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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Podozyten sind hochspezialisierte, nicht mehr teilungsfihige Zellen des Nierenfilters,
deren Schiadigung und daraus resultierender Verlust nicht kompensiert werden kann.
Als Folge kann eine progrediente Niereninsuffizienz entstehen. Fiir den Erhalt einer
physiologischen Nierenfunktion bei pathologischen Umgebungsstimuli ist die
Identifizierung von protektiven Faktoren essenziell. Das Zytokin LIF als Mitglied der
IL-6 Familie konnte bereits in vielen Studien seine protektive und
regenerationsfordernde Wirkung auf zahlreiche Organsysteme zeigen. LIF wirkt sich
positiv auf das Zelliiberleben unter anderem in neuronalen Zellen, Kardiomyozyten und
renalen Tubuluszellen aus. Unsere Arbeitsgruppe konnte in fritheren Studien bereits
eine Bedeutung der IL-6 Mitglieder OSM und CNTF fiir den Podozyten zeigen.
Aktuelle Studien liefern erste Hinweise auf einen protektiven Effekt von LIF in
Podozyten nach Exposition gegeniiber hyperglykdmischen Noxen.

In der vorliegenden Arbeit konnte als Basis fiir eine Reaktion der murinen und humanen
Podozyten auf exogenes LIF der membranstindige LIF-Rezeptorkomplex, bestehend
aus den Untereinheiten LIFR und gp130, nachgewiesen werden. Eine Aktivierung des
LIF-Rezeptorkomplexes durch LIF fiihrte zu einer stabilen Signaltransduktion tiber die
JAK-2/STAT3-Achse, infolgedessen die Expression des negativen Feedback-
Mechanismus tiber SOCS3 hochreguliert wurde. Mit geringerer Intensitit konnte eine
Aktivierung der Signalkaskaden PI3K/AKT und ERK1/2 beobachtet werden. Exogene
Stressfaktoren wie Wasserstoffperoxid und Sorbitol flihrten in Kombination mit LIF zu
einer langer andauernden Aktivierung von STAT3. Da aktiviertes STAT3 fiir das
Zelliiberleben und die Regeneration eine Rolle spielt, konnte dessen Aktivierung durch
LIF im Podozyten als protektiver Faktor gewertet werden. In funktionellen Analysen
konnte kein migrationsfordernder Effekt von LIF auf Podozyten gezeigt werden.
Allerdings konnte eine Reorganisation von intrazelluldren Aktinfilamenten und
kontraktilen Aktinstressfasern beobachtet werden. Aktinstressfasern dienen der
Zellmigration und konnten durch die LIF-induzierte Reorganisation einen
Reparaturmechanismus bei Podozytenverlust im glomeruldren Filter darstellen.
Zusammenfassend konnte fiir LIF eine protektive Funktion im Podozyten diskutiert
werden, diese ist moglicherweise abhidngig von zusitzlichen Umgebungsstimuli.
Inwieweit diese erstmalig beschriebenen Wirkungen von LIF auf die Signaltransduktion

protektiven Charakter haben, wird Gegenstand zukiinftiger in vivo Studien sein.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Niere im Zentrum physiologischer und pathologischer

Prozesse

Die Niere nimmt eine zentrale Rolle in der systemischen Regulation von
homdoostatischen Prozessen im gesamten Organismus ein. Sie steuert den Sdure-Basen-,
Wasser- und Elektrolythaushalt, fordert die Ausscheidung harnpflichtiger und giftiger
Stoffe und beeinflusst die Regulation des Blutdruckes, der Himatopoese und der
Hormonsynthese. Gleichzeitig ist sie, neben den primdren Nephropathien, bei
zahlreichen Systemerkrankungen wie der arteriellen Hypertonie, dem Diabetes mellitus,
Infektionen oder Vaskulitiden sekundér betroffen. Diese Tatsachen riicken dieses
lebenswichtige Organ in den Fokus vieler Studien.

Die makroskopische Gliederung der einzelnen Nierenlappen in Rinde und Mark spiegelt
sich auf mikroskopischer Ebene in den komplexen Nephronsystemen, der funktionellen
Einheit der Niere, wider. Die etwa eine Millionen Nephrone jeder Niere gliedern sich in
je ein Nierenkorperchen und das nachgeschaltete Tubulussystem. In der Rinde befinden
sich die Nierenkorperchen mit dem proximalen und distalen Konvolut des
Tubulussystems, das Mark wird unter anderem von der dazwischen geschalteten Henle-
Schleife und den sich dem Tubulussystem anschlieBenden Sammelrohren gebildet. Die
Sammelrohre  wiederum miinden in das  Nierenbeckenkelchsystem. Das
NierenkOrperchen ist chronologisch gesehen die erste Station des Harn-
Aufbereitungssystems und besteht aus einem anastomosierenden Kapillarknéduel
(Glomerulum) und der zweischichtigen Bowman-Kapsel, die das Glomerulum
umschliefft. Das viszerale Blatt der Bowman-Kapsel wird von den Podozyten gebildet,
welche den fenestrierten Endothelzellen des Kapillarknduels eng anliegen. Gemeinsam
mit der zwischen den Endothelzellen und Podozyten liegenden glomeruldren
Basalmembran (GBM) setzt sich der glomeruldre Filter, den téglich 170 Liter
Primédrharn passieren, aus diesen drei Einheiten zusammen. Der Primarharn entsteht als
Ultrafiltrat des durch das Glomerulum {flieBenden Blutes und wird durch das
nachgeschaltete Tubulussystem aufkonzentriert, sodass am Ende nur noch etwa 1,7

Liter Urin tiber die harnableitenden Wege ausgeschieden werden.
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Der glomerulédre Filter bildet durch die einzelnen Schichten und Komponenten eine
ladungs-und groBenselektive Barriere, sodass in der gesunden Niere nur Molekiile mit
einer Masse von bis zu 5 kDa und kationischer oder neutraler Gesamtladung frei filtriert
werden konnen. Bei einer Schadigung des glomerulédren Filters hingegen kommt es zu
einem bedeutsamen Verlust von deutlich groBeren oder insgesamt negativ geladenen
Proteinen, die bei einer Molekiilmasse von iiber 70 kDa und anionischer Gesamtladung
normalerweise im Primérharn nicht vorkommen.

Das insgesamt negativ geladene Albumin wird mit seiner Molekiilmasse von 69 kDa in
der gesunden Niere in sehr geringen Mengen frei filtriert, jedoch groftenteils im
proximalen Tubulussystem durch rezeptorvermittelte Endozytose oder endoluminale
ezymatische Aufspaltung mit apikaler Endozytose wieder riickresorbiert und abgebaut,
sodass normalerweise maximal 30 mg pro Tag im Urin ausgeschieden werden (Gekle,
2005, Jefferson et al., 2008, Stehouwer und Smulders, 2006). Uber diese Menge hinaus
besteht eine Proteinurie, die auf hohere Filtrationsmengen mit Sattigung der
Riickresorptionsmechanismen durch glomerulidre Schadigung zuriickzufiihren ist. Das
AusmalB der Proteinurie deutet auf ein Fortschreiten der Nierenschddigung (Zhang und
Huang, 2012). Bleibt der Proteinverlust iiber die Niere erhalten, kann es zu einer
dialysepflichtigen Niereninsuffizienz kommen.

In vielen Léndern ist die diabetische Nephropathie bereits die fiihrende Ursache einer
terminalen Niereninsuffizienz mit steigender Tendenz weltweit (World Health
Organization, 2016). Diese Tatsache macht das besondere Interesse an der Suche nach

praventiven Maflnahmen und therapeutischen Mdglichkeiten deutlich.

1.2 Der Podozyt als wichtiger zellulirer Bestandteil des Nierenfilters
Der glomeruldre Filter kann durch seine zentrale Position in der Niere leicht in
Mitleidenschaft gezogen werden. Hier riickt der Podozyt als einer der zelluldren
Hauptbestandteile des glomeruldren Filters und seine Gefdhrdung durch diese
exponierte Lage in den Vordergrund.

Primdre und sekundire glomeruldre Erkrankungen wie unter anderem die Minimal-
Change-Glomerulonephritis, die Fokal Segmentale Glomerulosklerose, die diabetische
oder die hypertensive Nephropathie sind mit einer Schidigung von Podozyten
assoziiert. Die physiologische Filtrationsselektivitidt der Niere ist abhingig von einer

ungestorten Podozytenmorphologie. Dies setzt spezielle dynamische
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Anpassungsmechanismen des podozytiren Aktinzytoskeletts an sich stindig dndernde
Umgebungsstimuli voraus.

Der Podozyt ist eine terminal differenzierte hochspezialisierte viszerale Epithelzelle mit
komplexer Zytoarchitektur. Durch diese kann er seiner wichtigsten Aufgabe nachgehen:
dem Erhalt der glomeruldren Filterfunktion der Niere. Morphologisch unterteilt sich der
Podozyt in vom Zellkérper ausgehende Primérfortsdtze und etwa 600 nm breite
Sekundarfortsdtze (Fullfortsdtze) als kleinste Einheit (Moller et al., 2009). Die
FuBfortsdtze ummanteln die Kapillarschlingen mit der ihnen anliegenden GBM des
Nierenkorperchens und sind liickenlos miteinander verzahnt. Zwischen den
interdigitierenden FuBfortsdtzen spannt sich in den Filtrationsschlitzen die glomerulére
Schlitzmembran wie ein Maschenwerk fiir die mechanische Ultrafiltration des Blutes
aus den Kapillarschlingen auf (Kawachi et al., 2006). Die Schlitzmembran wird durch
die spezialisierten transmembrandren Molekiile Nephrin und P-Cadherin, sowie die
thnen intrazelluldr assoziierten Molekiile Podocin, Cluster of Differentiation 2-
Associated Protein (CD2AP) und Zonula Occludens-1 (ZO-1), benachbarter
FuBfortsitze gebildet (Tryggvason und Wartiovaara, 2001).

Die 300-400 nm dicke azellulire GBM entsteht aus einer Verschmelzung der
Basallaminae von glomeruldren Endothelzellen und Podozyten. Sie ist dreischichtig in
die Laminae rarae interna und externa und die dazwischenliegende Lamina densa
untergliedert und besteht hauptsdchlich aus TypIV-Kollagen, Laminin 521, Nidogen
und Heparansulfatproteoglykanen (HSPG) (Jefferson et al., 2008, Tryggvason et al.,
2006).

Uber transmembranire Adhisionsmolekiile (a3p1-Integrine, o-/B-Dystroglykan) ist der
Podozyt mit seinen Fullfortsdtzen durch Bindung an die Molekiile Laminin und Agrin
der GBM mechanisch an dieser verankert und erfiillt gleichzeitig eine nutritive Funktion
fiir die GBM (Endlich et al., 2001). Die Zellkorper der Podozyten sind nicht fixiert und
schweben somit frei im Bowman-Kapselraum. Die Adhdsionsmolekiile sind zusitzlich
iiber intrazytoplasmatische Molekiile (Talin, Vinculin, Paxillin und Utrophin) mit dem
podozytiren Aktinzytoskelett verbunden, wodurch eine Interaktion stattfinden kann
(Pavenstadt et al., 2003).

Fiir eine regelrechte Filtrationsfunktion ist dieser komplexe Aufbau des glomeruldren

Filtrationsapparates unabdingbar. Stressfaktoren, die zu einer Schidigung des
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Podozyten mit moglichem irreversiblen Verlust der teilungsunfahigen Zellen fiihren

konnen sind vielfaltig.

Die Ursachen konnen mechanischer, metabolischer, toxischer oder osmotischer Genese
sein. Dadurch kommt es kompensatorisch zu reaktiven, strukturellen Verdnderungen im
Podozyten als Versuch der Standhaltung gegeniiber dieser schddigenden Exposition
(Kriz et al., 2013). Bei den meisten Glomerulopathien fiithren diverse exogene oder
endogene Stressfaktoren zu einer Verbreiterung der GBM und friih eintretenden,
schnellen, aber noch reversiblen Retraktion der Podozytenfullfortsitze an der GBM
(Seiler et al., 1975, Asanuma et al., 2005). Hierdurch verdndert sich konsekutiv die
Struktur der glomeruldren Schlitzmembran und die Entstehung einer Proteinurie wird
beglinstigt. Dies ist jedoch kein Marker fiir das Ausmal einer Proteinurie (van den Berg
et al., 2004). Weitere beschriebene podozytire Reaktionen auf schiadigende Stimuli sind
die subpodozytire Pseudozystenbildung, die intraztoplasmatische Anhdufung von
lysosomalen und  autophagozytierten = Produkten, die  Abspaltung  von
Zytoplasmaanteilen und die Ausbildung von Mikrovilli (Kriz et al., 2013). Im weiteren
Verlauf kommt es iiber eine Verbreiterung und Abflachung der Fullfortsitze schlieBlich
zu einer Ablosung der vitalen, hypertrophierten Podozyten von der GBM. Da die
Podozyten teilungsunfdhige Zellen sind, geht dies mit einem irreversiblen Fortschreiten
von Nephropathien wie beispielsweise der diabetischen Nephropathie einher
(Pagtalunan et al., 1997, Kriz, 2002, Kriz, 1996). Die diabetische Nephropathie entsteht
im Rahmen eines Diabetes mellitus als Folge einer Mikroangiopathie mit Befall der
Nierenglomeruli. Chronisch erhéhte Blutglukosespiegel fithren zu einer Glykosylierung
von Proteinen (Makita et al., 1991). Diese lagern sich unter anderem an der
glomeruliren Basalmembran ab. Die daraus resultierende Verdickung der
Basalmembran beeintriachtigt die glomeruldre Filtrationsfunktion durch den Verlust von
negativen Ladungen. In Folge entsteht eine Proteinurie, deren Ausmal} ein wichtiger
prognostischer Faktor fiir die Nierenerkrankung ist (Hunsicker et al., 1997). Eine durch
glykosylierte Proteine verdickte Basalmembran der Kapillarknduel von Glomeruli
mindert die Sauerstoffversorgung des Nierengewebes. Der Sauerstoffmangel fiihrt iiber
die vermehrte Bildung von zytotoxischen reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS) zu intrazelluldirem oxidativen Stress. Aktuell gibt es Hinweise dafiir, dass

ROS in der Pathogenese von einer Reihe von Krankheiten (Reuter et al., 2010) wie der
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diabetischen Nephropathie (Forbes et al., 2008) eine Rolle spielen. Aullerdem konnte
gezeigt werden, dass oxidativer Stress zu einer erhohten Freisetzung von Zytokinen
fiihrt (Elmarakby und Sullivan, 2012).

Bleibt der Podozyt den schidigenden Einfliissen weiterhin ausgesetzt, wird er, wenn
alle Fullfortsétze sich von der GBM abgelost haben, im Urin ausgeschieden und kann
dort als vitale Zelle nachgewiesen werden (Vogelmann et al., 2003). Allerdings konnte
bislang nicht bewiesen werden, dass der Podozyt hierbei auch eine apoptotische Phase
durchlauft.

An dieser Stelle wire interessant zu wissen, ob es regenerationsfordernde Mechanismen
oder Reparaturmechanismen gibt um den Funktionserhalt der Niere zu gewéhrleisten.
Bekannte Regenerationsmechanismen sind die Proliferation und die Hypertrophie von
Zellen. Da der Podozyt jedoch eine bereits ausdifferenzierte, nicht mehr teilungsfahige
Zelle ist und dadurch seine regenerative Kapazitit durch Proliferation limitiert ist,
miisste es im Podozyten einen anderen Weg der Regeneration geben. Ein geringes
regeneratives Potential von Podozyten konnte in der frithen postnatalen Periode von
Maiusen durch Rekrutierung von glomeruldren parietalen Epithelzellen gesehen werden
(Appel et al., 2009). Regeneration kann auch durch Kompensationsmechanismen wie
der Zellhypertrophie eingeleitet werden, wodurch der Podozyt den Verlust von Zellen
mittels Verschluss der zellfreien Liicken kompensiert (Kriz, 1997). Hypertrophie von
Zellen geht jedoch meist mit einer Minderung der Funktion und hoherer Vulnerabilitit
einher. Fiir teilungsunfihige Zellen in solch einer exponierten und mechanisch stark
beanspruchten Position wie den Podozyten sind vielmehr protektive Mechanismen, die
eine Reparatur vor allem frither Podozytenschiddigung einleiten konnten, von
Bedeutung.

