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1 Einleitung

1 Einleitung

Das nephrotische Syndrom ist eine Nierenerkrankung und als Proteinurie mit einer
Proteinausscheidung von mehr als 3,5g/Tag/1,73m? Korperoberflache definiert.
Beim infantilen nephrotischen Syndrom handelt es sich um ein heterogenes
Krankheitsbild, das durch verschiedene Ursachen ausgelost werden kann:

» durch intrauterine Infektionen

» durch idiopathisches nephrotisches Syndrom

» durch eine glomerulare Erbkrankheit.

Zu den glomerularen Erbkrankheiten zahlen das finnische nephrotische Syndrom,
welches durch Mutationen im Nephrin-Gen (Chromosom 19q) verusacht wird
(Kestila et al.,, 1998) und die diffuse mesangiale Sklerose (DMS). Diese tritt
entweder isoliert oder im Rahmen des Denys-Drash Syndroms (DDS) auf (Denys
et al., 1967; Drash et al., 1970; Habib et al.,1993). Neben dem klinischen
Leitsymptom des DDS, der Glomerulopathie, kommt es zum Auftreten von
urogenitalen Fehlbildungen wie dem Pseudohermaphroditismus masculinus und
bei einem Teil der Patienten zu einer frihen, haufig beidseitigen Ausbildung von
Wilms-Tumoren der Nieren. Die progressive Niereninsuffizienz geht der
Tumormanifestation jedoch oft um Jahre voraus. Die Glomerulopathie bedingt eine
massive Proteinurie, in deren Folge es rasch zum terminalen Nierenversagen
kommt. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird vor allem auf die diffuse mesangiale
Sklerose assoziiert mit dem Denys-Drash-Syndrom eingegangen, da im Rahmen

dieser Arbeit nur Patienten mit dem Denys-Drash-Syndrom untersucht wurden.

1.1 Nierenentwicklung

Um die Entstehung des kongenitalen, infantilien nephrotischen Syndroms
nachvollziehen zu koénnen, ist es zunachst wichtig die Nierenentwicklung zu
verstehen.

Die Niere entwickelt sich aus dem intermediaren Mesoderm als Teil der Harn- und
Geschlechtsorgane, die sich im Embryo in einem engen morphologischen
Zusammenhang befinden und deshalb als Urogenitalsystem bezeichnet werden.

Die einzelnen Abschnitte, die Nephrotome, bilden ein perlschnurartiges Blastem.
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Abb. 1.1 Querschnitt durch die Niere (Med-World AG, Internet: http://www.m-
ww.de/krankheiten/nephrologie/anatomie_funktion.html, 2001). Man blickt auf
das zum Teil freigegebene Nierenbecken. Die drei Grobstrukturen, die feine

Nierenrinde, das segmentierte Nierenmark

Nierenkelche, lassen sich gut erkennen.

und die harnableitenden

Aus diesem nephrogenen Strang entwickeln sich in einer zeitlichen Abfolge

raumlich getrennt drei Nierenanlagen: die Vorniere (Pronephros), die Urniere
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Abb.1.2: Die Entwicklungstadien eines Glomerulus (aus
Sorokin et al., 1992).

(Mesonephros) und die Nachniere
(Metanephros), bei der es sich um
die definitive Niere handelt (Abb.
1.1). Wahrend die Vor- und die
Urniere  Uber ein rudimentares
Stadium nicht hinausgehen
(Rodewald, R., Karnovsky M.J,
1974), entwickelt sich die Nachniere
ab Beginn der sechsten Woche der
Embryonalentwicklung. Zunéachst
wéchst aus dem WoLFrFschen Gang
kurz vor dessen Einmindung in die
Kloake eine dorsal gerichtete
Ausstilpung, die Ureterknospe, aus.
Diese nimmt Verbindung mit dem

kaudal verbleibpenden Teil des
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nephrogenen Stranges auf und die gesamte Anlage wachst dorsal der Urniere
empor.

Die Bestandteile der Niere bilden sich unter gegenseitiger Beeinflussung aus der
Ureterknospe und dem metanephrogenen Blastem. Die ableitenden Harnwege
stammen vom Knospenmaterial, die Nephrone sowie das Nierenstroma stammen
vom Blastem.

Die Ureterknospe verzweigt sich und bildet ein Sammelrohrsystem, dessen
Zweige jeweils mit einer terminalen Ampulle enden. Das jeder Ampulle
aufsitzende metanephrogene Gewebe entwickelt sich zu einem Nephron. Die
Entwicklung aus dem mesenchymalen Gewebe hin zum Glomerulus verlauft tber
einige Zwischenstufen. Aufgrund der Interaktion (Abb. 1.2, Bild 1) zwischen
Ureterknospe und Mesenchym verzweigt sich die Ureterknospe (2). Es entsteht
ein  Kondensationspunkt aus verschiedenen Zelltypen wie Ureterepithel,
Endothelzellen, unkondensiertem und kondensiertem Mesenchym. Das
kondensierte Mesenchym differenziert sich weiter zu ,comma-shaped-“ (3) und ,S-
shaped-Epithelium” (4). Im nachsten Stadium kdnnen bereits Tubuli gut erkannt
werden (5). Fertig ausdifferenziert hat
der Glomerulus eine runde Form (6) und
kompletten Anschlul3 an das tubulére-
sowie das Blutsystem.

Die Funktionseinheit des Nephrons
besteht aus einem Glomerulus, der von
einer Bowmanschen Kapsel umgeben ist
und einer HeENLEschen Schleife (fuhrt
den Primarharn tber Verbindungstubuli

in die Sammelrohre). Da am Ende der

Embryonalentwicklung die terminalen

Abb. 1.3 Aufbau dreier Nephrone  mit Ampullen verschwinden, kdnnen spater

unterschiedlich langen HENLEschen Schleifen

(Benninghof, Anatomie 1999) keine weiteren Nephrone nachgebildet

werden.
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1.2 Aufbau und Funktion der Glomeruli

Am Gefal3pol geht das parietale Epithel der BowMANschen Kapsel in das viszerale
Epithel (Podozyten) Uber. Aus der parietalen Basalmembran entwickelt sich die
glomerulare Basalmembran (GBM, blau dargestellt) die gemeinsam mit dem
viszeralen Epithel die Kapillaren des Glomerulus vom Kapselraum her tberzieht
(Abb. 1.4A). Das Kapillarknauel ist kompliziert gebaut; direkt am Eintritt spaltet
sich die afferente Arteriole in mehrere Kapillaraste auf, die den Glomerulus
durchlaufen und sich schlielich wieder zur efferenten Arteriole vereinigen
(Steinhausen et al., 1983).

Die Glomeruluskapillaren bestehen nur aus einem Endothelschlauch. Ein
schmaler Streifen dieses Schlauchs hat zum Zentrum hin Kontakt mit mesangialen
Zellen. Der periphere Teil der Kapillare ist von glomeruldrer Basalmembran
Uberzogen und stellt die Filtrationsflache dar (Abb. 1.4B).

Abb.1.4 (aus: Schmidt, Physiologie des Menschen 2000): A. Ubersicht tber die Struktur eines Glomerulus mit
juxtaglomerularem Apparat. Am Gefa3pol mindet die afferente Arteriole (AA), die von sympathischen Nervenfasern (N)
versorgt ist und deren glatte Muskulatur unmittelbar vor der Einmindung deutlich Granula (G) aufweist. EN:
Endothelzellen; BM: Basalmembran; EP: Epithelzellen mit FuRfortséatzen = Podozyten; M: Mesangiumzellen; MD: Macula-
Densa-Segment des distalen Tubulus; EA: Efferente Arteriole. B. Elektronenmikroskopische Aufnahme der GBM mit den
FuRfortsatzen der Podozyten und den Endothelzellen. C. Schematische Darstellung der Anordnung von intraglomerularen
Mesangiumzellen und Podozyten; oben: Kapillarschlinge mit einer zentralen Mesangiumzelle, die mit Ful3fortsatzen an
der inneren Kurvatur der kapillaren Basalmembran verankert ist und die Kurvenstruktur stabilisiert. Unten: Querschnitt mit
der gleichen Anordnung der zentral verankerten Mesangiumzelle und den peripher angelagerten FuRfortsatzen der
Podozyten. Auch die Podozytenanordnung stabilisiert die Kapillarschlinge und wirkt einer druckpassiven Dehnung
entaeaen.
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Die Filtrationsbarriere setzt sich aus drei Schichten zusammen:

» Der Endothelschlauch ist regelmafR3ig mit Poren von 50-100nm Gréf3e durch-
setzt (gefenstertes Endothel). Der luminalen Zellmembran ist eine dicke, stark
negativ geladene Glykocalix aufgelagert, die auch die Poren Gberbrickt (Kriz et
al., 1990). Hauptbestandteil dieser Schicht ist das Sialoprotein Podocalyxin.

» Die Endothelzellen bauen zusammen mit den Podozyten die glomerulare
Basalmembran (GBM) auf. Die Dicke der GBM betragt beim Erwachsenen
250 bis 300nm und ist dreischichtig aufgebaut; zwei diinnere auf3ere Schichten
stellen den Kontakt zu den umgebenden Zellen her und eine dickere innere
Schicht besteht aus einem dreidimensionales Netzwerk. Gebildet wird dieses
Netzwerk aus Collagen IV-Fasern, die fir eine hohe mechanische Stabilitat
sorgen und als Basisstruktur angesehen werden kénnen. Weitere Bestandteile
sind polyanionische Proteoglykane, die der GBM eine stark negative Ladung
geben und Laminin.

» Zum Lumen hin bedecken die Podozyten die GBM. Bei den Podozyten
handelt es sich um stark differenzierte Zellen, die die Fahigkeit zur mitotischen
Teilung verloren haben. Als einzige Mdglichkeit zur Adaption bleibt Ihnen
deshalb die Hypertrophie. Podozyten bestehen aus einem gro3en Zellkdrper
und kraftigen primaren Fortsatzen, die sich weiter zu sekundaren
FuRfortsatzen verasteln (Abb. 1.5).

L AN, ’1 -
SN ’ PO .
SR o |

Gbs €

Abb. 1.5: A: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Podozyten der Ratte (VergréRerung: 1:2700). 1:
Podozytenkdrper, 2: Primarfortsatze der Podozyten, B:
Einzelne Glomeruluskapillare umgeben von
FuRfortsatzen der Podozyten (Vergréf3erung: 1:7500),
3: FuBfortsétze, 4: Filtrationsschlitze (aus Benninghoff,
Anatomie, 1993)
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Die Ful¥fortsatze sind in die &ulRere Schicht der GBM eingelagert und dort
verankert. Die Zellkorper selbst flottieren im Filtrat des Glomerulus. Die
Ful3fortsatze besitzen kontraktile Apparate, um dem wechselnden Druck, der auf
sie Uber das Filtrat einwirkt, standhalten zu kbénnen. Zwischen den Ful¥fortsatzen
bleiben feine Spalten mit einer L&dnge von 300-500nm und einer Breite von 20-
30nm offen. Diese Filtrationsschlitze sind durchzogen von einer 4nm dicken
Schlitzmembran. Bei der Schlitzmembran handelt es sich um eine extrazellulare
Matrix, die den Filtrationsschlitz feinmaschig Uberzieht.

Die Filtrationsbarriere besteht somit aus dem gefensterten Endothel, dem
feinmaschigen Netzwerk der glomeruldaren Basalmembran und aus der
Schlitzmembran, die den Filtrationsschlitz zwischen zwei Ful¥fortsatzen der
Podozyten abschliel3t.

Zusatzlich sind die Glykocalix und die GBM stark negativ geladen. Die negativ
geladenen Schichten wirken wie ein Ladungsschild und sorgen dafir, dass viele
Plasmaproteine (die negativ geladen sind) am Eintritt in den Filter gehindert
werden. Die Grof3enselektivitat beruht auf der Feinstruktur der Basalmembran, die
nur Substanzen bis zu einem Radius von 4nm passieren lasst. Taglich entstehen
so in den circa zwei Millionen Glomeruli (eine Niere hat etwa 822.300 Glomeruli
(Muirhead E.E., 1988)) 180l Priméarharn. Die grof3te Menge der Flussigkeit und
auch viele Elektrolyte werden jedoch in den HENLEschen Schleifen resorbiert und

wieder dem Blut zugefthrt.

1.3 Molekulare Struktur der Podozyten

Der Podozyt ist eine dynamische Zelle. Das Zytoskelett des Zellkérpers und die
Primarfortsatze bestehen vor allem aus Mikrotubuli, die verflochten sind mit
Filamentproteinen. Ein typisches Filamentprotein, das von Podozyten exprimiert
wird, ist Vimentin.

Die Ful3fortsatze sind nicht statisch, sie enthalten wie oben beschrieben ein
kontraktiles System, das vor allem aus Aktin, Myosin Il (Aktin und Myosin in der
Abb. 1.6 dargestellt durch blaue Filamente), a-Actinin 4 (ACTN4), Talin (t), Paxillin
(p) und Vinculin (v) besteht (Mundel P., Shankland S.J., 1999). Die Aktin-Filament-
Bindel bilden Verknipfungen zwischen den vielen Fulifortsatzen eines jeden

Podozyten. Uber den kontraktilen Apparat verbinden die Aktin-Biindel die
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PodozytenfuR3fortsatze mit der GBM. Eine besondere Rolle bei der Verankerung
spielen die Transmembranproteine Integrin a3B1 und Dystroglycan; sie ragen in
die GBM hinein und sind dort mit Collagen IV, dem Hauptbestandteil der GBM,
Agrin, dem haufigsten Heparansulfatproteoglucan (HSPG) in der GBM und
Laminin 11 fest verbunden.

Welche bedeutende Rolle diese Verankerung fur die Funktion der Podozyten hat,
konnte wunlangst anhand einiger Knock-out-M&use demonstriert werden
(Zusammenfassung in Kretzler et al., 2001).

Die Integrin a3-Knock-out-Maus als auch die Laminin 11-Knock-out-Maus
entwickelten einen Phanotyp, der typisch fir das kongenitale nephrotische
Syndrom ist. Es kam vor allem zu einer Verschmelzung der Ful¥fortsatze des
Podozyten (Holthéfer et al, 1999).

Podozyten sind bei einer Vielzahl von glomerularen Erkrankungen betroffen. Die
Ursachen kdnnen einen immunen (membrandse Nephropathie), toxischen
(Puromucin), stoffwechselbedingten (Diabetes) oder auch hamodynamischen
(glomerularer Bluthochdruck) Ursprung haben. Bei den beschriebenen
Erkrankungen des Podozyten geht im frihen Stadium die Verschmelzung der
FuRfortsatze, verbunden mit einer Umorganisierung des Aktin-Zytoskeletts, eng

einher mit einer massiven Proteinurie.

Abb. 1.6: Vereinfachte schematische Darstellung der an der Verankerung der Podozytenfu3fortsatze in der GBM
beteiligten Proteine (Darstellung von: van den Berg J., 2001). v: Vinculin, p: Paxillin, t: Talin, ACTN4: a-Actinin 4,
ILK: Interleukinkinase
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Die gleichen Veranderungen wurden bei Nullmutanten flir a-Actinin 4, das bei der
Verankerung des Podocyten in der GBM beteiligt ist, und fir Podocin, das bei der
Funktion der Schlitzmembran eine wichtige Rolle spielt, beobachtet werden.
Andere frihe Veranderungen betreffen die glomeruldre Schlitzmembran, die
hauptséachlich von Nephrin gebildet wird. Nephrin wurde entdeckt als Verursacher
des congenitalen nephrotischen Syndroms vom finnischen Typ (CNF). Eine
Mutation des Nephrin-Gens (NPHS1) fuhrt dazu, dass das veranderte Protein
nicht mehr in der Lage ist, die Schlitzmembran zu bilden.

In spateren Stadien der oben beschriebenen glomerularen Erkrankungen kommt
es, im Anschluf® an die Verschmelzung der Ful3fortsatze, zu einer Ablésung vieler
Podozyten von der GBM und einer Hypertrophierung der verbliebenen Podozyten
sowie einer Vermehrung der Mesangialzellmatrix. Besonders beachtenswert ist,
dass die Zahl der verbliebenen Podozyten in den Fallen, in denen die Ursache wie
z.B. toxische Stoffe oder glomerularer Bluthochdruck wieder verschwunden ist,

nicht mehr zunimmt.

1.4 Denys-Drash-Syndrom

Die genetische Ursache des Denys-Drash-Syndroms ist ausschlief3lich in
heterozygot vorliegenden Punktmutationen des Wilms-Tumorl-Gens zu finden.

Die zugrunde liegende Genetik wird unter 1.4.3 ausfuhrlicher beschrieben.

1.4.1 Krankheitsbild

Bei Neugeborenen tritt das Denys-Drash-Syndrom (DDS) mit einer Haufigkeit von
1:100.000 auf und wurde erstsmals von P. Denys und A. Drash beschrieben
(Denys et al., 1967; Drash et al., 1970). Es manifestiert sich klinisch als komplette
und inkomplette Form manifestieren. Das komplette DDS ist charakterisiert durch
eine Glomerulopathie, Wilms-Tumor und intersexuelles Genitale. Die inkomplette
Form ist dadurch definiert, dass nicht alle drei Charakteristika sondern nur die
Glomerulopathie isoliert oder kombiniert mit dem Wilms-Tumor oder dem
intersexuellem Genitale auftritt.

Hauptcharakteristikum ist also die Glomerulopathie. Histologisch zeigt sich hierbei
in den meisten Féllen eine diffuse mesangiale Sklerose (DMS) und seltener eine
fokal-segmentale Glomerulosklerose (Habib et al., 1985). Klinisch manifestiert sich

die Glomerulopathie sehr frih als massive Proteinurie mit nephrotischem Syndrom 3
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und flhrt rasch, meist vor dem 3. Lebensjahr, zu terminalem Nierenversagen. Zu
beobachten ist eine diffuse Zunahme der fibrillaren mesangialen Matrix mit
geringer Mesangialzellvermehrung. Dies fuhrt zu einer Einengung und
Sklerotisierung der Kapillarschlangen, die von hypertrophierten, vakuolosierten
Podozyten kranzartig umgeben sind. Aul3erdem findet man eine teilweise
verdickte Basalmembran sowie ein fibrotisches Niereninterstitutum und dilatierte
Tubuli (Habib et al., 1993).

Die Genitalanomalien manifestieren sich beim karyotypisch mannlichen
Erkrankten als ein Pseudohermaphroditismus masculinus (weibliches Genitale
und mannliche Gonaden). Es kommen aber auch Hypospadie (Verlagerung der
Harnréhrenmindung an die Unterseite des Penis), und bilateraler Kryptochismus
(weder sicht- noch tastbare Hoden) vor. Bei weiblichen Erkrankten ist das
Geschlecht haufig unauffallig. Die inneren Genitalien variieren bei beiden
Geschlechtern sehr stark und stimmen oft nicht mit den &ufRReren Genitalien
Uberein. Teilweise kommen Strukturen, die sich vom Wolff-Gang ableiten, wie
Tube, Uterus oder Vagina und Strukturen, die sich vom Mdller-Gang ableiten, wie
Samenleiter und Nebenhodengang, gleichzeitig vor. Zusatzlich finden sich auch
funktionsunfahige Gonaden, wie Stranggonaden oder unreifes, infantiles oder
rudimentéres Hoden- und Ovargewebe (Ovotestis) (Eddy A. & Mauer S., 1985).
Wenn die Nieren nicht entfernt werden, liegt die Wahrscheinlichkeit bei ca. 90%,
einen Wilms-Tumor (WT) zu entwickeln. Wilms Tumoren von Patienten mit DDS
wurden haufig friher als sporadische WT diagnostiziert und sind ofter bilateral
(Goldman et al., 1981, Jadresic et al., 1990).

1.4.2 WT1-assoziierte Syndrome

Ein weiteres WT1-assoziiertes Syndrom ist die Aniridie. Es handelt sich dabei um
das kongenitale Fehlen von Teilen oder der gesamten Iris.

Beim WAGR-Syndrom ist die Aniridie kombiniert mit einer mentalen Retardierung,
Wilms-Tumor und Genitalmissbildung. Das WT-Risiko liegt bei 50%.
Zytogenetische Analysen (Royer-Pokora et al., 1991a) ergaben eine enge
raumliche Nahe des WT1-Gens mit dem Pax6-Gen (Aniridie). Ursache ist die
Deletion des Bereichs, der das WT1 und das Pax6-Gen Uberspannt.

Das Frasier-Syndrom hat folgende typische klinische Merkmale: Pseudoherma-

phroditismus masculinus, eine komplette XY-Gonadendysgenesie (Fehlen

9
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funktionstiichtiger Keimzellen), eine Glomerosklerose (ausschlief3lich fokal
segmental) und eine Veranlagung fur Tumoren der Gonaden. Obwohl sich bei
allen bisher untersuchten Patienten mit Frasier-Syndrom WT1-Mutationen fanden,

wurden Wilms-Tumoren nur selten (5%) gefunden (Barbosa et al., 1999).
1.4.3 Molekulargenetische Grundlagen des Denys-Drash-Syndroms

Das Wilms-Tumorl-Gen

Die molekulargenetische Diagnose des DDS ist durch den Nachweis einer
spezifischen Mutation im WT1-Gen mdglich. Das WT1-Gen liegt auf Chromosom
11p13. Es besteht aus 10 Exons, verteilt auf 50 kBp genomische DNA und kodiert
ein Transkript von 3 kBp (Abb. 1.7; Call et al., 1990; Gessler et al., 1990).

Struktur des WT1 Gens mit alternativen Spleif3stellen

alternative
Spleikstellen

™
R

—— Pro/GIn reich— ZF1 ZF2 ZF3 ZF4

Abb. 1.7: Struktur und Splei3stellen des WT1-Gens. Die Exons sind als Rechtecke dargestellt, die alternativen Splei3stellen
dunkelgriin markiert (Exon 5 und 9Bp am Ende von Exon 9). Die bekannten funktionellen Doménen sind orange bzw.
hellgriin markiert. ZF: Zink-Finger; Pro/Glu: Prolin/Glutamin-reiche Doméne (Royer-Pokora B. und Schumacher V. 2001).

Vom Gen in 5-Richtung findet man eine Promotorregion, die fur die Regulation
des Gens sorgt. Die WT1-Kontrollregion ist sehr GC-reich und enthalt weder eine
TATA noch eine CCAAT-Box (Hofmann et al., 1993), aber SP1-, Pax-2- und auch
WT1-Bindestellen. Diese WT1-Bindestellen sind ein Hinweis dafir, dass sich WT1
selbst regulieren kann (Rupprecht et al.,, 1994). Funktionell handelt es sich bei
dem WT1-Protein um einen DNA-bindenden Transkriptionsfaktor mit vier
Zinkfinger Motiven (ZF) im carboxyterminalen Ende und mit einer prolin- und
glutaminreichen, transkriptionell aktiven Doméane im aminoterminalen Teil. Die
WT1-Zinkfinger Domanen zeigen eine starke Aminosauresequenzhomologie zu
anderen ZF-Proteinen z.B. EGR1 (Rauscher et al., 1990).

Durch das Vorkommen von zwei alternativen Spleil3stellen, zwei

Translationsstartstellen und RNA-Editing sind 24 Proteinisoformen moglich

10



1 Einleitung

(Mrowka C. & Schedl A., 2000). Das kodierte nukledre Protein hat aufgrund der
beschriebenen Charakteristika ein Molekulargewicht zwischen 45 und 49 kDa.

Die Ratio der Spleifdvarianten ist wahrend der gesamten embryonalen Entwicklung
der Niere hochkonserviert. Die verschiedenen Spleil3formen unterscheiden sich
stark in der Fahigkeit Gene zu regulieren.

WT1 kann uber seine Zinkfinger, die ein DNA-Bindemotiv darstellen, an die
Promotor-Regionen einer Vielzahl von Genen binden und dabei diese Gene
sowohl aktivieren als auch reprimieren.

Das WT1-Protein besitzt zusatzlich auch ein RNA-Bindemotiv (Menke et al.,
1998). Es ist allerdings noch unklar welche Funktion die Interaktion mit der mRNA
z.B. von IGFIl hat. Weiterhin deutet die Entdeckung des WT1-Proteins in
Spleiosomen auf eine noch unbekannte Funktion des Proteins beim Spleil3en

anderer mRNAs hin (Caricasole et al., 1996).

Die regulierte Expression von WT1

Bisher ist noch wenig uber die Regulation des WT1-Gens bekannt. Ruckschliusse
Uber mogliche Funktionen von WT1 ergeben sich aus dem Expressionsmuster.
Wahrend andere Transkriptionsfaktoren ubiquitéar exprimiert werden, findet man
das WT1-Protein nur in bestimmten Geweben und zu bestimmten Zeitpunkten. Im
Laufe der Nierenentwicklung wird WT1 zuerst schwach in Blastemzellen und
Nierenblaschen, spater am starksten in Podozytenvorlauferzellen der ,S-shaped
bodies* exprimiert. Sobald die Glomeruli ausgereift sind, beschrénkt sich die
Expression auf die Podozyten. Eine WT1-Expression konnte ebenfalls in der
Genitalleiste, den fotalen Gonaden, dem Mesothel, der Milz, der Dezidua, Teilen
des zentralen Nervensystems und des hdmatopoetischen Systems nachgewiesen
werden (Coppes M.J. & Pritchard-Jones K., 2000). Auffallig ist, dass WTL1 in einer
Reihe von Zelltypen (Niere, Gonaden, Mesothel) wahrend Zeitrdumen exprimiert
wird, in denen sich eine Differenzierung von Mesenchymgewebe zu Epithelzellen

vollzieht.

Die DDS-Mutation

Bei Uber 95% der DDS-Patienten ist eine Mutation im WT1-Gen nachweisbar; in
90% der Falle handelt es sich dabei um de novo Keimbahnmutationen in der

Zinkfingerregion des Gens. Die haufigste Mutation betrifft den Zinkfinger 3 und ist

11
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ein Arginin = Tryptophan-Austausch in Position 394 (Review: Little & Wells,
1997). Wie in Abbildung 1.8 zu sehen, ist Arginin an der Position 394 (mit *
markiert) wesentlich an der Interaktion mit der DNA beteiligt. Beachtenswert ist,
dass Patienten mit inkomplettem DDS, die nur eine isolierte diffuse mesangiale
Sklerose aufweisen, die gleichen konstitutionellen WT1-Mutationen tragen wie
Patienten mit komplettem DDS (Schumacher et al., 1998). Die gleiche Mutation

fuhrt scheinbar zu unterschiedlichen Auspragungen des Phanotyps.

AS), die an der Interaktion
/ 1 mit den Basen der DNA
KL SHLOM RSOCLER :E@DH{;{I BSOELVE beteiligt ~ sind.  Oben
aufgefuhrt ist die DNA-
) Sequenz, an die die
T e .-""“Hl__ . o dargestellte Isoform  des
i) (] icl (Hi i {H) ic { WT1-Proteins bindet. Bei
i R | Sy, ¥ ST j';’x A H’ der mit dem Stern gekenn-
" e ; : - i zeichneten AS handelt es
W, =i WHE G 0AG '-l:l-' \EJ H} sich um den Hot Spot, der
3 = TR - besonders  haufig  von
1 [ ! Mutationen  beim  DDS
=i betroffen ist (Royer-Pokora
B. und Schumacher V.

2001).

3-G G A @G (c] ;EiG/E} C E_;;?.nﬁ‘ fes WriGens. (mit oon
] I.' | |

Mutationen in der Zinkfingerregion beeintrachtigen die spezifischen
Bindungseigenschaften und damit die regulatorische Funktion des WT1-Proteins.
Die oben beschriebene Mutation fihrt folglich dazu, dass das DDS-Protein nicht
mehr an seine urspringliche Zielsequenz binden kann (Pelletier et al., 1991). IGF-
I, Pax-2, TGFR1l, Bcl-2 sind die bekanntesten Zielgene von WT1
(Zusammenfassung der potentiellen Zielgene: Menke et al., 1998, Scharnhorst et
al., 2001). Die Fehlregulation unter anderem dieser Gene scheint bei der
Entstehung von Glomerulopathien eine bedeutende Rolle zu spielen.

Die persistierende Expression von Pax-2 fuhrt bei transgenen Mausen zu
anomalem Glomerulus- und Tubulus-Epithel. Die Podozyten zeigen den Verlust
der Ful3fortsatze und es tritt eine Proteinurie auf (Dressler et al., 1993). Es zeigen
sich also Veréanderungen, wie sie auch beim kongenitalen nephrotischen Syndrom
beschrieben sind.

Pricci und Mitarbeiter wiesen (Pricci et al.,, 1996) in Zellkulturversuchen mit
humanen Mesangiumzellen nach, dass IGF-Il und TGFB1 die Synthese von

extrazellularen Matrix-Proteinen stimulieren. Eine lbermafige Verdickung der
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GBM findet sich schlieBlich auch bei der beschriebenen DMS. Andere
Wissenschaftler demonstrierten, dass eine Uberexpression von IGF-Il zu renalen
Abnormalitaten in der Form von unreifen und teilweise sklerotisierten Glomeruli
und hypoplastischen Tubuli fihrt (Morison et al., 1996).

Eine erhohte Bcl-2 Expression fanden Takemura und Mitarbeiter (1995) in

Glomeruli von Patienten mit fokaler und segmentaler Glomerulosklerose.

Genotyp-Phénotyp-Korrelation

Missense-Mutationen, wie sie typischerweise im WT1-Gen beim DDS vorkommen,
fuhren in allen Fallen zur Auspragung des nephrotischen Syndroms und zu
terminalem Nierenversagen. Zwei Ursachen koénnen dem zugrunde liegen:
Entweder die Mutation wirkt dominant negativ oder aber es kommt zu einem ,Gain
of function®.

Im Fall der negativen Dominanz wirde das Wildtyp-Allel durch die Aktivitat des
mutierten Allels inaktiviert werden. Da das WT1-Protein Homodimere bildet, ist es
ein Leichtes sich vorzustellen, wie das mutierte Protein das Wildtyp-Protein bindet
und somit inaktiviert.

Ware ein ,Gain of function” die Erklarung fur das Krankheitsbild, bedeutete dies,
dass das mutierte Allel ein Protein mit neuen Funktionen kodieren wirde. Dieses
DDS-Protein kdnnte an neue Erkennungssequenzen binden und somit andere
Gene als normalerweise regulieren.

Ein simpler Funktionsverlust des mutierten Allels im Sinne einer Haploinsuffizienz
kann jedenfalls als Ursache ausgeschlossen werden, da es in diesem Fall zu dem
schon beschriebenen WAGR-Syndrom kommt. Deletionen des WT1-Gens fihren
zu einem milderem Krankheitsbild als das Auftreten der Punktmutation beim DDS.
In beiden Féllen treten Wilms-Tumoren aber nur dann auf, wenn auch das zweite
WT1-Allel inaktiviert wird. Mit dem Auftreten von Wilms-Tumoren im homozygoten
Zustand offenbart sich die Funktion des WT1-Gens als ein Tumor-Suppressor-

Gen.
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1.4.4 Therapie des Denys-Drash-Syndroms

Die Therapie des nephrotischen Syndroms besteht im wesentlichen in einer
Dialyse des Blutes der Denys-Drash-Patienten, wenn aufgrund der
fortschreitenden Niereninsuffizienz die Entgiftung des Korpers Uber die Nieren
nicht mehr gewéhrleistet ist. Sobald eine Spenderniere zur Verfugung steht, wird
unilateral oder bilateral nephrektomiert. Die Nephrektomie dient letztendlich auch
dazu, die Entstehung von Wilms-Tumoren, die mit einer Wahrscheinlichkeit von
90% auftreten, zu verhindern. Ein Problem ist die Beschaffung und
Transplantation von Spendernieren fir die betroffenen Kinder, die alle jlinger als 3
Jahre sind. Die Fortschritte in der Chirurgie der letzten Jahre ermoéglichen es,
Nieren von Erwachsenen zu teilen und nur Teile der Spenderniere den Kindern mit
ihrem kleinen Thoraxvolumen zu transplantieren. Die Prognose fur die Kinder mit
transplantierten Nieren ist gut, es ist nicht mit einer erneuten Entwicklung des
nephrotischen Syndroms oder eines Wilms Tumors zu rechnen. Das intersexuelle
Genitale wird normalerweise in die Richtung des &ufRReren Phanotyps nach
mannlichem oder weiblichem Genitale angepasst.

14
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1.5 Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollten die Mechanismen, die aufgrund einer
heterozygot vorliegenden WT1-Mutation zur Entstehung der diffusen mesangialen
Sklerose beim Denys-Drash-Syndroms flhren, mit molekulargenetischen und

biochemischen Analysen erforscht und mit histologischen Daten korreliert werden.

Zu Beginn der Arbeit war bekannt, dass es beim nephrotischen Syndrom zu
Veranderungen der Filtrationsbarriere in den Glomeruli und so zur Proteinurie
kommt. Betroffen von diesen Verdnderungen sind vor allem die glomerulare
Basalmembran, die stark verdickt erscheint und die Podozyten, bei denen es zu
einer Verschmelzung der Ful3fortsatze und einem gestorten Aufbau des
Zytoskeletts kommt. Durch immunhistochemische Analysen sollte an
Nierengewebe von Denys-Drash-Patienten untersucht werden, welche
Komponenten der glomerularen Basalmembran im Einzelnen betroffen sind und

welche Faktoren bei den Podozyten zu den beschriebenen Veranderungen fihren.

Weiterhin sollten cDNA-Expressionsprofile von Podozytenkulturen und Glomeruli
aus Kryogewebe gesunder und erkrankter Personen erstellt und miteinander
verglichen werden. Dazu musste zuvor die Methode des ,Expression-Profiling*
etabliert werden. Fur die Durchfiihrung der Expressionsanalysen aus Kryogewebe
war zudem die Etablierung einer Amplifikationsmethode der mRNA notwendig, da
sich durch die Lasermikrodissektion nur sehr geringe RNA-Mengen extrahieren
lieBen. Aus dem Vergleich der Expressionsprofile sollten differentiell exprimierte
Gene detektiert werden, die neue Erkenntnisse zur Pathogenese des Denys-

Drash-Syndroms liefern konnten.

Damit zukinftige in-vitro-Analysen an einem geeigneten Modell durchgefihrt
werden konnen und permanent Podozyten in Kultur fur verschiedenste
Untersuchungen zur Verfugung stehen, sollten Podozyten von frisch operierten
Patienten mit Denys-Drash-Syndrom als primare Zellkulturen angelegt und mittels

Transfektion des Telomerase-Gens immortalisiert werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden in der hdochsten erhaltlichen Reinheitsstufe
bezogen und besalien den Reinheitsgrad pro analysis. Die Chemikalien stammten
von folgenden Firmen:

Ambion Ltd., Cambridgeshire, UK

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Biozym, Hamburg

DAKO, Hamburg

Roche-Diagnostics, Mannheim

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Heidelberg

Seromed, Berlin

Shandon, Frankfurt a.M.

Sigma, Minchen

V V V V V V VYV V V VYV V

Stratagene, Heidelberg

2.2 Radiochemikalien

Folgende Radiochemikalien wurden verwendet:
> a-*PdCTP  NEN - Perkin Elmer; ICN

> a-*P dATP  NEN - Perkin Elmer; ICN

> a-*PdCTP  ICN

> o-*PdATP  ICN

2.3 Enzyme

Folgende Enzyme wurden verwendet:

Tab. 2.1: Ubersicht der verwendeten Enzyme

Produkt Hersteller
Tag DNA-Polymerase, rekombinant Invitrogen
Accurase DNA-Polymerase Invitrogen
Klenow Polymerase Amersham
RNasin Promega
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Produkt Hersteller

Reverse Transkriptase (Superscript RT 1)  Invitrogen

DNase | / Polymerase | Mix Roche

DNase | Stratagene

DNA Ligase (E.coli) New England Biolabs.Inc
DNA Polymerase | (E.coli) New England Biolabs.Inc

Terminale Deoxynukleotidyl Transferase Invitrogen
T4-DNA-Polymerase (1U/pl) New England Biolabs.Inc

Die Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Roche, New England Biolabs,
MBI Fermentas und Invitrogen bezogen. Die Enzyme wurden mit den

entsprechenden kommerziell erhaltlichen 10x Restriktionspuffern verwendet.
2.4 GroRRen und Konzentrationsmarker
Folgende DNA-GrolRenmarker wurden verwendet:

1kBp-DNA-Marker (Invitrogen):

12216/11198/10180/9162/8144/7126/6108/5090/4072/3054/2036/1636/1018/
517/506/396/344/298/220/201/154/134/75 Bp

100 Bp-DNA-Marker (Invitrogen):
2072/1500/1400/1300/1200...300/200/100 Bp

Lambda DNA/Hind llI-Verdau eines ug (Invitrogen)

Bp ng
23130 480
9416 190
6557 140
4361 90
2322 50
2027 40
564 10
125 2

Folgender Protein-GroRenmarker wurde verwendet:
Precision Protein Standard (BIO-RAD)

250/ 150/ 100/ 75/ 50/ 37/ 25/ 15/ 10 kDa
17
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2.5 Bakterien

Transformationen wurden mit dem Bakterienstamm D5Ha (Hanahan, 1985)

durchgefihrt.

2.6 Antibiotikalosungen und Kulturmedien fir Bakterien und

humane / tierische Zellkultur

Die Medien und Antibiotikaldsungen fur Bakterienkulturen wurden selbst
hergestellt.

Tab. 2.2: Ubersicht der verwendeten Medien und Antibiotika fiir Bakterienkulturen

Loésung Bestandteile

LB- (Luria Bertani) Medium 10g Bacto Trypton; 5g Bacto Yeast; 10g NaCl; ad 1l ddH,0O;
autoklavieren

LB-Agar 10g Bacto Trypton; 5g Bacto Yeast; 10g NaCl,
1,5% Agar (w/v); ad 11 ddH,0, autoklavieren

Ampicilin, Kanamycin 100mg/ml bzw. 50 mg/ml in sterilem ddH,O, Lagerung bei —20°C

Fur Zellkulturen wurden folgende Medien und Antibiotika benutzt:

Hygromycin B Invitrogen
Interferon gamma (mouse, rec.) Invitrogen
NuSerum™ Becton Dickinson

Medium fir humane Podozyten

50ml Fotales Kalberserum (FCS) Invitrogen
5ml 1M L-Glutamin Invitrogen
5mi Penicilin-Streptomycin-Mix PAA
2,5ml 1M HEPES-Buffer Invitrogen
0,5ml NEA (Non-Essential Amino-Acids) Invitrogen
0,5ml 1M Natrium Pyruvat Invitrogen
0,5ml ITS (Insulin-Transferrin-Selenite)-Mix  Roche

ad 500m| RPMI-1640-Medium Biochrom

Medium fur NIH3T3-Zellen

500ml Dubelcco’s MEM-Earle Biochrom
50m| FCS Invitrogen
5mi Penicilin-Streptomycin-Mix PAA
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Medien fir die DEAE-Dextran-Transfektion
K1-Medium mit 2% Nu-Serum:

475ml DMEM/Ham’s F12 1:1, 5ml 1M HEPES-Puffer, 10ml Nu-Serum, 0,5ml ITS
premix, 5ml Pen/Strep-Mix, 5ml Glutamin (0,2M)

K2-Medium, serumfrei:

485ml DMEM/Ham’s F12 1:1, 5ml 1M HEPES-Puffer, 180ul Hydrocortison
(50pg/ml in EtOH, Endkonz.: 5x10®M), 50ul EGF 20ug/ml (Endkonz.: 10ng/ml),
0,5ml ITS Premix, 5ml Pen/Strep-Mix, 5ml Glutamin (0,2M)

2.7 Reagentien fir die Transfektion eukaryotischer Zellen

Fur die Transfektion humaner Zellen wurden folgende kommerziell erhaltliche

Transfektionsreagenzien verwendet:

Tab. 2.3: Ubersicht der verwendeten Transfektionsreagenzien

Produkt Hersteller
FUGENE™ 6 Transfection Reagent Roche
GeneJammer Transfection Reagent Stratagene

GenePORTER 2 Transfection Reagent  Peqlab

Geneshuttle 20 Quantum
Lipofectamine 200 Reagent Invitrogen
Transfection Reagent Selector Kit Qiagen

2.8 Puffer und Lésungen

Die aufgefuhrten Puffer und Lésungen wurden wie beschrieben selbst hergestellt:

Tab. 2.4: Ubersicht der hergestellten Puffer und Lésungen

Puffer Bestandteile

Blotpuffer (Western Blot) 15mM Tris-Glycin (pH 8.3); 20% Methanol,
Chloroquine 100mM in dH,O

DABCO Antifade 2,3%DABCO; 2% Tris HCI pH 8,0; 85% Glycerin
DAPI Gebrauchslosung 1:2000 in 2xSSC / Tween 20

DAPI Stammldsung 5mg/ml in ddH,O

DEAE-Dextran 1mg/mlin dH,O

Denaturierungslésung (Atlas Array) 1M NaOH; 10mM EDTA

Denhardts Lésung (100x) 2% Ficoll 400; 2% Polyvinylpyrolidon; 2% BSA
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Puffer

Bestandteile

EDTA-L6sung (0,5M)
Erstrang/Lysis-Puffer (Brady, RNA-Amp)

Ethidiumbromid Stammlésung
Ficoll Ladepuffer (5x)

Guanidinthiocyanatlésung

HBS (pH 7,05)

Lésung A (Silberfarbung)
Lésung B (Silberfarbung)
Lésung C (Silberfarbung)

L6sung D (Silberfarbung)
Lsg. A (10x; DEAE-Dextran-Transfek.)

Lsg. B (100x; DEAE-Dextran-Transfek.)

Neutralisierungslosung (Atlas Array)

PBS
PCR-Puffer (Nephrin-Gen)

PCR-Puffer, 10x (Invitrogen)

Phenol
Plaque Screen Buffer (PSB)

RIPA-Puffer

RNA-Denaturierungspuffer

Second-Strand-Buffer (10x; Barry, RNA-Amp.)

