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1. Zusammenfassung

Podozyten sind hochspezialisierte, enddifferenzierte Zellen, die eine entscheidende Rolle an
Aufbau und Funktion des glomerularen Filtrationsapparates tragen. Ihre Schadigung oder der
Verlust fUhrt zu einer Proteinurie und langfristig zur Entwicklung eines Nierenversagens. Bei
der Glomerulonephritis (GN) sind Podozyten durch Zytokine und die Infiltration von
Immunzellen einem entziindlichen Umfeld ausgesetzt.

In Vorarbeiten durch Brahler et al. wurde gezeigt, dass die podozytenspezifische Blockade
des NF-kB-Signalwegs den Verlauf einer experimentellen GN im Mausmodell abmildern und
die Sekretion proinflammatorischer Zytokine reduzieren kann. Dem NF-kB-Signalweg
vorgeschaltet sind die Toll-like Rezeptoren (TLR), welche in Immunzellen und Gewebszellen
zur Erkennung von schadens- und pathogenassoziierten Mustern in der Zellmembran liegen.
Die Signalubermittiung erfolgt Uber das Adaptorprotein MYD88 zu mehreren
proinflammatorischen Signalwegen, einschliellich des NF-kB-Signalweg.

In dieser Promotionsarbeit wurde die Rolle des MYD88-abhangigen TLR-Signalweges in
Podozyten untersucht. Daflir wurde das Modell der nephrotoxischen Nephritis verwendet,
zunachst um eine Transkriptomanalyse von isolierten Podozyten vor und nach Induktion der
GN durchzufiihren. Diese ergab eine deutliche Regulation von Genen, die mit dem
Aktinzytoskelett und der Zelladhasion assoziiert sind, was die deutlichen strukturellen
Veranderungen der Podozyten in der Erkrankung widerspiegelt. Diese mdgliche
zytoskelettalen Umstrukturierungen zeigen sich auch in der Analyse des Filtrationsapparates
mittels STED-Mikroskopie, welche eine deutliche Reduzierung der Abdeckung der Kapillaren
durch die Schlitzmembran unter GN ergab. Zudem wurde eine deutliche Aktivierung
proinflammatorischer Signalwege, einschliel3lich verschiedener TLR, beobachtet. Daraufhin
wurde durch Kreuzung ein Mausmodell mit einem podozytenspezifischem Myd88-Knockout
etabliert und im Krankheitsmodell untersucht. Wie erwartet ergaben sich keine Auffalligkeiten
in der basalen Phanotypisierung des Mausmodells. Interessanterweise zeigten sich jedoch
auch im Verlauf der experimentellen GN keine relevanten Unterschiede zur Kontrollgruppe,
weder in funktionellen noch in histopathologischen Untersuchungen. Auch auf Ebene der
infiltrierenden Immunzellen oder mittels STED-Mikroskopie analysierten
Schlitzmembranstruktur waren keine wesentlichen Unterschiede feststellbar. Um mdgliche
kompensatorische Mechanismen zu identifizieren, wurde eine weitere Transkriptomanalyse
durchgefuhrt, nun mit Myd88-defizienten Podozyten nach Induktion einer GN. Diese ergaben
Hinweise auf mdgliche kompensatorische Mechanismen, unter anderem Uber Typ-I-
Interferonsignalweg sowie MYD88-unabhangige TLR-Signalwege.

Zusammenfassend ist dies die erste Studie, die spezifisch die Rolle des MYD88-abhangigen
TLR-Signalwegs in Podozyten untersucht. Zudem bieten die Transkriptomanalysen von

isolierten Podozyten unter GN einen neuartigen Datensatz, der Einblicke in die

8



transkriptionellen Regulationsprozesse im erkrankten Podozyten liefert. Die Tatsache, dass
ein Knockout von Myd88 keinen entscheidenden Einfluss auf den Krankheitsprozess hat, wirft
die wichtige Frage auf welche alternativen Signalwege im Podozyten ablaufen, was in

zukunftigen Forschungsarbeiten validiert werden muss.



2. Einleitung

2.1 Chronische Nierenerkrankung

211. Klinische Relevanz

Die chronische Niereninsuffizienz (chronic kidney disease, CKD) gehort zu den haufigsten
Todesursachen weltweit. 2017 starben 1,2 Millionen Menschen an einer CKD, und die WHO
erwartet einen weiteren Anstieg der Mortalitdt bis 2030 auf bis zu 14 Todesfalle/100.000

Menschen '°

. In Landern mit einer alteren Bevolkerung leiden bereits Gber 10% der
Bevolkerung an einer CKD, jedoch variiert die Pravalenz stark zwischen unterschiedlichen
Landern und gesellschaftlichen Schichten. Insgesamt resultiert daraus eine grofe,
zunehmende Belastung der Gesundheitssysteme und verleiht der Forschung an der
Pathogenese mit dem langfristigen Ziel der Entwicklung neuer Behandlungskonzepten eine
hohe Relevanz ™.

Definitionsgemal handelt es sich bei der CKD um eine Einschrankung der glomerularen
Filtrationsrate auf unter 60ml/min/1.73m?, unabhangig der zugrunde liegenden Ursache,
welche langer als drei Monate besteht. Dadurch wird es vom akuten Nierenversagen
abgegrenzt, welche durch eine rasche Verschlechterung der glomerularen Filtrationsrate
definiert ist 7.

Die Ursachen der CKD sind vielfaltig. Zu den haufigsten Ursachen gehdrt neben den
metabolisch assoziierten Erkrankungen wie Diabetes und arterielle Hypertonie die Gruppe der
Glomerulonephritiden, wobei die Haufigkeit je nach Alter, zwischen verschiedenen ethnischen
Gruppen und Landern stark unterscheiden .

Das klinische Bild einer CKD variiert stark. Haufig sind Patienten primar asymptomatisch und
die Diagnose einer CKD ist in solchen Fallen haufig ein Zufallsbefund im Routinelabor. Eine
Einschrankung der Nierenfunktion kann ebenso durch periphere Odeme, kardiale oder
kognitive Symptome auffallen und somit zu einer deutlichen Einschrankung der Lebensqualitat
fiihren 146,

Im klinischen Kontext erfordert die CKD eine individuelle und haufig aufwendige Behandlung.
Diese besteht aufgrund der begrenzten Moglichkeiten jedoch meist nur aus dem Management
der Komplikationen und dem Einddmmen der Risikofaktoren eines Krankheitsfortscheitens.
Bei einem Fortschreiten bis zum terminalen Nierenversagen kann die CKD hin zur
Dialysepflichtigkeit fuhren. In Deutschland sind insgesamt circa 90.000 Menschen
dialysepflichtig, wobei aufgrund der Zunahme der Hauptrisikofaktoren ein Anstieg der
Pravalenz in Deutschland bis 2040 um ca. 20% erwartet wird. Die Dialyse stellt eine hohe
soziobkonomische Belastung dar. In Deutschland liegen die jahrlichen Versorgungskosten von

dialysepflichtigen Patienten bei ca. 55000€ *°. Zu den haufigsten Ursachen einer
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Dialysepflichtigkeit gehéren gemal der Umfrage des QuaSi-Nieren-Bericht von 2005 nach
dem Diabetes mellitus auch die sogenannten Glomerulonephritiden (siehe Abb. 1) “°.

Verschiedene
Vaskulare Nephropathie 4 9%

16 %

Zystennieren
7%

QuaSi-Niere 2005

Unbekannte Genese
10 %

Systemerkrankungen Diabetes Typ Il
3% 24 %
Hereditar/Kongenital
1% Diabetes Typ |

4 %

Interstitielle Nephritis
12 %

n = 46.597 Dialysepatienten

Glomerulonephritis
19 %

Abb. 1: Diagnoseverteilung der Quasi-Nieren-Studie bei dialysepflichtigen Patienten (2005)

21.2, Physiologie der Niere

Bei den Nieren handelt es sich um ein paarig angelegtes Organ des Retroperitoneums mit
vielfaltigen Aufgaben in der Homdostase des Koérpers. Zu den wichtigsten physiologischen
Aufgaben gehort neben der Filtration des Harns die Regulation des Saure-Basen-Haushalts,
des Wasser- und Elektrolythaushalts sowie die Blutdruckeinstellung und die Steuerung der
Blutneubildung durch die Bildung von Erythropoetin.

Humane Nieren beinhalten ungefahr eine Millionen Nephronen, welche jeweils aus einem
Nierenkorperchen (Glomerulus) und dem anschlielenden Tubulussystem bestehen, welche
den Harn dann bis in das Nierenbecken leiten. In den Glomeruli findet die initiale Harnbildung
statt. Insgesamt werden dort taglich ungefahr 180l — nahezu proteinfreier — Primarharn aus
dem Blutplasma filtriert, welcher dann im Verlauf des Tubulussystems durch die
Rickresorption von freiem Wasser auf durchschnittlich 1,5 | konzentriert wird und dann tber
das Sammelrohr und Ureteren an die Harnblase weitergeleitet wird ®. Die glomerulare
Filtrationsrate (GFR), anhand welcher auch die CKD klassifiziert wird, bezeichnet das primar
in den Nieren an den Glomeruli filtrierte Gesamtvolumen und liegt physiologisch bei Uber 120
ml/min. Abhangig ist sie vom effektiven kapillaren Druck, der Filtrationsflache und der
Durchlassigkeit des glomerularen Filtrationsapparats. Um die glomerulare Filtration aufrecht

zu erhalten, ist eine starke Durchblutung notwendig, weshalb die Nieren zu den am starksten
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durchbluteten Organen zahlen. Die renale Perfusionsrate liegt bei ungefahr 1,2 I/min, was

ungefahr 20% des gesamten Herzzeitvolumen entspricht %°.

2.1.3. Glomerularer Filtrationsapparat

Pathophysiologisch entsteht die CKD zumeist als Folge einer Schadigung des glomerularen
Filtrationsapparates. Die haufigsten Ursachen einer CKD wie die diabetische Nephropathie,
der arterielle Hypertonus aber auch der Glomerulonephritis haben alle eine Schadigung der
Integritat der Glomeruli zur Folge #%61%4,

Der Glomerulus bildet Uber seine einzigartige Struktur die Filtrationseinheit der Niere und
wurde erstmals konkret beschrieben durch William Bowman im Jahr 1842 2'. Hierbei handelt
es sich um eine Kapillarschleife, welche der Arteria renalis entspring und das erste Kapillarbett
der Niere darstellt. Diese Schleife wird vom glomerularen Filtrationsapparat bedeckt. Dieser
besteht aus dem fenestrierten Kapillarendothel inklusive einer negativ geladenen Glykokalyx,
der glomerularen Basalmembran (GBM) sowie den von der Harnseite aufliegenden Podozyten
(siehe Abb. 2A & B). Die GBM besteht aus einer dreilagigen Struktur, welche aus der Lamina
densa, der Lamina rara interna und der Lamina rara externa besteht. Gebildet wird die GBM
durch die Endothelzellen sowie den Podozyten und besteht hauptsachlich aus Kollagen Typ
IV, Laminin und Proteoglykanen. Funktionell spielt sie eine entscheidende Rolle bei der
Verhinderung der Proteinfiltration.

Der Filtrationsapparat ermdéglicht die Selektivitat der Filtration: Wasser und kleine geldste
Stoffe wie Harnstoff oder Glukose werden frei filtriert, die Passage von Zellen und
Makromolekilen wie zum Beispiel von Proteinen wird wiederrum verhindert. Bei
Schadigungen des glomeruldren Filtrationsapparats kommt es zu einem Verlust der
Filterfunktion, wodurch es sowohl zum Durchtritt nicht zu filtrierender Substanzen, wie

beispielsweise Albumin, als auch zu einer Abnahme der Gesamtfiltrationsrate kommt. Dies hat

einen Anstieg auszuscheidender Stoffe im Blut zur Folge. Unter anderem zahlen Kreatinin und
33,127,139

Harnstoff hierzu, welche auch zur Bestimmung der Filtrationsfunktion genutzt werden

B

5 {jxg%‘l T

_mo
e~
L

R o<

¥

1dats R

Abb. 2: Elektronenmikroskopische Darstellung des glomeruldren Filtrationsapparates. Zusammengestellt
aus Mundel et al. ®(A, B) und Pavenstadt et al. ' (C)
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Die Kapillaren (C) sind von den Fuf¥fortsatzen (F) der Podozyten bedeckt. Dazwischen liegt die GBM
sowie das fenestrierte Kapillarendothel (Abb. A, B) ®. Die FuRfortsatze verschranken sich mit den
FuRfortsatzen der benachbarten Podozyten und bilden so ein Netz, welches die Basis des glomerularen
Filtrationsapparats bildet (Abb. C). 1%

214, Podozyten

Podozyten sind enddifferenzierte und polarisierte epitheliale Zellen und liegen der
glomerularen Basalmembran von der Urinseite auf und damit auch die Kapillaren umhillen.
Sie bestehen aus einem die Zellorganellen beinhaltendem Zellkérper und den sogenannten
FuRfortsatzen, welche sich uber Primar- und Sekundarfortsatze mit den Fulfortsatzen
benachbarter Podozyten verzahnen. Zudem sind die Podozyten Uber Integrine und
Dystroglykane mit der GBM verankert (siehe Abb. 2C). Zwischen den FulRfortsatzen zweier
Podozyten entsteht dadurch ein ungefahr 40nm breiter Filtrationsschlitz, welcher von einer
aufliegenden diinnen Membran, der sogenannten Schlitzmembran (SM), Gberspannt ist und
dariiber die Filtrationseigenschaften erhalt **'?’. Die SM wird (iber spezialisierte Zell-Zell-
Kontakte verbunden und besteht aus Transmembranproteinen, welche Uber spezifische
Proteine an das Aktin-Zytoskelett der Podozyten gebunden wird. Zu den Proteinen der
Schlitzmembran gehdren unter anderem Nephrin und Podocin. Nephrin interagiert direkt mit
dem Nephrin des gegenlberliegenden Fulfortsatzes. Podocin wiederum ermdglicht die oben
genannte Verankerung mit dem zelleigenen Aktin-Zytoskelett 2°°7°, Daneben spielen auch a-
Aktinine eine entscheidende Rolle in der Stabilitdt und Funktion der Schlitzmembran und der
Adhéasion von Podozyten 3. Es ist bekannt, dass bestimme Mutationen im Actn4-Gen, welches
fur a-Actinin-4 kodiert, ursachlich fur eine fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) sein
kann "8, Auch fiir Mutationen in Podocin (kodiert durch das Nphs2-Gen) ist bekannt, dass sie
Ursache einer FSGS und damit einer CKD sein kdnnen. So konnte in einem Mausmodell
gezeigt werden, dass spezifische Mutationen im Nphs2-Gen zu einer progressiven
Nierenfunktionsstérung mit einer zunehmenden Schadigung des Filtrationsapparates fihren
% Hierbei kommt es unter anderem auch zu Verdnderungen in der Morphologie der
Ful¥fortsatze, was zu einer Reduktion der Lange und Dichte der Schlitzmembran fuhrt, wobei
die genaue Pathogenese der Proteinurie nicht vollstandig verstanden ist. Aktuelle Studien
lassen vermuten, dass nicht nur die strukturellen Anomalien der Schlitzmembran im Rahmen
von podozytarer Schadigung den Filtrationsprozess beeinflussen. Zusatzlich wird vermutet,
dass die Podozyten die Fahigkeit verlieren, die erforderliche Gegenkraft gegen den
Filtrationsdruck aufrechtzuerhalten '®%""*_ GemaR der Gelkompressionshypothese hat dies
zur Folge, dass durch den Blutdruck die Basalmembran zunehmend aufgespannt wird und

diese dadurch zunehmend durchlassig wird *.
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2.2 Glomerulonephritis

Glomerulonephritiden (GN) beinhalten eine sehr heterogene Gruppe an entzindlichen
Erkrankungen des glomerularen Filtrationsapparats. Sie gehdren zu den haufigsten Ursachen
einer chronischen Nierenerkrankung und kénnen bis hin zum terminalen Nierenversagen (end-
stage renal disease, ESRD) flihren. Insgesamt verursachen die GN Uber 20% der CKD, wobei
die GN bei jungeren Menschen sogar die haufigste Ursache einer CKD und eines terminalen
Nierenversagens darstellen *°.