Bereits in frithen Stadien der diabetischen Nephropathie kommt es zum Verlust von
Podozyten iiber den Urin (Nakamura et al., 2000). Solch eine vermehrte Ausscheidung
von Podozyten konnte auch in weiteren nicht-entziindlichen und entziindlichen
Nierenerkrankungen wie beispielsweise der Glomerulonephritis (Hara et al., 1998) oder
der Lupusnephritis (Bollain et al., 2011) beobachtet werden. Ubersteigt der
Podozytenverlust eine kritische Anzahl, entwickelt sich in der Folge eine
Glomerulosklerose, was einem Funktionsverlust des Nephrons gleicht (Lemley et al.,
2002). Da das vermehrte Ablosen der Podozyten von der Basalmembran mit der

Progression der diabetischen Nephropathie zusammenhdngt (Weil et al., 2012), ist die
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Untersuchung von protektiven Faktoren fiir den Erhalt der Nierenfunktion besonders

wichtig.

1.3 LIF in seiner Funktion als pleiotropes Zytokin der IL-6 Familie
Zytokine sind pro- beziehungsweise antiinflammatorische Mediatoren, die von Zellen
als Reaktion auf Stimuli sezerniert werden und das Entziindungsgeschehen sowie
zellbiologische Prozesse beeinflussen. Die bekannte groBle Zytokinfamilie, bestehend
aus den Mitgliedern Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-11 (IL-11), Interleukin-27 (IL-27),
Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), Oncostatin M
(OSM), Cardiotrophin-1 (CT-1) und Cardiotrophin-like Cytokine (CLC), wird auch als
IL-6 Familie bezeichnet (Bauer et al., 2007). Thnen allen gemeinsam ist die
Signaliibertragung tiber die gleiche Rezeptoruntereinheit, das Glykoprotein 130 (gp130)
(Kishimoto et al., 1995). Dadurch kommen die sich zum Teil iiberschneidenden
Wirkungen zustande (Taga und Kishimoto, 1997).

Die vorliegende Arbeit fokussiert sich auf das Zytokin LIF, dessen
differenzierungsfordernde und proliferationshemmende Wirkung auf myeloische
Leukidmiezelllinien namensgebend war (Metcalf, 1991). Der LIF Rezeptor besteht
neben dem gpl30 aus der LIF-Rezeptor-Untereinheit (LIFR) und entfaltet seine
Wirkung iiber die intrazelluldren Signalkaskaden JAK-2/STAT3 (Heinrich et al., 2003),
PKB/AKT (Oh et al, 1998) und die MAP-Kinasen ERK1/2 (Schiemann und
Nathanson, 1994). Unsere Arbeitsgruppe konnte in vorausgehenden Studien bereits
zeigen, dass andere IL-6 Mitglieder wie CNTF und OSM eine Wirkung auf den
Podozyten haben.

Nach aktuellem Forschungsstand ist bekannt, dass LIF in verschiedenen Organen an
einer Reihe von biologischen Regulationsprozessen beteiligt ist. Bereits wéhrend der
Implantation eines Embryos zeigt sich die wichtige Anwesenheit von LIF fiir einen
physiologischen Ablauf (Salleh und Giribabu, 2014).

LIF spielt auch eine Rolle im Entziindungsgeschehen, indem es unter anderem die
Expression von weiteren Zytokinen fordert. Dies kann einerseits eine modulierende
Wirkung auf die Entziindung und Immunantwort und andererseits eine
aufrechterhaltende Wirkung auf den Entziindungsprozess haben (Villiger et al., 1993).

Es konnte gezeigt werden, dass der LIF-Spiegel in septischen Zustinden und beim
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septischen Schock durch einen Anstieg des Zytokins Tumornekrosefaktor-o. (TNF-a)
hochreguliert wird (Waring et al., 1992, Jansen et al., 1996).

Eine weitere Aufgabe von LIF liegt in der Regulation von zellbiologischen Vorgidngen
wie der Differenzierung, dem Uberleben und der Wachstumskontrolle. Letzteres
begriindet seine Prisenz in der Krebsforschung.

Abhingig von Umgebungsfaktoren, dem Zustand beziehungsweise Typ der jeweiligen
Zelle und den aktivierten molekularen Mechanismen innerhalb der Zelle imponiert LIF
mit einer pleiotropen Wirkung. Es konnte gezeigt werden, dass LIF einerseits fiir den
Erhalt der Pluripotenz von murinen embryonalen Stammzellen und andererseits fiir die
Differenzierung von adulten Stammzellen in der Niere verantwortlich ist (Raz et al.,
1999, Hishikawa et al., 2005). In himatopoetischen Zellreihen zeigt LIF ebenfalls einen
Effekt, indem es unter anderem die Megakaryozyten- und Thrombozytenzahl steigern
kann (Metcalf et al., 1990).

In zahlreichen Studien konnten protektive Eigenschaften von LIF beobachtet werden. In
Photorezeptorzellen der Retina schiitzt LIF die Zellen nach schddlichem Lichteinfluss
vor einer Degenration und verlingert das Uberleben von geschidigten
Photorezeptorzellen (Joly et al., 2008, Burgi et al., 2009). Chollangi und Kollegen
konnten in Photorezeptorzellen der Retina nach Inkubation mit einer exogenen
Lichtquelle eine hohere Expression unter anderem von LIF-mRNA mit Aktivierung der
STAT3-Signalkaskade beobachten (Chollangi et al., 2009). Die STAT-3 Aktivierung
kann auf eine Stimulation des LIFR zuriickgefiihrt werden. Hierunter zeigte sich nach
zusidtzlicher Stimulation mit einer stresserzeugenden Lichtquelle eine protektive
Komponente auf das Zelliiberleben nach Vorinkubation mit dem exogenen Licht. Diese
wird dem LIF zugeschrieben und konnte ebenfalls in durch biomechanischen Stress
geschidigten murinen Kardiomyozyten beobachtet werden (Hirota et al., 1999). Auch in
neuronalen Zellen wie den Oligodendrozyten konnte ein protektiver Effekt von LIF auf
die Zytotoxizitéit durch Interferon-y nachgewiesen werden (Emery et al., 2000).

LIF hat neben dieser protektiven Funktion auch ein regeneratives Potential
beispielsweise in verletzter Skelettmuskulatur von Mausen (Kurek et al., 1997). In
murinen Kardiomyozyten konnte gezeigt werden, dass LIF eine proliferative Wirkung
auf die Kardiomyozyten nach Myokardinfarkt hat und die Neovaskularisation durch

Sekretion des Proteins Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) fordert (Zou et al.,
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2003). Zusammenfassend ist somit auch ein moglicher protektiver Effekt von LIF im

geschidigten Podozyten denkbar.

1.4 Die Rolle von LIF in der Niere

LIF spielt sowohl in physiologischen, als auch in pathologischen biologischen
Prozessen eine Rolle. Neben zahlreichen anderen Organen und Systemen ist LIF auch
fiir die Niere und die Nephrogenese von Bedeutung (Plisov et al., 2001). LIF kann in
der adulten Niere als Antwort auf proinflammatorische Stimuli synthetisiert werden.
Dies ist Ausdruck seiner Teilhabe am Entziindungsgeschehen in der Niere (Morel et al.,
2000).

Hartner und Kollegen konnten zeigen, dass Zytokine wie das Interleukin-18 (IL-1p) und
das TNF-a, sowie das Lipopolysaccharid (LPS) die Expression von LIF in
Mesangiumzellen von Nierenkdrperchen induzieren konnen und dass Mesangiumzellen
auch eine Reaktion auf LIF zeigen (Hartner et al., 1994, Hartner et al., 1995). Diese
spezialisierten Zellen des glomeruldren Apparates befinden sich in direkter rdumlicher
Néhe zu den Podozyten und bieten somit eine Grundvoraussetzung fiir die Interaktion
mit LIF. Durch eine LIF-induzierte voriibergehende Hochregulation von Monocyte
Chemotactic Protein-1 (MCP-1) mRNA in kultivierten Mesangiumzellen von Ratten
konnte in einer Studie von 1997 auch eine chemotaktische Wirkung von LIF beobachtet
werden (Hartner et al., 1997). Dies konnte durch die Rekrutierung von Monozyten zur
Immunabwehr beitragen.

LIF konnte nicht nur bei Nephropathien, sondern auch in akuten Phasen wie der
TransplantatabstoBungsreaktion im Urin nachgewiesen werden (Taupin et al., 1992).
Eine Uberexpression von LIF fijhrt im Mausmodell zu der Entwicklung einer
Mesangioproliferativen Glomerulonephritis (Shen et al., 1994).

Interessanterweise ist fliir LIF auch in der Niere ein protektives Potential beschrieben
worden. In vorausgehenden Studien konnte mittels kontinuierlicher Infusion von LIF in
Ratten eine signifikant verminderte Proteinurie nach experimentell induzierter Anti-
GBM-Antikorper-Glomerulonephritis im Vergleich zu Kontrolltieren ohne LIF-Infusion
festgestellt werden (Tang et al., 1996). Die LIF-Infusion hat jedoch keinen direkten
Effekt auf die Bindung von Anti-GBM-Antikorper an die GBM und den
Pathomechanismus. Tang und Kollegen schlussfolgerten, dass die LIF-Infusion als ein

protektiver Mechanismus anzusehen sei, da sie neben der verminderten Proteinurie mit
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einer verminderten Einwanderung von Makrophagen und reduzierten IL-1 und TNF-a
Expression einhergeht.

Dartiber hinaus scheint LIF moglicherweise nicht nur eine protektive Rolle in den
Glomeruli, sondern auch eine regenerative Funktion flir das nachgeschaltete
Tubulussystem einzunehmen. In einer neueren Studie von 2003 konnte sowohl in vivo
als auch in vitro Versuchen gezeigt werden, dass die LIF-mRNA in der
Regenerationsphase nach einem ischdmisch herbeigefiihrten akuten Nierenversagen
hochreguliert wird (Yoshino et al., 2003). In Einklang dazu fiihrte die Neutralisation
von endogenem LIF in der Regenerationsphase zu einer signifikanten Reduktion der
iiberlebenden Zellzahl in vitro.

Aktuelle Daten zeigen, dass LIF nicht nur in der Lage ist eine Myokardfibrose nach
Infarkt zu mindern (Wang et al., 2002, Zou et al., 2003, Berry et al., 2004), sondern
auch in der Niere die Fibrose im Unilateralen Ureterobstruktions (UUO)-Mausmodell
zu reduzieren scheint (Yu et al., 2015). Fibrotischer Umbau eines Gewebes stellt eine
Art Anpassung an chronifizierte Umgebungsstimuli dar, die mit einem Funktionsverlust
des Gewebes einhergeht und die Endstrecke vieler chronischer Erkrankungen darstellt.
Kiirzlich publizierte Daten geben erste Hinweise auf eine Reaktion von Podozyten auf
LIF. In vivo und in vitro Versuche an Méusen beschreiben einen apoptotischen Effekt
von Glukose-induzierten ROS auf Podozyten (Susztak et al., 2006, Eid et al., 2009, Liu
et al., 2013). Eine aktuelle Studie konnte zeigen, dass eine Vorbehandlung von
kultivierten murinen Podozyten mit 1 bis 5 ng/ml LIF die durch hohe
Glukosekonzentrationen erhohten ROS-Spiegel und die Apoptoserate senken kann (Xu
et al., 2012). Diese Daten demonstrieren zum ersten Mal einen protektiven Effekt von
LIF im Podozyten. Uber den genauen zugrundeliegenden molekularen Mechanismus im

Podozyten ist hingegen bislang wenig bekannt.

1.5 Ziele dieser Arbeit

Die meisten Nierenerkrankungen, die in eine chronische Niereninsuffizienz miinden,
haben ihren Ursprung in der begrenzten Anzahl an Nierenkorperchen, welche nach
irreversibler Schadigung der Podozyten keine Mdoglichkeiten zur Regeneration besitzen
(Kriz et al., 2013).

Seit den vergangenen Jahren wichst das Interesse an protektiven Mechanismen fiir den

Podozyten, da dessen frilhe Ablosung von der GBM an der Progression der
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Niereninsuffizienz beteiligt ist (Kriz, 2002). Ein bereits bekannter exogener protektiver
Faktor bei Podozytenschidigung ist das orale Antidiabetikum Metformin (Zhai et al.,
2015). An dieser Stelle wire interessant zu wissen, ob es auch endogene protektive oder
regenerationsfordernde Mechanismen gibt, die durch einen glomeruldren Schaden
aktiviert werden, um diesen zu beheben.

Fir das Zytokin LIF ist bislang eine Reihe regulatorischer und protektiver
Eigenschaften in verschiedenen Organsystemen bekannt. So konnte bereits gezeigt
werden, dass die Expression von LIF-mRNA bei einer durch Minderperfusion
herbeigefiihrten tubuldren Schiadigung hochreguliert wird und dies somit zur
Regeneration der Epithelzellen beitrdagt (Yoshino et al., 2003). Weitere Studien zeigen,
dass LIF auch an der Reparatur zentralnervoser Schiaden beteiligt ist und kultivierte
Stammzellen von Méiusen pluripotent hilt. Basierend auf diesen Studien konnte
vermutet werden, dass LIF nach Verlust einer intakten glomeruldren Filtrationsbarriere
eine Rolle fiir die Regeneration von Podozyten spielen konnte und somit die
Filtrationsfunktion wiederherstellen konnte. Bisher gibt es keine Studien iiber mdgliche
Regenerationsprozesse des Podozyten nach einem reversiblen oder irreversiblen
Schaden. Neuere Daten geben erste Hinweise auf ein protektives Potential von LIF in
hyperglykédmischem Stress ausgesetzten Podozyten.

Vor dem Hintergrund der aktuellen Studienlage gibt es fiir Podozyten Grund zur
Annahme eines regulatorischen Effektes von LIF auf molekularer Ebene, welcher
bislang kaum erforscht wurde. Unsere Arbeitsgruppe konnte in der Vergangenheit
bereits einen Effekt von OSM und CNTF auf Podozyten zeigen.

Aus diesen Daten resultieren die vorliegenden Untersuchungen von Signalwegen und
Zielgenen, die durch LIF in humanen und murinen immortalisierten Podozyten aktiviert
werden. Hierzu wurden die Podozyten nach verschiedenen Zeit-und
Konzentrationskinetiken mit LIF stimuliert. Ein besonderer Fokus wurde dabei auf die
Abhidngigkeit der intrazelluliren molekularen Antwort muriner Podozyten von
hyperosmolarem Stress durch extrazelluldres Sorbirol und oxidativem Stress durch
extrazellulires Wasserstoffperoxid gelegt. Diese Stressfaktoren simulieren eine
Exposition der Podozyten gegeniiber hohen Glucosekonzentrationen, wie es beim
Diabetes mellitus der Fall ist. Eine durch Hyperglykédmie erzeugte hyperosmolare
Umgebung entzieht der Zelle Wasser durch einen osmotischen Gradienten (Vinkemeier,

2004), wodurch es zu einer Storung des physiologischen Gleichgewichtes

10



Einleitung

biochemischer zelluldrer Prozesse kommt. In einer gemeinsamen Endstrecke steigen
folglich die intrazelluldren zytotoxischen ROS-Spiegel.

Dartiber hinaus wurde der funktionelle Einfluss von LIF auf das Migrationsverhalten
von humanen immortalisierten Podozyten untersucht. Ein migrationsforderndes
Potential von LIF konnte zum strukturellen VerschlieBen von im glomeruldren Filter
entstandenen Liicken nach Abldsung von Podozyten fiihren. Zusétzlich wurde die
Morphologie des Aktinzytoskelettes humaner und muriner Podozyten in Gegenwart von

LIF beobachtet.

1. Exprimiert der Podozyt den spezifischen Rezeptorkomplex fiir LIF?

2. Hat exogen appliziertes LIF eine Auswirkung auf wichtige Signalwege des
Podozyten?
Reguliert exogenes LIF die Gentranskription des Podozyten?

4. Beeinflusst exogenes LIF die zelluldre Physiologie des Podozyten?

11



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellkultur
Zelllinien

Murine immortalisierte Podozyten, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. P.

Mundel, Massachusetts General Hospital, Boston, MA, USA

Humane immortalisierte Podozyten, freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Prof.

M. Saleem, University of Bristol, Bristol, Grobritannien

Nachfolgend aufgefiihrte Tabellen zeigen eine Auflistung der in der Zellkultur

verwendeten Materialien.