Sephadex G75-Saulenfillung

SE-Puffer
SSC (20x)

0,5M EDTA, pH 8,0 (NaOH)

52mM Tris-HCI, pH 8,3; 78mM KCI, 3,1mM
MgCly; 0,52% NP-40

10mg/ml in ddH,O

25% Ficoll 70; 25mM EDTA,; 0,1%
Bromphenolblau

25mM EDTA, 0,5% Sarkosyl; 4M
Guanidinthiocyanat

Hepes 20mM; NaCl 137mM; KCI 5mM; Dextrose
6mM; Na,HPO, 0,7mM; ad dH20

10% Ethanol; 0,5% Essigséaure
0,1% AgNO;

1,5% NaOH; 0,01% NaBH,; 0,015%
Formaldehyd (37%)

0,75% Na,CO4

NacCl 8,0g; KCI 0,38g; Na,HPO, 0,2g; Tris-Base
3,0g; Mit HCl auf pH 7,5 einstellen, mit H,O auf
100ml auffillen, steril filtrieren

CacCl, x 2H,0 1,5g; MgCl, x 6H,0 1,0g; mit
dH,0 auf 100ml auffillen, steril filtrieren

1M NaH,POy; pH 7,0

80mM Na,HPO,; 100mM NacCl, pH 7,5
200mM Tris HCI pH 8,4; 500 mM KClI;
5mM MgCl,

200mM Tris HCI pH 8,4; 500 mM KCI; 15mM
MgCl,

Phenol mit 0,02M Tris HCI pH 8,0 gesattigt

1M NacCl; 1g/l Na-Pyrophosphat; SDS; 5mM,;
50mM Tris/HCI pH 7,5; 10ml/l 100x Denhardts
Lésung; 1% EDTA

Triton X-100 1%; Na-Deoxycholate 1%; SDS
0,1%; NaCl 0,15M; Na-Phosphate (pH 7,2)
0,01M; Trasylol 1%

4M GITC; 0,02M Na-Citrat; 0,5% Sarkosyl

200mM Tris (pH 6,9); 900mM KCI; 46mM MgCls;
1,5mM Nicotine Adenine Dinucleotide, 100mM
(NH,4)2S04

Herstellung: 3g Sephadex-Pulver in 50m|I DEPC-
TE aufnehmen, in 2ml Spritze Glaswolle mit
steriler Pinzette eindriicken, 1,7ml Séulen-
material einfullen, 5min bei 700xg zentrifugieren

75mM NaCl; 0,92mM EDTA,; pH 8,0
3M NacCl; 0,3M NaCitrat, pH 7,0
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Puffer Bestandteile

SSCP-Ladepuffer 95% Formamid (deionisiert); 10mM EDTA

Strip Losung (Atlas Array) 0,5% SDS

TAE (50x) 2M Tris Base; 5,71% Eisessig (v/v); 50mM
EDTA

Tailing-Puffer (Brady, RNA-Amp) 800ul 5x terminal Transkriptase-Puffer, 30ul
dATP (100mM), 1,17ml dH,0

Target Retrieval Solution (DAKO) 1:10 mit ddH,O verdiinnen

TBE (10x) 0,89M Tris Base; 0,89M Borsaure; 0,02M EDTA

TBS (DEAE-Dextran-Transfek.) 1x frisch aus Lsg. A und Lsg. B herstellen

TE (1x) 10mM Tris/HCI, pH 7,4; 1mM EDTA

Terminale Deoxynukleotidyl 0,5mM DTT; 10mM dTTP; 0,25M Ca-Cacodylate

Transferase-Puffer, 2x (pH 7,2); 5SmM CoCl,

Terminationsmix (10x, Atlas Array)) 0,1M EDTA,; 1,0mg/ml Glycogen

Transfer-Puffer (Western Blot) 0,1M Tris-Base; 1M Glycin

Western-Blot-Strip-Puffer 2% SDS, 62,5mM Tris HCI (pH 6.8), 100mM R3-
Mercaptoethanol

Alle Lésungen wurden mit ddH,O angesetzt und zum Teil autoklaviert oder steril
filtriert. Losungen zum Arbeiten mit RNA wurden mit 0,2% DEPC behandelt und

anschliefend autoklaviert.

2.9 Oligonukleotide und Vektoren

Alle aufgefiihrten Oligonukleotide wurden tber die Firma Metabion bezogen.

Tab. 2.5: Oligonukleotide fir SMART-Methode

Oligonukleotid Sequenz

SMART Il Oligonukleotid 5-AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACGCGGG-3!
cDNA-Synthese-Primer 5'AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGTACTT T3, TVN-Wobbles-3*
LD-PCR-Primer (SMART) 5-AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT-3

Tab. 2.6: Oligonukleotid fur RNA-Amplifikation (Brady & Iscove)

Oligonukleotid Sequenz

dT(24)-X-Oligo 5-ATGTCGTCCAGGCCGCTCTGGACAAAATATGAATTCT,4-3

Tab. 2.7: Oligonukleotide fir Amplifikation mittels T7-Polymerase

Oligonukleotid Sequenz

T7 Oligo 1 5-GGCCAGTGAATTGTAATAGCACTCACTATAGGGAGGCGGty,-3'
T7 Oligo 2 5'-AAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGG CGCTy5-3
T7 Oligo 3 5-AAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGG GCTT5-3*
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Oligonukleotid Sequenz

T7 Oligo 4 5-CGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGCGT ;-3
T7 Oligo 5 5-GGATCCTAATACGACTGACTATAGGTT4-3'
T7 Oligo 6 5-TCTAGTCGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGG GCGT,7-3

Tab. 2.8: cDNA-Oligonukleotide fir den Telomerasenachweis

Oligonukleotid Sequenz

RA 58 5-GTCTTGCGGCTGAAGTGTCACA-3'
HTRT3'UTR 5-GGGCTGCTGGTGTCTGCTCTCGGCC-3
RA 55 5'-TCCGCACGTGAGAAT-3'

Tab. 2.9: Ubersicht der verwendeten cDNA-Oligonukleotide

Oligonukleotide Sequenz

Nephrin for 5-AGGATTACGCCTCTTCACA-3
Nephrin rev 5-GCTGGTCTTCAGGTTCTCCA-3
PAX2 for 5'-CACGGCTGTGTCAGCAAAATC-3'
PAX2 rev 5-GCTCAGGGTTGGTGGATGCA-3'
IGF1 for 5-“TCCTCCTCGCATCTCTTCTA-3'
IGF1 rev 5-CTTCTGGGTCTTGGGCATG-3'
Uromodulin for 5-GGGCAGTAGACCTGAAGTA-3'
Uromodulin rev 5'-“AGCTGCCCACCACATTGA-3'

GW3 (WT1-Gen; ZF1-4) for 5-GGATCCTCTTGTACGGTCGGCATCT-3*
GW4 (WT1-Gen; ZF1-4) rev  5-CCTGCAGACACTGAACGGTCCCCGA-3

GapDH Clont. 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3
GapDH Clont. 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'
Synaptopodin for 5-GCCAGCACCTTCTCCAGAGAA-3'
Synaptopodin rev 5-GCTGGGATACAGGACAGAA-3'

Tab. 2.10: cDNA-Oligonukleotide fir semi-quantitative PCR

Oligonukleotid Sequenz

GapDH sq for 5'-IRD800-CACTGGCGTCTTCACCACCATGG-3'
GapDHsqrev  5-TCAGGTCCACCACTGACACGTTG-3'

MMP7 for 5'-IRD800-ATGGACTTCCAAAGTGGTCACCTACAG-3'
MMP7 rev 5'-GGATACATCACTGCATTAGGATCAGAG-3'

WT1 for 5'- IRD800-CCGGTGCTTCTGGAAACTACCAGGTG-3'
WT1 rev 5'-GGCTGACCTCGGGAATGTTAGACACGAT-3'

Thy 1 for 5'- IRD800-CCATGAGAATACCAGCAGTTCACCC-3'
Thy 1 rev 5'-AGGCTGATGCCCTCACACTTGACC-3'

PODL1 for 5'- IRD800-ATGCGAGTGCTGAGCAAGGCCTTC-3'
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Oligonukleotid Sequenz

POD1 rew 5-ACCATAAAGGGCCACGTCAGGTTG-3'
Vektoren
pPGRN 145 (Geron Corp.) ist ein 14002Bp grof3er eukaryotischer

Expressionsvektor, der das humane Telomerase-Gen unter Kontolle
des MPSV (Myeloproliferative Sarcoma Virus)-Promotors enthélt.
Der Vektor enthalt weiterhin Resistenz-Gene gegen Hygromycin B,
Puromycin und Dihydrofulate-Reduktase zur Selektion in

eukaryotischen Systemen.

pEGFP-WT450a ist ein 4,7Kb grofRer eukaryotischer Expressionsvektor, der

2.10 Kits

das humane Wilms-Tumor 1-Gen und das EGFP-Gen unter Kontolle
des CMV (Cytomegalivirus)-Promotors enthélt. Das GFP-
Fusionsprotein ist im Fluoreszenz-Mikroskop detektierbar. Der Vektor
enthalt Resistenz-Gene gegen Kanamycin und Neocin.

Die verwendeten komerziell erhdltlichen Kits stammen von den aufgefiihrten

Firmen.

Tab. 2.11: Ubersicht der verwendeten Kits

Produkt Hersteller
Advantage™ Il cDNA PCR-Kit Clontech
Ampliscribe T7 High Yield Transcription Kit Biozym
Atlas Plastik Human 8K MicroArray Clontech
Atlas™ Human 3.6 Array Clontech
Atlas™ Pure Total RNA Labelling Kit Clontech
Atlas™ SMART™ Probe Amplification Kit Clontech
BIO-RAD Protein Assay BIO-RAD
Chroma Spin Columns Clontech
DAB-Chromogen Farbe-System DAKO
DAKO Antibody Diluent DAKO
DAKO Biotin Blocking System DAKO
DAKO EnVision™ visualization System DAKO
DAKO LSAB+ Kit, Peroxidase DAKO
DAKO Peroxidase Blocking System DAKO
DAKO Proteinblock Serum-free DAKO
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Produkt Hersteller
Endofree Plasmid Maxi Kit QIAGEN
Enhanced Avian RT-PCR Kit Sigma
ExpressHyb™ Hybridizytion Solution Clontech
Gel Drying Kit Promega
In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein Roche
Megaprime DNA-Labelling System Amersham
MEGAscript™ Ambion
Nucleospin Nucleic Acid Purification System Clontech
Oligotex mRNA Purification Kit QIAGEN
Optimized Buffer Kit (PCR) Invitrogen
PCR-Select™ cDNA-Subtraction Kit Clontech
Phase Lock Gel Eppendorf
QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN
QIAmp Tissue Kit QIAGEN
QIlAprep Miniprep Kit QIAGEN
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN
Quick-Prep Micro mRNA-Purification Kit Amersham
Rediprime Il DNA-Labelling System Amersham
SMART™ PCR cDNA-Synthesis Kit Clontech
Strataprep totalRNA Microprep Kit Stratagene
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate  Pierce
Trapeze Telomerase Detection Kit Intergen

TRI Reagent LS RNA-DNA-Protein-Isolationkit

Ultrapure dNTP-Set
Unigene cDNA Array

Molecular Research Inc.
Amersham
RZPD

2.11 Antikorper

Immunfluoreszenz verwendet.

Primarantikorper

Die Antikérper wurden fir die Untersuchungen zur Immunhistochemie und

Alle aufgefuhrten Primarantikérper wurden fur IHC (Immunhistochemie) auf
Kryoschnitten verwendet. Wenn die Antikérper auf Paraffinschnitten angewandt
wurden, waren dazu die beschriebenen Demaskierungsbehandlungen vor dem
Antigennachweis notwendig (ndhere Informationen zur Demaskierung unter 4.1).

Bei Einsatz eines Antikoérpers auf Paraffinschnitten wurde die Konzentration
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verdoppelt, bei Einsatz auf Western-Blot wurde die Konzentration um den Faktor

10 verringert.

Tab. 2.12: Informationen zu den verwendeten Primarantikérpern.

Verdinnung Vorbehandlung
Antikorper Klon Herkunft Art  Fixierung fir IHC bei von
Gefriergewebe Paraffinschnitten
a-Actinin 23144K  Dianova M A/M 1:5 Mikrowelle
Agrin H109 Santa Cruz P AlM 1:50
Bcl-2 124 DAKO M  Aceton 1:400 TRS (high pH)
Collagen IV Clvaz DAKO M AlM 1:50 TRS (low pH)
Cytokeratin 14.1 DAKO M AIM 1:50
EGFR EGFR1 DAKO M AlM 1:20 Mikrowelle
Fibronektin ~ 093(101)  DAKO P A/M 1:400 unbehandelt
IGF2 126 SC M A/M 1:15
Integrin a3p1 ~ 0083G DAKO M AlM 1:1000
Laminin A 00060 DAKO M  Aceton 1:25 Pepsin
MMP7 (Ab-3) ID2 Calbiochem M AlM 1:50 Mikrowelle
Nephrin H. Holthofer =) A/ M 1:800 Mikrowelle
NovH B. Perbal P AlM 1:300
Synaptopodin P. Mundel p A/ M 1:5 Mikrowelle
Talin T3287 Sigma M AlM 1:100 Mikrowelle
Tenascin 025F DAKO M AIM 1: 500
Thy 1 415209C  Dianova M AlM 1:1200
a-Tubulin 101K4865  Sigma M A/M 1:500
Vimentin 01509808 DAKO M AIM 1:20
Vinculin 23399L  Dianova M AIM 1:500
Utrophin D050 Santa Cruz M AlM 1:100
WT (N-180) L098 Santa Cruz P AlM 1:200
WT (C-19) F286 Santa Cruz =) AlM 1:300 Mikrowelle

M: monoklonaler Antikdrper; P: polyklonaler Antikdrper; A / M: Aceton-Methanol-Fixierung; TRS:
Target-Retrival-Solution

25



2 Material

Sekundarantikdrper

Folgende Sekundarantikorper wurden fur die Immunfluoreszenz (IF) benutzt.

Anti-mouse Ig, FITC-konjugiert (1:40 verdinnt)
Anti-rabbit g, FITC-konjugiert (1:50 verdinnt)

2.12 Verbrauchsmaterial

DAKO
DAKO

Fur die Experimente war folgendes Verbrauchsmaterial notwendig:

Tab. 2.13: Ubersicht des benutzten Verbrauchsmaterials

Produkt Hersteller
CapSure HS Caps Arcturus
Coverplates Shandon
Deckglaser Shandon
Geltragerfolie FMC
Histoslides Shandon
Pipettenspitzen Biozym
Pipettenspitzen, gestopft Biozym
Plastik-Reaktionsgefalie Eppendorf

Falcongefalie
Objekttrager
Zellkulturschalen (Primaria)

Objektragerschalen fur Zellkultur

Becton Dickinson
Menzel
Becton Dickinson

Becton Dickinson

Objekttrager, Adhésions Menzel

Nylon Membran Hybond N+ Amersham
Sofortbildfilme Polaroid

Whatman 3MM Schleicher & Schuell
Nitrocellulose-Membran (45um)  Schleicher & Schuell

2.13 Software

Fir die Auswertungen der Experimente waren folgende Computerprogramme

notwendig:

Tab. 2.14: Ubersicht der benutzten Software
Produkt (Funktion)

Hersteller

Corel Draw 9.0 (Bildbearbeitung) Sun Microsystems
Isis (Fluorestenz-Auswertung)
Excel 2000 (Tabellenkalkulation) Microsoft
Word 2000 (Textverarbeitung)

Metasystems

Microsoft
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Produkt (Funktion) Hersteller
AIDA Image Analysis 3.01 Raytest
AIDA Array Compare 3.00 Raytest
AIDA Biopackage 2.11 Raytest

Cluster
Treeview
KS100 (digitale Fotografie)

Stanford University
Stanford University

Zeiss

2.14 Gerate

Folgende Gerate zur Durchfihrung oder Dokumentation der Experimente wurden

benutzt:

Tab. 2.15: Ubersicht der verwendeten Geréate

Gerat

Hersteller

96 Well Platten PCR Cycler

MJ Bioscience

PE 9600 PCR Cycler Perkin Elmer
PE 4700 PCR Cycler Perkin Elmer
Phosphorimager FLA 3000 Fuiji
Fluoreszenzmikroskop Zeiss
Phasenkontrast- / Durchlichtmikroskop Zeiss
Sofortbildkamerasystem fur Mikroskope Polaroid
PixCell® Il LCM System Arcturus
CM1900 Cryostat Leica
Schlittenmikrotom Leica
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3. Patienten und Normalkontrollen

Um das Gewebe in einem moéglichst guten Zustand zu erhalten, wurde es direkt
am oder im Operationssaal abgeholt. Die fur die Zellkultur bestimmten
Gewebesticke wurden sofort in Vollmedium gegeben. Gewebe fir
Kryokonservierung wurde erst in Medium gelagert und spater in flissigem
Stickstoff eingefroren oder aber direkt auf Trockeneis eingefroren. Gewebe flr
Paraffinkonservierung wurde direkt in gepuffertes Formalin gegeben und

anschlielend entsprechend weiterbehandelt.

3.1 Patienten

Humanes Nierengewebe von neun Denys-Drash-Patienten mit kongenitalem,
infantilem nephrotischen Syndrom konnten im Rahmen dieser Arbeit untersucht
werden. Die Daten der Patienten sind in Tab. 3.1 wiedergegeben. Das Gewebe
der Patienten 5 und 8 konnte nur begrenzt flir Untersuchungen herangezogen

werden.

Tab. 3.1: Daten der Denys-Drash-Patienten

Bezeichnung Alter* Besonderes Kryo- Paraffin Zell- Mutation#(Funktiondes

gewebe gewebe kultur betroffenen Genabschnittes)

DDS 1 1 ja ja  R366H (?)
DDS 2 2 ja ja H373R (?)
DDS 3 <3 ja R394W (DNA-Bindung)
DDS 4 <3 ja ja G379C (?)
Gewebe hat )
DDS 5 <3 lange in NaCl ja R366H (DNA-Bindung)
gelegen

D396N (Stabilisierung der

bbS o <3 1a Protein-DNA-Bindung)
DDS 7 <3 ja R394W (DNA-Bindung)
Gewebe hat
DDS 8 <3 lange in Formalin ja C385R (?)
gelegen
DDS 9 <3 ja ja R394W (DNA-Bindung)

* zum Zeitpunkt der Nephrektomie, in Jahren; *: Die Mutationsuntersuchungen wurden von Dr.
V.Schumacher durchgefihrt
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3.2 Normalkontrollen

Humanes Nierengewebe von 12 erwachsenen Personen und zwei Embryonen, die

nicht am Denys-Drash-Syndrom erkrankt waren, konnten im Rahmen dieser Arbeit

untersucht werden. Die Daten sind in Tab. 3.2 wiedergegeben.

Tab. 3.2: Daten der Normalkontrollen

Bezeichnung

Alter (bei Operation,

in Jahre)

Besonderes

Kryo-

gewebe

Paraffin- Zell-

gewebe kultur

Gewebeproben von Erwachsenen (Normal Adult Kidney > NAK)

NAK 1 >60 ja

NAK 2 >60 Harnleiterkarzinom ja

NAK 3 >60 Harnleiterkarzinom ja

NAK 4 >60 Harnleiterkarzinom ja

NAK 5 >60 Harnleiterkarzinom ja

NAK 6 25 Bakterien-Infektion ja

NAK 7 >60 ja

NAK 8 >60 Wilms-Tumor ja

NAK 9 >60 Wilms-Tumor ja

NAK10 >60 ja

NAK 11" >60 ja
NAK 12 >60 ja

Gewebeproben von Embryonen (Normal Embryonic Kidney > NEK)
NEK 1 <0 Abort ja
NEK 2 <0 Abort ja

*: Die Podozytenkulturen NAK11 und Nak12, die aus Nierencortexgewebe von gesunden Personen
stammen, wurden freundlicherweise von Prof. H. Pavenstadt zur Verfligung gestellt.

Alle Gewebeproben wurde mit Einverstandnis der betroffenen Personen oder, falls

die Personen zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme noch nicht volljahrig waren, mit

dem Einverstandnis eines Erziehungsberechtigten entnommen.
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4 Methoden

In der Abbildung 4.1 sind die angewandten Methoden dargestellt.

Vorgehensweise

Gewebeproben von NAK/DDS-Niere

Paraffingewebe / Glomeruli-Praparation
Kryogewebe
' |
I I
Paraffinschnitte / Gefrierschnitte Podozyten in Zellkultur
Gefrierschnitte
| I
I I I
TUNEL-Assay RNA-Expressionsprofile RNA-Expressionsprofile Immunfluoreszenz Immortalisierung durch
Immunhistochemie Arrays Arrays Transfektion mit
Telomerase-Gen

semi-quantitative RT-PCR
Protein-Expression

semi-quantitative RT-PCR Telomerase-

Nachweis-Tests

Protein-Expression
(Western-Blot)

Abb. 4.1: Schematische Ubersicht liber die durchgefilhrten Untersuchungen an den
verschiedenen Proben im Rahmen dieser Arbeit

4.1 Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Immunhistochemische (IHC) und immunfluorimetrische (IF) Techniken werden
angewandt, um antigene Komponenten in Zellen und Gewebeschnitten im
mikroskopischen Bild nachzuweisen. Dies geschieht mit spezifischen Primar- und

Sekundarantikdrpern, die mit Enzymen oder Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind.

Zellen aus Zellkultur

Zum Nachweis von Antigenen mittels immunhistochemischer oder -

fluorimetrischer Methoden wurden die zu untersuchenden Zellen in speziellen

Objekttrager-Schalen bei den jeweiligen Kulturbedingungen angezichtet.
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Gefrierschnitte

Die 8um dicken Schnitte wurden mit dem CM1900 Cryostat der Firma Leica
angefertigt und fur die normale Immunhistochemie fir mindestens 2h bei

Raumtemperatur luftgetrocknet.
Paraffinschnitte

Fur die Anfertigung von Paraffinschnitten wurden die Paraffinblocke vor dem
Schneiden mindestens 1h bei —20°C gelagert. 5um dicke Schnitte wurden mit
einem Schlittenmikrotom der Fa. Leica angefertigt. Die Lagerung erfolgte bei RT.
Vor der Weiterverarbeitung der Paraffinschnitte wurde eine Entwésserung wie
folgt durchgefihrt:

» Schnitte 30min bei 55°C in Luftinkubator erwarmen

» zweimal 10min in Xylol geben

» EtOH-Reihe: je 5min 95%, 80%, 70% stellen

» anschlieBend in PBS stellen

Je nach verwendetem Antikdrper erfolgte bei Bedarf eine weitere Vorbehandlung
der Schnitte, um das Antigen zu demaskieren. Folgende Mdglichkeiten standen

zur Verfugung:
a) Behandlung in der Mikrowelle mit Citratpuffer

» Schnitte in 10mM Na-Citrat (pH 6.0) geben
> funfmal 5min in der Mikrowelle bei 600W kochen
> 15min bei RT abkihlen, dann in PBS waschen

b) Behandlung mit Target Retrieval Solution (TRS)

Fur diese Behandlung standen zwei verschiedene TR-Losungen zur Verfligung,
low pH (pH 6.8) und high pH (pH 8.8).

» 1x TRS in Wasserbad auf 95°C erwarmen

» Gewebeschnitte 30min in TRS inkubieren

» 15min bei RT abkuhlen, dann in PBS waschen

c) Behandlung mit Pepsin

» Schnitte mit 0,1% Pepsin in 0,01N HCI 10min bei RT inkubieren
» waschen der Schnitte in PBS
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LSAB Immunhistochemie-Methode (DAKO)

Der Vorteil dieser Methode gegenuber anderen Methoden (z.B. ABC-Methode) ist
eine gesteigerte Sensitivitat durch die verstarkende Wirkung eines biotinylierten
Bruckenantikdrpers an den Primarantikorper (Kap. 4.2). Diesem Schritt folgte eine
Inkubation mit einem StreptAvidin-Peroxidase-Konjugat, das durch die Reaktion
mit einem  Substratchromogen (hier DAB 3', 3'-Diaminobenzidin

Tetrahydrochlorid) angeféarbt wurde.

' &
P A\ A
FAVAY AN AN

STEP1 STEP 2 STEP 3

Application of Application of Application of

primary antibody. biotinylated streptavidin-

Incubate 10 min.  secondary enzyme

antibody. conjugate.

incubate 10 min.  Incubate 10 min.

Abb. 4.2: Prinzip der LSAB-Methode (DAKO)

Als Gegenfarbung zur besseren Kenntlichmachung der antikorpergefarbten
Bereiche wurde eine Hamatoxylin-Farbung eingesetzt. Die verschiedenen
Priméarantikdrper und ihre Bedingungen sind im Materialteil aufgefihrt. Vor der
eigentlichen Methode des Antikdrpernachweises war eine Fixierung fir 10min in
Aceton oder Aceton/Methanol 1:1 bei —20°C ndétig. Nach dem Abdampfen des
Fixativs begann die Antikdrperfarbung. Der LSAB-Kit wurde nach Angaben des
Herstellers eingesetzt.

Nach der DAB Farbung erfolgte eine Hamatoxylin Gegenfarbung fur 30sec in
Meyers Hamatoxylin Ill. Die Farbreaktion geschah durch Blauen unter flielRendem

Wasser fur 5min.
Immunfluoreszenz-Methode

Diese Methode eignet sich vor allem zum Nachweis spezifischer Antigene bei
Zellen aus einer Zellkultur. Der Nachweis erfolgte uber fluoreszenzmarkierte
Sekundéarantikorper.
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Methode

» Waschen der Zellen in PBS

» Inkubation der Zellen in Fixativ aus 2% Paraformaldehyd und 4% Sacharose in
PBS fur 15min, waschen in PBS

Permeabilisierung mit Triton X100 (0,3%) in PBS fir 10min

30min Blocken mit FCS (2%), BSA (2%), Fischgelatine (0,2%) in dH,O
Waschen in PBS

1h Inkubation des Primérantikdrpers

dreimaliges Waschen in PBS

1h Inkubation des Sekundarantikorpers

dreimaliges Waschen in PBS

Einbetten in DAPI-Antifade, Lagerung bei 4°C (dunkel)

VvV V.V V V V V V¥V

4.2 In Situ Apoptose-Nachweis mittels Imunfluoreszenz

Das Prinzip des Tests beruht auf dem Nachweis von kleineren DNA-Fragmenten,
die beim Abbau der genomischen DNA in apoptotischen Zellen entstehen. Mit
Hilfe des Enzyms Terminale-Deoxynukleotidyl-Transferase wird an die freien 3’-
OH-Enden Fluorescein-markiertes dUTP angehéangt (Kap. 4.3).

. Fluorescein-dUTP

. Terminal deoxynucleotidyl
- transferase (TdT)

Abb. 4.3 : Prinzip des Apoptose-Nachweises (Roche-Diagnostics)

Der in situ Apoptose-Nachweis wurde nach den Angaben des Herstellers

durchgefuhrt.

4.3 Anlegen und Kultivierung priméarer humaner Zellen

Anlegen einer primaren Podozytenkultur aus Nierencortexgewebe

Die Anlage einer primaren Podozytenkultur erfolgte anhand folgender unten
aufgefuhrter Arbeitsschritte. Die Zeitdauer zwischen Gewebeentnahme und der

Anlage der Kultur wurde so kurz wie moglich gehalten und Gberschritt 4h bei
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Lagerung in Medium auf Eis nicht. Es wurde stets darauf geachtet, aul3erst steril

Zu arbeiten.
Methode:

» Nierengewebe in frisches Medium geben und auf Eis lagern

» Nierencortex von anderen Gewebeschichten in Medium saubern

» Gewebe mit Skalpell in 2-3mm kleine Stiicke zerteilen

» Nierenstucke durch 3 Siebe aus Metall mit Porendurchmesser von 150, 100
und 80um bei Nieren alterer Patienten oder aus Nylon bei Nieren jlingerer

Patienten (bis 2 Jahre) mit Porendurchmesser von 120, 70, 30um dricken

A\

Siebe mit viel Medium durchsptilen und Gewebe immer feucht halten

» das Sieb mit den kleinsten Porendurchmesser abschlieRend von unten mit
Medium gegenspulen. Die Glomeruli werden dadurch vom Sieb abgewaschen.
Die Zahl der Glomeruli unter dem Mikroskop kontrollieren

» 5min bei 2000rpm zentrifugieren

» bei Nieren alterer Patienten sollte eine Collagenase-Behandlung erfolgen, dazu
10-20min bei 1U/ml bei 37°C inkubieren, unter Mikroskop betrachten

» 5min bei 2000rpm zentrifugieren

» in Medium aufnehmen und auf mit Collagen beschichtete 6-well Platten
verteilen (zuvor kurz mit PBS einige Minuten bei 37°C in den Brutschrank
stellen, PBS dann absaugen)

» 7-10 Tage nicht bewegen, anschlieBend sollten Podozyten aus Glomeruli
ausgewachsen sein, Kultivierung bei 37°C und 5% CO,-Begasung

» Mediumwechsel erfolgt zweimal die Woche. Bei geringer Passagenzahl einmal

pro Woche umsetzen und 1:2 bis 1:5 verdinnen. Es sind Ublicherweise 30

Passagen maoglich.
Passagieren von adherenten Zellen

» Medium absaugen

» Trypsin /| EDTA-Gemisch zu den Zellen in die Schale geben, vorsichtig
schuitteln und wieder abkippen

» Vorgang wiederholen, jedoch etwas Trypsin / EDTA (ca. 1-2ml) in der Schale
lassen, bei 37°C inkubieren, nach 3-5 min unter dem Mikroskop beobachten,

ob sich die Zellen l16sen
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» 2ml Medium dazugeben und Zellsuspension je nach Zelldichte auf 2-5 Schalen
verteilen, mit Medium auffillen

» Kultivierung bei 37°C und 5% CO,-Begasung, Mediumwechsel alle zwei Tage
Untersuchung auf Mycoplasmen

Zur Analyse der Zellen in Kultur wurde regelmaf3ig der Mycoplasmen-Detections-
Kit von Roche verwendet. Die Untersuchung wurde nach Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. Das erhaltene PCR-Produkt wurde mittels Agarose-

gelelektrophorese (Kap. 4.6.2) analysiert.

4.4 Transfektion von eukaryotischen Zellen mit dem Telomerase-

Gen

4.4.1 Transfektionsexperimente

Transfektion ist die generelle Bezeichnung der Einschleusung von DNA in

eukaryotische Zellen. Prinzipiell eignen sich alle verfiigbaren Zellen als Wirtszellen

fur die Aufnahme von fremder DNA. Unterscheiden lassen sich:

» transiente Transfektion, bei der das eingeschleuste Gen nur vorriibergehend
aktiv ist und

» stabile Transfektion, bei der die Fremd-DNA fest in das Genom der Wirtszelle
integriert wird und es zu einer dauerhaften Expression des transfizierten Gens
kommt. Generell sehr schwierig ist die Transfektion von Zellen in Priméarkultur.
Verschiedene Transfektions-Techniken wurden ausgetestet.

Um die Transfektionseffizienz schneller tberprifen zu kénnen, wurden auch

Transfektionen mit einem Green-Fluorescent-Protein  (GFP)-WT1-Fusions-

konstrukt durchgefuhrt. Die Expression des GFP lie3 sich im Fluoreszenz-

Mikroskop nachweisen.
a) Calciumphosphat-Technik

Bei dieser Technik wird die DNA in Form von feinkdrnigen Calciumphosphat-
Prazipitaten auf die Zellen aufgebracht und von diesen durch Endozytose
aufgenommen. Das Prazipitat erhdalt man durch  Mischung von
DNA/Calciumchlorid-Lésung mit HBS (enthalt Phosphat-lonen).

Protokoll

» 40ug Plasmid-DNA / 1ml HBS, mittels pipettieren mischen
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Zugabe von 1/10 Volumen (100ul) 1,25M CacCl,

30min bei RT inkubieren, schwaches Prézipitat (neblig) sichtbar

Zugabe von 0,5ml Préazipitat pro Schale, Inkubation ftr 4h bei 37°C

Medium entfernen, mit 4ml Medium (5% FCS) waschen, abziehen

Zugabe von 1ml 15% DMSO in HBS fur 4min, abziehen

mit 4ml Medium (5% FCS) waschen (vorsichtig pipettieren, da Zellen nur noch

V V.V V V VY

schwach festsitzen)
> 1-3min warten, Zellen sollten runde Form bekommen

» Medium sehr vorsichtig abziehen, Zugabe von 5ml Vollmedium
Selektion

» 3.Tag: Zellen verdinnen auf drei 150mm Schalen, mit 30ml Medium
» 4.Tag: Wechsel auf Selektivmedium (50ug Hygromycin/ml Medium)

» 2-3 Wochen: Verringerung der Hygromycin-Konzentration auf 10ug/mi
b) DEAE-Dextran-Technik

Bei der DEAE-Dextran-Technik wird die DNA als Komplex mit Diethylaminoethyl-
Dextran auf die Zellen aufgebracht. Diese Komplexe sollen besser und

reproduzierbarer aufgenommen werden als DNA-Molekiile alleine.
Protokoll

Trypsinierung der Zellen (75% Konfluenz), Zugabe von 2x10° Zellen pro ml K1-

Medium. Pro Well einer 6well-Platte je 2ml Medium mit Zellen

» zweiter Tag: Zellen sollten zu 60-70% konfluent sein

» EtOH-Fallung des Plasmids, Aufnahme in TE (Konz.: 20pg/ml)

» fur jedes Well vermischen von 25ul DNA (500ng), 50ul PBS und 50ul DEAE-
Dextran, Lagerung bei RT

» Entfernung des Mediums, Waschen der Zellen mit je 2ml PBS, dann 2x TBS

Entfernen des TBS, Zugabe von je 125ul DNA/DEAE-Dextran zu Zellen

» Inkubation der Zellen 1h bei RT, alle 5ml per Hand schuitteln (Verhinderung

A\

von Antrocknung)

» Waschen der Zellen mit je 2ml TBS, wieder entfernen

» Zugabe von je 2ml 10% DMSO in PBS, 1min Inkubation, anschlieRend
waschen der Zellen mit je 2ml PBS

» Entfernen des PBS, Zugabe von je 100uM Chloroquine (2ul / 2ml) in K1-
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Medium, Inkubation fir 4h bei 37°C
» Medium ersetzen durch K1, 18h bei 37°C inkubieren
» dritter Tag: Medium durch K2-Medium ersetzen und drei Tage bei 37°C

inkubieren, Selektion mit Hygromycin B starten
c) Transfektion mit FUGENE™ 6 Transfection Reagent (Roche-Diagnostics)

Die Transfektion wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Es
wurden 4 bzw. 8ug Vektor-DNA mit 6 bzw. 12ul Fugene-Reagenz kombiniert fur

die Transfektion in 6well-Plates eingesetzt.
d) GeneJammer Transfection Reagent (Stratagene)

Die Transfektion wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Es
wurden 1 bzw. 2ug Vektor-DNA mit 6 bzw. 12ul Genejammer kombiniert fur die

Transfektion in 6well-Plates eingesetzt.
e) GenePORTER 2 Transfection Reagent (Peqlab)

Die Transfektion wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Es
wurden 4ug Vektor-DNA mit 20ul Geneporter 2 Reagenz fur die Transfektion in

6well-Plates eingesetzt.
f) Geneshuttle 20 (Quantum)

Die Transfektion wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Es
wurden 2ug Vektor-DNA mit 8ul GS40-Ldsung fur die Transfektion in 6well-Plates

eingesetzt.
g) Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen)

Die Transfektion wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Es
wurden 4ug Vektor-DNA mit 8ul Lipofectamine fur die Transfektion in 6well-Plates

eingesetzt.
h) Transfection Reagent Selector Kit (Qiagen)

Die Transfektion wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Folgende
Mengen an DNA und Transfektionsreagenzien wurden in 6well-Plates eingesetzt:

Tab. 4.1: Verwendete Kombinationen fir Transfection Reagent Selector Kit (Qiagen)

Versuch DNA-Menge Effectene Enhancer Einwirkdauer

1 0,2ug 2ul 1,64l 24h
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Versuch DNA-Menge Effectene Enhancer Einwirkdauer
2 0,2ug 5ul 1,6ul 6h
3 0,4ug 10ul 3,2ul 24h
Versuch DNA-Menge Superfect Einwirkdauer
4 3ug 2ul 2h
5 5ug 5ul 6h
6 2ug 10ul 4h

4.4.2 Telomerase-Nachweis

Telomerase ist ein Ribonukleoprotein mit einer fur die Aktivitat des Ribozyms
absolut notwendigen RNA-Komponente. Das Ribozym ist in der Lage
entsprechende Monomere (TTAGGG, TTGGGG) an die 3"-Enden der DNA
anzulagern. Die RNA codiert Sequenzen, die durch das Enzym an die 3"-Enden

anligiert werden.
a) Telomerase-Enzymaktivitdtsnachweis mittels TRAPeze-Kit (Intergen)

Die Methode beruht auf der Aktivitat des Ribozyms. In vitro, unter geeigneten
Bedingungen, ist die Telomerase in der Lage an das 3"-Ende eines Substrat-
Oligonukleotids zahlreiche Telomerrepeats anzuhé&ngen. In einem zweiten Schritt
werden die verlangerten Substrat-Oligonukleotide mittels PCR (Kap. 4.6.3)
amplifiziert und Uber eine Polyacrylamid-Elektrophorese nachgewiesen. Bei
Telomerase-Enzymaktivitat ist eine Produktleiter im 6Bp Abstand (50Bp, 56Bp,
62Bp...) nachzuweisen.

Die Methode wurde nach der Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Die
Durchfihrung der Protein-Bestimmung ist unter Kapitel 4.9.1 beschrieben. Die

Polyacrylamid-Elektrophorese wurde wie folgt durchgefihrt:
Methode:

Herstellen eines 10% PAA-Gels (45ml):

» Zusammenftigen von: 8,5 ml PAA (40%, AA / BisAA (29:1)); 4,5ml TBE (10x),
0,4ml APS (10%), 31,6ml dH,0, nach dem Entgasen Zugabe von 20ul TEMED

» zugiges Einfullen der Losung in die mit Agarose abgedichtete Gelapparatur.
Laufbedingungen: 150min bei 180V

Silberfarben des PAA-Gels (alle Schritte auf Schuttler):
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» Losung B und D aus 10x Stammlésung verdinnen. Losung A und C frisch
herstellen

» das Fixieren erfolgt durch zweimalige Inkubation fir 3min bei RT in 300ml
LOsung A

» fur 10min in Loésung B farben, dann zweimal mit dH,O waschen

» bis zu einer deutlichen Anfarbung das Gels (etwa 20min) in Losung C
entwickeln

» 5min in Losung D fixieren

b) Nachweis des exogenen Telomerase-Gens mittels PCR (Bodnar A.G., et al.,
1998)

Der Nachweis der Integration des exogenem Telomerase-Gens erfolgt mittels
RT-PCR (Kap. 4.6.3). Es kann dabei zwischen exogenem und humanem,
endogenem Telomerasegen unterschieden werden. Ausgenutzt wird dabei ein
geringer Sequenzunterschied zwischen den Telomerasegenen. Fur den Nachweis
des endogenen Telomerasegens wurde die Primerkombination RA58 /
hTRT3'UTR verwendet. Das exogene Telomerasegen wurde anhand der

Primerkombination RA58 / RA55 nachgewiesen.

4.5 Laser-Capture-Mikrodissektion

Die Laser Capture Mikrodissektion (LCM) ist eine Methode, um kleine Areale oder
auch einzelne Zellen aus einem histologischen Schnitt zu isolieren. Zellgenaue
und kontaktfreie Dissektionen aus heterogenen Gewebeschnitten ermdglichen
Analysen von DNA, RNA und Proteinen, ohne Kontamination durch andere
Zellsorten.

Bei der LCM wurde das Gewebe zunadchst schonend entwassert, um die
Mikrodissektion der Zellen zu erméglichen. Das Aufsetzen des LCM-Caps, das mit
einem speziellen Transferfilm versehen ist, erfolgte auf den gewlnschten
Gewebebereich. Der Transfer-Film wurde mittels eines Niedrigenergie-Infrarot-
Lasers aktiviert und verschmolz dabei mit der jeweiligen Zelle oder Zellgruppe. Die
DNA, RNA oder Proteine wurden direkt vom Cap extrahiert, damit mégliche

Kontaminationen vermieden wurden (Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: Methode der Laser Capture Mikrodissektion (Arcturus): Das Cap wird
aufgesetzt. Der Transferfilm wird durch Beschul3 mit einem Infrarotlaser aktiviert und
verschmilzt mit dem Gewebe. Das Cap mit angeheftetem Gewebe wird abgenommen und
weiter verarbeitet.