Klinisch gibt es kein spezifisches Symptom, welches bei einer GN auftritt, weshalb die
Diagnose haufig erst verzégert gestellt wird 4°. Als Folge einer GN wird zwischen dem 1947
erstmals von Henry Christian beschriebenen nephrotischen Syndrom und dem primar
entziindlich gepragten nephritischen Syndrom differenziert *. Das nephrotische Syndrom tritt
vor allem bei einer Uberwiegenden podozytaren Schadigung auf und bezeichnet die
Symptomkombination aus eine Proteinurie mit >3,5g/24h, einer Hypoproteinamie, einer
Hyperlipoproteindmie und peripheren Odemen und gilt als direktes Zeichen einer Schadigung
der Glomeruli *°. Davon abzugrenzen ist das nephritische Syndrom, welches als Zeichen einer
direkten Inflammation der Glomeruli auftritt und in erster Linie mit einer akuten GN einhergehen
kann. Hierbei kommt es aufgrund der Schadigung der Kapillarwand zu einer Hamaturie in
Kombination mit einer Proteinurie und einem Hypertonus. Zusétzlich kann die Nierenfunktion
eingeschrankt sein, was ebenfalls Odeme und eine Anurie zur Folge haben kann '*°.
Zunachst wird bei den GN zwischen primaren und sekundaren Ursachen unterschieden.
Wahrend bei den sekundaren GN eine Systemerkrankung vorliegt, bei welcher Glomeruli
sekundar mitbetroffen sind, liegt bei der primaren GN ein ausschlief3licher und initialer Befall
der Niere und der Glomeruli vor. Es sind unterschiedlichste Ursachen fir die glomerulare
Schadigung im Rahmen einer GN bekannt. Am haufigsten liegt der GN eine autoimmune
Ursache zu Grunde, die vor allem mit einem nephritischen Syndrom einhergehen. Bei
Veranderungen der glomeruléren Filtrationsbarriere hingegen kommt es eher zu einer Stérung
der glomerularen Filtration und in der Folge kann ein nephrotischen Syndrom mit starker
Proteinurie entstehen.

Goldstandard der Diagnostik der GN ist die Nierenbiopsie '%°. Lange Zeit wurden die GN auch
mangels Alternativen insbesondere rein nach ihrem histopathologischen Bild eingeteilt. Dabei
wird zunachst das Ausmall des Schadens bezeichnet, indem die Anzahl der betroffenen
Glomeruli evaluiert und zwischen fokal (nur einige Glomeruli betroffen) und diffus (alle oder
nahezu alle Glomeruli) sowie zwischen segmental (ein Teil des Glomerulus) und global (das
gesamte Glomerulus) differenziert wird. Bezlglich des Befallmusters kann zum Beispiel die
endokapillare proliferative GN von der membranoproliferativen GN und der rasch
progredienten GN differenziert werden '®. Die rasch progrediente GN wird aufgrund der

proliferierenden epithelialen Zellen und infiltrierenden Immunzellen entlang der Bowman-
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Kapsel und der sich daraus entwickelnden — histologisch abzugrenzenden —
halbmondférmigen Gebilde, welche daher im angloamerikanischen Raum auch als
,crescentic GN bezeichnet wird . Das histopathologische Erscheinungsbild der glomerularen
Veranderungen ist weiterhin wichtig, um das Ausmalf’ und den Fortschritt der Erkrankung zu
klassifizieren, lasst jedoch haufig keinen genauen Ruckschluss auf die therapeutisch
entscheidende Differenzierung der zu Grunde liegenden Ursache zu. Folgend hat sich in den
letzten Jahren zunehmend eine Einteilung entsprechend der Pathogenese durchgesetzt.
Hierfir werden neben dem glomerularen Schadigungsmuster auch Immunophanotypisierung
durch immunhistochemische Farbungen und Immunfluoreszenz sowie
elektronenmikroskopische Aufnahmen genutzt. Dies bericksichtigend hat die Mayo
Clinic/Renal Pathology Society 2016 ein Konsensuspapier erstellt '2°, nach welchem die GN
anhand der Atiologie grob in folgende fiinf Gruppen eingeteilt werden kénnen: Immunkomplex-
vermittelte GN, ANCA-assoziierte GN, Anti-GBM GN, monoklonale Immunglobulin-assoziierte
GN und die C3-assoziierten Glomerulopathien und im Folgenden naher beschrieben werden.
Die genaue Einteilung der GN bleibt jedoch weiterhin umstritten. So schlagen Anders et. al.
eine Einteilung der GN entsprechend der immunopathophysiologischen Grundlage vor.
Dadurch kénne die GN in funf Kategorien differenziert werden: infektionsassoziierte GN,
autoimmun vermittelte GN, alloimmun assoziierte GN, autoinflammatorisch vermittelte GN und

zur monoklonalen Gammopathie assoziierte GN *,

2.21. Immunkomplex-vermittelte GN

2211 Lupusnephritis

Die Lupusnephritis (LN) ist eine haufige und schwerwiegende Organmanifestation des
systemischen Lupus erythematodes (SLE), die bei mehr als 50% der Patienten auftritt. Die
klinische Manifestation einer LN ist sehr variabel und reicht von asymptomatischer Proteinurie,
Uber ein nephrotisches Syndrom bis hin zu terminalem Nierenversagen, wobei etwa 20% der
Patienten ein terminales Nierenversagen entwickeln. Ein Grofteil der Patienten mit LN ist
junger als 50 Jahre. Das Auftreten einer LN im Rahmen eines SLE erhoht signifikant die
Mortalitat. Fir einen SLE besteht eine genetische Pradisposition, aber auch Umweltfaktoren
scheinen eine Rolle zu spielen. Zusatzlich scheint bei Patienten mit SLE die Expression von
Genen im Zusammenhang mit dem Typ-I-Interferon-Signalweg gestort zu sein, was zu einer
erhéhten Krankheitsaktivitat fiihrt *. Die Nierenbiopsie gilt auch hier als Goldstandard fiir die
Diagnose von der LN 2. Aktuell wird die LN nach ihrem histopathologischen Bild gemaR der
International Society of Nephrology und der Renal Pathology Society in sechs verschiedene
Klassen eingeteilt '’. Bei der LN kommt es zur Ablagerung von Immunkomplexen im
Glomerulus. Diese Komplexe bestehen aus Antikérpern, insbesondere anti-dsDNA-
Antikérpern, die sich mit nukledren Antigenen verbinden. Die Ablagerung dieser

Immunkomplexe flihrt zur Aktivierung des Komplementsystems, einschlieRlich der
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Komplementkomponenten C3a, C4a und C5a, die wiederum die Infiltration von Immunzellen
fordern. In der Immunfluroeszenz zeigen sich hierbei typischerweise Ablagerungen von IgA,
IgG und IgM-Antikorpern sowie C1q und C3-Komplenetfaktoren, wobei sich die Lokalisation je
nach Klasse unterscheidet °®. Die Prognose einer LN ist auch stark abhangig von der

vorliegenden Klasse °.

2.21.2 IgA Nephropathie

Bei der IgA-Nephropathie handelt es sich um die haufigste Form der idiopathischen GN 2,
Die Erkrankung entsteht durch eine mesangiale Ablagerung von Immunkomplexen, welche
durch die Bildung von Antikorper gegen abnorme Formen des IgA1-Molekuls entstehen.
Klinisch manifestiert sich die Erkrankung meist mit einer asymptomatischen Hamaturie und
typischerweise in der 2.-3. Lebensdekade "**. Der histopathologische Befund kann nach der
Oxford-Klassifikation eingeteilt werden, haufig auch als MEST-C-Score bezeichnet '*. Dieser
berlcksichtigt folgende, haufig auftretende pathologische Veranderungen: Hyperzellularitat
des Mesangiums, endokapillare Proliferation, segmentale Glomerulosklerose , tubulare
Atrophie bzw. interstitielle Fibrose sowie die Ausbildung von glomerularen halbmondférmigen

Formationen "%,

2.21.3 Infekt-assoziierte GN

Die Gruppe der Infekt-assoziierten GN umfasst neben der postinfektiosen GN, welche erst
nach dem vollstandigen Auskurieren einer Infektion und einem infektionsfreien Intervall auftritt,
auch die mit einer akuten Infektion assoziierten GN. Weltweit handelt es sich bei den
infektionsassoziierten GN um die haufigste Form der GN. Diese tritt insbesondere im
Kindesalter als akute postinfektiose GN nach viralen, bakteriellen oder Protozoeninfektionen.
Am haufigsten tritt die postinfektiose GN nach einer Infektion mit beta-hamolytischen
Streptokokken auf, und somit haufig nach Infektionen der oberen Atemwege wie beispielweise
Tonsillitidien. Insbesondere in Landern mit hdheren Einkommen sinkt die Rate an
postinfektiosen GN nach Streptokokkeninfektionen in den letzten Jahren deutlich. Eher die
altere Bevolkerung betreffen postinfektiocse GN nach bakteriellen Endokarditiden oder
Staphylokokkeninfektionen .

Pathophysiologisch haben die unterschiedlichen Infekt-assoziierten GN gemeinsam, dass die
kérpereigene immunologische Antwort auf eine systemische Infektion eine glomerulare
Schadigung zur Folge hat. Der genaue Pathomechanismus ist derzeit noch nicht verstanden,
es wird davon ausgegangen, dass die Antikorper, die aufgrund der Infektion gebildet werden,
zur Formung von Immunkomplexen fuhren, welche dann zur glomeruldren
Immunkomplexablagerung fluhrt und die glomeruldare Schadigung durch verschiedene

Entziindungsreaktionen hervorruft 76:117:134.1%5
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2.2.2, ANCA-assoziierte GN

Die ANCA-assoziierte GN ist eine haufige Prasentation der ANCA-assoziierten Vaskulitis
(AAV) und eine Nierenbeteiligung tritt in ca. 70% der Falle auf. Die systemischen AAVs werden
gemal der International Chapel Hill Consensus Conference in die mikroskopische Polyangiitis
(mPA), Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) und in die eosinophile Granulomatose mit
Polyangiitis (EGPA) klassifiziert . Bei den anti-neutrophilen cytoplasmatischen Antikdrpern
(ANCA) handelt es sich um Autoantikbrper gegen Antigene im Zytoplasma neutrophiler
Granulozyten, wobei man zwei Haupttypen differenziert: cytoplasmatische ANCA (CANCA)
und perinukleare ANCA (pANCA). Die spezifischen Antikdrper bestimmen weitgehend den
Phanotyp der Erkrankung. cANCA sind typischerweise mit der GPA und pANCA mit mPA und
EGPA assoziiert. Die Nierenbeteiligung kann sich klinisch unterschiedlich auspragen, teils
auch in Form einer rasch fortschreitenden Glomerulonephritis mit einem schnellen Verlust der
GFR. Das histopathologische Bild ist bei den ANCA-assoziierten Glomerulonephritiden durch
eine pauci-immune Vaskulitis gekennzeichnet, wobei nur wenige oder keine Immunglobuline
und Komplementablagerungen nachweisbar sind. Insbesondere in den friiheren Stadien zeigt
sich eine Invasion neutrophiler Granulozyten in den Gefallwanden, was Nekrosen und
fibrinoide Veranderungen zur Folge haben kann. Im Verlauf werden die neutrophilen
Granulozyten durch mononukleére Leukozyten abgeldst 7. GemaR der Berden-Klassifikation
unterteilt man folgende histopathologische Hauptmerkmale der ANCA-assoziierten GN:

sklerotisch, fokal, Halbmondformationen und gemischt '’.

2.2.3. Anti-GBM GN

Bei der anti-glomerulare Basalmembran Glomerulonephritis (anti-GBM GN) handelt es sich
um eine Erkrankung, welche als Vaskulitis der kleinen Gefal3e sowohl die Kapillarbetten der
Nieren als auch der Lunge betreffen. Insgesamt handelt es sich bei der anti-GBM GN um eine
sehr seltene Erkrankung mit einer Inzidenz von ca. 1-2 Fallen pro 1 Mio. Menschen '*. Die
genaue Ursache bleibt noch ungeklart. Es wird wie bei vielen autoimmunen Erkrankungen
davon ausgegangen, dass es durch einen Trigger, wie zum Beispiel eine Infektion, zur
Ausbildung von Antikérpern gegen spezifische Teile, der vor allem in der Lunge und den
Glomeruli vorkommenden a3NC1-Doméane des Typ-IV-Kollagens der Basalmembran, kommt
2889 Folge der anti-GBM GN ist haufig eine rasch fortschreitende Glomerulonephritis und
charakterisiert durch die Ausbildung von den zuvor beschriebenen halbmondférmigen

glomeruldren Formationen als Hinweis auf die infiltrierenden Immunzellen 2.

224. Monoklonale Ig GN

Die monoklonalen Ig-GN sind charakterisiert durch monoklonale Antikdrperablagerungen an
den Glomeruli. Hierbei kommt es entweder zur Ablagerung gesamter Antikdrper oder

spezifischer Teile von Antikdrpern wie zu Beispiel der Leichtketten. Zu den Vertretern dieses
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Spektrums gehoren beispielsweise auch die krytpoglobulinamischen GN. Namensgebend sind
hier die im Serum zu findenden Kryptoblobuline, also Immunglobuline, die bei niedriger

Temperatur Ausféllen. 2°

2.2.5. C3-assoziierte GN

Die C3-assoziierte GN ist eine seltene Form, bei der es durch eine Dysregulation der
Komplementaktivierung zu vermehrten glomerularen Ablagerungen von Komplementfaktoren
kommt. Histopathologisch zeigt sich haufig das Bild einer membranoproliferativen GN in
Kombination mit dem immunfluoreszenzbasierten Nachwies einer deutlichen Ablagerung von
C3, ohne oder mit nur minimalem Nachweis von zusatzlichen Immunglobulinen. Die Therapie
richtet sich nach der klinischen Auspragung. Wahrend milde Verlaufe konservativ behandelt
werden koénnen, sollte bei groferer Auspragung eine immunsuppressive Behandlung

eingeleitet werden °2.

2.2.6. Therapie der Glomerulonephritis

Bei der Therapie der GN ist man trotz der Fortschritte in der Diagnostik und der Kenntnis der
unterschiedlichen Ursachen weiterhin sehr begrenzt. Wie zuvor beschrieben, kann eine nicht
adaquat behandelte Glomerulonephritis bis hin zum terminalen Nierenversagen fiihren >,
wobei der Verlauf auch mafigeblich von der Ursache abhangt. Zusammengefasst besteht die
Therapie meist aus dem Risikomanagement in Kombination mit einer unspezifischen
Immuntherapie, zum Beispiel mittels Kortikosteroiden, Calcineurin-Inhibitoren oder Rituximab,

bei sekundaren GN zusétzlich der Behandlung der grundlegenden Erkrankung. '*®

2.3 Immunsystem

Das Immunsystem dient dem Korper der Abwehr von Krankheitserregern, Toxinen und der
Reaktion auf Schadigungen des Gewebes. Es ist ein komplexes Zusammenspiel aus
verschiedenen Komponenten. Hier unterscheidet man grob Effektorzellen, Antikérper,
Rezeptoren, Signalmolekile und das Komplementsystem. Funktionell kann das Immunsystem
in einen angeborenen und einen adaptiven Teil unterschieden werden, wobei beide Systeme
stark miteinander interagieren. Wahrend die angeborene Immunitat unspezifisch, aber dafur
sehr schnell auf Pathogene reagieren kann, steht die adaptive Immunitat vor allem fir eine
spezifische, zielgerichtete Reaktion auf Pathogene.

Entscheidend ist bei der Immunreaktion die Unterscheidung zwischen korpereigenen und
kérperfremden Molekulen. Diese Unterscheidung ist essenziell, um den Kérper vor Infektionen
zu schitzen, ohne das eigene Gewebe anzugreifen. Das erfordert komplexe Mechanismen
und beinhaltet eine sogenannte Toleranzentwicklung. Wenn solche Toleranzmechanismen
versagen, kann das Immunsystem korpereigene Zellen und Gewebe angreifen, was zu

sogenannten Autoimmunerkrankungen flihren kann. Die genauen Ursachen vieler
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Autoimmunerkrankungen sind bisher unbekannt und haufig multifaktoriell und beinhaltet

neben der genetischen Pradisposition sowie endogene und exogene Faktoren.