Nihrmedien, Medienzusitze und Losungen

Produkt Hersteller Cat. No.
VLE RPMI 1640 Medium Biochrom AG, Berlin FG1415
FBS Superior Biochrom AG, Berlin S0615
Trypsin 0,05% / EDTA 0,02% Biochrom AG, Berlin L2143
PBS Dulbecco Biochrom AG, Berlin L1825
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin A2213
L-Glutamin Biochrom AG, Berlin K0283
Insulin-Transferrin-Selenium Gibco, Darmstadt 41400-045
Interferon-y from mouse Roche, Mannheim 11276905001
Kollagen Typ I, Rat Tail BD Biosciences, Heidelberg 354236
DMSO Sigma, Steinheim D2650

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber Nihrmedien, Medienzusitze und Losungen fiir die Kultivierung von
Podozyten mit Bezugsquellen.
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Verbrauchsmaterialien und Gerite

Produkt Hersteller Cat. No.
6 Well Zellkulturplatten Costar, Corning, NY, USA 3506

12 Well Zellkulturplatten Costar, Corning, NY, USA 3512
Deckgliaser 12 mm O VWR, Darmstadt 631-1577
Rasterschalen, 2x2 mm, &,8 cm’ Nunc, Roskilde, Danemark 174926
Kulturflaschen T75 beschichtet Nunc, Roskilde, Danemark 156499
Kulturflaschen T75 unbeschichtet Nunc, Roskilde, Ddnemark 156800

Zahlkammer fiir Zellen, Neubauer

Inversmikroskop mit
Phasenkontrasteinrichtung Axiovert 40
CFL

Objektiv A-Plan 10x/0.25 Phl-
Adapter Coolpix 9xx

Adapter Video V25 C 1" 1.0x

Universal Digital Camera Adapter d30
M37/52x0.75

Digitalkamera Coolpix 4500
Zentrifuge Rotixa/RP (Rotor 4294)
Wasserbad

Sicherheitswerkbank Hera Safe
Zellinkubator Hera Cell 150
Pipetten Pipetman Classic™
Filterspitzen fiir Pipetten

Serologische Pipetten, einzeln verpackt

Laboroptik, Lancing,
GrofBbritannien

Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Nikon, Diisseldorf
Hettich, Tuttlingen
GFL, Burgwedel

Thermo Scientific, Dreieich
Thermo Scientific, Dreieich

Gilson, Middleton, WI, USA

Sarstedt, Niimbrecht

Costar, Corning, NY, USA

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber Verbrauchsmaterialien und Gerite in der Zellkultur mit

Bezugsquellen.

Die in den Zellversuchen eingesetzten Agenzien werden in den folgenden Tabellen

dargestellt.
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Stimulanzien

Produkt Hersteller Cat. No.
Leukemia Inhibitory Factor Sigma, Steinheim L5158
rekombinantes humanes und PeproTech®, Rocky Hill, NJ, 300-01A,
murines TNF-a USA 315-01A
Wasserstoffperoxid Losung 30% Sigma, Steinheim H1009
D-Sorbitol Sigma, Steinheim S3889
Tabelle 2.3: Ubersicht iiber Stimulanzien fiir Zellversuche mit Bezugsquellen.

Inhibitoren

Produkt Hersteller Cat. No.
AG490 InSolution™ Calbiochem, Darmstadt 658411
U0126 Calbiochem, Darmstadt 662005
LY294002 Alomone Labs, Jerusalem, Isracl  L-300

Tabelle 2.4: Ubersicht iiber Inhibitoren fiir Zellversuche mit Bezugsquellen.

2.1.2 Antikorper

Folgende spezifische monoklonale (mAb) und polyklonale Antikdrper kamen bei den

Analysen zum Finsatz.

Primirantikorper

Cell Signaling, Leiden, Niederlande Verdiinnung
anti-STAT3 #9132 (Produktion wurde eingestellt) 1:750
anti-STAT3 (D3Z2G) Rabbit mAb #12640 1:1.000
anti-Phospho-STAT3 (Tyr705) #9131 1:1.000
anti-Phospho-STAT3 (Tyr705) (D3A7) XP® Rabbit mAb #9145 1:2.000
anti-AKT #9272 1:1.300
anti-Phospho-AKT (Ser473) (D9E) XP® Rabbit mAb #4060 1:1.750
anti-p44/42 MAPK (ERK1/2) #9102 1:750
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anti-Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) #9101 1:1.300
anti-p38 MAPK #9212 1:750
anti-Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (D3F9) XP® Rabbit mAb

1:1.000
#4511
anti-Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) #9211 1:1.000
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA Verdiinnung
anti-LIFR (H-220), Cat. No. sc-20752 1:50
Sigma, Steinheim Verdiinnung
anti-B-Aktin, mAb, Cat. No. A5316 1:20.000

Tabelle 2.5: Ubersicht iiber Primirantikorper, ihre eingesetzten Verdiinnungen und Bezugsquellen.
(sortiert nach Bezugsquelle)

Antikorper fiir Western Blot Analysen wurden entsprechend dem jeweiligen
Versuchsaufbau mit Proteinwaschpuffer verdiinnt und mehrfach verwendet (Lagerung
bei 4°C). Fiir Immunfluoreszenzanalysen wurden die Antikorper je nach Versuchsreihe

mit PBS oder 1% BSA/PBS verdunnt.

Sekundéirantikorper

Antikdrper Hersteller Cat. No.
anti-Kaninchen IgG, HRP-konjugiert GE Healthcare, Freiburg NA934V
anti-Maus, HRP-konjugiert Dako, Hamburg P0447
anti-Kaninchen IgG, Alexa Fluor” 488 Invitrogen, Karlsruhe A11034

Tabelle 2.6: Ubersicht iiber Sekundirantikorper mit Bezugsquellen.

Die Sekundirantikorper sind speziesspezifisch und fiir Western Blot Analysen
gekoppelt an das katalysierende Enzym Horseradish Peroxidase. Sie wurden in einer
Verdiinnung von 1:10.000 mit Proteinwaschpuffer eingesetzt. Fiir die indirekte
Immunfluoreszenz wurde ein fluoreszenzmarkierter Sekundérantikorper mit Alexa

Fluor® verwendet.
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2.1.3 Primer

Die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten Primer wurden von Eurofins MWG Operon
(Ebersberg) synthetisiert. Sie wurden geméill Herstellerangabe in sterilem Wasser
aufgeldst und haben dann eine Konzentration von 100 pmol/pul. Unter kontinuierlicher
Verwendung wurden sie bei 4°C gelagert, wenn keine Arbeiten stattfanden bei -20°C.
Die optimale Real Time Temperatur der Primer fiir die Fluoreszenzmessung wurde vor

Gebrauch individuell bestimmt.

Primer fiir murine Podozyten

Oligoname Sequenz 5' — 3' bp RT-Temp

SOCS1 for GAC AGT CGC CAA GGG AACT 132 81-83,5°C
rev GAA AAG GCA GTC GAA GGT CTC

SOCS3 for TGA CGC TCA ACG TGA AGA AG 132 81°C
rev TGC AGG AGA GCG GAT TCT AC

PIASI for TAC AAA ACC TTG CAG CCT TCC 108 76°C
rev GTG GAC AAT CGG ACA AGT GAG

PIAS3 for GTT TCG ATG CTG CCC TTT ATC 145  76°C
rev TCA TCA CAA TCC GAA CAG GAA

LIF for GCC AAT GCT CTC TTC ATT TCC 150  76°C
rev ATC CGA TAC AGC TCC ACC AAC

LIFRpB for GGA AGT CCG TGC TCC ATC AA 90 76°C
rev AAA GGA CCA CCCTCCTCC ATT A

gp130 for CAC CCA GCC CCT GCT AGA CT 77 81°C
rev TCT CAT CCC CAC CGT CTA CAC T

CNTF for CAG ACC TGA CTG CTC TTA TGG A 156  79°C
rev GGT AAG CCT GGA GGT TCT CIT G

Klif4 for AAA GAA CAG CCACCCACACITG 106  78°C
rev TAA GGT TTC TCG CCT GTG TGA G

GAPDH  for GGT CAT CCA TGA CAA CTT TGG TAT CG 384
rev GTC GCT GTT GAA GTC AGA GGA GAC
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Tabelle 2.7: Ubersicht iiber Primer fiir murine Podozyten mit Primersequenzen (Vorwirts- und
Riickwiirts), Linge der Primer in Basenpaaren und der optimalen Temperatur fiir
Fluoreszenzmessungen in der Real Time PCR.

Als endogenes Referenzgen diente der QuantiTect Primer Assay fiir murine 18S rRNA,
Cat. No. QT00324940 von Qiagen (Hilden).

2.1.4 Chemikalien, Puffer und Losungen

Alle Chemikalien wurden in der Reinheitsstufe pro Analysi (p.A.) eingesetzt. Sie sind in

der folgenden Tabelle alphabetisch zusammengefasst.

Verwendete Chemikalien

Produkt Hersteller Cat. No.
Agarose NEEO Ultra-Qualitat Roth, Karlsruhe 2267.4
APS Biomol, Hamburg 50404
Bromphenolblau Sigma, Steinheim B5525
BSA, protease free gg&ggﬂiflabo’ Lutterworth, 422361V
Complete Mini® Tabletten Roche, Mannheim 11836153001
Coumarinsiure Sigma, Steinheim C9008
giﬁgﬁ;ﬁfgdﬂ)genphow hat Merck, Darmstadt 6574
Disodium EDTA Dihydrat Merck, Darmstadt 1.08421
DTT Biomol, Hamburg 04010
Essigsdure 100% Roth, Karlsruhe 6755.2
Ethanol Merck, Darmstadt 1.11727
Ethidiumbromidldsung 0,025% Roth, Karlsruhe HP47.1
Ficoll 400 Pharmacia Biotech 17-0400-01
Formalin Sigma, Steinheim F-1635
Glycerin Merck, Darmstadt 104094
Glycin AppliChem, Darmstadt A1377
steriles H,O VWR Prolabo Chemicals, 23650.320

Isopropanol 100%

Lutterworth, GroB3britannien
Apotheke Uniklinik Diisseldorf

17



Material und Methoden

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Luminol

Methanol

Natriumchlorid
Natriumorthovanadat
Orange G
Paraformaldehyd 4%
PMSF

RNase Away®

Rotiphorese™ Gel 30%
SDS

TEMED 99%

TRIS Base

TRIS HCI

Triton"™ X-100
Tween" 20

Wasserstoffperoxid 30%

Sigma, Steinheim P9541
MallinckrodF Baker B.V., 0240
Deventer, Niederlande

Fluka, Buchs, Schweiz 09253
Is’gzile;:rcl, Castellar del Vallés, 131091
AppliChem, Darmstadt A2942
Sigma, Steinheim 450243
Fluka, Buchs, Schweiz 75380
Morphisto, Frankfurt a. M. 11762
Sigma, Steinheim P-7626
g[i(élgeg’ulcaz 33[1JosPAroducts, San 7005-11
Roth, Karlsruhe 3029.2
Biomol, Hamburg 04051.1
Roth, Karlsruhe 2367
Roth, Karlsruhe 4855.2
Sigma, Steinheim T5941
Sigma, Steinheim T9284

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

8.17072.1000
8070.2

Tabelle 2.8: Ubersicht iiber verwendete Chemikalien mit Bezugsquellen.

Puffer und Losungen wurden, sofern nicht anders angegeben, in demineralisiertem

Wasser, auch VE-Wasser, (Otto Fischar, Saarbriicken) geldst. Alle Rezepte zur

Herstellung von Puffern sind in den nachfolgenden Tabellen dargestellt.

Puffer und Losungen fiir Western Blot Analysen

PBS (pH 7,4)

1% Triton X-100 Lysispuffer

137 mM NacCl

2,68 mM KCl

4,29 mM Na,HPOy, - 7 H,O
1,47 mM KH,PO4

20 mM Tris HCI pH 7.5
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4 x Laemmli-Probenpuffer

Trenngelpuffer (pH 8§,8)

Sammelgelpuffer (pH 6.9)

Polyacrylamidgellosung
Fiir 2 Trenngele 10%

Fiir 2 Sammelgele

Laufpuffer fiir SDS-PAGE

150 mM KCI

1% Triton X-100

1 mM EDTA

1 mM Natriumorthovanadat (NazVOy)
1 Tablette Complete Mini®

0,044 mM PMSF (Zugabe kurz vor Gebrauch)
160 mM Tris HCI pH 6,8

6,4% SDS

32% Glycerol

0,32% Bromphenolblau

200 mM DTT

360 mM Tris HCI1

1140 mM Tris Base

0,4% SDS

484 mM Tris HCI1

16 mM Tris Base

0,4% SDS

3 ml Rotiphorese®

1,5 ml VE-Wasser

4,5 ml Trenngelpuffer
90 ul 10% APS

15 ul TEMED

0,535 ml Rotiphorese™
1,135 ml VE-Wasser
1,665 ml Sammelgelpuffer
40 ul 10% APS

5ul TEMED

191,8 mM Glycin
23,9 mM Tris Base
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0,1% SDS
Transferpuffer fiir Tank Blot 31 mM Tris Base
240 mM Glycin
20% Methanol
Proteinwaschpuffer 12,9 mM Tris pH 7,5
129 mM NacCl
0,13 % Tween 20
BSA-Blocklosung 5% 2,5 g BSA in 50 ml Proteinwaschpuffer
Chemolumineszenz-Nachweis
ECL-Losung A 100 mM Tris pH 8,5
0,4 mM Coumarinsédure (in DMSO geldst)
2,5 mM Luminol (in DMSO geldst)
ECL-Lésung B 100 mM Tris pH 8,5
5,87 mM H,0,

Tabelle 2.9: Ubersicht iiber Puffer und Loésungen fir Western Blot Analysen. Chemikalien der
Rezepte sind in den jeweiligen Endkonzentrationen dargestellt.

Puffer und Losungen fiir Analysen von Genexpression

TAE-Elektrophoresepuffer 39,96 mM Tris Base
19,97 mM Eisessig
2 mM Na,EDTA - 2H,0
TAE 5 x Orange G-Ladepuffer  0,25% Orange G
15% Ficoll 400

15% Glycerin

1,5 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer aufkochen bis
zur vollstdndigen Losung (dann Lagerung bei 60°C)

+ 4 Tropfen Ethidiumbromid auf 100 ml

Agarose-Gel, 1,5%

Tabelle 2.10: Ubersicht iiber Puffer und Lésungen fiir Analysen von Genexpression. Chemikalien
der Rezepte sind in den jeweiligen Endkonzentrationen dargestellt.
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2.1.5 Sonstige Materialien, Gerite und Kits

Nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die fiir diese Arbeit wichtigen Geriite.

Geriite
Bezeichnung Hersteller
BioPhotometer Eppendorf, Hamburg

Brutschrank Function Line
Eismaschine AF 80
Elektrophoresekammer Agagel
Imager FluorChem® FC2
Laborschiittler HS 260 control
Laborwaage

Laborwaage fiir Agarose, Modell 572
Mastercycler

Mikrowelle NN-E202CB

Netzteil Electrophoresis Power Supply EPS
600

Netzteil Power Pac 300

pH-Meter 766 Calimatic

Real Time PCR System 7300

Shaker Mini See-Saw Rocker SSM4
Shaker Rocking Platform
Spectrophotometer NanoDrop 2000c
Thermomixer comfort

Thermostat DryBlockHeating BioTDB-100

Vakuumpumpe PC3012 Vario

Heraeus, Hanau

Scotsman®, Mailand, Italien
Biometra, Gottingen
Biozym, Hess. Oldendorf
IKA®, Staufen

Bizerba, Balingen

Kern & Sohn, Balingen
Eppendorf, Hamburg

Panasonic, Wiesbaden
Pharmacia

Bio-Rad, Miinchen

Knick, Berlin

Applied Biosystems, Darmstadt
Stuart, Staffordshire, Grof3britannien
VWR, Darmstadt

Peqlab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

Biosan, Riga, Lettland

Vacuubrand®, Wertheim

Module zur Durchfiihrung von SDS-PAGE und Western Blot

Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Mini Trans-Blot® Cell

PowerPac™ Universal
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Pipetten

Pipettierhilfe Easypet
Multipette” stream
Research plus (0,1-2,5 ul)
Reference (2-20; 50-200 ul)

Reference 2 (0,1-2,5; 0,5-10; 10-100; 100-

1000 )

Zentrifugen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Centrifuge 5417R (Rotor F-45-24-11)
Pico 21 Centrifuge (Rotor 75003424)

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau

Tabelle 2.11: Ubersicht iiber verwendete Geriite mit Typbezeichnungen und Bezugsquellen. (sortiert

nach Geriteart)

Kits

Bezeichnung Hersteller Cat. No.