Methode

Mikrodissektion an Kryoschnitten:

» Gefiergewebestiicke wurden bei -80°C gelagert

» Objekttrager wurden vor dem Auftrag des Nierenschnittes 30min in Chloroform
eingelegt oder alternativ 5h bei 200°C inkubiert (bei Protein-Extraktion 5min in
Ethanol (abs.) eingelegt), getrocknet, luftdicht verpackt

» nach Anfertigung der 8um Kryoschnitte wurden die Schnitte auf Objekttrager
auftgetragen und direkt im Kryostaten eingefroren (keine Lufttrocknung)

» Objekttrager mit Schnitt bei —80°C lagern

Farbung und Entwésserung

Schnitte 30sec in 70% EtOH fixieren

Schnitte 30sec in H20O -DEPC wassern

Schnitte 30min in Hamatoxylin farben

Schnitte in H,O-DEPC entfarben

Schnitte je 45sec in 70%, 100% und 100% EtOH entwassern

Schnitte 3min in Xylol entwassern

YV V.V V V VYV V

Xylol abdampfen lassen (ca. 3min)

verwendete Einstellungen am LCM-Gerét:

Duration: 850ns; Repeat: 0,2s; Target: 0,205V, Current: 18,0mA; Spotsize: 30um,;
Power: 80mwW

Die Isolierung der RNA erfolgt durch den Stratagene Microprep-Kit (Kap. 4.7.1)
Die Isolierung der Proteine erfolgt nach Anleitung (Kap. 4.9.1)
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4.6 DNA-Analysen

4.6.1 DNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung
Plasmid DNA-Isolation aus Bakterien mittels QIAprep Spin-Kit

Die Methode der Plasmid-Isolation mittels QlAprep Spin-Kit beruht auf einer
alkalischen Lyse der Bakterien und nachfolgender DNA-Bindung an eine Silica-
Membran unter Hochsalzkonditionen. Die Elution erfolgt mit einer
Niedrigsalzlosung. Die Isolierung des Plasmides aus E. Coli geschah nach
Angaben des Herstellers und die Uberprifung des Inserts durch

Restriktionshydrolyse von 1ul Plasmid-DNA mit den entsprechenden Enzymen.
DNA-Konzentrationsbestimmung durch photometrische Messung

Um die Konzentration einer DNA-LOsung zu bestimmen, kann eine Messung der
Absorption des Lichtes bei der Wellenl&nge ihres Absorptionsmaximums (260 nm)
in einem Spektralphotometer erfolgen. Um Verunreinigungen durch andere Licht
absorbierende Stoffe auszuschliel3en, wurde stets ein Leerwert aus dem
Losungsmittel als Referenz verwendet, in das die DNA zuvor aufgenommen
wurde. Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach der Formel:

10D2¢0 = 50 pg/ml doppelstrangige DNA

Dann wurde der Wert bei 280nm gemessen und das Verhaltniss OD,g0/OD>go zur
Bestimmung des Grades an eventuellen Verunreinigungen mit Phenol- oder
Proteinresten errechnet. Das Verhaltnis fur nicht verunreinigte DNA-Praparationen

sollte bei 11,8 liegen.
Quantitative Konzentrationsbestimmung durch Auftrag auf ein Agarosegel

Die Untersuchung ermdglicht die Konzentrationsbestimmung einer DNA-LOsung
durch Vergleich der Fluoreszenz-Intensitat mit einem DNA-Mengenstandard (zum
Beispiel A/Hind llI-Verdau eines ug DNA).

Es wurde die Bande der DNA mit den jeweils definierten Mengen der Banden des
Standards verglichen (Tabelle siehe Materialteil). Die Anfarbung der DNA erfolgte
dabei mit Ethidiumbromid und die Auftrennung durch eine Agarosegel-

elektrophorese.
4.6.2 Gelelektrophoresen

Es handelt sich um ein biochemisches Trennverfahren, bei dem die Wanderung
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von geladenen Molekilen in einem elektrischen Feld zu deren Trennung
ausgenutzt wird. Das Verfahren kann sowohl zu analytischen als auch zu
praparativen Zwecken eingesetzt werden. Elektrophoresen werden meist in einer
elektrisch neutralen, festen Gelmatrix aus Agarose oder Polyacrylamid

durchgefuhrt.
a.) Agarosegelelektrophorese

» Lo6sen der Agarose durch Aufkochen einer entsprechenden Menge in 1x TAE-
oder 1x TBE-Puffer mit der Mikrowelle

» Abkihlen lassen auf ca. 60° C und Zugabe von 1ug Ethidiumbromid pro ml

» Laden der Proben mit 1/5 Volumen Ficoll Ladepuffer (5x) (25% Ficoll 70;
25mM EDTA; 0,1% Bromphenolblau) und Elektrophorese im entsprechendem

Puffer, fotografieren des Gels unter UV-Licht der Wellenlange 260nm.
b.) Polyacrylamidgele

Die Anwendung von Polyacrylamidgelen bietet sich unter anderem fur die
Fragmentanalyse an. Die Beschreibungen erfolgt in den Kapiteln: 4.4 Nachweis

des Telomerase-Proteins und 4.9.3 Western-Blot-Analysen.
4.6.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

In-vitro-Methode zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente, die von zwei

bekannten Sequenzen eingerahmt werden (Mullis et al., 1987).
Methode:

Zusammenflgen folgender Bestandteile.

» genomische DNA 100ng
» pro Oligonukleotid (Primer) 0,5uM
» pro dNTP 0,2mM
» 10x PCR-Puffer (s. Materialteil) 5ul

» mit sterilem ddH,0O auffullen auf 49,5ul

» Reaktionsansatz 3 min bei 94°C denaturieren

» Abzentrifugation und auf Eis stellen

» Zugabe von 0,5ul (1,25U) Tag-Polymerase (Invitrogen)

In Tabelle 4.2 sind die Bedingungen der PCR-Reaktionen aufgefihrt.
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Tab. 4.2: PCR-Bedingungen flr verschiedene Gene:

Gen Fragment- Annealing Zeiten fur Denatu-  Zyklen-  PCR-Puffer
(Primerkombination)  grsRe (Bp) Temp.(°C) fierung, Annealing und  zahl
Extension (min)

endogene Telomerase

Puffer B
(RA58 / hTRT3 UTR) 54l 62 122 30 (Optimizer-Kit)
exogene Telomerase
525 51 1,2,2 30 Standard-P.,

(RA58 / RA55)

Die Bedingungen fur die durchgefiihrten RT-PCRs sind unter Kap. 4.7.2 aufgefihrt.

4.7 RNA-Analysen

4.7.1 RNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung
RNA-Isolation aus Gewebe und Zellen

a.) mRNA-Isolation mittels Pharmacia Quick-Prep mRNA Purification Kit
(Amersham-Pharmacia Biotech)

Es kénnen max. 100mg unter fliissigem Stickstoff pulverisiertes Gewebe oder 10’
Zellen zur Extraktion von bis zu 6ug mRNA verwendet werden. Die mRNA-
Isolation wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt. Die RNA wurde
mit 10ul Glycogen und 40ul NH4OAc in 1ml Ethanol (abs.) gefallt und das Pellet
bei -80°C gelagert.

b.) totalRNA-Isolation mit TRI-Reagent-LS-RNA-DNA-Protein-Isolationskit
(Molecular Research Center Inc.)

Es kdénnen max. 100mg unter flissigem Stickstoff pulverisiertes Gewebe oder
107Zellen zur Extraktion von bis zu 20ug totalRNA verwendet werden.

Die RNA-Isolation wurde nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.
RNA-Isolation nach Laser-Mikrodissektion

Die RNA-Extraktion mit Guanidinisothiocyanatpuffer (GITC) wurde nur zu Beginn
dieser Arbeit verwendet. Seit der StrataPrep total-RNA Microprep Kit (Stratagene)

kommerziell erhaltlich war, wurde nur noch dieser Kit verwendet.
a.) RNA- Extraktion mit Guanidinisothiocyanatpuffer:

» 200ul RNA Denaturierungspuffer (GITC) und 1,6l B-Mercaptoethanol in 0,5ml
Roéhrchen geben

» mehrmals invertieren, um das Gewebe vom Cap abzulosen
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» Losung in ein 1,5ml Réhrchen umfillen

» 20ul (0,1x Vol.) 2M NaOAc, 220ul (1x Vol.) Phenol und 60ul (0,3x Vol.)
Chloroform-lsoamylalkohol zugeben. Gut vortexen

» 15min. bei 4°C zentrifugieren, wassrige Phase in neues Réhrchen tberfihren

» 1-2ul Glycogen und 200ul kaltes Isopropanol hinzufligen

» bei -80°C mind. 30min (oder 0.N.) fallen, 15min bei 4°C zentrifugieren

> Uberstand abnehmen, Pellet mit 400pl 70% Ethanol (-20°C) waschen. 5min bei
4°C zentrifugieren

> Uberstand abnehmen. restlichen Alkohol abdampfen lassen

» Zugabe von 15ul DEPC-Wasser, 1ul 20U/ul RNase Inhibitor (RNasin), 2ul 10x

DNase Puffer und 2ul U/ul DNase (20 Units total), bei 37°C 30min inkubieren
» Zugabe von 20ul NaOAc, 220ul Phenol & 60ul Chloroform-lsoamylalkohol,
10min. bei 4°C zentrifugieren
obere, wassrige Phase in neues Rohrchen tberfihren
1-2ul Glycogen und 200ul kaltes Isopropanol hinzufligen
bei -80°C .N. fallen, 15min bei 4°C zentrifugieren
Uberstand abnehmen, mit 400ul kaltem 70% Ethanol waschen
5min bei 4°C zentrifugieren, Uberstand vollstandig abnehmen

V V.V V V VY

Lufttrocknen, Lagern des Pellets bei -80°C bis zum weiteren Gebrauch.
b.) RNA-Extraktion mittels StrataPrep total-RNA Microprep Kit (Stratagene):

Zu 100pl Lysepuffer wurden 0,7pul B-Mercaptoethanol gegeben und das LCM-Cap
mit Gewebeprobe aufgesetzt. Das Reaktionsgefald wurde dann mehrfach invertiert
und bis zur weiteren Verarbeitung bei —80°C gelagert. Die RNA-Isolation wurde
nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Es wurde mit 20ul Elutionspuffer

eluiert.
RNA-Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Konzentrationsbestimmung wurde wie bei der DNA-Analyse
durchgefihrt. Die Berechnung erfolgte nach der Formel: 10D5g0 = 40 pg/ml RNA.

Die optische Dichte wurde bei 280nm gemessen und das Verhaltnis OD,50/OD2go
zur Bestimmung des Grades an eventuellen Verunreinigungen mit Phenol- oder
Proteinresten berechnet. Es sollte fur nicht verunreinigte RNA-Praparationen 02,0

betragen.
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4.7.2 Reverse-Transkription (RT)-PCR

Die Reverse Transkriptase (RT) ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase. Unter
Verwendung einer komplementaren doppelstréangigen Startsequenz stellt die RT
aus einer einzelstrangigen RNA-Matrize eine doppelstrangige Kopie (cDNA) her.
Im Anschluss an die RT-Reaktion wird eine PCR (s.0.) durchgefuhrt.

Protokoll der cDNA-Synthese:

Fur die cDNA-Synthese wurden im ersten Schritt folgende Bestandteile fur das
Oligonukleotid-Annealing zusammengefigt:

> RNA (1-5ug total RNA) X Ml

» Random-Hexamere (100ng) 2,0ul

» auffillen mit ddH,O-DEPC auf 11,0pl
» 5min bei 70°C inkubieren, dann 2min auf Eis abkihlen

Fir die cDNA-Synthese wurde im zweiten Schritt folgende Bestandteile zugefugt:

» RNasin 1,0ul
» DTT (0,1M) 2,0ul
» dNTP (10mM) 1,0ul
» CcDNA-Synthese-Puffer (5x) 4,0ul

» RT (Superscript II, 200U/ul) 1,0ul

» 10min bei 25°C inkubieren; dann 1h bei 42°C inkubieren (Hybridisierofen)

» PCR wie unter Kapitel 4.6.3 beschrieben durchfihren. Die RT-PCR-
Bedingungen sind in Tabelle 4.3 aufgefihrt.

Tab. 4.3: RT-PCR-Bedingungen fir verschiedene Gene:

Gen Fragment- Annealing Zeiten fur Denatu- Zyklen-  PCR-Puffer

groRe (Bp) Temp.(°C) rierung, Annealing und  zahl
Extension (min)

Aktin 660 58 1;2;2 35 Standard-P.
GapDH (Clont.
R Advantage-P.
Oligos) 480 65 0,25;0,5; 2,5 25 (Clont)
WT1 Exon 6-10 453+444 55 1;2;2 35 Standard-P.
Synaptopodin 536 55 1,2,2 35 Accuprime.
Nephrin - i
408+388 59,5 1,22 35 5‘22,1";‘ r&;dmlt
2
GapDH (semi-quant.
Advantage-P.
PCR) 446 61,5 1,22 30-40 (Clont.)
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Gen Fragment- Annealing Zeiten fur Denatu-  Zyklen-  PCR-Puffer

groRe (Bp) Temp.(°C) fierung, Annealing und  zahl
Extension (min)

MMP7 (semi-quant.
393 60 122 20 Advantage-P.

PCR) T (Clont.).
Thyl (semi-quant.

Advantage-P.
pCR) 288 65 1,22 40 (Clont.)
PODL1 (semi-quant. 104 65 129 40 Advantage-P.
PCR) T (Clont.)

Semiquantitative PCR- Methode

Bei der semiquantitativen PCR handelt es sich um eine RT-PCR-Methode. Es
wurde zuerst eine cDNA-Synthese nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt.
Fir die cDNA-Synthese bei RT-PCR-Reaktionen wurde stets das Enzym
Superscript 1l (Invitrogen) verwendet. Das cDNA-Gemisch wurde anschlie3end
aufgeteilt und fir bis zu sechs unabhangige PCR-Reaktionen (Kap. 4.6.3)
eingesetzt. Die cDNA-Sequenzen folgender Gene wurden mit dieser Methode
guantifiziert: Matrix-Metalloproteinase 7 (MMP7), Synaptopodin, Transkriptions
Faktor 21 (POD1), Wims Tumorl und Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GapDH).

Protokoll:

» CcDNA-Synthese wie unter Kap. 4.7.2 beschrieben durchfuhren

» PCR-Ansatz wie unter Kap. 4.6.3 beschrieben durchfiihren

» Proben mit Loading-Buffer versetzen und mittels Agarosegel auftrennen (Kap.
4.6.2)

» quantifizieren der amplifizierten spezifischen DNA-Banden

Die PCR-Bedingungen sind in Tabelle 4.3 aufgefihrt.

Die genaue Quantifizierung erfolgte nach Auftrennung der einzelnen

Reaktionsprodukte durch ein Agarosegel (Kap. 4.6.2) mittels der AIDA-

Biopackage-Software nach Detektion der DNA in einem Phosphorimager. Die

Quantifizierung wurde nach Anleitung des Softwareherstellers durchgefiihrt. Die

Standardisierung erfolgte anhand des Nachweises des Housekeeping-Gens

GapDH.

4.7.3 RNA-Amplifikation

Aufgrund der geringen RNA-Mengen, in mikrodissektiertem Gewebe muss stets
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eine Amplifikation der gesamten mMRNA erfolgen, bevor weiterfihrende
Untersuchungen gemacht werden kdonnen. Da zu dem Zeitpunkt des Starts der
Untersuchungen noch kein RNA-Amplifikationskit kommerziell erhaltlich und noch
keine Erfahrung im Institut vorhanden war, wurden im Rahmen dieser Arbeit drei
verschiedene RNA-Amplifikationsmethoden neu erprobt. Aufgrund von
Schwachen der T7-Amplifikations-Methode und der Poly-A*-PCR-Amplifikations-
Methode und der im Oktober 2000 erfolgten Marktreife der SMART-Methode

wurde diese standardmalig durchgefihrt.
RNA-Amplifikation mittels T7-Polymerase (Eberwine J., 1995)

Bei der T7-Polymerase handelt es sich um eine DNA-Polymerase. Die aktive
Form, ein Dimer aus einem 84kD Polymerase-Protein des T7-Phagen und dem
12kD  Thioredoxin aus E.coli, zeichnet sich durch eine hohe
Polymerisierungsaktivitat (300Bp/sek.) aus, ohne von der RNA zu dissoziieren. Mit
Hilfe dieses Proteins ist es unter Verwendung von Oligo-dT Primern, die die T7-
Erkenungssequenz tragen, moglich, das komplette Transkriptom linear zu
amplifizieren. Um eine bestmogliche Erkennung der T7-Sequenz dem T7-Enzym

zu ermoglichen, wurden verschiedene T7-Oligonukleotide (Kap. 2.10) ausprobiert.
Protokoll:

cDNA-Synthese:

» Zusammenfligen von: RNA (100ng) 2ul, T7-Oligo-dT-Primer (1pg/ul) 1pl,
Trehalose-Lsg (1,7M) 7l

» 10min bei 65°C inkubieren, dann sofort auf Eis

» Zugabe von: 5x cDNA-Synthese-Puffer 4ul, DTT (0,1M) 2ul, dNTP-Mix (je
10mM) 1pl, Rnasin 1pl, Superscript Il 1pl, Linear Acrylamid (0,1pg/ul) 1pl

» Folgende Schritte zur cDNA-Synthese werden durchgefihrt: 37°C 5min; [45°C
fur 5 min, 60°C fur 2 min, 55°C fur 2 min] 10 Zyklen, 4°C

Zweit-Strang-Synthese:

» Zur Zweit-Strang-Synthese werden folgende Substanzen benétigt: 10x second-
strand-buffer 15ul, dNTP’s (je 10mM) 3ul, DNA-Polymerase | (10U/ul) 4pl,
E.coli Rnase H (2U/ul) 1pl, E.coli DNA-Ligase (2U/ul) 5ul, 102ul H,O-DEPC

» Inkubation fur 2h bei 16°C

» Zugabe von 4ul T4-DNA-Polymerase(1U/pl), 10 min bei 37°C inkubieren

» Zugabe von 7,5ul Stop-Solution (1M NaOH, 2mM EDTA), 10min bei 65°C
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Proteinfallung:

>
>

>
>
>
>

Zugabe von 150ul Phenol-Chloroform-lsoamyl zum Reaktionsgemisch
Extraktion Uber Phase-lock-gel-tubes (Eppendorf): obere Phase des Phe-Chl-
Iso-Reaktionsgemisches in die Geltubes flllen

1min bei 12.000rpm zentrifugieren, Eluat mit 130ul NH4AC (4M) versetzen

1ml EtOH (abs.) dazugeben, vortexen, 20min zentrifugieren (4°C)

mit 100ul EtOH (abs.) waschen, 5min zentrifugieren (4°C)

Ethanol sorgfaltig entfernen und in 10ul H,O-DEPC aufnehmen

T7 RNA-Polymerase-Amplifikation (aRNA) (Megascript T7 Transcription):

>

>

fur die RNA-Amplifikation zusammenfiigen: cDNA 16ul, 10xT7-Puffer 4ul; ATP,
GTP, CTP und UTP (je 100mM) je 4ul, T7-RNA-Polymerase 4ul

Inkubation bei 37°C fir 6h

versetzen mit 150ul Phe-Chl-Isoamyl, vortexen und in Phase-lock-gel tubes
fullen, 5min zentrifugieren

wassrige Phase auf Chroma-spin TE+30 Saulen (Clontech) geben, 5min bei
7009 (3500rpm) zentrifugieren

Durchfluf® auffangen und auf 13ul lyophilisieren

erneute cDNA-Synthese:

>
>
>

vV V.V V V VY

10pl Filtrat versetzen mit 1pl Random hexamere (1ug/pl)

Inkubation fur 10 min bei 70°C, fur 2min auf Eis, dann 10 min bei RT

Zugabe von: 5x First Strang Buffer 6ul, DTT (0,1M) 3ul, dNTP’s (10mM) 1pul,
RNasin 1pl, Superscript RT Il 1pul, Trehalose 9ul, 1pl lineares Acrylamid
(0,1pg/pl, Ambion)

Folgende Schritte zur cDNA-Synthese werden durchgeflhrt:

37°C fur 5min; [45°C fur 5 min, 60°C fur 2 min, 55°C fir 2 min] 10 Zyklen, 4°C
Zugabe von 1pl RNase H, Inkubation fir 20 min bei 37°C

Inkubation fir 2 min bei 95°C, anschlie3end sofort auf Eis

1pl Oligo dT Primer zugeben (1ug/pl)

Inkubation fir 5 min bei 70°C, dann 10 min bei 42°C

Zweit-Strang-Synthese: siehe oben

>

anstelle der Stop-Solution-Zugabe von 10ul EDTA (0,5M), Inkubation fir 10
min bei 65°C
Protein-Fallung: siehe oben
Aufreinigung des Nuleinsdauregemisches mittels Sephadex-G75-Saule:
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» Gemisch auf Saule geben, 5min bei 700xg zentrifugieren
» in Speedvac Volumen auf ca. 10yl lyophilisieren
» Qualitat und Quantitat der amplifizierten RNA auf Agarose-Gel kontrollieren

» eventuell weitere Zyklen
RNA-Amplifikation mittels poly(A) PCR (Brady G. und Iscove N., 1993)

Die RNA-Amplifikationsmethode nach Brady und Iscove benutzt die PCR zur
Amplifikation des Transkriptoms. Ein Oligo-dT-Primer bindet an den poly-A-
Schwanz der mRNA und initiiert die cDNA-Synthese. Das Enzym Terminale-
Desoxyribonukleotid-Transferase (TRT) héngt einen poly-A-Schwanz an die
cDNA, spezifische Oligonkuleotide binden wahrend der PCR-Methode und
ermoglichen so die Amplifikation. Der Vorteil dieser Methode liegt in dem niedrigen
Preis, kombiniert mit geringem Aufwand. Der Nachteil liegt in den relativ kurzen
cDNAs, die gebildet und amplifiziert werden und in der stets von neuem notigen
Optimierung der Reaktion.

Protokoll:

cDNA-Synthese:

» 1ul mRNA (50ng/ul, oder 1ug total RNA) versetzen mit Erstrang/Lysis-Puffer
96pl, Anti-RNase (Ambion) 1ul, RNasin (Promega) 1pl, cDNA-Primer-Mix (je
25ul dNTP’s) 2ul, dT(24)-X-Oligo (22,2 OD/ml) 72ul und dH,O 28ul

> 1min bei 65°C erwarmen, dann 3min bei RT, anschliel3end auf Eis stellen

A\

Zugabe von 5ul Reverse Transkriptase (Superscript I1)

» Inkubation fur 5, 10 und 15min bei 37°C (Optimierung: Produkte sollten
zwischen 100 und 700 Bp Lange erreichen)

» Inkubation fir 10min bei 65°C, dann 2min auf Eis

Tailing-Reaktion:

» Zugabe von 100ul 2x Tailing Buffer und 3ul terminale-desoxyribonukleotid
Transferase (45U)

» Inkubation bei 37°C fur 15min, dann fiir 10min bei 65°C

PCR:

» 4ul der cDNA versetzen mit: 10x PCR-Puffer (Optimierung: 15-50mM MgCl; in

5mM Abstanden) 2ul, dNTPs (100mM) 1,5ul, dT-X-Oligo (Optimierung: 1, 2

und 4 OD/ml); 0,7ul Tag-Polymerase auffillen mit dH,O auf 20ul

> die Reaktionsansatze mit Mineraldl Giberschichten
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» nach folgendem Programm amplifizieren:

» [1min bei 94°C, 2min bei 42°C, 6min bei 72°C] 25 Zyklen
» [1min bei 94°C, 1min bei 42°C, 2min bei 72°C] 25 Zyklen
» Kontrolle der PCR-Produkte auf Agarosegel (4.6.2)

RNA-Amplifikation mittels SMART-Methode (Clontech)

Die von Clontech entwickelte

Pty & AN SMART Methode bietet eine
L AT relativ unkomplizierte Mdglichkeit
i difiziert
SMART Il primer der RNA-Amplifikation. Unter
Oligonukleotid )
e Ausnutzung der  terminalen
gy S ARG Transferaseaktivitat der MMLV-
Template Switching RT wird an das 5-Ende der
und Verlangerung
dureh RT cDNA eine kurze (3-5 Bp) dCTP-
—r— —— Sequenz angehangt, mit der das
LD-PCR 3'-Ende des SMART-
— Oligonukleotides annealt. Das
e dadurch  kreierte  verlangerte
” S Template weist nun am 5'-Ende

% @ % eine komplementare Sequenz zu
dem SMART-Oligonukleotid und

Abb. 4.5: Schematischer Ablauf der SMART- am 3-Ende eine dem Oligo-dT-
Metode (Switched Mechanism at 5' end of RNA  Nukleotid komplementare
Template)
Sequenz auf. In der

darauffolgenden LD (long distance)-PCR dienen diese Sequenzen als
Primerbindungsstellen. Dadurch kommt es zu einer starken Anreicherung an ,full-
length®-Fragmenten (Abb. 4.5). Vorteile dieser Methode sind, dass aus wenigen
Nanogramm RNA bis zu 10ug Produkt amplifiziert werden kénnen. Hinzu kommt

die groRRe Zuverlassigkeit der Methode.
Methode:

cDNA-Synthese:
> Zusammenfiigen von RNA-Probe (0,025-1pg Poly A’- oder 0,05-1ug total-
RNA) 1-3ul, cDNA-Synthese (CDS)-Primer (10 uM) 1pl, SMART II-
Oligonukleotide (10 uM) 1ul, auffullen mit dH,O-DEPC auf 5l
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» 2 minim Cycler bei 70 °C inkubieren, anschliel3end bei RT lassen

» folgende Reagentien hinzufiigen: 5x First Strand Buffer 2ul, DTT (20mM) 1ul,
dNTP (10 mM) 1ul, Superscript II 1l

» bei 42°C 1h im Warmeschrank inkubieren, 40ul TE Puffer dazugeben

» 7min bei 72°C im Cycler inkubieren.

cDNA-Amplifikation mittels LD-PCR:

» Zur Optimierung der PCR jeweils drei Ansatze herstellen, zusammenfiigen
folgender Reagentien: cDNA 10ul, dH,O 74ul, 10x Advantage-Polymerase-P.
10pl, dNTP (10mM) 2ul, LD-PCR-Primer (10uM) 2ul, Advantage-Polymerase
2ul

Programm: 95°C, 1min; [95°C, 15sec; 65°C, 30sec; 68°C, 6min] 15-24 Zyklen

» alle PCR-Ansatze zunachst 15 Zyklen durchlaufen lassen

» zwei Ansétze aus Cycler entfernen und auf Eis aufbewahren

» nach 15, 18, 21 und 24 Zyklen je 10ul aus dem Reaktionsgefald entnehmen,
gemeinsam auf Agarosegel auftragen und optimale Zyklenzahl bestimmen

» mit den zwei nach 15 Zyklen entnommenen Reaktionsgefalen die PCR-
Reaktionen bis zur optimalen Zyklenzahl weiterfihren

» 5ul der Proben auf einem 1,2%iges Agarosegel kontrollieren

» zum Stop der Reaktion 2ul EDTA hinzufligen

» bei -20°C lagern

4.8 Erstellung von Expressionsprofilen

Es wurden Expressionsprofile von a) kompletten Glomeruli (mittels LCM, Kap. 4.5)
und b) Podozyten aus Zellkultur mit Hilfe von cDNA-Arrays erstellt.
Zuerst wurden mit Hilfe der LCM-Methode (Kap. 4.5) Glomeruli aus gefrorenem
Nierengewebe isoliert. Die RNA von gesunden und erkrankten Glomeruli wurde
extrahiert (Kap. 4.7.1) und Uber die SMART-Technologie amplifiziert (Kap. 4.7.3).
Die PCR-Produkte wurde anschlieRend radioaktiv markiert und auf cDNA-Arrays
hybridisiert. Die Arrays bestehen in der Regel aus Nylonmembranen, auf die
genau charakterisierte Sonden (Oligonukleotide oder PCR-Produkte) gespottet
sind. Bei den Sonden handelt es sich um DNA-Nukleotidsequenzen, die fir jedes
Gen eindeutig sein sollten.
Um die Auswirkungen von moglichen Einmaleffekten, die nicht methodisch bedingt
sind, mdglichst gering zu halten, wurden folgende Vorkehrungen getroffen:
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» Poolen vier unabhangiger cDNA-Synthese-Ansatze, die aus derselben mRNA-
Extraktion erstellt wurden, fir die SMART-LD-PCR

» Poolen drei unabhéngiger SMART-LD-PCR-Ansétze, die aus dem gepoolten
cDNA-Synthese-Ansatz erstellt wurden, vor der radioaktiven Markierung.

Beide MalRnahmen sollten bewirken, dass die erstellten Expressionsprofile gut

miteinander vergleichbar sind und die berechneten Standardabweichungen

zwischen gleichen Proben verringert werden.

Bei jedem Gefrier-Gewebe wurden zusatzlich mindestens zwei unterschiedliche

RNA-Extrakte aus den Glomeruli hergestellt und daraus unabhangige

Expressionsanalysen durchgefuhrt.
4.8.1 Hybridisierung von cDNA auf Macro- und Microarrays
Atlas 3.6 human cDNA Expression Arrays (Clontech)

Bei dem Atlas 3.6 Array-Kit handelt es sich um drei Macro-Nylonarrays (je
8x12cm) mit je 1188 einfach gespotteten cDNAs bekannter Gene. Fir die

Hybridisierung kénnen die
Ennirod T Produkte aus der SMART-RNA-
HMA LT
e ' Amplifikation verwendet werden.
l Préparation der cONA-Proben mit DaS SChema der MethOde ISt In
er CONA P
SrspelEElen IR o Abb. 4.6 dargestellt. Besonders
- g N . .
Bt ™ 4 -
"'-"J-ﬂ.- *?Tnﬁ:i vorteilhaft an den Nylon-Arrays ist,
— il dass sie sich bis zu 15-mal bei
Hybridisi der Prob f . . P
l Xden Arrays und Waschen nahezu gleichbleibender Qualitat
L
- =4 s jr strippen und wieder hybridisieren
O | - _
E ", ey . 4 lassen. Dies ermdglicht es fur
L = i -
Vergleich der Signale verschiedene aufeinanderfolgende
zur Erst_ellung von ; ] ) ) )
Expressionsprofilen Experimente immer wieder die
4 ¥

selben Membranen zu verwenden.

Abb. 4.6 Schematische Darstellung der
Erstellung von  Expressionsprofilen  unter
Verwendung von Atlas Arrays (Clontech)
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Protokoll der Array Hybridisierung:

Die Aufreinigung der LD-PCR-Produkte erfolgte mittels Nucleospin Columns

(Clontech). Die Markierung der SMART-Proben und Hybridisierung der Filter

erfolgten nach Protokollen des Herstellers fir den Probe-Amplification-Kit

(Clontech). Statt der Klenow-Polymerase von Clontech wurde das Klenow-Enzym

der Fa. Amersham mit beiliegendem 10x Puffer verwendet. Die Waschprozedur

der Filter wurde wie folgt verandert:

» Im Anschluss an die Hybridisierung die Filter in eine Schale geben und fir
30min in Waschlosung 1 inkubieren, den Vorgang wiederholen

» einen zusatzlichen Waschschritt fir 20min mit Waschlésung 2 durchfihren

» Zur Entfernung der radiaoktiv markierten Proben wurden die Membranen 5min
bei 95°C im Wasserbad mit 0,5% SDS inkubiert.

Die Exposition der Filter erfolgte auf Imaging Plates der Firma Fuji. Die

Auswertung der Arrays erfolgte mittels eines Fuji Phosphorimagers und der AIDA-

Array-Image-Auswertungssoftware der Firma Raytest (Kap. 4.8.2).
Atlas Plastic Human 8K Microarray (Clontech)

Der Atlas Plastic-Array besteht aus einer flexiblen Plastikmembran (8x12cm), auf
die 8.327 unterschiedliche durchschnittlich 80Bp lange Oligonukleotide doppelt
gespottet sind. Die Aufreinigung der LD-PCR-Produkte sowie die Markierung und
die Hybridisierung erfolgten nach Angaben des Herstellers (Clontech). Die
Auswertung der Arrays erfolgte mittels eines Phosphorimagers (Fuji) und der

AIDA-Array-Image-Auswertungssoftware der Firma Raytest (Kap. 4.8.2).
Human Unigene Set RZPD1 (RZPD)

Bei dem Human Unigene Set RZPD1 handelt es sich um zwei Nylon-Membranen
mit einer GrolRe von je 22x22cm. Aufgrund der extrem hohen Dichte von knapp
18.000 Spots auf jeder Membran z&hlen diese Filter zu den Micro-Arrays. Diese
Filter wurden wie die Plastik-Arrays im Rahmen dieser Arbeit nicht fur die
Erstellung von Expressionsanalysen verwendet, da grof3e Zweifel hinsichtlich der
Qualitat der verwendeten PCR-Produkte vom DKFZ in Heidelberg (Hersteller)
nicht ausgerdumt werden konnten.

Die Hybridisierung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Um die

unspezifischen Signale zu reduzieren, wurde zusatzlich je einmal mit 7,5ug Oligo
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dT»4 und Oligo dA,4 in Hybridisierlésung geldst fir 30min prainkubiert.
Die Auswertung der Arrays erfolgte mittels eines Fuji Phosphorimagers und der

AIDA-Array-Image-Auswertungssoftware der Firma Raytest (Kap. 4.8.2).
4.8.2 Auswertung der Expressionsanalysen

Die benutzten Macro- und Micro-Nylonarrays wurden nach der Waschprozedur
zwischen zwei Whatmanpapieren kurz getrocknet, in Frischhaltefolie faltenfrei
eingepackt und auf Imaging-Platten gelegt. Die Plastikfilter wurden an der Luft ge-
trocknet. Die Imaging-Platten haben gegeniber Rontgenfiimen den Vorteil, dass
sie radioaktive Signale verschiedener Intensitdten gleichmafliger detektieren
konnen und die gemessenen Signale sich digital quantifizieren lassen. Der
Nachweis der Radioaktivitatssignale erfolgte tber einen Phosphorimager. Die
erhaltenen Messwerte gaben Auskunft tGber die vorhandene Radioaktivitditsmenge
eines Spots. Um moglichst einheitliche Bedingungen zu haben, wurde darauf
geachtet, die radioaktiven Signalintensitditen durch verschieden lange
Expositionszeiten auszugleichen. Sehr lange Expositionszeiten wurden zum Teil in
einer Bleibox ausgefiihrt, da durch die Bleibox die unspezifische
Hintergrundstrahlung z.B. aus Beton und dem Kosmos um den Faktor funf
reduziert wird (personliche Auskunft Dr. Quack, Fa. Raytest).

Die Originaldateien wurden am Phosphorimager auf CD gebrannt und spater tber
die AIDA-Array-Image-Auswertungssoftware (Version 3.1) der Fa. Raytest
ausgewertet.

Die Auswertung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Folgende variable
Einstellungen wurden verwendet: Der Hintergrund wurde Uber die Einstellung
.local dot ring“ mit den Werten fur ring=1 und dot=3 ermittelt und von den
spezifischen Signalen abgezogen. Die Normalisierung der Expressionswerte
erfolgte fur jeden Filter einzeln, dazu wurden die gemessenen Werte absteigend
sortiert. Die Spots, deren Intensitdten zu den starksten zehn Prozent gehorten,
wurden gemittelt und als 100% gesetzt.

Der Vergleich der Expressionsprofile wurde mittels Excel-Software (Fa. Microsoft)
durchgefuhrt.

4.8.3 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde anhand des Student’s T-Test

(Ramm et al., 1987) und der Clusteranalyse durchgefiihrt (Eisen et al., 1998).
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Reliabilitatstest (Stober, 1995; Hampson et al, 1991)

Die statistische Auswertung des Vergleichs der Expressionsprofile, die

» mittels Amplifikation der RNA Uber die SMART-Methode und

» ohne Amplifikation der RNA erstellt wurden,

erfolgte  anhand des Reliabilititstests. Der Reliabilitdtstest ermittelt die
Zuverlassigkeit einer Methode durch Messung der systematischen Verzerrungen,
die bei der zu Uberprifenden Methode im Vergleich zur urspriinglichen Methode
auftreten.

Fur die Berechnung der Zuverlassigkeit der SMART-Methode wurde wie folgt
vorgegangen: Von zwei unterschiedlichen Zellkultur-Podozytenlinien wurde die
MRNA isoliert und von jeder Probe Expressionsprofile mit und ohne SMART-
Amplifikation erstellt. Anschlie3end wurde die differentielle Expression der Gene,
die mit der SMART-Amplifikation analysiert wurden, ermittelt. Genauso wurde die
differentielle Expression der Gene, die ohne Amplifikation analysiert wurden,
ermittelt. Zur Berechnung der Reliabilitat wurden dann von den gemessenen
differentiellen Expressionen die Varianzen berechnet. Aus den Verhéltnissen der

Varianzen beider Methoden wurde die Zuverlassigkeit (rho) der Methode ermittelt.

4.9 Protein-Analysen

Die verwendete Western-Blot-Analyse ist eine immunologische Messmethode. Die
Untersuchung ermoglicht es, die Proteinexpression verschiedener Proben direkt
nebeneinander abzuschéatzen. Wichtig ist, ungefahr gleiche Mengen an Protein
aufzutragen. Die Normalisierung erfolgte mittels des immunologischen

Nachweises des a-Tubulin-Proteins.

4.9.1 Protein-Extraktion

Protein-Extraktion nach der Lasermikrodissektion
Protokoll:

» 30min mikrodissektieren

» Cap auf 0,5ml Reaktionsgefald mit 50,5ul Lyse-Puffer (50ul RIPA-Puffer + 0,5l
PMSF) setzen, wahrend der 30-mimutigen Inkubation mehrmals invertieren

» in der Zwischenzeit nachstes Cap mikrodissektieren, Reaktionsgefal3 mit

vorherigem Cap zentrifugieren und neues Cap aufsetzen, weiter verfahren wie
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oben beschrieben

Lagerung des Proteinextraktes bei —80°C.
Die Protein-Extraktion aus Zellkultur
Protokoll:

» Zellen mit sterilem PBS dreimal griindlich waschen
Zellen abtrypsinieren und in PBS aufnehmen
Zellen fir 5min bei 4°C und 300g abzentrifugieren

Zellen erneut mit PBS waschen und zentrifugieren

YV V VYV V

Zellen in 0,5ml Reaktionsgefal mit 50,5pl Lyse-Puffer pro 5x10° Zellen (50l
RIPA-Puffer + 0,5u1 PMSF) geben, wahrend der 30-mimitigen Inkubation
mehrmals invertieren

» Lagerung des Proteinextraktes bei —80°C.
4.9.2 Bestimmung des Proteingehaltes (Bio-Rad)

» Erstellung einer Verdinnungsreihe mit einem Standard (1, 2, 5, 10, 20pg/ml)

» Vermischen von 0,8ml Standard oder Proteinprobe im Reaktionsgefald mit
0,2ml Dye Reagent Concentrate
Vortexen, 5min bei RT inkubieren
Messung der optischen Dichte der Standards bei 595nm in Photometer

Messung der Proben bei 595nm

>
>
» Erstellung einer Eichkurve mittels Excel-Software (Fa. Microsoft)
>
» rechnerische Bestimmung des Proteingehaltes

4.

9.3 Western-Blot-Analyse

Bei der Western-Blot-Analyse handelt es sich um eine 1D-PAA-Elektrophorese zur
Auftrennung der Proteine nach deren Molekulargewicht. Anschlie3end werden
mittels Blotting-Technik die Proteine auf eine Membran z.B. Nitrocellulose
transferiert und immobilisiert. Anhand eines immunologischen Nachweises mittels
spezifischer Antikorper wird das zu untersuchende Protein nachgewiesen und
quantifiziert. Der Antikorpernachweis erfolgte durch den hochempfindlichen
Supersignal-West Femto Kit (Pierce). Der Kit soll den Nachweis von nur wenigen

femtogram (10™°) bzw. zeptomol (10°%°) Protein erméglichen.
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Methode

Herstellung des PAA-Gels:

» SDS-Trenngel (10%): AA/Bis-AA (29:1, 40%) 10ml; Trenngel-Puffer (pH 8.8)
5,0ml, SDS (10%) 0,4ml, APS (10%) 0,3ml, dH,O 24,3ml

» entgasen, Zugabe von TEMED 15pl

» die PAA-L6sung vorsichtig in die abgedichtete Gelapparatur einftillen, dann mit
Isopropanol Gberschichten, PAA auspolymerisieren lassen

» SDS-Sammelgel (3,75%): AA/Bis-AA (29:1, 40%) 1,9ml, Trenngel-Puffer (pH
6.8) 5,0ml, SDS (10%) 0,2ml, APS (10%), 0,15ml, dH,0O 12,75ml

» Zugabe von TEMED 15l

» die PAA-Lsg. einfullen, PAA auspolymerisieren lassen

Elektrophorese:

» PAA-Gel in Apparatur einspannen und Laufpuffer einftllen

» Proteinlosungen mit 5x Lade-Puffer versetzen (Endkonzentration 1x) und
10min im Wasserbad kochen

» abzentrifugieren und direkt in die Slots des Gels auftragen

» Lauf starten mit 60V, bis die Proben eingelaufen sind; solange sich die Proben
im Sammelgel befinden 100V Spannung anlegen; wenn die Proben im
Trenngel sind, die Spannung auf 180V erhéhen

Blotten: die Blotapparatur in Transfer-Losung wie folgt zusammenbauen:

» © 3 Lagen Whatmanpapier — Trenngel — Nitrocellulose (0,45um) — 3 Lagen
Whatmanpapier [

» die Luftblasen rausstreichen, und die Transferlésung in die Blotkammer
einfullen, unter Rihren (Ruhrfisch) U/N bei 4°C und 150mA blotten

Antikdrpernachweis (alle Schritte bei RT):

» Blot 1h blockieren mit PBS-T (0,1% Tween 20) + 5% Milchpulver

» Blot 10min waschen mit PBS-T

» Blot mit Primarantikérper (verdinnt in PBS-T + 0,5% Magermilchpulver) 1h
inkubieren

» Blot 2x kurz, 1x15min, 2x5min in PBS-T waschen

» Blot mit Sekundarantikérper (verdinnt in PBS-T + 0,5% Magermilchpulver) 1h
inkubieren

» Blot 25min waschen in PBS-T
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» 5min in frischer Detektionslésung 1:1 (aus Luminol/Enhancer Solution und
Stable Peroxide Solution) inkubieren (SuperSignal West Femto-Kit, Fa.Pierce)

» Chemolumineszenz mittels Rontgenfilm oder Imager detektieren, Blot nicht
austrocknen lassen

» Antikorper von Blot strippen durch 30minudtige Inkubation im Schiuttelbad bei
50°C mit Western-Blot-Strip-Puffer, anschlieRend zweimal 10min mit PBS-T
bei Raumtemperatur waschen

» Nachweis mit anderem Antikorper wiederholen

Die benutzten Antikdrper wurden mit den in Tab. 4.4 aufgefuhrten Konzentrationen

verwendet:;

Tab. 4.4: Benutzte Antikbrper bei der Western-Blot-Methode

Primarantikrper ~ WT1(C-19) WT1(N-180) o-Tubulin

Konzentration 1:10.000 1:10.000 1:5.000
Sekundarantikorper Anti-Rabbit  Anti-Rabbit Anti-Mouse

Konzentration 1:7.500 1:7.500 1:5.000
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5 Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich entsprechend der durchgefihrten Untersuchungen in

drei Teile:

Zellkultur

Anlegen von primaren Podozytenzellkulturen

v

Charakterisierung der Podozytenzellkulturen

v

Immortalisierung der Podozyten in Zellkultur mittels Telomerase-Gen-Transfektion

Immunhistochemie

Charakterisierung von DDS-Glomeruli
R v

WT1 und seine Proteine der Proteine der _
Mesangiale

potentiellen PodozytenfulR3fortsatze glomerularen .
Proteine

Targetgene und Schlitzmembran Basalmembran

Expressionsstudien

Erstellung von Expressionsprofilen

Vergleich der Expressions-Profile —» differentielle Genexpression

'

Validierung der Ergebnisse

' v N

semiquantitative RT-PCR IHC Western-Blot-Analyse
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5.1 Podozyten in Zellkultur

Wichtigster Grund fir das Anlegen primarer Podozyten-Kulturen ist es, mdglichst
reine Kulturen ohne, oder nur mit geringer Durchmischung mit anderen Zelltypen
der Nieren zu haben wie z.B.. Mesangiumzellen, Endothelzellen und

Parietalzellen.

