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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Studien zur Pathogenese der diabetischen Nephropathie konnten zeigen, dass das
transmembranidre Protein Nephrin eine zentrale Rolle bei primédren Verdnderungen an
der Schlitzmembran, welche zur Entwicklung von Mikroalbuminurie fiihren, einnimmt.
Fiir ein besseres Verstindnis der molekularen Mechanismen der Entstehung der
diabetischen Nephropathie sind die Erforschung der beteiligten Proteine und deren
Interaktoren entscheidend. Ziel der Arbeit ist es, die Rolle von Hyperglykdmie fiir die

Endozytose von Nephrin zu charakterisieren und Interaktionspartner zu identifizieren.

Dazu wurden Co-Immunoprézipitations-Experimente mit HEK 293T-Zellen,
immortalisierten murinen Podozyten sowie Nierenlysat aus C57Bl/6-Méusen
durchgefiihrt. Nephrin interagiert mit dem zytosolischen Protein B-Arrestin2, welches
die Endozytose von Nephrin einleitet und zur Internalisierung von Nephrin fiihrt. Durch
die Endozytose von Nephrin wird der glomeruldre Filter durchldssig, welches zur
Entwicklung einer Albuminurie fiihrt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die
Interaktion von Nephrin mit B-Arrestin2 unter hohen Glukosespiegeln verstirkt wird.
Dabei spielen PKCa und PICK1 eine entscheidende Rolle fiir die Endozytose von
Nephrin und es konnte aufgezeigt werden, dass sie einen Komplex mit Nephrin und B-
Arrestin2 bilden. PICK1 bindet dabei mit seiner PDZ-Doméine an die Nephrin-Doméne
1160-1176 und kann so als Adapter PKCa an den C-Terminus von Nephrin rekrutieren.
Die Verwendung des PKCoa-Inhibitors Safingol schwicht die Bindung von B-Arrestin2
an Nephrin nachweislich. Es konnte nachgewiesen werden, dass es unter hohen
Glukosespiegeln unmittelbar zu einer Hochregulation von PKCa in Maus-Podozyten
kommt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Nephrin/PKCao/PICK1/B-
Arrestin2-Proteinkomplex auch in vivo eine entscheidende Rolle spielen konnte.
Endogenes B-Arrestin2 prazipitiert endogenes Nephrin in konzentrationsabhangiger
Weise. In PKCa-defizienten Maus-Podozyten konnte nur eine schwache Bindung von
B-Arrestin2 festgestellt werden, welches die regulatorische Rolle von PKCa fiir die

Nephrin-p-Arrestin2-Bindung unterstreicht.

Zusammenfassend bieten die von uns identifizierten Signalwege ein molekulares
Modell fiir die Hyperglykdmie-induzierte Nephrin-Endozytose und daraus folgende

Mikroalbuminurie.
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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1  Die glomerulire Filtrationsbarriere

Die Niere ist ein komplexes Organ und hat neben exkretorischen auch endokrine und
metabolische Funktionen zu erfiillen. Zu den Hauptaufgaben der Niere zdhlen die
Harnproduktion mit der Exkretion harnpflichtiger Substanzen aus dem Blut und die

Konzentrierung des Harns.

Die Mehrheit der Nierenerkrankungen, die zur terminalen Niereninsuffizienz fiihrt, hat
ihre Ursache im renalen Glomerulus, dem Ort der Ultrafiltration des Plasmas. Stérungen
der Filtrationsbarriere und der Ubertritt von Albumin in den Urin, konnen zu
Mikroalbuminurie (20-200 mg/l im Spontanurin oder 30-300 mg/24h), einem frithen
Kennzeichen der diabetischen Nephropathie fiihren. Mikroalbuminurie korreliert mit
einem erhohten kardiovaskuldren Risiko (Gerstein et al., 2001; Kalaitzidis und Bakris,
2009). Die Préavalenz der diabetischen Nephropathie steigt in industrialisierten Lindern
seit Jahren stétig und ist in Deutschland die hdufigste Ursache einer dialysepflichtigen
terminalen Niereninsuffizienz (Frei und Schober-Halstenberg, 2008). Diabetische
Nephropathie fiihrt zu einem Verlust des Proteins Nephrin und einer dadurch bedingten
Storung des glomeruldren Filters, die in der Entwicklung einer Mikroalbuminurie
miindet (Doublier et al., 2003). Ziel dieser Arbeit ist es, die zugrundeliegenden
Zusammenhdnge wie Hyperglykdmie die Oberflichenexpression von Nephrin
beeinflusst ndher aufzuzeigen und zu untersuchen, ob akute Hyperglykédmie unmittelbar
zu einer vermehrten Internalisierung von Nephrin fiihrt. Durch Nachweis der Interaktion
der beteiligten Proteine konnen neue Erkenntnisse in die Pathogenese der diabetischen
Nephropathie gewonnen werden, die als Schliissel zur Entwicklung mdglicher

Therapieansitze dienen konnten.

Ausgangspunkt fiir die in der Arbeit vorgestellten pathophysiologischen
Zusammenhinge ist das Nephron, von denen es in jeder Niere ca. 1 Million gibt. Das
Nephron gilt als funktionelle und strukturelle Einheit der Niere. Dieses setzt sich aus
einem GefdBknduel spezialisierter Kapillaren, dem Glomerulus, welches von der
Bowman’schen Kapsel umschlossen wird, sowie dem nachgeschalteten Tubulussystem

zusammen. Aus den Glomeruli wird der Primérharn in die Bowman’sche Kapsel
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abgepresst, von der aus er weiter in das Tubulussystem flie8t. Die Glomeruli sind Teil
des glomeruldren Filters, der verhindert, dass Plasmaproteine mit dem Urin verloren
gehen. Durch die negative Ladung des glomeruldren Filters wird negativ geladenen
Molekiilen, wie der Mehrzahl der Plasmaproteine, der Ubertritt in den Primérharn

erschwert.

Die Filtrationsbarriere fiir den Primdrharn gliedert sich hierbei in drei Schichten: dem
fenestrierten Kapillarendothel auf der Seite des Blutes, die glomeruldre Basalmembran
(GBM) und die interdigitierenden Fufllfortsitze der viszeralen Epithelzellen des
Glomerulus, die Podozyten (Abb. 1). Letztere stellen mit ihren Fullfortsdtzen Kontakt
zur GBM her. Der glomerulédre Filter ist einem Sieb dhnlich, dessen Selektivitit von
GrofBe, Gewicht und Ladung der Molekiile abhéngt. Der Raum innerhalb der GBM wird
von den glomeruldren Kapillaren und dem Mesangium ausgefiillt. Das Mesangium gilt
als Stiitzstruktur des Glomerulus und besteht aus Extrazellularmatrix, in die die

Mesangiumzellen eingelagert sind.

Bowman Kapselraum

Ful¥fortsatze der Podozyten Schlitzmembran

I
I

Plasma-
filtration

Fenestriertes Endothel

Kapillarlumen

Abb. 1: Schematische Darstellung der glomeruléiiren Filtrationsbarriere
Die Fulfortsétze der Podozyten sind durch die Schlitzmembran miteinander verbunden.

Das fenestrierte Kapillarendothel bildet zahlreiche Poren mit einem Durchmesser von
70-100 nm und ist an der luminalen Zellmembran mit einer Schicht aus Glykokalyx,

bestehend aus negativ geladenen Sialoproteinen und Proteoglykanen, iiberzogen.
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Die glomeruldre Basalmembran ist eine amorphe, 300-350 nm dicke extrazellulére
Schicht und besteht aus drei Schichten. Einer Kollagen Typ IV-reichen Lamina densa,
die innen und auflen von einer Lamina rara interna und externa begrenzt wird. Die
Laminae rarae enthalten die Glykoproteine Laminin und Nidogen. Die GBM ist
aufgrund von Heparansulfat-Seitenketten der Proteoglykane Agrin und Perlecan reich an
negativen Ladungen und durch das Kollagen Typ IV entsteht ein kreuzvernetzendes
Netzwerk, an das sich die anderen Komponenten anheften und ein dichtes Maschenwerk

bilden, welches mechanische Stabilitit verleiht (Hudson et al., 1993; Tryggvason, 1999).

Podozyten sind differenzierte viszerale Epithelzellen auf der Harnseite des Glomerulus,
welche die Fidhigkeit zur mitotischen Teilung verloren haben. Sie konnen sich durch
Zellhypertrophie adaptieren und bestehen aus einem Zellkérper und Primérfortsétzen,
die sich wiederum in Sekundirfortsidtze verzweigen. Die Sekundérfortsitze, auch
FuBfortsitze genannt, umschlieBen die glomeruliren Kapillarschlingen und
interdigitieren mit den Fullfortsdtzen benachbarter Podozyten, so dass sich ein dichtes
Netzwerk um die Kapillarschlingen des Glomerulus bildet (Pavenstiadt, 1998;
Tryggvason und Wartiovaara, 2001). Die aneinander grenzenden Fullfortsitze werden
durch einen etwa 30 bis 40 nm breiten Spalt getrennt. Dieser Filtrationsschlitz wird von
einer elektronendichten Membran, der Schlitzmembran, {iiberbriickt (Rodewald und
Karnovsky, 1974; Pavenstidt et al., 2003). Die Schlitzmembran ist ein Zell-Zellkontakt,
dessen Porengrofle die Durchléssigkeit fiir Proteine bei etwa 70 kDa limitiert und der die
Podozytenmembran in einen basalen und einen luminalen Abschnitt unterteilt. Die
luminale Zellmembran der FuBfortsitze ist wie beim Kapillarendothel von einer dicken
negativ  geladenen  Glykokalyx iiberzogen, die in hoher Konzentration

Sialoglykoproteine, insbesondere Podocalyxin und Podoendin enthilt.

Basierend auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde von Rodewald und
Karnovsky ein Modell der Schlitzmembran entwickelt. Dabei besteht die
Schlitzmembran aus stabformigen Untereinheiten, die sich zwischen den Fullfortsétzen
ausspannen und sich reifBverschlussartig iiberlappen. Die implizierten Poren haben dabei
ungefdhr die Grofie eines Albuminmolekiils (Rodewald und Karnovsky, 1974).
Bisherige =~ Analysen der  Schlitzmembran  mit  einer  hochaufldsenden
elektronentomographischen Methode legen nahe, dass Molekiile der Schlitzmembran

diese reifBverschlussartige Struktur mit einer konstanten Breite von etwa 40 nm formen
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und konnten die vermutete Zusammensetzung der Schlitzmembran bestétigen
(Wartiovaara et al., 2004; Tryggvason et al., 2006). Die Filtrationsbarriere ist groB3en-
und ladungsselektiv; hierbei ist sie zum groBen Teil durchldssig fiir Wasser und kleine
Molekiile, wohingegen groflere Molekiile wie Plasmaproteine im Blut zuriickgehalten
werden. Es wird angenommen, dass die GroBenselektivitit malBgeblich von der
Schlitzmembran abhingt, wohingegen die geringe Durchléssigkeit fiir die mehrheitlich
negativ geladenen Plasmaproteine sowohl von Endothel, GBM, als auch von der
Schlitzmembran hervorgerufen wird (Daniels et al., 1993; Drumond und Deen, 1994;

Tryggvason et al., 20006).

Die Relation zwischen Hyperglykdmie und der Entwicklung mikrovaskuldrer
Komplikationen wurde schon vielfach beschrieben (Brownlee, 2001; Beckman, 2002).
In den letzten Jahren wurden unterschiedliche zelluldre Mechanismen vorgeschlagen,
wie Hyperglykdmie mikrovaskuldre Verdnderungen im Rahmen des Diabetes vermittelt.
Metabolische  Faktoren, wie zunehmende Bildung von fortgeschrittenen
Glykolisierungsendprodukten (advanced glycation endproducts) und eine Verstirkung
des Weges iiber die Bildung von Polyol, himodynamische Faktoren und oxidativer
Stress wurden identifiziert und diskutiert (Tan et al., 2002; Noh und King, 2007). An der
Niere werden unter chronischer Hyperglykdmie Verdnderungen wie endotheliale
Dysfunktion, Hypertrophie, Verlust negativer Ladungen in der GBM und Schidigung
der Podozyten beobachtet (Ziyadeh und Wolf, 2008). Diabetische Nephropathie fiihrt
dabei zu glomeruldren Schiaden erst am Endothel, dann an der GBM und am Mesangium
und zuletzt am Podozyten. Diese Verdnderungen treten bei Patienten mit Diabetes
bereits vor dem Nachweis einer Albuminurie auf. Es kommt zu einer Verdickung der
GBM, zum einen durch vermehrte Ablagerung von Kollagen Typ IV und zusitzlich zu
einer Abnahme der Expression der Heparansulfat-Seitenketten der Proteoglykane,
welches den Verlust der negativen Ladungen bedingt (Nerlich und Schleicher, 1991;
Wolf und Ziyadeh, 2007). Des Weiteren fiihrt die diabetische Nephropathie friih zu
morphologischen Verdnderungen im Mesangium. Die Extrazellularmatrix akkumuliert
und es konnte gezeigt werden, dass unter Hyperglykdmie die Synthese von Kollagen
Typ IV und Fibronektin in den Mesangialzellen zunimmt, die darauthin hypertrophieren
(Wolf und Ziyadeh, 1999). An der Schlitzmembran zeigt sich eine verminderte

Oberflachenverteilung des Proteins Nephrin, wodurch die Integritit des glomeruldren
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Filters gestort wird und dieser durchléssig fiir groBere Molekiile wird, welches sich im

Auftreten einer Albuminurie dullert (Doublier et al., 2003).

Menne et al. konnten zeigen, dass Proteinkinase Ca (PKCa)-defiziente Mause vor
Proteinurie geschiitzt sind (Menne et al., 2004; Menne et al., 2006). Dies war ein
entscheidender Schritt zum Verstidndnis der Rolle von PKC bei der Entstehung der
diabetischen Nephropathie. Sie konnten zeigen, dass diabetische PKCa-defiziente
Knockout Méuse keine Albuminurie entwickeln, und dass bei ihnen auch keine
hyperglykdmisch induzierte verminderte Expression der negativ geladenen
Heparansulfat-Seitenketten des Proteoglykans Perlecan auftritt (Menne et al., 2004).
Interessanterweise wurde die Hypertrophie der Glomeruli nicht durch die Deletion von
PKCa beeinflusst (Menne et al., 2004). In einer weiteren Untersuchung konnte die
Arbeitsgruppe zeigen, dass vermehrte Aktivitdit von PKCa zu einem Verlust des
Schlitzmembranproteins Nephrin fiihrt (Menne et al., 2006). Die Ergebnisse beruhten
auf einem chronischen diabetischen Modell mit langer Diabeteszeit und die Autoren
fiihrten diese auf Anderungen auf transkriptioneller Ebene zuriick. Somit kann
Aktivierung von PKCa ein wichtiger Mechanismus fiir die Entwicklung einer
diabetischen Nephropathie sein. Unsere Arbeitsgruppe konnte in Vorarbeiten zeigen,
dass P-Arrestin2 die Endozytose von Nephrin vermittelt (Quack et al., 2006). Die
Internalisierung von Nephrin fiihrt zu ,,Léchern® in der Schlitzmembran und zu einer
vermehrten Durchldssigkeit fiir Proteine. Es ist bisher ungekldart, ob akute
Hyperglykdmie einen direkten Effekt auf die Integritdt der Schlitzmembran hat und

wenn ja, ob PKCa hierbei eine regulatorische Rolle spielt.

1.2 Nephrin als Riickgrat der glomeruliren
Schlitzmembran

Es konnte in den letzten Jahren eine Reithe von Proteinen identifiziert werden, die fiir die
Integritdt der Barrierefunktion der glomeruldren Schlitzmembran eine wichtige Funktion

ubernehmen konnen.

Ausgangspunkt fiir die Entdeckung von Schlitzmembranproteinen waren Studien zur
Atiologie angeborener proteinurischer Erkrankungen, den kongenitalen nephrotischen

Syndromen. Zu den ersten identifizierten Proteinen als essentieller Bestandteil der
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Schlitzmembran gehdrte Nephrin. Durch Positionsklonierung konnte das kodierende
Gen, NPHSI, identifiziert werden, welches beim Krankheitsbild des kongenitalen
nephrotischen Syndroms vom finnischen Typ mutiert ist (Kestild et al., 1998). Diese
seltene, autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung mit einer Haufung in Finnland, fiihrt
bereits in utero zu einer massiven Proteinurie sowie unbehandelt postnatal zu einer
terminalen Niereninsuffizienz. Einzige kurative Therapieoption ist die friihzeitige
bilaterale Nephrektomie und Nierentransplantation. Allerdings zeigten Untersuchungen
bei einem erheblichen Anteil der nierentransplantierten Patienten ein Wiederauftreten
des nephrotischen Syndroms, was vermutlich mit zirkulierenden Antikdrpern gegen

Nephrin zusammenhdngt (Wang et al., 2001).

Nephrin bildet einen entscheidenden strukturellen Baustein am Aufbau der glomerulédren
Schlitzmembran (Tryggvason, 1999). In der Niere wird Nephrin ausschlieBlich in
Podozyten exprimiert und ist in der Schlitzmembran lokalisiert. Basierend auf Grofe
und Struktur von Nephrin geht man davon aus, dass die glomeruldre Schlitzmembran
durch homophile Interaktionen von  Nephrin-Molekiilen benachbarter
PodozytenfuBBfortsidtzen gebildet wird, indem sie aus gegeniiberliegenden FuBfortsidtzen

aufeinander zulaufen und aneinander binden (Tryggvason, 1999).