2.31. Angeborenes Immunsystem

Beim angeborenen Immunsystem handelt es sich um ein stark konservierten und
hochkomplexen Teil des Immunsystems, welcher in allen Geweben des Korpers vorkommt
und vor allem die initiale Immunantwort und Aktivierung des adaptiven Immunsystems
verantwortet. Zum angeborenen Immunsystem gehodren verschiedene Immunzellklassen wie
neutrophile Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen und dendritische Zellen. Die Initiierung
des angeborenen Immunsystems geschieht Uberwiegend Uber Rezeptoren, welche auf
Gewebeschadigungen, Infektionen oder Toxine reagieren, die sogenannten ,pattern
recognition-receptors“ (PRR), zu welchen auch die sogenannten Toll-like Rezeptoren zahlen.
Diese Rezeptoren dienen der Erkennung von spezifischen molekularen Mustern, die
sogennaten damage-associated molecular patterns (DAMPs), welche durch den Untergang
von Gewebezellen entstehen, bzw. als pathogen-associated molecular pattern (PAMPSs) im
Rahmen von Infektionen freigesetzt werden. Solche Rezeptoren werden auf einer Vielzahl von
Zellen exprimiert. Hierzu zahlen neben bestimmten Immunzellen auch Gewebszellen, wie

unter anderem auch Podozyten #7:9.113,

2.3.2. Toll-Like-Rezeptorsignalweg

Die Idee, dass es Rezeptoren gibt, die PAMPs und DAMPs erkennen kdnnen wurde zunachst
von Charles Janeway etabliert . Zunachst wurden die sogenannten Toll-Proteine in der
Fruchtfliege, der Drosophila melanogaster, entdeckt °, welche Ahnlichkeit zum damals bereits
bekannten Interleukin-1-Rezeptor zeigten 93, Im Saugetier wurde dann wenige Jahre spater
die ersten Proteine mit groRer Ahnlichkeit zu Toll entdeckt und erstmals naher untersucht,
unter anderem erneut durch die Arbeitsgruppe um Charles Janeway *°.

Mittlerweile wurden bei Saugetieren mehr als zehn verschiedene Familien von Toll-like
Rezeptoren (TLR) identifiziert. Die TLR 3, 7, 8 und 9 sind primar in Endosomen lokalisiert, wo
sie Nukleinsauren sowohl von Wirts- als auch von Fremdorganismen erkennen. Im Gegensatz
dazu sind andere TLR-Familien, wie beispielsweise TLR4, vorwiegend an der
Plasmamembran lokalisiert (siehe Abbildung 3) "®. Nach der Bindung eines Liganden fiihrt die
Dimerisierung der TLRs zur Aktivierung von Signalkomplexen, die haufig durch den Myeloid
Differentiation Factor 88 (MyD88), aber auch durch TRAM/TRIF vermittelt werden. Die
MYDB88-abhangigen Signale aktivieren Uber IRAK4 und IRAK1/2 den nuclear factor-kB (NF-
kKB) essential modulator (NEMO) und damit den NF-kB -Signalweg sowie weitere, durch
mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPKs) abhangige, primar proinflammatorische
Signalkaskaden. Zusatzlich kann Gber TRAF3, Giberwiegend TRIF-abhangig, die Translokation

des Transkriptionsfaktors IRF3 geférdert werden, was die Expression von Typ-I-Interferon-
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assoziierten Genen steigert **'%. Bemerkenswert ist die Einzigartigkeit von TLR4, da es
sowohl Uber MyD88 als auch Uber TRIF signalisiert, wahrend alle anderen TLR spezifische
Adaptorproteine verwenden '*°.

Interessanterweise wurde MYDG88 bereits im Jahr 1990, also vor der Entdeckung der Toll-like
Rezeptoren, beschrieben ® und dient der Signalweiterleitung von TLR und IL-1-Rezeptoren.
Sobald diese stimuliert werden, wird MyD88 Uiber die TIR-Domane rekrutiert, wodurch es zur
Bildung von Oligomeren angeregt wird. Wenn diese eine Schwelle Uberschritten haben, kommt
es zur Interaktion mit IRAK4 und IRAK1/2, wodurch ein sogenanntes Myddosome gebildet
wird, welches das Signal wie oben beschrieben weiter verarbeitet *®7°. MYD88 ist tiber die
Beteiligung am TLR an unzahlige Prozesse im menschlichen Korper beteiligt. Eine
verminderte MYDG88-Aktivitdt, zum Beispiel durch Mutationen, kann beispielsweise eine
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Immunschwache zur Folge haben und zu vermehrten bakteriellen Infekten fuhren
Zusammenhang mit autoimmunassoziierten Erkrankungen, wie zum Beispiel Diabetes
mellitus, konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass ein spezifischer Myd88“° in myeloischen
Zellen einen schiitzenden Effekt aufweist . Neben der unverzichtbaren Rolle von Myd88 in
Immunprozessen, spielt das Adaptorprotein eine vielseitige Rolle in onkologischen
Erkrankungen. So konnte dieselbe Arbeitsgruppe ebenfalls nachweisen, dass ein Myd88¢°in
intestinalen Mesenchymalzellen die spontane intestinale Tumorgenese hemmt . AuRerdem
sind Zusammenhange zwischen Mutationen im Myd88-Gen und vielen B-Zell-Malignomen
bekannt, wie zum Beispiel dem diffus grof3zellige B-Zelllymphom, mutmalRlich Uber eine
vermehrte Aktivierung des NF-kB-Signalwegs, welcher zur gesteigerten Proliferation der B-
Lymphozyten fiihrt "2°%'*3_ Auch in verschiedenen weiteren Karzinomen scheint MyD88 eine
Rolle in der Pathogenese zu spielen, zum Beispiel in Zellen eines Mammakarzinoms, wo eine

vermehrte MYD88-Aktivitat auch mit einer erhdhten Aggressivitat des Tumors assoziiert ist '*°
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Abbildung 3. Signalweg der verschiedenen Toll-like Rezeptoren, haufig mit MYD88 als
Adaptorprotein. Aus O’Neill et al. %

2.3.3. NF-kB-Signalweg

Der nuclear factor-kB (NF-kB)-Signalweg ist ein zentraler Regulator von
Inflammationsprozessen und spielt zudem eine bedeutende Rolle in der Regulation des
Zelliberlebens sowie der Tumorgenese. Die Aktivierung dieses Signalwegs erfolgt nicht nur
uber Toll-ike Rezeptoren (TLRs), sondern auch durch andere proinflammatorische
Rezeptoren wie IL-1- und TNF-a-Rezeptoren. Diese Aktivierung fuhrt zur Stimulierung des IkB-
Kinase-Komplexes (IKK), welcher eine Signalkaskade in Gang setzt, die zur Phosphorylierung
und anschlieBenden Abbau von IkB, dem Inhibitor von NF-kB, fuhrt. Ein entscheidender
Bestandteil des IKK-Komplexes ist NEMO (NF-kB Essential Modulator), auch als IKKy
bekannt. NEMO fungiert als regulatorisches Protein, das fir die Phosphorylierung von IkB
unerlasslich ist. Ohne NEMO ist die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs damit stark

beeintrachtigt. Durch den Abbau von IkB wird NF-kB freigesetzt und kann in den Zellkern
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wandern, wo es die Transkription spezifischer proinflammatorischer und anti-apoptotischer
Zielgene induziert '%. Die Zielgene von NF-kB sind vielfaltig. Neben multiplen Cytokinen wie
IL-1 und IL-6 werden auch TNF-a exprimiert sowie multiple Chemokine wie CXCL1 & Letzteres
hat eine Rolle in der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten "2,

Die Auswirkungen der NF-kB-Signalisierung sind interessanterweise stark gewebespezifisch.
Somit kann die Inhibition von NF-kB-abhangigen Signalwegen in verschiedenen Geweben
unterschiedliche, teils gegensatzlichen Effekte haben. Beispielsweise zeigte eine Studie von
Rudolph et al., dass Mause, denen das NEMO/IKKy-Protein fehlt, nicht lebensfahig sind und
bereits intrauterin an massivem Leberschaden sterben ''°. Dies unterstreicht die essenzielle
Rolle von NF-kB im Uberleben von Leberzellen wahrend der Entwicklung. Ahnliche
gewebespezifische Effekte wurden auch in anderen Organen beobachtet. Ein spezifischer
Knockout des NF-kB-Signalwegs Uber NEMO in intestinalen Epithelzellen flihrte zu
chronischen intestinalen  Entzindungen und beférderte die Entwicklung von
autoimmunassoziierten Erkrankungen, wobei vermutet wird, dass NF-kB eine wichtige Rolle
in der Steuerung des intestinalen Immunsystems hat %®. Ebenso beférderte eine Inaktivierung
von NF-kB in Keratinozyten die Entstehung autoimmunologischer Erkrankungen der Haut,
weshalb eine ahnliche Rolle vermutet wird 7. Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass die
spezifische Unterdrickung des NF-kB-Signalwegs im zentralen Nervensystem (ZNS)
protektive Effekte haben kann. So haben Studien gezeigt, dass die Hemmung von NF-kB in
neuronalen Parenchymzellen den Verlauf verschiedener neuronaler Erkrankungen abmildern

kann, wie zu Beispiel im Rahmen einer autoimmuner Enzephalomyelitis 2*

, sowie das
ischamiebedingte Absterben neuronaler Zellen *°. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
NF-kB gewebespezifisch variable, teils divergente Funktionen Ubernimmt, was sowohl fir
therapeutische Ansatze als auch fur das Verstéandnis der zugrunde liegenden Mechanismen

von entscheidender Bedeutung sein kdnnte .

234. Typ-l-Interferon vermittelter Signalweg

Interferone (IFN) wurden erstmals 1957 als biologische Produkte beschrieben, welche die
virale Replikation hemmen kénnen ®'. Heute werden IFNs in Gruppen eingeteilt, abhangig
davon, mit welchem Rezeptor sie interagieren. Der Typ-I-Interferon-(IFN)-vermittelte
Signalweg spielt eine wichtige Rolle in der generellen Immunantwort. Eine Bindung der Typ-I
Interferone (IFN-I), insbesondere IFNa und IFNB, an ihren spezifischen Rezeptor, den IFN-
a/B-Rezeptor (IFNAR), fuhrt zunachst zur Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs, der letztlich
die Expression von IFN-stimulierten Genen (ISG) verstarkt '°. IFNa wird vor allem durch
Immunzellen, vorrangig durch dendritische Zellen, ausgeschiittet 2. IFNB wiederum wird eher
durch Fibroblasten und verschiedene epitheliale Zellen ausgeschittet "',

Die Ausschuttung von IFN-I kann durch unterschiedliche Pattern-Recognition-Rezeptoren
(PRR) stimuliert werden, daruner auch die TLR. Diese Rezeptoren aktivieren uber
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unterschiedliche Signalwege Transkriptionsfaktoren wie den Interferon Regulatory Factor 3
(IRF3) oder den Stimulator von Interferon-Genen (STING), die dann Uber Translokation in den
Zellkern zur Ausschiittung von IFN-I beitragen 2.

Die Komplexitat des Typ-I-IFN-Signalwegs, der sowohl antivirale als auch proinflammatorische
Funktionen umfasst, hat weitreichende biologische und klinische Auswirkungen. Ahnlich wie
beim NF-kB-Signalweg hat eine Beeinflussung des Typ-I-IFN-Signalwegs je nach Gewebe
divergente Folgen. Zum Beispiel kann die chronische Aktivierung von IRF3 die Entstehung
autoimmuner Erkrankungen férdern, wahrend eine gezielte Modulation dieser Signalwege in
der Krebstherapie oder bei viralen Infektionen therapeutisches Potenzial zeigt. So scheint der
Typ-I-IFN-Signalweg eine zentrale Rolle in der Pathogenese des SLE zu spielen. Es wird
angenommen, dass eine Uberproduktion von IFNa zu einer verstarkten Expression von ISG
fuhrt, die die Autoimmunitat antreiben und so zur stetigen Aktivierung von Immunzellen fuhrt
%10 |m Rahmen einer Multiplen Sklerose wiederum konnte gezeigt werden, dass das
Serumlevel von IFNB erniedrigt ist, weshalb sich IFNB auch als erste immunmodulatorische
Therapie der MS etabliert hat *>. Auch im Kontext von Viruserkrankungen — wie zuletzt SARS-
CoV-2 - ist die Rolle von IRF3 und die Interaktion mit Typ-I-IFN-Signalwegen von besonderem
Interesse. Das Virus hat Mechanismen entwickelt, um IRF3-vermittelte Signalvermittlung zu
blockieren, was die Pathogenese der Erkrankung entscheidend beeinflusst *2.

Diese Erkenntnisse unterstreichen die vielseitige Bedeutung des Typ-I-IFN-Systems in der
Pathogenese von unterschiedlichen Krankheitskomplexen wie Autoimmunerkrankungen,
Krebserkrankungen und Infektionskrankheiten. Daher férdern solche Erkenntnisse die

Entwicklung neuer Therapieansatze.

2.3.5. Adaptives Immunsystem
Vom angeborenen Immunsystem wird das adaptive Immunsystem unterschieden.
Zusammenfassend reagiert das adaptive Immunsystem des Kdrpers spezifischer, jedoch auch
langsamer als das angeborene Immunsystem. Es zeichnet sich insbesondere durch die
Fahigkeit der immunologischen Gedachtnisbildung aus, welches bei einer erneuten Infektion
eine schnellere und spezifischere Reaktion ermoglicht. Hauptakteure des adaptiven
Immunsystems sind die Lymphozyten, welche in erster Linie aus T- und B-Zellen bestehen. T-
Zellen werden wiederum in zwei Haupttypen der T-Helferzellen (CD4+) und der zytotoxischen
T-Zellen (CD8+) eingeteilt. T-Helferzellen sind vorwiegend in die Koordination der
Immunantwort involviert, in dem sie unter anderem an der Aktivierung von zytotoxischen T-
Zellen und B-Zellen beteiligt sind. Zytotoxische T-Zellen sind durch die Fahigkeit des
spezifischen Abtdtens von infizierten Zellen ein essenzieller Bestandteil des adaptiven
Immunsystems, wahrend B-Zellen in erster Linie fur die Produktion von Antikérpern
verantwortlich sind. Antikérper wiederrum spielen eine Schllsselrolle im adaptiven
Immunsystem, indem sie entweder Pathogene direkt neutralisieren oder deren Erkennung
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durch andere Immunzellen erleichtern und sind wesentlich an der Aktivierung des
Komplementsystems beteiligt %.

Im Rahmen der Immunabwehr ist das Zusammenspiel zwischen angeborenem und adaptiven
Immunsystem entscheidend. Meist kommt es zunachst zur Aktivierung des angeborene
Immunsystem, welches dann die Antwort des adaptiven Immunsystems beeinflusst. TLR zum
Beispiel sind zunachst einmal Teil des angeborenen Immunsystems, stellen jedoch eine
wichtige Verbindungsstelle zum adaptiven Immunsystems dar. Die Erkennung von
molekularen Mustern von Krankheitserregern der TLRs auf Immunzellen wie Makrophagen
oder dendritischen Zellen fiihrt zunachst tGber oben genannte Prozesse zur Freisetzung von
Zytokinen, welche wiederum Zellen des adaptiven Immunsystems aktivieren kénnen 54
Auch das komplexe Zusammenspiel des adaptiven Immunsystem spielt eine entscheidende
Rolle im Verlauf der Glomerulonephritis und steht daher auch im Fokus vieler Studien. So
konnte beispielsweise die Forschung unsere Arbeitsgruppe, auch unter meiner Beteiligung im
Rahmen der Promotionsarbeit ebendort, dass die Gabe des Immuncheckpoint-Molekiils B-
and T-lymphocyte attenuator (BTLA) den Verlauf einer experimentellen Glomerulonephritis
abmildern kann. Gegenséatzlich zeigen Btla“°-Mause einen schwereren Verlauf einer
experimentellen Glomerulonephritis, was zusammenfassend mutmaflich mit der zentralen

Rolle von BTLA in der T-Zell-Aktivierung zusammenhangt *°.