RNeasy” Plus Mini Kit Qiagen, Hilden 74136

QuantiTect® Reverse Transcription ~ Qiagen, Hilden 205313

HotStarTaq” DNA Polymerase Qiagen, Hilden 203205
®

i/ﬁv)\(zer SYBR™ Green PCR Master Applied Biosystems, Darmstadt 4367659

Super Signal® ELISA Femto Thermo Scientific, Dreieich 37075

Tabelle 2.12: Ubersicht iiber verwendete Kits mit Bezugsquellen.

Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller Cat. No.

Pasteurpipetten Rotiolab, Dreieich 2600111

Combitips advanced”® 0,5 ml

SafeSeal Gefidle (0,5; 1,5; 2 ml)

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niimbrecht

22

0030089.782



Material und Methoden

Safe-Lock Tubes 0,5 ml Eppendorf, Hamburg 0030121.023

Tubes (15; 50 ml), PP, conical

. Greiner Bio-One, Frickenhausen
bottom, sterile

Kiivetten UVette™ Eppendorf, Hamburg 0030106.318

Pipettenspitzen ep T.I.P.S. Dualfilter Eppendorf, Hamburg 0030077.512

10 ul M

96-Well PCR Platten Starlab, Hamburg 11402-9700

Klebefolie fiir 96-Well PCR Platten L OPlastics, Landgraaf, 157300
Niederlande

Nitrocellulose Membran Whatman Protran, Dassel 10401196

Blotting-Papier Whatman, Dassel 10426892

Tabelle 2.13: Ubersicht iiber Verbrauchsmaterialien mit Bezugsquellen.

Weitere fiir die Versuche verwendete Pipettenspitzen und Serologische Pipetten wurden

von Sarstedt (Niimbrecht) bezogen.

Material fiir Inmunfluoreszenzanalysen

Immunfluoreszenzmikroskop Zeiss Axio Observer.Z1

Objektiv EC Plan-Neofluar 63%/1,25 Oil

Filtersatz 49 DAPI shift free (EX G 365, BS FT 395, EM BP 445/50)
Filtersatz 38 HE eGFP shift free (EX BP 470/40, BS FT 495, EM BP 525/50)
Filtersatz 43 HE Cy 3 shift free (EX BP 550/25, BS FT 570, EM BP 605/70)
Kamera Spot Pursuit 1.4 MPixel, Visitron Systems, Puchheim

Immersionsol Immersol™ 518F, Zeiss, Oberkochen

Objekttrager, Cat. No. 0703010, Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Phalloidin-TRITC, Cat. No. P1951, Sigma, Steinheim

Eindeckmedien

IS Mounting Medium, Cat. No. SCR-38447, Dianova, Hamburg
IS Mounting Medium DAPI, Cat. No. SCR-38448, Dianova, Hamburg

Tabelle 2.14: Ubersicht iiber Materialien fiir Inmunfluoreszenzanalysen und ihre Bezugsquellen.
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Alle fiir die Immunfluoreszenzmikroskopie verwendeten Filter, Objektive inklusive

dem Inversmikroskop stammen von Zeiss (Oberkochen).

Weitere Materialien

Produkt

Hersteller

Laborglasflaschen
96-Well Platten-Gestell
Eisblocke fiir Reaktionsgefille

GieBapparatur fiir Agarosegele

Schott, Mainz

Applied Biosystems, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad, Miinchen

Proteinmarker, 7-175 kDa, Cat. No. P7708  New England Biolabs, Frankfurt a.M.

100 bp Marker, Cat. No. N3231
dNTP

Zellspachtel

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

TPP, Trasadingen, Schweiz

Tabelle 2.15: Ubersicht iiber weitere Materialien mit Bezugsquellen.

2.1.6 Software und Teststatistik

Eine Ubersicht iiber alle verwendeten Softwareprogramme gibt folgende Tabelle.

Verwendete Software

Bezeichnung

Anwendung

7300 System SDS Software Version 1.4
AlphaEase FC Version 6.0.0

EndNote X7

FluorChem FC2 Version 6.0.2

Imagel

Microsoft Excel 2007

NanoDrop 2000/2000c Version 1.4.2
VisiView Version 2.0.4

Wimasis Image Analysis (WimScratch)

Bedienung des Real Time PCR Gerétes
densitometrische Auswertung von Banden
Erstellen von Literaturangaben

Bedienung des Imaging-Systems
Bildbearbeitung

Diagramme und statistische Auswertung
Bedienung des Spectrophotometers
Bedienung des Fluoreszenzmikroskopes

Auswertung von Wound-Scratch-Assays
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Tabelle 2.16: Ubersicht iiber verwendete Software mit Bezeichnung und Anwendungsgebiet.

2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung von Podozyten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Zelllinien von Podozyten verschiedener Spezies
untersucht. Die von Herrn Dr. Mundel zur Verfiigung gestellten immortalisierten
murinen Podozyten wurden aus der Niere der Immortomaus generiert. Humane
immortalisierte Podozyten der Zelllinie AB 8/13 wurden von Prof. Saleem zur
Verfligung gestellt und stammen aus der menschlichen Niere.

Die hochspezialisierten, enddifferenzierten Podozyten proliferieren in vivo
normalerweise nicht. /n vitro hingt die Féhigkeit zur Proliferation und anschlieBenden
Ausdifferenzierung der adhdrenten immortalisierten Podozyten von beeinflussbaren
Umgebungsfaktoren ab. Grund dafiir ist das in das podozytire Genom retroviral
eingefiigte temperatursensitive  Genkonstrukt  SV40-tsA58-Large-Tumor-Antigen
(TAg). Es wird bei 33°C, 5% CO, und in Gegenwart von Interferon-y (nur fiir murine
Podozyten) von den Zellen exprimiert und beféahigt sie zur Proliferation in einem wenig
differenzierten Zustand. Ein Temperaturwechsel auf 37°C, 5% CO, und der Entzug von
Interferon-y (nur fiir murine Podozyten) ldsst sie den Zellzyklus verlassen und
ausdifferenzieren. Dieser Temperaturanstieg bewirkt den Abbau von verbleibendem
transgenen TAg. Das fehlende Interferon-y fithrt in murinen Podozyten zusitzlich zur
Inaktivierung des H-2Kb-Promotors, einem murinen MHC Klasse I Gen, der fiir die
Expression des transgenen TAg wichtig ist (Shankland et al., 2007). Die humane
Podozytenlinie wurde auBerdem mit einem Telomerase-Gen transfiziert. Bei jeder
mitotischen Teilung humaner Zellen verlieren Chromosomen kurze repetitive DNA
Sequenzen (Telomere), wodurch ihre mitotische Kapazitdt begrenzt wird. Das Enzym
Telomerase wirkt dem entgegen und stellt an den Telomerenden verlorene Sequenzen
wieder her (Saleem et al., 2002).

In terminal differenzierten Podozyten konnen eine Reihe podozytenspezifischer Marker
(Nephrin, Podocin, Synaptopodin, WT-1 u.a.) nachgewiesen werden.

Alle Arbeitsschritte zur Kultivierung der immortalisierten Podozyten und Durchfiihrung
von Versuchen in der Zellkultur erfolgten unter einer Sicherheitswerkbank der Klasse

Zwei von Thermo Scientific (Dreieich). Um sterile Bedingungen zu gewéhrleisten,
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wurden Arbeitsflichen und Materialien vor jedem Kontakt mit den Zellen mit 70%igem
Isopropanol gereinigt oder autoklaviert. Ndhrmedien, ihre Zusdtze und Trypsin/EDTA
wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C erwidrmt. Murine Podozyten erhielten
VLE RPMI 1640 Medium (mit 300 mg/l stabilem L-Glutamin und 2 g/l
Natriumhydrogenkarbonat) mit 10% fetalem Kilberserum (Fetal Bovine Serum, FBS
Superior) und 100 U/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin (alle von Biochrom AG,
Berlin). Die Zugabe von Antibiotika stellte einen Schutz der Zellen vor Kontamination
mit Bakterien dar. Fiir humane Podozyten wurde das VLE RPMI 1640 Medium (mit
300 mg/l stabilem L-Glutamin und 2 g/l Natriumhydrogenkarbonat) mit 10% fetalem
Kélberserum und 1% ITS (10 pg/ml Insulin, 5,5 pg/ml Transferrin und 6,7 ng/ml
Sodium Selenite) (Gibco, Darmstadt) versetzt. Insulin begiinstigt die Aufnahme von
Glucose in die Zellen. Selenium als Kofaktor der Glutathionperoxidase und Transferrin
schiitzen die Zellen als Antioxidantien vor freien Radikalen. Freie Radikale entstehen
bei der Zellatmung und konnen Membranlipide oder die DNA durch Oxidation
schiadigen, wodurch die Zellen apoptotisch werden konnen. FBS als Supplement enthélt
unter anderem viele fir das Zellwachstum, den Stoffwechsel und die Proliferation
notwendige Wachstumsfaktoren, Néhrstoffe und Vitamine. Da diese aus Feten
gewonnene Seren in ihrer Zusammensetzung schwanken, wurde jede neue Charge vor
Gebrauch getestet.

Die immortalisierten Podozyten wurden zur Proliferation bei 33°C und 5% CO, in 10
ml Ndhrmedium mit Zusatz von 10 U/ml Interferon-y (Roche, Mannheim) (nur fiir
murine Podozyten) in T75 Kulturflaschen (Nunc, Roskilde, Dinemark) kultiviert.
Humane Podozyten wurden in oberflichenbehandelten T75 Kulturflaschen gefiihrt. Um
Adhision und Proliferation muriner Podozyten in T75 Kulturflaschen zu verbessern,
wurde ihre 75 cm® groBe Kulturfliche vor Gebrauch mit 0,1 mg/ml Kollagen Typ I (BD
Biosciences, Heidelberg) beschichtet. Hierfir wurde das Kollagen je nach
Konzentration der gelieferten Flasche in 0,02 M Essigsdure verdiinnt. 6 ml der
Kollagenlosung wurden auf jede T75 Kulturflasche verteilt bis der Boden bedeckt war.
Nach 60-miniitiger Inkubation bei 37°C wurde die Losung abgesaugt, die T75
Kulturflaschen einmal mit sterilem PBS (Biochrom AG, Berlin) gewaschen und fiir
weitere 60 Minuten bei 37°C getrocknet. Die Kollagen-beschichteten T75
Kulturflaschen wurden bis zur Verwendung senkrecht bei 33°C, 5% CO, gelagert. Die
12 bis 14 tagige Ausdifferenzierungsphase der Subkultur erfolgte im Ndhrmedium bei
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37°C und 5% CO, in 8,8 c¢cm’ durchmessenden Rasterschalen (Nunc, Roskilde,
Dénemark), 6 Well und 12 Well Zellkulturplatten (Costar, Corning, NY, USA). Hierfiir
war keine vorherige Kollagenbeschichtung notwendig.

Zur Subkultivierung wurden die Podozyten bei 70-80%iger Konfluenz passagiert. Nach
Absaugen des alten Mediums und einem Waschschritt mit 7 ml sterilem PBS, wurden
die Zellen in 3,5 ml Trypsin 0,05% / EDTA 0,02% (Biochrom AG, Berlin) fiir drei bis
fiinf Minuten bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Anschliefend wurde im Phasenkontrast-
Mikroskop von Zeiss (Oberkochen) beobachtet, ob sich die adhédrenten Zellen von der
Kulturfliche gelost haben und dies eventuell durch leichtes Beklopfen der T75
Kulturflasche unterstiitzt. Abgeloste Zellen schwammen abgerundet in der
Trypsinierungslosung. Die Zugabe von 7 ml Nihrmedium beendete die Trypsinaktivitat
durch das darin enthaltene Serum. Um das Trypsin/EDTA zu entfernen wurde die Zell-
Trypsin-Medium Suspension in ein 50 ml Greiner Tube {iberfiihrt und bei
Raumtemperatur fiir fiinf Minuten bei 1100 rpm zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand
abgesaugt und das durch die Zellen entstandene Pellet nach leichtem Beklopfen des
Tubes in 5 bis 6 ml Nahrmedium resuspendiert. Ein Teil der Zellsuspension wurde fiir
die Erhaltungskultur in Verdiinnungen von 1:2 bis 1:4 in neue T75 Kulturflaschen mit
vorgelegtem Nahrmedium iberfithrt und bei 33°C, 5% CO; inkubiert. Bei erneuter
Konfluenz von 70-80% erfolgte wieder eine Subkultivierung, dabei bekamen murine
Podozyten alle 48 Stunden neues Interferon-y.

Aus der restlichen Suspension konnten Zellen fiir Versuche ausgesit und zur terminalen
Differenzierung fiir 12 bis 14 Tage bei 37°C, 5% CO, inkubiert werden. Die
Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-Zdhlkammer von Laboroptik (Lancing,
Grofbritannien) ermdglichte ein standardisiertes Aussden von vordefinierten
Zellzahlen. Dafiir wurden in zwei Mal 10 pl Suspension jeweils vier Quadrate
ausgezéhlt und das arithmetische Mittel fiir ein Quadrat berechnet. Die Multiplikation
mit dem Kammerfaktor 10.000 ergab die Anzahl der Zellen in einem Milliliter
Suspension. Je nach Mikrotiterplatte und Schale wurde dann die gewiinschte
Verdiinnung berechnet und auf die Vertiefungen verteilt. In 6 Well Zellkulturplatten
wurden 25.000 (human) oder 30.000 (murin) Zellen pro Vertiefung in 2 ml
Néhrmedium ausgesét, wobei jeweils 1 ml Medium vorgelegt wurde. 12 Well
Zellkulturplatten fiir Immunfluoreszenzfarbungen wurden zunichst mit einem runden

Deckglaschen (VWR, Darmstadt) pro Vertiefung ausgestattet und dann 5.000 (human)
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oder 9.000 (murin) Zellen auf jede Vertiefung in 1 ml Nihrmedium verteilt.
Rasterschalen fiir Migrationsanalysen enthielten 160.000 (human) oder 200.000 (murin)
Zellen in 2 ml Ndhrmedium. Dieses Vorgehen diente nicht nur der Standardisierung,
sondern ermdglichte auch ein optimales Wachstum der Zellen. Im Laufe der
Ausdifferenzierung verdndern sich Aussehen und GroBe der Zellkdrper, was
ausreichend Platz voraussetzt. Dennoch darf der Zellrasen nicht zu diinn ausgesit
werden, da so der Wachstumsreiz fehlen wiirde. Ein zu dichter Zellrasen induziert durch
Kontakthemmung ein Versiegen des Wachstums.

Ein Wechsel des Nédhrmediums wurde drei Mal pro Woche durchgefiihrt. Tégliches
Mikroskopieren der Erhaltungskultur und Subkultur machte eine frithzeitige Erkennung
von Kontaminationen mit Mikroorganismen und das Beobachten von Wachstum und
Morphologie moglich. Makroskopische Hinweise fiir Kontaminationen konnen eine
Triibung oder Verfirbung des Mediums sein. Auflerdem wurde in regelméBigen
Abstéinden der Uberstand nach einem Mediumwechsel durch PCR auf Mykoplasmen
untersucht.

Fiir Versuche wurden Zellen der Passage 18 bis maximal 30 verwendet. 12 bis 24
Stunden vor Beginn jedes Versuches wurden die Zellen nach einem Waschschritt in je 1
ml vorgewdrmtem serumfreiem Hungermedium (VLE RPMI 1640 Medium mit
zusdtzlich 100 U/ml Penicillin / 100 pg/ml Streptomycin fiir murine Podozyten) pro
Vertiefung bei 37°C, 5% CO; inkubiert. Durch den somit eingeleiteten Mangel an
Wachstumsfaktoren gingen die Zellen in die Go-Phase des Zellzyklus iiber, wodurch
standardisierte =~ Ausgangsbedingungen  geschaffen = wurden. Bei  lidngeren

Stimulationszeiten wurde alle 24 Stunden das Hungermedium mit dem Agens erneuert.