Humanes Nephrin besteht aus 1241 Aminoséuren, besitzt ein Molekulargewicht von 180
kDa und ist ein transmembrandres Adhésionsprotein der Immunglobulin-Superfamilie,
welche die Féhigkeit haben, Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Interaktionen zu vermitteln
(Ruotsalainen et al., 1999). Die molekulare Struktur von Nephrin setzt sich aus einem N-
terminalen extrazelluldren Anteil, einem transmembraniren Abschnitt und einer relativ
kurzen C-terminalen zytoplasmatischen Doméne zusammen. Der extrazelluldre
Abschnitt enthélt acht Immunglobulin G-dhnliche Doménen und eine Fibronectin-Typ-

IIT Domine (Abb. 2).
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Membran Fibonectin-Typ-lll Doméne  IgG-ahnliche Domanen
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Aufbaus von Nephrin
Nephrin enthilt eine C-terminale (C) intrazelluldre Doméne, eine transmembrandre Doméne und eine
extrazellulire Doméne mit einer Fibronectin-Typ-III Doméne und acht IgG-dhnlichen Doménen. Die
Membran ist Teil der FuB3fortsitze der Podozyten. N: N-terminal. Die Abbildung wurde in Anlehnung an
(Patrakka und Tryggvason, 2007) erstellt.

Basierend auf Rodewalds und Karnovskys Modell der Schlitzmembran wird
angenommen, dass Nephrin die zentrale strukturelle Komponente der Schlitzmembran
darstellt. Vor allem die Arbeitsgruppe um Tryggvason konnte das Modell
weiterentwickeln, dass das Riickgrat der Schlitzmembran durch reiverschlussartige
homophile Interaktionen von Nephrin gebildet wird, dessen acht N-terminale
Immunglobulin G-dhnlichen Motive seiner extrazelluliren Domine jeweils miteinander
interagieren (Abb. 3) (Rodewald und Karnovsky, 1974; Ruotsalainen et al., 1999;
Tryggvason, 1999; Tryggvason und Wartiovaara, 2001). Weitere Studien konnten die
homophile Interaktion von Nephrin bestéitigen (Gerke et al., 2003).

Schlitzmembran

5 5 5 b
LS s e e

I

Membran Filtrationsspalt Nephrin

Abb. 3: Schematische Darstellung der Schlitzmembran
Homophile Interaktionen von Nephrin-Molekiilen benachbarter Fullfortsétze der Podozyten gleiten
reilverschlussartig ineinander und bilden den Filtrationsspalt der Schlitzmembran. Die Abbildung wurde
in Anlehnung an (Patrakka und Tryggvason, 2007) erstellt.
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Die zytoplasmatische Domine von Nephrin enthdlt neun Tyrosinreste, welche mit hoher
Wahrscheinlichkeit durch Ligandenbindung phosphoryliert werden kénnen (Kawachi et
al., 2006). Somit scheint Nephrin nicht nur am strukturellen Aufbau der Schlitzmembran

beteiligt, sondern auch eine Rolle in Signaltransduktionsprozessen zu spielen.

Fiir die Intaktheit der Schlitzmembran spielt Nephrin sowohl beim strukturellen Aufbau
der Schlitzmembran als auch bei der Aktivierung von Signalkaskaden, die das
Zelliiberleben regulieren, eine entscheidende Rolle. Daher kann man annehmen, dass ein
Verlust von Nephrin mit dem Verlust des glomeruldren Filters korreliert. Es konnte
vielfach gezeigt werden, dass bei diabetischen Tieren und Menschen, die eine
Albuminurie entwickelten, auch eine verminderte Verteilung und Expression von
Nephrin festzustellen war (Doublier et al., 2003; Koop et al., 2003; Kim et al., 2007).
Nephrin scheint demnach an Veridnderungen der Permeabilitit des glomeruliren Filters
unter diabetischer Stoffwechsellage beteiligt zu sein. Dennoch konnte bisher nicht genau
erforscht werden, wie der Signalweg bei diabetischer Nephropathie auf
pathophysiologischer Ebene im Detail funktioniert und iiber welche Effektormolekiile

die Verteilung und Expression von Nephrin beeinflusst werden.

Zudem wurden weitere Proteine der Schlitzmembran entdeckt, deren Funktionsverlust
mit hereditiren und sporadischen Erkrankungen des glomeruldren Filters in
Zusammenhang stehen:

e Podocin (Boute et al., 2000),

e NEPHI-3 (Donoviel et al., 2001; Sellin et al., 2003),

e CD2AP (Shih et al., 1999; Li et al., 2000),

e FATI (Inoue et al., 2001),

e P-Cadherin (Reiser et al., 2000),

e Densin-180 (Ahola et al., 2003)

e Zonula occludens-1 (ZO-1) (Schnabel et al., 1990).

Die Proteine der Schlitzmembran bilden ein komplexes Netzwerk, dessen
Zusammensetzung einer dynamischen Regulation unterliegt und welches in Signalwege

eingebunden ist, die fiir die Funktionsfahigkeit der Podozyten essentiell sind, wie z.B.
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Regulation im Umbau des Zytoskeletts, Endozytose, Zelldifferenzierung und
Suppression von Zellproliferation (Benzing, 2004).

1.3  B-Arrestin2

In Vorarbeiten konnte durch unsere Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass B-Arrestin2 mit
Nephrin interagiert und die Endozytose von Nephrin einleitet (Quack et al., 2006).
Urspriinglich wurden die Arrestine als Regulatoren aktivierter und phosphorylierter G-
Protein gekoppelter B,-adrenerger Rezeptoren (B,-AR) entdeckt (Benovic et al., 1987;
Lohse et al., 1990). Zu den Arrestinen werden vier verschiedene Isoformen gezdhlt.
Wiéhrend die Arrestinel und -4 ausschlieBlich in der Retina gefunden werden, werden
die B-Arrestinel und -2, welche auch als Arrestin2 und -3 bezeichnet werden, ubiquitér

in allen Zellen exprimiert.

Eine wesentliche Funktion der [B-Arrestine besteht in der Desensitivierung. Nach
Aktivierung durch Bindung eines Agonisten wird der G-Protein-gekoppelte Rezeptor,
auch Typ-7-Transmembranrezeptor genannt, am zytoplasmatischen Ende durch G-
Protein-gekoppelte Kinasen (GRKs) phosphoryliert, wodurch der Rezeptor vom G-
Protein entkoppelt wird. GRKs phosphorylieren Serin- und Threoninreste. Diese
Phosphatreste dienen als Erkennungsstruktur fiir die Bindung von B-Arrestin an den
Rezeptor C-Terminus und Teile der intrazelluldren Schleife (Luttrell und Letkowitz,
2002). Es kommt zu einer sterischen Blockade der Interaktion des Rezeptors mit G-
Proteinen, wodurch weitere G-Protein vermittelte Signale inhibiert werden (DeWire et
al., 2007). Dieser Vorgang wird als Desensitivierung bezeichnet und ist ein wichtiger
Regulationsmechanismus, um eine Abnahme der zelluliren Rezeptorantwort zu

erreichen.

Eine weitere wichtige Funktion von [-Arrestinen ist die Internalisierung von
Rezeptoren. Es konnte eine Interaktion von B-Arrestinen mit Clathrin und dem Clathrin-
Adapter AP2 nachgewiesen werden, die beide Bestandteile des Clathrin-
Endozytosekomplexes sind. [B-Arrestine dienen dabei als ein Adapter zwischen
heptahelikale Transmembranrezeptoren und clathrinabhéngiger Endozytose (Goodman
et al., 1996). Hierzu bindet Clathrin an das -Arrestin und bildet sogenannte Clathrin-

Vesikel (clathrin-coated pits), welche den heptahelikalen Transmembranrezeptor
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internalisieren. Internalisierung ist ein entscheidender Prozess, um Rezeptoren

abzubauen oder an die Zelloberfliche zuriickzubringen.

Mittlerweile ist bekannt, dass B-Arrestine auch mit anderen Rezeptortypen interagieren
und unabhingig von G-Protein vermittelter Aktivierung Signalwege beeinflussen
konnen (DeWire et al., 2007). Chen et al. konnten zeigen, dass B-Arrestin2 an den TGF-
B-III-Rezeptor, einen Typ-I-Transmembranrezeptor bindet und diese Interaktion zu einer
Internalisierung des Rezeptors und zu einer Abnahme des TGF-B-III-abhéngigen Signals
fithrt (Chen et al., 2003). Nephrin ist ebenfalls ein Typ-I-Transmembranrezeptor und
unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass B-Arrestin2 mit Nephrin interagiert und dessen
Endozytose vermittelt, wodurch die nephrinabhingige Signaltransduktion vermindert
wird (Quack et al., 2006). In Vorarbeiten konnten wir zeigen, dass die Bindung von (-
Arrestin2 durch den Phosphorylierungsstatus von Nephrin Y1193 reguliert wird,
welches eine Schalterfunktion einnimmt. Ist das Tyrosin von Nephrin Y1193
dephosphoryliert, so bindet B-Arrestin2 an den C-Terminus von Nephrin. Genau
umgekehrt verhélt es sich mit der Bindung von Podocin zu Nephrin (Quack et al., 2006).
Die Stéarke der B-Arrestin2-Bindung hiangt von der Phosphorylierung seiner Zielproteine

an serin- oder threoninreichen Regionen ab (Shenoy und Lefkowitz, 2003).

1.4 Die Proteinkinase Ca

Die Proteinkinase C (PKC) ist in Molekularmechanismen bei der Entstehung der
diabetischen Nephropathie beteiligt (Meier et al., 2009). Sie ist ein wichtiges
intrazelluldres Messenger-System und spielt eine zentrale Rolle im Sinne eines
Schliisselregulators fiir Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose und bei der
Regulation von Gentranskription (Nishizuka, 1995; Dempsey et al., 2000; Musashi,
2000). Die PKC ist eine calcium- und phospholipidabhdngige Serin/Threonin-
Proteinkinase und es konnten zehn verschiedene Isoformen der Proteinkinase C
identifiziert werden (Abb. 4). Die PKC-Familie zeichnet sich durch das Vorhandensein
einer katalytischen Domédne und einer regulatorischen Untereinheit aus, die sich aus
konservierten Regionen (C1-C4) und variablen Regionen (V1-V5) zusammensetzen
(Kikkawa et al., 1987). Die PKC-Isoformen weisen eine relativ groBe Homologie im
Aufbau der katalytischen Doméne auf. Diese enthédlt ein konserviertes ATP-

(Adenosintriphosphat) Bindungsmotiv (C3), ein konserviertes aktives Zentrum mit
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Substrat-Bindungsdoméne (C4) und die variablen Region V4 und V5 (Abb. 4). Die
PKC-Isoformen unterscheiden sich strukturell und funktionell durch einen
unterschiedlichen Aufbau in der regulatorischen Untereinheit und werden aus diesem
Grund in drei Gruppen eingeteilt. Zum einen die der konventionellen PKCs oder cPKCs
(a, BL, BIL, v), die der neuen PKCs oder nPKCs (9, €, n, 8) und die der atypischen PKCs
oder aPKC (C, VA).

Regulatorische Domaéne Katalytische Domane
V1 C1 V2 C2 V3 C3 V4 C4 V5
DAG-/Phorbol-  Ca?*-Bindung ATP-Bindung  Substratbindung

esterbindung

C1
e e WA o [ HE—C

Pseudo-C2 DAG-/Phorbol-  ATP-Bindung  Substratbindung
esterbindung

aPKC (S5))] N ﬂ H _ C

unvollstandige ATP-Bindung Substratbindung

C1-Domane

Abb. 4: Schematische Darstellung des Aufbaus der drei PKC-Isotypen
Diese unterscheiden sich strukturell und funktionell durch den unterschiedlichen Aufbau der
regulatorischen Untereinheit. Hellblau dargestellt ist die C2-Doméne der konventionellen PKC (cPKC),
welche die Ca*'"- und PS-Bindung (Phosphatidylserin) vermittelt. Die konventionellen und neuen PKC
(nPKC) kdnnen durch DAG (Diacylglycerol) und Phorbolester aktiviert werden. Die atypischen PKC
(aPKC) haben eine unvollstindige C1-Region, weshalb sie kein DAG oder Phorbolester binden kénnen.
Die ATP-bindende C3-Region ist schwarz umrandet und die Substrat-bindende C4-Doméne der
katalytischen Doméne ist in dunkelblau zu sehen. C: Carboxyl-terminal; ATP: Adenosintriphosphat; N:
Amino-terminal; Die Abbildung wurde in Anlehnung an (Meier et al., 2009) erstellt.

Die konventionellen PKCs, zu denen auch die PKCa gehort, haben eine Calcium-
bindende Region (C2-Region), die mit Phosphatidylserin (PS) interagiert, und zwei
cysteinreiche Doménen (C1-Region), die Diacylglycerol (DAG) oder Phorbolester
binden. Die neuen PKCs zeichnen sich dadurch aus, dass sie iiber die C1-Region durch
DAG oder Phorbolester reguliert werden, wodurch sie auch in Abwesenheit von
Calcium aktiviert werden konnen. Sie enthalten eine C2-dhnliche Domine, der die

Féhigkeit zur Calcium-Bindung fehlt (Newton, 2003).

11
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Die Regulation der atypischen PKCs ist noch nicht vollstindig geklért. Sie kdnnen
wiederum durch Phospholipide und Fettsduren, aber nicht durch DAG, Phorbolester und
Calcium aktiviert werden, da ihnen die C2-Region fehlt (Dekker und Parker, 1994). Die
C1- und C2-Regionen liegen innerhalb der regulatorischen Untereinheit. Die C1-Region
der klassischen PKC und neuen PKC umfasst zwei cysteinreiche Zinkfinger-Motive
(Cla und CI1b), welche die Bindung an DAG und Phorbolester vermitteln; die Cl1-
Region der atypischen PKC hingegen enthélt nur ein Zinkfinger-Motiv, welchem die
Féhigkeit zur Bindung von DAG und Phorbolester fehlt (Li und Gobe, 2006).

1.5 Das Protein PICK1

Das Protein PICK1 (Protein interacting with C kinase o 1) wurde erstmals 1995 als
Interaktionspartner der katalytischen Doméne der Proteinkinase Ca (PKCa) beschrieben
und konnte mit Hilfe des Yeast Two-Hybrid Systems identifiziert werden (Staudinger et
al., 1995). PICK1 ist ein Protein der peripheren Zellmembran und ist vom
Nematodenwurm Caenorhabditis elegans bis zum Menschen hoch konserviert. Es
existiert in vielen Spezies; in einzelligen Organismen und in Pflanzen konnte PICK1
hingegen bisher nicht nachgewiesen werden (Xu und Xia, 2006). In der
Embryonalentwicklung der Ratte kann PICK1 ab dem 15. Tag nachgewiesen werden,
die Expression steigt im Verlauf allméhlich an und erreicht ein Plateau ca. zwei Wochen

postnatal (Xia et al., 1999).

Das humane PICK1 besteht aus 415 Aminoséduren und hat ein Molekulargewicht von ca.
55 kDa. Es wird in verschiedenen Geweben exprimiert, wobei durch
Northernblotanalysen die hochste Expression im Gehirn, gefolgt von den Hoden sowie
in abfallender Expressionsstirke in Skelettmuskulatur, Niere, Herz, Lunge, Leber und
Milz festgestellt wurde (Staudinger et al., 1995; Xu und Xia, 2006). In den meisten
Zellen liegt PICK1 diffus im Zytosol verteilt vor, wobei eine Anreicherung perinukledr
zu finden ist. Im Unterschied dazu ist PICKI1 in Neuronen hauptsdchlich an den

Synapsen lokalisiert (Xia et al., 1999; Xu und Xia, 2006).

Die molekulare Struktur von PICK1 beinhaltet zwei Doménen, die fiir Protein-
Proteininteraktionen, sowie fiir direkte Interaktion mit Membranlipiden verantwortlich

sind: Eine PDZ- (PSD-95/Dlg/Z0-1) Domine in der Ndhe des N-Terminus und eine
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BAR- (Bin/Amphiphysin/Rvs) Doméne, die etwa die Hélfte des Proteins iiberspannt
(Abb. 5). Die beiden Doméanen werden durch drei Regionen des Proteins begrenzt. Zum
einen eine mit sauren Aminosdureresten angereicherte, kurze N-terminale Region vor
der PDZ-Domine, zu anderen eine Verbindungsregion zwischen PDZ- und BAR-
Domine (eine sogenannte Coiled-coil-Doméne mit Dimerisierungsfunktion), und
schlieflich eine C-terminalen Region, die ebenfalls einen Abschnitt mit sauren
Aminosdureresten, ein sogenanntes Acidic Cluster, besitzt. Die beiden Domédnen und
drei Regionen sind in allen Spezies hoch konserviert, wobei sich die C-terminale Region
in der Aminosduresequenz am stirksten zwischen den verschiedenen Spezies
unterscheidet. Die Struktur von PICK1 gilt als einzigartig, denn es ist bisher kein Protein

bekannt, das sowohl eine PDZ- als auch eine BAR-Doméne aufweist (Xu und Xia,

2006).

20 105 142 354 376 394

BAR 415

Abb. 5: Domiinenstruktur von PICK1
Acidic: sdurehaltiges Cluster; PDZ: PSD-95/Dlg/Z0-1-Doméne; CC: Coiled-coil-Doméne
(Aminoséurereste (As) 139-166); BAR: Bin/Amphiphysin/Rvs-Doméne. Positionen der As sind durch
Zahlen gekennzeichnet. Die Abbildung ist nach (Hanley, 2008) modifiziert.