2.3.6. Reaktion der Podozyten auf inflammatorische Stimuli

Wie oben bereits beschrieben, sind Podozyten insbesondere an der Aufrechterhaltung der
Integritat der glomerularen Filtrationsbarriere beteiligt. Podozyten konnen sich als
entdifferenzierte Zellen nicht regenerieren bzw. erneuern, weshalb ein Verlust mit einem
zunehmenden Nierenversagen assoziiert ist *%. In den letzten Jahren wurde zunehmend
bekannt, dass Podozyten auch direkt in die Immunantwort im Rahmen von glomerularen
Erkrankungen beteiligt sind. Grundlage hiervon ist, dass Podozyten eine Vielzahl an
Rezeptoren zur Erkennung von molekularen Mustern von Krankheitserregern und
Schadigungen exprimieren. Hierzu zahlen neben den Toll-like Rezeptoren auch NOD-like

83 Interessanterweise

Rezeptoren, RIG-I-like Rezeptoren und C-type lectin Rezeptoren
exprimieren humane Podozyten alle Subgruppen der Toll-like Rezeptoren. Banas et al.
beschrieben zusatzlich, dass TLR4 im Rahmen einer MPGN vermehrt exprimiert wird und eine
Aktivierung des TLR4 zu einer vermehrten Ausschuttung von Chemokinen fuhrt. Damit sind
Podozyten sogar unmittelbar an der Aufrechterhaltung eines proinflammatorischen Milieus
beteiligt '2. Auch in weiteren glomeruldren Erkrankungen wurde die Rolle von podozytéren
TLR untersucht. Im Mausmodell der MPGN konnte exemplarisch gezeigt werden, dass eine
glomerulére Uberexpression von TLR 9 mit einer vermehrten podozytaren Schadigung

assoziiert ist 8. AuRerdem wurde bei der Lupusnephritis der podozytare TLR9 in humanen
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Proben nur unter Krankheitsaktivitat nachgewiesen, nicht aber in gesunden Nieren bzw. unter
Remission 4.

Neben der Beteiligung an der Immunantwort, scheinen podozytdre TLR-vermittele
Signalkaskaden auch an podozytarer Schadigung bzw. dem podozytaren Verlust durch Zelltod
beteiligt zu sein. So konnte gezeigt werden, dass Podozyten auf LPS mit einer Hemmung von
PDK1 reagieren, was Uber den Akt-Signalweg zum Zelltod fihren kann. Eine Hemmung des
TLR-Signalweges (in diesem Fall spezifisch TLR 2/6 und 4) Uber ein spezifisches
immunmodulatorisches Molekul (GIT27) konnte wiederum die Hemmung von PDK, und damit
mutmaBlich die Induktion der Apoptose, verhindern 22, Ahnliches konnte bei der spezifischen
Aktivierung von TLR 9 beobachtet werden, wobei die Apoptose hier tiber den p38/MAPK- und
NF-kB-Signalweg vermittelt wird".

Ein weiterer PRR des angeborenen Immunsystems, welcher in Podozyten nachgewiesen ist,
ist der sogenannte cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)-stimulator of IFN genes (STING)-
Signalweg (cGAS-STING). Eine Aktivierung dieses Signalwegs kann beispielsweise zu einer
vermehrten Expression von APOL1 fiihren kann *°, was zumindest in bestimmten genetischen
Varianten mit der Entwicklung einer FSGS assoziiert ist '. In neueren Studien konnte gezeigt
werden, dass eine Inhibierung von STING den Krankheitsprogress von diabetischer
Nephropathie und Alport-Syndrom verlangsamen kann °'.

Zudem scheinen Podozyten auch als Verbindung zum adaptiven Immunsystem als
sogenannte Antigen-prasentierende Zelle (APC) zu fungieren. APCs sind dadurch klassifiziert,
dass sie mittels des major histocompatibilty complex (MHC) Antigene an der Zelloberflache
prasentieren und mit Hilfe einer zwingend notwendigen ergdnzenden Stimulation T-Zellen
aktivieren kénnen *>¢%%_ Es konnte gezeigt werden, dass eine podozytare MHC-Expression
die Induktion den Verlauf einer experimentellen GN abmildern kann °'. Auch der weitere
Aspekt einer APC wurde erflllt, indem gezeigt werden konnte, dass Podozyten das
kostimulierende Protein B7 exprimieren und in B7° Mause im Kontrast zur Kontrollgruppe auf
die Injektion von LPS nicht mit einem nephrotischen Syndrom reagierten '3,

Insgesamt erscheinen Podozyten somit unter Einbezug des angeborenen und adaptiven
Immunsystem mafRgeblich an lokalen Inflammationsprozessen beteiligt zu sein. Trotz der in
den letzten Jahren deutlich zunehmenden Erkenntnisse bleibt die genaue Rolle der Podozyten

und insbesondere des podozytaren Toll-like Rezeptors weiterhin unklar.

2.4 Glomerulare Forschung in der renalen Immunologie

24.1. Mausmodell der Glomerulonephritis
Um die Antwort der Podozyten auf eine Schadigung im Rahmen einer Glomerulonephritis zu

untersuchen, bendétigt man ein Modell zur Induktion einer glomerularen Inflammation. Ein Weg
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zur Erforschung dieser ist die Induktion einer experimentellen Glomerulonephritis. Hierbei
werden der Maus ein sogenanntes Nephrotoxisches Serum (NTS) Uber die Schwanzvene
injiziert, wodurch eine nephrotoxische Nephritis (NTN) induziert wird. Dieses Modell spiegelt
am ehesten die humane anti-GBM GN wider. Das NTS wird erzeugt, indem Glomeruli aus der
Maus isoliert werden und dessen Bestandteile daraufhin einem Schaf injiziert werden. Dieses
entwickelt daraufhin Antikérper gegen die Zellen und Strukturen, woraufhin diese Antikdrper
aus dem Serum des Schafes isoliert werden koénnen. Nach Injektion des NTS in die
Schwanzvene der Maus kommt es durch den glomerulare Schaden Uber verschiedene
Mechanismen sowohl zu einem histologischen als auch funktionellem Schaden mit einer
Proteinurie als Zeichen der Schadigung des Filterapparats '>*. Der Verlauf der NTN wird fiir
gewohnlich ein zwei Phasen eingeteilt: Zunachst folgt auf die Injektion der Antikorper die akute,
heterologe Phase. Diese ist gekennzeichnet durch die Ablagerung der Antikdrper am
Glomerulus, wodurch das angeborene Immunsystem aktiviert wird und durch die
Ausschuttung von proinflammatorischen Molekilen eine lokale Inflammation entsteht.

Im Verlauf, fur gewohnlich nach ungeféahr 7-10 Tagen, entwickelt sich dann die chronische,
autologe Phase. Diese ist Ausdruck der systemischen, adaptiven Immunantwort und unter
anderem gekennzeichnet durch Aktivierung von B-Zellen zur Bildung von Antikorpern gegen
die initial applizierten Antikorper, welche sich eben diesen am Glomerulus anlagern. Dies kann
den Verlauf der GN durch die Bildung von Immunkomplexen zusatzlich verstarken und

beispielsweise zu einer sich verstarkenden Proteinurie fihren 7140141,

242, Praparation glomeruléarer Zellen
Wie oben bereits beschrieben, bestehen Glomeruli aus unterschiedlichen Bestandteilen und
Zellpopulationen. Insbesondere die Untersuchung von Genexpressionsprofilen erfordert eine
hohe Spezifitdt der Zellpopulation, um eben diese Expressionsmuster nicht durch
unspezifische Ergebnisse zu verfalschen. Im Falle von Podozyten ist es daher erforderlich,
zunachst die Glomeruli zu isolieren und daraus dann folgend die Zellpopulation der Podozyten
zu extrahieren. 2002 wurde von Takemoto et al. eine Methode beschrieben, mit Hilfe derer
man nahezu alle Glomeruli aus Mausnieren isolieren kann. Grundlage dieser Isolation ist, dass
es sich bei den Glomeruli um das erste Kapillarbett nach der Arteria renalis handelt. Hierflir
werden den Mausen nach Euthanasie die Nieren und deren blutversorgenden Gefalle
inklusive der abdominellen Aorta entnommen. Die Nierenarterien werden anschlieRend mit
kleinsten magnetischen Kugeln mit einem Durchmesser von wenigen um (sog. Dynabeads,
Thermo Fisher Scientifc) perfundiert werden, welche sich aufgrund ihres geringen
Durchmessers dann im ersten Kappilarbett der Nieren, dem glomeruldren Kapillarbett,
verfangen. Daraufhin kénnen die Nieren mechanisch und enzymatisch verdaut werden,
wodurch die Glomeruli mit Hilfe eines Magneten isoliert werden kénnen 3°. Mittels weiterer
Verdauungsschritte kdnnen die Glomeruli dann in ihre einzelnen Zellen zerlegt werden, und
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diese dann zum Beispiel mittels antikérpergetriggerten, Immunfluoreszenzfarbungen oder
durch genetisch implementierte, intrinsisch exprimierte Fluorophore mittels Zellsortierung
(»fluorescent activated cell sorting” (FACS)) getrennt werden und fur weitere Untersuchungen

genutzt werden ™.

243. BulkRNA Sequenzierung

Bei der Bulk-RNA Sequenzierung handelt es sich um eine Methode zur Analyse eines
Transkriptoms einer gepoolten Zellpopulation, wobei die durchschnittliche Expression der
einzelnen Gene Uuber alle Zellen zu einem Genexpressionsprofil zusammengefasst wird.
Zunachst wird die RNA aus einer Zellpopulation extrahiert und in cDNA umgewandelt. Diese
wird fragmentiert und dann sequenziert. Die resultierenden Sequenzen werden uber
Datenbanken bestimmten Genen zugeordnet und anschlieBend quantifiziert °>'*8, Um zu
differenzieren, ob sich verschiedene experimentelle Proben in ihren Expressionsmustern
unterscheiden bzw. sich gruppieren (sogenanntes Clustering), kann eine statistische Methode
angewandt werden, die principal component analysis (PCA). Hierfir werden die
hochkomplexen Datenséatze runtergebrochen, indem die Varianz der Genexpressionsdaten
betrachtet wird, und aus den gréRten Varianzen die beiden Hauptkomponenten berechnet
werden (principal components). Nun kann man diese Hauptkomponenten fir jedes
Versuchstier auf einem Graphen darstellen und dahingehend analysieren, ob es zu einer

Gruppierung der Versuchsgruppen kommt °'",

2.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit verfolgt zwei Ziele. Zum einen soll allgemein das Verstandnis
verbessert werden, wie Podozyten auf eine immunologisch getriggerte Schadigung reagieren
und adaptieren. Zum anderen soll hierbei insbesondere die durch Brahler et al. geleistete
Vorarbeit, welche die Auswirkung des NF-kB-Signalweges in eben diesem Kontext untersucht
haben, durch Analyse der Rolle des diesem vorgeschalteten Toll-like-Rezeptor-Signalweges
fortgeflihrt werden, da diese eine zentrale Rolle in der Erkennung von Schadigungen und
Initiierung von Immunantworten haben. Beide Faktoren — sowohl die spezifische Untersuchung
einzelner Signalwege als auch die unspezifischere, aber umfassendere Untersuchung von
Genexpressionsprofilen — kénnen helfen, um in Zukunft mdglicherweise spezifischere
therapeutische Angriffspunkte identifizieren zu kénnen und dadurch das Spektrum an

therapeutischen Optionen zu erweitern.

Um diese Ziele zu erreichen, sollen im Detail die drei folgenden Fragestellungen beantwortet

werden:

1. Welche Anpassungsmechanismen finden in Podozyten als Antwort auf eine

Schadigung im Rahmen einer Glomerulonephritis statt?
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Wie zuvor bereits beschrieben, gibt es viele Studien, die sich mit der proinflammatorischen
Rolle von Podozyten beschéaftigen. Hierbei standen jedoch meist einzelne, spezifische
Signalwege oder Molekile im Vordergrund. Um diese eher allgemein formulierte Frage zu
adressieren, nutzen wir ein durch unsere Arbeitsgruppe kurz vor Studienbeginn publiziertes

Mausmodell”®

, welches podozytenspezifisch ein Fluorchrom exprimiert und es uns so
ermdglichte, Podozyten spezifisch zu isolieren. Diese kdnnen dann flr die Sequenzierung der
RNA genutzt werden, um dartber die podozytaren Genexpressionsprofile zwischen gesunden
und erkrankten Mausen zu vergleichen. Dieser umfassende Ansatz Uber das podozytare
Transkriptom ermdéglicht es, neben immunologischen Adaptationen auch die Veranderungen

in anderen Zellkompartimenten besser zu verstehen.

2. Welchen Einfluss hat der podozytire MYD88-abhidngige Toll-Like-Rezeptor-
Signalweg auf die physiologische Entwicklung der Nieren und wie beeinflusst er
den Krankheitsverlauf im Krankheitsmodell?

Toll-like-Rezeptoren spielen eine entscheidende Rolle in der Aktivierung des angeborenen
Immunsystems durch die Erkennung von Molekulen, die entweder mit Erregern und zellularen
Schaden assoziiert sind. Ein zentraler Baustein des Signalwegs vieler Toll-like-Rezeptoren
bildet das Adaptorprotein MYD88, welches das Signal der Toll-like-Rezeptoren Uber weitere
Kaskaden bis an den Zellkern weitergibt, damit dort Uber Transkriptionsfaktoren
entsprechende Adaptationen vorgenommen werden kénnen. Um die Rolle dieses Signalwegs
in Podozyten naher untersuchen zu kdnnen, wurde ein Mausmodell Uber Kreuzung etabliert,
welches einen podozytenspezifischen Knock-out von Myd88 aufweist. Zunachst erfolgt die
Prifung des Knock-outs, welcher Grundvorraussetzung des in-vivo Ansatz ist. Dem folgend
wird Uberpruft, ob das Mausmodell im gesunden, basalen Zustand Einschrankungen
entwickelt. Nach der Etablierung kann die Hypothese Uberpruft werden, ob und inwiefern der
podozytenspezifische Knock-out von hat Myd88 Einfluss auf den Krankheitsverlauf einer
experimentellen Glomerulonephritis. Dies wird sowohl auf funktioneller als auch histologischer
Ebene untersucht. Zudem nutzen wir hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie, um mittels
computer-basierter Analyse die Veranderungen auf Ebene der Schlitzmembran zu

untersuchen.

3. Inwiefern unterscheidet sich die Adaptation der Podozyten auf eine
Glomerulonephritis ohne den MyD88-abhangigen Toll-Like-Rezeptor-
Signalweg?

Nachdem das Mausmodell auf funktioneller Ebene analysiert ist, steht weiterhin die Frage im
Raum, wie und ob Podozyten den Mangel an MYD88-abhangigem Signal ausgleichen kénnen
und ob es mdgliche kompensatorische Signalwege gibt. Um diese Hypothese zu untersuchen,
wurde erneut eine Genexpressionsanalyse von isolierten Podozyten aus den Mausen mit

podozytarem Myd88-Knockout durchgefiihrt. Dieser Ansatz ermdglicht dann den Vergleich mit
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dem Transkriptom aus Podozyten von gesunden Kontrollmadusen und erlaubt die

Identifizierung alternativer Signalwege.
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3. Publikation

“The podocytes’ inflammatory responses in experimental GN are independent of canconical

MYD88-dependent toll-like receptor signaling”

www.nature.com/scientificreports

scientific reports

‘ W) Check for updates

OPEN The podocytes’ inflammatory
responses in experimental GN
are independent of canonical
MYD88-dependent toll-like
receptor signaling

Thomas Schémig?, Paul Diefenhardt?, Ingo Plagmann?, Bastian Trinsch?,

Tim Merz?, Giuliano Crispatzu’?, David Unnersj6-Jess?, Jasper Nies?, David Pitz?,
Claudio Sierra Gonzalez?, Bernhard Schermer?, Thomas Benzing'?,

Paul Thomas Brinkkoetter'"” & Sebastian Brahler**

Podocytes form the kidney filtration barrier and continuously adjust to external stimuli to preserve
their integrity even in the presence of inflammation. It was suggested that canonical toll-like receptor
signaling, mediated by the adaptor protein MYD88, plays a crucial role in initiating inflammatory
responses in glomerulonephritis (GN). We explored the influence of podocyte-intrinsic MYD88 by
challenging wild-type (WT) and podocyte-specific Myd88 knockout (MyD88°*°) mice, with a model

of experimental GN (nephrotoxic nephritis, NTN). Next-generation sequencing revealed a robust
upregulation of inflammatory pathways and changes in cytoskeletal and cell adhesion proteins in
sorted podocytes from WT mice during disease. Unchallenged MyD88P*° mice were healthy and
showed no proteinuria, normal kidney function and lacked morphological changes. During NTN,
MyD88P exhibited a transient increase in proteinuria in comparison to littermates, while histological
damage, podocyte ultrastructure in STED imaging and frequencies of infiltrating immune cells by flow
cytometry were unchanged. MYD88-deficiency led to subtle changes in the podocyte transcriptome,
without a significant impact on the overall podocyte response to inflammation, presumably through
MYD88-independent signaling pathways. In conclusion, our study reveals a comprehensive analysis
of podocyte adaptation to an inflammatory environment on the transcriptome level, while MYD88-
deficiency had only limited impact on the course of GN suggesting additional signaling through
MYD88-independent signaling.