2.2.2 Proteinextraktion aus Podozyten

Die Isolation von Proteinen aus Podozyten ist essenziell fiir eine anschlieBende
Detektion von Zielproteinen im Western Blot. Nach Beendigung der entsprechenden
Stimulationszeit eines Versuches in einer 6 Well Zellkulturplatte wurde die Exposition
gegeniiber Stimulanzien und Inhibitoren durch Absaugen des Agens-haltigen
Hungermediums und Spiilen mit wenigen Milliliter 4°C kaltem PBS (Rezept siehe
Tabelle 2.9) gestoppt. Dabei wurde der Ablauf des Versuches immer so geplant, dass
alle Vertiefungen zur selben Zeit bearbeitet werden konnten. Die Zellmembranlyse

wurde nach Entfernen des PBS eingeleitet durch Zugabe von je 50 pl vorgekiihltem
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1%igem Triton X-100 Lysispuffer (Rezept siche Tabelle 2.9) auf die Zellen. Das PMSF
(geldst in Isopropanol 100%), ein Protease-Inhibitor, musste jedes Mal frisch zum
Lysispuffer hinzugefiigt werden, da es in wéssriger Losung instabil und rasch zersetzt
wird. Nach mechanischer Ablosung der Zellen mit Zellspachteln (TPP, Trasadingen,
Schweiz), gefolgt von Abpipettieren des die Zellen enthaltenen Lysispuffers in
vorbeschriftete 1,5 ml Reaktionsgefiafle (SafeSeal Gefal3, Sarstedt, Niimbrecht), wurde
die Lyse fiir 20 bis 30 Minuten auf Eis fortgesetzt. Durch anschlieBende Zentrifugation
der Zelllysate bei 4°C und 14.000 rpm fiir 15 Minuten konnten Proteine im Uberstand

von Zelltriimmern getrennt und in neue 1,5 ml Reaktionsgefdf3e tiberfiihrt werden.

2.2.3 SDS-(PAGE) Gelelektrophorese und Western Blot

Die aus den Podozyten bei der Ernte gewonnenen Proteine wurden mittels SDS-
Gelelektrophorese nach Molekiilgrofle in einem diskontinuierlichen Polyacrylamidgel
(Laemmli, 1970) aufgetrennt und anschlieBend auf eine Membran transferiert um dort
immunologisch dargestellt werden zu konnen. Die dafiir bendtigten Module wurden von
Bio-Rad (Miinchen) bezogen.

Zuerst wurden die Proteinlysate jeweils im Verhdltnis 1:4 mit 4 x Laemmli-
Probenpuffer (Rezept siehe Tabelle 2.9) versetzt und fiir fiinf Minuten bei 95°C im
Thermomixer von Eppendorf (Hamburg) inkubiert, wodurch die Proteine denaturierten
und Proteasen inaktiviert wurden. Nach kurzem Anzentrifugieren und weiterer Kiihlung
auf Eis, konnten die fertigen Proben sofort weiterverwendet oder bei -20°C aufbewahrt
werden.

Nun wurde nach standardisiertem Schema ein 10%iges 0,75 mm oder 1 mm dickes SDS
Gel gegossen, welches aus einem Trenngel und einem Sammelgel bestand. Hierfiir
wurden Dichtungsmatten in ein GelgieBgestell gelegt und die mit VE-Wasser gereinigte
Spacerplatte mit der Glasplatte in der Gelplattenklemme im GelgieBgestell fixiert. Das
Trenngel wurde nach obigem Rezept (Tabelle 2.9) hergestellt, wobei kurz vor dem
Gieflen APS und TEMED hinzukamen. Jeweils 3,9 ml der Losung wurden mit einer
Stabpipette langsam senkrecht zu den Platten zwischen Spacerplatte und Glasplatte
moglichst frei von Blasen pipettiert und sofort mit 100%igem Isopropanol beschichtet
um die Oberfliche zu glétten. Das Trenngel war je nach Aulentemperatur nach etwa 20
Minuten auspolymerisiert. Nun wurde das 100%ige Isopropanol weggegossen, mit VE-

Wasser ausgespiilt und mit Filterpapier gut trocken getupft. Fiir das Sammelgel wurde
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dhnlich wie fir das Trenngel verfahren. Etwa 1 ml des Gemisches wurde bis zum
Glasplattenrand mit einer 1000er Pipettenspitze zwischen Spacerplatte und Glasplatte
pipettiert und sofort die Kdmme (10 Well oder 15 Well) dazwischengeschoben. Nach
Auspolymerisierung der Gele wurden diese mit der Glasplatte nach innen in die
Elektrophoresekammer gespannt. Die Kammer wurde bis zur entsprechenden
Markierung und zwischen den Platten bis zum oberen Rand mit Laufpuffer (Rezept
siche Tabelle 2.9) befiillt. Nach dem Ziehen der Kimme wurden pro Gel einmal 6-10 pl
ProteingroBenmarker (New England Biolabs, Frankfurt a.M.) und je 15 pl der Proben
pro Tasche auf das Sammelgel aufgetragen. Durch Anlage einer konstanten Spannung
von 70 Volt fiir 30 Minuten wurden die Proteine aufkonzentriert und wanderten
gleichermaflen Richtung Anode, wo sie dann auf das Trenngel stieBen und im
elektrischen Feld bei konstanter Stromstérke von 20 mA pro Gel fiir eine Stunde und
30 Minuten aufgetrennt wurden. Das im Uberschuss vorhandene negativ geladene SDS
lagerte sich proportional zur Molekiilmasse um die Proteine und spaltete ihre Sekundér-
und Tertidrstruktur, so dass nur nach GroBe aufgetrennt wurde. Die Poren in der
Polyacrylamidmatrix lieBen die SDS-Protein-Komplexe unterschiedlich weit wandern,
da kleinere Proteine weniger Widerstand hatten und schneller wanderten. Als Indikator
fir die Lauffront diente das im neutralen und alkalischen Bereich blaue
Bromphenolblau aus dem Probenpuffer, woran man den Fortschritt der Auftrennung
erkennen konnte.

Anschlieffend wurde ein Western Blot durchgefiihrt mit dem Ziel einer dauerhaften
Fixierung der aufgetrennten Proteine auf einer Nitrocellulosemembran (Whatman
Protran, Dassel). Fiir das Tank Blot Verfahren (Towbin et al., 1979) wurden zunichst
die Nitrocellulosemembran, das Blottingpapier (Whatman, Dassel), die Schwamme und
das vom Sammelgel getrennte Trenngel in Transferpuffer (Rezept sieche Tabelle 2.9)
getrankt. Das darin enthaltene Methanol aktivierte die Proteinbindungsstellen der
Nitrocellulosemembran. Die Schichtung in der Gelhalterkassette setzte sich von
Schwarz nach Farblos in der Reihenfolge Schwamm, Blottingpapier, Trenngel,
Nitrocellulosemembran, Blottingpapier, Schwamm zusammen. Noch eventuell
vorhandene Luftblasen wurden vorsichtig von einer Seite zur anderen mit der Hand
weggestrichen. Die fertig zusammengebaute Gelhalterkassette wurde in die Blotkammer
gespannt und diese bis oben hin mit Transferpuffer befiillt. Damit die Temperatur nicht

anstieg, wurde kurz vorher ein Eisblock in die Kammer gelegt und dann zwei Stunden

30



Material und Methoden

bei 200 mA Richtung Anode geblottet. Die Membran wurde anschlieBend mit 5%igem
bovinen Serumalbumin (BSA) entweder eine Stunde bei 37°C auf dem Shaker (Stuart,
Staffordshire, GroBbritannien) geblockt oder bei 4°C iiber Nacht in den Kiihlschrank
gestellt. Hierdurch wurden freie Bindungsstellen abgesittigt, um unspezifische
Antikorperreaktionen zu verhindern. Nach kurzem Schwenken in Proteinwaschpuffer
(Rezept siehe Tabelle 2.9) wurde die Membran im jeweiligen Primérantikorper iiber
Nacht bei 4°C auf dem Shaker (VWR, Darmstadt) oder im Fall von anti--Aktin fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur auf dem Laborschiittler (IKA®, Staufen) inkubiert
(Primérantikorperliste in Tabelle 2.5). Es folgte ein vier Mal fiinf Minuten
Waschvorgang mit Proteinwaschpuffer, um ungebundene Primirantikérper zu
entfernen, und die einstiindige Inkubation mit Horseradish Peroxidase (HRP)
markierten Sekunddrantikorpern bei Raumtemperatur auf dem Laborschiittler
(Sekundirantikorperliste in Tabelle 2.6). Nitrocellulosemembranen mit vorheriger
Aktinfarbung wurden im anti-Maus Sekundirantikorper fiir 45 Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Laborschiittler inkubiert. Der vier Mal fiinf Minuten
Waschvorgang wurde nun wiederholt und die Membran danach mit 2 ml der wie in
Tabelle 2.9 hergestellten ECL Losung (1 ml Lésung A + 1 ml Losung B) beschichtet in
den Imager FluorChem® FC2 (Biozym, Hess. Oldendorf) gelegt. Die Horseradish
Peroxidase als Konjugat des Sekunddrantikorpers diente der Sichtbarmachung
gebundener Antikorper, indem sie die Oxidation des Luminols aus der ECL Losung
katalysierte, wodurch messbare Chemilumineszenz entstand. Durch die entstandene
Lichtemission konnte die Position geringster Proteinmengen mit einer UV-sensitiven
CCD-Kamera digitalisiert werden. Fiir die Messung wurden die Membranen sieben
Minuten lang aufgenommen. Aktin-gefarbte Membranen wurden aufgrund des starken
Signals fiir nur 90 Sekunden entwickelt.

Die Intensitdt der Banden wurde densitometrisch mit dem Programm AlphaEase FC
ausgemessen. Zur relativen Quantifizierung wurden fiir jeden Versuch getrennte
Membranen mit dem Gesamt-Protein-Antikérper und dem phosphorylierten Protein-
Antikorper inkubiert und ihre Banden-Intensititen zueinander ins Verhiltnis gesetzt
(Phospho-Protein : Gesamt-Protein). Die berechneten Quotienten wurden auf die

mitgefiihrte Negativkontrolle normalisiert und in einem Diagramm dargestellt.
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2.2.4 RNA Isolierung aus Podozyten

Bevor RNA aus Podozyten in Form von cDNA weiteren Analysen unterzogen werden
konnte, bedurfte es ihrer vorherigen Aufbereitung. Dies geschah mit Hilfe des RNeasy®
Plus Mini Kits von Qiagen (Hilden).

Idealerweise verliefen die folgenden Arbeitsschritte zur Analyse von Genexpression in
Podozyten unter RNase-freien Bedingungen. Um das zu erreichen wurden Handschuhe,
Arbeitsflichen, Gegenstinde und Materialien fortlaufend mit RNase Away® (Molecular
BioProducts, San Diego, CA, USA) dekontaminiert. Es wurden ausschlielich RNase-
und DNase-freie Verbrauchsmaterialien und Filterspitzen der Firmen Qiagen,
Eppendorf (Hamburg), Sarstedt (Niimbrecht) und Costar (Corning, NY, USA)
verwendet.

Nach beendeter Stimulation in 6 Well Zellkulturplatten wurde das Stimulans-haltige
Hungermedium abgesaugt, die Podozyten mit einigen Milliliter 4°C kaltem, sterilen
PBS gespiilt und sofort in je 350 ul RLT Plus Puffer aus dem Kit geerntet. Der RLT
Plus Puffer war nicht nur fiir die Zellmembranlyse verantwortlich, er inaktivierte auch
RNasen durch seine denaturierenden Eigenschaften. Wie bei der Proteinextraktion
dienten auch hier mit RNase Away” gereinigte Zellspachtel der mechanischen
Ablosung der Zellen vom Untergrund. Anschliefend wurden die Zelllysate in 1,5 ml
Reaktionsgefae liberfithrt und konnten auf Eis gekiihlt direkt weiterverwendet werden.
Alle folgenden Arbeitsschritte bis zur Isolierung der RNA wurden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt und sollten daher ziigig ablaufen. Die Proben eines Versuches wurden alle
im gleichen Schub behandelt.

Eine zweiminiitige Zentrifugation bei 21.000 x g diente der Entfernung von
Zelltrimmern, die sich als Pellet am Boden der Reaktionsgefifle absetzten. Nach
Uberfithren des Uberstandes auf spezielle gDNA Eliminierungssiulen aus dem Kit
folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 8.000 x g fiir 15 Sekunden. Die Siule mit
gebundener gDNA wurde verworfen und das von gDNA befreite aufgefangene Lysat
mit je 350 pl RNase-freiem 70%igen Ethanol vermischt. Dadurch konnten
Bindungseigenschaften der RNA verbessert werden. Im Zuge der RNA-Extraktion
wurde dieses Gemisch nun auf spezielle RNA Sdulen aus dem Kit pipettiert, gefolgt von
erneutem Zentrifugieren bei 8.000 x g fiir 15 Sekunden. Die darauffolgenden Schritte
dienten der Aufreinigung von an die Membran der Sdule gebundener RNA. Nach

Verwerfen der aufgefangenen Fliissigkeit erfolgten zunéchst ein Waschschritt mit 700
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ul RW1-Puffer und im Anschluss zwei Waschschritte mit je 500 ul Ethanol-haltigem
RPE-Puffer aus dem Kit. Dabei wurden die Séulen zwischen jedem Waschvorgang fiir
15 Sekunden bei 8.000 x g zentrifugiert und die aufgefangene Fliissigkeit verworfen.
Um die Membranen mit gebundener RNA fiir die Elution komplett von RPE-Puffer und
Ethanol zu befreien, wurden die Sdulen nun in neue 2 ml Auffanggefile iiberfiihrt und
eine Minute lang bei 21.000 x g zentrifugiert. Danach wurden die Sédulen in 1,5 ml
Reaktionsgefafie aus dem Kit iiberfiihrt und die RNA mit je 30 ul RNase-freiem Wasser
bei 8.000 x g fiir eine Minute aus der Membran eluiert und direkt auf Eis gekiihlt. Um
einen Ausgangswert fiir den spdteren Vergleich von noch vorhandener gDNA-

Verunreinigung zu erhalten, wurden nun 0,5 pl jeder RNA-Probe entnommen.

2.2.5 Reverse Transkription

Nach der Isolierung musste die im Eluat gewonnene RNA in Vorbereitung fiir die
Quantifizierung mittels Real Time Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain
Reaktion, PCR) zunichst in cDNA umgeschrieben werden. Hierfliir wurde weiterhin
unter RNase-freien Bedingungen das QuantiTect® Reverse Transcription Kit von
Qiagen verwendet.

In den folgenden Schritten wurden RNA-Proben und Bestandteile des Kits zum Schutz
vor Degradation von Molekiilen durchgehend in Eisblocken von Eppendorf (Hamburg)
kiihl gehalten. Fiir die Umschreibung wurden 12 pl jeder RNA-Probe eingesetzt.
Zwecks Eliminierung von noch vorhandener gDNA wurde zuerst ein Verdau mit je 2 ul
gDNA Wipeout Buffer (7x) aus dem Kit fiir drei Minuten bei 42°C im Thermostat von
Biosan (Riga, Lettland) durchgefiihrt. An dieser Stelle wurden jeder Probe 0,5 pl zur
spateren Kontrolle der vollstaindigen gDNA Eliminierung entnommen. Das Endvolumen
von 14 ul wurde durch Zugabe von je 0,5 ul RNase-freiem Wasser ausgeglichen.
Hiernach konnte die RNA-abhingige Synthese der komplementéren Einzelstrang-DNA
(single-stranded DNA, ssDNA) mittels Reverser Transkriptase aus dem Kit
durchgefiihrt werden. Dieses rekombinant hergestellte Enzym stammte in dem Fall aus
Escherichia coli-Bakterien. Neben der DNA-Polymerase-Aktivitit besall es aullerdem
eine RNase H (hybrid-abhingige Exoribonuclease) -Aktivitdt, wodurch spezifisch
bereits umgeschriecbene RNA degradiert wurde, sodass am Ende nur noch
einzelstrangige ¢cDNA vorlag. Zur Vereinfachung und homogeneren Vermengung der

einzelnen Volumina wurde ein sogenannter Mastermix vorgemischt, bestehend aus 4 pl
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Quantiscript RT Buffer (5%) (enthdlt dNTPs), 1 ul Quantiscript Reverse Transcriptase
(enthédlt RNase-Inhibitor) und 1 pl RT Primer Mix fiir den 14 pl-Verdauansatz jeder
RNA-Probe. Die anschlieBende cDNA Synthese in den 20 pl-Ansitzen erfolgte nach
kurzem Anzentrifugieren im Eppendorf Mastercycler fiir 25 Minuten bei 42°C, gefolgt
von 3 Minuten und 30 Sekunden langer Hitzeinaktivierung der Reversen Transkriptase
bei 95°C. Auch hier wurden nach kurzem Anzentrifugieren wieder 0,5 ul von jeder
Probe entnommen um den Erfolg der cDNA Synthese zu tliberpriifen. Die gewonnenen
cDNA-Proben konnten nun in der Real Time PCR als Matrize eingesetzt werden. Je
nach Menge der zu untersuchenden Parameter wurden sie vorher mit je 11,5 pl sterilem
Wasser verdiinnt, sodass schlussendlich maximal 30 pul cDNA-Probe zur Verfligung
standen. Die Proben wurden bei Verwendung fiir kurze Zeitrdume bei 4°C gelagert und

fiir langere bei -20°C.