Um ein spezifisches Expressionsprofil von DDS-Podozyten zu erstellen - nur die
exprimieren das mutierte WT1-Protein in der Niere - ist es wichtig, ausschlief3lich
die mRNA und Protein-Expression von Podozyten zu untersuchen, da eine
Durchmischung mit der RNA bzw. den Proteinen anderer Zellen die Ergebnisse
verfalscht. Um diese Verfalschungen der Expressionsprofile, die aus kompletten
Glomeruli erstellt wurden, nachweisen zu kénnen, wurden die Expressionsprofile
von DDS-Podozyten in Kultur mit denen der lasermikrodissektierten Glomeruli
verglichen.

Ein zweiter wichtiger Grund fir das Anlegen von Podozytenkulturen ist, dass
Nierenmaterial von DDS-Patienten aufgrund des seltenen Auftretens der
Erkrankung kaum fur Untersuchungen zur Verfigung steht. Durchschnittlich
einmal pro Jahr tritt in Deutschland diese Erkrankung auf. Normalerweise haben
die Podozyten in Zellkultur nur eine recht kurze Lebenszeit. Die Erfahrungen
zeigen, dass bei humanen Podozyten circa 30 Passagen mdglich sind, bevor die
Zellen senescent werden und keine weitere Proliferation stattfindet. Aus diesem
Grund sollte die Immortalisierung der Podozyten durch Transfektion mit dem

Telomerase-Gen erfolgen.

5.1.1 Isolierung von Glomeruli und Kultivierung von Podozyten

Fur das Anlegen primérer Podozytenkulturen ist es wichtig, sehr frisches
Nierencortexgewebe zu benutzen, da die Podozyten sehr empfindlich sind. Das
Cortexgewebe wurde deshalb direkt im Operationssaal abgeholt, in Podozyten-
Wachstumsmedium gelegt und auf Eis zu Prof. H. Pavenstadt an die Universitats-
Klinik Freiburg gebracht, der sich ausgezeichnet mit der Kultivierung von humanen

Podozyten auskennt. Auch waren alle nétigen Spezialgerate dort vorhanden.
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Freundlicherweise hat mich Prof. H. Pavenstadt in das Anlegen primérer

Podozytenkulturen eingewiesen.

Zwei primare Podozytenkulturen wurden aus je ca. 2cm? groRen Stiicken des
Cortex von nephrektomierten Nieren der Patienten DDS1 und DDS2 angelegt.
Dazu wurden die Gewebestickchen mit einem Skalpell zerkleinert und
anschlieBend durch drei feinmaschige Siebe gedrickt (120, 70 und 30um).
Wahrenddessen wurde das Gewebe standig mit Medium feucht gehalten und
durch die Siebe gespilt. Die Glomeruli-Fraktion des 30um Siebes wurde flr die

Anlage der primaren Kulturen verwendet.

Aus den isolierten Glomeruli wuchsen nach ca. sieben Tagen in Kultur Podozyten
aus. Es ist in der Literatur (Mundel P. & Kriz W., 1995) beschrieben, dass

Podozyten in Zellkultur zwei verschiedene Formen ausbilden kdnnen :
» die kopfsteinpflasterdhnliche, polygonale Form und

» die verzweigte Form, die eine baumartige Struktur aufweist. Es wird vermutet,
dass es sich bei den Podozyten mit der verzweigten Struktur um starker
ausdifferenzierte Zellen handelt. Fur die Ausdifferenzierung scheint das WT1-

Protein noétig zu sein.

Die Podozyten der priméaren Kulturen DDS1 wiesen zunéchst die polygonale Form
auf, mit zunehmendem Alter bekamen die Zellen jedoch immer starker den
verzweigten Charakter (Abb. 5.1). Die Podozyten DDS2 in Kultur wiesen direkt zu
Beginn bereits die verzweigte Form auf.

Es zeigte sich, dass die beiden erstellten Podozytenkulturen unterschiedlich
schnell wuchsen. Die kultivierten Podozyten des Patienten DDS1 waren sehr
proliferationsfreudig; alle drei Tage verdoppelte sich ihre Zellzahl. Die Zellen des
Patienten DDS2 proliferierten hingegen in Kultur nur relativ schwach; ihre Zellzahl
nahm alle sieben Tage um ca. 50% zu. Fur weitere Untersuchungen wurden

deshalb ausschlief3lich die kultivierten Podozyten des Patienten DDS1 verwendet.

Die primaren Podozytenkulturen NAK11 und NAK12 von gesunden, erwachsenen
Personen, die freundlicherweise von Prof. H. Pavenstadt zur Verfigung gestellt

wurden, zeigten auch die verzweigte Form, die Podozyten in Zellkultur
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auszeichnen (Abb. 5.1). Die Kkultivierten Podozyten des Spenders NAK11l
proliferierten rasch; ihre Zellzahl verdoppelte sich alle zwei bis drei Tage. Die
Podozyten des Spenders NAK12 hingegen steigerten in Kultur ihre Zellzahl
ahnlich wie die DDS-Podozyten DDS2 nur alle sieben Tage um ca. 50%. Fur
weitere Untersuchungen wurden deshalb ausschlie3lich die Podozyten des
Patienten NAK11 verwendet.

Abb. 5.1: Dargestellt sind Podozyten in Zellkultur, links NAK11 (32-fache VergréRerung), rechts
DDS2 (20-fache VergroRerung). Mit blauen Pfeilen markiert sind Podozyten, die die typische
Kopfsteinpflaster-Form aufweisen. Podozyten in der ausgepragt verzweigten Form sind
rechts dargestellt (griine Pfeile).

5.1.2 Charakterisierung von Podozyten in Zellkultur

Die Charakterisierung der Podoyzten hatte zum Ziel, eindeutig zu klaren, ob es
sich bei den Zellen, die in Zellkultur vorlagen, auch tatsachlich um Podozyten und
nicht um andere im Glomerulus vorkommende Zelltypen handelt.

Anhand von podozytenspezifischen Markern erfolgte deshalb die genaue
Einordnung der Zellen. Podozytenspezifische Marker sind Proteine, deren

Expression in der Literatur nur Podozyten zugeordnet ist und nicht bei anderen
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Nierenzellen detektiert wurde. Die Podozytenmarker wurden mittels

Immunfluoreszenz und PCR untersucht.

Die Immunfluoreszenz (IF)-Methode wurde fir die Podozyten in Zellkultur
verwendet, da sie kaum oder nur geringe unspezifische Randeffekte aufweist, wie
sie bei der LSAB-Methode, die normalerweise fur die Immunhistochemie (IHC) bei
Paraffin- und Kryoschnitten verwendet wurde, haufig beobachtet wird. Dies sollte
bei den Podozyten in Zellkultur vermieden werden, da diese nur teilweise in
Gruppen konzentriert waren (Abb. 5.1). Fur die Fixierung der Zellen wurde eine
Mischung aus 2% Paraformaldehyd und 4% Saccharose in PBS verwendet.
Andere Fixierungen z.B. mit Aceton, Methanol, oder Formalin flhrten zu
Ergebnissen, die entweder offensichtlich falsch waren oder Uberhaupt keine
Signale zeigten. Als Sekundarantikorper wurden FITC-konjugierte (Fluorescein
Isothiocynanat) Antikdrper benutzt, die im Fluoreszenz-Mikroskop detektiert und

fotografiert werden konnten.
Nachweis von Podozytenmarkern mittels Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz wurde die Expression der Proteine Talin, Vinculin,
Vimentin, (Smoyer W.E. & Mundel P., 2001; Nagata M. & Watanabe, T., 1997),
Nephrin (Holthofer et al., 1999; Holzman et al., 1999) und WT1 (Palmer et al.,

2001) untersucht, die in Ihrer Gesamtheit nur bei Podozyten vorkommen.

Talin ist Bestandteil des kontraktilen Apparates der Ful3fortsatzen (Abb. 1.6) und

besitzt Bindungsstellen fur Aktin, Paxillin, Interleukin-Kinase und Integrin a3[31.

Vinculin ist auch Bestandteil des kontraktilen Apparates und kann an Aktin und
Paxillin binden (Abb. 1.6).

Vimentin ist ein Intermediarfilamentprotein, das vor allem im Zellkbrper der
Podozyten vorkommt. Podozyten exprimieren ebenso wie Nieren-Stammzellen

und uninduziertes Mesenchym Vimentin aufgrund ihrer mesenchymalen Herkunft.

Nephrin ist der Hauptbestandteil der Schlitzmembran, die von den Podozyten
zwischen den Ful¥fortsatzen gebildet wird (Abb. 1.6). Mutationen im Nephringen
(NPHS1) verursachen das congentinale nephrotische Syndrom vom finnischen-
Typ (CNF).
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WT1 ist ein kernlokalisiertes Protein, das als Transkriptionsfaktor in vollstandig
ausgebildeten Nieren nur von Podozyten wahrend der Entwicklung, aber auch von
uninduziertem und induziertem Mesenchym sowie von Podozytenvorlauferzellen

exprimiert wird.

In der Abb. 5.2 sind die Ergebnisse der IF dargestellt. Beide Podozytenkulturen
DDS1 und NAK11l exprimierten die Podozytenmarker Talin, Vinculin, WT1,
Vimentin und Nephrin. Es ist zu erkennen, dass Talin und Vinculin verstarkt in den
zytoplasmatischen Bereichen der Podoyzten lokalisiert ist, dort, wo sich auch die
Ful3fortsatze ausbilden wirden. Das Intermediarfilamentprotein Vimentin ist bei
beiden Podozytenzellkulturen stark im Zytoplasma nachzuweisen. Das WT1-
Protein ist vor allem in den Kernen der Podozyten zu detektieren. Der Nephrin-
Nachweis zeigt, dass Nephrin nicht nur in den Bereichen der Plasmamembran
lokalisiert ist, sondern dass es auch eine Form gibt, die im Zellkern lokalisiert ist
(midndliche Information H. Holthéfer 2001, Saalem et al., 2002).
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DDS-Podozyten NAK-Podozyten

) -
Vimentin

Abb. 5.2: IF-Aufnahmen von DDS- und NAK-Zellen in Kultur. Erstellt mit 400-facher
VergroRerung am Zeiss-Fluoreszenz-Mikroskop mit CCD-Kamera. Mittels FITC (grine
Farbung) wurden die spezifischen Antikdrper detektiert. Die DAPI-Farbung (blau) zur
Detektion der Zellkerne wurde bei allen Analysen von Talin, Vinculin sowie Nephrin
(nur DDS-Podozyten) durchgefiihrt.

Nephrin
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Uberpriufung von Podozytenmarkern mittels RT-PCR

Um auszuschlieRen, dass es sich bei den gezeigten Bildern um Artefakte der
Immunfluoreszenz-Methode handelte, wurden einige Podozytenmarker auch
mittels RT-PCR untersucht. Um Kontaminationen durch DNA auszuschliel3en,
wurden die Primer Uber ein Exon hinweggelegt, so dass bei PCR-Produkten, die
auf DNA beruhen, es zu grol3eren PCR-Produkten gekommen wére. Die Nephrin-
und Synaptopodin-RT-PCR-Reaktionen mussten zuvor optimiert werden. Fur die
Nephrin- und Synaptopodin-PCR-Reaktionen erwiesen sich die PCR-Bedingungen
als optimal: 94°C fiur 3min [94°C 1min; 65°C 2min; 72°C 2min] 40Zyklen, 72°C fur
5min. Es wurde fur beide Analysen die Accurase-Polymerase von Invitrogen
verwendet; das Accuprime-Protein bindet an Fehlhybridisierungen der
Oligonukleotide und verhindert das Ablesen dieser fehlgepaarten Bereiche durch
die Polymerase. Das Accuprime-Protein unterbindet so die Amplifikation
unspezifischer Produkte. Die PCR-Produkte aus cDNA sollten bei Nephrin je nach
Spleil3variante 408 bzw. 388Bp und bei Synaptopodin 536Bp grofl3 sein. Die WT1-
PCR-Analyse ist bereits von Dr. V. Schumacher etabliert worden.

Zusatzlich zu diesen drei bereits auch mit der IF-Methode untersuchten Genen
wurde noch die Expression des Podozytenmarkers POD1 mittels RT-PCR
untersucht, da fr das POD1-Protein keine Antikbper verfigbar waren. POD1 wird
alternativ auch als Transkriptionsfaktor 21 bezeichnet. Das Gen kodiert flr einen
Transkriptionsfaktor des Helix-Loop-Helix-Typs. POD1 wird wahrend der
Embryonalentwicklung nur von mesodermalen Zellen gebildet. In ausgereiften

Nieren wird POD1 nur in den Podozyten exprimiert.

Die optimalen PCR-Bedingungen fir POD1 unter Verwendung der Advantage II-
Polymerase von Clontech waren: 94°C fir 3min, [94°C 1min; 65°C 2min; 72°C
2min] 35 Zyklen, 72°C fur 5min und fuhrten zu einem 194Bp langen-PCR-Produkt.

Um mogliche Fehler auszuschlieRen wurden alle RT-PCR-Reaktionen zweimal
unabhangig voneinander wiederholt und fir die semiquantitative Auswertung die

Mittelwerte zugrunde gelegt.
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In beiden untersuchten Zellkulturen NAK11l und DDS1 wurden alle vier
Podozytenmarker exprimiert. Abb. 5.3 zeigt, dass sowohl WT1 als auch

Synaptopodin nachweisbar ist.

1-Kb GAPDH-RT-PCR WT1-RT-PCR Synaptopodin-RT-PCR
Leiter DDS NAK LW DDS NAK Lw DDS NAK LW
1018Bp —= &
517/506Bp i
N
396Bp w0 e — —
|

Abb. 5.3: Dieses Foto zeigt die Produkte der RT-PCR-Reaktionen von GAPDH (3ul), WTZ1 (10ul)
und Synaptopodin (10ul). Aufgetrennt wurde die DNA in einem 2% Agarose-Gel. Der
Leerwert (LW) wurde durch Verwendung von mRNA statt cDNA erstellt. Die Ehtidiumbromid-
Farbung der DNA wurde in einem FLA3000-Phosporimager detektiert und eingescannt.

Die quantitative Auswertung der PCR-Produkte erfolgte mittels der AIDA-
Biopackage-Software der Fa. Raytest. Jedes PCR-Produkt wurde dabei ins

Verhaltnis zum jeweiligen GAPDH-PCR-Produkt gesetzt, das als mengenmaliger

Standard bei jeder Probe zusatzlich amplifiziert wurde.

Tab. 5.1: Semiquantitative Auswertung der Expression von Podozytenmarkern in
Zellkultur

WT1 POD1 Synaptopodin Nephrin
NAK11 1 1 1 +
DDS1 0,5 0,5 1 +

+: Expression nachweisbar, aber nicht quantifizierbar

Die semiquantitative Auswertung in Tab. 5.1 ergab, dass Synaptopodin in den
Podozytenkulturen DDS 1 und NAK11 ungefahr gleichstark exprimiert wurde. Ein
Nephrin-PCR-Produkt war zwar bei der Auftrennung Uber das 2% Nusieve-
Agarose-Gel sichtbar, aber zu schwach, um quantifiziert zu werden. Bei POD1
und WT1 war hingegen eine um den Faktor 2 schwachere Expression in den

DDS1 Zellkulturpodozyten zu messen.
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Synopsis

Anhand der durchgefihrten Untersuchungen (Tab. 5.1 und Abb. 5.2) zur Charak-
terisierung der humanen Podozyten kann mit groRer Sicherheit davon
ausgegangen werden, dass es sich bei den Zellkulturen DDS1 und NAK11 um
Podozyten handelt. Sowohl die Podozytenmarker, die spezifisch in den
Ful3fortsatzen zu finden sind, wie Talin, Vinculin, Synaptopodin und Nephrin, als
auch podozytenspezifische Transkriptionsfaktoren wie WT1 und POD1 und das fir
Podozyten typische Intermediarfilamentprotein Vimentin konnte in den
untersuchten Zellen nachgewiesen werden. Es ist nicht bekannt, dass es in der
Niere noch weitere Zelltypen gibt, die alle untersuchten Proteine und cDNAs

exprimieren.

Tab. 5.2: Zusammenfassung der Untersuchung von podozytenspezifischen Markern

Immunfluoreszenz RT-PCR

Podozyten Talin  Vinculin ~ WT1 Vimentin ~ Nephrin | WT1 POD1  Synaptopodin  Nephrin

NAK11 + + + + + + + + +

DDS1 + + + + + + + + +

+: Expression nachweisbar
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5.1.3 Optimierung der Transfektionseffizienz fir Podozyten

Ziel der Transfektion mit dem Telomerase-Gen war es das generelle Problem,
dass Podozyten in Zellkultur nach 30 Passagen seneszent werden, zu beheben.
Die Telomerase sollte die Podozytenkulturen NAK11 und DDS1 veranlassen die
Populationsverdopplungen zu steigern. Nach neueren Erkenntnissen (O"Hare et
al., 2000) reicht die Transfektion mit dem Telomerase-Gen alleine nicht aus, um
die Zellen zu immortalisieren. Es kann aber von einer deutlich erhdhten
Lebensspanne ausgegangen werden. Mit dem Telomerase-Gen transfizierte
Zellen kdnnen eine bis zu funffach hohere Passagenzahl erreichen. Erst eine Co-
Transfektion mit dem SV-40-T-Antigen fuhrt zu einer vollstadndigen
Immortalisierung von Zellen. Ein fur die Erstellung von Expressionsprofilen
deutlich negativer Effekt ist allerdings die starke Expressions-Verédnderung, die
durch das SV-40-T-Antigen in den Zellen verursacht wird. Deshalb wurde
beschlossen die Zellen nur mit dem Telomerase-Gen und nicht noch mit dem SV-

40-T-Antigen zu transfizieren.

Fur die Transfektion wurde der Expressionsvektor pGRN145 verwendet, der das
Telomerase-Gen unter Kontrolle des MPSV (Myeloproliferative Sarcoma Virus)-
Promotors enthalt. Fir die Transfektion wurden frihe Passagen der Podozyten
DDS1- und NAK11-Kulturen genommen. Diese wiesen noch die polygonale Form

auf.

Die Transfektion des Telomerase-Gens in primare humane Zellen erwies sich als
sehr schwierig. Die verwendeten kommerziellen Transfektionsreagentien Fugene
6 (Roche-Diagnostics), Effectene und Superfect (Qiagen) sowie die Transfektion
nach den Protokollen der Calciumphosphat- und DEAE-Dextran-Methode fuhrten,
trotz zahlreicher Veranderungen an den Protokollen, nicht zu transfizierten Klonen,

die die Selektion mit Hygromycin B Uberstanden.

Um die Transfektionseffizienz besser Uberprifen zu kénnen, wurden deswegen
zunachst Optimierungsexperimente mit einem pEGFP-WT450a-Konstrukt, das ein
EGFP-WT1-Fusionsprotein bildet, vorgenommen. Das EGFP-System stellt eine
sehr elegante Methode dar, um die Expression und die Lokalisation von Proteinen

in lebenden Zellen ohne die Hilfe von Antikbrpern zu untersuchen. In den
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transfizierten Zellen wird ein Fusionsprotein aus dem Green-Fluorescent-Protein
(GFP) und dem WTL1-Protein synthetisiert. Das Gen steht dabei unter Kontrolle
des CMV-Promotors. Die Fusionsproteine werden dabei in der Zelle wie das WT1-
Protein lokalisiert und sind Uber den GFP-Teil im Fluoreszenzmikroskop

detektierbar.

Fir die EGFP-WT1-Transfektion wurden die aufgefihrten Transfektionsreagentien
benutzt. Die Transfektionseffizienzen von Lipofectamine 2000 (Invitrogen), Fugene
6 (Roche-Diagnostics), Effectene und Superfect (Qiagen) und Geneporter 2
(Peglab) lagen bei unter 1 %; bei Genejammer (Stratagene) und Geneshuttle 20
bzw. 40 (Quantum) lag die Effizienz der Transfektion des EGFP-Vektors in die
Podozyten bei ca. 2%.

Die Abbildung 5.4 zeigt Podozyten, die das EGFP-WT1-Fusionsprotein

exprimieren. Das Fusionsprotein ist vor allem im Zellkern lokalisiert.

iy

Abb. 5.4: EGFP-WT1-Nachweis nach erfolgreicher Transfektion bei NAK-Podozyten. Die grine
Anfarbung wird durch das in den Zellen exprimierte Fusionsprotein EGFP-WTL1 verursacht.
Die Zellen wurden bei einer 100-fachen Vergrof3erung mit einem Zeiss-Fluoreszenz-
Mikroskop fotografiert

Fur die anschlieBenden Transfektionsexperimente mit dem Telomerase-Gen

wurden die Transfektionsreagentien Genejammer und Geneshuttle 20 bzw. 40

verwendet. Die Transfektion des Telomerase-Gens mittels Genejammer und

Geneshuttle 20 / 40 in Podozyten fiihrte jedoch ebenfalls nicht zu transfizierten

Klonen, die die Hygromycin-B Selektion tberlebten.
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Um herauszufinden, ob die schlechte Transfektionseffizienz nur in der
Verwendung primarer humaner Zellkulturen oder aber an dem Konstrukt an sich

lag, wurde die Transfektionseffizienz in NIH3T3-Zellen getestet.

Nach wenigen Wochen der Hygormycin-B-Selektion bildeten sich bei den
transfizierten Zellen Klone, die scheinbar stabil transfiziert waren; bei den nicht
transfizierten und den mit einem Leervektor transfizierten Zellen tberlebten keine
Zellen die Selektion. AnschlieBRend wurde die Telomerase-Aktivitat in den
transfizierten und nicht transfizierten Zellen untersucht (TRAPeze-Kit, Fa.
Intergen). Es wurde bei den transfizierten NIH3T3-Zellen zwar eine Telomerase-

Aktivitat festgestellt, jedoch auch:
- bei nicht transfizierten NIH3T3-Zellen und

- bei NIH3T3-Zellen, die mit dem leeren Vektor ohne exogenes Telomerase-

Gen transfiziert wurden.

Es konnte daher nicht geklart werden, ob die Telomerase-Aktivitat der stabil trans-

fizierten Zellen vom exogen eingefuhrten Telomerase-Gen stammte (Abb. 5.5).

mit Telomerase transfizierte nur mit dem Vektor untransfizierte
NIH3T3-Zellen transfizierte NIH3T3-Zellen NIH3T3-Zellen | PK NK  Standard

Abb. 5.5: Aktivitatsnachweis des Telomerase-Enzyms in den NIH3T3-Zellen. Die durch das Enzym
erzeugten DNA-Banden sind mit Pfeilen markiert. Die DNA wurde mittels eines PAA-Gels
aufgetrennt.

Die Ursache fur die schlechte Transfektionseffizienz des pGRN145-Vektors samt

Telomerase-Gen in die primér angelegten Podozyten scheint darin begriindet zu

sein, dass dieser Vektor mit 14,0kB im Vergleich zum pEGFP-C1 Vektor, der nur

4,7kB misst, recht grof3 ist und somit von primaren humanen Zellen schlechter

aufgenommen wird. Die NIH3T3-Zellen belegen jedoch, dass das Konstrukt von
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Zellen aufgenommen wird. Ein Grund fir die gescheiterten Transfektionsversuche
an Podozyten konnte deshalb gewesen sein, dass sich humane Primarkulturen

schlecht transfizieren lassen.

Ferner stellte sich heraus, dass Podozyten am besten wachsen, wenn sie sehr
dicht beieinander sind. Je geringer die Dichte der Podozyten in einer Schale,
desto  schlechter war die  Proliferationsrate. Da die benutzten
Transfektionsmethoden nur eine Effizienz von max. 2% bei den Podozyten
aufwiesen, starben bei der Selektion sehr viele Zellen ab. Es kdnnte sein, dass
dadurch die Zelldichte fur eine weitere Proliferation der erfolgreich transfizierten

Podozyten zu gering war.
Erfolgreiche Transfektion der Podozyten mittels retroviralen Gentransfers

Mit dem Telomerase-Gen wurden die NAK11-Podozyten erfolgreich von PD Dr. T.
Benzing (Freiburg), anhand eines retroviralen Gentransfers transfiziert. Aufgrund
der mit circa 80% sehr hohen Transfektionseffizienz werden mehrere zehntausend
Zellen gleichzeitig transfiziert (mindliche Information Dr. T. Benzing), die das
Telomerase-Gen stabil exprimieren. Dies hatte zur Folge, dass die Podozyten

infolge der Selektion nicht so stark ausdtnnten.

Im Rahmen dieser Arbeit reichte die verbliebene Zeit nicht mehr aus, die
selektionierten Podozytenklone auf die Expression exogener Telomerase und
typischer Podozytenmarker zu untersuchen. Es zeigte sich aber, dass die

Proliferationsrate der transfizierten Podozyten angestiegen war.
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5.2 Charakterisierung von Veranderungen in den Glomeruli beim

Denys-Drash-Syndrom

Patienten mit DDS sind durch eine frih auftretende Proteinurie charakterisiert, die
meistens rasch zu einem nephrotischen Syndrom und zu terminalem
Nierenversagen fihrt, haufig vor dem dritten Lebensjahr. Histologisch prasentiert
sich diese Nephropathie meistens als diffuse mesangiale Sklerose (DMS) und
seltener als fokale segmentale Glomerulosklerose. Habib und Mitarbeiter (1985)
beschrieben die histopathologischen Lasionen bei DDS-Patienten sehr genau. Im
Lichtmikroskop fanden sie unterschiedlich betroffene Regionen, wobei im cortico-
medullaren Bereich gelegene Glomeruli eine starke Vermehrung der mesangialen
Matrix ohne Proliferation der Mesangiumzellen aufwiesen. Die Podozyten waren
oft hypertroph und vakuolisiert und die Basalmembran wie auch die Bowmansche
Kapsel verdickt. Ein Grossteil der proximalen Tubuli war dilatiert und mit
abgeplattetem Epithel ausgekleidet. Dagegen befanden sich im subkapsularen
Cortex kleine, unreife sklerotisierte Glomeruli mit hochstens drei bis vier
Kapillarschlingen und kranzartig aufgereinten Podozyten. Diese Glomeruli waren
von kleinen atrophen Tubuli mit undifferenziertem Epithel und schmalem Lumen
umgeben. Auffallige Anomalien der Arterien wurden nicht beobachtet.
Elektronenmikroskopisch fanden sie unter anderem fusionierte Podozyten-

fulR3fortsatze.

Mit immunhistochemischen Analysen an Gefrier- und Paraffinschnitten wurde
untersucht, ob es aufgrund der Expression eines mutierten WT1-Proteins zu einer
veranderten Expression von WT1-Targetgenen, zu Strukturveranderungen des
Podozyten-Zytoskeletts und der glomeruldren Basalmembran in den DDS-

Glomeruli kommt. Zusatzlich wurden DDS-Gewebe morphologisch betrachtet.

Es zeigte sich bei den DDS-Geweben eine unvollstandige Nephrogenese mit einer
reduzierten Glomerulizahl; nur einige Glomeruli hatten sich vollstandig entwickelt,
zeigten jedoch das typische von Habib und Mitarbeitern beschriebene Bild der
DMS. Aus anderen Nephronanlagen entstanden nur noch kleine rudimentéare
Glomeruli mit wenigen oder keinen Kapillarschlingen. Weiterhin auffallig waren die

stark vermehrte mesangiale Matrix in den Glomeruli und die verdickten Wéande der
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corticalen afferenten Arterien mit stark verengten Lumina. Die Morphologie der

NAK-Gewebe war unauffallig.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen wurden Gefrierschnitte der
Gewebe DDS1-6 und Paraffinschnitte der Gewebe DDS4, DDS7 und DDS9
angefertigt. Als Normalkontrollen standen fir die immunhistochemischen
Untersuchungen die Kryogeweben NAK1-9 und das in Paraffin eingebettete
Gewebe NAK10 zur Verfigung. Der immunhistochemische Nachweis der Proteine
erfolgte mittels des LSAB*-Systems von DAKO (siehe Methodenteil). Nach
Inkubation mit einem Peroxidase gekoppeltem Sekundarantikorper findet eine
enzymatische Reaktion statt, bei der das Substrat-Chromogen DAB oxidiert wird
und sich braun farbt. Diese Farbung ist im Lichtmikroskop zu sehen. Es wurden
von den Gefriergeweben 8um dicke Schnitte mit einem Kroystat angefertigt. Fir
die Kryoschnitte musste die Art der Fixierung und die Antikérperkonzentration
zuvor optimiert werden. Die in Tab. 5.3 aufgefiihrten Konzentrationen der

Antikdrper sowie die Art der Fixierung haben sich als glnstig erwiesen.

Tab. 5.3: Zusammenstellung der optimierten Bedingungen fir IHC bei Kryoschnitten

Antikérper Art Herkunft Fixierung Antikdrpertiter bei
Gefrierschnitten
a-Actinin M Dianova AlIM 15
Agrin P Santa Cruz AlM 1:50
Bcl-2 M DAKO Aceton 1:400
Collagen IV M DAKO AlM 1:50
EGFR M DAKO AlM 1:20
Fibronektin P DAKO AlM 1:400
HSP 72/73 P Santa Cruz AlM 1:50
Integrin a3pl M DAKO AIM 1:1000
Laminin A M DAKO Aceton 1:25
MMP7 (Ab-3) M Calbiochem AIM 1:50
Nephrin P H. Holthofer AlIM 1:800
p21 M DAKO AlM 1:50
PAR 4 P Santa Cruz AlM 1:20
Synaptopodin P P. Mundel AlM 15
Talin M Sigma AlM 1:100
Thy 1 M Dianova AlM 1:1200
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Antikorper Art Herkunft Fixierung  Antikdrpertiter bei
Gefrierschnitten

Utrophin M Santa Cruz AlIM 1:100

Vimentin M DAKO AlM 1:20
Vinculin M Dianova AlM 1:500

WT (C-19) P Santa Cruz AlM 1:300
YB1 P B.Royer.Pokora A/M 1/250

M: monoklonaler Antikdrper; P: polyklonaler Antikdrper; A / M: Aceton-Methanol-
Fixierung

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen der Paraffingewebe musste die
Demaskierungsbehandlung und der Antikdrpertiter optimiert werden. Die genaue
Durchfihrung ist im Methodenteil dieser Arbeit beschrieben. Die in Tab. 5.4
aufgefuihrten Demaskierungsbehandlungen der Paraffinschnitte und Antikdrpertiter

erwiesen sich als optimal.

Tab. 5.4: Zusammenstellung der optimierten Bedingungen fir IHC bei Paraffinschnitten

Antikorper Art  Herkunft Antikdrpertiter bei Vorbehandlung der
Paraffinschnitten Paraffinschnitte
a-Actinin M Dianova 1:2 Mikrowelle, in Na-Citrat-Puffer
Bcl-2 M DAKO 1:40 TRS (high pH)
Collagen IV M DAKO 1:25 TRS (low pH)
EGFR M DAKO 1:10 Mikrowelle, in Na-Citrat-Puffer
Fibronektin P DAKO 1:400 unbehandelt
Laminin A M DAKO 1:20 Pepsin
MMP7 (Ab-3) M Calbiochem 1:25 Mikrowelle, in Na-Citrat-Puffer
Nephrin P H. Holthofer 1:400 Mikrowelle, in Na-Citrat-Puffer
Synaptopodin P P. Mundel 1:5 Mikrowelle, in Na-Citrat-Puffer
Talin M Sigma 1:50 Mikrowelle, in Na-Citrat-Puffer
Tenascin M DAKO 1:25 Pepsin
Utrophin M  Santa Cruz 1:50 Mikrowelle, in Na-Citrat-Puffer
WT (C-19) P Santa Cruz 1:100 Mikrowelle, in Na-Citrat-Puffer

M: monoklonaler Antikdrper; P: polyklonaler Antikérper; TRS: Target-Retrival-Solution
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5.2.1 WT1 und seine potentiellen Zielgene

Analysiert wurden potentielle WT1-Zielgene, deren Expression durch das mutierte
WT1-Protein in DDS-Geweben veréndert sein konnte. Die untersuchten Proteine
haben haufig eine Funktion bei der Differenzierung oder Proliferation von Zellen,

wie dies auch fur WT1 selbst bekannt ist.

Das WT1-Target-Gen Insulin-like growth factor-2 (IGF2) spielt eine wichtige
Rolle bei der Embryogenese und Differenzierung von Zellen, wird jedoch nicht
mehr in ausdifferenzierten epithelialen Zellen exprimiert (Drummond et al., 1992).
Weiterhin wurde beschrieben, dass IGF2 die Expression von mesangialer Matrix
in Zellkultur stimuliert (Pricci et al., 1996).

NovH ist ein IGF2-bindendes Protein; es spielt eine Rolle bei der Nephrogenese
und Differenzierung von Zellen. Der Promotor des NovH-Gens wird ebenfalls vom
WT1-Protein reguliert (Perbal B., 1999). Die NovH-Expression korreliert in Wilms-

Tumoren invers mit der WT1-Expression (Chevalier et al., 1998).

Bei Bcl2 handelt es sich auch um ein WT1-Target-Gen. Bcl2 ist ein integrales
Protein der Mitochondrienmembran und wirkt in Zellen anti-apoptotisch (Hewitt et
al., 1995). Konstitutive Bcl2-Expression konnte mit der Entstehung von
Lymphomen in Verbindung gebracht werden. Weiterhin wird vermutet, dass Bcl2

eine Rolle bei der Nephrogenese spielt (Stuart et al., 2001).

Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) ist ein Transmembranprotein und
eine Tyrosinkinase. Englert und Mitarbeiter (Englert et al., 1995a) beschrieben
eine Regulation des Promotors durch WT1. Im Tierversuch konnte nachgewiesen
werden, dass EGF Uber den EGF-Rezeptor epitheliale Gewebe zu gesteigerter
Wachstumsaktivitat veranlassen kann (Schlessinger et al., 1992). Ferner wurde
beobachtet, dass EGFR bei Aktin-Rearrangements des Zytoskeletts involviert ist
(Suzuki et al., 2001).

Fur die aufgefihrten Proteine wurden abgesehen von WT1 nur
immunhistochemische Untersuchungen an Kryoschnitten durchgefiihrt, da zu

diesem Zeitpunkt die Paraffinschnitte noch nicht zur Verfigung standen.
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Gefrierschnitte weisen gegentuber Paraffinschnitten eine bedeutend schlechtere

Histologie auf.

Die Ergebnisse, die bei den immunhistochemischen Untersuchungen erhalten
wurden, sind in der Tab. 5.5 zusammengefasst. Die wahrgenommene relative
Expressionsstarke wurde durch + gekennzeichnet. Wenn in einem Feld zwei
Bewertungen vorgenommen wurden, so bezieht sich die erste auf grof3e, kaum

sklerotisierte Glomeruli und die zweite auf kleine, stark sklerotisierte Glomeruli.

Tab. 5.5: Ubersicht der durchgefuihrten immunhistochemischen Untersuchungen an WT1
und seinen potentiellen Targetgenen

Paraffingew. WT1 IGF2 NovH Bcl2 EGFR
NAKParaffin +++
""" DDS4 e
DDS7 +++
DDS9 +++
Gefriergew WT1 IGF2 NovH Bcl2 EGFR
NAK Kryo + ) T+t ++
""" DDSL  + - e )+
DDS2 +
DDS3 + - +++/+ -/- +
DDS4 + - ++/+ -I(+) +
DDS5 + - +++/+ -/- +
DDS6 + - 4+ /- +

(+) schwache Farbung; +; geringe Farbung; ++: mittlere Farbung; +++ starke Farbung

Bei WT1 ist die Braunfarbung der Zellkerne in den Podozyten (rote Pfeile) und den
Parietalzellen (gelbe Pfeile) gut sichtbar (Abb. 5.6). Drei unterschiedliche DDS-
Glomeruli sind in Abbildung 5.6 dargestellt. Zwei starker sklerotisierte Glomeruli,
deren Podozyten kranzartig an den Rand gedrdngt wurden (grine Pfeile) und
deren mesangiale Matrix in der Mitte stark vermehrt ist, befinden sich unten links
und oben rechts. Oben links ist ein kaum sklerotisierter DDS-Glomerulus
abgebildet. Ein gro3er Unterschied besteht jedoch in der Zahl der Podozyten;
wahrend der DDS-Glomerulus links oben in etwa halb so viele Podozyten enthélt
wie der NAK-Glomerulus, sind in den starker sklerotisierten Glomeruli nur noch

wenige Podozyten wahrzunehmen. Die Zellkerne der Podozyten wiesen in etwa
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gleichstarke Anfarbungen auf. Eine unspezifische Hintergrundfarbung ist im
Tubulusepithel zu erkennen.

DDS-Glomerulus, kaum sklerotisiert DDS-Glomerulus, starker sklerotisiert
— -

f
el A Y (1
2

B

WT1

] -
DDS-Glomerulus, starker sklerotisiert NAK-Glomerulus

Abb. 5.6: Immunhistochemische Analyse des WT1-Proteins in Glomeruli von NAK- und DDS-
Geweben (Paraffinschnitte). Die braune Anfarbung zeigt welche Zellen das WT1-Protein
aufweisen. Die Hamatoxylin-Gegenféarbung verursacht eine Blaufarbung der Zellkerne.
Das Bild links unten wurde mit 40-facher, die anderen Bilder mit 20-facher VergrdRerung
aufgenommen.

Mit Antikorpern gegen IGF2 lieRen sich in den Glomeruli im NAK-Gewebe eine
starkere Expression als in DDS-Geweben nachweisen. Dies kann aber nicht mit
Sicherheit bestéatigt werden da erst noch weitere Normalgewebe untersucht
werden mussen. IGF2 ist interessant, weil es in der Lage ist, die Synthese von
extrazellularen Matrix-Proteinen in Mesangiumzellen zu stimulieren (Pricci et al.,
1996). Wie bereits beschrieben, ist die Vermehrung der mesangialen Matrix
gerade bei stark sklerotisierten Glomeruli ein Hauptmerkmal der DMS bei DDS-
Patienten.
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Mit Antikbrpern gegen NovH konnte bei stark sklerotisierten Glomeruli nur eine
schwache Expression nachgewiesen werden. Eine reduzierte NovH-Expression in
den starker sklerotisierten Glomeruli kénnte an der Ausbildung des DDS-
Krankheitsbildes beteiligt sein, da es zu zahlreichen Expressionsveranderungen
von NovH-Targetgenen in den Glomeruli kommen kénnte. Die weniger stark
sklerotisierten DDS-Glomeruli wiesen bedeutend héhere Expressionen als die
stark sklerotisierten Glomeruli auf. Gegenuber den NAK-Glomeruli war eine

Verminderung der NovH-Detektion nur bei zwei Proben wahrnehmbar.

Anhand des immunhistologischen Nachweises konnte gezeigt werden, dass das
WT1-Zielgen EGFR tatsachlich in seiner Expression bei Podozyten in DDS-
Glomeruli reduziert ist. Die Reduktion von EGFR kdnnte durch seinen Einfluss auf
das Aktin-Arrangement zur Verdnderung der Zytoskelettstruktur bei DDS-

Glomeruli fuhren.

Eine Expression von Bcl2 konnte bei zwei DDS-Geweben in stark sklerotisierten
Glomeruli schwach detektiert werden, wahrscheinlich handelte es sich aber um
Parietalzellen; dies musste noch eingehender untersucht werden. Die anti-
apoptotische Wirkung von Bcl2 kénnte erklaren, warum es bei DDS-Patienten

nach einigen Jahren zu Tumoren in den Nieren kommt.

5.2.2 Proteine der Podozytenful3fortsatze und der Schlitzmembran

Das Zusammenwirken der wichtigsten Proteine in den Ful3fortsdtzen der
Podozyten und der GBM wurden bereits in Abb. 1.6 in der Einleitung dargestelit.

Der kontraktile Apparat der Ful¥fortsatze ist aus einer Vielzahl von verschiedenen
Proteinen aufgebaut. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression und
Lokalisation von Utrophin, Talin, Vinculin und a-Actinin in den Podozyten
untersucht. Die vier Proteine sind ausgesprochen wichtig, um den kontraktilen
Apparat aufzubauen, der die unterschiedlichen Kréfte, die auf den Podozyten
einwirken, wie z.B. den Blutdruck, auszugleichen. Kann dies nicht mehr
geschehen, kommt es zu einer Ablésung der Fuldfortsdtze und damit des
Podozyten von der GBM. a-Actinin ist ferner fir die Quervernetzung der Aktin-

Mikrofilamente notwendig. Weiterhin wurde die Expression von Synaptopodin
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und des Intermediarfilamentproteins Vimentin untersucht. Synaptopodin ist ein
Aktin-assoziierter Podozytenmarker, der in den Ful¥fortsatzen der Podozyten

vorkommt.

Verankert sind die Ful¥fortsatze vor allem Uber Integrin a3p1 in der GBM. Eine
Verminderung von Integrin a3p31 fuhrt, bei dem artifiziell erzeugten nephrotischen
Syndrom mittels Puromycin-Aminonukleosid, zu einer Ablosung der Ful3fortsatze
von der GBM und anschliel3end zur Verschmelzung der Ful3fortsatze, so dass die
Filtrationsfunktion der Podozyten nicht mehr stattfinden kann und es zur
Proteinurie kommt (Smoyer et al.,, 1997). Zwischen den Ful3fortsdtzen der
Podozyten wird eine Schlitzmembran ausgebildet, deren Hauptbestandteil
Nephrin ist. Eine Verminderung von Nephrin kann auch eine Proteinurie
verursachen, wie es beim kongenitalen nephrotischen Syndroms vom finnischen

Typ der Fall ist.