Podocytes are highly specialized epithelial cells that constitute the core of the renal filtration barrier. Their limited
capacity for regeneration underscores the importance of preserving their structure and function. Any impair-
ment or loss of podocytes can result in reduced renal function, proteinuria, and eventually, end-stage kidney
disease. In certain conditions like minimal change disease and membranous nephropathy, podocytes are directly
damaged'. In contrast, rapid and progressive glomerulonephritis (RPGN) primarily targets endothelial cells
(e.g., anti-neutrophil cytoplasmic antibody (ANCA)-associated GN) or the glomerular basement membrane
(anti-GBM-GN)?’. However, the subsequent infiltration of immune cells and production of proinflammatory
cytokines during RPGN create a highly inflammatory environment, which eventually harms podocytes®.

‘We have recently demonstrated that a podocyte-specific knockout of the NF-kB-essential modulator (NEMO),
a central molecule of the pro-inflammatory NF-«B signaling cascade, can reduce proteinuria in a model of experi-
mental GN (nephrotoxic nephritis, NTN) by decreasing the secretion of inflammatory cytokines’. Moreover we
found that signaling through NEMO causes alterations of the actin cytoskeleton through small GTPases of the
Rho family®. Despite the association between most glomerular diseases and a pro-inflammatory environment,
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the mechanisms by which podocytes detect and respond to these stimuli are not fully understood. Toll-like
receptors (TLRs) are among the most prominent receptor families responsible for transmitting inflammatory
signals to cells, comprising 10 members in humans and 13 members in rodents’. These signaling pathways can
be divided into two distinct classes based on their downstream adaptor proteins.

The TIR domain-containing adaptor-inducing IFN (TRIF)-dependent pathway, which is activated by
TLR3 and TLR4, is primarily active in macrophages and dendritic cells to create type 1 interferon responses®’.
TLR1,2,5-9 signaling, on the other hand, leads to the activation of myeloid differentiation factor 88 (MYD88)
dependent pathways. MYD88, a cytoplasmic adaptor protein, is not only central in TLR signal transduction, but
is also involved in IL-1R signaling, acting via IRAK1, IRAK4, IRF7, TRAF6 and NEMO to ultimately activate
NF-kB-dependent gene products”®. As a result, TLR stimulation induces the transcription of pro-inflammatory
cytokines such as IFNa, IL-6, IL-1f, TNFa as well as chemokines such as IP-10 and MIG'*'.

Within the kidney, TLRs are found in various cell types, including podocytes, and can be triggered by dif-
ferent stimuli like lipid A and fibrinogen'2. Furthermore, in murine models of glomerular inflammation such
as cryoglobulinemic MPGN and streptozotocin-induced diabetic nephropathy, an increase in TLR expression
within the kidney is observed as the disease progresses. Depleting TLR2 and TLR4 has been shown to reduce
renal inflammation in these models'>-'°. Notably, studies in a murine model of membranoproliferative GN
revealed a connection between disease severity and the expression of TLRY in the periglomerular area'®. In
humans, TLR2 and TLR4 are predominantly found in endothelial cells and podocytes, whereas TLR is almost
exclusively localized in podocytes. Patients with ANCA-associated GN exhibited a significant upregulation of
these TLRs. Intriguingly, the expression levels of TLR2 and TLR4 correlate with both the extent of histological
damage and decline in renal function, suggesting that TLR signaling plays a central role in human disease'’.

TLR signaling through MYD88 is known for its central role in initiating the NF-kB pathway and activating
the innate immune response. However, there is a lack of experimental evidence regarding the functional role
of TLR signaling in podocytes. In this study, we aimed to investigate the transcriptomic response of podocytes
during glomerular inflammation and to assess the influence of MYD88-dependent signaling in podocytes under
both healthy and diseased conditions.

Materials and methods

Animals

Myd88"* mice were a kind gift from Manolis Pasparakis'®. They were mated with our recently published Nphs2.2a.
iCre.2a.mTomato (Pod™™) mouse, which combines podocyte-specific Cre-expression with expression of the
fluorophore mTomato'’. Mice were kept on a C57BL/6N background and housed under specific pathogen-free
conditions. Animal experiments were performed according to national and institutional animal care and ethi-
cal guidelines (Animal welfare office, University of Cologne, Germany) and were approved by the State office of
North Rhine-Westphalia, Germany, Department of Nature, Environment and Consumer protection (LANUV
NRW, approval AZ 81-02.04.2019.A085).

Animal experiments and functional studies
Groups of Pod™M x Myd88"¥fo* mice (referred to as MyD88P*) and Pod""' x Myd88/"*/fe* littermate controls
(referred to as WT) were analyzed between the ages of 8-52 weeks. NTN was induced in 8- to 16-weeks old,
male MyD88P%° and W'T controls by tail vein injection of 9 ul per gram body weight of nephrotoxic sheep serum
(PTX-001 Sheep Anti-GBM, Probetex Inc., Texas, USA) on two consecutive days. The dosage of this batch of
nephrotoxic serum was based on a recent publication?. Organs were harvested at the time points indicated in
the figures and in the figure legends after cardial perfusion with cold PBS. For fluorescent activated cell sort-
ing (FACS), MyD88*° mice and Pod™M controls were used. All methods are reported in accordance with the
ARRIVE guidelines.

Albuminuria was determined in spot urine by standard ELISA (Bethyl Laboratories). Urinary creatinine was
measured using a standard assay (Cayman Chemicals). BUN was measured using standard laboratory methods
or colorimetric assay (Cayman Chemicals).

Morphometric studies

For histology, 2 um sections of FFPE kidney tissues were stained with periodic-acid-Schiff and acid Fuchsin
Orange G following standard protocols. For immunohistochemistry, 4 um thick sections were blocked with
peroxidase blocking buffer and Avidin/Biotin Blocking Kit (SP-2001, Vector Laboratories), stained with anti-
bodies directed against WT1 (abcam, clone CAN-R9(IHC)-56-2, diluted 1:1000), and developed using an HRP
immunodetection Kit (Vectastain Elite ABC anti-mouse Kit) and DAB staining solution (DAB Substrate Kit,
Vector Laboratories). 25 glomerular cross-sections per kidney section were analyzed in a blinded fashion, and
the positive cells were counted manually. For IF, mouse kidneys were frozen, and embedded in Tissue-Tek OCT
(Sakura). Sections were fixed with 4% PFA and blocked using 5% normal donkey serum with 0.1% Triton-sodium
azide. Slides were incubated with antibodies against Podocin (P0372, Sigma-Aldrich) and Cy3 coupled donkey
anti-sheep-IgG (Jackson ImmunoResearch), followed by AF488 coupled donkey anti-rabbit antibody for 1 h at
room temperature (Jackson Immuno Research) and mounted with ProLong Gold Antifade Reagent with DAPI
(Invitrogen). IF was analyzed using a Zeiss Apotome 2 microscope.

Stimulation emission depletion (STED) microscopy and semi-automated quantification of slit
diaphragm length

The protocol was performed as previously described?'. Briefly, formalin-fixed kidney tissue was incubated in
hydrogel solution (4% vol/vol acrylamide, 0.25% wt/vol VA-044 initiator, and PBS) and cut using a Vibratome.
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Sections were incubated in clearing solution (200 mM boric acid and 4% SDS, pH 8.5) for 16 h at 50 °C and
thereafter washed in 0.1% Triton X in PBS (PBST). Cleared sections were incubated with primary antibodies
at 37 °C for 24 h followed by secondary antibodies (24 h at 37 °C). A rabbit anti-Podocin primary antibody
(catalog no. P0372; RRID: AB_261982; 1:100; Sigma-Aldrich) and a donkey anti-rabbit Abberior STAR 635P
secondary antibody (1:50) were used to stain for Podocin. The secondary antibodies were conjugated as fol-
lows: fluorophores (Atto-594 NHS ester; catalog no. 08741; Sigma-Aldrich or Abberior STAR 635P NHS ester;
catalog no. 07679; Sigma-Aldrich) were conjugated to a donkey anti-rabbit IgG (catalog no. A16037; RRID:
AB_2534711; Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany), 1 M NaHCO; was added at a dilution of 1:10 to
ensure basic conjugation conditions. The fluorophores were dissolved in DMSO at a concentration of 10 mg/ml.
Fluorophores and antibodies were mixed at a 20-fold molar excess of fluorophores and incubated on a shaker
(1 h at room temperature). A centrifugal filter (Amicon Ultra 0.5 centrifugal filter 30-MW cutoff; catalog no.
UFC5030; Sigma-Aldrich) and centrifugation at 14,000xg (10 min) was used to remove the excess fluorophores.
After filling up with PBS containing 0.1% sodium azide, the centrifugation step was repeated, and PBS contain-
ing 0.1% sodium azide was added for a final antibody concentration of 1 mg/ml. Morphometric analyses of the
STED images and semi-automated detection and quantification were performed with Image]/Fiji software using
a recently published algorithm?"?2.

Renal leukocyte isolation

Kidneys were minced and incubated in digestion medium (RPMI 1640 medium containing 10% FCS, 1% Peni-
cillin/Streptomycin, 250 ug/ml Collagenase B, and 30U/ml DNase) at 37 °C for 45 min, then dissociated using
the gentleMACS dissociator (Miltenyi Biotec). Percoll gradient (37% Percoll; GE Healthcare, Chalfont St. Giles,
Great Britain) centrifugation was performed. The leukocyte layer was carefully aspirated and transferred to a
96-well plate or flow cytometry tubes for antibody staining.

Staining for flow cytometry

Cells were pre-incubated with anti-CD16/32 antibody (Biolegend) for 5 min at 4 °C. Fluorochrome-labeled anti-
bodies were added and incubated for 30 min at 4 °C. The following antibodies were used for stainings: anti-CD45
(30-F11), anti-CD19 (1D3) purchased from BD Bioscience, anti-CD4 (GK1.5), anti-CD8a (53-6.7), anti-TCRb
(H57-597), anti-CD11b (M1/70), anti-F4/80 (BM8), anti-NK1.1 (PK136), anti-Ly6C (HK1.4) and anti-Ly6G
(1A8) all purchased from Biolegend. Zombie Aqua staining (Biolegend) was used to exclude dead cells during
flow cytometry. Data was acquired on a BD LSR Fortessa Cytometer (BD Bioscience).

Podocyte isolation and RNA isolation

Podocytes were isolated from the kidneys as previously described?. Kidneys were harvested, and both renal arter-
ies were dissected. Kidneys were perfused with 2 ml of Dynabeads solution (Dynabeads M-450 tosylactivated,
Thermo Fisher Scientific) through the renal artery. After mincing, an enzymatic digestion was performed with
Collagenase II (300U/ml, Worthington), Pronase E (1 mg/ml, Sigma-Aldrich and DNAse I (50 U/pl, Applichem)
at 37 °C for 15 min. After sieving through a 100 pm strainer, glomeruli were isolated using a DynaMag magnet
(DynaMag-2, Invitrogen). Glomeruli were then disrupted through a combination of enzymatic digestion and
manual disruption by repetitive pipetting for 45 min at 37 °C. After sieving through a 40 um cell strainer, cells
were stained with DAPI and sorted using a BD FACSAria III (BD Bioscience). Living podocytes were defined
as DAPI™¢*mTomato*. Flow cytometry of isolated glomeruli revealed 85.67% living cells, of which 19.88% were
podocytes. RNA was isolated following manufacturers protocol (RNAqueous Micro-Kit, Thermo Fisher Scien-
tific). Extraction quality control was performed using the Agilent 2200 TapeStation.

Pre-amplification, library prep and RNA sequencing

Due to the low amount of input material, pre-amplification using the Ovation RNASeq System V2 was performed.
cDNA synthesis, library preparation and quantification was performed as was described previously**. Sequenc-
ing was performed on a NovaSeq 6000 sequencing instrument with a 2 x 100 bp paired-end sequencing setup.

Bulk RNA-sequencing analysis

After demultiplexing, adapters were trimmed using cutadapt 3.5. Reads were then pseudoaligned to the mm10 /
GRCm38 reference genome using kallisto-0.43.1%°. Differential isoform expression analysis was conducted using
sleuth-0.3.0 (R-3.5.0)%. Ensembl v90 was used to annotate transcripts, while pathway analysis was facilitated
using ConsensusPathDB-r35 with default settings (Pathway-based sets; minimum overlap with input list: 2;
p-value cutoff: 0.01). Unannotated genes were removed from further analysis.

Quantitative PCR for isolated podocytes and renal cortex

Total RNA was extracted from isolated podocytes as described above and from renal cortex using Direct-zol RNA
Miniprep kit (R2050, Zymo Research, Irvine, USA), and then reverse transcribed into cDNA using High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Quantitiative PCR was performed on an Applied
Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System with standard protocol and following TagMan gene expression
assays (Thermo Fisher Scientific): Myd88 (Mm00440338_m1), Ccl2 (Mm00441242_m1), Il1b (Mm00434228_m1)
and Actb (Mm02619580_g1) as the internal control for normalization. Data were analyzed using the AACt
method.
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Results

Bulk RNA sequencing of sorted podocytes reveals profound transcriptional changes in
cytoskeletal, adhesion and proinflammatory pathways during GN

To gain a comprehensive insight into the transcriptional changes during experimental GN, bulk-RNA sequenc-
ing was performed on sorted podocytes under healthy conditions and on day 5 after NTN induction. FACS was
facilitated by the expression of mTomato under the control of the podocin promoter'. Principal component
analysis (PCA) confirmed the clustering of podocytes into their respective experimental group (Fig. 1A). A total
of 2915 transcripts were upregulated, and 2382 were downregulated (Fig. 1B, C). We analyzed the top 100 most
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Figure 1. Bulk RNA sequencing of sorted podocytes under healthy conditions (Pod™ untreated) and on
day 5 after NTN induction (Pod"™™ NTN Day 5) reveals profound transcriptional changes in cytoskeletal,
adhesion and proinflammatory pathways during GN. (A) Principal component analysis of podocytes from
healthy and nephritic mice reveals robust clustering into healthy (n=3) and injured conditions (n=3). (B)
MA-Plot of differentially and significantly expressed genes (adj. p-value <0.05) reveals 2915 up- and 2328
downregulated genes in Pod™ NTN Day 5 vs. Pod"™™ untreated podocytes. If multiple transcripts were
present, only the one with CCDS entry, high transcript support level and highest effect size (in that order) was
considered. (C) Heatmap of the top 50 regulated genes with adj. p-value <0.05. (D) Chord plot of the top 10
significantly enriched biological pathways (q-value <0.1) linked among the 100 top-regulated genes ordered by
their beta-value (effect size).
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significantly up-and downregulated genes (sorted by ascending adjusted p-value) enriched in pathway-based
GO:terms. This analysis revealed a pronounced upregulation of genes associated with the actin cytoskeleton and
its regulation. Key genes, such as Actnl, Actn4, Fnbpl and Arhgap23, which are critical for actin cytoskeletal
organization and remodeling through small Rho GTPases, along with genes pivotal for cell contractility like
Tpm1, Myl12b, Myl6 were significantly upregulated. This upregulation reflects the extensive structural remod-
eling observed in podocytes, known as foot process effacement (Fig. 1D). Notably, Synpo, an actin-associated
protein, was the most differentially expressed gene, underscoring the recently described protective function in
adriamycin-induced podocyte injury”’. Among the most differentially expressed genes was Cxcll, encoding a
potent chemoattractant for neutrophil granulocytes as well as other chemokine genes including Tgfb2, Cxcl10,
Cxcl12 and Cxcl15 (Fig. 5E). Among the TLR genes, Tlr1, Tlr2, and Tlr4 were significantly upregulated whereas
Tlr7 was downregulated. TIr3, which is associated with the MYD88-independent pathway, was not regulated.