2.2.6 Konventionelle Polymerase-Kettenreaktion

Um die vollstindige Eliminierung von gDNA aus isolierter Podozyten-RNA und den
Erfolg der Reversen Transkription mittels konventioneller PCR zu {iberpriifen, wurde
zuletzt die bereits erwdhnte Kontrolle mit dem HotStarTaq” DNA Polymerase Kit von
Qiagen durchgefiihrt. Hierfir wurden 0,5 ml Safe-Lock Tubes von Eppendorf
verwendet, da sie bei starker Hitze kein Verdunsten der Ansétze erlauben.

Im Prozess der Verarbeitung von podozytirer RNA zu cDNA wurden von
verschiedenen Stadien der selben Proben kleine Volumina entnommen (siehe 2.2.4 und
2.2.5). Der Einsatz von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als in
Eukaryoten ubiquitir vorkommendes konstitutiv exprimiertes Gen diente dabei der
relativen Semiquantifizierung von DNA-Molekiilen. FEin hierfiir vorpipettierter
Mastermix enthielt folgende Komponenten pro 0,5 pl-Ansatz: 16,78 ul steriles H,O, 2
ul PCR Buffer (10x) (enthdlt 15 mM MgCly), 0,4 ul dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und
dTTP), 0,1 ul GAPDH Riickwértsprimer, 0,1 pl GAPDH Vorwirtsprimer und 0,12 pl
HotStarTag-DNA-Polymerase. Somit ergab sich ein Endvolumen von je 20 pl. Eine
Negativkontrolle bestehend aus dem Mastermix ohne Probe wurde mitgefiihrt. Der
gesamte Ansatz wurde nach kurzem Anzentrifugieren fiir die Amplifikation in den
Mastercycler gesetzt und die HotStarTaqg-DNA-Polymerase zuerst flir 15 Minuten bei
95°C hitzeaktiviert, gefolgt von 40 Zyklen mit je drei Schritten 95°C, 30 sek.
(Denaturierung) / 58°C, 30 sek. (Primer-Annealing) / 72°C, 30 sek. (Elongation) mit
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abschlieBenden fiinf Minuten bei 72°C (finale Elongation). Nach Ende des Durchlaufes
kiihlte der Cycler die PCR-Produkte auf 4°C ab.

Inzwischen konnte nach obigem Rezept (Tabelle 2.10) ein 1,5%iges Agarose-Gel
gegossen werden, in dem die Kontroll-PCR-Produkte nach Basenpaarlinge aufgetrennt
wurden und durch das Ethidiumbromid aus dem Gel sichtbar gemacht werden konnten.
Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsduren und verdndert auf diese Weise seine
Fluoreszenzintensitdt bei Anregung mit einer UV-Lampe. Dies konnte bereits nach
wenigen Sekunden Exposition mit der UV-sensitiven CCD-Kamera im Imaging-System
digital erfasst werden. Nach 20-30 Minuten war das Gel ausgehértet und konnte von der
Gielstation (Bio-Rad) in die Elektrophoresekammer (Biometra, Goéttingen), die mit
TAE-Elektrophoresepuffer (Rezept siche Tabelle 2.10) gefiillt war, iiberfiihrt werden.
Die PCR-Produkte wurden zur Sichtbarmachung der Lauffront und Beschwerung in den
Geltaschen mit je 2 pl 5x Orange G-Ladepuffer (Rezept siehe Tabelle 2.10) versetzt
und kurz anzentrifugiert. Auf das mit TEA-Elektrophoresepuffer bedeckte Gel wurden
pro Reihe in die Geltaschen 6 pl 100-bp-Marker (New England Biolabs, Frankfurt
a.M.), gefolgt von je 9 ul PCR-Produkt und zuletzt 6 pl 100-bp-Marker aufgetragen.
Unter Anlage einer konstanten Spannung von meist 85 V wanderten die negativ
geladenen DNA Molekiile bei 350 mA im elektrischen Feld Richtung Anode. Da das
Ethidiumbromid der DNA entgegengesetzt wandert, musste der Lauf in Abhdngigkeit
von der Spannung regelmiBig beobachtet werden und eventuell zwischendurch
Aufnahmen zur Beurteilung des Fortschrittes gemacht werden. Bei konstanten 85 V
reichten oft 35-40 Minuten aus und es konnte ein endgiiltiges Bild im Imaging-System
gemacht werden. Erwartet wurden vereinzelte Banden in der RNA vor dem gDNA-
Verdau, keine Banden in der RNA nach dem gDNA-Verdau (spricht fiir vollstandige
Eliminierung der gDNA), ebenfalls keine Bande in der Negativkontrolle und kraftige,
gleichmédfige Banden in der cDNA.

2.2.7 Spektralphotometrische Messungen

Das photometrische Messen von Extinktionen der cDNA-Proben erfolgte zur
Abschdtzung von mdglichen Verunreinigungen mit Proteinen (bei 280 nm) und Zuckern
(bei 230 nm) und der Menge an vorhandener cDNA (bei 260 nm). Die gemessene
Konzentration lag meist um 1.500 pg/ml (im Nanodrop etwa 1.000 ng/ul). Zum Einsatz

kamen dabei entweder Kiivetten (Eppendorf) mit 1:70 verdiinnter Probe in sterilem
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Wasser bei Verwendung des Biophotometers von Eppendorf oder es wurde direkt 1 pl
Probe auf den Messsockel des Nanodrops (Peqlab, Erlangen) gegeben. Die Eichung mit

einem Leerwert (RNase-freies Wasser) wurde vor Beginn jeder Messreihe durchgefiihrt.

2.2.8 Quantitative Real Time Polymerase-Kettenreaktion

Ein gut etabliertes Verfahren zur Analyse von relativer Genexpression auf mRNA-
Ebene ist die quantitative Real Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR). Die
Methode beruht auf einer exponentiellen Vervielfiltigung von gezielten
Sequenzabschnitten auf einer DNA-Kopievorlage. Als Kopievorlage diente hier, wie in
2.2.5 beschrieben, die aus isolierter Podozyten-RNA gewonnene cDNA. Durch den
Einsatz von SYBR Green I, einem an doppelstringige DNA unspezifisch bindenden
Cyanin-Farbstoff, konnte proportional zur amplifizierten Menge akkumulierender
Produkte nach jedem Zyklus ein Signal detektiert werden, das in Form einer Graphik
(Amplifikationskurven) dargestellt wurde. Das Signal entstand durch die stirkere
Fluoreszenzintensitdt von gebundenem SYBR Green I nach Anregung mit einer
Lichtquelle. In den Amplifikationskurven war die gemessene Fluoreszenz gegen die
PCR-Zykluszahl aufgetragen und es konnten verschiedene Phasen voneinander
abgegrenzt werden. Vor dem Anstieg von signifikant messbarer Farbstoff-Fluoreszenz
dominierte etwa bis zum 15. Zyklus eine unspezifische Hintergrundfluoreszenz
(sogenannte Baseline) mit niedriger Intensitit. Um ihren storenden Einfluss auf die
gemessene Farbstoff-Fluoreszenz der Amplifikate und die nachfolgende Auswertung zu
reduzieren, wurde sie von den Amplifikationskurven subtrahiert. Der sogenannte
Schwellenzyklus (Cr, cycle threshold) war dabei der erste Zyklus bei dem das
Fluoreszenzsignal iiber der Baseline lag und eine konstante exponentielle Verdopplung
begann (exponentielle Phase). Niedrige Cr-Werte sprachen fiir ein frithes Erreichen der
stabilen exponentiellen Amplifikation und folglich fiir eine hohe Menge vorhandener
PCR-Produkte und umgekehrt. Bei steigender Akkumulation der Amplifikate und
Erschopfung der Reaktoren wurden die Kurven durch langsamere Amplifikation flacher
und gingen in die lineare Phase iiber, gefolgt von der noch flacheren Plateau-Phase.
Anhand der Schmelzkurvenanalyse, die einmalig nach jeder Amplifikation durchgefiihrt
wurde, konnten Primerdimere von PCR-Produkten unterschieden und zusétzliche
unspezifische Amplifikationen (mehrere Peaks) erkannt werden. Primerdimere sind

kleinere Fragmente und haben niedrigere Schmelztemperaturen als die gréoeren PCR-
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Produkte. Auch bei diesem methodischen Vorgehen war sauberes Arbeiten zum
Ausschluss von Kontamination mit fremder DNA wichtig. Es wurden ausschlieBlich
PCR-reine Verbrauchsmaterialien und geeignete Dekontaminationsmittel verwendet.
Der SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Darmstadt) wurde bei
kontinuierlicher Verwendung bei 4°C gelagert, fiir lingere Zeitraume bei -80°C. Alle
verwendeten Produkte, inklusive der cDNA-Proben, wurden fortlaufend in Eisblocken
gekiihlt. Nach Planung des Verteilungsmusters auf der 96-Well Platte (Starlab,
Hamburg) und Programmierung des Real Time PCR Gerites (Applied Biosystems,
Darmstadt), wurden zuerst die einzelnen Primer-Mixe fiir den Gesamt-Ansatz ohne

cDNA in 1,5 ml Reaktionsgefdflen vorbereitet. Diese setzten sich wie folgt zusammen:

Real Time PCR Ansatz

Produkt QuantiTect Primer (18S) eigene Primer

steriles Wasser 7 ul 8,5 ul

SYBR Green Master Mix 10 ul 10 pl

Primer 2 ul 0,25 pl Riickwirtsprimer
0,25 pl Vorwartsprimer

cDNA +1pul +1pul

Tabelle 2.17: Ubersicht iiber den Real Time PCR Ansatz fiir je 20 pl. Fiir den Mix des endogenen
Referenzgens 18S rRNA wurden die Komponenten anderes zusammengesetzt (mittlere Spalte) als fiir die
iibrigen Primer.

Jeder Probenreihe schloss sich eine Negativkontrolle (No Template Control, NTC)
bestehend aus dem Primer-Mix ohne cDNA, stattdessen mit 1ul sterilem Wasser, an.
Fiir jede Probe wurden Doppelwerte generiert. Um spitere Fluoreszenz-Messungen
nicht zu beeintrichtigen, wurde die 96-Well Platte zur Vermeidung von Bodenkontakt
in ein spezielles Gestell (Applied Biosystems, Darmstadt) gelegt. Nun wurden fiir
moglichst gleiche Volumina und geringen Einfluss auf die Hintergrundfluoreszenz je 19
ul der Primer-Mixe mit einer Multipette (Eppendorf) in die 96-Well Platte vorgelegt,
wobei das erste Volumen immer zuriick in das Reaktionsgefdl verworfen wurde und die
NTCs meist manuell mit einer iiblichen Pipette (Eppendorf) hineingegeben wurden. Die
Zugabe der cDNA erfolgte mit speziellen PCR-reinen Pipettenspitzen von Eppendorf.

Dies ergab ein Gesamtvolumen von 20 pl pro Ansatz. Nach Anbringen der Klebefolie
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(BIOplastics, Landgraaf, Niederlande) mit einem grofen Schaber auf die 96-Well
Platte, ohne ihre Oberfliche dabei zu beriihren, wurde sie nach kurzem
Anzentrifugieren waagerecht in den Thermoblock des Real Time PCR Gerites gelegt.
Anschliefend wurde das Programm gestartet und die 7300 System SDS Software
durchlief das vorgespeicherte Protokoll. Im ersten Schritt wurden fiir 15 Minuten bei
95°C die Hot Start DNA-Polymerase (im SYBR Green Master Mix enthalten)
hitzeaktiviert und Wasserstoffbriickenbindungen von doppelstrangigen DNA- und
Primer-Molekiilen gespalten (initiale Denaturierung). Es folgten zur Amplifikation 40
Zyklen mit je vier Schritten in der Reihenfolge 95°C, 15 sek (Denaturierung) / 58°C, 30
sek (Primer-Annealing) / 72°C, 30 sek (Elongation 5'—3") / variable Real Time Primer-
Temperatur (siche Tabelle 2.7), 32 sek. Dabei dienten die letzten 32 Sekunden der
Fluoreszenzmessung, da bei erneutem Denaturieren der neu gebildeten Doppelstringe
das SYBR Green I freigesetzt wird und die Fluoreszenz dann stark abnimmt. Die
Temperatur wurde vorher individuell anhand von Schmelzkurven bestimmt, sodass
moglichst alle Primerdimere aufgeschmolzen waren aber noch viel Farbstoft-
Fluoreszenz der PCR-Produkte detektiert werden konnte. Nach erfolgreicher
Amplifikation schloss sich als letzter Schritt einmalig die Schmelzkurvenanalyse an mit
den Schritten 95°C, 15 sek / 60°C, 30 sek / 95°C 15 sek. Nach Ende des Laufes erhielt
man die Amplifikationskurven, fiir die Cr-Werte und Baseline automatisch bestimmt
und verrechnet wurden. Ein manuelles Bestimmen der Cr-Werte erfolgte nur wenn dies
automatisch nicht durchfiihrbar war aufgrund von unterschiedlich friihem Erreichen der
Plateau-Phase. Dabei wurde versucht die threshold-Linie moglichst in die Mitte der
exponentiellen Phase zu setzen. Nach Vergleich der Cr-Doppelwerte und
Schmelzkurvenanalyse, wurden die Daten in eine Excel-Datei exportiert. Wichen die
Doppelwerte sehr stark voneinander ab, wurde nach Fehleranalyse entweder ein
Mittelwert verwendet, die Real Time PCR wiederholt oder die Produkte in der Agarose-
Gelelektrophorese zur Analyse aufgetrennt.

Die statistische Auswertung der im Real Time PCR Gerit detektierten Fluoreszenz von
an Amplifikaten gebundenem SYBR Green I erfolgte anhand der gemessenen Cr-Werte
nach der 2"**“;-Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Hierbei wurden die gemittelten
Cr-Doppelwerte zundchst durch Subtraktion (Cr (zielgen) - CT (Referenzeen)) auf das
endogene Referenzgen 18S normalisiert (ACt) um ungleiche Mengen der eingesetzten

Proben auszugleichen. Die Expression des 18S ist als konstant anzusehen, da sie nicht
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reguliert wird. Zur relativen Quantifizierung der Genexpression wurde dann die
Differenz aus den ACt-Werten der stimulierten Probe und der unstimulierten
Kontrollprobe gebildet (ACt (stimuliery - ACT (unstimutiey = AACT). Diese relative

288C _Ratio als ein Vielfaches der

Genexpression wurde durch Berechnung der
Expression in der Kontrollprobe dargestellt. Fiir die unbehandelte Kontrollprobe ergibt
sich dabei ein AACr-Wert von null (ACt nstimutiert) - ACT (unstimutierty) Und folglich der Wert
eins nach Anwendung der 2**“-Formel. Daraus resultiert ein Anstieg der Expression
von Zielgenen bei Ratios > 1, ein Abfall bei Ratios < 1 und ein gleiches
Expressionslevel wie in der unstimulierten Kontrollprobe bei Ratios = 1 (arbitrire
Einheiten).

Die relativen, normalisierten Genexpressions-Ratios wurden als arithmetische
Mittelwerte mit Standardabweichungen aus mindestens drei voneinander unabhingig
durchgefiihrten Versuchen in einem Diagramm dargestellt. Die statistische Signifikanz
zwischen den Genexpressions-Ratios in stimulierten und unstimulierten Podozyten
wurde anhand des zweiseitigen t-Tests nach Student fir ungepaarte Stichproben

iiberpriift. Die Unterschiede in der Genexpression sind signifikant bei einem p < 0,05.