PDZ-Dominen sind bekannte Proteininteraktionsdominen, die mit Proteinen
interagieren, welche ein PDZ-Bindungsmotiv aufweisen (Sheng und Sala, 2001). Die
klassischen PDZ-Bindungsmotive sind kurze Peptide am duflersten C-terminalen Ende
von Proteinen. PDZ-Doménen konnen auflerdem Lipidmolekiile, wie Phosphoinositide
binden (Zimmermann et al., 2002). PDZ-Dominen werden nach ihrer Selektivitét fiir
PDZ-Bindungsmotive in drei Klassen unterteilt (Sheng und Sala, 2001). Die PDZ-
Doméne Typ I erkennt das PDZ-Bindungsmotiv -T/S-X-®, Typ II der PDZ-Doménen
erkennt -O-X-O® und Typ I erkennt -D/E-X-®. Dabei steht X fiir beliebige
Aminosduren und @ fiir hydrophobe Aminosduren. Die Funktion von PDZ-Dominen
besteht zum einen in der Regulation der subzelluliren Lokalisation von
Membranproteinen und zum anderen dienen sie als eine Art Geriist zum Einbau

multimerischer Proteinkomplexe.
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PICK1 besitzt eine einzelne PDZ-Doméne, die aufgrund ihrer einzigartigen Struktur
nicht in das beschriebene Schema passt und sowohl mit PDZ-Bindungsmotiven vom
Typ I und Typ II interagieren kann (Xu and Xia, 2006). PKCa besitzt ein C-terminal
gelegenes Typ I PDZ-Bindungsmotiv (-LQSAYV), welches von PICKI1 erkannt wird
(Dev et al., 2004). Bis jetzt konnten iiber 40 Interaktionspartner von PICK1 identifiziert
werden, bei denen es sich mehrheitlich um Membranproteine wie Rezeptoren,
Transporter und Ionenkanédle handelt. In den meisten Féllen reguliert die Interaktion von
PICK1 mit Membranproteinen dessen Transport an die Zellmembran oder eine
Anderung der Expression an der Zelloberfliche (Xu und Xia, 2006). Es ist eine reizvolle
Hypothese, dass PICK1 als Geriist fungiert, um PKCa vermittelte Signalwege bei der
diabetischen Nephropathie zu fordern.

Aufbauend auf den bisherigen Erkenntnissen wird zunédchst die Zielsetzung
konkretisiert, um anschlieend die relevanten Aspekte der Wirkungszusammenhénge der

vorgestellten Proteine detailliert zu untersuchen.

1.6  Zielsetzung und Vorgehensweise der Arbeit

Wie aufgezeigt ist Nephrin der entscheidende strukturelle Baustein beim Aufbau der
Schlitzmembran und Erhalt der Integritit des glomeruldren Filters. Die
Oberfldchenexpression von Nephrin ist bei der diabetischen Nephropathie vermindert.
Die Integritdt des glomeruldren Filters ist dadurch gestdrt und es resultiert eine
Albuminurie. Bislang sind die Pathomechanismen, welche zu einer verdnderten
Expression von Nephrin bei diabetischer Nephropathie fiihren, noch groBtenteils
unverstanden. Nach unserer Hypothese vermindert Hyperglykdmie die Expression von
an der Schlitzmembran verankertem Nephrin. Fiir ein besseres Verstdndnis der
zugrundeliegenden Zusammenhédnge sollen in der vorliegenden Arbeit folgende

Forschungsfragen geklart werden:

1) Fiihren hohe Glukosespiegel zu einer vermehrten Internalisierung von Nephrin?

2) Wird die Internalisierung iiber die Nephrin-B-Arrestin2-Interaktion vermittelt?

3) Ist PKCa die schrittmachende Kinase bei der Glukose vermittelten
Endozytose/Internalisierung von Nephrin?

4) Fungiert PICK1 als Adaptermolekiil fiir PKCa?
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1 Einleitung

Ziel der Arbeit ist es deshalb, die Auswirkung von Hyperglykédmie auf die glomerulire
Schlitzmembran durch Untersuchung der Interaktion der genannten Proteine zu

erforschen. Dabei soll wie folgt vorgegangen werden:

In Kapitel 2 werden die verwendeten Materialien, Losungen und Methoden vorgestellt.

Kapitel 3 zeigt die Ergebnisse der Arbeit. Dabei wird zundchst der Einfluss von
Hyperglykédmie fiir die Endozytose von Nephrin untersucht (3.1), um anschlieBend die
Bedeutung von B-Arrestin2 fiir die Endozytose von Nephrin unter Hyperglykdmie zu
charakterisieren (3.2). Darauf aufbauend werden in einem nichsten Schritt die Rollen

von PKCa (3.3.) und PICK1 (3.4.) ndher analysiert.

AbschlieBend werden die Ergebnisse in Kapitel 4 diskutiert, um einen Forschungsbeitrag
fiir eine detaillierte Darstellung der molekularen Mechanismen der Entstehung der

diabetischen Nephropathie zu liefern.
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2 Materialien, Losungen und Methoden

2.  Materialien, Losungen und Methoden

2.1  Materialien und Losungen

2.1.1 Zellkultur

HEK 293T-Zellen (Human embryonic kidney)
e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) mit 4.5 g/l Glucose, L-Glutamin
und Zusatz von 10 % fetalem Kélberserum (FCS), Biochrom AG
0.05% Trypsin-0,02% EDTA in PBS, Biochrom AG
PBS (Phosphate buffered saline) Dulbecco:
136 mM NacCl; 2.7 mM KCI; 8.1 mM Na,HPOy; 1.5 mM KH,PO,4, Biochrom AG

10 cm Schalen, Corning

Konditionell immortalisierte Maus-Podozyten (Dr. Peter Mundel, Miller School of
Medicine, Miami, Florida, USA)

e PKCo(+/+), PKCa(-/-) Podozyten

e RPMI 1640 mit L-Glutamin und Zusatz von 10 % Kélberserum, Biochrom AG

e Interferon-y (10U/ml), Sigma/Roche

e Type I Kollagen, R&D

e Streptomycin 100mg/dl, Penicillin 100U/ml, Biochrom AG/Sigma

e 0.05% Trypsin, 0.02% EDTA in PBS, Biochrom AG

e PBS (Phosphate buftered saline):

e 136 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 8.1 mM Na,HPOy; 1.5 mM KH,PO,, Biochrom AG
e Essigsiure (Eisessig)

e 6-well Platten, Corning

e T75 Zellkulturflaschen, Nunc

2.1.2 Transfektion

e Calciumchlorid 0.25 M

e 2x HEBS pH 7.05 (HEPES buffered saline):

e 419 mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonat); 273.0 mM NaCl;
10.0 mM KCI; 1.5 mM Na,HPO4*H,O; 11.1 mM Dextrose
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2 Materialien, Losungen und Methoden

e Schiittler: Reax, Heidolph

2.1.3 Eukaryonte Expressionsvektoren/Plasmide

e cdm.slg.7 (Surface Immunglobulin Doméne + Transmembrandoméne CD7) Ig.ctrl

e Ig.Nephrin (zytoplasmatischer Anteil von Nephrin der As 1087-1241)

e cdm.F.GFP

e cdm.Nephrin.F.WT (Dr. G. Walz, Universitit Freiburg)

e cdm.slg.7.Nephrin 1158-1241

e cdm.slg.7.Nephrin 1087-1160

e cdm.slg.7.Nephrin 1087-1176

e cdm.slg.7.Nephrin 1087-1190

e B-Arrestin2.F (Dr. R. Lefkowitz, Duke University, Durham, NC, USA)

e PKCa (Dr. J.-W. Soh, Inha University, Incheon, Siidkorea)

e PICKI1.F (Dr. L. Hinck, Western Washington University, San Fransisco, CA, USA)

e PICK1 KDAA.F (Dr. L. Hinck, Western Washington University, San Fransisco,
CA, USA)

e cdm-Vektor

2.1.4 Zelllyse

PBS (Phosphate buffered saline):
e 136 mM NaCl, AppliChem; 2.7 mM KCI, Merck; 8.1 mM Na,HPO,4 7H,0, Merck;
1.5 mM KH,PO,4, Merck

2x Laemmli stock solution:

e 100 mM Tris-HCI pH 6.8, Sigma-Aldrich; 4% SDS, Biomol; 20% Glycerol, Sigma-
Aldrich; 1g Bromphenol Blau, Sigma-Aldrich; mit H,O auf 500 ml auffiillen

e 2x Laemmli/DTT: 900 pl 2x Laemmli stock solution; 100 pul 1 M DTT
(Dithiothreitol), Biomol

IP- Puffer:
e 1 % Triton X-100, Sigma-Aldrich; 20 mM Tris HCI pH 7.5, Sigma-Aldrich; 150
mM KCI; 1 mM EDTA (Ethylendiamintetraacetylsdure), Sigma-Aldrich; 100 nM
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2 Materialien, Losungen und Methoden

Na3;VO,4, BioChemica; Complete Protease-Inhibitor-Cocktail-Tabletten, Roche
Diagnostics

e  0.25mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) kurz vor Einsatz dazugeben

CHAPS-Lysierpuffer:

e 20 mM Chaps, Sigma-Aldrich; 20 mM Tris HCI pH 7.5, Sigma-Aldrich; 50 mM
NaCl, Sigma-Aldrich; 50 mM NaF, Sigma-Aldrich; 15 mM Na4P,07;, Sigma-
Aldrich; 0.1 mM EDTA; 2 mM Na3;VO,; Complete Protease-Inhibitor-Cocktail-
Tabletten; 3 mM ATP

e 0.25mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) kurz vor Einsatz dazugeben

Geriite:

e Heraeus Multifuge 4 KR, Thermo Scientific

e  Tischzentrifuge: Microcentrifuge 5417R, Eppendorf

e Tisch-Ultrazentrifuge: Optima™ MAX-XP, Beckman Coulter

e  Thermomixer comfort, Eppendorf

2.1.5 Stimulanzien und Inhibitoren

e  D-(+)-Glucose monohydrate, Sigma-Aldrich

e Stimulans: PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat), Calbiochem
e Inhibitoren: Safingol, Calbiochem; Calphostin C, Calbiochem
e  Losungsmittel: DMSO (Dimethyl Sulphoxide), Sigma-Aldrich

2.1.6 Co-Immunoprizipitation

e Anti-Flag M2-Kiigelchen, Sigma-Aldrich
e Protein G-Sepharose-Kiigelchen, GE Healthcare
e Protein A-Sepharose-Kiigelchen, GE Healthcare

2.1.7 Biotinylierung

e PBSCM (Phosphate buffered saline: 136 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 8.1 mM
Na;HPOg4; 1.5 mM KH,PO4) mit 0.1 mM CaCl,, Merck, und 1 mM MgCl,, Merck;
pH 8.0; PBSCM mit 100 mM Glycin

e N-hydroxysulfosuccinimydyl-SS-Biotin (0.5 mg/ml), Pierce
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2 Materialien, Losungen und Methoden

2.1.8 SDS-Gelelektrophorese und Westernblot

Fiir zwei Trenngele:

e Polyacrylamidgelzusammensetzung (10%)

¢ 3 ml Acrylamid (Rotiphorese) 30%, Roth

e 1.5mlHO

e 4.5 ml Trenngelpuffer

e 90 ul APS 10% (Ammoniumperoxiddisulfat), Biomol

e 15 ul TEMED (N,N,N*,N'-Tetramethylethylendiamid), Roth

Fiir zwei Sammelgele:

e Polyacrylamidgelzusammensetzung (10%)
e 535 pl Acrylamid (Rotiphorese) 30%, Roth
e 1.135ml H,O

e 1.665 ml Sammelgelpuffer

e 40 ul 10% APS

e 5 ul TEMED

2.1.8.1 Puffer

e Trenngelpuffer pH 8.8: 360 mM Tris HCI, Sigma-Aldrich; 1140 mM Tris Base,
Roth; 14 mM SDS, Biomol; H,O

e Sammelgelpuffer pH 6.8: 484 mM Tris HCI; 16 mM Tris Base; 14 mM SDS, H,O

e Laufpuffer (10x): 191.8 mM Glycin, Appli Chem; 3.5 mM SDS; 247.7 mM Tris
Base; 1:10 verdiinnt eingesetzt

e Transferpuffer (10x): 247.7 mM Tris Base; 3.5 mM SDS; 187.8 mM Glycin; 20
Vol% Methanol, AppliChem; H,O; 1:10 verdiinnt eingesetzt

e  Waschpuffer: 6.8 ml Tris HCI pH 7.5; 13.6 ml 5 M NaCl; 0.68 ml Tween 20, Roth;
H,0 ad 1000 ml

e Blockpuffer: BSA (Bovines Serum Albumin) 5 % in Waschpuffer, VWR

2.1.8.2 Antikorper

Primarantikorper:

e Anti-Flag M2, monoklonaler Maus-Ak, Verdiinnung: 1:400, Sigma-Aldrich
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2 Materialien, Losungen und Methoden

Anti-Nephrin, polyklonaler Meerschweinchen-Ak, Verdiinnung: 1:200, Progen
Anti-Nephrin H300, polyklonaler Kaninchen-Ak, Verdiinnung: 1:200, Santa Cruz
Anti-B-Arrestin2, monoklonaler Kaninchen-Ak, Verdiinnung: 1:500, Cell Signaling
Anti-PKCa, monoklonaler Kaninchen-Ak, Verdiinnung: 1:200, Santa Cruz
Anti-PICK1, polyklonaler Schaf-Ak, Verdiinnung: 1:200, Santa Cruz

Anti-human IgG HRP vom Schaf, Verdiinnung: 1:1000, Amersham
Anti-Streptavidin HRP, Verdiinnung: 1:500, Thermo Scientific

Anti-GAPDH, Kaninchen-Ak, Verdiinnung: 1:200, Santa Cruz

Anti-Actin, Maus-Ak, Verdiinnung: 1:5000, Sigma-Aldrich

Sekundirantikorper:

gegen den Fc-Teil von Mausantikorpern gerichtete Ziegen-Immunglobuline,
Verdiinnung: 1:10000, Dako

gegen den Fc-Teil von Kaninchenantikorpern gerichtete Affen-Immunglobuline,
Verdiinnung: 1:7500, Amersham

gegen den Fc-Teil von Meerschweinchenantikdrpern — gerichtete  Esel-

Immunglobuline, Verdiinnung: 1:10000, Fitzgerald

2.1.8.3 Visualisierungslosung

Selbst hergestelltes ECL: Unmittelbar vor Anwendung eine Mischung aus Losung A
und B 1:1 ansetzen

Losung A: 100 mM Tris Base pH 8.8; 2.5 mM Luminol, Fluka; 0.4 mM Coumarin,
Sigma-Aldrich; H,O

Losung B: 100 mM Tris Base pH 8.8; 1.5 % H,0,, Roth; H,O

GroBenmarker: Prestained Protein Marker, New England Biolabs

Membran: Nitrocellulose Transfermembran, Whatman Protan

Geriite

GieBstation, Biorad

Mini-PROTEAN Tetra cell, Biorad

Semi dry Blot, Biorad

Fir Westernentwicklung: Imager Fluor Chem FC2, Biozym; mit Alpha Ease
Software 6.0, Alpha Innotech

20
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2.1.9 DNA-Subklonierung

2.1.9.1 PCR

Mastercycler Gradient, Eppendorf

42 pl ddH,0

5 ul 10x AccuPrime Puffer, Invitrogen
0.5 pl Primer 1 (50 pmol/ul)

0.5 ul Primer 2 (50 pmol/pl)

1 ul DNA-Template (1-10 ng DNA)

1 pl AccuPrime Tag-Polymerase, Invitrogen

Phenolextraktion

40 ul PCR-Produkt

50 ul Phenol (pH 8.0)

2 ul Glycogenlésung

4 pl 3 M Natriumacetat

100 pl 100 % Ethanol

70 % Ethanol zum Waschen

Restriktionsenzymverdau

5 ul DNA

2 ul Reaktionspuffer (10x NEBuffer 1-3), New England Biolabs Inc.

0.4 pl Restriktionsendonuklease 1, New England Biolabs Inc.

0.4 pl Restriktionsendonuklease 2, New England Biolabs Inc.

12 pl ddH,O

0.2ul 100x BSA (Bovines Serum Albumin (C=10 mg/ml), aufgereinigt, New
England Biolabs Inc.