Maintenance of podocyte function and structure is independent of MYD88

To investigate the role of MYD88-dependent TLR signaling in podocytes during renal homeostasis and glo-
merular inflammation, mice with a podocyte-specific knockout of Myd88 were generated (Pod™M x Myd881o¥/
flox = MyD88P) and compared with healthy littermate controls (Myd881¥/1°*= WT). Successful knockout of
Myd88 in mice was confirmed by qPCR of sorted podocytes (Fig. 2A). MyD88P%° mice were observed up to
52 weeks of age and remained viable and fertile, showing no overt phenotype. Confirming these observations,
no proteinuria or elevated blood urea nitrogen (BUN) levels were detected in mice up to 52 weeks of age (Fig. 2B
and Supplemental Fig. 1). Morphologically, glomeruli appeared normal in PAS stainings and had no changes in
the expression of the slit diaphragm protein podocin (Fig. 2C, D). As light microscopy is prone to miss subtle
changes in podocyte architecture and slit diaphragm morphology, we employed stimulated emission deple-
tion (STED) microscopy in combination with a recently published semi-automated quantification algorithm to
quantify SD length and morphology, revealing no differences in MyD88P** mice compared to age-matched wild
type control mice (Fig. 2E)*!.

MYD88-deficiency in podocytes does not influence the course of experimental
glomerulonephritis

Having shown that MYD88 in podocytes is dispensable for renal homeostasis and the maintenance of podocyte
function and structure, we next aimed to investigate its role in glomerular inflammation. To this end, NTN
was induced in MyD88P*° mice and WT controls. IF staining for podocin and sheep IgG 10 days after disease
induction confirmed equal glomerular binding of nephrotoxic sheep IgG in both control and MyD88P*° mice
(Supplemental Fig. 2A). After NTN induction, MyD88P¥° and littermates developed proteinuria, with a significant
but only transient increase in proteinuria seen in MyD88P** mice at day 10 (Fig. 3A). Both, control and MyD88x
mice, showed similar numbers of WT1-positive cells at day 10 of NTN indicating no increased podocyte loss
(Fig. 3B). In line, we observed similar extent of histological damage in PAS and AFOG stained kidney sections
(Fig. 3C). STED microscopy revealed comparable shortening of the slit diaphragm in nephritic MyD88P< and
WT controls, indicating similar levels of foot process effacement. Of note, despite declining proteinuria on day 21
of NTN, the extent of morphological changes in the foot processes persisted at this late stage of disease (Fig. 3D,
E and Supplemental Fig. 2B).

In line with the unchanged functional and histological parameters, no differences were observed in the num-
ber of renal macrophages, monocytes, NK cells, B cells, CD4" T helper cells and CD8"* cytotoxic T cells (Fig. 4A,
B). In addition, transcript levels cortical Ccl2 and Il1-f, two proinflammatory signaling molecules, did not differ
between the groups using qPCR (Fig. 4C).

Bulk RNA sequencing of nephritic MyD88P° podocytes reveals MYD88 independent signaling
pathways in NTN

Considering the profound transcriptional changes in podocytes during NTN, including NF-kB dependent genes,
the apparent absence of a renal phenotype in MyD88P** mice pointed towards a potential compensatory mecha-
nism. To pin down potential genes involved, we compared the transcriptome from nephritic mTomato-positive
podocytes (Pod™M) (one of the groups from Fig. 1) with the transcriptome of nephritic MyD88P* mice.

Compared to Pod™M podocytes, Myd88 deficient podocytes showed a similar expression profile during NTN,
with only 125 significantly upregulated and 111 significantly downregulated genes (Fig. 5A, B). Pathway-based
analysis of transcriptional changes indicated a subtle downregulation in the expression of genes important for
integrity and function of tight junctions, including Scrib, Synpo, Myh9, Actgl, Actnl except for Myl12a, which
did not follow this trend (Fig. 5C, D).

A more detailed analysis of chemokines and cytokines revealed a similar pattern of expression between injured
MyD88P* and Pod"™™ podocytes and their respective healthy controls, suggesting a compensatory mechanism
for the Myd88 deficiency. Analysis of TLR receptors and downstream signaling molecules revealed an increase
in gene expression for TLR3 and transcription factor IRF3 along with IRF3 targets like Ifi44 and Ifit] suggesting
the presence of MYD88 independent signaling (Fig. 5E). In addition, glomerulonephritis caused the differential
expression of various genes related to the type I interferon mediated signaling pathway, including an upregulation
of I3, Ifitm3, Ifnar2 and Wnt5a (Suppl. Figure 4).

Discussion

Upon injury, podocytes undergo profound structural changes, including flattening of their foot processes, a phe-
nomenon referred to as foot-process effacement. How podocytes sense external inflammatory stimuli is incom-
pletely understood. In addition to their role as signal receivers, podocytes have the capacity to emit signals into
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Figure 2. Maintenance of podocyte function and structure is independent of MYD88. (A) Real time qPCR
for Myd88 expression in podocytes isolated by FACS using the podocyte-specific mTomato fluorochrome

of mice with heterozygous Podocin.2a.iCre.2a.mTomato (Pod™M) background. Comparison between mice
with following additional genotypes: Myd88 wild type (wt/wt) (n=3), heterozygous Myd88 flox (fl/wt) (n=3)
and Myd38 flox/flox (fl/fl, MyD88P) (n=3). The analysis reveals a sufficient podocyte-specific depletion of
Myd88 in MyD88P* mice compared to MyD88*/*', and a partial Myd88 knockdown in MyD88"* mice. (B)
No significant difference in baseline kidney function is observed in albumin-to-creatinine ratio (ACR, n=7
vs. 8) and blood urea nitrogen levels (BUN, n=17 each) of 8-14 weeks old (n=17 vs. 17), untreated male WT
and MyD88P* littermates. (C) Representative pictures of PAS stainings showing no glomerular abnormalities
in untreated MyD88P*° and W'T mice. Scale bars 30 um. (D) Additionally, no difference is seen in baseline
immunofluorescence staining for the slit diaphragm protein podocin (Scale bar: 30 um). (E) Representative
images of STED microscopy and quantification of slit diaphragm length of healthy MyD88P*° mice (n=4) and
wild type littermate controls (n=4). Scale bar overview: 5 pm. Scale bar high magnification: 1 pm.

their surroundings, thereby orchestrating the integrity of the glomerulus. One of the most prominent signaling
molecules originating in podocytes is VEGF1, which plays a vital role in maintaining the health of glomerular
endothelial cells?®. In addition, podocytes are responsible for generating NF-kB-dependent pro-inflammatory
signals, which actively contribute to the progression of murine crescentic glomerulonephritis’.

To understand the adaptive changes in the podocyte transcriptome during GN, we conducted bulk RNA
sequencing of sorted podocytes from mice undergoing NTN and their healthy littermates. Injured podocytes
displayed significant regulation of genes associated with the control of the actin cytoskeleton. The most enriched
GO:terms were linked to the regulation of cell-cell interactions, including tight junctions and focal adhesions, as
well as components of the cytoskeleton and signaling pathways involving Rho GTPases. These results highlight
the significance of dynamic changes in podocyte structure during the diseased state. Among the genes that were
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Figure 3. MYD88-deficiency in podocytes does not influence the course of experimental glomerulonephritis. (A) Albumin-
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10 and day 21 of NTN showing PAS-positive glomerular deposits in both groups. Additionally, AFOG staining reveals no
difference in glomerular fibrosis at day 10 after injection. Scale bars: 30 um. (D) Representative pictures of STED microscopy
showing changed morphology of the slit diaphragm at day 10 and 21 of NTN with reduced slit diaphragm coverage of basal
membrane. Scale bars: 5 um. (E) Semi-automated quantification of the slit diaphragm coverage per area showing a significant
reduction in coverage at indicated time points after NTN induction compared to untreated mice (D0), but no significant
difference between MyD88P““ mice and wild type controls (DO0: n=4 each, D10: n=4vs. 5, D21: n=5 vs. 6).
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Figure 4. Absence of MYD88 signaling in podocytes has no impact on the composition of renal immune cells
during NTN. (A) Gating strategy for flow cytometry analysis of indicated immune cell subsets in the kidney of
MyD88P (n=12) and WT mice at day 10 of NTN (n=13). (B) Flow cytometry analysis shows no difference
in leucocyte numbers (CD45") at day 10 after induction, as well as no difference in the following immune cell
subsets: macrophages (CD45* CD11b* F4/80* Ly6C"), monocytes (CD45* CD11b* F4/80™" Ly6C*), NK cells
(CD45" NK1.1* TCRp"), B cells (CD45" CD19" TCRf), T cells (CD45* TCRB*) and the T cell-subsets T helper
cells (CD45" TCRB* CD4* CD8") and cytotoxic T cells (CD45" TCRB* CD8* CD4). (C) Real time qPCR for

Ccl2 and II-1f normalized to Actb in kidney cortex reveals no difference for general pro-inflammatory signaling
between MyD88P<° (n=4) and controls (n=4).
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Figure 5. Bulk RNA sequencing of nephritic MyD88P* podocytes reveals MyD88 independent signaling
pathways in GN. (A) Principal component analysis of podocytes isolated from nephritic mice at day 5 after NTS

injection with intact MyD88 signaling (Pod™™) (n=3) and nephritic mice with podocyte specific Myd88 knock

out (MyD88P¥°) (n=3). (B) MA-Plot of differentially and significantly expressed genes (adj. p-value <0.05) genes

reveals 125 up- and 111 downregulated genes. If multiple isoforms were present, only the one with CCDS entry,
high transcript support level and highest effect size (in that order) was considered. (C) Heat map of the top 50
regulated and significant genes (adj. p-value <0.05). (D) Chord plot of top 10 significantly enriched pathways

(q-value <0.1) linked among the 100 top-regulated genes ordered by their beta-value (effect size). (E) Expression

profiles of podocyte markers, cytokine receptors, chemokines/cytokines and members of the TLR signaling
pathways for the indicated comparisons between groups (p-value <0.05).
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notably upregulated, we observed the actin bundling molecule synaptopodin, as well as ARHGAP23 and tropo-
myosin 1 presumably representing an attempt to stabilize the podocyte actin cytoskeleton. Synaptopodin and
tropomyosin were found to work in concert to presumably reinforce RhoA activity?>**. ARHGAP23, a relatively
lesser-known Rho-GAP, was recently discovered to stabilize neuronal synapses by deactivating RAC1*'. While
the role of ARHGAP23 in podocytes remains unclear, its substantial upregulation suggests potential importance,
especially considering the impact of other ARHGAPs like ARHGAP24 on the podocyte cytoskeleton®2. Mice
expressing constitutively active RACI develop rapid onset proteinuria, foot process effacement, and increased
motility®>*,

As expected, several genes encoding for pro-inflammatory chemokines, such as CxclI, were significantly
upregulated in the inflamed condition. CXCL1 is an NF-kB-dependent potent neutrophil chemoattractant that
was found to be expressed in Actn4 KO podocytes and upregulated in FSGS kidney biopsies**. Among the most
downregulated genes, the E3-ubiquitin ligase NEDD4 was recently found to be involved in ubiquitin-mediated
proteasomal degradation of nephrin®. Therefore, this downregulation might represent an attempt to stabilize
nephrin under stress.

As TLRs are among the most important sensors of an inflammatory environment, it was unexpected that
a knockout of the central adaptor protein MYD88 in podocytes did not result in a significant alteration of
experimental GN, especially as a podocyte-specific knockout of the NF-«xB adaptor NEMO resulted in a signifi-
cant attenuation of GN®. There are two plausible explanations for this observation. On the one hand, reducing
podocyte-intrinsic MYD88-dependent TLR signaling alone may have minimal impact on the highly inflam-
matory environment during NTN, which is primarily orchestrated by endothelial cells and leukocytes. On
the other hand, it is possible that the existence of MYD88-independent signaling pathways upstream of the
NEMO/Ikka/TkkB complex compensate for the loss of MYD88. In this context, TLR3 and TLR4 signaling may
be important, as both can activate NF-kB signaling and Type I interferon responses via IRF3 independently of
MYD88%. Indeed, we observed an induction of Irf3 and its downstream targets, Ifi44 and Ifit1, with a significant
differential expression of Isg15 when comparing nephritic and healthy MyD88P%* mice. While our study sug-
gests the potential involvement if IRF3-related signaling in podocyte injury, this finding has to be confirmed
experimentally in future studies. The identification and a better understanding of these compensatory processes
is important for our understanding of the role of podocytes in the pathophysiology of inflammatory glomerular
diseases and for the development of more specific therapeutic strategies. The recently published Irf3'°* mouse
now offers the opportunity to investigate the role of this molecule and interferon-related signaling specifically
in podocytes in detail”’.

Another limitation of our study is the use of a single disease model, as MYD88 might have context-dependent
functions in podocytes. While our model causes glomerular injury by the deposition of immune complexes,
the cytotoxic adriamycin model might be more suitable to analyze the impact of MyD88 on podocyte survival
in future studies.

In summary, our study is the first to inhibit MYD88-dependent TLR signaling specifically in podocytes. In
addition to shedding light on the adaptive mechanisms involved in immune-complex-mediated podocyte injury,
this study highlights the significance of MYD88-independent signaling pathways in recognizing and responding
to cellular injury. This prompts the question of whether these pathways might be potential therapeutic targets
in the future.

Data availability
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Data supplement:

Supplemental Figure 1. Podocyte specific Myd88 knock out does not alter kidney
function in 52 weeks old mice

(A) No significant difference is detected in urine albumin-to-creatinine-ratio (ACR) and blood
urea nitrogen (BUN) in 52 weeks old, untreated MyD88P*° (n=5) and WT littermates (n=5).

Supplemental Figure 2. Semi-automated analysis of the podocyte ultrastructure does
not reveal significant differences between MyD88°*° and WT mice during NTN

(A) Representative pictures of sheep IgG (magenta) and podocin (green) co-stainings show
glomerular nephrotoxic IgG deposition at day 10 of NTN. No difference was observed between
the groups. (B) Representative, pre-adjusted STED images and semi-
automated segmentation of the slit diaphragm (red) at indicated time point after NTN
induction. The cyan line indicates the ROI in which the analysis was carried out. The slit
diaphragm length is used to compare the extend of podocyte damage. No significant difference
was observed in MyD88P*° mice compared to WT littermates.

Supplemental Figure 3. Sorting of podocytes before bulk RNA sequencing

(A) Urine albumin-to-creatinine-ratio (ACR) of nephritic MyD88P*° and control mice before
extraction of mTomato-positive podocytes using FACS. (B) Exemplary gating strategy of
mTomato-positive podocytes. No significant difference was observed in purity and viability of
FACS sorted podocytes before bulk RNA sequencing.

Supplemental Figure 4. Differential expression of type-l interferon related genes in
experimental GN.

Expression profiles of differentially expressed genes associated with the type-l interferon
signaling pathway in sorted podocytes between indicated groups (p-value<0.05). The bulk
RNA-seq data was searched for genes related to the Gene Ontology term GO: 0060337. If
multiple isoforms were present, only the one with CCDS entry, high transcript support level
and highest effect size (in that order) was considered.
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4. Diskussion

Podozyten sind hochspezialisierte, enddifferenzierte Zellen, welche mit der von ihnen
geformten Schlitzmembran entscheidend an der glomeruldren Filtration sowie an der
funktionellen Integritdt der Glomeruli beteiligt sind. Glomeruldre Erkrankungen, wie auch
Glomerulonephritiden (GN), sind haufig mit umfassenden Veranderungen in der Funktion

sowie dem Verlust von Podozyten assoziiert %9

Diese Schadigungen umfassen
insbesondere auch einen erheblichen Umbau ihres Zytoskeletts mit dem Verlust der
dreidimensionalen Struktur der FulRfortsadtze, was auch als ,Effacement bezeichnet wird.
Folge der Schadigung des Filtrationsapparates ist haufig primar der Verlust von
Blutbestandteilen wie Proteinen tber den Urin, gefolgt von einer insgesamt abnehmenden
Filtrationsfahigkeit, welche bis hin zu einem terminalen Nierenversagen fiihren kann . Der
genaue Prozess der glomerularen Schadigung und insbesondere die Rolle der Podozyten sind
hierbei noch nicht vollstandig verstanden.