2.2.9 Migrationsanalyse von Podozyten (Wound-Scratch-Assay)

Mit dem Wound-Scratch-Assay (Wundheilungsassay, Migrationsassay) ist es moglich
den funktionellen Effekt von LIF auf das Migrationsverhalten von immortalisierten
Podozyten in vitro nach Erzeugung eines Schadens in den Zellrasen zu beobachten.
Dafiir wurden die Podozyten wie in 2.2.1 beschrieben in Rasterschalen mit 8,8 cm?
Durchmesser dicht ausgesét und bei 37°C und 5% CO, ausdifferenziert. Das Gitternetz
auf der Kulturfliche der Schalen mit 2x2 mm groflen Quadraten ermdglichte eine
Orientierung innerhalb des Zellrasens. Die Versuche wurden am 11. oder 12. Tag der
Ausdifferenzierung begonnen. Dabei wurde eine homogene Konfluenz des Zellrasens
von etwa 90% angestrebt um gleiche Voraussetzungen fiir die Migration der Podozyten
und eine ebenmiBige Wundfliche zu erzeugen. Nach 12-24 Stunden auf
Hungermedium wurden unter der sterilen Sicherheitswerkbank mechanisch drei
separate langliche Wundfldchen parallel zueinander entlang der Gitternetzspalten mit
sterilen 0,5-20 pl Filterspitzen (Sarstedt) pro Rasterschale in den Zellrasen gekratzt. Das

Kratzen einer Linie erfolgte nahezu senkrecht zur Kulturfliche von oben nach unten.
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Das Zell-freie Areal sollte moglichst mittig in einer Kistchen-Spalte liegen, sodass links
und rechts innerhalb der Késtchen noch Zellen zu sehen waren. Ein behutsames
Schwenken der Rasterschalen mit Wechsel des Hungermediums ermoglichte die
Beseitigung von entstandenen Zelltriimmern. In getrennten 15 ml Greiner Tubes wurden
je 2 ml vorgewarmtes Hungermedium entweder mit LIF in Endkonzentration (1 ng/ml,
10 ng/ml, 25 ng/ml) oder sterilem PBS fiir die Negativkontrolle vorbereitet und nach
Absaugen des gewechselten Hungermediums mit 1000 pl Filterspitzen (Sarstedt)
vorsichtig in die entsprechenden Rasterschalen hineintropfen lassen. Die ersten Fotos in
zehnfacher VergroBerung wurden im Anschluss an die begonnene Stimulation
(Zeitpunkt Null) {ber einen separaten Zugang am Inversmikroskop mit
Phasenkontrasteinrichtung mit einer Nikon Coolpix Digitalkamera aufgenommen.
Dabei wurden jeweils drei Késtchen pro Rasterschale zur Beobachtung ausgewéhlt und
zu spéteren Zeitpunkten (10h, 13h, 16h Stimulation) erneut fotografiert. Die Késtchen
sollten moglichst zentrale und dhnlich breite Wundflachen mit vergleichbar dichten und
groflen Zellarealen links und rechts haben. Zwischen den Fotoaufnahmen wurden die
Rasterschalen bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Zur Auswertung der Zellmigration iiber
die Zell-bedeckte Fliche (in %) wurden die aufgenommenen Bilddateien auf der
Analyse-Plattform der Firma Wimasis GmbH (Miinchen) hochgeladen (WimScratch).
Die per Email zugesandten Ergebnisse wurden dann wie folgt statistisch
weiterverarbeitet. Das bei der Bildanalyse ermittelte prozentuale Wundflichenareal
wurde zunidchst jeweils auf die GroBe der Ausgangswundfliche (0 h) normalisiert
(definiert als 100%). AnschlieBend wurden aus den Daten voneinander unabhingig
durchgefiihrter Versuche einer Versuchsreihe arithmetische Mittelwerte mit
Standardabweichungen berechnet und in einem Diagramm dargestellt. Die Differenz
zwischen der Ausgangsgrofle von 100% (0 h) und der jeweiligen Wundfldchengrofle
nach den Inkubationszeiten entspricht der durchschnittlichen Reduktion der Wundflidche
durch das Migrieren der Zellen. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der
zweiseitige t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben eingesetzt. Ein p < 0,05

zeigt signifikante Unterschiede an.

2.2.10 Immunfluoreszenzfirbungen
Zur Visualisierung von LIF-induzierten endogenen Prozessen und Verteilungsmustern

in immortalisierten Podozyten kamen immunzytochemische Analysen zum Einsatz.
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Die Podozyten wurden, wie in 2.2.1 beschrieben, in 12 Well Zellkulturplatten auf runde
Deckgldschen ausgesit und bei 37°C und 5% CO, ausdifferenziert. Alle Reaktionen
fanden, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur statt. Bei jedem Schritt
wurde darauf geachtet, dass die Deckglidschen ausreichend mit Fliissigkeit bedeckt
waren und dass nach dem Absaugen kein Austrocknen stattfand. Nach beendeter
Stimulation nach verschiedenen Schemata, wurde das Stimulans-haltige Hungermedium
abgesaugt und die Platte drei Mal mit 4°C kaltem PBS gewaschen. Ab diesem Schritt
gab es dann drei unterschiedliche Protokolle fiir die Phalloidin-TRITC-, LIF-Rezeptor-
und STAT3/Phospho-STAT3-Firbung, die nachfolgend einzeln beschrieben werden.

Phalloidin-TRITC-Férbung

Phalloidin, ein Toxin aus der Gruppe der Phallotoxine, stammt aus dem griinen
Knollenblitterpilz (Amanita phalloides) und bindet irreversibel an intrazelluldre
Aktinfilamente (F-Aktin). Konjugiert an den Fluoreszenzfarbstoff
Tetramethylrhodamin-B-Isothiocyanat (TRITC), aus der Gruppe der Rhodamine,
konnten diese Aktinfilamente sichtbar gemacht werden.

Die Podozyten wurden nun, nach Absaugen des PBS, fiir zehn Minuten in 10%igem
Formalin fixiert, gefolgt von drei Waschschritten mit kaltem PBS. Die
Permeabilisierung der Zellmembranen fiir die Zuginglichkeit von Phalloidin-TRITC
erfolgte fiir flinf Minuten mit 0,3%igem Triton X-100 Lysispuffer (in PBS gelost). Nach
drei erneuten Waschschritten mit kaltem PBS wurden die Deckgldschen fiir die
Aktinzytoskelett-Farbung mit je 350 pl Phalloidin-TRITC (Sigma, Steinheim) in einer
Verdiinnung von 1:1.000 in PBS unter Lichtschutz fiir 30 Minuten inkubiert.

anti-LIF-Rezeptor-Firbung

Zur Darstellung des LIF-Rezeptorkomplexes wurden die Podozyten nach Entfernen des
PBS in 4%igem Paraformaldehyd fiir zehn Minuten auf den Deckglidschen fixiert,
gefolgt von dreimaligem Waschen mit kaltem PBS und Permeabilisierung mit
0,3%igem Triton X-100 Lysispuffer (in PBS gelost) fiir fiinf Minuten. Danach wurde
die 12 Well Zellkulturplatte erneut drei Mal mit kaltem PBS gewaschen. Fiir die
spezifische Primérantikdrper-Bindung wurden die Deckgldschen zundchst abgedunkelt
tiber Nacht bei 4°C in je 300 pl anti-LIFR (1:50 in PBS) (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) inkubiert, gefolgt von drei weiteren Waschschritten mit kaltem
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PBS. AnschlieBend erfolgte fiir 45 Minuten ebenfalls unter Lichtschutz die Inkubation
mit je 350 pl des fluoreszenzmarkierten Sekundérantikorpers anti-Kaninchen Alexa
Fluor® 488 (1:7.500 in PBS) (Invitrogen, Karlsruhe). Deckgldschen fiir

Negativkontrollen wurden nur im Sekundérantikdrper inkubiert.

anti-STAT3/Phospho-STAT3-Fdrbung

Bei dieser Fiarbung wurden die Podozyten nach Absaugen des PBS mit 4%igem
Paraformaldehyd (Morphisto, Frankfurt a. M.) fiir 15 Minuten bei 37°C fixiert. Es
folgten drei Waschschritte mit kaltem PBS und die Zellmembranlyse mit 0,2%igem
Triton X-100 Lysispuffer (in PBS gelost) fiir 15 Minuten. Nach drei weiteren
Waschschritten mit kaltem PBS wurden die Deckgldschen nun fiir 30 Minuten in
1%iger BSA Blocklosung (in PBS geldst) zur Vermeidung von unspezifischen
Antikorperbindungen inkubiert. Ohne zusdtzliche Waschschritte erfolgte danach die
spezifische Primérantikorper-Reaktion mit je 300 pl anti-STAT3 (#12640, 1:1.000 in
1% BSA/PBS) oder anti-Phospho-STAT3 (Tyr 705, #9131, 1:100 in 1% BSA/PBS)
(beide von Cell Signaling, Leiden, Niederlande) abgedunkelt bei 4°C iiber Nacht.
Deckgldschen fiir Negativkontrollen wurden iiber Nacht in PBS belassen. Am nichsten
Tag wurden die Deckgldschen (bis auf Negativkontrollen) erneut drei Mal mit kaltem
PBS gewaschen und anschlieend fiir die fluoreszenzmarkierte Sekundérantikorper-
Bindung abgedunkelt fiir 45 Minuten in je 300 pl anti-Kaninchen Alexa Fluor® (1:7.500
in PBS) (Invitrogen) inkubiert.

Die ndchsten Schritte erfolgten fiir alle Farbungen nach gleichem Prinzip. Zur
Vermeidung von Photobleichung, die durch permanente Anregung mit Licht zum
Verlust von Farbstoff-Fluoreszenz fithren kann, wurden alle nachfolgenden Schritte
unter Lichtschutz durchgefiihrt und spezielle Eindeckmedien von Dianova (Hamburg)
verwendet.

Die Deckgldaschen wurden im Anschluss an die jeweiligen Inkubationszeiten drei Mal
mit kaltem PBS gewaschen. Danach erfolgte das Eindeckeln der Deckgldschen auf
getrennten Objekttragern (Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen) mit je 10 pl 4°,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) haltigem Antifading-Mounting-Medium in einer
Verdiinnung von 1:20 mit Antifading-Mounting-Medium. Zur besseren Darstellung von

Prozessen im Zellkern wurde bei der anti-STAT3/Phospho-STAT3-Farbung auf die
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Gegenfirbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI (Anlagerung an DNA) verzichtet
und direkt mit je 10 pl Antifading-Mounting-Medium eingedeckelt. Hierzu wurden die
Deckgldschen mit einer Pinzette aus dem PBS rausgenommen, kurz an der Luft
angetrocknet und dann unter Vermeidung von Luftbldschen mit der Oberseite Richtung
Objekttrager auf das vorgelegte Eindeckmedium gelegt. Zum Trocknen der
Endeckmedien wurden die Objekttrager eine Nacht bei Raumtemperatur waagerecht in
abgedunkelten Mappen gelagert. Danach erfolgte die Lagerung bis zur
Fluoreszenzmikroskopie bei 4°C. Uber einen Zugang am Inversmikroskop Axio
Observer.Z1 (Zeiss) fiir die Spot Pursuit Digitalkamera (Visitron Systems, Puchheim)
wurden die Podozyten in einem dunklen Raum in 63-facher VergroBerung mit
Immersionsdl (Zeiss) unter Verwendung verschiedener Filtersitze (sieche Tabelle 2.14)
fotografiert. Dabei wurden je nach Fluoreszenzintensitit nach Anregung mit einer
integrierten Lichtquelle unterschiedliche Belichtungszeiten gewéhlt. Zusétzlich wurde
darauf geachtet, dass moglichst Podozyten dhnlicher Morphologie und Grofle
fotografiert werden, um gleiche Voraussetzungen fiir einen direkten Vergleich der
Zellen in unterschiedlichen Priaparaten zu ermdglichen. Das Programm VisiView diente

der Steuerung von Funktionen am Fluoreszenzmikroskop.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis des LIF-Rezeptorkomplexes

Zu Beginn dieser Arbeit wurde der LIF Rezeptorkomplex, bestehend aus den beiden
Untereinheiten LIF-Rezeptor (LIFR) und Glykoprotein 130 (gp130), in immortalisierten
humanen und murinen Podozyten auf mRNA-Ebene nachgewiesen. Gleichzeitig wurde
der Einfluss von LIF auf die Anderung der Expression der einzelnen Untereinheiten in
murinen Podozyten untersucht. Fiir die Stimulation der immortalisierten Podozyten kam
rekombinantes LIF (gelost in PBS) von Sigma zum Einsatz.

Die Zellen wurden hierzu wie in 2.2.1 beschrieben kultiviert und ausdifferenziert.
Parallel zur LIF-Stimulation (10 ng/ml) fir 2 h, 4 h und 8 h wurde fir jede
Stimulationsdauer eine Negativkontrolle mit PBS mitgefithrt. Nach beendeter
Stimulation wurde die podozytire RNA isoliert (siche 2.2.4) und in cDNA
umgeschrieben (siche 2.2.5). AnschlieBend wurde eine Kontrolle der Arbeitsschritte
mittels konventioneller PCR und Semiquantifizierung in der Agarose-Gelelektrophorese
durchgefiihrt (sieche 2.2.6). Die Daten sind als relative, normalisierte Ratio der
Expression (arbitrdre Einheiten) in einem Diagramm dargestellt.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass sowohl die LIFR- als auch die gp130-mRNA
unabhéngig von der LIF-Stimulation in humanen (Abb. 3.1) und murinen (Abb. 3.2)
Podozyten exprimiert wird.

In humanen Podozyten ist die Expression der LIFR-mRNA nach 2 h unter LIF um den
Faktor 1,44 + 0,35 (p = 0,09), nach 4 h um den Faktor 1,04 + 0,17 (p = 0,65) und nach 8
h um den Faktor 0,79 + 0,24 (p = 0,18) von der Expression in der Negativkontrolle
verschieden. Fiir die gp130-mRNA konnte in den humanen Podozyten nach 2 h eine
relative Expression von Faktor 1,41 + 0,33 (p = 0,09), nach 4 h von Faktor 0,98 + 0,16
(p = 0,85) und nach 8 h Faktor 0,83 £+ 0,22 (p = 0,22) unter LIF-Stimulation gemessen

werden.
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Abb. 3.1: Zeitabhingige mRNA-Expression der LIF-Rezeptor-Untereinheiten LIFR und gp130 in
immortalisierten humanen Podozyten unter LIF. Stimulation mit 10 ng/ml LIF (Negativkontrollen mit
PBS) in Serum-freiem Medium fiir 2h, 4h und 8h. Dargestellt ist die relative, auf das endogene
Referenzgen 18S normalisierte Genexpression (Ratio nach der 2““;-Methode) in Bezug auf die
Negativkontrollen (Ratio von eins) als arithmetische Mittelwerte nach quantitativer Real Time PCR
(arbitrdre Einheiten). Linke Seite: LIFR. Rechte Seite: gp130. Die Gerade mit dem Achsenschnittpunkt
(0/1) zeigt als Orientierung die Genexpression der Negativkontrollen an. Statistische Auswertung mit
dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, n.s. = non-significant im Vrgl. zur
Kontrolle. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 4).

Es stellt sich heraus, dass die Expression der LIFR-mRNA in murinen Podozyten nach
2 h unter Stimulation mit LIF im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS um den
Faktor 0,65 = 0,24 (p = 0,06) und nach 4 h um den Faktor 0,87 = 0,32 (p = 0,47)
reduziert ist. Unter achtstiindiger LIF-Stimulation kann die Expression der LIFR-
mRNA im Vergleich zur 2 h-Stimulation durchschnittlich verdoppelt werden und liegt
beim 1,20 £ 0,47-Fachen (p = 0,45) der Negativkontrolle. Die mRNA-Expression der
signaliibertragenden Rezeptoruntereinheit gp130 ist in den murinen Podozyten bereits
nach 2 h LIF-Stimulation um den Faktor 1,83 + 0,93 (p = 0,17) hoher als in der
Negativkontrolle. Im Verlauf der langeren Stimulationsdauer nimmt die gp130-mRNA-
Expression langsam ab und ist nach 4 h um den Faktor 1,49 + 0,40 (p = 0,09) und nach
8 h noch um den Faktor 1,27 £ 0,30 (p = 0,17) erhoht. Diese Verdnderungen sind jedoch

statistisch nicht signifikant.
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Abb. 3.2: Zeitabhingige mRNA-Expression der LIF-Rezeptor-Untereinheiten LIFR und gp130 in
immortalisierten murinen Podozyten unter LIF. Stimulation mit 10 ng/ml LIF (Negativkontrollen mit
PBS) in Serum-freiem Medium fiir 2h, 4h und 8h. Dargestellt ist die relative, auf das endogene
Referenzgen 18S normalisierte Genexpression (Ratio nach der 2““;-Methode) in Bezug auf die
Negativkontrollen (Ratio von eins) als arithmetische Mittelwerte nach quantitativer Real Time PCR
(arbitrdare Einheiten). Linke Seite: LIFR. Rechte Seite: gp130. Die Gerade mit dem Achsenschnittpunkt
(0/1) zeigt als Orientierung die Genexpression der Negativkontrollen an. Statistische Auswertung mit
dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, n.s. = non-significant im Vrgl. zur
Kontrolle. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 4).