2.1.9.2 Ligation

1,5 % Low melting Agarose, Sigma-Aldrich

TAE-Puffer (1x): 2 ml 50x TAE (242 g Tris Base; 57.1 g Essigsdure; 100 ml 0.5 M
EDTA pH 8 auf 100 ml H20); 98 ml H20

5 ul Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml), Roth

15 pl (0.5 pg) Vektor-DNA nach Restriktionsenzymverdau
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e 15 ul PCR-Produkt (Insert) nach Restriktionsenzymverdau
e 2 ul geschmolzener Vektoransatz (im Agarose Gel)

e 4 ul geschmolzener Insertansatz (im Agarose Gel)

e 5 ul 10x Ligationspuffer, MBI Fermentas

e 35ulddH,0O

e 0.4 ul T4-DNA-Ligase (400 000 U/ml), MBI Fermentas

2.1.9.3 Materialien fiir Transformation und Amplifikation

e 50 ul E. coli Bakterien MC 1061 mit oder ohne P3 (Ampicillin- bzw. Ampicillin-
und Tetracyclinresistenz)
e 0.25-0.5 pg DNA des zu amplifizierenden Plasmids

e  Agarplatten mit Ampicillin- oder Ampicillin-Tetracyclin-Resistenz

2.1.9.4 Materialien fiir Minikultur und Minipriparation

Bakterienkolonien der Platten aus 2.1.9.3

e Medium: 20 g LB-Broth-Base, Sigma-Aldrich, auf 1000 ml ddH,O

e 10 mg Ampicillin (C=100 pg/ml) auf 100 ml LB-Medium

e 2.5 mg Ampicillin (C=25 pg/ml) und 0.75 mg Tetracyclin (C= 7.5ug/ml) auf 100 ml
LB-Medium

e Minilosung 1 (10 mM EDTA pH 8.0; 50 mM TrisHCI pH 8.0; RNAseA 10 mg,
Sigma-Aldrich)

e  Minilésung 2 (0.2 M NaOH/SDS)

e Minilésung 3 (2 M Kaliumacetat)

e 100 % Isopropanol

e 70 % Ethanol zum Waschen

Restriktionsenzymverdau
5 ul DNA
2 ul Reaktionspuffer (10x NEBuffer 1-3), New England Biolabs Inc.

0.4 pl Restriktionsendonuklease 1, New England Biolabs Inc.

0.4 pl Restriktionsendonuklease 2, New England Biolabs Inc.
12 pl ddH,O
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e 0.2ul 100x BSA (Bovines Serum Albumin (C=10 mg/ml), aufgereinigt, New
England Biolabs Inc.

Agarosegel

e Agarose, Roth

e TAE-Puffer (1x): 2 ml 50x TAE (242 g Tris Base; 57.1 g Essigsdure; 100 ml 0.5 M
EDTA pH 8 auf 100 ml H,0); 98 ml H,O;

e Ethidiumbromid, Roth

Groflenmarker

e 5 ul Lambda DNA-BstEII-Digest, New England Biolabs Inc.

= 5 ul2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 kb), New England Biolabs Inc.
= 5pul 100 bp DNA Ladder, New England Biolabs Inc.

2.1.9.5 Materialien fiir Maxikultur und Maxipriaparation

e 200 pul Bakteriensuspension aus der Minikultur

e 200 ml LB-Medium (s. 2.1.9.4)

e Solution P1-3, QBT-Puffer, QC-Puffer, QF-Puffer des Quiagen Maxi-Kits
e 100% Isopropanol

e 70% Ethanol zum Waschen

e 0.5mlddH,0O

e Photometer: Bio Photometer, Eppendorf

2.1.10 Miuse

C57Bl/6-Mause, mannlich, Alter 6 Wochen

Streptozotocin, Sigma-Aldrich

Blutzuckermessgerit, Bayer

Glashomogenisator, Quiagen
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 HEK 293T-Zellen

HEK 293T-Zellen (human embryonic kidney) wuchsen in 10 cm-Schalen und wurden in

befeuchteten Brutschrianken bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Als Nihrmedium wurde DMEM mit Zusatz von 10% fetalem Kailberserum (FCS)
eingesetzt. Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen kultiviert, um eine
Kontamination zu vermeiden. Zum Splitting wurden alle 2 Tage konfluente Zellen
trypsinisiert. Nach Absaugen des alten Mediums mit einer Vakuumpumpe wurden die
Zellen mit sterilem PBS (25%) kurz gewaschen und dann in 1ml Trypsin geldst. Damit
sich die Zellen besser ablosten, wurden die Schalen fiir 5 Minuten erneut in den
Brutschrank gestellt und danach in 8-9 ml DMEM+FCS aufgenommen und je nach

Splittungsverhéltnis auf entsprechend viele vorbereitete Schalen verteilt.

2.2.1.2 Konditionell immortalisierte Maus-Podozyten

Konditionell immortalisierte Maus-Podozyten sind transgene Zellen, die eine
temperatursensitive Form des SV40-large-T-Antigens unter der Kontrolle eines
Interferon-induzierbaren Promoters exprimieren (Mundel et al., 1997). Diese wachsen
bei 33°C (5% CO;) in Anwesenheit von Interferon-y. Bei einer Temperatur von 37°C
und in Abwesenheit von Interferon-y kommt es zu einem Wachstumsstopp, und die
Podozyten zeigen eine differenzierte, verzweigte Struktur. Der Anteil von Nephrin-
Protein ist bei diesen Zellen allerdings gering (Yan et al., 2002). Konditionell
immortalisierte Maus-Podozyten, die von Dr. P. Mundel freundlicherweise zur
Verfligung gestellt wurden, wurden bei 33°C mit einem ektropen Retrovirus, der die
Nephrin-cDNA und eine Neomycin-Kassette bzw. als Kontrolle einen Leervektor mit
Neomycin-Kassette enthilt, transduziert und unter Zugabe von Neomycin (initial 200
pg/ml, zum Erhalt 100 pg/ml) selektioniert. Inkubation bei 37°C in Abwesenheit von
Interferon-y induzierte die Differenzierung iiber 10 bis 14 Tage (Shankland et al., 2007).
Die Zellen wurden auf mit 10 % Kollagen-A beschichteten 10 cm-Schalen kultiviert. Als
Zellmedium wurde RPMI 1640 mit Glutamin und Zusatz von 10 % fetalem Kélberserum

verwendet.
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2.2.2 Transfektion

Transfektion ist eine Methode zum Einschleusen fremder DNA in Zellen. Bei der
Calciumphosphat-Methode  nutzt man die  Fiahigkeit der Zellen aus,
Calciumphosphatkristalle zu phagozytieren (Chen und Okayama, 1987). Die Kristalle
werden von der Zelloberfliche adsorbiert und durch Phagozytose in die Zelle
aufgenommen (Loyter et al. 1982). Auf diese Weise kann koprizipierte Plasmid-DNA in
die Zellen eingebracht werden. Am Vorabend gesplittete HEK 293T-Zellen wurden mit
der Calciumphosphat-Methode transient transfiziert. Hierfiir wurde 10-15 pg DNA in
Eppendorf-Gefdlle vorgelegt und unter dem sterilen Abzug 500 pg 025 M
Calciumchlorid zu der DNA gegeben. AnschlieBend wurde tropfenweise iiber dem
Schiittler unter stindigem Mischen 500 pl 2x HEBS hinzu pipettiert. Dieser Ansatz
wurde sofort gleichmidBig auf die Zellen getropft. Nach 6-8 Stunden wurde die
Transfektion gestoppt, indem durch Mediumwechsel noch verbliebene DNA/CaPQO,-

Prizipitate aus dem Medium entfernt wurden.

Die Effizienz der Transfektion wurde durch fluoreszierende Proteine iiberpriift. Dazu
wurde eine Schale mit GFP (Green Fluorescent Protein) transfiziert und am néchsten

Tag unter Fluoreszenzlicht ausgewertet.

2.2.3 Zellernte

Am Tag zuvor wurden die Zellen mit den zu untersuchenden Konstrukten transfiziert (s.
2.2.2). Nach Absaugen des Mediums wurde jede Schale mit 6 ml kaltem PBS (4°C)
gespiilt und die Zellen durch wiederholten senkrechten PBS-Strahl abgelost. Die in der
PBS Losung befindlichen Zellen wurden in 15 ml GefidBe iiberfiihrt und fiir 5 Minuten
bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun abgesaugt und jedes
Pellet in 500 pl Lysier-Puffer (1%-Triton) resuspendiert, mit einer 1 ml-Pipette geldst
und in Eppendorf-GefidBle iiberfiihrt. Die Detergenzien losten die Zellwand auf und
Proteaseinhibitoren verhinderten, dass die Proteine abgebaut wurden. Nach 15-miniitiger
Inkubation auf Eis folgte eine 15-miniitige Zentrifugation mit 14000 rpm bei 4°C in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge. ~Der Uberstand konnte nun fiir eine

Immunoprézipitation und Lysat-Herstellung verwendet werden.
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Konditionell immortalisierte Maus-Podozyten wurden in eiskaltem PBS mit einem

Zellkratzer geerntet, das weitere Vorgehen entsprach dem oben beschriebenen Ernten.

2.2.4 Co-Immunoprizipitation

2.2.4.1 Co-Immunoprizipitation mit HEK 293T-Zellen und immortalisierten

Maus-Podozyten

Mittels Immunoprézipitation konnen Interaktionen zwischen Proteinen nachgewiesen
werden. HEK 293T-Zellen wurden in PBS geerntet und in 500 pl Lysier-Puffer lysiert
(s. 2.2.3). Dem Uberstand wurden 30 ul Lysat entnommen und dieses mit 30 pl 2x
Limmli fiir 5 Minuten bei 95°C inkubiert. 450 pl des Uberstandes wurden fiir die nun
folgende Co-Immunoprizipitation verwendet. Dazu wurden die 450 pl bei 4°C mit
einem Antikorper (4 pl) gegen das zu préazipitierende Protein auf einem
Uberkopfschiittler fiir 60 Minuten inkubiert. Danach wurden 30 pl Protein G-Sepharose-
Kiigelchen hinzugefiigt und es schloss sich eine weitere Inkubation (60 Minuten, 4°C)
auf einem Uberkopfschiittler an, in der die Protein G-Sepharose an den Antikdrper
bindet. Bei slg.7-Konstrukten erfolgte nur eine 60 miniitige Inkubation mit Protein G-
Sepharose-Kiigelchen auf einem Uberkopfschiittler bei 4°C, da die Protein G-Sepharose
direkt an die sIg.7-Konstrukte binden. Flag-markierte Konstrukte wurden fiir 60 Minuten
mit M2-Kiigelchen, bei denen Anti-Flag Antikorper kovalent an Sepharose gebunden
sind, auf einem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Komplexe aus Kiigelchen, Antikorper und Proteinen durch Zentrifugation gesammelt
und mehrfach intensiv in Triton-1%-Lysier-Puffer gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt versetzte man die Kiigelchen mit 30 pl 2x Lidmmli und sie wurden fiir 5
Minuten bei 95°C gekocht. Im Anschluss erfolgte eine Auftrennung durch SDS-Page

sowie ein Westernblot.

Fiir die Co-Immunoprizipitation endogener Proteine aus konditionell immortalisierten
Maus-Podozyten wurden die geernteten Zellen zunéchst zentrifugiert (14000 rpm, 15
Minuten, 4°C), der Uberstand nach einem Ultrazentrifugationsschritt (40000 rpm, 40
Minuten, 4°C) in ein Eppendorf-Geféle iiberfiihrt und mit 15 pl Protein A-Sepharose fiir
eine Stunde auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Danach wurde die Suspension fiir
eine Minute bei 14000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand erneut in neue

Eppendorf-Gefalle iiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir eine Stunde bei 4°C mit 5 ul Anti-
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Nephrin-Antikdrper inkubiert und anschlieBend 30 pl Protein  A-Sepharose
hinzugegeben. Darin wurden die Zellen wiederum fiir eine Stunde auf einem
Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Das weitere Vorgehen entsprach der Co-
Immunoprézipitation von HEK 293T-Zellen.

2.2.4.2 Co-Immunoprizipitation endogener Proteine aus Miusenieren

Die Entnahme der Nieren von Wildtyp-Miusen der C57Bl/6-Linie wurde
freundlicherweise von Dr. Potthoff aus unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Nieren von
Maiusen wurden in situ mit eiskaltem PBS perfundiert, um Blutbestandteile in den
Gefdflen zu entfernen. Die Nieren wurden prépariert und entfernt. Nach Entnahme
wurden die Nieren in fliissigem Stickstoff bei -80°C eingefroren. Sofort nach dem
Auftauen auf Eis wurden die gesamten Nieren in CHAPS-Puffer mit einem Glas-
Homogenisator mechanisch lysiert. Es folgte eine Zentrifugation (15000g, 30 Minuten,
4°C), um unlésliche Zellbestandteile zu entfernen. Der Uberstand wurde zu einer
gleichen Gesamtproteinmenge justiert. Die Lysate wurden {iber Nacht bei 4°C auf einem
Uberkopfschiittler mit dem entsprechenden Antikdrper inkubiert und anschlieBend 30 ul
Protein A-Sepharose hinzugegeben. Darin wurden die Zellen fiir 3 Stunden auf einem
Uberkopfschiittler ~ inkubiert. Das  weitere  Vorgehen entsprach der Co-
Immunopriazipitation von HEK 293T-Zellen.

2.2.5 Biotinylierung

Das Prinzip der Biotinylierung beruht auf der Markierung von Proteinen mit Biotin.
Aufgrund der geringen GroBe von Biotin (244 Da) kann es mit vielen Proteinen
konjugiert werden, ohne deren biologische Aktivitit zu verdndern. Biotinylierung kann
zur Markierung von Proteinen an der Zelloberfliche verwendet werden, da das Biotin
die Zellmembran kaum durchdringt. Dabei macht man sich die hohe Affinitdt von Biotin

zu Streptavidin zu Nutze, um die biotinylierten Proteine zu detektieren.

Am Tag zuvor transfizierte HEK 293T-Zellen wurden pro Schale mit 5 ml kalten
PBSCM (4°C) kurz gespiilt und die Zellen durch wiederholten senkrechten PBSCM-
Strahl abgeldst. Die in der Losung geldsten Zellen wurden in 15 ml Réhrchen tiberfiihrt
und fiir 5 Minuten bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt
und jedes Pellet erneut in 5 ml kalten PBSCM (4°C) gelost. Es folgte ein weiterer
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Zentrifugationsschritt fiir 5 Minuten bei 1500 rpm und 4°C. Das Medium wurde dann
wiederum abgesaugt und das Pellet nun mit 5 ml PBSCM mit Biotin (0.5 mg/ml)
resuspendiert und die Zellen mit einer 1 ml-Pipette geldst. Es folgte eine 30 miniitige
Inkubation auf einem Uberkopfschiittler bei 4°C. Darauthin wurden die Zellen fiir 3
Minuten bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand konnte erneut abgesaugt
werden und die Zellen wurden in 5 ml PBSCM mit 100 mM Glycin resuspendiert und
fiir 20 Minuten auf einem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert, um iiberschiissiges,
ungebundenes Biotin zu entfernen. Es folgte eine Zentrifugation fiir 3 Minuten bei 1500
rpm und 4°C. Im Anschluss wurde dieser Waschschritt wiederholt. Nach der
Zentrifugation wurde der Uberstand abgesaugt und jedes Pellet in 500 ul Triton-1%-
Lysier-Puffer resuspendiert, mit einer 1 ml-Pipette aufgelost und in Eppendorf-Gefilie
iiberfithrt. Nach einer 30-miniitigen Inkubation auf Eis, folgte eine 30-miniitige
Zentrifugation bei 14000 rpm und 4°C in einer Eppendorf-Tischzentrifuge. Der
Uberstand wurde nun fiir eine Immunoprizipitation und Lysat-Herstellung verwendet.
Zur Lysat-Herstellung wurden 30 pl des Uberstandes mit 30 pl 2x Limmli-Puffer
versetzt und fiir 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Fiir die Inmunoprézipitation wurden 450
ul des Uberstandes mit 30 pl Anti-Flag M2-Kiigelchen fiir eine Stunde bei 4°C auf
einem Uberkopfschiittler inkubiert, danach zentrifugiert und mehrfach in Triton-1%-
Lysier-Puffer gewaschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurden die
Kiigelchen mit 30 pl 2x Lammli-Puffer versetzt und fiir 5 Minuten bei 95°C gekocht. Im
Anschluss konnte eine Auftrennung durch SDS-Page und ein Westernblot durchgefiihrt

werden.

2.2.6 SDS-Gelelektrophorese und Westernblot

Mit dieser Methode kann man Proteine elektrophoretisch trennen und dauerhaft auf einer
Membran fixieren. Durch spezifische Antikdrpernachweisreaktionen konnen die

Proteine sichtbar gemacht werden (Towbin et al., 1979).

Mittels Westernblotanalyse konnen Grof3e und relative Menge der exprimierten Proteine
bestimmt werden. Zelllysate und IP-Proben wurden mit der entsprechenden Menge 2x-
Lammli-Puffer versetzt und bei 95°C fiir 5 Minuten gekocht, um die Proteine zu
denaturieren. Das Reduktionsmittel DTT spaltet vorhandene Disulfidbriicken, so dass

Proteine aufgefaltet werden. Im Folgenden wurden die Proteine mittels SDS-
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Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Durch das Detergens SDS
(Sodiumdodecylsulfat) wird erreicht, dass Proteine nicht nur solubilisiert werden,
sondern auch eine negative Gesamtladung erhalten, so dass ihre elektrophoretische
Beweglichkeit allein von der GroB3e des Proteins abhéngt. Als GroBenmarker diente der
Prestained Protein Marker. Nach Ladung der Proben auf ein Gel, wanderten die Proteine
im Sammelgel bei 70 Volt fiir 30 Minuten zunichst in Richtung Anode. Danach wurden
sie im Trenngel bei 20 mA fiir 90 Minuten voneinander getrennt. Nach der Auftrennung
folgte der elektrophoretische Transfer der Proteine auf eine proteinbindende Membran
nach dem ,,Semi-Dry“-Verfahren (Towbin et al., 1979). Hierbei wurden die Proteine
durch Anlegen einer Spannung von 12 Volt fiir 45 Minuten aus dem Gel auf eine
Nitrocellulosemembran {iibertragen (Giiltekin und Heermann, 1988). Danach erfolgte
eine Inkubation in BSA (5% in Waschpufter) fiir 60 Minuten bei 37°C oder iiber Nacht

bei 4°C, um unspezifische Bindungsstellen auf der Membran abzuséttigen.