Vor diesem Hintergrund wurde in der im Ergebnisteil vorgestellten Studie ,The podocytes*
inflammatory responses are independent of canonical MYD88-dependent toll-like receptor
signaling” untersucht, welche Anpassungsmechanismen allgemein in Podozyten im Verlauf
einer GN stattfinden. Zusatzlich wurde explizit die Rolle des MYD88-abhangigen Toll-like-
Rezeptor-Signalwegs in Podozyten bei einer glomerularen Schadigung beleuchtet und welche
moglichen alternativen Signalwege involviert sind. Die Ergebnisse der Studie werden folgend

anhand der zuvor eingefuihrten Fragestellungen diskutiert.

4.1 Diskussion der Ergebnisse

41.1. Anpassungsmechanismen der Podozyten auf das entziindliche Milieu
im Rahmen einer experimentellen Glomerulonephritis

Um zunachst ein umfassendes Bild Uber die generelle Anpassung von Podozyten im
Krankheitsmodell der nephrotoxischen Nephritis zu bekommen, wurde die Methode der bulk
RNA-Sequenzierung aus isolierten Podozyten genutzt. Da in diesem Krankheitsmodell bisher
noch keine Transkriptomanalyse erfolgt ist, bot uns diese Methode einen neuartigen Einblick
in Veranderungen des Genexpressionsprofils der Podozyten.

Als Versuchstier wurde ein bereits publiziertes, in unserer Arbeitsgruppe etabliertes
Mausmodell genutzt, welches unter anderem podozytenspezifisch ein fluoreszierendes
Protein (mTomato) exprimiert **'. Dies wurde erreicht, indem die genetische Information von
mTomato an das podozytenspezifische Podocin gekoppelt wurde, wodurch erstgenanntes in
den Zellen exprimiert wird, welche auch Podocin exprimieren "3. Zusétzlich ist die genetische
Information einer Cre-Rekombinase gekoppelt, welche mittels des Cre/loxP-Systems '?' eine
podozytenspezifische Deletion von Genen erlaubt (folgend PodCre). Zunachst aber ermoglicht

das podozytenspezifisch exprimierte mTomato nach Praparation der Glomeruli die Isolation
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der Podozyten aus den Mausnieren mittels fluoreszenzabhangiger Zellsortierung (FACS).
Aufgrund des begrenzten Ausgangsmaterials der RNA-Extraktion aus den Podozyten wurde
die cDNA-Synthese flr die bulk RNA-Sequenzierung zunachst voramplifiziert. Mittels Principal
Component Analysis (PCA) konnte zunachst bestatigt werden, dass die Induktion der
nephrotoxischer Nephritis (NTN) zu einer deutlichen Gruppierung der verschiedenen
experimentellen Gruppen fihrte, was auf substanzielle transkriptionelle Veranderungen
infolge der Erkrankung hindeutet .

Insgesamt zeigten sich nach Induktion einer NTN tber 5000 Gene unterschiedlich reguliert.
Dies bestatigt die erfolgreiche Umsetzung der Methodik, unterstreicht aber auch die Rolle und
die ausgepragten Adaptationsprozesse von Podozyten in einem solchen entzindlichen Milieu.
Zur Klassifikation der einzelnen Gene wurden GO-Terms genutzt, welche eine funktionale
Einordnung eben dieser ermdglicht 8. In der detaillierten Analyse der transkriptionellen
Veranderungen fiel auf, dass wahrend einer NTN Signalwege, die mit der podozytaren Struktur
und dem Zytoskelett, aber - wie erwartet - auch solche, die mit Entzindungsprozessen
assoziiert sind, besonders different reguliert waren.

Auf Seiten der podozytdren Struktur ist dabei die Regulation des podozytéren Aktin-
Zytoskeletts hervorzuheben, welches eine bedeutende Rolle fir die strukturelle Integritat der
Podozyten und dessen FulRfortsatzen spielt *'. Zu den signifikant hochregulierten Genen
gehoéren unter anderem Actn1 und Arhgap23. Bei letzterem handelt es sich um ein Rho-
GTPase aktivierendes Protein, welches, wie in neueren Studien gezeigt wurde, RAC1
inaktivieren kann und dadurch neuronale Synapsen stabilisieren kann *. Die Rolle von RAC1
in Podozyten wiederrum ist bereits naher untersucht. Asao et al. konnten mittels

podozytenspezifischer Rac1<®

Maus im sogenannten Adriamycin-Krankheitsmodell zeigen,
dass RAC1 zu einer verminderten mTOR-Aktivierung fuhrt und im Krankheitsmodell zu einer
vermehrten Bildung von FSGS fiihrt 7. Auch den sogenannten a-Aktininen (codiert unter
anderem durch das deutlich hochregulierte Actn1) kommt eine besondere Relevanz in der
Pathogenese glomerularer Erkrankungen zu. Es ist bekannt, dass Mutationen im fir a-Aktinine
codierende Actn4-Gen zu einer FSGS mit Nierenversagen fiihrt '*2. a-Aktinine scheinen hier
eine zentrale Rolle in der Ausbildung der Zellstruktur und Adhasionen der Podozyten zu

spielen ©975

. Weitere hochregulierte Gene, die Uber Myosin mit der Zellstruktur und
Kontraktilitt in Verbindung stehen, waren unter anderem Gene wie Tpm1 und Myl12b '*1%2,
Bei dem am meisten unterschiedlich reguliertem Gen handelte es sich interessanterweise um
Synpo, welches fir Synaptopodin codiert. Hierbei handelt es sich um ein Aktin-assoziiertes
Protein, welches unterschiedliche Funktionen in der Regulation des Zytoskeletts hat. In einer
Studie mit Synpo*°-Mausen konnte gezeigt werden, dass Synpo mutmaRlich eine protektive
Funktion im Rahmen von Podozytenschadigungen im Adriamycin-Krankheitsmodell hat.

Interessanterweise wurde auch in dieser Studie gezeigt, dass der Verlust von Synpo im
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Krankheitsmodell ebenfalls eine erhdhte Rac1-Aktivierung gezeigt hat 91102

Zusammenfassend sprechen all diese Veranderungen auf Genexpressionslevel flir ein
stattfindendes strukturelles Remodeling im Rahmen der Podozytenschadigung im
Krankheitsmodell der experimentellen Glomerulonephritis.

Im Einklang mit der veranderten Genexpression bezliglich des Zytoskeletts zeigten sich auch
in der hochauflésenden STED-Mikroskopie deutliche Veranderungen im NTN-Modell
verglichen mit der Kontrollgruppe. Mittels STED kénnen morphologische Veranderungen der
durch Podozyten gebildeten Schlitzmembran dargestellt werden '**. Diese Veranderungen
kénnen mittlerweile semiautomatisiert erfasst werden und erlauben Uber die quantitative
Bestimmung der Schlitzmembranlange in einem vorbestimmten Areal Rickschlisse auf die
Schlitzmembran-Abdeckung der Basalmembran ?’. Unter NTN kam es in den Glomeruli der
erkrankten Versuchstiere zu einer deutlichen Reduzierung dieser Schlitzmembran-
Abdeckung, sowohl nach 10 als auch 21 Tagen, jeweils verglichen mit der gesunden
Vergleichsgruppe. Diese Beobachtung bestatigt das bereits auf Genexpressionsebene
vermutete strukturelle Remodeling der Podozyten, welches eine potenzielle Adaption auf das
entziindliche Milieu darstellen kann.

Neben den zytoskelettalen Verdnderungen kam es auch zu einer veranderten Expression von
proinflammatorischen Genen. Unter den direkten proinflammatorischen Signalmolekilen war
besonders die deutlich erhéhte Expression von Cxcl1 auffallig. Hierbei handelt es sich um ein
Chemokin, welches an die Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2 bindet und hauptsachlich
die Infiltration von neutrophilen Granulozyten férdert und unter anderem Uber den NF-kB -
Signalweg reguliert wird '°. Bisherige Studien lassen vermuten, dass CXCL1 ein méglicher
Mediator eines akuten Nierenversagens ist '?°. Es wurde bereits gezeigt, dass die Inhibition
von CXCL1 und dessen Rezeptor CXCR2 die Infiltration von Granulozyten vermindern kann
und dadurch wohl den Verlauf eines akuten Nierenversagens abmildert “°. Neben den direkten
proinflammatorischen Signalmolekilen zeigten insbesondere auch mehrere TLR-Gene,
darunter Tir1, Tir2, Tir3 und Tir4, eine vermehrte Expression. Diese Gene sind zentrale
Komponenten des angeborenen Immunsystems und spielen eine Schlisselrolle bei der
Aktivierung der Immunantwort. Die erhdhte Expression dieser TLR-Gene deutet darauf hin,
dass Podozyten aktiv an der Vermittlung der entziundlichen Antwort beteiligt sind, indem sie
PAMPs und DAMPs erkennen und proinflammatorische Signale aussenden.
Zusammenfassend lasst sich diskutierten, dass mittels der Genexpressionanalysen mehrere
funktionale  Signalwege identifiziet =~ werden  konnten, welche verschiedene
Anpassungsmechanismen des Podozyten nach Induktion einer Glomerulonephritis darstellen.
Neben dem folgend naher beleuchtetem Signalweg des Toll-like-Rezeptors erscheint unter
anderem auch das podozytare Aktinzytoskelett wahrend einer GN stark beeinflusst, was somit

ein interessantes Ziel weiterer, zukunftiger Studien ist.
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41.2. Einfluss des podozytenspezifischen Knockout des zentralen
Adaptorproteins MYD88 auf den Krankheitsverlauf der experimentellen
Glomerulonephritis

Um nun die spezifische Rolle von Toll-like-Rezeptoren zu untersuchen, wurde sich fiir ein

Mausmodell mit Ausschaltung des im TLR-Signalweg zentralen Adaptorproteins MYD88

entschieden. Dafir wurde durch die Kreuzung der zum einen durch Vlantis et al. publizierten

Myd88-flox/flox-Maus ' und der oben eingefiihrten PodCre-Maus mit podozytenspezifisch

exprimierten Cre-Rekombinase eine neue Mauslinie etabliert. Die das Myd88-Gen

flankierenden loxP-Sequenzen (,flox“) dienen hier der Cre-Rekombinase zur Erkennung,
welche dann die Exzision und somit die Ausschaltung des Gens vermittelt. Mithilfe der
quantitativer PCR von aus der neu etablierten Mauslinie isolierten Podozyten konnte der
podozytenspezifische Knockout von Myd88 (Myd88°°) erfolgreich bestéatigt werden. Hierfir
wurde neben Myd88 auch die RNA von Actb (B-Aktin) quantifiziert, welches als endogenes

Referenzgen zur Normalisierung genutzt wird ', Dies ermdglicht die Anwendung der 224¢%

Methode zur Bestimmung der relativen Expression von Myd88 in Podozyten der Myd88° -

Gruppe verglichen zur Kontrollgruppe ®'.

Vor Induktion einer GN, also im gesunden, basalen Phanotyp, zeigten die Myd88pko-Mause

keine Unterschiede in der Nierenfunktion und in histologischen Untersuchungen. Diese

Ergebnisse lassen eine regelrechte, physiologische Nierenentwicklung vermuten. In

publizierten Voruntersuchungen von Brahler et al. konnte gezeigt werden, dass das

podozytenspezifische Ausschalten von NEMO als zentraler Bestandteil des NF-kB-

Signalweges den Verlauf einer experimentellen Glomerulonephritis abmildert. Mutmalflich

wird dies durch eine verminderte Sekretion von entziindungsférdernden Zytokinen vermittelt

2223 |n unserer Studie zeigte sich nach Induktion einer GN bei podozytenspezifischem

Knockout von Myd88 Uberraschenderweise wiederum kein relevanter Unterschied im

Krankheitsverlauf. Dies ist insbesondere in Kenntnis der Voruntersuchungen zu NEMO

Uberraschend, da die TLR der Erkennung und Vermittlung von Schadigungen dienen, und

MYDB88 wichtig flr die Initiierung der Effektorprozesse ist, darunter unter anderem auch des

NEMO-abhangigen NF-kB-Signalwegs 2.Bereits die funktionellen Parameter wie die Analyse

der Proteinurie und Histologe zu unterschiedlichen Zeitpunkten zeigten jedoch keinen

signifikanten Unterschied. Um auch mdgliche, geringere strukturelle und immunologische

Unterschiede nicht zu verpassen, wurden weitere molekularbiologische Untersuchungen

erganzt. Mittels STED-Mikroskopie wurde auch hier semi-automatisiert die Lange der

Schlitzmembran auf der glomerularen Kapillare als Marker fir die Schlitzmembranabdeckung

untersucht. Jeweils zeigte sich zwar erneut eine deutliche Reduzierung dieser, letztlich jedoch

auch hier ohne Unterschiede zur Kontrollgruppe. Auch in der Anzahl infiltrierender
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Immunzellen in der Niere und deren Subgruppen mittels FACS ergaben sich keine
Unterschiede zwischen den Gruppen.

Diese Beobachtungen werfen die Frage auf, warum der Knockout von Myd88 in Podozyten
keinen malgeblichen Einfluss auf den Krankheitsverlauf hatte, obwohl initiale
Genexpressionsanalysen zeigten, dass TLR-Signalwege aktiviert werden und daher
mutmalflich auch eine Rolle bei der podozytaren Antwort auf glomerulare Schadigung haben.
Eine mogliche Erklarung kdnnte sein, dass Podozyten und damit die podozytenspezifischen
TLR doch einen geringeren Einfluss auf den inflammatorischen Verlauf haben als erwartet,
und dass der Krankheitsverlauf hauptsachlich durch Immunzellen und Endothelzellen
getriggert wird. Alternativ konnten aber auch kompensatorische Mechanismen innerhalb des
Podozyten die fehlende MYD88-abhangigen Wege ausgleichen und damit daflir sorgen, dass
trotzdem proinflammatorische Signalmolekiile von den Podozyten ausgeschuttet werden und

zum inflammatorischen Milieu beitragen.

4.1.3. Kompensationsmechanismen der Podozyten auf den Mangel an
MYD88-abhangigen Signalwegen
Um mogliche kompensatorische Mechanismen detektieren zu konnen, wurden erneut
Analysen des Transkriptoms zwischen den Myd88°°-Mausen sowie der Kontrollgruppe
gemacht. Auch hier ergab die PCA eine Clustering der experimentellen Gruppen, was
daflrspricht, dass sich deren Genexpressionsprofile teils deutlich unterscheiden. Die
detaillierte Analyse des Genexpressionsprofils unter NTN-Bedingungen zeigte unter anderem
eine vermehrte Aktivierung des IRF3-Signalwegs. Wie bereits beschrieben, kann der IRF3-
Signalweg als Teil des Typ-I-IFN-Signalweges unabhangig von MYD88 Uber TLR aktiviert
werden. Hierbei fungiert statt MYD88 das Adaptorprotein TRIF als Verbindung zur
proinflammatorischen Signalkaskade, welches dann Uber Kaskaden unter anderem zur

®1 Auch weitere Typ-I-IFN assoziierte Gene werden

Aktivierung von IRF3 fihren kann
hochreguliert. Hierzu zahlt unter anderem Isg15 und /fit1. Somit erscheint die Typ-I-Interferon-
Signalkaskade uber IRF3 einen potenziellen kompensatorischen Mechanismus darzustellen.
Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die podozytenspezifische Ausschaltung von MYD88
keinen signifikanten Einfluss auf den Verlauf der experimentellen Glomerulonephritis hat. Dies
legt nahe, dass andere Signalwege und Mechanismen die Rolle von MYD88 in Podozyten
kompensieren koénnten. Die detaillierte Untersuchung dieser kompensatorischen
Mechanismen, insbesondere des IRF3-Signalwegs, kdnnte neue Einblicke in die molekularen
Grundlagen der Podozytenschadigung und der entziindlichen Reaktion in der Niere liefern und
moglicherweise neue therapeutische Ansatze erdffnen. Hierbei kdnnte beispielsweise das
zuletzt publizierte Mausmodell genutzt werden, welches Uber die eingebrachten loxP-Seiten
am Irf3-Gen mit einer Cre-Rekombinase einen zellspezifischen Gen-Knockout erméglicht '°2,

In Kombination mit dem auch in unserer Studie eingesetztem Mausmodell mit
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podozytenspezifischer Cre-Rekombinase " wiirde dies die genauere Untersuchung des Typ-

I-Interferon-Signalwegs und von IRF3 unter experimenteller GN ermdglichen.

