft auch neue Optionen fir Thera-

pien entwickeln zu kénnen.

6.4 Konklusion und Ausblick

Mit dieser Arbeit konnte belegt werden, dass Podozyten Uber die Fahigkeit verfigen Komple-
ment-Komponenten zu bilden, zu bearbeiten, zu speichern und auch exozytotisch in die Um-
gebung abzugeben. Damit konnte dem Podozyten neben seiner elementar wichtigen Aufgabe
in der Erhaltung der Filtrationsfunktion eine weitere wichtige Aufgabe zu kommen. Durch die
Beeinflussung der Komplement-Aktivierung erfillt er vermutlich eine immunologische Rolle.
Zum einen scheint er Uber die Expression der Membran-stéandigen Regulatoren die Komple-
ment-Aktivierung zu regulieren, zum anderen schitzt er wahrscheinlich sich selbst und seine
Umgebung durch die Sekretion von funktionell aktivem CFH. Die Sekretion von CFH scheint

vor allem fir die glomeruldre Basalmembran von Bedeutung zu sein, da diese keine weiteren
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Komplementregulatoren exprimiert (109). Auf der anderen Seite tragt er tGber die Bildung und
Sekretion von aktivierenden Komplement-Komponenten der friihen Komplement-Kaskade und
besonders durch die Herstellung von C3a zu einer Verstarkung einer ablaufenden Aktivierung
bei. Diese Aktivierung kann als Schutz vor eindringenden Mikroorganismen gedeutet werden.
Zudem konnte die vermehrte Sekretion unter inflammatorischen Bedingungen, also zum Bei-
spiel im Rahmen von Komplement-vermittelten Glomerulopathien, zu einer Verstarkung des
Schadens und einer Verschlechterung des Krankheitsverlaufes fiihren oder eine Erkrankung
sogar initiieren. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei jeder glomerularen Erkrankung
die Rolle der lokalen Produktion von Komplement-Faktoren durch Podozyten in Betracht ge-

zogen werden sollte.
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8 Zusammenfassung

Eine unregulierte Aktivierung des Komplement-Systems kann zur Entstehung einer Komple-
ment-assoziierten Nierenerkrankung, wie zum Beispiel einer membrantsen Glomerulonephri-
tis oder einem atypischen hamolytisch-urdmischen Syndrom, fihren. Obwohl Komplement-
Komponenten zum Grof3teil in der Leber gebildet werden, scheint auch die lokale Bildung von
Komplement-Bestandteilen fur zahlreiche Erkrankungen von Bedeutung zu sein. Podozyten
stellen einen wichtigen Anteil der glomerularen Filtrationsbarriere dar und werden haufig be-
reits in frihen Phasen einer Komplement-assoziierten Glomerulopathie geschadigt.

Daher war das Ziel dieser Arbeit, die Rolle des Podozyten im Rahmen von Komplement-as-
soziierten Glomerulopathien zu untersuchen. Ich wollte wissen, wie Podozyten von einer loka-
len Komplement-Aktivierung geschadigt werden und ob sie in der Lage sind, eine lokale Kom-

plement-Reaktion zu beeinflussen.

Mit Hilfe eines in vitro Komplement-Aktivierungsmodells wurde die Auswirkungen einer Kom-
plementaktivierung auf humane kultivierte Podozyten evaluiert. AuRerdem wurde die Zelllinie
auf ihre Fahigkeit untersucht aktivierende und inhibierende Komplement-Komponenten zu ex-
primieren und zu sezernieren. In Proteinurie-Tiermodellen wurde die Regulation der zentralen

aktivierenden Komplement-Komponente C3 und des Regulators CFH gepriift.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Komplementaktivierung auf der Oberflache der Zellen
zu einer Zellschadigung im Sinne einer LDH-Freisetzung und einem Umbau des Aktin-
Zytoskeletts fiihrte. Die kultivierten Podozyten waren aber auch in der Lage verschiedenen
aktivierende Komplement-Komponenten (z.B. C3) und -Regulatoren (z.B. CFH) auszubilden
und zu sezernieren. Sowohl C3, als auch CFH verfugten tber eine funktionelle Aktivitat und
die Sekretion folgte einem aktiven Exozytose-Mechanismus. In Nieren gesunder Mause ge-
lang ebenfalls der Nachweis der Produktion dieser beiden Komponenten in den Podozyten mit
Hilfe einer Fluoreszenz in situ Hybridisierung. Nach spezifischer Podozyten-Schadigung im

Tiermodell zeigte sich eine vermehrte glomerulare Expression von C3 und CFH.

Insgesamt konnte belegt werden, dass Podozyten in vitro in der Lage sind, eine Komplement-
Reaktion zu beeinflussen, und es auch in vivo nach einer Podozyten-Schadigung zu einer
vermehrten Expression der Komponenten C3 und CFH kommt. Es ware daher durchaus denk-
bar, dass sich Podozyten an einer lokalen Komplement-Reaktion beteiligen, und zusatzlich
zur Filtrationsfunktion andere Aufgaben haben kénnen. Um diese Hypothese bestatigen zu

koénnen, fehlen aber aktuell noch weitere funktionelle in vivo Daten.
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9 Summary

Unregulated complement activation can cause complement associated kidney diseases, for
example membranous nephropathy or atypical hemolytic uremic syndrome. Complement com-
ponents usually are built in the liver. Nevertheless also local complement production seems to
be important for several diseases. Podocytes are an important part of the glomerular filtration
barrier. They are often damaged in early phases of complement associated glomerulopathies.

The aim of this PhD thesis was to evaluate the role of podocytes within complement-associated
glomerulopathies. We were interested in podocytes’ damage induced by complement activa-

tion and the potential of podocytes to influence local complement activation.

In an in vitro model, we analyzed the consequences of complement activation for cultured
human podocytes. We also characterized the podocyte cell line for its ability to express and
secrete activating or regulating complement factors. In animal proteinuria models we investi-

gated the expression of the central complement component C3 and central regulator CFH.

We could show that complement activation induced cell damage, marked by LDH release und
actin remodeling. Cultivated podocytes were able to express and secrete several complement
components (e.g. C3) and complement regulators (amongst others CFH). C3 and CFH were
functionally active and the secretion followed an active exocytosis pathway. In the kidneys of
healthy mice both components could be detected in podocytes, using a fluorescence in situ
hybridization. After specific podocyte damage expression of glomerular C3 and CFH in-

creased.

In summary we could prove that cultured podocytes were able to influence complement acti-
vation. In vivo podocyte damage caused an increased expression of C3 and CFH. Therefore
it is absolutely conceivable that podocyte activate or regulate local complement activation. So
podocytes may have other tasks beyond their filtration function. To prove this hypothesis more

functional in vivo data are needed.
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