Bei allen folgenden Inkubationsschritten wurde nun bei Raumtemperatur gearbeitet.
Nach drei fiinfminiitigen Waschschritten in Waschpuffer wurde die Membran fiir 60
Minuten mit dem jeweiligen Primérantikdrper inkubiert. Es folgten weitere
Waschschritte, um iiberschiissige Antikorper, die keine Antigen-Antikorper-Bindung
eingegangen waren, zu entfernen. Im Anschluss erfolgte die 60miniitige Inkubation der
Membran mit dem Sekundirantikdrper. Dieser ist gegen den Fc-Teil des
Primérantikorpers gerichtet und zur Detektion an das Enzym Meerrettichperoxidase
(HRP) gekoppelt, was nach Zugabe von der Visualisierungslosung (ECL) zu einer
enzymatisch induzierten Lichtemission fiihrte (Kricka, 1993). Nach der Inkubation des
Sekundérantikdrpers schlossen sich erneut drei Waschschritte an. Fiir die
Chemilumineszenzreaktion wurde die Membran fiir eine Minute in der
Visualisierungslosung inkubiert. Es folgte die Entwicklung mittels Imager Flour Chem

FC2 von Biozym.

2.2.7 DNA-Subklonierung

2271 PCR

Die PCR (polymerase chain reaction) ist eine enzymatische Methode zur exponentiellen
Amplifizierung von spezifischen Nukleinsdurefragmenten in vitro (Mullis und Faloona,

1987).
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Fiir die Versuche wurde ein Mastercycler von Eppendorf benutzt. In den Thermo-Cycler
wurde ein Ansatz aus DNA-Template, Puffer, Tag-Polymerase, ddH,O sowie den
jeweiligen beiden Primern gegeben. Zundchst wurde der Ansatz bei 95°C fiir 1-3
Minuten inkubiert. Darauf folgten 25 Zyklen unter folgenden Bedingungen: Im ersten
Schritt bei 95°C fiir 45 Sekunden wurden die DNA-Doppelstrange des Templates gelost,
so dass diese nun als Einzelstringe vorlagen. Im darauf folgenden Schritt, dem so
genannten Annealing, banden bei 55°C fiir eine Minute die beiden fiir das PCR-Produkt
spezifischen Primer (15-20 Basen lange Oligonukleotide) an die jeweiligen
Einzelstridnge und dienten als Ausgangspunkte fiir die Synthese in 5°/3°-Richtung.
Wiéhrend des néchsten Schrittes vervollstindigte die Tag-Polymerase, eine
hitzeresistente DNA-Polymerase, bei 68°C fiir 2 Minuten pro tausend Basenpaare die
Einzelstrange zu Doppelstriangen, so dass am Ende eines Zyklus die gewiinschte DNA-
Sequenz verdoppelt worden war. Im letzten Zyklus erfolgte eine Inkubation des
Produktes bei 68°C fiir 10 Minuten und anschlieBend bis zur Entnahme aus dem

Thermo-Cycler eine Inkubation bei 4°C.

Zur Aufreinigung des PCR-Produktes wurden 40 pl des Produkts mit 50 pl Phenol auf
einem Schiittler vermischt und darauthin 2 Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert. Der
phenolfreie DNA enthaltende Uberstand konnte dann mit 2 pl Glycogenldsung, 4 pl 3 M
Natriumacetat und 100 pl 100 % Ethanol gemischt werden. Es folgte eine Zentrifugation
bei 13 000 rpm bei 4°C fiir 15 Minuten und zweimaliges Waschen des Bodensatzes mit
70 % Ethanol. Nach Trocknung wurde das Pellet in 26 pl H,O resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte fiir den Verdau die Zugabe von 3 ul Reaktionspuffer und je 0.6 pl
Restriktionsendonukleasen (entsprechend der durch die Primer festgelegten spezifischen
Schnittstellen). Die Suspension wurde iiber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Erfolg der
PCR und des Verdaus konnte mit einer Agarose-Gelelektrophorese und durch

Sequenzierung des PCR-Produktes verifiziert werden.

2.2.7.2 Ligation

Die Methode der Ligation dient zum Einbau Protein-kodierender DNA-Abschnitte
(Insert) in Expressionsvektoren (bakterielle Plasmide). In Bakterien und Zellkulturen

konnen diese zur Expression von entsprechenden Proteinen genutzt werden.

30



2 Materialien, Losungen und Methoden

Der als Insert verwendete DNA-Abschnitt sowie der Vektor wurden mit den gleichen
Restriktionsendonukleasen fiir 3 Stunden bei 37°C verdaut. Nach dem Verdau erfolgte
auf 1%iger Agarose eine Gelelektrophorese fiir 30 Minuten bei 80 mV. Anschlieend
wurden Insert und Vektor aus dem Gel ausgeschnitten und bei 70°C geschmolzen. 1 pl
des geschmolzenen Vektors, 4 pl des geschmolzenen Inserts, 2.5 ul 10x Ligasepuffer,
0.2 pl T4-DNA-Ligase und 17.5 ul H,O ergaben den neuen Reaktionsansatz. Dieser
wurde fiir etwa 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Inkubation

war das Insert an den entsprechenden Restriktionsschnittstellen im Vektor integriert.

2.2.7.3 Transformation und Amplifikation

Zahlreiche Bakterien konnen Fremd-DNA aus ihrer Umgebung aufnehmen. Dieser
Vorgang wird als Transformation bezeichnet. In der Molekularbiologie werden
kompetente Bakterienstimme mit rekombinanten DNA-Plasmiden beimpft, die von den
Mikroorganismen aufgenommen werden. Bei jeder Zellteilung werden die Plasmide
ebenfalls vermehrt und an die Tochterzellen weitergegeben. Diesen Ablauf beschreibt
die Amplifikation. Auf diese Weise ist eine rasche und effektive Vervielfdltigung

rekombinanter DNA moglich.

Es wurden E.coli MC1061P3- (Ampicillin- und Tetracyclinresistenzinduktion) und
MC1061- (Ampicillinresistenzinduktion) Bakterienstimme verwendet. Die Bakterien
wurden bei -80°C gelagert und auf Eis aufgetaut. 0.25 pg des zu amplifizierenden
Plasmids bzw. 5 pl des Ligationsansatzes wurden mit 25 pl bzw. 50 upl der
Bakteriensuspension vermischt, zunéchst fiir 15 min auf Eis, danach fiir 5 min bei 37°C
inkubiert und anschliefend auf einer mit den entsprechenden Antibiotika behandelten
Agaroseplatte ausgestrichen. Diese wurde iiber Nacht bei 37°C gelagert. Bei

erfolgreicher Transformation erfolgte das Wachstum der Bakterienkolonien.

2.2.7.4 Minikultur und Minipriparation

Von den bei der Transformation gewachsenen Bakterienkolonien wurden zwei mit einer
sterilen Pipettenspitze aufgenommen und jeweils in ein 15 ml R6hrchen gegeben, in das
schon 3 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum vorgelegt wurden. Diese
Rohrchen wurden fiir mindestens 6 Stunden bei 37°C und 220 U/min auf einem Rotor

inkubiert, bis eine Triibung des Mediums ein Bakterienwachstum anzeigte (Minikultur).
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Mit einer im Anschluss durchgefiihrten Minipriparation unter Verwendung eines 1 ml
der Bakteriensuspension, konnte die Plasmid-DNA der Bakterien gewonnen werden.
Hierzu wurden die Bakterien zundchst durch Zentrifugation fiir 2 Minuten bei 13000
rpm und 4°C pelletiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet dann mit 250 pl
Losung 1 resuspendiert. Die Zugabe von 250 ul der Losung 2 filihrte zur Lyse der Zellen
und DNA Freisetzung, 350 pl der Losung 3 zur Neutralisation. AnschlieBend erfolgte
eine Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 13 000 rpm und 4°C, um die Zellbestandteile zu
entfernen. Von der entstandenen klaren DNA-enthaltende Losung wurden 800 pl des
Uberstandes mit 560 pl 100 % Isopropanol versetzt und kriftig geschiittelt, um die DNA
zu fallen. Danach erfolgte eine 15-miniitige Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C. Das
DNA-Pellet wurde schlieBlich mit 70 % Ethanol gewaschen und getrocknet. Nach
Resuspendierung der DNA mit Wasser konnte diese nach einem diagnostischen
Restriktionsenzymverdau  entsprechend der eingebauten  Schnittstellen  einer
Gelelektrophorese in einem Agarosegel unterzogen werden, die Auskunft iiber den

Erfolg der Amplifikation gab.

2.2.7.5 Maxikultur und Maxipriparation

Die Maxikultur dient der weiteren Vervielfachung der Plasmid-DNA in Bakterien.
Hierfiir wurde nach erfolgreicher Amplifikation mit 200 pl Bakteriensuspension aus der
Minikultur und 200 ml LB-Medium inklusive der entsprechenden Antibiotika eine
Maxikultur angelegt. Die Bakterienkultur wurde unter stindigem Schiitteln fiir 12-24
Stunden bei 37°C und 220U/min auf einem Rotor vermehrt. Nach Eintreten der

gewiinschten Triibung konnte die Maxipriparation erfolgen.

Zunichst wurde die Suspension fiir 15 Minuten bei 4400 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand konnte verworfen werden und der bakterienhaltige Bodensatz wurde nun nach
dem Protokoll des Maxi-Kits der Firma Quiagen lysiert und weiterbehandelt. Zur
Ausfillung der gewonnenen DNA wurde 100% Isopropanol im Verhiltnis 1:1
dazugeben und erneut fiir 60 Minuten bei 4400 rpm und 4°C zentrifugiert. Das
Isopropanol wurde abgegossen und das Pellet mit 5 ml 70%-igem Ethanol gewaschen,
um Salze von der DNA zu l6sen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (60
Minuten, 4400 rpm, 4°C) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet luftgetrocknet.
Nach der Trocknung wurde das Pellet seiner Gro3e entsprechend in 200-500 ul ddH,O
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gelost. Im Anschluss wurde die Konzentration der gewonnenen DNA bei 260 nm
Wellenlidnge bestimmt, welches dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren in
Losungen entspricht. Die Konzentration ergab sich dabei entsprechend des Lambert-

Beerschen-Gesetzes in pg/ml.

Zur Kontrolle, ob das gewiinschte Plasmid amplifiziert wurde, erfolgte ein
Restriktionsenzymverdau der DNA. Hierbei wurde der Vektor mit Hilfe der
entsprechenden Restriktionsendonukleasen aufgeschnitten. Der Verdauansatz wurde bei
37°C fir 60 Minuten inkubiert und anschlieBend auf ein ethidiumbromidhaltiges
Agarosegel aufgetragen. Der Verdau wurde fiir 60 Minuten bei 100 Volt einer
Gelelektrophorese unterzogen und das Gel dann unter UV-Licht betrachtet. Das in die
DNA eingelagerte Ethidiumbromid macht die durch den Verdau entstandenen DNA-
Stiicke (das in den Vektor eingebaute Insert) fluoreszenzoptisch sichtbar und ermoglicht

somit eine Kontrolle der Plasmid-Amplifikation.

2.2.8 Typ I Diabetesmodell an Mausen

Die Durchfiihrung der Versuche an Miusen wurde freundlicherweise von Dr. Potthoff
aus unserer Arbeitsgruppe libernommen. Fiir einen induzierten Diabetes wurden 6
Wochen alte Wildtyp-Méuse der C57Bl/6-Linie intraperitoneal mit einer hohen Dosis
Streptozotocin (200 mg/kg/KG) an zwei aufeinanderfolgenden Tagen behandelt. Fiir
eine anhaltende Hyperglykdmie wurde den Miusen intraperitoneal Glukose (6pug/g/KG)
24 Stunden, 34 Stunden und 44 Stunden nach der letzten Injektion von Streptozotocin
verabreicht. Die Blutglukose wurde mittels eines Blutzuckermessgeridtes der Firma
Bayer gemessen. Nach {iber 24 Stunden mit erhdhten Glukosewerten wurden die
Glomeruli isoliert und konnten im Anschluss flir eine Immunoprizipitation

weiterwendet werden.

2.2.9 Statistik

Die im Ergebnisteil (Kapitel 3) dargestellten Daten sind als +/- Standardabweichung von
n Experimenten zu verstehen. Die statistische Evaluation wurde mittels Student’s t-Test
durchgefiihrt, gefolgt von einem Bonferroni-Test (SigmaPlot). Werte von p < 0.05

wurden als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von Hyperglykamie fiir die Endozytose von
Nephrin

Die molekularen Mechanismen, wie Hyperglykdmie zur Entwicklung einer
Mikroalbuminurie fiihrt, sind bis jetzt nur unvollstindig untersucht und verstanden. In
unserer Hypothese vermindert Hyperglykdmie die Expression von an der
Schlitzmembran verankertem Nephrin. Die verminderte Expression von Nephrin fiihrt
damit zu Storungen des glomeruldren Filters und zu einer Albuminurie. Demzufolge
wurde in einem ersten Schritt untersucht, ob sich unter Hyperglykédmie die Verteilung
von Nephrin an der Zelloberfliche verdndert. Hierzu wurden HEK 293T-Zellen mit C-
terminal Flag-markiertem vollstindigem Nephrin (Nephrin.F) transfiziert und fiir 24
Stunden einem Medium mit entweder niedriger oder hoher Glukose ausgesetzt. Die
Glukosekonzentrationen wurden nach physiologischen Aspekten ausgewdhlt und
gleichen Normoglykédmie (5.5 mM ~ 99 mg/dl) und schwerer Hyperglykédmie (40 mM ~
721 mg/dl). Mit Hilfe eines Biotinylierungs-Assays konnte die Oberflichenexpression
von Nephrin gemessen werden. Die geernteten Proteine wurden biotinyliert und mit
Anti-Flag M2-Sepharose-Kiigelchen prézipitiert. Im Anschluss erfolgten die
Auftrennung der Proteine durch SDS-Gelelektrophorese und der Transfer mittels
Westernblot. Die Inkubation der Membran mit Anti-Streptavidin-Antikorper zeigt
deutlich, dass unter hoher Glukose eine signifikante Abnahme von Nephrin an der

Zelloberflache zu beobachten ist (Abb. 6).
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Abb. 6: Einfluss von hoher Glukosekonzentration auf die Oberfléichenexpression von Nephrin
HEK 293T-Zellen wurden mit Flag-markiertem Nephrin (Nephrin.F) voriibergehend {iberexprimiert. Die
Immunoprézipitation (IP) erfolgte mit Anti-Flag M2-Sepharose-Kiigelchen (a-Flag) und der Nachweis
von Nephrin mit Anti-Flag M2 Antikorper. Die Oberflachenexpression von Nephrin wurde durch
Erkennung des biotinylierten Nephrinanteils mittels Streptavidin ermittelt. Der Nachweis von Nephrin in
den Lysaten und der IP diente der Expressionskontrolle. mM: Millimol; WB: Westernblot, h: Stunde.

Dieses Ergebnis weist auf einen hohen Grad der Internalisierung bzw. der Endozytose
von Nephrin unter Hyperglykdmie hin. Der Nachweis von Nephrin in den Lysaten und
der IP diente der Expressionskontrolle. Abbildung 7 zeigt die statistische Auswertung
von vier unabhdngigen Experimenten und bestitigt die Ergebnisse der

Westernblotanalyse.
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Abb. 7: Statistische Auswertung mittels Student’s t-Test
Graphische Darstellung der Oberflachenverteilung von Nephrin. *p <0.001; mM: Millimol.
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3.2 Bedeutung von B-Arrestin2 fir die Endozytose von
Nephrin bei Hyperglykimie

Unsere Arbeitsgruppe konnte in Vorarbeiten zeigen, dass die Bindung von B-Arrestin2
an Nephrin zu der Endozytose von Nephrin flihrt (Quack et al., 2006). Darauf aufbauend
wollten wir feststellen, welchen Einfluss Hyperglykdmie auf die Interaktion von Nephrin
mit B-Arrestin2 hat. Wir erwarteten, dass hohe Glukose einen direkten Effekt auf die
Protein-Proteininteraktion von Nephrin und [p-Arrestin2 ausliben wiirde. Der
zytoplasmatische Abschnitt von Nephrin ist mit 156 Aminosduren relativ kurz. Um ein
Membran-gebundenes Fusionsprotein des C-terminalen zytoplasmatischen Abschnitts
von Nephrin zu erhalten, wurde eine pCDMS8 Kassette genutzt, in welcher der C-
terminale zytoplasmatische Anteil von Nephrin mit den CH2- und CH3-Doméinen von
humanem IgG; fusioniert wurde. Nach dieser Sequenz folgte der transmembranire
Abschnitt von CD7 (Sellin et al., 2003). Es wurden HEK 293T-Zellen mit Flag-
markierten p-Arrestin2 (B-arrestin2.F) und C-terminal Ig-markierten Nephrin
(Ig.Nephrin) oder im Kontrollansatz ein Fusionsprotein ohne den C-terminalen Anteil
von Nephrin (Ig.ctrl) transfiziert und fiir 24 Stunden mit steigender
Glukosekonzentration inkubiert. Die Glukosekonzentrationen gleichen Normoglykédmie
(5.5 mM ~ 99 mg/dl), méBiger (25 mM ~ 450 mg/dl) und schwerer Hyperglykdmie (40
mM ~ 721 mg/dl). Die geernteten Proteine wurden mit Protein-G-Sepharose-Kiigelchen
(o-human IgG), die an die Fc-Region von IgG binden, prézipitiert. Nach Co-
Immunopréazipitation (Co-IP) wurden die Proben der Co-IP und der gewonnenen Lysate
durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet
und die Membran mit Anti-Flag-Antikorper inkubiert. Die Inkubation der Membran mit
Anti-Flag-Antikorper zeigt, dass eine Interaktion zwischen Nephrin und B-Arrestin2 bei
niedriger Glukosekonzentration nachweisbar ist und diese mit steigender Konzentration

signifikant verstiarkt wird (Abb. 8).