Bei Fibronektin handelt es sich um ein membranstandiges Protein, das auch

Aktin-assoziiert an Collagen IV-Fasern und Proteoglykane der GBM binden kann.

Tabelle 5.6 stellt eine Zusammenfassung der durchgefiihrten Untersuchungen dar.
Die wahrgenommene relative Expressionsstarke wurde durch (+) bis +++ gekenn-
zeichnet. Wenn in einem Feld zwei Bewertungen vorgenommen wurden, so
bezieht sich die erste auf grof3e kaum sklerotisierte Glomeruli und die zweite auf
kleine stark sklerotisierte Glomeruli. Bei dem normalen embryonalen Geweben
NEK1 bezieht sich der erste Wert auf das glomerulare Stadium der S-shaped-

bodies und der zweite Wert auf spatere Glomerulistadien.
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Tab. 5.6: Ubersicht der durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen an
Proteinen der Podozytenful3fortsitze und Schlitzmembran

Integrale Proteine des

) Proteine der Podozyten-
Proteine der FuBfortsatze und Schlitzmembran Zytoskeletts der

Podoz.-Membran Podozyten
Paraffin- Fibrc_)- Integrin a- Utr_o- Talin Vir_1c- Ne_ph- Synapto- Vimen-
gewebe nektin a3Bl | Actinin  phin ulin rin podin tin
NAK +) ++ +) ++ +++
“ops4a o o+ o® . .
DDS7 (+) ++/ (+) + )
DDS9 +) + +) + ¥
Gefrier- Fibrc_)- Intgrin a- Utr_o- Talin Vir_1(:- Ne_ph- Synapto- Vimen-
gewebe nektin a3Bl | Actinin  phin ulin rin podin tin
NAK ++ ++ ++ + ++ + ++ +
Cbbst T .
DDS2 + +/ +(+) +
DDS3 + + ++ +) ++ +/- +/(+) ++
DDS4 + + (+) ++ +/- +/(+) +
DDS5 + + + (+) ++ +/- +/(+) +
DDS6 + + + (+) ++ +/- +/(+) +

(+) schwache Farbung; +; geringe Farbung; ++: mittlere Farbung; +++ starke Farbung

Es zeigte sich, dass Proteine, die an der Funktion des kontraktilen Apparates
beteiligt sind wie a-Actinin und Talin, in DDS-Podozyten schwacher exprimiert
werden (Abb. 5.7). Bei Utrophin hingegen sind die Ergebnisse nicht ganz Klar, bei
DDS-Gefrierschnitten scheint eine schwéchere Expression detektierbar zu sein,
bei den Paraffinschnitten dagegen nicht. Bei Vinculin konnte beim IHC-Nachweis
kein Unterschied zwischen den DDS- und NAK-Glomeruli nachgewiesen werden.

Das die Schlitzmembran zwischen den Fuf¥fortsatzen der Podozyten bildende
Protein Nephrin ist in allen untersuchten DDS-Glomeruli schwacher nachzuweisen
als in gesunden Glomeruli (Abb. 5.7). Es féllt auRerdem auf, dass in stark

sklerotisierten Glomeruli nahezu keine Nephrin-Expression zu detektieren ist.

Beim Antikdrpernachweis gegen das Membran-Ankerprotein Fibronektin ist kein
Unterschied zwischen den NAK- und DDS-Glomeruli festzustellen. In allen
untersuchten Gewebeschnitten ist eine schwache Braunfarbung in den Glomeruli

nachzuweisen.
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Abb. 5.7: Immunhistochemische Untersuchungen an NAK- und DDS-Glomeruli (Paraffin-
schnitte). Die Abbildungen in der Mitte und rechts unten sind mit 40-facher Vergrof3erung,
die anderen mit 20-facher VergrofRerung aufgenommen. Die Hamatoxylin-Blaufarbung
zeigt die Zellkerne, die Braunfarbung weist die untersuchten Proteine nach.
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Integrin a3p1, das als Ankerprotein fungiert, ist dagegen in den DDS-Glomeruli
(Abb. 5.8) auffallend weniger stark nachzuweisen. Das Intermediarprotein
Vimentin ist in allen untersuchten Gewebeschnitten gut zu erkennen, es lassen

sich keine signifikanten Unterschiede feststellen.

NAK-Glomeruli

"-a 43

Integrin a3p1

Meal A
Synaptopodin

Abb. 5.8: Immunhistochemische Untersuchungen an NAK-, NEK- und DDS-Glomeruli. Die IHC-
Analysen von Integrin erfolgten an Kryoschnitten, die Analysen von Synaptopodin an
Paraffinschnitten. Die Abbildung links oben wurde mit 40-facher, die anderen mit 20-facher
VergréRerung aufgenommen. Die Hamatoxylin-Blaufarbung zeigt die Zellkerne, die
Braunfarbung weist die untersuchten Proteine nach.

Das Aktin-assoziierte Synaptopodin ist sowohl bei den NAK Paraffin- als auch bei
den NAK-Kryoschnitten viel starker nachzuweisen als bei den jeweiligen DDS-
Geweben. In Abb. 5.8 ist im NAK-Glomerulus eine sehr intensive Anfarbung von
Synaptopodin zu sehen, die gleichmafig Uber den gesamten Glomerulus verteilt

ist und die Ful¥fortsétze der Podozyten nachzeichnet; im DDS-Glomerulus ist
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dagegen nur an einigen Randbereichen des Glomerulus das Antigen zu
detektieren. In starker sklerotisierten DDS-Glomeruli ist nur sehr wenig

Synaptopodin zu detektieren.

5.2.3 Proteine der glomerularen Basalmembran

Die GBM ist eine der kritischsten Komponenten der Ultrafiltrationsbarriere der
Niere. Es handelt sich um eine ungewdhnlich dicke Basalmembran, die von zwei
Seiten eingegrenzt wird: den gefensterten Endothelzellen und den viszeralen
Epithelzellen (Podozyten). Diese beiden Zelltypen bauen durch Abgabe der
extrazellular lokalisierten Proteine tber Golgi-Vesikel die GBM auf. Immunhisto-
chemisch wurden Proteine untersucht, von denen bekannt war, dass sie eine
Rolle bei der Verankerung des Podozyten in der GBM spielen (Abb. 1.6) oder
essentiell fir die Funktion der Filtrationsbarriere sind. Die Hauptbestandteile der
GBM sind Collagen 1V, Laminin 11 (besteht u.a. aus Laminin A) und
Proteoglycane wie Agrin und Tenascin (Miner J.H., 1998). Fir alle Komponenten
wurde bei DDS-Patienten in den Glomeruli eine gesteigerte Expression
beschrieben (Yang et al., 2001).

Tab.5.7: Ubersicht der an Proteinen der glomeruldaren Basalmembran durchgefiihrten
immunhistochemischen Untersuchungen

Paraffingew. Collagen IV Laminin A Agrin Tenascin

NAK + +++

""" DDS7  +(®)diffus o+
DDS4 +(+) diffus +
DDS9 +(+) diffus +

Gefriergew. Collagen IV Laminin A Agrin Tenascin

NAK + + ++
""" R
DDS5 ++/+++ + +
DDS1 ++/+++ + +
DDS4 ++/+++ + +
DDS6 ++/+++ + +

DDS2

(+) schwache Farbung; +; geringe Farbung; ++: mittlere Farbung; +++ starke Farbung

Es zeigte sich, dass weder bei Laminin A, das Bestandteil aller Laminine ist, noch
bei den HSPGs Agrin und Tenascin eine verstarkte Expression detektierbar war.
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Die Laminin-Expression war in den Geweben der DDS-Patienten deutlich
verringert (Abb. 5.9). Die Verringerung der Laminin-Bildung zusammen mit der
verringerten Integrin a3pB1-Expression kdnnten erklaren, wie es zu der Ablésung
der Podozytenful3fortsdtze mit anschlieRender Verschmelzung dieser kommt. Die
Detektion der Heparansulfatproteoglycane (HSPG) ergab zwei unterschiedliche
Ergebnisse. Bei Agrin, dem haufigsten HSPG, konnte keine Veranderung
nachgewiesen werden. Tenascin hingegegen schien in DDS-Geweben schwacher

exprimiert zu werden.

NAK-Glomeruli DDS-Glomeruli

Laminin A

Abb. 5.9: Immunhistochemische Untersuchungen an NAK- und DDS-Glomeruli (Paraffinschnitte).
Die Abbildungen oben sind mit 20-facher, die anderen sind mit 40-facher VergroRerung
aufgenommen worden. Die Hamatoxylin-Blaufarbung zeigt die Zellkerne, die Braunfarbung
weist die untersuchten Proteine nach.
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Die Farbung von Collagen IV erscheint in DDS-Glomeruli deutlich intensiver. (Abb.
5.9). Bei besonders stark sklerotisierten Glomeruli ist eine weitere Steigerung der
Farbung zu erkennen. Collagen IV kodnnte eine Marker fir den

Sklerotisierungsgrad der Glomeruli bei DDS-Patienten sein.

Die erhaltenen Ergebnisse stimmen nur zum Teil mit denen von Yang und
Mitarbeitern Uberein. Eine Erklarung fir die Verdickung der GBM konnte sein,
dass die beschriebene Zunahme der extrazellularen Matrix neben Collagen IV von
weiteren nicht im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proteinen wie Collagen | und
HSPG’s (z.B. Osteonektin) stammen koénnte; ahnliche Befunde machten Mooney

und Mitarbeiter bei der experimentellen Thyl-Nephritis (Mooney et al., 1999).

5.2.4 Mesangiale Proteine

Bei dem ebenfalls untersuchten Thyl handelt es sich um ein Transmembran-
Protein, das in Mesangiumzellen vorkommt (Kroszek et al., 1986). Es ist bekannt,
dass dieses Glycoprotein bei Stammzellen und T-Lymphozyten den mesangialen
Ursprung charakterisiert (Ito et al., 2001). Thyl spielt bei Differenzierungs-

prozessen eine Rolle und sollte von ausgereiften Zellen kaum exprimiert werden.

Tab. 5.8: Immunhistochemische Untersuchung von Thyl

Gefriergewebe Thyl

NAK

DDS1 +++
DDS2 +H++
DDS3 +H++
DDS4 +H++
DDS5 +++
DDS6 +++
NEK1 ++ bis (+)

Fur Thyl (Abb. 5.10) konnte in DDS-Geweben eine intensive Anfarbung
beobachtet werden. Beachtenswert ist, dass Thyl bei embryonalem
Nierengewebe (NEK) in den Glomeruli-Vorlauferstadien gut nachweisbar ist.
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Abb. 5.10: Immunhistochemische Untersuchungen an NAK-, DDS- und NEK-Glomeruli (Gefrier-
schnitte). Die Abbildungen sind mit 40-facher VergréRerung aufgenommen worden. Die
Hamatoxylin-Blaufarbung zeigt die Zellkerne, die Braunfarbung weist die untersuchten Proteine
nach.

Es ist erkennbar, dass vom mittleren zum spéteren Entwicklungsstadium des
Glomerulus eine Abnahme der Thyl-Anfarbung erfolgt. Im adulten Gewebe (NAK)
ist Thyl nur noch in den Parietalzellen detektierbar. Die Thyl-Expression in den
DDS-Glomeruli kdnnte darauf hindeuten, dass diese Glomeruli noch unreif und
nicht vollstandig ausdifferenziert waren und deshalb eine Thyl-Expression weiter

bestehen blieb.
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5.3 Untersuchung der Apoptose in Glomeruli

Sowohl fir Mesangiumzellen als auch fir Podozyten entwickelte sich der
Verdacht, dass Apoptose zu einer Reduktion beider Zelltypen fihren kénnte. Bei
den Mesangialzellen kénnte der beobachtete Anstieg von Thyl mit zunehmendem
Sklerotisierungsgrad der DDS-Glomeruli zu einer gesteigerten Sensitivitat der
Mesangiumzellen bezilglich der Complement-induzierten Apoptose durch
Apoptose-auslosende Faktoren fuhren.

Neben den beschriebenen Veranderungen bei den Mesangialzellen ist auch bei
DDS-Podozyten das Auftreten von Apoptose moglich. In spateren Stadien der
diffusen mesangialen Sklerose kommt es im Anschluss an die Verschmelzung der
Ful3fortsdtze zu einer Ablésung vieler Podozyten von der GBM und zu einer
Hypertrophierung der verbliebenen Podozyten sowie einer Vermehrung der
Mesangialzellmatrix. Die Verminderung der Podozyten in den Glomeruli der DDS-
Patienten wirft die Frage auf, ob die Podozyten apoptotischen Vorgangen
unterworfen sind, die dazu fuhren, dass die Podozytenzahl immer stéarker
abnimmt. Besonders beachtenswert ist, dass die Zahl der verbliebenen Podozyten
in den Fallen, in denen die Ursache wie z.B. toxische Stoffe oder Bluthochdruck

wieder verschwunden ist, nicht mehr zunimmt.

Um bei beiden Zelltypen eine mogliche Veradnderung der Apoptoserate zu
analysieren, wurden die DDS- und NAK-Glomeruli mittels eines in-situ Zelltod-
Detektionstests (TUNEL-Assay; Roche) auf Apoptose untersucht. Der Test beruht
darauf, dass es in apoptotischen Zellen aufgrund der Zerfallserscheinungen
gehaduft zu Strangbrichen der DNA-Doppelhelix kommt. Die Detektion dieser
DNA-Briche erfolgt tber das Enzym Terminale-Deoxynukleotidyl-Transferase
(TdT). TdT hangt an Uberhangende Einzelstrange Nukleotide an. Wenn diese mit
einem Fluoreszenz-Farbstoff markiert sind, lassen sich die Strangbrtiche direkt im

Fluoreszenz-Mikroskop nachweisen.

Fir die Untersuchung wurden Paraffinschnitte und Kryoschnitte von DDS- und
NAK-Glomeruli verwendet. Eine Positivkontrolle wurde durch 10-minitige

Inkubation eines Paraffinschnittes von NAK10 mit DNasel erzeugt.
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Bei den Kryoschnitten zeigte sich keine Apoptose in den Glomeruli. Die
Ergebnisse bei den Kryogeweben offenbarten, dass bei den Glomeruli der DDS-
Patienten Apoptose weder bei den Podozyten noch bei den Mesangiumzellen
auftrat. Die Erh6éhung von Thyl bei den DDS-Mesangiumzellen fuhrte nicht zu

einer zunehmenden Apoptose.

Paraffingewebe

NAK-Glomerulus

Positiv-Kontrolle

Abb. 5.11: Untersuchungen zur Apoptose in Glomeruli. Links dargestellt ist die Normalkontrolle,
rechts die Positiv-Kontrolle Die Rotfarbung wird durch den Einbau von, mit Texas-Red
markierten, dNTP’s an gebrochene DNA-Strange verursacht und weist auf apoptotische
Zellkerne hin. Die Fotos wurden an einem Fluoreszenz-Mikroskop bei 20-facher VergtRerung
vorgenommen.

In Abbildung 5.11 sind die Ergebnisse des Apoptose-Tests an Paraffingeweben

dargestellt. Es zeigt sich, dass in dem NAK-Gewebe und in der Positiv-Kontrolle

ungefahr gleich viele Zellkerne Apoptose aufweisen.

Bei den Paraffinschnitten waren alle Zellkerne sowohl bei den NAK- als auch bei
den DDS-Glomeruli apoptotisch. Es war auch kein Unterschied zur Positiv-
Kontrolle festzustellen. Die Ursache der vermeintlichen Apoptose durfte in der zu
langen Lagerung des Gewebes in Formalin liegen. Es ist beschrieben, dass es mit
ansteigender Fixierungsdauer zu einer pH-Senkung der Formalinldsung kommit,
diese pH-Anderung fiihrt zur beschleunigten Degradation der DNA (Wiegand et
al., 1996).
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5.4 Erstellung der Expressionsprofile von Podozyten gesunder

und erkrankter Personen

5.4.1 Array-Analysen

Zur Anfertigung der Expressionsprofile (Abb. 5.12) wurden cDNA-Arrays verwendet. Das Verfahren
des ,Expression-Profiling” ermoglicht die simultane Expressionanalyse der Expression tausender
Gene innerhalb einer Gewebeprobe. Dabei werden die cDNAs verschiedener Gewebe als Proben
nacheinander auf dieselben Arrays hybridisiert, um die differentielle Expression von Genen zu
bestimmen. Mit wenigen Experimenten wird beim ,Expression-Profiling” schon ein Screening
ermdglicht, das mit herkémmlichen Methoden (Northern Blot, RT-PCR, etc.) einen enormen
Aufwand erfordern wirde. Von zentraler Bedeutung ist dabei die Auswahl der Kontroll-RNA, die als
-hormal-exprimiert* fur alle zu betrachtenden Gene anzusehen ist, da die Genexpression von einer

Vielzahl ortlicher, zeitlicher und exogener Faktoren abhangig ist.

Isolierung der RNA
Radioaktive Markierung der Proben mittels Reverser Transkriptase (RT)
Hybridisierung auf cDNA-Arrays
Exposition auf Image Screen, Detektion mittels Phosphorimager

Auswertung der Signa*e, Clusteranalyse

Abp. 5.12: Ablauf der Array-Analyse bei Proben aus Zellkultur

Fur die Erstellung der Expressionsprofile von Podozyten wurde total-RNA aus den Zellkulturen
NAK11 und DDS1 mittels des Microprep-Kits von Stratagene isoliert. Fur jede Hybridisierung
wurden pro Filter je 4pg total RNA radioaktiv mit a-*P dATP oder a-**P dCTP markiert und tber
Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Filter gewaschen, um unspezifisch gebundene
Radioaktivitat zu entfernen. Die Methode musste jedoch bei einigen Einzelschritten optimiert
werden, um reproduzierbare Ergebnisse zu bekommen. So war das von Clontech mitgelieferte
Klenow-Enzym aufgrund der kleinen Portionierung instabil. Dies hatte zur Folge, dass es bei der
Probenmarkierung zu unterschiedlich starken Hybridisierungsergebnissen kam. Nach Feststellung
des Problems wurde das Klenow-Enzym von Amersham verwendet, das eine gleichbleibende
Qualitat zeigte. Die Waschprozedur wurde insofern modifiziert, dass nur zweimal (statt 4x) mit
Waschpuffer 1 und einmal fir 10min (statt 2x 30min) mit Waschpuffer 2 die Membranen
gewaschen wurden. Waschpuffer 2 wurde zuséatzlich in seiner Zusammensetzung geandert; statt
0,1x SSC und 0,5% SDS wurden 0,4x SSC und 0,5%SDS verwendet. Die veranderten Wasch-
Bedingungen waren vollkommen ausreichend, um die unspezifischen Signale zu entfernen. Der

Vorteil lag darin, dass die Signale starker waren und die Waschprozedur schonender fir die auf die
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Membranen gespotteten Sonden war, so dass die Membranen bis zu fiinfzehnmal statt nur viermal

verwendet werden konnten.

Um die Fehler bei der Auswertung der Array-Analysen mdéglichst klein zu halten, wurden die
radioaktiven Signale fir mindestens zwei unterschiedlich lange Zeitspannen gemessen und die
Ergebnisse gemittelt. Weiterhin wurden die RNA-Proben aus Zellkulturen aus mehreren RNA-
Extraktionen gepoolt, um Zellzyklus- und Zelldichte-abhangige Expressionsverdnderungen so
gering wie moglich zu halten. Die Proben wurden mindestens zweimal getrennt voneinander

gelabelt und auf die Filter hybridisiert.

Drei verschiedene Typen von Arrays standen fur die Erstellung der Expressionsprofile zur

Auswabhl:

» Das Human Atlas-Array-Set 3.6 (Clontech) wurde fir die Erstellung der Expressionsprofile
verwendet. Das Set besteht aus drei Nylon-Membranen, auf die jeweils 1188 unterschiedliche
cDNA-Sequenzen einfach aufgebracht (gespottet) sind. Insgesamt standen somit knapp 3600
bekannte Gene zur Analyse differentieller Genexpression zur Verfugung. Bei den verwendeten
Nukleinséauren handelt es sich um PCR-Produkte, die vom Hersteller auf ihre Richtigkeit hin
mittels Sequenzierung Uberprift wurden. Von Vorteil war, dass die Filter sich héaufiger
benutzen lieRBen; dies ermdglichte einen besseren Vergleich bei der Feststellung der
differentiellen Expression von Genen, da hierzu die gemessenen cDNA-Expressionen der
verschiedenen Gewebe miteinander verglichen werden konnten. In der Abbildung 5.13 ist ein
Beispiel einer Array-Analyse anhand der Hybridisierung von markierten Proben aus den
Zellkulturen DDS1 und NAK11 auf den Atlas Array Filter eins dargestellt. Mit Kreisen markiert
sind Expressionsunterschiede, die sich bereits mit dem blo3en Auge wahrnehmen lassen. Die
genaue Quantifizierung der radioaktiven Signale, die die Expressionsstarke der Gene
darstellen, erfolgte Uber die AIDA Image Analysis-Software (Raytest). Erst wenn mindestens
ein Unterschied von Faktor zwei in der Signalstarke zwischen zwei unterschiedlichen Proben
zu beobachten war und dies in einem weiteren Versuch bestatigt werden konnte, wurde eine
differentielle Genexpression in Erwagung gezogen. Vereinfacht wurde die Detektion
differentieller Expression durch Sortierung der Daten nach dem Students-T-Test und einer
Clusteranalyse (Eisen et al., 1998). Die Array-Analysen ergaben immense Datenmengen, die

deshalb in dieser Arbeit nur in Auszigen wiedergegeben werden.

DDS NAK
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Abb. 5.13: Vergleich zweier Atlas Array-Membranen, die mit zwei verschiedenen radioaktiv-
markierten Proben hybridisiert wurden. Die radioaktiven Signale sind hell dargestellt und
wurden mittels eines Phosphorimagers detektiert. Mit Kreisen gekennzeichnet wurden
offensichtliche Expressionsunterschiede.

Die Expressionsprofile der Podozyten in Zellkultur DDS1 und NAK11 sind zusammen mit den in-

vivo-Expressionsdaten der Glomeruli in Kapitel 5.6 aufgefuhrt.

Besonders groRRe Unterschiede zwischen den DDS- und NAK-Podozyten in Kultur zeigten sich bei
einigen im Folgenden aufgefiihrten Genen. Es muss jedoch beachtet werden, dass jeweils nur eine
DDS- und eine NAK-Primarkultur zur Verfugung stand und deshalb sehr grol3e Schwankungen

mdglich sind.
In DDS-Zellen hdher exprimiert waren:

Empty Spiracles (Drosophila) Homolog 2-Gen (EMX2): EMX2 wurde urspringlich bei der
Gehirnentwicklung entdeckt. Es ist nach neueren Erkenntnissen aber auch bei der
Morphogenese des Urogenitaltraktes wichtig. Bei EMX2-mutierten Mausen fand keine Nieren

und keine Gonadenentwicklung statt. (Miyamoto et al., 1997; Ogata et al., 2000).)

Insulin Growth Factor Binding Protein 3 (IGFBP3): IGFBP3 vermag die Aktivitat der Insulin
Wachstums-Faktoren (IGFs) zu modulieren. Interessant ist, dass bei einer fir das verwandte
IGFBP1 transgenen Maus eine hdhere Expression von IGFBP1 zu einer Vermehrung der
extrazellularen Matrix, insbesondere von Collagen IV und letztendlich zu einer

Glomerulosklerose fuihrte (Doublier et al., 2000).
In DDS-Zellen schwacher exprimiert waren:

Cortactin (EMS1): Cortactin hat unter anderem die Funktion das Zytoskelett und die Zell-Adhasion

von Epithel- und Tumorzellen zu organisieren (Datenbank NCBI-LocusLink, Internet:

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ LocusLink| 2002, van Damme et al., 1997). Die Reduktion von

Cortactin konnte deshalb eine Rolle bei den in der Immunhistochemie beobachteten
Veranderungen des Zytoskeletts bei den DDS-Zellen spielen.

Einige Cyclingene wie Cyclin A1, Cyclin D1 und Cyclin D2: Dies durfte jedoch auf die Bedingungen
der Zellkultur zurlickzufiihren sein, da eine unterschiedliche Konfluenz in den Kulturschalen
schnell zu Veranderungen in der Proliferation fuhrt. Die Cyclingene steuern die Regulation
des Zellzyklus und damit auch die Proliferation. Die RNA wurde aus verschiedenen
Kulturstadien mehrfach isoliert und es wurde immer darauf geachtet die RNA mdglichst von
Zellen bei gleicher Konfluenz zu isolieren, doch lasst sich eine volle Ubereinstimmung nicht
herstellen. An diesem Beispiel wird deutlich, dass es sinnvoll ist die
Zellkulturexpressionsdaten zusammen mit den Expressionsdaten der Gefrierschnitte zu
betrachten.
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» Das Unigene cDNA Array Set (DKFZ, Heidelberg) besteht aus 2 Nylon-Filtern, die je mit tGber
17.000 verschiedenen cDNA’s doppelt gespottet wurden. Insgesamt standen also knapp
35.000 bekannte Gensequenzen und unbekannte Expressed-Sequence-Tags (EST) fur die
Analyse der Genexpressionen zur Verfiigung. Bei den gespotteten Fragmenten handelt es sich
um 300 bis 500Bp lange PCR-Produkte. Bedauerlicherweise konnten die als differentiell
exprimiert erkannten Gene nicht fir die Erstellung von Expressionsprofilen verwendet werden,
da weder vom Hersteller der Unigene-Filter (das DKFZ in Heidelberg) noch vom Vertreiber
(das RZPD in Berlin) zweifelsfrei die Qualitat der fir die Filterherstellung verwendeten
Nukleinséuren geklart werden konnte. Bedenken betrafen eine mangelnde Kontrolle (keine
Sequenzierung) der gespotteten PCR-Produkte und die Auswahl der verwendeten Sequenzen.
Weiterhin wies die Unigene-Datenbank, die fir die Zuordnung der gespotteten Fragmente

verwendet wurde, viele falsche Annotationen auf.

» Beim Atlas Plastik Human 8.3K MicroArray (Clontech) werden 8300 durchschnittlich 80Bp-
lange Oligonukleotide vom Hersteller zweimal auf einer Plastikmembran fixiert. Bei allen
verwendeten Sequenzen handelt es sich um bekannte Gene. Auch dieser Filtertyp wurde nicht
fur die Erstellung von Expressionsprofilen verwendet, da es Zweifel gab, wie lange die fixierten
Oligonukleotide auf der Plastikmembran bleiben. Eine gleichbleibende DNA-Menge der Spots
auf dem Filter ist bei einer Mehrfachverwendung von entscheidender Bedeutung, weil
schwache Signale bei mehrmaliger Verwendung zusatzlich abgeschwéacht werden oder ganz

verschwinden. Dies kann letztlich zur Verursachung falsch negativer Ergebnisse fihren.

5.5 Erstellung der Expressionsprofile von Glomeruli gesunder

und erkrankter Personen

Die Erstellung der Expressionsprofile aus Kryogewebe hatte zum Ziel, die differentielle Expression
von Genen in Glomeruli unter in-vivo Bedingungen zu analysieren. Die meisten zur Zeit
verfugbaren Daten zur Regulation von Genen in Glomeruli wurden unter in-vitro Bedingungen
gewonnen und haben somit nur einen reduzierten Aussagewert (Palmer et al., 2001). Haufig
kommt es bei in-vitro Analysen z.B. in Zellkultur zu Versuchsbedingungen, die die Expression von
Zellen so stark verandern, dass sie als Artefakte bezeichnet werden kénnen und nur bedingt mit

der in-vivo Situation vergleichbar sind.

Fur die Erstellung der Expressionsprofile (Abb. 5.14) wurde total RNA aus kompletten
lasermikrodissektierten Glomeruli isoliert; die enthaltene mRNA wurde mittels der SMART-Methode
amplifiziert. Die amplifizierte cDNA wurde analog zu den Expressionsanalysen der Zellkulturproben

radioaktiv markiert und auf die Membranen des Atlas-Arrays-Set 3.6 hybridisiert.

Lasermikrodissektion des Gewebes und Isolierung der RNA

SMART-cDNA-Synthese und Amplifikation mittels LD-PCR

v
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Radioaktive Markierung der Proben mittels Klenow-Enzym
Hybridisierung auf cDNA-Arrays
Exposition auf Image Screen, Detektion mittels Phosphorimager

Auswertung der Signale, Clusteranalyse

Abb. 5.14: Ablauf der Array-Analyse bei Proben aus Kryogewebe

5.5.1 Lasermikrodissektion von Glomeruli

Die Lasermikrodissektion erfolgte an entwésserten Gefrierschnitten von funf gesunden Personen
(NAK 1, 6-9), deren Nierengewebe im Mikroskop als normal bewertet wurde, und von zwei Denys-

Drash Patienten (DDS 1, 3) mit diffuser mesangialer Sklerose.

Wegen der GroRe der Podozyten war es nicht mdglich, Einzellzellen zu mikrodissektieren.

Infolgedessen wurden aus allen Geweben komplette Glomeruli isoliert.

Die Podozytenzahl in den Glomeruli der Normal- und DDS-Patienten unterschied sich
durchschnittlich um ca. den Faktor 2,5 (Tab. 5.9). Um ungeféahr die gleiche Podozytenzahl zu
isolieren, wurden bei den Normalkontrollen jeweils ca. 1200 Glomeruli (Abb. 5.14) und bei den

DDS-Geweben jeweils ca. 3000 Glomeruli mikrodissektiert.

Tab. 5.9: Ermittelte Podozytenzahlen pro Schnittflache der Glomeruli

Gefrier-Gewebe Podozytenzahl pro  Durchschnittliche
Schnittflache eines Zahl der
Glomerulus mikrodissektierten
Podozyten
NAK 1 18,2
NAK 6 17,8
NAK 7 13,6
NAK 8 16,5
NAK 9 17,2
Mittel NAK 16,7 20.040
DDS 1 5,4
DDS 3 7,2
DDS 9 8,1
Mittel DDS 6,9 20.700
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Die Zahl der tatsachlich mikrodissektierten Podozyten ergibt sich aus der Podozytenzahl pro
Schnittflache eines Glomerulus und den insgesamt isolierten Glomeruli. Durchschnittlich wurden
bei beiden Gruppen mit je circa 20.000 die gleichen Podozytenmengen untersucht.

Abb. 5.15: Dargestellt ist ein Glomerulus einer Normalperson vor (linkes Bild) und nach (rechtes

Bild) der Mikrodissektion. Im mittleren Bild ist die Stelle im Kryoschnitt zu sehen, an der sich
vorher der Glomerulus befand. Alle Aufnahmen wurde mit 20-facher VergréRerung am LCM-

Gerat aufgenommen.

Die Abbildung 5.15 lasst erkennen, dass der Glomerulus nahezu komplett mikrodissektiert werden

konnte.

5.5.2 Optimierung der RNA-Amplifikation

Fur die Hybridisierung der Arrays ist eine Mindestprobenmenge im Bereich von 4 Microgramm
notig. Durch die Lasermikrodissektion von Glomeruli mit anschlieBender RNA-Extraktion (ca.
100ng) ist allerdings nicht die nétige Probenmenge zu erreichen. Die LCM-Prozedur lief3 sich auch
nicht ausdehnen, da die Mikrodissektion von 3000 DDS-Glomeruli bereits einige Tage in Anspruch
nahm. Um trotzdem genug Probenmaterial fir die Erstellung von Expressionsprofilen zu
bekommen, blieb nur die Moglichkeit, die mRNA zu amplifizieren. Zur Amplifizierung der RNA
standen verschiedene Methoden zur Auswahl: die lineare Amplifikation mittels der T7-DNA-

Polymerase oder zwei Amplifikationsmethoden, die beide die PCR zur Amplifikation nutzen.
Lineare Amplifikation der mRNA mittels T7-Polymerase

Diese Amplifikation nutzt die DNA-Polymerase des Bakteriophagen T7. Spezielle Random-
Oligonukleotide, ausgestattet mit einer T7-Erkennungssequenz, binden an die in der Lésung
befindlichen mRNA-Strange. Dies ermdglicht der T7-Polymerase die Oligonukleotide zu
verlangern. Ist der Strang bis ans Ende kopiert, fallt die T7-Polymerase ab und kopiert den

nachsten RNA-Strang nach dem gleichem Schema.

In Veroffentlichungen wurden voneinander stark abweichende Amplifikationseffizienzen der mRNA
mittels T7-Polymerase von 10° (Van Gelder et al., 1990) bis zu 10° (Luo et al., 1999) beschrieben.
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Trotz vielfaltiger Modifizierungen des Protokolls (Kap. 4.7) ist es nicht gelungen, die RNA-Menge

mehr als zu verdoppeln.

Die Modifizierungen betrafen den Einsatz von
» sechs unterschiedlichen Oligonukleotiden mit T7-Erkennungssequenzen
> unterschiedlichen Saulen zur Aufreinigung und Konzentrierung der RNA

» T7-Polymerasen verschiedener Hersteller

Als problematisch bei dieser Methode hat sich erwiesen, dass die Kontaminationsfreiheit in einem
-normalen“ Labor, in dem viele verschiedene Untersuchungen mit bakteriellen Plasmiden und der
RNA und DNA von einigen eukaryotischen Lebewesen durchgefiihrt werden, sehr schwierig zu
gewahrleisten ist. Dies war sicherlich gerade bei dieser Methode mit &uR3erst vielen Arbeitsschritten

ein grof3es Problem.

Fur die Amplifikation der RNA wurden deshalb andere Methoden getestet, die nur sehr wenige
Arbeitsschritte bendétigten. In Frage dafir kamen die RNA-Amplifikationsmethoden mittels poly(A)-
PCR (Brady & Iscove, 1993) und die SMART-Methode (Clontech).

RNA-Amplifikation mittels poly(A) PCR (Brady & Iscove, 1993)

Diese RNA-Amplifikation-Methode besteht aus drei Schritten: cDNA-Synthese, Verlangerung der
cDNA um einige dATP-Nukleotide mittels der Terminalen-Deoxynukleotidyl-Transferase und die
anschlieBende Amplifikation der cDNA durch PCR. Die Amplifikation verschiedener RNA’s
funktionierte zuverlassig. Problematisch war jedoch die aufwendige und fur jede frisch isolierte
RNA stets von neuem notige Optimierung (Abb. 5.16) der bis zu 1kB langen PCR-Produkte. Die
immer wieder neuen Optimierungen der PCR betrafen die Pufferbedingungen und die

Oligonukleotidkonzentrationen.

1018 Bp .
517/506 Bp
1kB- ansteigende (Pfeilrichtung) MgCl,-Konzentration im Puffer von 1,5
Leiter bis 5mM, bei einer Oligonukleotid-Konzentration von 4 OD
Abb. 5.16: /e. Aufgetragen

wurden'je 1oul dPCR-Produkt. Von links nélch rechts ansteigehd wurden die MgCl2-
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Konzentrationen im jeweils verwendeten PCR-Puffer erhéht (1,5mM; 2,0mM;.2,5mM; 3,0mM,
3,5mM; 4.0mM; 4,5mM; 5.0mM). Die Auftrennung der DNA erfolgte mittels eines 1%
Agarose-Gels.
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RNA-Amplifikation mittels SMART-Methode (Clontech)

Die SMART-Methode hat sich als am geeignetsten zur RNA-Amplifikation erwiesen. Es werden
lediglich zwei Arbeitsschritte (cDNA-Synthese und LD-PCR) benétigt, um die RNA in
ausreichender Menge zu amplifizieren. Bei dieser Methode wurden einige Optimierungen
vorgenommen. Die RNA wies die beste und hdchste Quantitat auf, wenn total-RNA mit dem
totalRNA Microprep-Kit von Stratagene extrahiert wurde. Mit Hilfe dieses Kits war es innerhalb von
45min maglich, einen - aufgrund eines DNAsel-Verdaus - von DNA freien, total-RNA-Extrakt zu
isolieren. Mit der herkémmlichen Methode der RNA-Extraktion mittels Ethanol-Fallung wurde eine
geringere RNA-Ausbeute bei gleichzeitig schlechterer Qualitat erzielt. Nachgewiesen werden
konnten diese Unterschiede durch die nachfolgende LD-PCR. In Abb. 5.17 sind die PCR-Produkte
von zwei Proben, die mittels beider Methoden gewonnen wurden, nach verschiedenen PCR-Zyklen
dargestellt. Es lasst sich erkennen, dass bei der RNA-Extraktion mittels des Stratagene-Kits schon
bei einer bedeutend geringeren Zyklenzahl ein PCR-Produkt zu sehen ist, das die verschiedenen
Transkripte gleichmé&Riger reprasentiert.
Abb. 5.17 Vergleich der SMART-Amplifikation zweier Proben aus dem gleichen Gewebe. Bei der
linken Probe wurde die RNA durch den RNA-Microprep-Isolation Kit extrahiert; bei der
rechten Probe wurde die RNA mittels Ethanol-Fallung extrahiert. Aufgetragen wurde je 10pl

der amplifizierten Proben nach den angegeben LD-PCR-Zyklen. Die Auftrennung erfolgte
Uber ein 1% Agarose-Gel.

Die Veranderungen betrafen auch die Reverse Transkriptase (RT). Die RT von Clontech war bei

5067517 Bp

1018 Bp

Zyklenzahl der 21 23 25 1kB- 27 30 33
LD-PCR Leiter

Verwendung des SMART-Kits in Packungsgréen von 7ul beigelegt. Auch hier zeigte sich, wie bei
dem Klenow-Enzym von Clontech (siehe 5.4), dass das Enzym bei solchen geringen Mengen nicht
stabil war. Dies auRRerte sich in sehr unterschiedlichen Effizienzen der cDNA-Synthese. Dieses

Problem konnte durch gesonderte Bestellung von gré3eren Enzymmengen beseitigt werden.

Generell problematisch ist die PCR-Amplifizierung von RNA, da sich hierdurch Verfalschungen der
Expressionen eines jeden Gens ergeben kdnnen, weil jede Tag-Polymerase bestimmte Sequenzen
bei der Amplifizierung bevorzugt. Um einschatzen zu kénnen, ob sich die représentative Haufigkeit
bestimmter Transkripte in den Expressionsprofilen verénderte, wurde ein Vergleich von

amplifizierten und nicht amplifizierten Expressionsprofilen vorgenommen.
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5.5.3 Vergleich der Expressionsprofile amplifizierter und nicht
amplifizierter Proben (Uberpriufung der Zuverlassigkeit der SMART-
Methode)

Die Untersuchungen zur Qualitat der RNA-Amplifizierung mittels der SMART-Methode wurden an
Zellkulturproben durchgefuhrt, da aus den Zellkulturen NAK11 und DDS1 groRe Mengen an RNA
isoliert werden konnten, wéahrend die zu isolierende RNA-Menge aus LCM-Proben fir eine

Hybridisierung der Atlas Arrays mit unamplifizierter RNA nicht ausreichte.

Um einschéatzen zu kénnen, wie stark die SMART-Methode zu Fehlern in der Darstellung der
Expression einzelner Gene fuhrt, wurde anhand je zweier Proben die differentielle Expression nicht
amplifizierter RNA mit der SMART amplifizierter RNA verglichen (Abb. 5.18).

Die Uberpriifung der SMART-Methode erfolgte iiber einen Reliabilitats-Test (Hampson et al.,
1991). Zur Uberpriifung der Zuverlassigkeit einer Methode wurden die Varianzen zweier Methoden
miteinander verglichen. Der sich daraus ergebende Koeffizient ermdglichte, Gene mit &hnlichen
Werten der differentiellen Expression auszuwahlen und die interne Konsistenz der neuen Methode

zu bestimmen.
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Isolierung der RNA aus den Zellkulturen
NAK11
/ DDS1 \
keine Amplifikation SMART-Amplifikation
Radioaktives Labeln (RT) Radioaktives Lateln (Klenow)

Hybridisierung von Arrays Hybridisierung von Arrays

Bestimmung der Bestimmung der
differentiellen Expression differentiellen Expression
Bestimmutg d+er Varianz Bestimmu+ng jer Varianz

\ Reliabilitéts-Test /
Abbl

Von den 3530 untersuchten wiesen 2861 Gene eine detektierbare Expression (>0) auf. Bei diesen
Genen wurden die differentiellen Expressionen beider Methoden miteinander ins Verhaltnis
gesetzt. Aus dem Verhéltnis der Varianzen wurde die Zuverlassigkeit (Reliabilitat) der SMART-
Methode bestimmt. Wenn nur die Gene, deren Verhéltnis der differentiellen Genexpression beider
Methoden maximal um den Wert 0,67 nach unten oder 1,5 (der Wert hat nichts mit den Werten aus
Abb. 5.19 gemeinsam) nach oben ausschlagt, bertcksichtigt werden, so erhédlt man aus dieser
Gruppe einen Gutewert der internen Konsistenz p (rho) = 0,85. Dieser Wert bedeutet eine hohe
Ubereinstimmung (Stober J., 1999) der zwei untersuchten Methoden fiir knapp 1500 exprimierte
Gene. Werden hingegen alle 2861 exprimierten Gene zur Ermittlung der Zuverlassigkeit
herangezogen, ergibt sich mit rho= 0,41 eine relativ geringe Zuverlassigkeit der SMART-Methode.
Zu beachten ist jedoch, dass die Expressionsprofile nur je zweimal erstellt wurden, bei einer
héheren Wiederholungsrate duirfte die Zuverlassigkeit hdher sein, da einzelne Ausrei3er nicht mehr

so stark ins Gewicht fallen.