41.4. Translation der Ergebnisse auf die humane Glomerulonephritis

Wie in der Einleitung eingefuhrt, beruhen Glomerulonephritiden auf unterschiedlichsten
pathophysiologischen Mechanismen, die alle eine Schadigung der Glomeruli gemeinsam
haben. Dabei spielen verschiedene Zelltypen innerhalb der Niere und der Glomeruli eine Rolle.
Ein wesentlicher limitierender Faktor in der Behandlung von GN ist derzeit weiterhin die
geringe Spezifitat der Therapie, welche haufig auf einer unspezifischen Hemmung des
Immunsystems beruht ''® weshalb immunologische Forschung an Glomerulonephritiden
weiterhin dringend notwendig ist. Problematisch ist, dass humane GN aufgrund des
begrenzten humanen Probenmaterials nur eingeschrankt untersucht werden kdnnen, was den
Einsatz von Tiermodellen erforderlich macht. Das Modell der experimentellen
Glomerulonephritis mittels nephrotoxischen Serums, welches pathophysiologisch am ehesten
der anti-GBM-GN &hnelt, dient hierbei als allgemein akzeptiertes Modellsystem *’. Es erlaubt
die Untersuchung grundlegender Schadigungsmechanismen und inflammatorischer Prozesse
innerhalb der Glomeruli sowie des Zusammenspiels mit den Zellen des Immunsystems.

Die Untersuchungen mittels STED-Mikroskopie der Glomeruli bestatigen, dass die
Glomerulonephritis mit einer Schadigung der Schlitzmembran und einer verminderten
Abdeckung einhergehen, begleitet von einer Proteinurie, passend zu bisherigen Erkenntnissen
zur Schadigung des glomeruldren Filtrationsapparates ?’. Die Genexpressionsdaten zeigen
ebenfalls eine deutliche Veranderung im Aktinzytoskelett der Podozyten, welches eng mit der
Funktion der Schlitzmembran verwoben ist *. Diesbeziiglich ware ein Vergleich mit humanen
Proben fiir zukunftige Studien aufschlussreich, um mogliche Prozesse zur Regulierung des
Aktinzytoskeletts in Hinblick auf mdgliche therapeutische oder protektive Ansatze zu finden.
Ein solcher konnte darin bestehen, Proteine zu identifizieren, die Schllisselproteine der
Schlitzmembran wie Nephrin oder Podocin stabilisieren und somit potenziell protektiv fiir die
Schlitzmembran und Podozyten sein kénnten &’

Ein weiteres zentrales Ergebnis der Studie ist, dass der Verlust von MYD88 in Podozyten
Uberraschenderweise keinen wesentlichen Einfluss auf den Krankheitsverlauf hatte. Dies steht
im Kontrast zu friiheren Studien, die gezeigt haben, dass die Modulation proinflammatorischer
Signalwege in Podozyten durchaus eine protektive Wirkung auf den Verlauf einer GN haben
kénnen. In Ubertragung zur humanen GN bedeutet dies, dass die Modulation des podozytaren
MYD88 als therapeutisches Ziel weniger relevant erscheint. Allerdings haben die
umfassenden Sequenzierungsanalysen der Studie potenzielle interessante alternative
Zielstrukturen identifiziert, hierunter auch den Typ-I-Interferon-Signalweg. Denn die

Modulation von Signalwegen, die mit TLR in Zusammenhang stehen, erscheinen sowohl aus
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immunmodulatorischer Hinsicht interssant, aber auch aus der Idee, dass TLR mit
Apoptoseprozessen in Podozyten in Verbindung stehen "2,

Zusammenfassend handelt es sich bei der vorliegenden Arbeit zwar um eine
tierexperimentelle Untersuchung, mit welcher die Pathophysiologie humaner GN nur partiell
abgebildet werden kann. Dennoch bietet diese Studie potenzielle Ansatzpunkte fir weitere
Forschungsarbeiten mit dem Ziel, neue therapeutische Strategien entwickeln zu kénnen.
HierfUr wird die Validierung von Ergebnissen an humanen Proben entscheidend sein, um

deren klinische Relevanz tberprifen zu kénnen.

4.2 Limitationen

Ein wesentlicher limitierender Faktor der vorliegenden Arbeit ist die ausschlieRliche
Verwendung eines Krankheitsmodells, der experimentellen Glomerulonephritis durch die
Injektion von nephrotoxischem Serum, welche am ehesten der anti-GBM-GN ahnelt. Andere,
mit Glomerulonephritiden assoziierte Krankheitsmodelle, wie das Adriamycin-Modell, das
spezifischere Einblicke in die Mechanismen von Podozytenschadigungen und den Verlust von
Podozyten bieten kdnnte, wurden nicht bertcksichtigt. Dies wéare von besonderem Interesse,
da — wie in der Einleitung bereits eingefihrt - TLR und dessen Adaptorprotein MYD88 in
vielfaltige physiologische Prozesse involviert sind, darunter auch an der Steuerung von
Apoptose und dem Verlust von Podozyten 3122,

Eine weitere Limitation der Studie sind die auf einen spezifischen Zeitpunkt begrenzten
Transkriptomanalysen. Zugrunde liegt dem der insgesamt aufwendige Versuchsaufbau mit
aus Nieren der Versuchstiere isolierten Podozyten im gesunden Zustand und unter
experimenteller Glomerulonephritis und dem anschlieBenden RNA-Sequenzierung, was einen
in der Wahl der Zeitpunkte limitiert. Immunologische Veranderungen sind meist dynamisch
und verandern sich auch Uber den Verlauf einer Erkrankung. Der Verlauf der NTN lasst sich
klassischerweise in zwei Phasen unterteilen, dazu gehdrt die heterologe Phase zu Beginn des
Krankheitsverlaufs und die spater einsetzende autologe Phase. Auch basierend auf vorherigen
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe ¢, wurden die Transkriptomanalysen in dieser Studie in
der heterologe Phase der NTN durchgefuihrt, welche sich durch die Ablagerung der injizierten
Antikorper und Initierung des angeborenen Immunsystems kennzeichnet. Um trotzdem
mogliche Unterschiede im Verlauf der autologen Phase zu erkennen, wurden die funktionellen
und histologischen Untersuchungen auch zu spateren Zeitpunkten durchgefiihrt. Trotzdem
koénnte auch eine weitere Transkriptomanalyse zu einem spateren Zeitpunkt sinnvoll sein, um
subtile oder verzdogerte Effekte der MYD88-Defizienz und sich ergebende
Kompensationsmechanismen vollstéandig zu erfassen. Zudem wurde fir die Erstellung der
Genexpressionsprofile wurde zudem die Methode der bulkRNA-Sequenzierung genutzt.

Dadurch erhalt man gemittelte Werte fir die Genexpressionsprofile, wodurch die Methode
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insgesamt sehr sensitiv ist, verpasst jedoch Subgruppierungen, wenn mdglicherweise nur
Teile der Podozyten betroffen sind. Hierfir wirde sich die in den letzten Jahren eingefiihrte
Methode der single-cell RNA-Sequenzierung eignen, welche Zellen einzeln anhand der
Expressionsprofile klassifiziert und gruppiert *'. Dies wiirde neben der Subgruppierung der
Podozyten auch einen Einblick in die Interaktion der Podozyten mit den verschiedenen
weiteren glomeruldaren Zelltypen ermdglichen und daher interessant fur weitere
Forschungsarbeiten. In diesem Zusammenhang erscheinen neuere Technologien wie zum
Beispiel die der ,Spatial Transcriptomics® interessant, welche eine prazise raumliche
Kartierung der Genexpressionsprofile ermdglichen und im Feld der Nierenforschung in den
letzten Jahren zunehmend an Relevanz gewonnen haben 2.

Daruber hinaus kann diskutiert werden, dass in dieser Arbeit kein Zellkulturmodell verwendet
wurde, obwohl in-vitro-Ansatze teils wertvolle Einsichten in molekulare Mechanismen bieten
kdénnen. Zellkulturmodelle ermdglichen haufig die Beantwortung spezifischer molekularer
Fragestellungen oder die Validierung von Erkenntnissen aus Tiermodellen. Im Feld der
Podozytenforschung sind mit sowohl murinen als auch humanen, immortalisierten Podozyten
jeweils zwei Zelllinien weit verbreitet. Trotzdem wurde bei dieser Arbeit aus zwei
verschiedenen Griinden auf ein Zellkulturmodell verzichtet. Zum einen sind immunologische
Fragestellungen stark beeinflusst durch komplexe Interaktionen im gesamten Organismus, die
in einem Zellkulturmodell meist nicht adaquat dargestellt werden kbnnen. Zum anderen haben
vorherige Studien gezeigt, dass viele der vorliegenden immortalisierten murinen Podozyten
zahlreiche podozytenspezifische Proteine nicht oder nur unzureichend exprimieren ''°,
weshalb entsprechende Ergebnisse aus einem Zellkulturmodell nur eingeschrankt Gbertragbar
sind. Insgesamt wurde daher die Entscheidung getroffen, Podozyten mittels zuvor
beschriebener Methode direkt aus dem Tiermodell zu isolieren und diese mittels RNA-
Sequenzierung zu analysieren, um maoglichst der wahren Physiologie nahekommende Daten
zu generieren. Letztlich stellt das Modell der experimentellen Glomerulonephritis nur ein
artifizielles Krankheitsmodell im Saugetier dar, in welchem Theorien zu Pathophysiologie und
therapeutischen Ansatzen entwickelt werden kénnen. Um die Translation zum menschlichen
Organismus zu ermdglichen, ware es notwendig, diese auch an Patientenproben zu validieren,
was jedoch auch durch begrenztes Probenmaterial herausfordernd bleibt.
Zusammenfassend muissen diese Limitationen bei der Interpretation der Ergebnisse
bericksichtigt werden und weisen auf die Notwendigkeit weiterer Studien hin, um die

gewonnenen Ergebnisse weiter zu validieren und zu erweitern.
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4.3 Schlussfolgerung
Unsere Studie ist die erste ihrer Art, die die spezifische Rolle des MYD88-abhangigen TLR-

Signalweges in Podozyten untersucht. Die Studie liefert wertvolle Erkenntnisse darlber, wie
Podozyten auf entziindliche Stimuli reagieren und welche Signalwege dabei eine Rolle
spielen. Eine wichtige Errungenschaft dieser Arbeit ist die Feststellung, dass die
podozytenspezifische Ausschaltung von Myd88 keinen signifikanten Einfluss auf den Verlauf
der experimentellen Glomerulonephritis hat. Diese Beobachtung war unerwartet. Zum einen
konnten Brahler et al. zeigen, dass ein Ausschalten des NF-kB-Signalweges sehr wohl den
Verlauf einer experimentellen GN abmildert. Bei MYD88 wiederum handelt es sich um das
zentrales Adapterprotein in vielen TLR-Signalwegen und diesem kommt somit eine
SchlUsselrolle in der angeborenen Immunantwort zu, unter anderem auch in der Aktivierung
des NF-kB-Signalwegs. Durch die umfassenden Transkriptomanalysen konnten wichtige
zusatzliche Informationen gewonnen werden. Die Studienergebnisse zeigen, dass die
Abwesenheit von MYD88 in Podozyten zum Teil wahrscheinlich durch andere Signalwege
kompensiert wird, insbesondere der IRF3-Signalweg und die damit assoziierten Typ-I-
Interferone. Diese potenziellen kompensatorischen Mechanismen ermdglichen es
moglicherweise den Podozyten, trotz des Fehlens von MYD88 eine adaquate Antwort auf
entzindliche Stimuli zu generieren. Dies weist auf die ausgepragte Plastizitat und
Anpassungsfahigkeit der eigentlich enddifferenzierten Podozyten hin, die es ihnen erméglicht,
ihre Funktion und Integritat zu bewahren.

Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Studie ist die detaillierte Charakterisierung der
zytoskelettalen und proinflammatorischen Veranderungen in Podozyten unter NTN-
Bedingungen. Die Ergebnisse zeigen, dass Glomerulonephritiden einen grofRen Einfluss auf
das Zytoskelett der Podozyten haben und zu umfangreichen Remodelling flhren, die sicherlich
auch mit den von uns beobachteten Veranderungen der Schlitzmembran in Zusammenhang
stehen. Diese Erkenntnisse tragen zu einem besseren Verstandnis der Podozytenschadigung
zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen im Rahmen einer GN bei. Dies leistet einen
Beitrag zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze, die darauf abzielen, die Stabilitat des
Zytoskeletts von Podozyten zu bewahren und so die Progression glomerularer Erkrankungen
zu verlangsamen. Hier ware in Zukunft interessant, die entdeckten Veranderungen auf
Transkriptomebene zu validieren und die exakte Rolle der different regulierten Gene wie zum
Beispiel Synaptopodin auch im Modell der experimentellen Glomerulonephritis naher zu
untersuchen.

Ein wichtiges Merkmal dieser Arbeit liegt auch in der methodischen Herangehensweise. Durch
die Anwendung der bulk-RNA-Sequenzierung und die detaillierten Transkriptomanalysen
konnten spezifische Genexpressionsmuster identifiziert werden, die mit entziindlichen und

strukturellen Veranderungen in Podozyten assoziiert sind. Diese Methodik ermdglicht es,
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tiefere Einblicke in die komplexen Signalwege zu gewinnen, die die Reaktionen der Podozyten
auf entzindliche Stimuli steuern.

Zusammenfassend leistet diese Studie einen Beitrag zum Verstandnis der Rolle von MyD88
und anderen Signalwegen in Podozyten. Die Erkenntnisse Uber die kompensatorischen
Mechanismen und die spezifischen zytoskelettalen und proinflammatorischen Veranderungen
bieten wertvolle Ansatze fur zukinftige Forschungen. Insbesondere die Identifikation des
IRF3-Signalwegs als potenziellen kompensatorischen Mechanismus eréffnet neue Ansatze fur
das Verstandnis Uber die Rolle dieses Signalwegs in der podozytenspezifischen Antwort auf
entziindliche Stimuli. Mit der kiirzlich publizierten Irf3-flox-Maus '*® besteht die Méglichkeit,
diesen Signalweg gezielt zu untersuchen und moéglicherweise neue therapeutische Ziele zur
Behandlung von Glomerulonephritis und anderen entzindlichen Nierenerkrankungen zu
identifizieren. Insbesondere der neuartige Datensatz von der Veranderung des
Genexpressionsprofils von Podozyten wahrend der experimentellen GN ist hierbei erneut
hervorzuheben. Dieser bislang einmalige Datensatz ermoglicht, eine Vielzahl weiterer
podozytarer Signalkaskaden zu identifizieren, welche mit einer Glomerulonephritis assoziiert
sind. Dies kann zum Verstandnis der bisher noch wenig erforschten Beteiligung von Podozyten
an inflammatorischen Erkrankungen der Glomeruli beitragen. Bei Podozyten - dhnlich wie
Neuronen - handelt es sich um terminal differenzierte Zellen, deren Verlust irreversibel ist und
welcher nur bis zu einem gewissen Grad kompensiert werden kann''". Insbesondere daher ist
ein therapeutischer Eingriff in den Schadigungsprozess auf Ebene der Podozyten von
besonderem Interesse, um deren Verlust zu verhindern. Zudem befinden sich Podozyten im
Zentrum des Glomerulus, weshalb eine zentrale Rolle in der Erkennung und Vermittlung der
proinflammatorischen Stimuli wahrscheinlich erscheint. Aus diesen Griinden entsteht die
Hoffnung, durch das verbesserte Verstandnis um die Rolle und Schadigung von Podozyten
bei einer Glomerulonephritis, zuklinftig prazisere und wirksamere Therapien entwickeln zu
koénnen. Hierflr wird auch die Translation der weiteren Erkenntnisse entscheidend sein, was
aber unter anderem aufgrund der aufwandigen Probengewinnung aus Patienten eine
Herausforderung bleibt.

Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen die Komplexitat der immunologischen und
zytoskelettalen Veranderungen in Podozyten und bieten eine solide Grundlage fir zukinftige
Untersuchungen, die darauf abzielen, die molekularen Mechanismen zu entschlisseln, die zur

Podozytenschadigung und zur Progression glomerularer Erkrankungen beitragen.
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6. Anhang

6.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Diagnoseverteilung der Quasi-Nieren-Studie bei dialysepflichtigen 11
Patienten (2005)

Abb. 2 Elektronenmikroskopische Darstellung des glomerularen
Filtrationsapparates
Signalweg der verschiedenen Toll-like Rezeptoren, haufig mit MYD88 als

Abb. 3 _
Adaptorprotein
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