36



3 Ergebnisse

Abb. 8:
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Einfluss steigender Glukosekonzentration

Die Interaktion wurde durch die Farbung von B-Arrestin2 nachgewiesen und nimmt unter steigender

Glukosekonzentration zu. Die Membran mit den Zelllysaten wurde zum Expressionsnachweis von -
Arrestin2 mit Anti-Flag-Antikorper, zum Expressionsnachweis von Nephrin mit Anti-humanem IgG-
Antikdrper gefarbt. IP: Immunoprézipitation; mM: Millimol.

Die Lysate zeigen die gleichméfige Expression von Nephrin und [-Arrestin2.

Ergebnisse von drei unabhdngigen Experimenten wurden durch Densitometrie

quantifiziert und graphisch dargestellt (Abb. 9).

Abb. 9:
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ratio p-arrestin2 IP / lysate
N

NN N
& rf?& @& & r{?@ @6‘
Ig.ctrl Ig.nephrin

Densitometrische Analyse der Nephrin-p-Arrestin2-Interaktion unter steigenden
Glukosekonzentrationen

Es sind die Ergebnisse mehrerer Experimente als Ratio der B-Arrestin2 Immunoprézipitation-
Signalstirke zur Lysat-Signalstérke (ratio B-Arrestin2 IP/lysate) abgebildet. Statistische Auswertung
mittels Student’s t-Test. *p < 0.05; **p < 0.01; mM: Millimol.

Zudem war natiirlich von Interesse, welchen Einfluss der zeitliche Verlauf auf die

Interaktion von Nephrin und B-Arrestin2 unter Hyperglykdmie hat. Fiir diesen Versuch

wurden HEK 293T-Zellen transient mit Flag-markiertem pB-Arrestin2 und C-terminal Ig.-

markiertem Nephrin kotransfiziert. Die Zellen wurden entweder in niedriger Glukose
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(5.5 mM ~ 99 mg/dl) fiir 24 Stunden oder in hoher Glukose (40 mM ~ 721 mg/dl) fiir 1
bis maximal 24 Stunden inkubiert. Nach der Co-Immunoprizipitation mit Protein G-
Sepharose, SDS-Gelelektrophorese und Westernblot folgte die Inkubation der Membran
mit Anti-Flag-Antikérper zur Detektion der Interaktion von Nephrin und B-Arrestin2.
Abbildung 10 zeigt, dass die Gabe hoher Glukose zu einer Zunahme der B-Arrestin2-
Nephrin-Bindung fiihrt. Dieser Effekt kann drei Stunden nach Gabe der Glukose
festgestellt werden und ist im weiteren zeitlichen Verlauf zunehmend. In den Lysaten
zeigt sich eine stabile Expression von Nephrin und B-Arrestin2. Unter niedriger Glukose

ist die Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin schwécher ausgeprigt.

- 1h  3h 6h 12h 24h Glukose [40 mM]
24h - - - - -  Glukose [5.5 mM]

Lq— W s e s e | p-arrestin2.F
IP: a-nephrin

B-arrestin2.F

lysate

Ig.Nephrin

lysate
Abb. 10: Zeitverlauf der Nephrin-p-Arrestin2-Interaktion unter Hyperglykimie
Nach 3 Stunden ist eine Zunahme der -Arrestin2-Nephrin-Bindung festzustellen, welche nach 24 Stunden
noch eindeutig nachweisbar ist. Die Interaktion wurde durch die Farbung von (3-Arrestin2 ermittelt. Die
Zelllysate zeigen die gleichmédBige Expression von Nephrin und -Arrestin2. IP: Immunopréizipitation;
mM: Millimol; h: Stunde.
Um einen falsch-positiven Effekt auf die Proteininteraktion durch eine osmotische
Wirkung der Glukose und ein Anschwellen der Zellen auszuschlieBen, wurde eine
osmotische Kontrolle mit Mannitol durchgefiihrt. Hierfiir wurden C-terminal Ig-
markiertes Nephrin (Ig.Nephrin) und Flag-markiertes B-Arrestin2 (B-arrestin2.F) in HEK
293T-Zellen transient iiberexprimiert. Als Negativkontrolle wurde entsprechend Ig.ctrl
(Ig.ctrl) eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden in 40 mM Glukose oder 40 mM
Mannitol inkubiert und in der anschlieBenden Immunoprézipitation wurde das
koprézipierte B-Arrestin2 durch Inkubation mit Anti-Flag Antikorper detektiert. Aus

Abbildung 11 ist ersichtlich, dass unter maximaler Konzentration von Mannitol die

Stirke der Interaktion im Vergleich zu unbehandelten Zellen nicht geéndert wird.
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Abb. 11: Osmotische Kontrolle
Nach Transfektion wurden die Zellen in Glukose (40 mM) oder Mannitol (40 mM) fiir 24 Stunden
inkubiert. Co-Immunoprézipitation (IP) und Nachweis der Interaktion durch Farben von B-Arrestin2. Die
Zelllysate zeigen die gleichmaBige Expression von -Arrestin2 und Nephrin. mM: Millimol.

Abgeleitet von den Ergebnissen der Interaktion von [-Arrestin2 und Nephrin im
Uberexpressions-System, wurde in einem nichsten Schritt die Interaktion endogener
Proteine untersucht. Wére diese Interaktion auch an der glomeruldren Schlitzmembran in
vivo von Relevanz, bedeute dies, dass bei Hyperglykdmie eine vermehrte Nephrin-f3-
Arrestin2-Interaktion zu einer gesteigerten Endozytose von Nephrin und damit zu einer
erhohten Durchlédssigkeit der Schlitzmembran fiihren wiirde. Glomeruli von C57Bl/6-
Maiusen wurden isoliert und fiir 24 Stunden niedrigen (5.5 mM ~ 99 mg/dl) bzw. hohen
(40 mM ~ 721 mg/dl) Glukosekonzentrationen ausgesetzt. Die Glomeruli aus
Maiusenieren wurden lysiert, es folgte eine IP mit Anti-p-Arrestin2-Antikorper, eine
SDS-Gelelektrophorese und eine Detektion der endogenen Proteine im Westernblot.
Abbildung 12 zeigt, dass endogenes [-Arrestin2 endogenes Nephrin prézipitiert.
Endogenes Nephrin und B-Arrestin2 in den Lysaten wurde mit einem Nephrin-
spezifischen bzw. B-Arrestin2-spezifischen Antikorper nachgewiesen. Unter hohen

Glukosespiegeln wird auch die Interaktion endogener Proteine verstarkt.
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Abb. 12: Nachweis der endogenen Interaktion von Nephrin und B-Arrestin2 aus Nierenlysat
Glomeruli von C57B1/6-Méusen wurden isoliert und fiir 24 Stunden in Glukose (5.5 oder 40 mM)
inkubiert. Es wurde B-Arrestin2 immunoprézipitiert (IP) und die Interaktion durch Férbung von Nephrin
nachgewiesen. Farbung der IP und Lysate von Actin, der IP und Lysate von B-Arrestin2 und der Lysate
von Nephrin mit spezifischen Antikorpern dienten der internen Kontrolle. mM: Millimol; h: Stunde.

3.3 Die Rolle von PKCa

Es konnte bis jetzt noch keine Kinase identifiziert werden, die die Bindung von B-
Arrestin2 an Nephrin vermittelt. Es ist bekannt, dass die Regulation der B-Arrestin2-
Bindung durch Serin-/Threonin-Phosphorylierung der Zielproteine vermittelt wird
(Xiang et al., 2001; Lorenz et al., 2007; DeWire et al., 2007). Eine Sequenzanalyse des
C-Terminus von Nephrin zeigt ein Motiv, dass durch PKC phosphoryliert werden kann
(S/T-X-X-K/R). Dies befindet sich innerhalb des p-Arrestin2 Interaktionsmotives
(S/TX45S/T) (Pearson und Kemp, 1991). Kinasen aus der PKC-Familie schienen
demnach ein vielversprechender Kandidat bei der Modulation der Nephrin-p-Arrestin2-

Bindung.

3.3.1 Einfluss von PKCa auf die Interaktion von B-Arrestin2 und
Nephrin unter Hyperglykimie

Fir den Nachweis eines Effektes der Aktivitit von PKC auf die Bindung von B-
Arrestin2 wurden HEK 293T-Zellen mit Flag-markierten -Arrestin2 (B-arrestin2.F) und
C-terminal Ig-markierten Nephrin (Ig.Nephrin) oder im Kontrollansatz ein
Fusionsprotein ohne den C-terminalen Anteil von Nephrin (Ig.ctrl) transfiziert und mit
dem PKC-Aktivator PMA (500 nM) fiir 10 bzw. 20 Minuten stimuliert. PMA (Phorbol-
12-myristat-13-acetat) bindet an PKC und wirkt dhnlich wie Diacylglycerol (DAG)
(Castagna et al., 1982). Nach der Co-Immunoprézipitation mit Protein G-Sepharose,

SDS-Gelelektrophorese und Westernblot folgte die Inkubation der Membran mit Anti-
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Flag-Antikorper zur Detektion der Interaktion von Nephrin und B-Arrestin2. Nach
Zugabe von PMA zeigte sich eine Zunahme der Interaktion nach 10 bzw. 20 Minuten

(Abb. 13).

Ig.ctrl Ig.Neghrin
20 0 10 20 500 nM PMA (min)

== e== e | (-arrestin2.F
IP: a-human IgG

s ws» == = | (-arrestin2.F
lysate

lysate

Abb. 13: Einfluss von PMA auf die Nephrin-p-Arrestin2-Interaktion
Der PKC-Aktivator PMA wurde fiir 10 bzw. 20 Minuten vor der Ernte hinzugegeben. Die Interaktion
wurde durch die Farbung gegen -Arrestin2 nachgewiesen. Die Zelllysate zeigen die gleichmifBige
Expression von Nephrin und B-Arrestin2. IP: Immunoprézipitation; nM: Nanomol; min: Minute; PMA:
Phorbol-12-myristat-13-acetat.

Diese Ergebnisse weisen auf eine regulatorische Rolle von PKC fiir die Interaktion von
Nephrin und B-Arrestin2 hin. Zur Quantifizierung wurde eine densitometrische Analyse

durchgefiihrt, welche die Ergebnisse der Westernblotanalyse bestétigt (Abb. 14).
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Abb. 14: Densitometrische Analyse der Interaktion von Nephrin und p-Arrestin2 unter PMA
Statistische Auswertung von drei unabhéngigen Experimenten mittels Student’s t-Test. *p < 0.05; min:
Minute; PMA: Phorbol-12-myristat-13-acetat.
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In einem néchsten Schritt wollten wir untersuchen, ob PKC die verstirkte Bindung von
B-Arrestin2 an Nephrin unter hoher Glukose vermittelt. Fiir das Folgeexperiment wurden
HEK 293T-Zellen mit Flag-markierten B-Arrestin2 (B-arrestin2.F) und Ig.Nephrin
(Ig.Nephrin) oder im Kontrollansatz ein Ig-markiertes Protein ohne den C-terminalen
Anteil von Nephrin (Ig.ctrl) iiberexprimiert. Es folgte die Verwendung von niedriger
(5.5 mM ~ 99 mg/dl) oder hoher Glukosekonzentration (40 mM ~ 721 mg/dl) und
Behandlung der Zellen mit Calphostin C (1 uM) oder DMSO als Losungsmittel fiir 12
Stunden. Calphostin C ist ein allgemeiner Inhibitor der PKC (Kobayashi et al., 1989).
Die Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin wird durch Calphostin C auch unter hoher
Glukose vollstindig aufgehoben (Abb. 15).

. - - 12 h Calphostin C [1 pM]

+ + - +  Glukose [40 mM]

o = B-arrestin2.F
IP: a-human IgG

M TW B B | poarrestin2.F
lysate

Ig.Nephrin

lysate
Abb. 15: Einfluss von Calphostin C auf die Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin unter
Hyperglykimie
HEK 293T-Zellen wurden nach Transfektion und Zugabe von niedriger (5.5 mM) oder hoher Glukose fiir
12 Stunden mit Calphostin C oder einem Losungsmittel behandelt. Es folgte eine Co-Immunoprizipitation
(IP) von Ig.Nephrin oder dem Kontrollvektor Ig.ctrl und Nachweis der Interaktion durch Férben von -

arrestin2.F. Farbung der Lysate von Nephrin und B-Arrestin2 diente der internen Kontrolle. mM:
Millimol; pM: Mikromol; h: Stunde.

Aufgrund der verschiedenen Isoformen der PKC-Familie setzten wir einen
spezifischeren Inhibitor der PKC ein, um die entscheidende Isoform zu identifizieren.
Die Zellen wurden entweder mit einem Losungsmittel (DMSO) oder einem PKCa

Inhibitor, Safingol (20 puM), fir 30 Minuten vorbehandelt. Unter Behandlung mit
Safingol kann eine Abnahme der B-Arrestin2-Bindung nachgewiesen werden (Abb. 16).
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Abb. 16: Die Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin nach Zugabe des PKCa-Inhibitors Safingol
Vor der Emte wurde ein Teil der Zellen fiir 30 Minuten in einem Lésungsmittel oder in Safingol inkubiert.
Es folgte eine Co-Immunoprézipitation (IP) von Ig.Nephrin oder dem Kontrollvektor Ig.ctrl und Nachweis
der Interaktion durch Firben von B-arrestin2.F. Die Zelllysate zeigen die gleichméfige Expression von f3-
Arrestin2 und Nephrin. DMSO: Dimethyl Sulphoxide; min: Minute.

3.3.2 Die Interaktion von PKCa mit Nephrin

Nachdem die Versuche mit PKC-Inhibitoren nahelegten, dass PKCa die Bindung von B-
Arrestin2 an Nephrin vermittelt, wurde darauf aufbauend untersucht, ob PKCa direkt mit
Nephrin interagiert. Dazu wurden HEK 293T-Zellen mit unmarkierten PKCa (PKCa),
mit C-terminal Ig-markiertem Nephrin (Ig.Nephrin) oder im Kontrollansatz ein Ig-
markiertes Protein ohne den C-terminalen Anteil von Nephrin (Ig.ctrl) transient
transfiziert und die Zellen fiir 24 Stunden entweder in niedriger (5.5 mM ~ 99 mg/dl),
hoher Glukose (40 mM ~ 721 mg/dl) oder Mannitol (40 mM) als osmotische Kontrolle
inkubiert. Nach der Immunoprizipitation mit Protein G-Sepharose, SDS-
Gelelektrophorese und Westernblot folgte die Inkubation der Membran mit Anti-Flag-
Antikorper zur Detektion der Interaktion von Nephrin und PKCa. Abbildung 17 zeigt,
dass Nephrin PKCa auch ohne Zugabe von Glukose prézipitiert (obere Reihe, zweite

Spur) und diese Interaktion unter hoher Konzentration von Glukose verstérkt wird.
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Abb. 17: Nephrin priazipitiert PKCa
Nach Transfektion wurden die Zellen in Glukose (5.5 mM bzw. 40 mM) oder Mannitol (40 mM) fiir 24

Stunden inkubiert. Co-Immunopréazipitation (IP) und Nachweis der Interaktion durch Farben von PKCa.
Die Lysate zeigen die gleichméfige Expression von PKCa und Nephrin. mM: Millimol.

3.3.3 Nachweis der Hochregulation von PKCa in vivo

Aufgrund des Ergebnisses, dass PKCa hochstwahrscheinlich den Effekt von hoher
Glukose auf die verstirkte Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin vermittelt, war nun von
Interesse, wie sich die Expression von PKCa in Podozyten unter hoher Glukose
verhalten wiirde. Es war unsere Vermutung, dass hohe Glukose zu einer
Hochregulierung von PKCa fithren wiirde. Fiir den endogenen Proteinnachweis wurden
immortalisierte murine Podozyten in 40 mM Glukose fiir definierte Zeitpunkte inkubiert.
Eine osmotische Kontrolle wurde mit 25 mM Mannitol fiir 24 Stunden durchgefiihrt. Die
Maus-Podozyten wurden lysiert, das Lysat mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt,
woran sich ein Westernblot und eine Inkubation der Membran mit Anti-PKCo-
Antikorper anschloss, um PKCa zu detektieren. Die Spur links in Abbildung 18 zeigt

den Nachweis von PKCa vor der Zugabe von Glukose.
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Abb. 18: Expression von PKCa in Maus-Podozyten unter hoher Glukosekonzentration
Die obere Reihe zeigt die Expression von PKCa unter Zugabe von 40 mM Glukose zu den angegebenen
Zeiten. Die Gabe von Mannitol zeigt die osmotische Kontrolle. GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phoshat-
Dehydrogenase) diente der internen Kontrolle. mM: Millimol; h: Stunde.