In Abb. 5.19 sind die differentiellen Expressionen der einzelnen Gene bei beiden Methoden in
Gruppen zusammengefasst. In den Séaulen ist die differentielle Genexpression der einzelnen Gene
in Grupppen zusammengefasst. In den unteren Balken der S&ulen befinden sich die Gene, deren
Genexpression in den DDS-Podozyten erhoht ist (Verhaltnis NAK zu DDS 0 bis 0,5). In den oberen
Balken sind die Gene zahlenmaRig erfasst, deren Expressionen in den DDS-Zellen reduziert ist
(Verhaltnis NAK zu DDS ab 1,75). Es zeigt sich, dass die Methode der RNA-Amplifikation mittels
SMART nicht so feine Unterschiede darstellt und es zu einer Reduzierung starkerer

Expressionsunterschiede (groRer 1,75 und kleiner 0,75) fuhrt. Somit lassen sich mittels der
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SMART-Methode nicht alle differentiell exprimierten Gene auffinden. Es werden scheinbar aber

kaum falsch positive Expressionsverédnderungen verursacht.

100% -
90%
Verhéltnis der
80% - Expressionsveranderung
bei den Proben NAK zu DDS
70% F—
. o5 |1,75
60%
’ 01,50-1,75
50%
B1,25-1,50
1037
40%
01,0-1,25
1705
30% -
00,75-1,0
20% 638
B0,50-0,75
10% -
412
00-0,50
0% : 119 ‘
unamplifizierte SMART amplifizierte
Proben Proben

Abb. 5.19: Vergleich der differentiellen Genexpressionen bei unamplifizierten
und SMART-amplifizierten Proben
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5.5.4 Array-Analysen

Fur die Erstellung der Expressions-Profile aus den Kryogeweben wurde wie bei den Zellkultur-

Proben das Atlas-Array-Set 3.6 (Clontech) verwendet.

Es wurden bei den DDS-Patienten jeweils 3000 Glomeruli und bei den Normalkontrollen 1200
Glomeruli mikrodissektiert. Die daraus extrahierte Gesamt-mRNA-Menge lag bei allen Proben
unter 100ng, so dass die cDNA amplifiziert werden musste. Fir die Hybridisierung jedes Filters
wurden 600ng LD-PCR-Produkt radioaktiv markiert und Uber Nacht inkubiert. Bei allen
untersuchten Geweben wurde mindestens zweimal die Glomeruli mikrodissektiert und daraus
RNA extrahiert. Von der RNA wurde in drei getrennten Ansatzen die cDNA synthetisiert,
anschlieBend gepoolt und in vier getrennte LD-PCR-Reaktionen eingesetzt, die auch wieder
gepoolt wurden. Die amplifizierte cDNA wurde mit zwei verschiedenen Atlas-Array-Sets 3.6
hybridisiert und jeweils zu zwei Zeitpunkten die radioaktive Signalstarke bestimmt, die

anschlielend gemittelt wurde.

In Abb. 5.13 wurde bereits das Beispiel einer Array-Analyse dargestellt. Die genaue
Quantifizierung der radioaktiven Signale bei den Expressionsdaten der Glomeruli erfolgte analog

zu den Zellkultur-Proben mittels der AIDA-Image-Analysis-Software.

Die Expressionsdaten der mikrodissektierten Glomeruli sind in Kapitel 5.6 zusammen mit den
Zellkulturdaten dargestellt, um einen besseren Uberblick der Expressionswerte zu haben und
mogliche Fehler durch die SMART-Methode oder die in-vitro Bedingungen der Zellkultur besser

erkennen zu kénnen.
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5.6 Vergleich der Expressionsprofile

Um differentiell exprimierte Gene zu finden wurden die Expressionsprofile der Normalkontrollen
und der DDS-Patienten aus Podozyten-Zellkulturen und Glomeruli aus Gefriergewebe miteinander
verglichen. Insgesamt konnten die in Tab. 5.10 aufgeflhrten Expressionsprofile mittels des Atlas-
Array-Sets 3.6 erstellt werden.

Tab.5.10: Ubersicht der erstellten Expressionsprofile

Kryogewebe Zellkultur

EXpressions- | \ax1 NAK6 NAK7 NAKS NAK9 DDS1 DDS3 | NAK11 DDS1

Profile
unamplifiziert ja ja
SMART- . . . . . . ) ) .
Amplifikation | 2 ja Ja ja ja ja ja ja ja

Zu beachten sind einige Unterschiede bei der Erstellung der Expressionsprofile je nach

verwendetem Probenmaterial.

> Die extrahierte RNA aus Kryogewebe wurde aus kompletten Glomeruli gewonnen und Uber die
SMART-Methode amplifiziert.

» Die Podozyten in der Zellkultur unterliegen artifiziellen Wachstumsbedingungen, die die

Expression einzelner Gene und ganzer Gengruppen veréandern kann.

Die durchgefuhrten Clusteranalysen dienten dazu, Gene mit &ahnlichen Expressionsmustern
einander zuzuordnen. In der Abb. 5.19 ist ein Teil der Expressionsdaten, die aus den Glomeruli der

Kryogewebe erstellt wurden, dargestelit.

Um die groBen Datenmengen systematisch zu analysieren wurden folgende Gruppierungen
vorgenommen:

» Gene mit starken Tendenzen zur differentiellen Expression

Gene, die glomerulare Basalmembran- und Transmembranproteine kodieren

Gene, die Proteine der Podozytenful3fortsatze kodieren

Putative WT1-Targetgene

vV V V VY

Gene, die in der Nierendatenbank beschrieben wurden

5.6.1 Gene mit starken Tendenzen zur differentiellen Expression

Beim Vergleich der Expressionsprofile (Abb. 5.20) mittels der Clusteranalyse (Eisen et al., 1998)
konnten die Gene zwei Gruppen, aufgrund einer guten Homogenitat innerhalb der Gruppen und

einer guten Abgrenzbarkeit zueinander, zugeordnet werden.
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Abb. 5.20: Ausschnitt der geclusterten Expressionsprofile aus Kryogewebe. In den 11 linken
Spalten befinden sich die Normalkontrollen (NAK), in den vier rechten Spalten sind die DDS-
Patienten aufgefiihrt. Rote Farbe bedeutet eine starke Expression, mittlere Expression ist
durch schwarz dargestellt, Kastchen in griin stehen fur eine geringe Expression. Je intensiver
die Farben sind, desto stérker ist die Tendenz der Expression in eine Richtung.

Dieser Ausschnitt stellt jedoch nur einen ganz kleinen Bereich dar, letztendlich missen alle Daten
durchgesehen werden.

In der oberen Gruppe finden sich Gene, deren Expression in den Glomeruli von Normalgeweben
Uberwiegend starker (rote Késtchen) als in den Glomeruli der DDS- Patienten war. In der unteren
Gruppe finden sich die Gene, die in den Glomeruli der DDS-Patienten starker exprimiert wurden.

Die Daten der Gene, die im Ausschnitt der Clusteranalyse dargestellt sind, sind in Tab. 5.11 als
Mittelwerte mit den Standardabweichungen und den Werten aus den Expressionsprofilen der
Podozyten in Zellkulturen zusammengefasst.
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Tab. 5.11: Expressionsdaten von den Genen, die in der Clusteranalyse (Abb. 5.20) dargestellt sind

NAK LCM mit
SMART

Gennamen

lymphocyte antigen 6 complex, locus E

Janus kinase 3 (a protein tyrosine kinase,
leukocyte)

inositol polyphosphate-1-phosphatase

protein tyrosine phosphatase, receptor type,
N

Ifgr4
GATA-binding protein 4

lysosomal-associated membrane protein 1
fibroblast growth factor 1 (acidic)

dystroglycan 1 (dystrophin-associated
glycoprotein 1)

Wilms tumor 1

cholinergic receptor, nicotinic, alpha
polypeptide 4

membrane-spanning 4-domains, subfamily
A, member 2

matrix metalloproteinase 7 (matrilysin,
uterine)

RAR-related orphan receptor C
skeletal muscle tropomyosin alpha subunit

similar to mouse growth/differentiation factor
7 (GDF7)

empty spiracles (Drosophila) homolog 2
putative c-Myc-responsive

elastin (supravalvular aortic stenosis,
Williams-Beuren syndrome)

pleiotrophin (heparin binding growth factor
8)

homeo box B7
ribosomal protein S28
ribosomal protein L35

eukaryotic translation elongation factor 1
delta

PODL1 / transcription factor 21
Synaptopodin

DDS LCM mit
SMART

Zellkultur mit

Zellkultur

SMART unamplifiziert
NAK1l, DDS2, | NAK11,
ZK ZK ZK

4 5 24
119 151 74
4 2 5
1 3 1
45 3 73
1 1 3
1 2 2
1 1 2
1 1 43
1 1 1
1 1 5
1 2 7
50 152 8
35 44 3
97 248 115
4 1 20
1 1 1
10 16 15
1 2 2
5 2 3
3 1 13
32 36 25
110 71 465

30 36 82
1 2 9
1 1 23
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Um die Besonderheiten bei der Erstellung der Expressionsprofile (s.0.) zu bertcksichtigen, wurden
die Expressionsprofile der Podozyten und kompletten Glomeruli nebeneinandergestellt und
zusammen betrachtet. Durch die gemeinsame Betrachtung wurde ein Schwerpunkt auf die

differentielle Genexpression bei Podozyten gelegt.

Die Verhéltnisse der gemessenen Expressionswerte der SMART-amplifizierten Zellkultur-Proben
verhielten sich bei 12 Genen ahnlich wie die nicht amplifizierten Proben; bei sechs Genen war eine

Ubereinstimmung aller drei Methoden zur Bestimmung der differentiellen Expression festzustellen.

Weiterhin liel3 sich feststellen, dass die Mittelwerte der Expressionswerte haufig relativ grof3e
Standardabweichungen aufwiesen. Dies zeigte sich auch in der Abb. 5.19 der Clusteranalyse: So
sind die geclusterten Expressionswerte von GATA4 relativ heterogen. Bei Betrachtung der
Originalwerte der GATA4-Expression in den Proben spiegelt sich dies in der starken Heterogenitét,
die zu einer hohen Standardabweichung fiihrt, wieder. Vier von elf Normalkontrollen exprimierten

GATA4 schwach, die anderen sieben Normalkontrollen exprimierten GATA4 starker.

Bei den Genen der oberen Gruppe mit einer héheren Expression in den Normalkontrollen
(Lymphocyte Antigen 6, Janus Kinase 3, Fibroblast Growth Factor 1, Dystroglycan 1 und
Cholinergic Receptor) sind die Verhaltnisse der Expressionswerte bei den SMART-amplifizierten
LCM-Proben und den nicht amplifizierten Proben der Podozyten in Zellkultur &hnlich. Im Falle des
WT1-Gens war eine Expression in den Podozyten nicht nachweisbar. Vier Gene wiesen beim
Vergleich der Expressionsverhdltnisse aus Gefriergewebe und Zellkulturpodozyten eine kontrére
Expression auf. Es handelt sich um Inositol Polyphosphate-1-Phosphatase, Protein Tyrosine

Phosphatase und Lysosomal-associated Membrane Protein 1.

In der unteren Gruppe lieRen sich die aus den LCM-Proben gewonnenen Expressionsdaten fir die
Gene Matrix Metalloproteinase 7 (MMP7), RAR-related Orphan Receptor C, Empty Spiracles
(Drosophila) Homolog 2 (EMX2), putative c-Myc-responsive-Gen und Elastin mit den

Expressionswerte der Podozyten in Zellkultur bestatigen.

Bei den sieben anderen Genen waren die Expressionsdaten der Podozyten in Zellkultur, Growth
Differentiation Factor7, Homeobox B7, das ribosomale Protein L35-Gen und Pleiotrophin genau
kontrdr zu den Expressionsdaten, die aus den LCM-Proben erstellt wurden. Bei den Genen
Membran-Spanning 4-Domain, Skeletal Muscle Tropomyosin und Eucaryotic Translation

elongation Factor war die Expression in den Zellkulturen NAK11 und DDS1 ungeféhr gleich hoch.

Aufgefiihrt sind auch die Expressionsdaten fur die Podozytenmarker POD1 und Synaptopodin.
POD1 schien in DDS-Glomeruli und Podozyten niedriger exprimiert zu sein. Hingegen wies

Synaptopodin in allen untersuchten Proben ungefahr gleiche Expressionsstarken auf.

Im Folgenden sind fur vermeintlich differentiell exprimierte Gene die in der Literatur bereits
beschriebenen Funktionen mit ihren mutmafilichen Wirkungen aufgefiihrt. Die Auswahl der Gene

erfolgte aufgrund erkennbarer Tendenzen zur differentiellen Expression durch eine relativ hohe
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Homogenitat innerhalb der Gruppen der Normal- und DDS-Gewebe und durch eine gute

Abgrenzbarkeit der beiden Gruppen fiir die Gene.
In DDS-Geweben niedriger exprimiert sind:

Lymphocyte Antigen 6: Mitglied der Lymphocyte-6-Antigen-Familie, spielt wahrscheinlich eine Rolle
bei der Zelladhdsion von Keratinozyten (Datenbank NCBI-LocusLink, Internet:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink/).

Janus Kinase 3: Ist eine Tyrosinkinase. JAK3 spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der
Signaltransduktion, kann aber auch mit Mitgliedern der STAT-Familie interagieren. JAK3 wird
vor allem in Immunzellen exprimiert. Mutationen im JAK3-Gen kodnnen zur Immundefizienz
fahren (Macchi et al., 1995; (Datenbank NCBI-LocusLink,

Internet:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink).

Inositol-Polyphosphate-1-Phophatase: Ist Teil des Phosphoinositidweges, der Molekile liefert, die
oft als Signalmolekile dienen (z.B. Phosphatidylinositol (PI) 3,4,5 Triphosphat). Ein Substrat
des Enzyms Inositol-1,4,5-Triphosphat 6ffnet intrazellulare Ca-Speicher im ER (York et al.,
1993; Datenbank NCBI-LocusLink, Internet: pttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/ LocusLink, 2002).

Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor-Gen vom TypN (PTPRN): PTPRN kann den Zellzyklus

regulieren und Proliferation, Differenzierung und onkogene Tranformation von Zellen

beeinflussen (Datenbank NCBI-LocusLink, Internet: http://www.ncbi.nim.nih.gov/ LocusLink, |

. Ein weiterer Vertreter von Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor-Genen ist das in
Podozyten exprimierte Gleppl (PTPRO), fur dieses Gen konnte bei der experimentellen PAN-
Nephrose im Rattenmodelle eine suprimierte Expression nachgewiesen werden (Kim et al.,
2002).

GATA binding-4-protein-Gen (Gb4P): Gb4P kann kompakte Chromatin-Strukturen entpacken und

der  Transkription  zugénglich machen (Datenbank  NCBI-LocusLink, Internet:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ LocusLink, 2002].

Lysosomal-associated Membrane Protein 1-Gen (CD107a): CD107a hat verschiedene Funktionen,

Es ist beteiligt bei zellularer Adhéasion, inter- und intrazellularer Signal-Transduktion und

schutzt die Zellen vor lysosomalem Selbstverdau (Howe et al., 1988).

acidic Fibroblast Growth Factor 1-Gen (aFGF1): Es konnte nachgewiesen werden, dass aFGF1
durch HSPGs in ihrer Aktivitat dramatisch reduziert werden kann (Selleck et al., 2000).
aFGF1 selbst kann MMP7 hochregulieren (Udayakumar et al., 2002).

Dystroglycanl-Gen: Dystroglycanl ist ein Rezeptor fir Agrin und Laminin2 und ein

Zelloberflachenprotein bei Podozyten (Yamada et al., 1996).

Wilms-Tumorl-Gen: die Funktion wurde bereits in Abschnitt 5.1.2 beschrieben.
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Cholinergic Receptor-Gen: Cholinergic Receptor ist ein neuronaler Rezeptor (Datenbank NCBI-

LocusLink, Internet: pttp://www.ncbi.nim.nih.gov/ LocusLink, 2002].

Interleukin 1 Rezeptor-Gen (IL1R): IL1R vermag alle drei Interleukin-Formen zu binden.

Beschrieben ist, dass IL1R eine Rolle bei der Regulierung der Proliferation von

Knochenmarksfibroblasten spielen konnte (Rameshwar et al., 1997).
In DDS-Geweben starker exprimiert sind:

Protein-Tyrosin-Phosphatase-Rezeptor-Gen vom Typ C (CD45): Die Tyrosin-Phosphatase CD45
spielt eine wichtige Rolle bei Proliferation, Differenzierung und onkogener Tranformation
(Justement, 2001; Issarachai et al., 2002). In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass das Transmembranprotein vor allem von B-Zellen und h&matopoetischen
Stammzellen wahrend Differenzierungsprozessen exprimiert wird. Der Anstieg der Tyrosin-
Phosphatase konnte stellvertretend fiir eine zunehmende Infiltration von B-Zellen in die
Glomeruli stehen und damit ein Anzeichen fir eine héhere Aktivitdt des Immunsystems in den

DDS-Glomeruli sein.

Membran-spanning 4-domain-Gen: Dieses Gen wurde in der Literatur — soweit mir bekannt - noch

nicht beschrieben.

Matrix-Metalloproteinase7-Gen (MMP7): Die MMP7 ist in den Abbau von extrazellularen
Matrixproteinen involviert. Das Enzym MMP7 degradiert HSPG’s und spielt eine Rolle bei
Wundheilungsprozessen. MMP7 kommt bei normalen physiologischen Prozessen in der
Embryonalentwicklung oder bei Gewebe-Neuorganisierung vor. Die MMP’s werden in einer
inaktiven Form sekretiert und extrazellular durch andere Proteinasen aktiviert (Schiozawa et
al., 2000; Obermdiller et al., 2001).

Skeletal Muscle Tropomyosin-Gen: Tropomyosin ist ein Zytoskelett-Protein, das Aktin-
Mikrofilamente stabilisieren kann. Tropomyosin vermag auch das Zytoskelett zu
reorganisieren (Shah et al., 2001). Eine Wirkung wurde auch als Supressor maligner
Transformation beschrieben.

Growth Differentiation Factor7 (GDF7): GDF7 wird vor allem in neuronalen Geweben exprimiert.
GDF7 gehort zu den BMP-Wachstumsfaktoren (Monuki et al., 2001). Es spielt eine Rolle bei
Zelldifferenzierung und Morphogenese (Settle et al., 2001).

Empty Spiracles (Drosophila) Homolog 2-Gen (EMX2): EMX2 wurde bereits auf Seite 93

vorgestellt.

putative c-myc response protein-Gen: Das ,putative c-myc response protein“ wurde bei
verschiedenen Tumoren nachgewiesen, die eine erhdhte Expression des Onkogens c-Myc

aufwiesen. Das putative c-myc Protein ist kernlokalisiert und spielt wahrscheinlich eine Rolle
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wahrend der Proliferation der Zellen (Datenbank NCBI-LocusLink, Internet:

hnn.ﬂmur.mmm.mhwuuk‘ 2002).

Elastin: Elastin ist die Hauptkomponente der extrazellularen Matrix von Arterien. Es hat

regulatorische Funktionen wahrend der Arterien-Entwicklung und reguliert die Bildung der

glatten Muskulatur und stabilisiert die Arterien (Li et al., 1998).

Pleiotrophin: Pleiotrophin spielt eine Rolle bei der epithelialen Organogenese und ist ein
mesenchymaler Reifefaktor, der an der Verzweigung der Ureterknospe beteiligt ist (Sakurai et
al., 2001).

Homeobox b7: Hox b7 ist ein DNA-bindendes Protein, das Genexpressionen wahrend der
Morphogenese und Differenzierung reguliert. Mittels EGFP (unter Hox b7-Promoter Kontrolle)
konnte in einer Hox b7-mutanten Maus gezeigt werden, dass Hox b7 von der Ureterknospe
bis zum reifen Glomerulus exprimiert wird (Srinivas et al., 1999). Zudem steuert Hox b7 die
Rezeptor-Tyrosin-Kinase RET, die eine wichtige Funktion bei der Nephrogenese hat (de
Graaf et al., 2001).

Elongation-Factor-Gen delta (EEF1D): Der EEF1D enthdlt ein Leuzin-Zipper-Motiv, das die DNA-
Bindung ermdglicht. Koletta und Mitarbeiter (Koletta et al., 1998) konnten bei Mamma-
Tumoren eine verstarkte Expression von EEF1D nachweisen. Sie postulierten, dass eine
erhodhte Expression des EEF1D fiur eine maligne Transformation der Zellen bendtigt wird. Der
Elongation-Faktor erméglicht den Eintritt der Zellen in den Zellzyklus und hat deshalb
onkogenes Potential. Bei in-vitro-Zellkultur-Versuchen ermdglichte die Expression des EEF1D
ein Kontakt-unabhéngiges Wachstum und versetzte die Zellen in die Lage, Tumoren zu
bilden. Die Abschaltung des Gens machte diese Entwicklung ruckgéangig (Joseph et al.,
2002).

POD1-Gen: Die Funktion wurde bereits in Abschnitt 5.1.3 beschrieben.

Signal-Sequence-Receptor delta (TRAPD): TRAPD ist involviert in die Protein-Sekretion (Wang et
al., 1999). Die genaue Funktion des TRAPD ist unklar. Andere Signal-Sequenz-Rezeptoren
spielen eine Rolle als Teil des Signal-Erkennungs-Partikel (SRP), der in die Membran des

Endoplasmatischen Reticulums integriert ist.

Transforming-growth-factor beta 2 (TGFR2): TGFR2 ist ein multifunktionales Zytokin mit
zahlreichen Zell- und Gewebe-Aktivitaten: Zellzyklus-Kontrolle, Regulierung friher
Entwicklung, Differenzierung, extrazellulare Matrixbildung, Hamatopoese, Angiogenese,

Chemotaxis, Immunfunktionen und Induktion von Apoptose (Schuster et al., 2002).

Glypican 3: Glypican 3 gehdrt zu der Gruppe der HSPGs. Es ist ein integrales Zell-Oberflachen-
Protein, das zur Verankerung von Zellen dient. Mutationen im Glypican 3-Gen flhren zum
Simpson-Golabo-Behmel-Syndrom, das zur UbergréRe fiihrt und mit einer Pradisposition fiir

Wilms-Tumoren assoziiert ist (Pilia et al., 1996). Die Ursache liegt in der Regulation des
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Wachstums mesodermaler embryonaler Gewebe; es kann auch Komplexe mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren (z.B. IGF2, TGFR) bilden und deren Aktivitdit mindern (Selleck et al.,
2000).

5.6.2. Expressionsanalyse von Genen, die glomerulare Basalmembran-

und Transmembranproteine kodieren

In Abb. 5.21 sind die Expressionsdaten der Gene geclustert dargestellt, von denen bekannt ist,
dass die Proteine eine Rolle beim Aufbau der glomeruldren Basalmembran spielen. Aufzufinden
sind dabei auch Gene, deren Expression bereits immunhistochemisch analysiert wurden. Es
handelt sich um Collagen IV und Laminin A. Die in der IHC verwendeten Antikdrper waren nicht

spezifisch, sondern erkannten viele Subformen.
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ist durch schwarz dargestellt, Kastchen in griin stehen fir eine geringe Expression. Je
intensiver die Farben sind, desto starker ist die Tendenz der Expression in eine Richtung.

Anhand der Clusteranalyse lasst sich erkennen, dass nur bei Glypican 3 eine nahezu einheitliche
Veranderung des Expressionsmusters festzustellen ist. Dieses Gen scheint in allen untersuchten

DDS-Glomeruli-Proben starker exprimiert zu sein als in den NAK-Glomeruli-Proben.
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Bei Glypican 3 handelt es sich um ein extrazellulares Heparan-Sulfat-Proteoglycan (HSPG).

Glypican 3 wurde im Kapitel zuvor besprochen.

Bei allen weiteren Genen ist keine einheitliche Expressionsveranderung zu registrieren. Es fallt

jedoch auf, dass die Proben NAK8 und NAK9 generell hohe Expressionswerte aufweisen.
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5.6.3 Gene, die Proteine der Podozytenful3fortsatze kodieren

Die Gene Synaptopodin, a-Actinin 1 (Welsch et al., 2001), Integrin und das ZO1 (Reiser et al.,
2000) bilden Proteine, die wichtig fir den Aufbau der FuRfortséatze des Podozyten sind. Die
geclusterten Expressionsdaten sind in Abb. 5.22 mitaufgefiihrt. Es lasst sich jedoch keine
einheitliche Expressionsveranderung erkennen. Die immunhistochemisch festgestellte verminderte
Expression von Synaptopodin und Integrin a3p1 in DDS-Glomeruli konnte anhand der Array-

Analysen nicht bestétigt werden.

5.6.4 WT1-Targetgene

In Abb. 5.22 sind die Gene geclustert abgebildet, von denen bekannt ist, dass sie durch WT1
reguliert werden (Bcl2, EGFR, p21, IGF2, PAX2, PDGFa, TGFR2 und EGR1) kdnnen.

- -
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naired bhox nrotein 2 (PRX2)
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transforming arowth factor bheta (TGF-bheta: TGFB)
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intearin beta 1 {ITGHE1Y: fibronectin recentor beta subw
integrin alvha 3 (ITGAZY: CD49C antigen: werv late antii
tight junction wrotein 1 (TJPF1); zonula occludens (Z01})

Abb. 5.22: Clusteranalyse von WT1-regulierten Genen und Genen deren Produkt eine wichtige
Funktion fUr die Podozytenful3fortsétze hat. In den elf linken Spalten sind die Werte der NAk-
Glomeruli, in den vier rechten Spalten die Werte der DDS-Glomeruli dargestellt. Rote Farbe
bedeutet eine starke Expression, mittlere Expression ist schwarz dargestellt, griine Kastchen
stehen fir eine geringe Expression

Die Expressionsdaten der Gene aus Abbildung 5.22 lassen in der Clusteranalyse keine

einheitlichen Expressionsverénderungen erkennen.

Immunhistochemisch wurden zwei der hier aufgefiihrten Gene bereits untersucht. IGF2 und EGFR
zeigten eine schwachere Expression in den DDS-Glomeruli, diese Befunde konnten durch die
Expressionsanalyse nicht bestatigt werden. Dies dirfte unter anderem an der geringen Probenzahl

liegen, eine grolRere Probenzahl dirfte die Standardabweichung verringern.
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5.6.5 Gene, die in der Nierendatenbank beschrieben wurden

In Tab. 5.12 sind die Gene samt der ermittelten Expressionswerte aufgefiihrt, von denen aus einer

Nierendatenbank (Kidney Development Database, Internet: http://golgi.ana.ed.ac.uk/kidhome.html]

bekannt ist, dass sie zu bestimmten Zeitpunkten in der Niere, speziell im Glomerulus, exprimiert

werden. Die Proteine sind dabei je nach Funktion verschiedenen Gruppen zugeordnet.

Es fallt auf, dass das Integrin a L, das vor allem von Leukozyten exprimiert wird und eine zentrale
Rolle bei der interzellularen Adh&sion von Leukozyten durch Interaktionen mit den Liganden ICAM
1-3 NCBI-LocusLink,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/_LocusLink| 2002), eine hohe Expression bei den mittels SMART-

(Interzellulare  Adhasions-Molekile) spielt (Datenbank Internet:

Amplifizierung erstellten Expressionsprofilen aufweist. Offensichtlich wurde durch die SMART-
Amplifikation diese cDNA besonders stark amplifiziert, da die gemessenen Expressionswerte der

nicht amplifizierten Expressionsprofile bedeutend niedriger sind.

Zusatzlich fallen die bereits erwdhnten und besprochenen Gene Dystroglycanl, Hox b7 und WT1
auf. Das schon im Abschnitt 5.4 besprochene Gen IGFBP3 zeigt ein zu Integrin a L kontréres
Verhalten in der SMART-Amplifikation; hohe Expressionswerte in der Zellkultur werden durch die
SMART-Amplifikations-Methode abgeschwécht. Beide Beispiele fuhren noch einmal vor Augen,

wie wichtig die Validierung der Array-Daten ist.

Tab.5. 12: Expressionswerte von Genen aus ,Kidney Development Database*

Zellkultur Zellkultur
DDS Kryogewebe amplifiziert | unamplifiziert
NAK Kryogewebe amplifiziert amplifiziert DDS/NAK | DDS/NAK
NAK7 NAK7 NAK1 NAK1 NAK1 NAK9 NAK9 NAK8 NAK8 NAK6 NAK6|DDS1 DDS1 DDS3 DDS3|DDS2 NAK11|DDS1 NAK11l
Genname Prl Pr2 Prl1 Pr2 Pr3 Prl Pr2 Prl Pr2 Prl Pr2|Prl Pr2 Prl Pr2| zK ZK Zk ZK
Signaling molecules, growth factors
inhibin, beta A 1 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 2 2 2 4 9 2 3
inhibin, beta C 1 1 1 1 1 3 6 8 4 1 1 6 1 1 3 1 1 9 6
BMP 4 330 710 244 153 484 136 41 27 79 79 81 390 333 14 11 33 34 16 15
BMP 2 48 101 33 31 97 24 9 4 10 24 20 62 53 3 2 69 45 8 12
FGF7 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1
FGF 13 1 3 1 2 8 4 7 7 1 6 1 4 1 1 2 2 1 12 12
neurotrophin 3 12 6 8 17 12 35 115 69 84 71 32 30 52 40 54 19 18 158 141
WNT1 2 2 9 10 4 2 5 4 2 4 1 10 5 5 6 1 1 16 9
protein phosphatase 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
protein phosphatase 2 7 4 5 26 88 2 18 14 3 11 5 2 3 3 5 4 1 1 1
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Zellkultur Zellkultur
DDS Kryogewebe amplifiziert | unamplifiziert

NAK Kryogewebe amplifiziert amplifiziert DDS/NAK | DDS/NAK
BCL2-like 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 1 1 1 8 4 27 33
HGF 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
interleukin 6 5 6 8 13 2 15 24 2 5) 6 6 9 6 3] 1 186 33 168 62
IGF1 1 2 1 1 1 & 1 11 11 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1
wingless-type MMTV 1 2 1 1 2 1 2 2 1 1 6 1 6 1 1 1 1 16 29
B-cell CLL/lymphoma 2| 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
calbindin 1 14 14 4 6 4 5 10 & 3 394 384 8 27 2 2 1 1 14 7
follistatin 1 3 2 2 3 5 2 3 6 1 1 5 8 8 7 1 1 3] 5
VEGF 1 1 1 1 1 6 8 10 6 2 1 1 2 1 1 1 1 10 4
pleiotrophin 2 1 21 15 16 5 6 2 2 9 4 12 18 34 40 8 6 2 4
tyrosine 3-
monooxygenase 4 1 1 2 1 16 71 22 7 12 2 1 1 3 1 31 11 38 29
TGF beta 1 176 70 125 176 77 99 197 175 200 175 162 | 55 105 298 247 | 86 65 7 9
glial cell derived
neurotrophic factor 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 2 8

Signal Receptors, second messenger mediators

EphA2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 9 13
FGFR 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
activin A receptor, type
I 8 1 5 1 2 & 13 6 6 6 7 2 6 2 & 1 2 6 5
activin A receptor, type
1B 1 3 2 1 2 2 8 6 5 3 1 3] 10 7 10 1 1 8 5
neurotrophic tyrosine
kinase, receptor, type 2| 1 1 1 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
cellular retinoic acid-
binding protein 1 1 1 1 1 1 2 9 5 8 2 4 1 13 1 2 1 1 1 4
cellular retinoic acid-
binding protein 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
PDGFR, beta
polypeptide 1 1 32 16 6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
PDGFR, alpha
polypeptide 7 2 1 1 1 3 5 3 2 26 19 3 4 1 1 1 1 1 2
RAR, alpha 1 2 1 3] & 14 44 28 28 3 2 1 & 42 53 1 1 8 25
RAR, beta 1 2 15 16 8 5 & 1 2 2 1 1 & 1 1 1 1 1 3
IGFBP 3 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 7 1 166 2
IGFBP 5 6 2 3] 2 5 & & 7 4 1 1 9 5 1 1 1 1 10 12
IGFBP 2 57 89 6 3] 22 203 109 180 150 30 32 118 133 3 & 19 18 5) 8
FGFR 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
KGFR 2 3] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 5 1 1 1 1 1 2
FGFR1 143 527 14 11 21 233 119 27 100 27 33 | 318 131 11 11 21 22 24 14
NGFR 1 1 1 1 1 1 1 3 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
EGFR 1 1 1 1 1 1 2 2 1 4 3 1 1 1 1 3 7 4 8
Notch (Drosophila)
homolog 3 1 1 1 2 1 8 8 16 9 6 7 1 1 2 4 1 1 5) 2
transferrin receptor
(p90, CD71) 12 90 7 9 16 2 1 1 1 2 3 1 1 1 1 13 6 3 5
RBP1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 3] 1
V-ros avian 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 3
melatonin receptor 1A 1 1 4 9 8 2 2 1 1 1 1 1 2 1 1 5 4 1 8
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Zellkultur Zellkultur
DDS Kryogewebe amplifiziert | unamplifiziert
NAK Kryogewebe amplifiziert amplifiziert DDS/NAK | DDS/NAK
Transcription factors & other nuclear proteins

homeo box A5 1 1 1 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 4 4 1 2 9 4
homeo box B7 1 1 1 1 1 1 1 3 2 1 1 2 2 10 13 2 3 14
homeo box B5 3 6 13 14 25 7 1 2 2 2 1 9 2 2 2 1 2 2 8
homeo box Al 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 6
homeo box homolog 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2
homeo box 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
homeo box D3 4 7 16 15 25 30 i3 6 8 1 2 11 7 6 6 11 12 11 6
homeo box D4 1 1 1 1 2 4 6 2 6 1 1 12 3 1 5 2 1 3 5
homeo box A4 3 2 1 2 2 3 7 13 2 4 5 5 8 2 1 4 4 15 9
homeo box A5 1 2 1 2 1 5 14 3 2 4 2 6 2 5 6 1 1 4 5
homeo box B6 7 1 1 2 2 6 12 6 9 23 16 6 10 13 13 4 1 7 5
hematopoietically
expressed homeobox 1 1 2 1 1 2 6 8 3 2 1 3 2 1 1 1 1 1 12
homeo box A9 1 1 1 2 5 8 10 22 16 4 5 13 7 2 2 5 5 16 3
homeo box A13 1 1 1 1 2 4 7 4 2 1 2 7 3 9 8 1 1 17 5
homeo box B1 21 43 18 25 17 88 40 22 16 19 16 45 34 32 35 10 7 15 14
homeo box B13 2 1 1 1 4 3 4 5 3 2 2 6 4 1 1 1 1 7 4
homeo box C11 1 1 1 1 2 7 4 7 2 2 1 2 4 1 2 1 1 7 3
homeo box D10 1 2 4 4 4 3 4 6 B 2 1 1 1 2 2 1 1 9 4
mesenchyme homeo
box 2 1 1 1 1 1 1 2 2 4 1 1 4 9 1 1 1 1 2 9
KIAA0293 protein 1 2 1 1 2 2 8 5 1 1 1 1 1 2 1 1 4 6
2 (SOX2) 1 5 1 2 1 1 5 7 27 2 3 1 1 1 1 1 1 4 8
SRY box 3 1 3 1 1 2 6 5 5 3 1 3 3 1 1 2 1 1 1 4
SRY box 11 1 2 1 1 2 1 3 1 1 1 3 8 3 1 4 1 1 2 5
paired box gene 2 1 1 1 2 1 2 4 8 1 1 1 1 6 2 1 1 1 6 10
POU domain, class 4 1 3 1 1 5 2 3 3 1 1 3 1 2 2 1 1 1 7 9
POU domain, class 4 8 6 5 5 10 8 7 9 2 2 2 12 1 6 7 2 1 2 5
POU domain, class 3 2 1 2 1 1 4 7 6 1 1 3 4 1 1 3 1 1 5 2
POU domain, class 6 20 11 32 31 23 49 61 20 36 77 13 7 9 30 28 5 5 68 45
transcription factor 7 1 2 2 2 5 2 6 8 2 B 2 9 4 8 2 1 2 22 10
pre-B-cell leukemia
transcription factor 1 1 1 11 6 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
forkhead box G1B 2 2 2 1 3 7 4 2 2 1 1 2 9 1 2 2 1 5 1
LIM homeobox
transcription factor 1,
beta 1 6 1 1 2 4 4 2 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
LIM homeobox protein
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
paired box gene 2 1 1 1 2 1 2 4 8 1 1 1 1 6 2 1 1 1 6 10
hepatic nuclear factor
(HNF1) 1 1 1 3 2 3 2 6 1 2 2 1 10 2 2 1 1 18 5
mesenchyme homeo
box 1 12 6 35 44 36 6 11 8 12 5 9 6 15 12 11 2 1 19 16
ecotropic viral
integration site 2B 2 4 2 2 2 8 6 5 4 10 3 2 5 10 9 1 1 14 8
Wilms tumor 1 14 1 4 6 1 16 18 18 15 10 12 3 4 1 1 1 1 2 1
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Zellkultur Zellkultur
DDS Kryogewebe amplifiziert | unamplifiziert

NAK Kryogewebe amplifiziert amplifiziert DDS/NAK | DDS/NAK
T brachyury (mouse)
homolog 1 1 2 4 2 3 5 2 5] 1 1 1 3 1 1 2 1 2 2
GATA-binding protein
3 10 3 3 5] 3 4 5 6 5} 16 20 6 12 2 2 1 1 2 4
N-myc (and STAT)
interactor 21 13 9 4 5 5) 26 28 18 96 90 26 25 5 6 7 14 9 7
c-myc promoter-
binding protein 3 1 1 1 1 2 2 1 2 2 2 4 3 1 1 1 1 1 2
v-myc 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
V-myc avian 9 51 42 17 67 33 9 7 10 4 4 12 8 2 3 21 21 109 163
v-myc avian 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1
p53 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
P-cadherin 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 1
cadherin 11 1 1 1 1 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2

ECM & receptors, Proteoglycans

laminin, alpha 1 1 4 1 1 1 4 9 7 4 1 1 2 6 1 2 1 1 2 2
laminin, alpha 2 2 1 1 2 2 9 9 17 12 1 3 7 1 1 1 1 1 2 3
laminin, alpha 3 1 8 1 1 2 9 15 20 4 1 1 7 10 9 9 22 12 17 6
laminin, beta 3 1 2 2 1 1 3 4 6 7 2 1 4 1 1 1 1 1 7 1
integrin, alpha 6 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1
integrin, alpha 10 1 2 8 8 17 1 1 1 1 1 1 2 4 1 1 1 1 2 2
integrin, beta 5 5 12 37 22 79 8 4 3 5) 2 3 14 11 1 1 4 6 1 1
integrin, alpha 4 1 2 1 1 1 2 1 2 1 1 1 2 1 4 3 2 2 7 7
integrin, beta 2 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1 1 3 8 8 1 1 1 1
integrin, alpha 2b 1 1 9 6 15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
integrin, beta 6 1 1 1 2 3 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 2 2 1
integrin, alpha 3 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 80 84
integrin, alpha X 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
integrin, alpha E 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1
integrin, beta 8 4 1 2 2 1 3 4 4 3 7 B B 5 2 2 5 4 16 10
integrin, alpha 6 1 1 1 1 2 3 4 3 3 1 1 1 2 1 2 2 1 2 1
integrin beta 4 (ITGB4) 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 21 40
integrin, alpha V 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 2 33 22
integrin, beta 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 26 10
integrin, alpha M 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3
integrin, alpha L 2795 1537 2485 2485 1040 1751 2614 2863 2965 3294 3754 | 2804 3209 2057 1714 (1800 1512 | 133 344
matrix
metalloproteinase 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
sparc/osteonectin 9 2 1 3 8 12 21 8 13 16 21 61 24 9 10 17 16 2 2
syndecan 1 1 1 11 4 6 2 2 4 11 1 2 3 2 2 4 1 1 2 1
syndecan 2 3 8 1 2 1 17 15 8 11 2 2 6 3 6 6 2 1 8 5
nidogen 2 1 1 2 1 2 2 1 1 1 1 1 3 2 1 1 1 1 2 2
dystroglycan 1 5 7 19 19 6 11 22 19 13 5 7 6 8 7 8 1 2 38 43
galectin 3 8 2 1 1 2 26 44 36 33 6 8 1 5 164 139 | 37 20 14 5
sorting nexin 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 8 1 1 1 1 1 2 2

Cell adhesion molecules, cytoskeletal proteins
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Zellkultur Zellkultur
DDS Kryogewebe amplifiziert | unamplifiziert

NAK Kryogewebe amplifiziert amplifiziert DDS/NAK | DDS/NAK
gap junction protein,
beta 1 1 4 24 43 23 2 5 1 8 1 4 4 5 1 1 1 1 4 2
gap junction protein,
beta 2 1 2 1 1 2 3 3 2 1 1 2 6 4 3 1 1 1 15 1
Z0L1 tight junction
protein 1 1 1 1 1 1 2 7 4 4 1 1 2 2 1 1 2 1 1 1
neural cell adhesion
molecule 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1
aminopeptidase
puromycin sensitive 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 4 1 1
FAT tumor suppressor 1 1 8 5 12 7 5 3 2 1 1 8 1 1 1 3 2 2 4
junction plakoglobin 4 1 1 2 2 3 3 1 2 9 9 1 3 1 1 3 4 35 43
desmoglein 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1
E-cadherin 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
synaptopodin 1 1 1 2 2 2 1 1 1 1 1 7 1 1 1 1 1 18 23
neurofilament 2 2 4 3 2 2 7 6 9 2 1 8 3 1 2 4 1 2 5
GCDNF 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 2 3
protein phosphatase 2 7 4 5 26 88 2 18 14 3 11 5 2 3 3 5 4 1 1 1
CFTCR 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
matrix
metalloproteinase 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2
kallikrein 7 7 13 8 14 11 11 14 12 9 10 11 9 9 9 7 1 1 1 1
kallikrein 8 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1
clusterin 5 1 2 4 2 2 4 1 1 4 2 7 2 7 8 1 1 2 8
acid phosphatase 2 6 1 1 1 1 2 9 9 8 7 7 2 6 4 8 4 2 22 2
polycystic kidney
disease 1 1 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 4 4
prion protein (p27-30) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 21 46
galactosidase, beta 1 6 1 3 3 1 17 17 6 10 9 21 19 16 12 13 16 12 8 3
galactosidase, alpha 2 1 1 1 1 22 39 21 17 1 1 6 1 40 42 5 8 25 2
ATPase, Na+/K+
transporting 1 1 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 6 4 2 8
ATPase alpha 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 8 3
glutathione S-
transferase pi 2 2 3 6 3 66 42 50 38 13 7 6 7 148 196 | 645 554 [1109 875
glutathione S-
transferase theta 1 1 3 11 14 29 29 23 10 11 3 3 B 2 4 4 7 10 13 26
glutathione S-
transferase M4 2 1 1 1 2 19 14 12 11 8 4 8 2 7 8 7 5 22 9
trehalase 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 3 2 1 1 1 1 1
uromodulin 2 1 1 1 1 169 400 85} 47 321 171 1 1 1 1 1 1 7 1

Carbohydrate marker

sialyltransferase 8 34 6 8 10 11 6 16 4 4 14 2 12 21 8 7 1 1 5 6
sialyltransferase 8 1 2 2 1 1 1 7 5 5 1 1 7 4 2 1 1 1 2 4
fucosyltransferase 1 2 2 1 1 2 3 13 8 4 3 3 4 4 3 2 2 2 6 10
phosphatidylinositol
glycan 2 1 1 1 1 12 7 2 5 1 1 2 2 1 1 4 1 9 1
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5.7 Validierung der Expression bei differentiell exprimierten

Genen

Zur Validierung differentieller Genexpressionsergebnisse, die anhand von cDNA-Arrays gewonnen
wurden, standen drei Methoden zur Auswahl. Die semiquantitative RT-PCR-Methode sollte die
Expression auf der Ebene des Transkriptoms untersuchen. Die immhunhistochemische-Analyse
wie auch die Western-Blot-Analyse sollten eventuelle Expressionsunterschiede auf der Ebene des
Proteoms darstellen. Aus zeitlichen Griinden konnte eine Validierung nur exemplarisch an vier

Genen erfolgen. Wichtig war es hierbei zu untersuchen, wie verlasslich die SMART-Daten sind.

5.7.1 Auswahl der zu verifizierenden exprimierten Gene

Erst wenn die Expressionsdaten von mikrodissektierten Glomeruli und die Podozytenkulturen stark
Ubereinstimmende Expressionsveranderungen nahe legten, kamen die Gene fir eine spéatere
Validierung der Ergebnisse in die ndhere Auswahl. Dies filhrte dazu, dass vor allem

podozytenspezifische Gene angesehen wurden.

Exemplarisch verifiziert wurden die vier Gene: die Matrix-Metalloproteinase7, POD1, Synaptopodin
und WTL1.

Die cDNA-Expressionstendenzen der vier Gene aus den Array-Analysen sind in Tab. 5.13

dargestellt.

Tab.5.13: Tendenzen differentieller Genexpressionen

Expression in DDSim  Expression in DDS-Podozyten Expression in DDS-
Gene Vergleich zu NAK bei im Vergleich zu NAK-Zellen ~ Podozyten im Vergleich
Glomeruli SMART zu NAK-Zellen
SMART unamplifiziert
MMP7 i 1 1
Synaptopodin = = =
POD1 1 = !
WT1 ! = =

1: starkere Expression; /: schwéchere Expression; =gleichstarke Expression

Die Expression der betroffenen Gene sollten auf cDNA- und Protein-Ebene (ber eine
semiquantative RT-PCR sowie dber immnunohistochemische- und Western-Blot-Analysen

untersucht werden.

Weil bei den Array-Analysen von Synaptopodin keine differentielle Expression zwischen Glomeruli
erkrankter und gesunder Personen zu sehen war, jedoch bei den IHC-Untersuchungen, sollte auch

die Expression von Synaptopodin verifiziert werden.
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Bei WT1 konnte in der IHC kein Unterschied zwischen DDS und Normal-Geweben beobachtet

werden. Der Vergleich der Expressionsanalysen zeigte hingegen eine differentielle Expression.

5.7.2 Bestatigung veranderter Genexpressionen mittels

semiquantitativer RT-PCR-Methode

Die semiquantitative RT-PCR-Methode wurde an den RNA-Extrakten der Podozyten (Zellkultur
DDS1 und NAK11) sowie an den RNA-Extrakten von lasermikrodissektierten kompletten Glomeruli
durchgefuhrt. Zuséatzlich zu den bereits fur die Array-Analysen verwendeten Normalkontrollen
NAK1, 6-9 und den Patienten DDS1 und 3 wurde noch der Patient DDS9 untersucht. Es wurde fur
die cDNA-Synthese jeweils die RNA von circa 600 Glomeruli bei Normalkontrollen und von 1500
Glomeruli bei DDS-Patienten verwendet. Bei Zellkultur-Podozyten wurde fir die cDNA-Synthese je
50ng total RNA eingesetzt. Im Anschluss an die cDNA-Synthese wurden direkt die verschiedenen
PCRs durchgefihrt. Dazu wurde jeweils ein Achtel des cDNA-Ansatzes auf die PCR-Reaktionen

verteilt. Die RT-PCR-Reaktionen wurden, wie im Methodenteil beschrieben, durchgefihrt.

Es wurde zusétzlich zu den Genen WT1, MMP7, POD1 und Synaptopodin auch die Expression
von GAPDH untersucht, um jeder Probe einen eigenen Standard zuweisen zu kdnnen. Fur die
Normalisierung der cDNA-Expressionswerte wurde die GAPDH-Expression gleich 100% und die
anderen Werte dazu ins Verhaltnis gesetzt. Die Auswertung der Ethidiumbromid-Agarosegele
(Abb. 5.23) erfolgte mit einem Phosphorimager; die Quantifizierung der PCR-Produkte wurde mit
der AIDA-Biopackage-Software durchgefuhrt.

1018Bp

517/506Bp GAPDH-Produkt

220Bp
POD1-Produkt

1kB- 1 6 7 8 9 1 3 9
Leiter NAK-Glomeruli-Proben ~ DDS-Glomeruli

Abb. 5.23: Mittels 1%igem Agarosegel (Ethidiumbromid geféarbt) wurden die RT-PCR-Produkte von
GAPDH (je 3ul) und POD1 (je 10ul), das durch digitale Bildbearbeitung nachtraglich eingefuigt
wurde, aufgetrennt. Aufgetragen wurde ganz links der GroBenmarker (5ul), es folgen dann
die funf Proben aus den NAK-Kryogeweben und die drei Proben aus den DDS-Kryogeweben.

In der Abbildung 5.24 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der durchgefiihrten
semiquantitativen RT-PCR-Analysen fur NAK-Kryogewebe, DDS-Kryogewebe und die beiden
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Zellkulturen dargestellt. Standardabweichungen konnten nur fiir die Proben aus den Kryogeweben

berechnet werden.

MMP7 Podozyten
WT1 Podozyten

1O e s | WT1 Glomeruli

POD1 Podozyten

[ 126 e B

147

E Synaptopdin Podozyten

[ — | Synaptopodin Glomeruli

Abb. 5.24: In dem Balken-Diagramm sind die verschiedenen untersuchten Probengruppen
dargestellt. Es wurden jeweils die Mittelwerte und, falls mdglich, die dazugehdrige
Standardabweichung eingezeichnet.

Beim Synaptopodin-Gen ist trotz der hohen Expression in den Glomeruli der Normalkontrollen
(gelb), die Standardabweichung so grof3, dass die zwei Gruppen nicht voneinander abgrenzbar
sind. In den Podozyten ist die Expression der Synaptopodin cDNA gleich stark. Dies bestatigt die

Ergebnisse der Array-Analyse, dass keine differentielle cDNA-Expression messbar ist.

Uneinheitlich stellt sich die gemessene cDNA Expression von POD1 dar. In den Glomeruli ist eine
ungefahr gleichstarke Expression nachweisbar. In den DDS-Podozyten ist die Expression dagegen
deutlich schwacher als in den normalen Podozyten. Der Grund fir die ungleiche Quantifizierung
von POD1 kénnte darin liegen, dass auch Parietalzellen POD1 exprimieren. Diese Durchmischung
verschiedener Zelltypen bei den Glomeruli kénnte zu den gemessenen Expressionsunterschieden
zwischen den Podozyten und den Glomeruli gefiihrt haben. Diese Vermutung wird dadurch

bestéarkt, dass POD1 in den Zellkultur-Proben schwéacher exprimiert wird.

Sowohl bei den Glomeruli als auch bei den Podozyten ist die WT1-Expression in den DDS-Proben um circa die Halfte
reduziert. Zwar ist die Standardabweichung bei den Proben aus Kryogewebe hoch, aber beide Gruppen sind klar
abgrenzbar. Die Ergebnisse unterstitzen die gemessenen Expressionsveranderungen in den Array-Analysen bei den
Proben der SMART-amplifizierten Glomeruli.
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Die cDNA-Expression konnte fir das MMP7-Gen nur bei den Podozyten in Zellkultur gemessen werden. Die Daten der
beiden Proben aus der Zellkultur zeigen bei den DDS-Podozyten eine um die Halfte reduzierte Expression und stehen somit

im Widerspruch zu den Array-Analysen

5.7.3 Bestatigung veranderter Genexpressionen mittels immunhisto-

chemischer Analysen an Kryo- und Paraffinschnitten

Mittels der Immunhistochemie kann die Expression und Lokalisation von Proteinen nachgewiesen
werden. Es lie3en sich jedoch nur grol3ere Expressionsunterschiede erkennen, da keine Verfahren
zur Quantifizierung zur Verfigung standen und die Unterschiede optisch abgeschatzt werden

mussten.

Die immunhistochemischen Analysen konnten mit Antikérpern gegen MMP7, WT1 und
Synaptopodin an DDS- und NAK-Paraffinschnitten durchgefiihrt werden. Gegen das POD1-Antigen
stand kein geeigneter Antikérper zur Verfigung. Das Ziel dieser IHC-Analysen war festzustellen,
ob bei den untersuchten Genen mit Expressionsveranderungen auf cDNA-Ebene diese auch auf
Protein-Ebene detektiert werden kdnnen. Es ist bekannt, dass es sehr haufig zu Unterschieden in

der Ho6he der cDNA- und der Protein-Expressionen im selben Gewebe kommt (Spirin et al., 1999).

Augenscheinlich werden diese Unterschiede bei der Betrachtung der Synaptopodin-Expression in
den Paraffin- und Kryogeweben (Abb. 5.8). Wahrend bei den cDNA-Analysen keine differentielle
Expression festgestellt werden konnte, war in den NAK-Glomeruli immunhistochemisch eine

bedeutend starkere Synaptopodin-Expression zu detektieren als bei den DDS-Glomeruli.

Auch das WT1-Protein wurde schon bei der Charakterisierung der Glomeruli immunhistochemisch
analysiert (Abb. 5.6). Beim Vergleich der NAK- und DDS-Glomeruli konnte jedoch der gemessene
cDNA-Expressionsunterschied nicht bei den IHC-Analysen nachgewiesen werden, da er wohl unter

der wahrnehmbaren Nachweisgrenze lag.

In Abb. 5.25 sind die IHC-Analysen fir das MMP7-Protein bei NAK- und DDS-Glomeruli
dargestellt. Die Untersuchungen zeigen eine intensivere Braunfarbung in den Zellkernen als auch
in der extrazellularen Matrix der Normalgewebe. In den Zellen wird die inaktive Form des Enzyms,
das Zymogen und auBerhalb der Zellen das aktivierte Enzym nachgewiesen; beide Formen

werden vom Antikoérper erkannt.

NAK-Glomerulus DDS-Glomerulus
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Abb. 5.25: Immunhistochmische Untersuchung des MMP7-Antigens bei NAK- und DDS-Glomeruli.
Die Fotos wurden mit 40-facher Vergrof3erung aufgenommen. Die Hamatoxylin-Blaufarbung
zeigt die Zellkerne, die Braunfarbung weist die untersuchten Proteine nach.

5.7.4 Bestatigung verdnderter Genexpressionen mittels Western-Blot-

Analyse

Die Western-Blot-Analyse ermoglicht eine Quantifizierung der Proteinexpression im Verhaltnis zu
einem Standard. Als Standard wurde das Housekeeping-Gen o-Tubulin verwendet. Fur die
Western-Blot-Analyse wurde ein Protein-Extrakt hergestellt und mittels Poly-Acrylamid-
Gelektrophorese dem Molekulargewicht nach aufgetrennt. Durch die Blotting-Technik wurden die
Proteine auf einer Membran immobilisiert und anschlieRend durch spezifische Antikdrper detektiert.
Der Nachweis erfolgte mit Hilfe des SuperSignal-West-Femto-Kits (Pierce). Die Detektion der
Chemolumineszenz-Signale geschah Uber Rontgenfilme. Die Quantifizierung der Signale erfolgte

durch die Biopackage-Software der Fa. Raytest.

Es wurden je 30ug Proteinextrakt aus den Zellkulturen DDS1 und NAK11l verwendet. Durch die
Laser-Capture-Microdissektions-Technik wurden weiterhin aus Kryoschnitten der Gewebe NAK7
und NAK8 1200 Glomeruli und aus den Geweben DDS1 und DDS2 3000 Glomeruli isoliert und
Proteinextrakte erstellt. Die Gesamt-Proteinmenge der mittels LCM extrahierten Glomeruli lag bei

allen Proben um 5ug.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur Quantifizierung von WT1 mit verschiedenen
WT1-Antikérpern, WT1 (C-19) und WT1 (N-180) und a-Tubulin, durchgefiihrt. Die WT1-Antikdrper
erkennen verschiedene Epitope des WT1-Proteins; der N-180 Antikorper erkennt eine Aminoséaure-
Sequenz am aminoterminalen-Ende, der C-19 Antikérper erkennt eine AS-Sequenz am
carboxyterminalen-Ende des WT1-Proteins. Das vorhandene Probenmaterial reichte jedoch nicht

far weitere Untersuchungen an MMP7 und Synaptopodin aus.

Lediglich bei den Proteinextrakten aus den Zellkultur-Podozyten waren Signale zu detektieren. Die
mittels LCM extrahierten Proteinmengen aus den Kryogeweben lagen offensichtlich unter der
Nachweisgrenze. In Abb. 5.26 ist das Ergebnis des Tubulin- und der WT1-Nachweise erkennbar.

Unter Einbeziehung des mitgefiihrten Groéfenmarkers, konnten die Signale Tubulin (50kDa) und
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WT1 (46 und 49kDa) zugewiesen werden. Es lasst sich erkennen, dass die Tubulin-Proteinmenge
in der Probe DDS1 hoher war als in der Probe NAK11.
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Tubulin WT1 (N-180) WT1 (C-19)
p—
NAK11 DDS1 NAK11 DDS1 NAK11 DDS1

ADD. 5.Z0. NACNWEIS VOIT FPTOLETTETT TTUETS SPEZIMISCIET AMUKOTPET T VWESIETTT BIOT-ANAlySE. ES
handelt sich bei allen Untersuchungen um dieselbe Nitrocellulose-Membran, die mehrfach
verwendet wurde. Aufgetragen wurde bei beiden Proben je 30ug Protein-Extrakt aus der
Zellkultur. Die Detektion der Chemolumineszenz erfolgte Gber Rontgenfilm.

Mittels beider WT1-Antikérper konnten in den Proben Signale in der GréBenordnung von 49kDa
detektiert werden. Der Nachweis des WT1-Proteins zeigte vor allem die 49kDa-Bande. Die 46kDa-
Bande der alternativen Isoform war nur schwach in der DDS-Probe mit dem Antikdrper WT1 (N-
180) nachzuweisen. Beim Nachweis des WT1-Proteins zeigte sich jeweils in der Probe NAK11 ein
starkeres Signal, obwohl das Tubulin-Signal schwacher war, das heil3t, es wurde verhaltnismafig

mehr WT1 exprimiert.

DDS1; Ak:WT1 N-180

NAK11; Ak:WT1 N-180

DDS1; Ak:WT1 C-19

NAK11; Ak:WT1 C-19

0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0

Abb. 5.27: In dem Balken-Diagramm dargestellt sind die im Verhaltnis zur gemessenen
Tubulin-Expression quantifizierten Werte der WT1-Proteinexpression in den
Podozytenulturen.

Die genaue Quantifizierung (Abb. 5.27) der WT1-Signale unter Einbeziehung der Tubulin-
Expression ergab, dass das WT1-Protein in den DDS-Podozyten um den Faktor 0,7 schwécher

exprimiert wurde.
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Synopsis

Die gemessenen Expressionsunterschiede der vier unterschiedlichen Untersuchungsmethoden
sind in Tab. 5.14 fir die exemplarisch ausgewahlten Gene bzw. Proteine WT1, MMP7,

Synaptopodin und POD1 zusammen dargestellt.

Tab. 5.14: Differentielle Expression bei DDS-Podozyten in Kultur und DDS-LCM-
Glomeruli im Vergleich zu Normal-Podozyten und -Glomeruli

cDNA Array-Analysen Semiquantitative Immunhisto- | Western-Blot-Analyse
RT-PCR chemie

Podozyten Glomeruli | Podozyten Glomeruli | Glomeruli Podozyten  Glomeruli

WT1 = ! 0,5 0,5 = 0,7

MMP7 t 1 0,5 - !

Synapto- = = 1 1 !

podin

POD1 = ! 0,5 1°?

-2 nicht messbar; 7: starkere Expression; /: schwéachere Expression; = gleichstarke Expression

Fur WT1 zeigt sich sowohl auf der Ebene des Transkriptoms als auch auf der Ebene des Proteoms
eine geringere Expression in DDS-Podozyten bzw. DDS-Glomeruli. Eine verminderte Expression
konnte bei den Array-Analysen der Glomeruli nachgewiesen werden und in der semiquantitativen
RT-PCR mit einem Faktor von 0,5 sowohl bei den DDS-Podozyten als auch bei den DDS-
Glomeruli quantifiziert werden. In einer ahnlichen GréRenordnung liegt das Ergebnis der
Quantifizierung der Proteinmenge anhand der Western-Blot-Methode. Gemessen wurde bei den
DDS-Podozyten in Zellkultur eine um den Faktor 0,7 geringere WT1-Expression. Dieser
Unterschied konnte optisch nicht in der IHC-Analyse bei den Paraffin- und Kryoschnitten
wahrgenommen werden. Bei einer Gesamtbetrachtung zeigt sich jedoch, dass WT1 in DDS-

Podozyten schwacher exprimiert zu werden scheint.

Die cDNA Array-Analysen des MMP7-Gens postulierten eine erhéhte Expression bei den DDS-
Glomeruli in-vivo und bei den DDS-Podozyten in Kultur. Im Gegensatz dazu zeigten die
Auswertungen der semiquantitative RT-PCR-Analyse bei den DDS-Podozyten in Kultur eine um
den Faktor zwei niedrigere MMP7-Expression als bei den NAK-Podozyten. Dieses Ergebnis wurde
durch die IHC-Untersuchungen bestatigt; bei den DDS-Glomeruli schien eine schwéachere
Expression als bei den Normalgeweben vorhanden zu sein. Uberwiegend zeigten die
durchgefuhrten Untersuchungen zu MMP7 eine verringerte Expression in DDS-Geweben. Das

Ergebnis sollte durch eine Western-Blot-Untersuchung bestétigt werden.
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Bei Synaptopodin konnte mit beiden Methoden der cDNA-Quantifizierung keine
Expressionsverédnderung nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Immunhistochemie an
Paraffin- und Kryoschnitten zeigten hingegen eine deutlich verminderte Synaptopodin-Expression
in den DDS-Glomeruli.

Eine geringere POD1-Expression ergab sich mittels der Array-Analysen bei den Glomeruli der
Kryogewebe und mittels der semiquantitativen PCR bei den Podozyten in Zellkultur. Die
Ergebnisse zu POD1 deuten auf eine geringere Expression in DDS-Podozyten hin. Bisher noch
nicht durchgefiihrte Untersuchungen zur Protein-Expression kénnten die vorhandenen Ergebnisse

klarer werden lassen.
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6 Diskussion

In zahlreichen Veroéffentlichungen vor Beginn der Arbeit wurde beschrieben, dass
eine heterozygote Missensmutation im Wilms-Tumorl-Gen verantwortlich fur die
diffuse mesangiale Sklerose assoziiert mit dem Denys-Drash-Syndrom (DDS) ist
(Pelletier et al., 1991, Smeets et al.,, 1996, Schumacher et al., 1998, Yang et al.,
1999). Unklar war jedoch, wie diese den dramatischen Phénotyp verursacht. Es war
weiterhin bereits bekannt, dass das WT1-Gen ein Transkriptionsfaktor ist, der
verschiedene Gene in-vitro reguliert: Bcl2, c-myc, EGR1, EGFR, IGF2, IGFR, NovH,
PDGFa und Podocalyxin (Palmer et al., 2001, Menke et al., 1998, Mrowka et al.,
2000; Scharnhorst et al., 2001). Ob es sich dabei auch um physiologische ,Targets*
handelt ist nicht bekannt. Eine Fehlregulation dieser Gene kann jedoch nicht alleine
fur die Auspragung des DDS verantwortlich sein. Flr einige dieser Gene vermutet
man, dass sie eher an einem weiteren Charakteristikum der Erkrankung, der Wilms-
Tumorentstehung beteiligt sind, aber nicht unbedingt Einfluss auf die gestorte
Ausbildung der glomerularen Filtrationsbarriere in den Nieren haben.

Ein Problem ist bis heute, dass die meisten dieser Ergebnisse bei in-vitro
Untersuchungen gewonnen wurden und diese aufgrund der teilweise artifiziellen
Versuchsbedingen nur begrenzt auf die humane Niere Ubertragen werden kénnen.
Es wird vermutet, dass es beim DDS nicht blo3 zu einem Gen-Dosis-Effekt durch
den Ausfall eines der beiden WT1-Allele kommt - dies ist beim WAGR-Syndrom mit
der Deletion eines Allels der Fall - sondern es wird angenommen, dass das Produkt
des mutierten WT1-Gens in noch unbekannter Art und Weise Einfluss auf die
Transkriptionskontrolle anderer Gene nimmt. In Frage kommen daflr zwei
Mechanismen, die jedoch grundséatzlich davon ausgehen, dass ein Protein von dem
mutierten WT1-Allel gebildet wird, was jedoch noch nicht bewiesen wurde. Dies ist
aber wahrscheinlich, da eine 50% WT1-Dosis zum WAGR-Syndrom fuhrt, das sich
vom DDS unterscheidet.

» Das mutierte WT1-Protein schaltet bei der Dimerisierung mit einem Wildtyp
WT1-Protein dessen Funktion aus, dies wurde dazu fiuihren, dass nahezu
Uberhaupt kein Wildtyp WT1-Protein zur Verfugung stinde. WT-Knock-Out-
Mé&use bilden jedoch erst gar keine Nieren (Kreidberg et al., 1993).
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» Das mutierte WT1-Gen bildet ein Produkt, das aufgrund einer Missensmutation
im Zinkfinger-Bereich nicht mehr die Ubliche WT1-Bindestelle erkennt, sondern
in einem ,Gain of Function“- Mechanismus eine andere Regulationssequenz
bei verschiedenen, sonst nicht durch WT1 kontrollierten Genen erfasst und nun
diese steuert.

In der vorliegenden Arbeit sollten die Mechanismen bei der Pathogenese der WT1-
assoziierten mesangialen Sklerose erforscht werden. Hauptziel war es deshalb
Expressionsprofile von DDS-Patienten und Normalkontrollen zu erstellen und zu
untersuchen, welche Gene in den Podozyten bzw. in ganzen Glomeruli bei DDS-
Patienten im Vergleich zu Normalkontrollen differentiell exprimiert werden. Hierfur
sollten zum einen Expressionsprofile von reinen Podozyten in Zellkultur - die nicht
mit anderen Zelltypen durchmischt sind - und zum anderen Expressionsprofile aus
den Glomeruli von Kryogeweben erstellt werden. Zusatzlich erfolgte mit
immunhistochemischen Methoden eine Charakterisierung der Glomeruli in

Kryogeweben und der Podozyten in Zellkultur.

6.1 Podozyten in Zellkultur

Dem statistischen Mittel entsprechend, bestand wahrend des dreijahrigen Zeitraums
dieser Arbeit nur zweimal die Mdglichkeit, frisches Nierengewebe von DDS-Patienten
zu erlangen. In beiden Féallen konnten, mit der freundlichen Hilfe von Prof. H.
Pavenstadt, die Podozyten erfolgreich in Kultur genommen werden. Aufgrund der
Proliferationsrate wurde jedoch nur mit einer DDS-Podozytenkultur gearbeitet und
diese bei Versuchen verwendet. Podozyten in Kultur von Normalkontrollen (NAK)
wurden von Herrn Prof. H. Pavenstadt aus Freiburg zur Verfiigung gestellt.

Es zeigte sich, dass die untersuchten DDS- als auch die NAK-Zellen in Kultur
podozytenspezifische Marker exprimierten. Es konnten die Proteine WT1, Vimentin,
Vinculin und Nephrin nachgewiesen werden, jedoch waren keine Unterschiede in der
Expressionsstarke feststellbar. Dass es sich bei den Nachweisen nicht um
Fixierungsartefakte der Immunfluoreszenz-Methode handelte, konnte mit der RT-
PCR-Methode fur WT1 und Nephrin bestatigt werden. Zusatzlich wurde die mRNA

von Synaptopodin und POD1, ebenfalls zwei Podozytenmarker, detektiert. Es kann

131



6 Diskussion

also davon ausgegangen werden, dass es sich bei den kultivierten Zellen um
Podozyten handelt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich humane DDS-Podozyten, obwohl es
sich um terminal ausdifferenzierte Zellen handelt, als primare Kulturen anlegen
lassen, jedoch in Kultur sehr unterschiedliche Proliferationsbereitschaft zeigen. Es
ware also sinnvoll, zu testen, ob die Bedingungen, unter denen die Podozyten bisher
in Kultur gezichtet wurden optimal fur die Proliferation sind oder ob nicht andere
Kulturbedingungen fur das Wachstum der Podozyten vorteilhafter waren.

Weiterhin wére es sinnvoll, in den nachsten Jahren weitere DDS-, aber auch normale
Podozyten in Kultur zu nehmen, um in-vitro Experimente bzgl. Glomeruli-spezifischer
Fragestellungen nicht wie vielfach exerziert an NIH3T3-, NEK-293- oder Hela-Zellen
durchfuhren zu mussen.

Eine Alternative um ausreichend Podozyten fir in-vitro Analysen zur Verfiigung zu
haben wére es die Podozyten zu immortalisieren oder zumindest die Haufigkeit der
Populationsverdopplungen (PD) zu steigern. Um dies zu erreichen sollten die

Podozyten mit dem Telomerase-Gen transfiziert werden.

Immortalisierung der Podozyten

Durch Transfektion sollte das Telomerase-Gen stabil in das Genom der Podozyten
eingebaut werden. In der Literatur ist eine wesentliche Erhéhung der PD
beschrieben, da normalerweise die Zellen durch die Verkirzung der Telomere an
den Chromosomenenden seneszent werden und sich nicht mehr teilen kdnnen
(Vaziri et al., 1998; Weinrich et al., 1997; Bodnar et al., 1998). Es wird vermutet, dass
es sich bei der Verkirzung der Telomerenden um eine Art mitotische Uhr handelt,
die nach Ablauf keine weiteren Zellteilungen zul&sst.

Nachdem eindeutig der Charakter der Zellen als Podozyten bestatigt worden war,
konnten die Transfektionsexperimente an den Podozyten durchgeflihrt werden. Zwei
Griunde fuhrten letztendlich dazu, dass die Transfektion mit handelsiblichen
Transfektionsreagenzien nicht funktionierte.

» Wie sich mit einem EGFP-WT1-Fusionsprotein-Konstrukt zeigte, lag die
Transfektionseffizienz nur bei 1-2%, so dass wahrend der Selektionsphase
sehr viele Zellen starben. Da sich die Podozyten nur recht langsam teilen, kam
es zu einer starken Ausdinnung in den Zellkulturschalen. Es zeigte sich

jedoch, dass die Podozyten eine gewisse Néahe zueinander brauchen, um sich
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zu vermehren. Wenn die Podozyten nur vereinzelt in den Zellkulturschalen
vorliegen, fuhrt dies zu einer ,Ruhigstellung” und zum Erliegen der Zellteilung,
so dass auch eventuell erfolgreich transfizierte Zellen keine Klone bilden
konnten.

» Der zweite Grund konnte bei dem mit knapp 14kBp recht groRen Vektor zu
finden sein, der eine effiziente Aufnahme durch die Podozyten erschwert
haben durfte und so wahrscheinlich zu einer noch geringeren

Transfektionseffizienz gefuhrt haben konnte.

Erfolgreich war jedoch die Transfektion mittels retroviralen Gentransfers (Saalem et
al., 2002) in NAK-Podozyten, die von PD Dr. T. Benzing (Freiburg) durchgefiihrt
wurde. Die nun vorliegenden mit dem Telomerase-Gen transfizierten Podozyten
konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr untersucht werden.

Es ware nun in weiteren Analysen zu Uberprifen, ob es bei den Zellen durch die
Transfektion zu einer Expressionsveranderung oder zu einem veranderten Phanotyp
gekommen ist. Wenn sich bestatigen lassen sollte, dass sich die Podozyten weiterhin
unverandert verhalten, lieRen sich an diesen Zellen - mit nur geringen individuellen
Schwankungen — unterschiedlichste Untersuchungen durchfihren, die gut
vergleichbar sind.

6.2 Immunhistochemische Charakterisierung von Denys-Drash-
Glomeruli

Fur die Untersuchung zur Protein-Expression scheinen die in-vivo Bedingungen der
Kryogewebe besser geeignet als die in-vitro Bedingungen der Podozytenkulturen, da
die Zellen den ,Expressionsstand des Transkriptoms und Proteoms abgespeichert*
haben, der zuletzt in dem lebenden Gewebe vorgelegen hat. Aul3erdem lassen sich
bei der immunhistochemischen Charakterisierung der Glomeruli auch
Veranderungen feststellen, die nicht nur die Podozyten betreffen.

Immunhistochemische Analysen zum Nachweis spezifischer Proteine und
morphologische Analysen wurden an den Nierengeweben von acht DDS-Patienten,
sieben adulten Normalkontrollen und fur einen Antikérper an einer embryonalen

Normalkontrolle durchgefuhrt.
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Bei den morphologischen Untersuchungen zeigte sich, dass ein Teil der Glomeruli
nur rudimentar ausgebildet war. So waren die Glomeruli im superfiziellen
Cortexbereich bedeutend starker sklerotisiert und kleiner, die weiter innen liegenden
Glomeruli wiesen hingegen nur geringere Symptome auf. Es zeigte sich in aller
Regel aber auch eine Verdickung der GBM und der Bowmanschen Kapsel, sowie
haufig eine geringere Anzahl von Podozyten als bei den Normalkontrollen. Typisch
fur die Glomeruli mit diffuser mesangialer Sklerose (DMS) ist die massive
Vermehrung der mesangialen Matrix bei wenig verdnderter Mesangiumzellzahl, die
insgesamt zu einer OberflachenvergroRerung des Schlingenkonvoluts fuhrt. Kriz und
Mitarbeiter entwickelten 1994 (Kriz et al., 1994a) ein Konzept zur Entstehung der
fokal-segmentalen-Glomerulosklerose (FSGS), was bei Anwendung auf die DMS
postuliert, dass die Podozyten durch Hypertrophie versuchen die oben beschriebene
OberflachenvergrofRerung auszugleichen. Bei zu grof3er Matrixvermehrung reicht
dies jedoch nicht mehr aus. Die Podozytenful3fortsdtze werden geschadigt und

fuhren zu einer Durchlassigkeit des Schlitzdiaphragmas fr Proteine.

Veranderungen in Podozyten und der glomerularen Basalmembran

Einige der immunhistochemisch untersuchten Proteine (Abb. 6.1) konnten mit
verschiedenen Erkrankungen der Nieren in Verbindung gebracht werden. So fihren
Mutationen des Collagen IV-Gens zum Alport-Syndrom, einer Nephropathie mit
langsam fortschreitender Proteinurie bis hin zur Niereninsuffizienz im dritten
Lebensjahrzehnt (Smeets et al., 1996); Laminin 32- (Bestandteil von Laminin 11) und
a-Actinin 4-Knock-out-Mause entwickeln ein nephrotisches Syndrom (Groffen et al.,
1999, Jalanka et al., 2001) und Mutationen im Nephrin-Gen (NPHS1) fuhren zum
nephrotischen Syndrom des finnischen Typs (CNF) (Holthéfer et al., 1999).

Auch bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Glomeruli mit DMS konnte eine
abnorme Zusammensetzung der GBM und der kontraktilen Apparate der Podozyten-
FuRfortsdtze nachgewiesen werden. Nachfolgend soll versucht werden, die
detektierten Veranderungen in einen Zusammenhang mit dem Krankheitsbild der
diffusen mesangialen Sklerose zu stellen.

Die deutlich reduzierte Expression des Heparan-Sulfat-Proteoglycans (HSPG)
Tenascin kdonnte neben weiteren HSPGs zur Reduktion der negativen Ladung der

GBM fiuhren und so die Filtrationsbarriere fur Proteine durchlassig machen. Eine
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ahnliche Wirkung kdnnte auch die generelle Verminderung von Laminin in der GBM
haben. Laminine tben jedoch eher eine Art Siebfunktion in der GBM aus und haben
keine Auswirkungen auf den Ladungszustand der GBM (Tryggvason et al., 2001).
Proteine wie Tenascin und Laminin 11 sind in der GBM in das Netzwerk aus
Collagen IV-Fasern integriert. Die bei den DDS-Glomeruli nachweisbare, nicht mehr
typische dinne strichartige Anfarbung der GBM normaler Nieren durch Collagen IV
(Yang et al., 2001) sondern die starke Zunahme von Collagen IV in der GBM stellt
einen weiteren Anhaltspunkt flr die gestorte Struktur der GBM dar. Neben dem
Aufbau des Netzwerks der GBM dient Collagen IV auch den Podozyten zur
Befestigung an die GBM. Die Verankerung der Podozyten an die GBM erfolgt —
soweit man bisher weild - Uber Integrin a3p1 und Dystroglycan an Collagen IV, Agrin
und Laminin. Die nachgewiesene Verminderung von Integrin a3B1 kénnte vielfaltige
Wirkungen auf die Podozyten haben (Abb. 6.2). Es kdnnte zum Abl6sen der
Podozyten von der GBM kommen, da die Podozyten aufgrund der reduzierten
Verankerungsmaoglichkeiten an die GBM dem Blutdruck nicht mehr standhalten
kénnen. Integrin a3pB1 scheint jedoch auch die Struktur des Zytoskellets in den
FulRfortsatzen mitzubestimmen. So fuhrt wahrscheinlich die Integrin  a3p1-
Verminderung zur Verschmelzung der Ful¥fortsadtze der DDS-Podozyten (Smoyer et
al., 1997), die bereits Habib und Mitarbeiter (Habib et al., 1993) beschrieben haben.
Die Verschmelzung der Ful3fortsatze konnte als Folge eine Nephrin-Verminderung,
die in der IHC detektiert wurde, haben, da Nephrin die Schlitzmembran zwischen den
Ful3fortsatzen bildet. Anhand von WT1-Knock-out-Mausen konnte gezeigt werden,
dass eine verminderte WT1-Expression, wie sie offensichtlich bei DDS-Patienten
vorliegt, zu einer Herunterregulierung des Nephrin-Gens fuhrt (Guo et al., 2002).
Folglich ware es auch mdglich, dass die verminderte WT1-Expression in den DDS-
Podozyten zu einer Verminderung von Nephrin und damit den Schlitzmembranen
zwischen den Ful3fortsatzen fihrt.

Bisher wurde vermutet, dass es sich bei der Verschmelzung bzw. der nicht-
Ausbildung der Ful¥fortsatze ausschlie3lich um einen sekundaren Effekt infolge der
Loslésung der FulR3fortsdtze von der GBM handelt wie es von Kriz und Mitarbeitern
(Kriz et al., 1994a) fur die fokal-segmentale Glomerulosklerose postuliert wurde. Die
Verminderung von Integrin a3B1 und Nephrin mit den beschriebenen Folgen sprache

jedoch dafur, dass dieser Effekt beim DDS auch primar stattfinden kdnnte.
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Zusatzlich zu den Schlitzdiaphragmen fur die Filtration des Primarharns besitzen die
FuRRfortsdtze kontraktile Apparate, die es ihnen erlauben, dem Blutdruck in den
Kapillaren der Glomeruli standzuhalten. Eine verminderte Detektion von a-Actinin,
das der Quervernetzung der Aktinfilamente dient, aber auch zusammen mit den
ebenfalls verringert nachgewiesenen Utrophin und Talin am Aufbau des kontraktilen
Apparates Dbeteiligt ist, wurde in der IHC festgestellt. Die infolge der
Funktionsverminderung der kontraktilen Apparate nachlassende Fahigkeit des
Podozyten, dem Blutdruck standzuhalten, wére eine weitere Mdglichkeit, wie es zum
Ablésen des Podozyten von der GBM kommen kdnnte. Dies wirde jedoch nicht die
reduzierte Nachweisbarkeit von Integrin a3p1 erklaren. Moglich ware jedoch, dass

verschiedene Mechanismen ineinander greifen.
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Abb. 6.1: Schematische Darstellung der GBM an den Ful3fortsétzen eines Podozyten. Die Grundstruktur des
linken Teils der Abbildung wurde Ubernommen aus: Groffen et al., 1999. Erganzt wurde das Schaubild
durch Ergebnisse, die in der Diskussion aufgefihrt sind.

Fur die Regulierung der Integrin a331-Bindung an Collagen 1V ist auch die Integrin-
linked-Kinase (ILK) wichtig, die im aktiven Zustand ein Ablésen der Ful¥fortsétze
initiieren kann (Kretzler et al., 200l1a). Die Aktivierung der ILK kann durch
Phosphatidylinositol (PIl) 3,4,5-Triphosphat erfolgen (Wu et al., 2001). Die

Konzentration von Pl 3,4,5-triphosphat wurde zwar nicht bestimmt, in den Array-
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Analysen fiel allerdings eine Expressionsverminderung der Inositol-Polyphosphat-1-
Phosphatase in den DDS-Glomeruli auf, die Teil des Phosphoinositidweges ist, der
Pl 3,4,5-Triphosphat bildet und abbaut. Es kodnnte folglich sein, dass eine
verminderte Expression der Inositol-Polyphosphat-1-Phosphatase zu einem
verlangsamten Abbau von Pl 3,4,5-triphosphat fuhrt und es somit zu einer
reduzierten Bindung der Fulfortsatze Uber Integrin a331 an die GBM kommt.

Die beschriebene Verschmelzung der Ful3fortsatze konnte mit einem Rearrangement
des Zytoskeletts einhergehen, um sich den veranderten Strukturen der Podozyten
anzupassen. Bestatigt wird dies dadurch, dass immunhistochemisch in DDS-
Glomeruli eine verringerte Synaptopodinexpression (Abb. 5.8) detektiert wurde.
Mundel und Mitarbeiter (Mundel et al., 1997) beobachteten bei Mauspodozyten, dass
eine Umstrukturierung des Zytoskeletts in den Ful3fortsatzen mit einer verringerten
Synaptopodin-Expression einhergenht.

Bei Vimentin einem Intermediarfilamentprotein, das vor allem in den priméren
Fortsatzen der Podozyten lokalisiert sein sollte (Kobayashi et al., 2001) war jedoch
immunhistochemisch keine Veranderung in den DDS-Glomeruli festzustellen, so
dass davon ausgegangen werden kann, dass die Umstrukturierung des Zytoskeletts
vor allem die Ful3fortsatze und nicht die primaren Fortsatze der Podozyten betrifft.
Die Ursache der Veranderungen des Zytoskeletts konnte in der suprimierten Integrin
a3F1-Expression liegen. Wang und Mitarbeiter (Wang et al., 1999) beschrieben, dass
bei Versuchen an epithelialen Zellen in Kultur Integrin a3B1-defiziente Zellen eine
abnormale Zytoskelett-Struktur aufwiesen. Auch die Podozyten von Integrin a361-
Knock-Out-Mausen waren nicht in der Lage Ful¥fortsatze zu bilden. Kreidberg und
Mitarbeiter (Kreidberg et al., 1996b) beschrieben eine Desorganisation der GBM.
Ubertragen auf die Podozyten kénnte dies bedeuten, dass die verminderte Integrin
a3B1-Expression eine entscheidende Rolle an der Ausbildung des Krankheitsbildes
der DMS haben kdnnte. Sowohl die Veranderung des Zytoskeletts mit der gestorten
Ausbildung der Fuf¥fortsatze und den fehlenden Schlitzmembranen, als auch das
abnormale Erscheinungsbild der GBM kdnnten mit der verminderten Integrin a381-
Expression in Zusammenhang gebracht werden. Mdglich ware eine direkte oder
indirekte Regulation der Integrin a3 und Z-Gene durch WT1, dies wurde jedoch -

soweit mir bekannt - noch nicht beschrieben.
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Um diese theoretischen Zusammenhange, die in Abb. 6.2 zusammengefaldt sind,
experimentell zu betrachten, waren weitergehende Untersuchungen zur Regulation

und Expression von Integrin a3 und Integrin S1 aul3erst sinnvoll.

Glomerulare Basalmembran Fulfortsatze und
(Kreidberg et al., 1996) Schlitzmembran
(Smoyer et al., 1997)

N\ _—
Yy >

o \A Zytoskelett

WT1 (Wang et al., 1999)

Abb. 6.2: Wirkungen von Integrin o331

Auch die immunhistochemische Untersuchung weiterer, das Zytoskelett bildender
Intermediarfilamentproteine wie z.B. Ezrin kénnte die Funktion von Integrin a3(1
deutlicher werden lassen. Ezrin spielt eine Rolle bei der Regulation des Zytoskeletts
der primaren Fortsatze und des Hauptkdrpers der Podozyten (Hugo et al., 1998).