Die Proteinexpression von PKCa wird nach drei Stunden hyperglykdmischer
Bedingungen deutlich verstarkt und nimmt nach 24 Stunden noch signifikant zu. Die
osmotische Kontrolle mit Mannitol zeigt, dass darunter die Expression von PKCa nicht
verdndert wird. Zur Quantifizierung dieses Effektes erfolgte eine densitometrische
Auswertung und graphische Darstellung als Ratio von PKCa Signalstirke im Verhéltnis

zur GAPDH Signalstirke (Ratio PKCo/GAPDH). Wie in Abbildung 19 zu sehen

bestitigte diese die Ergebnisse der Westernblotanalyse.
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Abb. 19: Densitometrische Analyse der Expression von PKCao in Podozyten unter Hyperglykimie
GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; LG: Keine Glukose; HG: hohe
Glukosekonzentration; MAN: Mannitol; h: Stunde. Statistische Auswertung mittels Student’s t-Test. *p <
0.05; **p < 0.01; ***p <0.001
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Darauf aufbauend, dass unter Hyperglykdmie eine Hochregulation der PKCa in Maus-
Podozyten beobachtet werden konnte, wollten wir konsequenterweise in einem néchsten
Schritt die Expression von PKCa in einem etablierten Modell des Typ I Diabetes
untersuchen. Hierfiir wurde in C57Bl/6-Méusen mit Streptozotocin (STZ) die
Entwicklung eines Diabetes induziert. Es erfolgten zwei intraperitoneale Gaben von STZ
(200 mg/kgKG) an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. Die Méause wurden fir 24
Stunden Glukosekonzentrationen im Blut >33 mmol/l ausgesetzt, beginnend mit der
ersten Glukosegabe 24 Stunden nach der letzten Gabe von Streptozotocin. Die Nieren
wurden danach prépariert, die Glomeruli isoliert, geerntet und lysiert. Nach SDS-
Gelelektrophorese folgte ein Westernblot zur Detektion von PKCa. Es ist ein
signifikanter Anstieg der Proteinexpression von PKCa in den Glomeruli diabetischer
Maiuse (DM) im Vergleich zur normoglykédmischen Kontrollgruppe (WT) nachweisbar
(Abb. 20). Der Nachweis der GAPDH diente der internen Kontrolle.

PKCa GAPDH

kDa

DM WT DM WT
175

= =
58 =

Abb. 20: Die Expression von PKCa in Nierenlysaten diabetischer Miiuse unter Hyperglykimie
Mittels Injektion von Streptozotocin wurde in C57B1/6-Méusen Diabetes Typ I induziert. Die Glomeruli
wurden nach 24 Stunden Hyperglykdmie (>33 mmol/l) isoliert, geerntet und lysiert. Die Proteinexpression
von PKCa wurde im Westernblot gemessen und ist bei den diabetischen Mausen (DM) im Vergleich zum
Wildtyp (WT) deutlich erhoht. Der Nachweis der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)
diente der internen Kontrolle. kDa: Kilodalton.
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3.4 PICK1 als Teil des Proteinkomplexes aus Nephrin,
PKCa und f-Arrestin2

3.4.1 Einfluss des zytoplasmatischen Abschnitts von Nephrin auf die
Interaktion mit PICK1

Es ist bekannt, dass PICK1 als ein Geriistmolekiil fungiert, welches PKCa in
unmittelbarer Ndhe seiner Zielproteine bringt (Xu und Xia, 2006; Hanley, 2008). Es
stellte sich die Frage, ob diese Funktion von PICK1 auch auf eine Interaktion mit
Nephrin zutreffen konnte, und demnach PICK1 in einem Komplex mit Nephrin PKCa
rekrutiert. Um zu untersuchen, ob der zytoplasmatische Anteil von Nephrin und PICK1
interagieren, wurden HEK 293T-Zellen mit C-terminal Ig-markiertem Nephrin
(Ig.Nephrin) bzw. im Kontrollansatz mit einem Fusionsprotein ohne den C-terminalen
Anteil von Nephrin (Ig.ctrl) und jeweils C-terminal Flag-markiertes PICK1 (PICK1.F)
kotransfiziert. Ein Teil der HEK 293T-Zellen wurden 15 Minuten vor der Ernte mit
PMA (1 uM) stimuliert. Nach Co-Immunoprizipitation mit Protein G-Sepharose, SDS-
Gelelektrophorese und Westernblot, folgte die Inkubation der Membran mit Anti-Flag-
Antikorper. Abbildung 21 zeigt eine Interaktion von Nephrin mit PICK1 in der Co-IP.
Die Zugabe von PMA beeinflusst die Interaktion nicht. Die Negativkontrolle Ig.ctrl
interagiert nicht mit PICK1.F.

Ig.ctrl Iﬂ.Neehrin
- + PMA (1 uM)

+ —
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o W amme e |PICKIF
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Abb. 21: Interaktion von PICK1 und Nephrin
Inkubation eines Teils der Zellen in PMA fiir 15 Minuten. Es folgte eine Co-Immunoprézipitation (IP) von
Ig.Nephrin oder dem Kontrollvektor Ig.ctrl mit a-humanem IgG und Nachweis der Interaktion durch

Férben von PICK1.F. Die Zelllysate zeigen die Expression von PICK1. PMA: Phorbol-12-myristat-13-
acetat; uM: Mikromol.

Abgeleitet von der nachgewiesenen Interaktion zwischen PICK1 und Nephrin, war nun
von Interesse, wie sich die Interaktion unter Hyperglykdmie verhalten wiirde. HEK

293T-Zellen wurden wiederum transient mit Ig-markiertem Nephrin (Ig.Nephrin), als

47



3 Ergebnisse

Negativkontrolle mit einem Fusionsprotein ohne den C-terminalen Anteil von Nephrin
(Ig.ctrl) und jeweils Flag-markiertem PICK1 (PICK1.F) kotransfiziert. Der Folgeversuch
wurde unter niedriger (5.5 mM ~ 99 mg/dl) und hoher Glukosezugabe (40 mM ~ 721
mg/dl) fiir 24 Stunden durchgefiihrt. Der Westernblot mit Anti-Flag-Antikorper
detektiert koprézipitiertes PICK1, wobei die Bindung an Nephrin unabhéngig von der
Glukosekonzentration auf einem dhnlichen Niveau blieb (Abb. 22). Die Zelllysate

zeigen die Expressionskontrolle von PICK 1 und Nephrin.

Ig.ctrl Ig.Neehrin
55 40 5.5 40  Glukose [mM]

s s | PICK1.F

IP: a-human IgG
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Abb. 22: Interaktion von Nephrin und PICK1 unter Hyperglykimie
Nach Inkubation der transfizierten Zellen in 5.5 oder 40 mM Glukose, erfolgte eine IP mit Protein-G-
Sepharose-Kiigelchen (0-human IgG). Die obere Reihe zeigt koprézipitiertes PICK 1. Die Lysate wurden
zur Expressionskontrolle von PICK1 mit Anti-Flag-Antikérper und zur Expressionskontrolle von Nephrin
mit Anti-humanlgG-Antikdrper gefarbt. mM: Millimol.

lysate

lysate

3.4.2 Bedeutung der PDZ-Domiine von PICKI1 fiir die Interaktion mit
Nephrin

Eine Mehrzahl der Protein-Proteininteraktionen von PICK1 mit Interaktionspartnern, die
ein PDZ-Bindungsmotiv aufweisen, wird durch die PDZ-Doméne von PICK1 vermittelt
(Xu und Xia, 2006). Es liegt die Vermutung nahe, dass PICK1 mit der PDZ-Doméne
auch an Nephrin bindet. Staudinger et al. konnten zeigen, dass die PDZ-Doméne von
PICK1 mit dem COOH-Terminus von PKCa interagiert, welches ein PDZ-
Bindungsmotiv (QSAV) enthélt (Staudinger et al., 1997).

Um zu untersuchen, ob die PDZ-Doméne von PICK1 die Bindung an Nephrin vermittelt,
wurde der Versuch um ein Flag-gebundenes PICK1 KDAA (PICK1.F KDAA) erweitert.

Diese Mutante von PICK1 hat eine verdnderte PDZ-Doméne, in der an der Position 27
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Lysin und an der Position 28 Asparagin jeweils durch Alanin ausgetauscht wurde. Durch
den Austausch der Aminoséuren ist die Bindungsfihigkeit der PDZ-Doméne von PICK 1
aufgehoben. PICK1 KDAA (PICKI1.F KDAA) und PICKI.F wurden jeweils mit C-
terminal Ig-markiertem Nephrin (Ig.Nephrin) und als Kontrolle mit dem Fusionsprotein
ohne den C-terminalen Anteil von Nephrin (Ig.ctrl) kotransfiziert. Nach Co-
Immunoprézipitation mit Protein-G-Sepharose-Kiigelchen, SDS-Gelelektrophorese und
Westernblot folgte eine Inkubation der Membran mit Anti-Flag-Antikorper und
anschliefend zur Expressionskontrolle eine Inkubation mit Anti-humanen-IgG-
Antikorper (a-human IgG). Abbildung 23 zeigt, dass Ig.Nephrin den PICK1 Wildtyp
prézipitiert.

Ig.ctrl Ig.Neehrin
- + - + PMA [1uM]

— | PICK1.F
IP: a-human IgG IP: a-human IgG

PICK1 KDAA.F
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| | e— ] PICK1.F
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[ | s e PICK1 KDAAF
lysate lysate
lysate lysate
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Abb. 23: Nephrin prizipitiert PICK1 Wildtyp
Vor der Emte wurde ein Teil der Zellen fiir 15 Minuten in PMA inkubiert. Es folgte eine Co-
Immunoprézipitation (IP) mit Protein-G-Sepharose-Kiigelchen. Die obere Reihe zeigt prézipitiertes PICK 1
Wildtyp (PICK1.F). Die Lysate zeigen die Expression von PICK1, PICK1 KDAA und Nephrin. PMA:
Phorbol-12-myristat-13-acetat; uM: Mikromol.
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3.4.3 Die Interaktion von PICK1 mit der Nephrin-Domine 1160-1176

In einem weiteren Schritt wurde versucht, die Interaktion zwischen Nephrin und PICK1
ndher zu charakterisieren. Dabei interessierte uns die Frage an welche Aminosduren von
Nephrin PICK1 mit seiner PDZ-Doméne bindet und ob diese Domine von Nephrin ein
PDZ-Bindungsmotiv enthélt. Hierzu wurden verkiirzte Nephrin-Proteine, sogenannte
Truncations, generiert, um die relevanten Aminosduren von Nephrin einzugrenzen.
Nephrin-Truncations sind verkiirzte Formen des zytoplasmatischen Abschnittes von
Nephrin, wobei die Aminosduren 1087-1241 dem gesamten zytoplasmatischen Anteil
entsprechen. In HEK 293T-Zellen wurden die C-terminal Ig-markierten Nephrin-
Truncations Ig.Nephrin 1087-1160, Ig.Nephrin 1087-1176 und Ig.Nephrin 1158-1241 in
getrennten Ansdtzen mit Flag-markiertem PICK1 (PICK1.F) kotransfiziert. Nach Co-
Immunoprizipitation mit Protein-G-Sepharose, SDS-Gelelektrophorese, Transfer auf die
Membran und Inkubation mit Anti-Flag-Antikorper zeigte sich, dass Nephrin 1087-1176
und Nephrin 1158-1241 PICKI1.F prézipitieren, wohingegen PICKI1.F und Nephrin
1087-1160 nicht miteinander interagieren (Abb. 24). Die Zugabe von PMA (1 uM) 15
Minuten vor der Ernte beeinflusste die Stdrke der Bindung nicht. Aus dieser

Beobachtung ldsst sich folgern, dass die Interaktion von Nephrin und PICK1 die

Nephrin-Doméne 1160-1176 involviert.
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Abb. 24: PICK1 interagiert mit der Nephrin-Doméine 1160-1176
Vor der Emte wurde ein Teil der Zellen fiir 15 Minuten in PMA inkubiert. Es folgte eine Co-
Immunoprézipitation (IP) mit Protein-G-Sepharose-Kiigelchen. Inkubation mit Anti-Flag-Antikdrper zeigt
eine Interaktion von PICK1.F mit Nephrin 1087-1176 und Nephrin 1158-1241. Die Lysate dienen der
Expressionskontrolle. mM: Mikromol; PMA: Phorbol-12-myristat-13-acetat; WB: Westernblot.
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3.4.4 Die Interaktion von B-Arrestin2-PKCa und PICK1-PKCa

Aus Studien an neuronalen Zellen ist bekannt, dass PICK1 mit PKCa interagiert (Dev et
al., 2000; Perez et al., 2001). Um zu iiberpriifen, ob eine Bindung von B-Arrestin2 und
PKCa nachzuweisen ist, wurden HEK 293T-Zellen transient mit B-Arrestin2.F sowie
unmarkierten PKCa (PKCa) und PICKI.F sowie unmarkierten PKCo (PKCa)
kotransfiziert. Als Negativkontrolle diente der cdm-Vektor (Vektor). Nach Zugabe von
niedriger (5.5 mM ~ 99 mg/dl) und hoher (40 mM ~ 721 mg/dl) Glukose fiir 24 Stunden,
folgten Co-Immunoprizipitation mit Anti-Flag M2-Sepharose-Kiigelchen (a-Flag),
SDS-Gelelektrophorese, Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran und Inkubation mit
Anti-Flag-Antikorper  und  Anti-PKCo-Antikdrper.  Die  Ergebnisse  der
Immunoprézipitation in Abbildung 25 zeigen, dass sowohl B-Arrestin2 als auch PICK1
an PKCa binden. Die Bindung von B-Arrestin2 und PKCa ist unter hoher Glukose

unverdndert, wohingegen die Interaktion von PICK1 und PKCa verstérkt wird.

Vektor E-arrestinZ.F PICK1.F
55 40 55 40 55 40 Glukose [mM]

— — a— | PKCo
IP: a-Flag
lysate
a-Flag
lysate

Abb. 25: Die Interaktion von B-Arrestin2-PKCa und PICK1-PKCa
Nach der Transfektion wurden HEK 293T-Zellen mit 5.5 oder 40 mM Glukose im Medium fiir 24 Stunden
inkubiert. Es folgte eine Immunoprézipitation (IP) mit Anti-Flag M2-Sepharose-Kiigelchen (a-Flag) und
ein Nachweis der Interaktion durch Farbung mit einem spezifischen Anti-PKCa-Antikérper. Die
Zelllysate zeigen die gleichmdBige Expression von PKCa, B-Arrestin2 und PICK1. mM: Millimol.

3.4.5 Die Interaktion von PICK1 mit B-Arrestin2

Nun galt es noch nachzuweisen, ob zwischen PICK1 und B-Arrestin2 eine Interaktion
besteht. HEK 293T-Zellen wurden mit B-Arrestin2.F, dem cdm-Vektor (Vektor) als
Negativkontrolle und PICKI1.F als Positivkontrolle kontransfiziert und wiederum
niedriger sowie hoher Glukosekonzentration ausgesetzt. Abbildung 26 zeigt, dass [-
Arrestin2 mit PICK1 interagiert und in der Immunoprézipitation koprézipitiert wird bei

gleicher Expression in den Lysaten. Die Interaktion zeigt unabhdngig von der

51



3 Ergebnisse

zugegebenen Glukose eine vergleichbare Stirke. Die Inkubation der Membran mit Anti-

Flag-Antikorper diente der Expressionskontrolle von PICK1.

Vektor PICK1.F
= —-|

55 40 55 40 Glukose [mM]

u B-arrestin2.F
IP: a-Flag
| st

lysate

= == | a-Flag

lysate
Abb. 26: Die Interaktion von PICK1 und p-Arrestin2
Nach Inkubation der transfizierten Zellen in 5.5 oder 40 mM Glukose, erfolgte eine IP mit Anti-M2 (o-

Flag). Die obere Reihe zeigt koprizipitiertes B-Arrestin2. Die Zelllysate zeigen die Expression von f3-
Arrestin2 und PICK1. mM: Millimol.

3.5 Nephrin, PICK1, PKCa und B-Arrestin2 bilden einen
Komplex in vivo

Um zu untersuchen, ob unsere neuen Erkenntnisse auch in vivo anzuwenden sind,
wurden verschiedene experimentelle Ansidtze verfolgt. Zum einen konnte schon
nachgewiesen werden, dass endogenes [-Arrestin2 endogenes Nephrin aus Maus-
nierenlysat prézipitiert (Abb. 12). In einem weiteren Ansatz sollte untersucht werden, ob
sich die Interaktion von Nephrin und PKCa auch in vivo bestitigen ldsst. Hierfiir
verglichen wir nicht-diabetische mit diabetischen C57B1/6-Méusen. Der Diabetes wurde
durch  Streptozotocin-Injektion induziert. Nach kontinuierlich hohen Blut-
glukosespiegeln (>33 mmol/l) {iber 24 Stunden konnten die Nieren isoliert und lysiert
werden. Es schlossen sich eine Immunoprizipitation mit Anti-Nephrin, SDS-
Gelelektrophorese und Westernblot an, um die Interaktion durch Farbung von PKCa zu
detektieren. Nephrin prézipitiert PKCo sowohl in diabetischen als auch in nicht-
diabetischen Mausen (Abb. 27). Die Bindung von PKCa kann bei den diabetischen
Tieren als stirker angesehen werden und auch die Expression von PKCa nimmt bei

diesen Tieren unter Hyperglykémie zu.
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Abb. 27: Endogene Interaktion von Nephrin und PKCa aus Nierenlysat
Nephrin wurde immunoprézipitiert und die Interaktion durch Féarbung von PKCa nachgewiesen. Férbung
der IP mit Nephrin und Farbung der Zelllysate mit GAPDH (Glycerialdehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)
dienten der Expressionskontrolle.