WT1-Zielgene

Im Gegensatz zu Integrin a361ist fur einige andere Gene mittlerweile bekannt, dass
ihre Promotoren von WTL1 reguliert werden (Menke et al., 1998; Scharnhorst et al.,
2001). Eine verénderte Expression von WT1 in Form eines mutierten Proteins und
der verminderte Expression des Wildtyp-Allels kdnnte zu veranderten Expressions-
leveln dieser Zielgene fihren.

Zur Aufklarung der Veranderungen bei DMS wurde die Expression der WT1-Target-
Gene Bcl2 (positiv reguliert), IGF2, NovH und EGFR (negativ reguliert) mit
immunhistochemischen Analysen untersucht.

» IGF2 stimuliert normalerweise die Expression von mesangialer Matrix. Bei
Beckwith-Wiedeman-Syndrom-Patienten fiihrt die Uberexpression von IGF2 zu
renalen Abnormitdten wie persistierenden nephrogenen Resten, unreifen
Glomeruli, teilweise sklerotisierten Glomeruli und hypoplastischen Tubuli
(Morison et al.,, 1996). Fur IGF2 ist zudem eine anti-apoptotische Wirkung

beschrieben worden (Dao et al., 1999, John et al., 2001).
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» EGFR ist ein Transmembranprotein, das als Tyrosinkinase bei der Bindung
des Epidermalen-Wachstumsfaktors (EGF) den Ras-Pathway aktivieren kann.
EGFR ist auch bei der Anordnung des Zytoskeletts involviert (Boonstra et al.,
1995) und reguliert bei der Nephrogenese die Differenzierung und Proliferation
der Zellen (Voldborg et al., 1997).

» NovH reguliert wahrend der Nephrogenese die Differenzierung und
Proliferation der Podozyten. Veranderungen der NovH-Expression konnten bei
Wilms-Tumoren beobachtet werden (Martinerie et al., 1996, Chevalier et al.,
1998)

» Bcl2 ist in kondensiertem Mesenchym exprimiert, so dass eine anhaltende
Expression moglicherweise zu persistierenden Blastemzellnestern und einer
unvollkommenen Nephrogenese fiuhren koénnte. Auch die Hemmung von
Apoptose konnte bei Wilms-Tumoren in Zusammenhang mit Bcl2 gebracht
werden (Nitta et al., 1999, Mayo et al., 1999).

Bei der immunhistochemischen Untersuchung sollten aufgrund der verminderten
WT1-Expression die WT1-Zielgene IGF2, NovH und EGFR eine erhdhte und Bcl2
eine verringerte Expression aufweisen. Tatsachlich wurde jedoch eine reduzierte
Expression von IGF2, NovH (in stark sklerotisierten Glomeruli) und EGFR detektiert.
Fur Bcl2 konnte bei zwei DDS-Geweben eine geringe Erh6hung der Expression,
wahrscheinlich jedoch in den Parietalzellen, festgestellt werden, die aber noch der
weiteren Bestéatigung bedarf.

Die tatsachlichen Ergebnisse, die kontrdr zu den erwarteten Befunden stehen,
konnten darauf hindeuten, dass die Missensmutation im WT1-Gen nicht dominant
negativ wirkt oder dass es sich nicht um physiologische Targets von WT1 handelt.
Moglich ware ein ,Gain of Function“-Mechanismus, bei dem das DDS-Protein eine
zum Wildtyp-WT1-Protein andere Wirkung héatte. Eine zu WT1 kontrare Funktion ist
fur das Early-Growth-Response-1-Protein (EGR1) bei der Transkriptionskontrolle von
IGF2 und TGFR beschrieben. Interessant dabei ist, dass das Gen eine 64%-ige
Homologie im Zink-Finger-Bereich zu WT1 hat und an die gleichen Konsensus-
Sequenzen bindet und auch Heterodimere mit WT1 bilden kann (Lee et al.,1996, Dey
et al., 1994, Wang et al.,1993b).
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Eine verminderte WT1-Expression wurde auch bereits von Yang und Mitarbeitern
(Yang et al.,, 1999) beschrieben. Die Gruppe um Yang meinte sogar, in stark
sklerotisierten Glomeruli Uberhaupt kein WT1 mehr in Podozyten detektieren zu
kénnen. Dies deckt sich jedoch nicht mit meinen Untersuchungen; so konnten auch
in den meisten stark sklerotisierten Glomeruli WT1-positive Podozyten nachgewiesen
werden (Abb. 5.6). Lediglich in einigen wenigen Glomeruli fanden sich keine WT1-
positiven Zellen. Moéglicherweise deutet dies eher auf ein Verschwinden der
Podozyten als ganzes und nicht nur der WT1-Expression hin, wie Yang meint.

Die geringere WT1-Expression kdnnte in den Podozyten zu einer Aufhebung der
Proliferationssperre und Ruckdifferenzierung in proliferative Zellen fuhren. Dies
wurde aber nur fur glomerulare Anfangsstadien gelten, da in spateren glomeruléaren
Stadien Podozyten aufgrund ihrer ful3fortsatzbildenden Struktur sich kaum noch
teilen kdnnen und festgestellt wurde, dass die Podozytenzahl abnimmt. Es ware
deshalb wichtig in zukinftigen Untersuchungen die Proliferationsaktivitat von DDS-
Podozyten in frihen glomeruldren Stadien mittels Proliferations-Marker wie
Topoisomerase Il und Ki67 zu bestimmen.

In weiteren Analysen z.B. an Podozyten, die nur das mutierte WT1 exprimieren,
konnte die Wirkung des mutierten WT1-Proteins untersucht werden und

Expressionsunterschiede detektiert werden.

Mesangium-Zellen

Neben den geschilderten Verdnderungen, die die Podozyten betreffen, sind aber
auch andere Zellen des Glomerulus von der diffusen mesangialen Sklerose
betroffen. Ein Mesangialzell-spezifischer Marker ist Thyl, das den mesangialen
Ursprung auch von Stammzellen und T-Lymphozyten markiert. Thyl ist ein
Zelloberflachen-Antigen, das zur Transmembran-Signalibermittlung dient (Kroczek
et al, 1986). Wahrend der Nephrogenese spielt Thyl eine Rolle bei
Differenzierungsprozessen und gilt, da es bei ausgereiften MC kaum noch gebildet
wird, als Reife-Marker (Ito et al.,, 2001). Bei ausgereiften Mesangialzellen scheint
Thyl an der Auslésung der terminalen Complement-Komplex-Bildung involviert zu
sein (Roos et al., 2001). Nauta und Mitarbeiter (Nauta et al., 2000) demonstrierten,
dass diese Complement-Aktivierung zu einem massiven Auftreten von Apoptose in
renalen Zellen fuhrt. Unterstitzt wird diese Vermutung durch eine Rattenmodell der

Anti-Thy1-Nephritis. Bereits 1h nach Verabreichung eines Thyl-Antikérpers kommt
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es zu einer experimentell verursachten Glomerulonephritis, verbunden mit einem
massiven Absterben der mesangialen Zellen (Paul et al., 1984).

Immunhistochemisch war Thyl bei NAK-Glomeruli kaum detektierbar; je starker
sklerotisiert hingegen die DDS-Glomeruli waren, desto intensiver war die Expression
von Thyl. In der IHC konnte bei den frihen Glomerulientwicklungsstadien der
embryonalen Niere gezeigt werden, dass wahrend der Nephrogenese die Thy-1-
Expression zunimmt. Im weiteren Verlauf hin zu den ausgereiften Glomeruli nimmt
die Thyl-Expression wieder ab und verschwindet schliel3lich fast ganz. Die
andauernde oder erneute Expression von Thyl in den DDS-Glomeruli deutet darauf
hin, dass insbesondere die stark sklerotisierten DDS-Glomeruli nicht vollstéandig
ausgereift sind, weil sie sich wieder zurtckentwickelt haben.

Abschlie3end lasst sich zu den immunhistochemischen Analyen sagen, dass bei
einigen Proteinen verschiedene Unterschiede zwischen NAK- und DDS-Glomeruli
bei den stark sklerotisierten DDS-Glomeruli noch verstarkt vorzufinden waren.

Die Proteine NovH, Nephrin und Synaptopodin konnten in den auf3eren rudimentéren
Glomeruli kaum nachgewiesen werden. Verstarkt nachweisbar waren dagegen
Collagen IV und Thyl. Der beobachtete Anstieg von Thyl mit zunehmendem
Sklerotisierungsgrad der DDS-Glomeruli kbnnte zu einer gesteigerten Sensitivitat der
Mesangialzellen bezlglich der Complement induzierten Apoptose durch Apoptose-

auslosende Faktoren fuhren.

Apoptose bei DDS-Glomeruli

Neben den beschriebenen Veranderungen bei den Mesangialzellen ist auch bei
DDS-Podozyten das Auftreten von Apoptose moglich. Denkbar ware, dass der
Verlust an Podozyten bei spateren Stadien der diffusen mesangialen Sklerose nicht
nur auf die Verschmelzung der FuRR3fortsdtze und die Ablésung der Podozyten von
der GBM zuriickzufuhren ist, sondern auch auf apoptotische Prozesse.
Besonders beachtenswert ist, dass die Zahl der verbliebenen Podozyten in den
Fallen, in denen die Ursache, wie z.B. toxische Stoffe oder Bluthochdruck, wieder
verschwunden ist, nicht mehr zunimmt. Denkbar sind drei Erklarungen:
» Podozyten sind terminal differenzierte Zellen, die nicht mehr proliferieren
konnen. Im Gegensatz zu seneszenten Zellen kénnten terminal differenzierte
Zellen rein theoretisch wieder in den Zellzyklus der Proliferation eintreten. Eine

bedeutende Rolle bei der Proliferation spielen jedoch Cyclin-abhangige
141



6 Diskussion

Kinasen (CDK). Gegenspieler zu den Cyclin-abhéangige Kinasen sind CDK-
Inhibitoren. Kim und Mitarbeiter konnten (Kim et al., 1999.) nachweisen, dass
die CDK-Inhibitoren p21 und p27 in Podozyten bei immunvermittelten
Erkrankungen des Glomerulus erhoht sind, so dass die Podozyten in ihrer
terminalen Differenzierung festgehalten wirden wund nicht in den
Proliferationszyklus treten konnten.

» Durch eine Erkrankung kommt es im Podozyten zu einer verstarkten
Expression von Zytokinen wie TGFB und SPARC (Shankland et al., 1997).
Diese Zytokine kdnnten in Podozyten einen antiproliferativen Effekt haben, so
dass die Proliferationsfahigkeit von Podozyten als Folge einer Erkrankung
reduziert sein konnte.

» Eine dritte Erklarung kdnnte die generelle Unfahigkeit der Podozytenpopulation
sein sich zu vermehren als Folge dessen, dass eine gesteigerte Proliferation
mit einer gesteigerten Apoptose einhergeht. Eine gesteigerte Apoptoserate von
Podozyten konnte bei einer Form der Nephritis in Ratten nachgewiesen
werden (Shankland et al., 1997)

Weiterhin wurde bei in-vitro Untersuchungen in Zellkultur bei initialer Wildtyp-WT1-
Expression eine verringerte EGFR-Expression beobachtet, die zum programmierten
Zelltod von Osteosarcoma-Zellen fuhrte (Haber et al., 1996). Eine verringerte EGFR-
Expression in DDS-Podozyten konnte auch bei den eigenen immunhistochemischen
Analysen beobachtet werden. Nicht ausgeschlossen ist, dass das mutierte WT1-
Protein eine ahnliche Wirkung in den DDS-Podozyten austiben kénnte.

Es sollte untersucht werden, ob Apoptose in DDS-Glomeruli bei Podozyten und
Mesangiumzellen auftritt. In spéten Stadien der Apoptose kommt es in den
Zellkernen zu Strangbrtichen der DNA und folglich zu einer Fragmentierung. Mittels
des TUNEL-Assays kdnnen die DNA-Bruchstiicke nachgewiesen werden.

Bei den Untersuchungen an Kryoschnitten konnten weder in den DDS- noch in den
NAK-Glomeruli apoptotische Zellkerne von Podozyten oder Mesangium-Zellen

gefunden werden.

Welchen Stellenwert diese Ergebnisse fur die Podozyten haben, bleibt unklar. Es
konnte natirlich sein, dass bei Podozyten keine Apoptose stattfindet. In dem Fall

ware die Erklarung darin zu suchen, dass die Podozyten in ihrer terminalen
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Differenzierung festgehalten werden, wobei untersucht werden musste, welche der
beiden erstgenannten Theorien richtig ist. Es konnte jedoch auch sein, dass
Apoptose bei den Podozyten vorkommt; diese Zellen jedoch Uber die Ful3fortsétze
ihr Haftung an die GBM verlieren und die Podozyten mit dem Primarharn
ausgeschwemmt werden und nicht mehr nachweisbar sind.

Um Apoptose bei den Podozyten auszuschlieBen, ware es von Interesse, weitere
Untersuchungen mit Apoptosemarkern durchzufuihren, die nicht eines der letzten
apoptotischen Stadien - wie die DNA-Strangbriiche - nachweisen, sondern frihere
mit Apoptose verbundene Veranderungen. In Frage dafir kommt z.B. Annexin V,
dessen Expression als ein frihes apoptotisches Zeichen gilt (Nauta et al., 2000).

Fur die Mesangiumzellen ergibt sich daraus, dass die erhdhte Thyl-Expression bei
ihnen nicht mit einer gesteigerten Apoptoserate einher geht. Welche Funktion Thyl
in den Mesangiumzellen ausubt, bleibt somit unklar. Eine Erklarung dafir, dass die
Mesangium-Zellen doch nicht den programmierten Zelltod erleiden, kdnnte sein,
dass die mesangiale Matrix viel Collagen IV enthalt. Die Arbeitsgruppe um Sauvill
(Mooney et al., 1999) konnte an einem in-vitro-Zellkulturmodell zeigen, dass
Collagen 1V und Laminin als Komponenten der extrazellularen Matrix, mesangiale
Rattenzellen vor Apoptose, die durch Hunger und DNA-Schaden induziert wurde,
schitzen. Unwahrscheinlich, aber nicht unmadglich ist, dass die Bildung von Collagen
IV durch glomerulare Zellen ein Apoptose-Schutzmechanismus ist. Schliellich ist in
besonders stark sklerotisierten Glomeruli, mit den dramatischsten Veranderungen,

Collagen 1V am starksten nachzuweisen.

6.3 cDNA-Expressionsprofile

Um Antworten auf die vielen Fragen zum Entstehungsmechanismus der diffusen
mesangialen Sklerose beim Denys-Drash-Syndrom zu finden, wurden cDNA-
Analysen mittels des Atlas-Array-Sets 3.6 (Clontech) durchgefiihrt. Der Vorteil der
Array-Technologie ist, dass grof3e Teile des Transkriptoms gleichzeitig in einem
Experiment untersucht werden kénnen und die differentielle Expression einzelner
Gene nachgewiesen werden kann, ohne dass konkrete Anhaltspunkte auf die
Beteiligung dieser Gene an den Erkrankungen vorliegen. Durch die Array-

Technologie ist es zudem mdoglich, ganze  Stoffwechselwege und
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Signalubermittlungswege in relativ kurzer Zeit zu untersuchen, um so eventuell die
Ursache einer Krankheit schneller zu entdecken.

Beim DDS ist die Ursache — die Missense-Mutationen in einem WT1-Allel — bekannt;
doch kennt man vermutlich nur einen Teil der Gene, die von WT1-reguliert werden.
Inwieweit sie fur die Entwicklung der verschiedenen Krankheitsauspragungen beim
DDS verantwortlich sind ist zudem unklar. Zwar haben die immunhistochemischen
Analysen einige Anhaltspunkte zur Entstehung der DMS gebracht, doch konnte z.B.
die Frage, ob die verringerte Integrin a3p1-Expression wirklich eine Ursache oder nur
eine Auswirkung ist damit nicht beantwortet werden.

Zur Erstellung der Expressionsprofile waren mehrere Arbeitsschritte notwendig. Bei
den Kryogeweben mussten die Glomeruli mittels der LCM-Technik isoliert und aus
diesen Gewebeproben die RNA extrahiert werden. Da durch die LCM-Methode nicht
ausreichend mRNA isoliert werden konnte, musste die cDNA amplifiziert werden,
bevor sie - radioaktiv markiert - auf die Arrays hybridisiert werden konnte.

Fur die Erstellung der Expressionsprofile wurden je eine DDS- und eine NAK-
Podozyten-Zellkultur, sowie die Glomeruli von finf Normal- und zwei DDS-
Kryogeweben verwendet. Problematisch ist der Begriff Normalgewebe. Einige
Unterschiede liegen direkt auf der Hand: die Normalkontrollen waren tber 60 Jahre
alt, wahrend die DDS-Gewebe von Patienten, die circa 1 Jahr alt waren, stammten.
Weiterhin wiesen einige der Normalkontrollen Tumore wie Harnwegs- und
Blasenkarzinome, aber auch Nierenzellkarzinome auf und waren deshalb zuvor
chemotherapiert worden. Weitere Unterschiede sind in der individuellen
Beschaffenheit jeder einzelnen Person zu finden. Diese Grinde demonstrieren,
warum es keine wirklichen Normalkontrollen gibt. Es besteht lediglich die Mdglichkeit,
maoglichst viele dieser Normalkontrollen zu untersuchen und die individuellen Effekte
zu vernachlassigen.

Bei den DDS-Geweben wurden nur die grof3en, kaum sklerotisierten Glomeruli
mikrodissektiert, um eine einheitliche Gruppe vorliegen zu haben. Auf3erdem sollten
die Anfangsstadien der Erkrankung und so mdglichst priméare Effekte der WT1-
Mutation und nicht das Endstadium mit sekundaren Effekten, wie sie bei den stark

sklerotisierten Glomeruli vorliegen, analysiert werden.
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Zu Beginn dieser Arbeit lagen in der Arbeitsgruppe kaum Erfahrungen mit der
Erstellung von Expressionsprofilen vor, so dass einige Methoden neu etabliert und

andere optimiert werden mussten.

Methodik

Einige der ausgetesteten Methoden erwiesen sich als nicht praktikabel. Die RNA-
Isolation mittels der Ethanol-Fallung wies den Nachteil auf, dass eine sehr geringe
Ausbeute erzielt wurde und dass die Qualitat der extrahierten RNA recht schlecht
war (Abb. 5.16). Bei der RNA-Amplifikation mittels der T7-Polymerase konnte weder
eine befriedigende Amplifikationseffizienz noch eine Reproduzierbarkeit erzielt
werden. Die PCR-Amplifikation nach Brady & Iscove (Kap. 5.5), war zwar
reproduzierbar, lieferte jedoch zu kurze Transkripte und musste bei jeder Probe
immer wieder neu und aufwendig optimiert werden.

Die Methoden, die sich letztendlich als optimal herausstellten vereinigten einige
Charakteristika in sich:

» Wenige Arbeitsschritte, da keine Reinstraumbedingungen gegeben waren und
durch viele aufeinanderfolge Schritte das Kontaminationsrisiko zunahm.

» Zugige Durchfiihrbarkeit, weil dadurch gewahrleistet wurde, dass die RNA nur
kurze Zeit in wassriger LOosung bei Raumtemperatur vorlag, um eine
Degradierung der mRNA zu verhindern.

» Bestmadgliche Reproduzierbarkeit, da bereits geringe Veréanderungen die
Ergebnisse der Expressionsanalysen drastisch veranderten.

» Hohe Zuverlassigkeit, um zeit- und kostenintensive Experimente erfolgreich
abschlie3en zu kénnen.

Die RNA aus den mikrodissektierten Geweben wurde mit dem Microprep-Kit von
Stratagene extrahiert, bevor sie mittels der SMART-Methode amplifiziert wurde. Das
amplifizierte Produkt wurde, nachdem es radioaktiv markiert war, auf die Membranen
des Atlas-Array-Sets 3.6 (Clontech) hybridisiert.

Im Vergleich zu den Zellkulturproben, bei denen groRe Mengen an MRNA
problemlos isoliert werden konnten, erwies sich die Amplifikation der RNA aus
Gefriergeweben, als entscheidender Punkt fur die Aussagekraft der
Expressionsprofile, wirde doch eine ungleiche Amplifikation der cDNA verfalschte

und damit unbrauchbare Expressionsprofile liefern.
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Um eigene Daten zur Gite der SMART-Methode zu haben, wurde die
Zuverlassigkeit der SMART-Methode im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Zu
diesem Zweck wurde die RNA aus zwei unterschiedlichen Zellkulturen isoliert und
jeweils Expressionsprofile mit und ohne SMART-Amplifikation erstellt. Die
Zuverlassigkeit (Reliabilitat) ergab sich aus dem Verhaltnis der Varianzen der
gemessenen differentiellen Expressionen beider Methoden.

Legte man flur die Berechnung der Reliabilitat alle exprimierten Gene zugrunde, so
ergab sich nur eine geringe Reliabilititt der SMART-Methode (rho: 0,41). Wenn
jedoch die knapp 1500 Gene erfasst wurden, deren differentielle Expression lediglich
um den Wert 0,67 nach unten oder 1,5 nach oben voneinander abwich, so war die
ermittelte Zuverlassigkeit von rho=0,85 relativ hoch (Stéber et al., 1999).

Eine gute Reproduzierbarkeit der SMART-Methode wurde von Vernon und
Mitarbeitern (Vernon et al., 2000) beschrieben. Endege und Mitarbeiter (Endege et
al., 1999) konnten nachweisen, dass die SMART-Methode starke-, mittel- und
schwach-exprimierte Gene reprasentativ und reproduzierbar amplifiziert. Bei beiden
Untersuchungen wurden jedoch so grofe Ausgangsmengen an RNA verwendet,
dass eigentlich keine Amplifikation notwendig gewesen wére. Ob die Ergebnisse von
Vernon und Endege auch auf sehr kleine RNA-Mengen ubertragen werden kdnnen,
ist nicht eindeutig zu Kklaren, da schliel3lich fast die Halfte der differentiellen
Expressionswerte durch die SMART-Amplifikation der LCM-Proben verfalscht wurde.
Beim Reliabilitdtstest der SMART-Methode muss jedoch beachtet werden, dass die
Expressionsprofile jeweils nur zweimal erstellt wurden und die Mittelwerte fur die
statistische Betrachtung der Zuverlassigkeit der Methode verwendet wurden. Bei
einer hoheren Zahl von durchgeflihrten Experimenten ist davon auszugehen, dass
die Reliabilitdt zunimmt, da einzelne Ausreil3er nicht mehr so stark ins Gewicht fallen,
wie dies bei nur zweifach durchgefihrten Untersuchungen der Fall ist.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die SMART-Methode geeignet scheint,
einen Uberblick zu geben, ob Gene differentiell exprimiert werden. Diese detektierten
Expressionsunterschiede bedirfen in jedem Fall einer Bestatigung durch eine
unabhangige Methode wie z.B. die RT-PCR.

Eine Alternative zur SMART-Amplifikation kdnnte auch in naher Zukunft die RNA-
Amplifikation durch die T7-Polymerase werden, da von der Fa. Ambion mittlerweile

ein Kit entwickelt wurde, der weniger Arbeitsschritte bedarf und eine hohere
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Zuverlassigkeit haben soll. Interessant ware es, die Reliabilitat der linearen
Amplifikation mittels T7-Polymerase zu bestimmen. Es ware dann mdoglich, beide
Methoden miteinander zu vergleichen, da hierzu - soweit mir bekannt ist — noch
keine verdffentlichten Untersuchungen vorliegen. Theoretisch sollten die
Abweichungen bei der Amplifikation der RNA durch die T7-Polymerase geringer sein,
so dass eine hohere Zuverldssigkeit der experimentell bestimmten differentiellen

Expression gegeben sein konnte.

Verifizierung der differentiellen Genexpression

Der Vergleich der Expressionsprofile brachte die vermeintlich differentielle
Expression einiger Gene ans Licht, bei denen es zuvor keine Indizien auf eine
Beteiligung an der DMS gab. Bei knapp 30 Genen zeigten sich zwischen den
Gruppen der DDS- und NAK-Gewebe voneinander abgrenzbare Unterschiede in der
Expressionsstarke.

Exemplarisch wurden vier Gene, darunter zwei (POD1 und MMP7) aus der oben
erwahnten auffalligen Gruppe und die Podozytenmarker WT1 und Synaptopodin
mittels semiquantitativer RT-PCR auf ihre Expression dberprift. Bei WTL,
Synaptopodin und POD1 stimmten die Tendenzen der in der Array-Analyse
ermittelten Genexpression mit der semiquantitativ (RT-PCR) bestimmten Expression
Uberein. Lediglich bei MMP7 ergab sich ein entgegengesetztes Bild. Um Klarheit zu
erlangen, wurde bei MMP7 eine immunhistochemische Analyse durchgefihrt. Das
Ergebnis bestatigte die mit der semiquantitativen RT-PCR ermittelte reduzierte
Expression bei DDS-Gewebe.

Am Beispiel des Synaptopodins konnte gezeigt werden, dass die cDNA-Expression
nicht unbedingt mit der Proteinexpression Kkorreliert. Sowohl die cDNA-Array-
Analyse, als auch die RT-PCR konnten Uubereinstimmend keine Unterschiede
zwischen NAK- und DDS-Glomeruli bzw. Podozyten erkennen lassen. Bei der IHC
konnte dagegen bei den DDS-Glomeruli — auch bei den kaum sklerotisierten -
deutlich weniger Synaptopodin nachgewiesen werden als bei den NAK-Glomeruli.
Dieses Beispiel zeigt, dass sich die Expressionsunterschiede auf Ebene des
Transkriptoms nicht unbedingt auf Proteomebene Ubertragen lassen und sich somit
auch nicht generell z.B. mittels IHC bestatigen lassen. Zu &hnlichen Ergebnissen
gelangten Fink und Mitarbeiter (Fink et al., 2002).
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Aus der Validierung dieser vier Gene lasst sich erkennen, dass die Array-Analyse
eine Tendenz der Expressionverdnderung anzeigen kann, diese aber nicht immer
stimmen muss. Die Ergebnisse unterstlitzten die Schlussfolgerung, die aus dem
Reliabilitatstest gezogen werden konnte: In jedem Fall missen die mit den cDNA-
Arrays ermittelten Expressionsunterschiede durch unabhéangige Methoden verifiziert

werden.

Differentielle Expression bei DDS-Geweben

Im Rahmen der Arbeit konnten die im folgenden besprochenen Gene nicht mehr auf
ihre differentielle Expression hin validiert werden; trotzdem bieten sie interessante,
neue Aspekte zur Fehlregulation und zu den Ursachen der DMS bei DDS-Nieren.
Von den bereits erwahnten 26 Genen, die beim Vergleich der Expressionsprofile
auffallig waren, lieBen sich viele Gene zwei Gruppen mit eindeutigen Funktionen
zuordnen:

» Gene, die Differenzierungsprozesse wahrend der Nephrogenese oder die
Organogenese der Niere direkt steuern. Dieser Gruppe konnten sieben Gene
zugeordnet werden. In DDS-Geweben schwacher exprimiert waren: aFGF1,
Interleukinl-Rezeptor (ILIR) und POD1. Eine erhohte Expression in DDS-
Geweben war bei TGFR2, EMX2, Hox7b und Pleiotrophin zu finden. Die
persistierende Expression dieser vier Gene - sie sollten nur wahrend der
Embryonalentwicklung aktiv sein — kdnnte, wie auch die erhbhte Expression
von Thyl, auf eine unvolistdndige Ausreifung und eine nicht abgeschlossene
Differenzierung der DDS-Glomeruli hindeuten.

» Gene, die Uber ein tumorigenes Potential, da sie Zellzyklus regulierend sind,
verfugen. Dieser Gruppe konnten vier Gene zugeordnet werden: Schwacher
exprimiert war der Protein-Tyrosin-Phasphatase Rezeptor N (PTPRN). Starker
exprimiert waren der Protein-Tyrosin-Phasphatase Rezeptor C (CD45), der
Elongation Faktor 1D und das putative c-Myc responsive-Gen. Die
Fehlregulation dieser Gene kodnnte ein Indiz fur erste tumorigene Stufen des
sich spater ausbildenden Wilms-Tumors bei DDS-Patienten sein. Uber die
Funktion dieser Gene im Hinblick auf die Nephrogenese ist bisher nichts
bekannt.
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Moglicherweise werden die Gene, die die Nephrogenese und die Gene, die den
Zellzyklus regulieren, normalerweise von WT1 direkt oder indirekt reguliert.

Unter den Genen, die sich keiner grof3eren Gruppe zuordnen lassen, befindet sich
Tropomyosin. Tropomyosin ist ein Zytoskellett-bildendes Protein, das bei
Erkrankungen das Zytoskelett zu reorganisieren und Aktin-Mikrofilamente zu
stabilisieren vermag (Shah et al., 2001). Zur Erinnerung: Synaptopodin und a-Actinin,
wichtige Bestandteile des Zytoskeletts sind in den DDS-Podozyten deutlich reduziert.
Tropomyosin konnte hier eingreifen und das Zytoskelett neu organisieren. Zudem
kbnnte es eine Rolle bei der Neustrukturierung des Zytoskeletts infolge der
Podozyten-Ful3verschmelzung spielen. Bei in-vitro Versuchen in Zellkultur wurde
aulRerdem demonstriert, dass Tropomyosin die maligne Transformation von Zellen
suprimieren kann. Die erhéhte Expression kdnnte ein Schutzmechanismus der DDS-
Zellen vor den Auswirkungen der deregulierten Gene mit onkogenem Potential sein.
Neben dem Intermediarfilamentprotein Tropomyosin weist auch das Anker-Protein
Dystroglycanl (alpha) eine verdnderte Expression auf. In den Podozyten dient
Dystroglycanl (Abb. 6.1) der Verankerung an die GBM, da es ein Rezeptor flr Agrin
und Laminin ist. Die Dystroglycanl-Verminderung konnte ebenso wie bei Integrin
a3B1 zur Ablosung der PodozytenfulR3fortsatze von der GBM fuhren.

Ein weiteres differentiell starker in DDS-Geweben exprimiertes Gen ist Glypican3.
Glypican3 ist ein aulRergewdhnliches HSPG, denn es vermag die Wirkung einiger
Wachstumsfaktoren zu modulieren. Darunter sind bekannte Proteine wie FGF1 und
IGF2, das als putatives WT1-Targetgen gilt. Glypican3 kdnnte deshalb auf einer
anderen Ebene als WT1 die Wirkung von Transkriptionsfaktoren zusatzlich
verandern.

Zur Verdickung der GBM konnte Elastin beitragen, das die Hauptkomponente der
extrazellularen Matrix bei Arterien ist und von Endothelzellen gebildet wird.
Zusammen mit den Podozyten produzieren Endothelzellen auch die Bestandteile der
GBM. Die Uberexpression von Elastin konnte eine Reaktion der Endothelzellen sein,
um den gestorten Aufbau der GBM durch die Podozyten auszugleichen.

Die Matrix-Metalloproteinase7 (MMP7) vermag extrazellulare Matrixproteine zu
degradieren. Uberwiegend zeigen die durchgefiihrten Untersuchungen zu MMP7
eine verringerte Expression in DDS-Geweben, die jedoch noch bestatigt werden

mussen Die Wichtigkeit einer intakten Matrix-Degradierung konnte bei in-vitro-
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Studien gezeigt werden. Die Blockierung der MMP9, einem zu MMP7 verwandten
Gen mit ahnlicher Funktion, durch Inhibitoren fihrte wahrend der Nierenentwicklung
zu einer verringerten Verzweigung der Ureterknospe (Review: Kuure et al., 2000,
Udayakumar et al.,, 2002). Die Verminderung von MMP7 kodnnte so wahrend der
Nephrogenese zur geringeren Bildung von Glomerulianlagen und letztlich zu weniger
Glomeruli bei DDS-Nieren fuhren.

Um die Expressionsverminderung von MMP7 eindeutig zu belegen, ware es wichtig,
auch bei den Glomeruli der Kryogewebe eine semiquantitative PCR-durchzufihren.
Die Inositol-Polyphosphat-1-Phosphatase kénnte wie bereits diskutiert in der
veranderten Signalubermittlung an der ILK involviert sein.

Bei einigen weiteren Genen (GDF7, Lymphocyte-6-Antigen, Janus-Kinase-3, RAR-
related Orphan-Receptor C, Lysosomal-associated Membran-Proteinl, Cholinergic
Receptor, Signal-Sequence-Receptor D) sind, soweit mir bekannt, ihre Funktionen
unentdeckt oder es lassen sich noch keine Rickschlisse auf ihre Funktion in der
Niere ziehen. Trotzdem sollten sie bei weiteren Untersuchungen bericksichtigt
werden, da der Schlissel zum genaueren Verstdndnis der DMS auch bei ihnen
liegen kdnnte.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Array-Analyse einige neue
Anhaltspunkte zur Entstehung der DMS und den komplizierten Wechselwirkungen
gegeben hat. Natirlich missen die Tendenzen der Expressionsveranderungen erst
verifiziert werden, doch passen viele neu ins Spiel gebrachte Gene gut ins
bestehende Konzept, um die Entstehung der glomerularen Veranderungen bei DDS-
Patienten zu erklaren. Noch aufschlussreicher konnte der Vergleich der
Expressionsprofile werden, wenn zusatzliche Expressionanalysen von weiteren
DDS- und NAK-Nierengeweben durchgefihrt wirden und individuelle

Schwankungen besser als solche identifiziert werden kénnten.
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6.4 Schlul3folgerungen

Im Rahmen dieser Arbeit, konnten auf molekularer Ebene neue Einblicke in den
Pathomechanismus der diffusen mesangialen Sklerose bei DDS-Patienten

gewonnen werden (Abb. 6.3).

aFGF1 |
ILIR &

POD1 +
NovH +
IGF2 v

Collagen IV 4
Elastin f

TGFR2 4

EMX2 4

Hox b7 4 Tenascin &
Pleiotrophin A ? Laminin A +
Thy1 4 . MMP7 +

Integrin a3R1
Dystroglycan 1 +
a-Actinin +
Talin +
Utrophin +
Synaptopodin+

Abb. 6.3: Noch unvollstandige Darstellung des Pathomechanismus der DMS. Dargestellt sind
die im Rahmen der Arbeit nachgewiesenen Verénderungen bei DDS-Glomeruli. Unklar
sind vor allem die Regulationen auf molekularer Ebene. rote Pfeile bedeuten eine erhdhte

Expression und griine Pfeile eine reduzierte Expression in DDS-Geweben. 151
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Die DMS wird genetisch durch eine Missensmutation des WT1-Gens verursacht und
ist das Resultat vieler Fehlregulierungen.

Durch unterschiedliche Methoden zur Analyse der Expressionen auf den Ebenen des
Transkriptoms und Proteoms konnte gezeigt werden, dass viele Gene, die eine Rolle
bei der Nephrogenese spielen, bei DDS-Glomeruli dereguliert sind. Eine
Fehlregulation dieser Gene konnte die Ursache fur die unvollstandige Differenzierung
der Denys-Drash-Glomeruli sein. Einige von Ihnen wurden schon friher als putative
WT1-Targetgene identifiziert: NovH, IGF2 und TGFR2. Bei anderen sind die
Regulationsmechanismen noch unklar, mdglich ware eine direkte Steuerung durch
WT1 aber auch eine indirekte Steuerung Uber einen durch WT1 in der Expression
veranderten Mediator. Die molekularen Befunde erganzen gut die histologische
Beobachtung einer unvollstandigen Differenzierung der DDS-Glomeruli (Habib et al.,
1993).

Dass die veranderten Bedingungen Auswirkungen auch auf andere Zelltypen des
Glomerulus haben, zeigt sich an der erhOhten Expression von Thyl, das ein
Mesangialzellmarker ist. Die Thyl-Expression steigt mit zunehmendem
Sklerotisierungsgrad der DDS-Glomeruli.

Die Sklerotisierung der GBM geht einher mit einer starken Verdickung der GBM. Auf
molekularer Ebene beobachtet man die Zunahme von Collagen IV und Elastin. Die
detektierte Abnahme von Laminin und dem HSPG Tenascin konnte zum
Funktionsverlust der GBM fuhren, da Laminin eine Siebfunktion ausubt und Tenascin
zur negativen Ladung beitragt. Es zeigt sich insgesamt ein dereguliertes
Erscheinungsbild der GBM. Die Verminderung von Laminin kdnnte zusatzlich mit der
Ablosung der Podozyten-Ful3fortséatze in Verbindung stehen.

Die Fuldfortsatze sind uber Laminin-Dystroglycan- und Integrin a331-Collagen IV-
Bricken mit der GBM verknlpft. Sowohl Dystroglycanl als auch Integrin a3R31
wurden deutlich vermindert im DDS-Podozyten vorgefunden. Innerhalb der
Podozyten-Ful3fortsatze ist Integrin a331 mit den kontraktilen Apparaten verbunden.
Talin, a-Actinin und Utrophin, die am Aufbau der kontraktilen Apparate beteiligt sind,
waren in DDS-Podozyten deutlich schwacher exprimiert. Daraus, sowie aus der
Verminderung von Synaptopodin, lasst sich eine Strukturveranderung des
Zytoskeletts in den Ful3fortsédtzen der Podozyten herleiten, die im Zusammenhang

mit der veranderten Integrin a3pB1-Expression stehen kdnnte.
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Die Veranderung des Zytoskeletts bedingt hochstwahrscheinlich die Ablésung der
PodozytenfuR3fortsdtze von der GBM. Die sich anschlieBende Verschmelzung der
Podozytenful3fortsatze konnte zum Verlust der Schlitzmembran zwischen den
Ful3fortsadtzen fuhren, dokumentiert durch eine Nephrin-Verminderung. Die
Schlitzmembran ist ein weiteres wichtiges Element der Filtrationsbarriere und dient in

gesunden Glomeruli der Ultrafiltration von kleinen Serumproteinen wie Albumin.

Es konnte durch den Nachweis differentiell exprimierter Gene gezeigt werden, dass
die diffuse mesangiale Sklerose durch das Zusammenwirken vieler
Fehlregulierungen auf molekularer Ebene entsteht und wie mdglicherweise die

Proteinurie bei DDS-Patienten verursacht wird.

Ausblick:

Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen kénnen jetzt weitere Untersuchungen
durchgeflhrt werden:

» Verifizierung weiterer differentiell exprimierter Gene

» Untersuchungen zur Regulation der nephrogenetisch aktiven Gene

» Analysen zum Regulationsmechanismus von Integrin a3R31
Far zuklnftige Analysen geeignet wéaren zum Beispiel die erfolgreich in Kultur

genommenen DDS-Podozyten. Es wéare jedoch wiinschenswert, noch weitere DDS-

und NAK-Podozyten in Kultur zu nehmen.
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Die genetische Ursache des Denys-Drash Syndroms sind Missensmutationen in
der Zinkfingerregion des WT1-Gens, die vermutlich dazu fuhren, dass das
veranderte Protein seine physiologischen Zielgene nicht mehr regulieren kann.
Das Denys-Drash-Syndrom ist eine Kombination aus Urogenitalfehlbildungen,
nephrotischem Syndrom und Wilms Tumor. Alle Patienten entwickeln sehr friih ein
nephrotisches Syndrom, das meistens vor dem 3. Lebensjahr zum terminalem
Nierenversagen fuhrt. Es manifestiert sich histologisch als diffuse mesangiale
Sklerose und fiihrt zu einem Funktionsverlust der Filtrationsbarriere, die u.a. aus
der glomeruldaren Basalmembran und der Schlitzmembran gebildet wird. Die
Erkrankung ist charakterisiert durch eine Verdickung der glomeruléaren
Basalmembran, Hypertrophie der Podozyten mit Verschmelzung der sekundéren
FuRRfortsdtze und Abloésung von der glomeruldren Basalmembran sowie dem
Vorhandensein unreifer Glomeruli. Das WT1-Gen kodiert fir einen
gewebsspezifischen Transkriptionsfaktor, der wahrend der Nephrogenese und bei
der normalen Podozytenfunktion eine wichtige Rolle spielt.

Ziel dieser Arbeit war es, die molekularen Mechanismen aufzuklaren, die
verantwortlich daflr sind, dass Mutationen im WT1-Gen zur diffusen mesangialen
Sklerose der Glomeruli fihren.

Die diffuse mesangiale Sklerose ist vermutlich das Resultat vieler Fehlregu-
lierungen auf molekularer Stufe. Durch unterschiedliche Methoden wurde die Gen-
expression auf der Ebene des Transkriptoms und Proteoms analysiert. Es konnte
gezeigt werden, dass viele Gene, die eine Rolle bei der Nephrogenese spielen
(z.B. POD1 und NovH) in Denys-Drash-Glomeruli dereguliert sind und so die
unvollstandige Differenzierung verursachen konnten.

Mit immunhistochemischen Analysen wurden die glomerulare Basalmembran und
die Schlitzmembran zwischen den PodozytenfulR3fortsatzen als Komponenten der
glomerularen Filtrationsbarriere untersucht. Die nachgewiesene Expressions-
veranderung einzelner Proteine der glomeruldren Basalmembran kénnte zu deren
Funktionsverlust fuhren. Die Verbindung der Ful3fortsatze an die glomeruléare
Basalmembran wird vor allem durch Integrin a3R1 und Zytoskelelett-Proteine wie

Aktin, Talin, Vinculin, Utrophin und a-Actinin vermittelt. Bei der Uberwiegenden
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Anzahl dieser Proteine zeigte sich bei den Untersuchungen eine verminderte
Expression, die vermutlich zur Ablésung der Ful3fortsédtze und einer Veranderung
des Zytoskeletts fuhrt. Die daraus resultierende Verschmelzung der
Podozytenful3fortsatze geht einher mit dem Verlust der Schlitzmembran (Nephrin)
zwischen den FulR3fortsatzen.

Es konnte durch den Nachweis differentiell exprimierter Gene gezeigt werden,
dass die diffuse mesangiale Sklerose durch das Zusammenwirken vieler
Fehlregulationen auf molekularer Ebene entsteht und so madglicherweise eine
Stoérung der glomerularen Filtrationsbarriere und damit verbunden eine Proteinurie
bei DDS-Patienten verursacht.

Fur die Durchfihrung weiterer Analysen, aufbauend auf den in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnissen, bieten sich die erfolgreich primar angelegten

Podozyten von DDS-Patienten an.
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