AbschlieBend wurde in einem dritten Versuchsansatz die endogenen Proteine PKCa-
defizienter Maus-Podozyten (PKCa(-/-)) mit dem iibereinstimmenden Wildtyp
(PKCo(+/+)) als Kontrolle verglichen. Die Podozyten wurden lysiert und eine endogene
Immunoprézipitation mit Anti-Nephrin-Antikorper (o-Nephrin) durchgefiihrt. Nach
SDS-Gelelektrophorese wurde im Westernblot eine Interaktion von Nephrin mit PKCa,
PICK1 und B-Arrestin2 durch Férbung der entsprechenden spezifischen Antikorper
detektiert (Abb. 28). Eine Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin konnte im Wildtyp
nachgewiesen werden, wohingegen bei den PKCa-defizienten Podozyten nur eine
schwache Bindung von [-Arrestin2 beobachtet werden konnte. Diese Beobachtung
bestitigt die vermutete regulatorische Rolle von PKCa fiir die Nephrin-f-Arrestin2-
Interaktion. Die Interaktion von PICK1 mit Nephrin ist sowohl in PKCa (-/-) als auch in
PKCa (+/+) Podozyten in vergleichbarer Stirke zu erkennen. Zusammenfassend ist
festzuhalten, dass Hyperglykdmie zu einer Hochregulierung von PKCa fiihrt und die

Bildung eines Nephrin/PKCo/PICK1/B-Arrestin2-Komplexes induziert.
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Abb. 28: Endogene Immunoprizipitation PKCa-defizienter Podozyten (PKCa(-/-)) und des
Wildtyps (PKCa(+/+))
Nach Lyse der Podozyten, folgte eine endogene Immunoprézipitation (IP) mit Anti-Nephrin-Antikdrper
(a-Nephrin). Die Zelllysate zeigen eine gleichméBige Expression von PICK1, -Arrestin2 und Nephrin.
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4. Diskussion

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits eine kurze Dauer von
Hyperglykdmie zu Storungen des glomeruldren Filters und daraus folgend der
Entwicklung einer Albuminurie fiihren kann. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass
Hyperglykdmie die Durchldssigkeit des glomeruldren Filters durch eine verstdrkte
Endozytose von Nephrin erhoht. Zusammenfassend sind die wesentlichen Ergebnisse

dieser Arbeit:

1) Hyperglykdmie verstirkt die Endozytose von Nephrin durch Modulation der Nephrin-
B-Arrestin2-Interaktion.
2) PKCa und PICK1 nehmen dabei eine Schliisselrolle fiir die Nephrin-p-Arrestin2-

Interaktion und die daraus folgende Endozytose von Nephrin in vitro und in vivo ein.

Unter den Transmembranproteinen des Proteinkomplexes an der glomeruldren
Schlitzmembran nimmt Nephrin eine zentrale Rolle am Aufbau und Erhalt der Integritét
der Schlitzmembran ein. Bei diabetischer Nephropathie kann man eine verdnderte
Struktur von Nephrin im Sinne einer Abnahme der Oberflachenexpression hin zu einer
vermehrten zytoplasmatischen Verteilung feststellen, welches die Vermutung einer
gesteigerten Endozytose von Nephrin naheliegend erscheinen lésst (Aaltonen et al.,
2001). Daraus folgt, dass weniger Nephrin an der Schlitzmembran vorhanden ist, was in
der Konsequenz den Verlust eines intakten glomeruldren Filters und die Entwicklung
einer Albuminurie bedeutet. Albuminurie kann ein erstes Zeichen fiir das Vorliegen
einer diabetischen Nephropathie sein. Der molekulare Mechanismus, der zum Verlust
von Nephrin an der Schlitzmembran fiihrt, konnte dabei bislang noch nicht vollstindig

aufgedeckt werden.

In einem ersten Schritt konnte gezeigt werden, dass hohe Glukosekonzentrationen zu
einer verstirkten Endozytose von Nephrin fithren. Diese Beobachtung steht in
Ubereinstimmung mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die herausfanden, dass bei
diabetischen Menschen und Tieren mit Albuminurie eine verminderte Verteilung und
Expression von Nephrin beobachtet wurde (Doublier et al., 2003; Koop et al., 2003; Kim
et al., 2007).
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Des Weiteren beeinflusst Nephrin intrazelluldre Signalwege, indem es als Geriist mit
anderen Proteinen agiert, welche an den C-Terminus von Nephrin binden konnen. Dies
gilt u.a. fiir die Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase, die Tyrosinkinase Fyn der Src-
Familie und die Phospholipase Cyl (Verma et al., 2003; Harita et al., 2009; Welsh und
Saleem, 2010). Unsere Arbeitsgruppe konnte 2006 nachweisen, dass auch B-Arrestin2 an
den C-Terminus von Nephrin bindet und dadurch die Endozytose von Nephrin einleitet,

wodurch weitere Signalwege von Nephrin abgeschwicht werden (Quack et al., 2006).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen nun, dass unter Zugabe ansteigender
Glukosekonzentrationen die Endozytose von Nephrin in dosisabhingiger Weise
verstirkt wird. Dies geschieht iiber die Regulierung der Interaktion zwischen Nephrin
und B-Arrestin2. Diese Schlussfolgerung beruht auf der Beobachtung, dass hohe
Glukosespiegel einen verstirkenden Einfluss auf die Bindung von B-Arrestin2 an
Nephrin sowohl in vitro und in vivo ausliben. Auch in Maiusenieren konnte eine
Zunahme der Interaktion zwischen endogenem Nephrin und B-Arrestin2 unter hoher
Glukose beobachtet werden. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Nephrin und B-
Arrestin2 einen Komplex in vivo bilden und B-Arrestin2 an der Einleitung der

Endozytose von Nephrin auch unter Hyperglykdmie beteiligt ist.

Es konnte bis jetzt noch keine Kinase ermittelt werden, welche die Nephrin-p-Arrestin2-
Interaktion vermittelt. PKC ist in Molekularmechanismen bei der Entstehung der
diabetischen Nephropathie beteiligt und es konnten zuletzt drei Isoformen ermittelt
werden, welche zu Schidigungen an der Niere durch Diabetes beitragen (Meier et al.,
2009). Menne et al. haben erforscht, dass PKCa-defiziente Knockout Méuse mit durch
Streptozotocin- (STZ) Injektion induzierten Diabetes ein besseres Outcome zeigten, d.h.
weniger Proteinurie und erhaltene Nephrin-Expression im Vergleich zu Kontrollgruppen
(Menne et al., 2004; Menne et al., 2006). Die PKCa-defizienten Knockout Méuse
zeigten auch geringe Verdnderungen der GBM infolge der Hyperglykédmie. Die Autoren
folgerten, dass die abnehmende Nephrin-Expression bei PKCa WT Méiusen durch eine
verdnderte Regulation auf Transkriptionsebene hervorgerufen wird. Chronische
Hyperglykémie fiihrt zu einer Daueraktivierung von PKC bedingt durch eine anhaltende
Erhéhung von DAG (Noh und King, 2007). PKC scheint daher ein wichtiger Mediator
der Hyperglykédmie-induzierten Schidden am glomeruldren Filter zu sein, welche zur

Entwicklung von Albuminurie fithren. Dennoch ist die Rolle von PKC bei der Genese
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von Albuminurie nicht eindeutig definiert und vor allem iiber die Auswirkung von PKC-
Aktivierung auf die Podozyten ist noch wenig bekannt (Noh und King, 2007). Eine
Sequenzanalyse des C-Terminus von Nephrin zeigt ein Motiv, das durch PKC
phosphoryliert werden kann ((S/T)XX(K/R)) und sich innerhalb des [-Arrestin2
Interaktionsmotives ((S/T)X4.5(S/T)) befindet (Pearson und Kemp, 1991). Mit den
vorliegenden Hinweisen einer Beteiligung von PKCa an den Signalwegen bei Diabetes
und der Voraussage eines PKC Phosphorylierungs- und Bindungsmotivs in
unmittelbarer Ndhe zum [-Arrestin2 Bindungsmotiv von Nephrin, wurde unsere
Hypothese, dass Hyperglykédmie die Nephrin-Endozytose durch die Aktivitit von PKC
beeinflusst, unterstiitzt. PCKa schien demnach ein vielversprechender Kandidat bei der
Modulation der Nephrin-p-Arrestin2-Bindung. Es ist festzuhalten, dass die Mehrzahl der
durchgefiihrten Studien auf chronischen Modellen von Diabetes aufgebaut wurde und
daher eher die Langzeitwirkung der Hyperglykdmie aufzeigen. Basierend auf dem
dynamisch regulierten Modell der glomeruldren Schlitzmembran stellte sich die Frage,
ob erhohte Glukosekonzentrationen nicht zu einem unmittelbaren Effekt am
molekularen Aufbau der Schlitzmembran fiihren konnten. Diese Annahme wurde durch
Ergebnisse einer Studie von Axelsson et al. gestiitzt, welche in vivo darlegen konnten,
dass akut induzierte Hyperglykdmie bei zuvor normoglykdmischen Ratten die

glomeruldre selektive Permeabilitit schiadigt (Axelsson et al., 2010).

Um den zugrunde-liegenden regulatorischen Mechanismus aufzukldren, wurde in einem
ndchsten Schritt untersucht, ob der Effekt von hoher Glukose auf die verstiarkte Bindung
von B-Arrestin2 an Nephrin durch PKCa vermittelt wird. Diese Vermutung liel3 sich in
Versuchen mit HEK 293T-Zellen mittels Westernblot bestétigen. Suppression der
Aktivitit von PKCa durch den PKCa-Inhibitor Safingol wiederum vermindert den
Effekt von hoher Glukosekonzentration wund verhindert den Verlust der
Oberflachenexpression von Nephrin nahezu vollstandig. Es konnte in den Experimenten
keine Zunahme der Interaktion zwischen Nephrin und B-Arrestin2 mehr festgestellt
werden, weshalb wir schlussfolgerten, dass weniger Nephrin internalisiert wird und der
stabilisierende Effekt von Nephrin fiir die Integritdt der Schlitzmembran erhalten bleibt.
Dieses Ergebnis steht in Einklang mit Ergebnissen einer weiteren Arbeitsgruppe, welche
kiirzlich zeigen konnten, dass die Behandlung mit dem PKCa-Inhibitor G66976 bei
STZ-induzierten diabetischen Méusen den Verlust an Nephrin reduziert und die

Proteinurie vermindert (Tossidou et al., 2010).
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Um diese Wirkungszusammenhinge nédher zu analysieren, wurde konsequenterweise
untersucht, ob PKCa direkt mit dem Transmembranrezeptor-Typ-I zugehdrigen Nephrin
interagiert. Eine Interaktion von PKCa mit Typ-I-Transmembranrezeptoren wurde durch
Tossidou et al. untersucht, die zeigen konnten, dass PKCa mit dem TGF-B-Typ-I-
Rezeptor, interagiert und die Endozytose des Rezeptors einleitet. Diese Interaktion wird
durch TGF- induziert. In PKCa-defizienten Podozyten wird der TGF-B-Typ-I-Rezeptor
weniger internalisiert (Tossidou et al., 2009). Die Vermutung einer Interaktion von
PKCa mit Nephrin wurde in Versuchen mit HEK 293T-Zellen bestitigt. Diese ergaben,
dass transfiziertes Nephrin PKCa prazipitiert. Unter Zugabe hoher Glukose wurde der

Grad der Interaktion deutlich verstirkt.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass PKCa hoéchstwahrscheinlich den Effekt von
hoher Glukose auf die verstirkte Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin vermittelt, war
nun von Interesse, wie sich die Expression von PKCa in Podozyten unter hoher Glukose
verhalten wiirde. Unsere Vermutung, dass hohe Glukose zu einer Hochregulierung von
PKCa fiihren wiirde, wurde bestitigt. Tossidou et al. konnten nachweisen, dass in PCKa
WT Maéusen mit durch STZ-induzierten Diabetes nach vier Wochen eine
Hochregulierung der PKCa in den Podozyten zu beobachten ist (Tossidou et al., 2010).
Es konnte nun gezeigt werden, dass Hyperglykdmie unmittelbar zu einer vermehrten
Expression von PKCa in den Glomeruli diabetischer Mause fiihrt. Mit den hier
vorliegenden Ergebnissen aus Versuchen mit PKCa-defizienten Maus-Podozyten und
dem {ibereinstimmenden Wildtyp konnte gezeigt werden, dass beim Wildtyp eine
Bindung von B-Arrestin2 und PICK1 an Nephrin nachzuweisen ist. Diese Beobachtung
bestdtigt die vermutete regulatorische Rolle von PKCo bei der Bildung eines

Nephrin/PKCo/PICK1/B-Arrestin2 Komplexes in vivo.

Die Forschung konzentriert sich stark auf die Beteiligung von PICK1 an neuronalen
Funktionen. Bereits gut charakterisiert ist die Interaktion von PICKI1 mit der
Glutamatrezeptorfamilie. Wie gezeigt werden konnte, bindet PICK1 in unmittelbarer
Néhe an die PKCa ilibereinstimmende Seite von Nephrin und konnte als Adapter PKCa
an den C-Terminus von Nephrin rekrutieren. Diese Funktion von PICK1 wurde fiir den
AMPA-Rezeptor ausfiihrlich beschrieben (Hanley, 2008). PICK1 interagiert durch die
PDZ-Domine mit der AMPA-Rezeptor Untereinheit GluR2 und rekrutiert PKCa an den

Rezeptorkomplex, wodurch GluR2 am Serin®® phosphoryliert und internalisiert wird
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(Perez et al., 2001; Dev et al., 2004). Experimente mit der Mutante PICK1 KDAA,
welche eine mutierte PZD-Domine besitzt, hebt die Bindung an Nephrin vollstindig
wieder auf. Daher scheint es als sehr wahrscheinlich, dass PICK1 mit seiner PDZ-
Domine an Nephrin bindet. Versuche mit verkiirzten Nephrinproteinen zeigten, dass die
Aminosduren 1160-1176 des C-Terminus von Nephrin fiir die Interaktion mit PICK1
benoétigt werden. Die Aminoséduren 1168-1170 von Nephrin enthalten ein klassisches

PDZ-Typ-IlI-Bindungsmotiv (DMA).

Ausschlaggebend fiir die Nephrin-Endozytose und Interaktion zwischen Nephrin und f-
Arrestin2 sind daher PKCa und PICKI. In Ubereinstimmung mit den vorgestellten
Ergebnissen ist es durchaus denkbar, dass akute Hyperglykdmie Albuminurie hervorruft.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass hohe Glukosekonzentrationen zu einer
Zunahme der B-Arrestin2-vermittelten Endozytose des Schlitzmembranproteins Nephrin

in PCKa- und PICK 1-abhéngiger Weise fithren (Abb. 29).

Glukose
——
EZR
PM
IZR
PICK1

Endozytose

Glukose ® @ y

@

Abb. 29: Schematische Darstellung der verstirkten Endozytose von Nephrin unter Hyperglykimie
Unter Hyperglykédmie kommt es zu einer Hochregulation von PKCo und einer Bindung von PKCa an den
C-Terminus von Nephrin durch das Adapterprotein PICK1. Phosphorylierung von Nephrin ermoglicht die
Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin. Darauthin wird die Endozytose von Nephrin eingeleitet und der

Proteinkomplex internalisiert. EZR: Extrazellularraum; PM: Plasmamembran; [ZR: Intrazellularraum; 3-
Arr2: B-Arrestin2; P: Phosphorylierung.
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Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse, dass der Proteinkomplex der
Schlitzmembran eine hochdynamische Komposition darstellt und bieten ein neues
Verstiandnis fiir die molekularen Mechanismen bei der Entwicklung von Albuminurie
unter diabetischen Bedingungen. Es ist durchaus vorstellbar, dass akute Ereignisse wie
vermehrte Nephrin-Endozytose als Ausloser fiir chronisch verdnderte Signaltransduktion
an der Schlitzmembran bei langjdhriger Hyperglykdmie im Rahmen des Diabetes

dienen.

Ziel der Arbeit war es, durch Aufkldrung der Interaktion der genannten Proteine zu einer
detaillierteren Darstellung der molekularen Zusammenhédnge bei der Auswirkung von
Hyperglykdmie auf die glomeruldre Schlitzmembran beizutragen. Mit den Ergebnissen
dieser Arbeit konnte zum einen gezeigt werden, dass Hyperglykdmie die B-Arrestin2
vermittelte Internalisierung von Nephrin verstirkt. Des Weiteren konnten PKCao und
PICK1 als wichtige Interaktionspartner fiir die Nephrin-p-Arrestin2-Interaktion und die

daraus folgende Endozytose von Nephrin identifiziert werden.

Mit diesen Ergebnissen konnten neue Erkenntnisse in die Pathogenese der diabetischen
Nephropathie gewonnen werden, die als Schliissel zur Entwicklung moglicher
Therapieansitze dienen konnten. Zukiinftiger Forschungsbedarf bestehe Wege zu finden,
die Internalisierung von Nephrin zu verhindern, um der daraus folgenden vermehrten
Durchléssigkeit des glomeruldren Filters und dem Auftreten einer Mikroalbuminurie
entgegenzuwirken. Als viel versprechende Angriffspunkte konnten sich dabei PKCa und

PICK1 erweisen.
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