Nachdem der Nachweis der Expression des LIF-Rezeptors bereits auf RNA-Ebene
erfolgt ist, soll nun die Lokalisation mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht
werden. Zusitzlich sollte untersucht werden, ob die Stimulation mit LIF eine
Auswirkung auf Expression und/oder Lokalisation des Rezeptors hat. Die Kultivierung
der Podozyten erfolgte hierzu bis zur Ausdifferenzierung wie in 2.2.1 beschrieben auf
Deckgldasern in 12 Well Zellkulturplatten. Humane und murine immortalisierte
Podozyten wurden mit 10 ng/ml LIF in einer Zeitkinetik von 10 min., 15 min., 30 min.
und 60 min. stimuliert. Dariiber hinaus wurde eine mit PBS inkubierte Negativkontrolle
jeweils mit (ohne LIF) und ohne (neg. Kontrolle ohne LIF) Primirantikdrper-Inkubation
mitgefiihrt. Die anschlieBenden Féarbungen wurden nach beendeter Stimulation wie in
2.2.10 beschrieben durchgefiihrt, gefolgt von der Immunfluoreszenzmikroskopie.

Dabei konnte unabhidngig von der LIF-Stimulationsdauer in beiden Zelllinien das
Vorhandensein der LIF-bindenden transmembrandren Rezeptoruntereinheit (LIFR,
griine Fluoreszenz) ohne Anderung von Expressionsintensitit und intrazellulirer

Lokalisation nachgewiesen werden (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: Reprisentative Aufnahmen der LIF-Rezeptor-Untereinheit von immortalisierten
Podozyten mittels Immunfluoreszenzmikroskopie nach zeitabhingiger Stimulation mit LIF.
Stimulation der humanen (A) und murinen (B) Podozyten mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir
10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. Inkubation der Negativkontrollen mit PBS mit (ohne LIF) und
ohne (neg. Kontrolle ohne LIF) Primdrantikdrper-Inkubation. Féarbung mit anti-LIFR (H-220) / anti-
Kaninchen Alexa Fluor® 488 (griine Fluoreszenz); DAPI Kernfirbung (blaue Fluoreszenz). Aufnahmen
mit Filtersatz 38 HE eGFP shift free (griin; Expositionszeit 2.000 ms) und Filtersatz 49 DAPI shift free
(blau; Expositionszeit 500 ms fiir murine Podozyten, 200 ms fiir humane Podozyten) in 63-facher
Vergroferung mit Immersionsdl. Mafstab 20 pm.

3.1.1 Expression von LIF und CNTF in murinen Podozyten

Zusatzlich wurde der Einfluss der LIF-Stimulation fiir einen lingeren Zeitraum auf die
endogene LIF- und Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF)-mRNA-Expression in
immortalisierten murinen Podozyten untersucht. Zum einen sollte damit herausgefunden
werden, ob die Gegenwart von LIF in Podozyten einen regulatorischen Effekt im Sinne
eines endogenen Feedbackmechanismus mit autokriner oder parakriner LIF-mRNA-
Expression auslost und zum anderen ob auch ein Effekt auf andere IL-6-
Familienmitglieder wie die CNTF-mRNA-Expression existiert. Hierzu wurden die
Podozyten wie im Methodenteil beschrieben vorbereitet, mit 10 ng/ml LIF fiir 2 h, 4 h
und 8 h stimuliert und nach der RNA-Isolierung und Reversen Transkription in der Real

Time PCR analysiert.
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Die relative LIF-mRNA-Expression zeigt mit einer Standardabweichung von 1,00 +
0,55 nach 2 h LIF-Stimulation (p = 1,00) keinen Unterschied zur Negativkontrolle mit
PBS. Eine wesentliche Anderung des Expressionsniveaus kann durch die Stimulation
mit LIF {iber einen lingeren Zeitraum nicht festgestellt werden (Abb. 3.4), nach 4 h
liegt eine Reduktion um den Faktor 0,90 + 0,26 (p = 0,50) und nach 8 h um den Faktor
0,95 £0,24 (p =0,72) vor.

In der CNTF-mRNA kann ebenfalls kein Expressionsunterschied zur Negativkontrolle
gemessen werden. Es zeigt sich eine relative Expression um den Faktor 0,99 = 0,33 (p =
0,96) fiir die zweistiindige, um den Faktor 0,93 + 0,43 (p = 0,75) fiir die vierstiindige
und um den Faktor 1,02 + 0,18 (p = 0,84) fiir die achtstiindige LIF-Stimulation.
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Abb. 3.4: Zeitabhiingige Expression der LIF- und CNTF-mRNA in immortalisierten murinen
Podozyten unter LIF. Stimulation mit 10 ng/ml LIF (Negativkontrollen mit PBS) in Serum-freiem
Medium fiir 2h, 4h und 8h. Dargestellt ist die relative, auf das endogene Referenzgen 18S normalisierte
Genexpression (Ratio nach der 2"**“;-Methode) in Bezug auf die Negativkontrollen (Ratio von eins) als
arithmetische Mittelwerte nach quantitativer Real Time PCR (arbitrdre Einheiten). Linke Seite: LIF.
Rechte Seite: CNTF. Die Gerade mit dem Achsenschnittpunkt (0/1) zeigt als Orientierung die
Genexpression der Negativkontrollen an. Statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach
Student fiir ungepaarte Stichproben, n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle. Die Fehlerbalken geben
die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 4).
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3.2 LIF in der podozytiren Signaltransduktion und Genregulation
Der néchste Teil dieser Arbeit besteht aus Untersuchungen von immortalisierten
humanen und murinen Podozyten zum Einfluss von LIF auf die Signaltransduktion und
die Anderung der Genexpression. Die Zellen wurden wie in 2.2.1 beschrieben kultiviert
und ausdifferenziert. Um zu beweisen, dass die zugefiihrten Stimulanzien und
Inhibitoren fiir die Reaktionen verantwortlich waren, wurde in jedem Versuch eine
Negativkontrolle mit den jeweiligen Losungsmitteln inkubiert.

Nach Isolation von Proteinen aus den stimulierten Podozyten (2.2.2) wurden diese im
Western Blot mit spezifischen Antikorpern detektiert (2.2.3). Fiir die relative
Quantifizierung der Protein-Phosphorylierung wurden die densitometrisch gemessenen
Werte fiir die Menge an Phospho-Protein ins Verhéltnis gesetzt zu den Werten fiir die
Menge an Gesamt-Protein. Im Anschluss wurden diese berechneten Quotienten auf die
Negativkontrolle normalisiert, welcher die Einheit eins zugeordnet wurde. Die
Negativkontrolle  diente  als  Ausgangswert fiir den  Vergleich  des
Phosphorylierungsniveaus, da hier kein Effekt der Agenzien erwartet wurde und somit
maximal die Grundphosphorylierung der Zielproteine sichtbar war.

Fiir die Untersuchung von Genexpressionen wurde nach der Isolierung der RNA (2.2.4)
und dem Umschreiben in ¢cDNA (2.2.5) mit der Kontroll-PCR (2.2.6) eine Analyse
mittels Real Time PCR (2.2.8) durchgefiihrt.

Fiir die statistische Auswertung wurde der t-Test nach Student herangezogen. Zuvor
wurde das Signifikanzniveau festgelegt. Signifikante Unterschiede in der
Phosphorylierung beziehungsweise Genexpression im Vergleich zur Negativkontrolle

bestanden bei einem p < 0,05.

3.2.1 ERK1/2 (p44/p42-MAPK)-Signaltransduktion

Als Erstes wurde der Effekt von LIF auf die ERKI1/2 (p44/p42-MAPK)-
Signaltransduktion in immortalisierten humanen und murinen Podozyten untersucht. In
einer Konzentrationskinetik wurden die Zellen zunéchst fiir 15 Minuten mit 2,5 ng/ml, 5
ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml und 50 ng/ml LIF stimuliert um auszutesten, bei welcher

Konzentration die maximale ERK1/2-Aktivierung zu messen ist.
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Humane Podozyten: ERK1/2-Signalkaskade

Konzentrationskinetik

In humanen Podozyten (Abb. 3.5) konnte durch Zugabe von 2,5 ng/ml LIF im
Vergleich  zur  Negativkontrolle  mit  PBS keine Steigerung  des
Phosphorylierungsniveaus (Faktor 0,99 + 0,14 (p = 0,96)) nachgewiesen werden.
Dennoch konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der ERK1/2-Signalkaskade durch
Stimulation mit hoheren Konzentrationen von 5 ng/ml LIF auf das 1,15 + 0,10-Fache (p
=0,12), bei 10 ng/ml LIF auf das 1,21 + 0,34-Fache (p = 0,40) und durch 25 ng/ml LIF
maximal um ein 1,46 = 0,41-Faches (p = 0,19) gegeniiber der Negativkontrolle
gesteigert werden kann. Bei 50 ng/ml LIF zeigte sich hingegen nur noch eine geringe

ERK1/2-Aktivierung (Faktor 1,09 + 0,11 (p =0,31)).
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Abb. 3.5: Konzentrationskinetik der ERKI1/2-Phosphorylierung in immortalisierten humanen
Podozyten nach Stimulation mit LIF in Serum-freiem Medium fiir 15 Minuten. A: Représentativer
Western Blot. Obere Zeile: Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Untere Zeile: Gesamt-ERK1/2. B:
Densitometrische Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-
ERK1/2 zu Gesamt-ERK1/2 als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit
1) (statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, n.s. =
non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwertes an (n = 3).

Zeitkinetik

Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob eine zeitabhingige Aktivierung der
ERK1/2-Signalkaskade in den immortalisierten Podozyten durch Stimulation mit LIF
existiert. Hierfiir wurden die Podozyten mit 10 ng/ml LIF fiir 5 min., 10 min., 15 min.,
30 min. und 60 min. stimuliert. Fiir die Stimulation wurde die niedrigste aktivierende
Dosis aus der Konzentrationskinetik gewihlt, um moglichst im physiologischen Bereich
zu bleiben.

In humanen Podozyten konnte in der statistischen Auswertung von drei Versuchen nur
nach 15 miniitiger LIF-Stimulation eine Zunahme der ERK1/2-Phosphorylierung um
den Faktor 1,21 + 0,40 (p = 0,46) im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS gemessen
werden. Dieser geringe Effekt spiegelt sich bei Betrachtung der Banden im Western
Blot nicht wider (Abb. 3.6). Wihrend die LIF-Stimulation nach 5 Minuten (Faktor 0,91
+ 0,44 (p = 0,75)), 10 Minuten (Faktor 0,94 + 0,29 (p = 0,76)) und 30 Minuten (Faktor
0,90 + 0,17 (p = 0,39)) kaum Unterschiede im Phosphorylierungsniveau zur
Negativkontrolle zeigte, sank die ERKI/2-Phosphorylierung nach 60 miniitiger
Stimulation mit LIF ab auf das 0,79 + 0,13-Fache (p = 0,11) der Negativkontrolle.
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Abb. 3.6: Zeitkinetik der ERK1/2-Phosphorylierung in immortalisierten humanen Podozyten nach
Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium. A: Reprisentativer Western Blot. Obere
Zeile: Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Untere Zeile: Gesamt-ERK1/2. B: Densitometrische
Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-ERK1/2 zu
Gesamt-ERK1/2 als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1)
(statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fir ungepaarte Stichproben, n.s. =
non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwertes an (n = 3).

Differenzierung der Signaliibertragung

Anschlieffend sollte untersucht werden, ob die LIF-abhingige zu einer direkten
Phosphorylierung der ERK1/2-Kinasen fiihrt oder ob diese tiber Umwege iiber andere
Signalkaskaden, sogenannten ,,Crosstalk passiert. Hierfiir wurden verschiedene
Hauptsignalwege durch etablierte pharmakologische Inhibitoren gehemmt. Folgende
Inhibitoren wurden verwendet: U0126 (10 uM, gelost in DMSO), AG490 (500 pM,
gelost in DMSO), beide von Calbiochem (Darmstadt), und LY294002 (25 uM, geldst in
Ethanol) von Alomone Labs (Jerusalem, Israel). U0126 unterbindet die Aktivierung von
ERK1/2 durch spezifische Inhibition der vorgeschalteten MEK1/2 (MAPKK)-Kinasen.
AG490 unterbricht als Inhibitor der Rezeptor-assoziierten Januskinase-2 die STAT3-
Signalkaskade. Die Signaliibertragung durch AKT wird gehemmt durch den PI3-
Kinase-Inhibitor L'Y294002.
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Die zeitabhingige Stimulation der immortalisierten humanen Podozyten fiir 5 min., 10
min., 15 min., 30 min. und 60 min. erfolgte mit 10 ng/ml LIF nach 30 miniitiger
Vorinkubation mit dem entsprechenden Inhibitor. Eine Negativkontrolle wurde mit PBS
und DMSO bzw. Ethanol inkubiert, um mogliche Effekte der Losungsmittel
auszuschlieBen. Die Ergebnisse im Western Blot sind nach Inkubation mit den
spezifischen Antikorpern Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) und Gesamt-ERK1/2 in
Abbildung 3.7 dargestellt. Dabei zeigte sich nach Koinkubation mit dem MEKI1/2-
Inhibitor U0126 im Vergleich zur Negativkontrolle eine nahezu komplette und von der
LIF-Stimulationsdauer unabhingige Minderung der ERKI1/2-Aktivierung. Eine
Blockierung der ERK1/2-Phosphorylierung war hingegen durch Koinkubation mit
AG490 oder LY294002 nicht méglich.

A:
LIF (min.) 5 10 15 30 60 -
U0126 + - - - + -
Phospho-ERK1/2 ——
Gesamt-ERK12 | S S S S 2 S
B:
LIF (min.) 5 10 15 30 60 -
AG490 + - - - + -

Phospho-ERK1/2

Gesamt-ERK1/2 |4SSS - e e S T
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Abb. 3.7: Auswirkung von Vorinkubation mit verschiedenen Inhibitoren auf die zeitabhingige
ERK1/2-Phosphorylierung in immortalisierten humanen Podozyten nach Stimulation mit LIF.
Dargestellt sind die Banden im Western Blot. Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir
5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. nach 30 miniitiger Vorinkubation mit dem jeweiligen
Inhibitor. Die mit PBS stimulierte Negativkontrolle wurde 30 Minuten vorher mit dem Losungsmittel des
Inhibitors inkubiert. A: Vorinkubation mit 10 uM U0126. B: Vorinkubation mit 500 uM AG490. C:
Vorinkubation mit 25 uM LY294002. Obere Zeile: Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Untere Zeile:
Gesamt-ERK1/2.

Murine Podozyten: ERK 1/2-Signalkaskade

Konzentrationskinetik

In  murinen Podozyten wurde bei gleichem Versuchsaufbau in der
konzentrationsabhédngigen Stimulation mit LIF nach 15 Minuten bereits nach Zugabe
der geringsten Konzentration von 2,5 ng/ml LIF eine Verdoppelung der ERK1/2-
Phosphorylierung um den Faktor 2,06 = 0,82 (p = 0,15) im Vergleich zur
Negativkontrolle nachgewiesen. Diese nahm bei Stimulation mit 5 ng/ml LIF weiter auf
das 2,63 + 0,78-Fache (p = 0,07) der Negativkontrolle zu und erreichte bei 10 ng/ml
eine signifikante Steigerung um den Faktor 2,75 + 0,46 (p = 0,02). Hohere
Konzentrationen fiihrten zu weiteren signifikanten Zunahmen der Phosphorylierung der
ERK1/2-Kinasen um den Faktor 2,78 + 0,37 (p = 0,01) bei Stimulation mit 25 ng/ml
LIF und um den Faktor 3,21 + 0,67 (p = 0,03) bei Verwendung von 50 ng/ml LIF.
Abbildung 3.8 illustriert diese Ergebnisse in einem Diagramm und zeigt einen

reprasentativen Western Blot zu den Daten.
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Abb. 3.8: Konzentrationskinetik der ERKI1/2-Phosphorylierung in immortalisierten murinen
Podozyten nach Stimulation mit LIF in Serum-freiem Medium fiir 15 Minuten. A: Représentativer
Western Blot. Obere Zeile: Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Untere Zeile: Gesamt-ERK1/2. B:
Densitometrische Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-
ERK1/2 zu Gesamt-ERK1/2 als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit
1) (statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student firr ungepaarte Stichproben, * = p <
0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. = non-significant im Vrgl. zur
Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 3).

Zeitkinetik

Nach zeitabhéngiger Stimulation von murinen Podozyten (Abb. 3.9) wurde im
Vergleich zu humanen Podozyten ein stirkerer Effekt von LIF (10 ng/ml) auf die
ERK1/2-Signalkaskade beobachtet. Bereits nach 5 Minuten konnte in murinen
Podozyten durch die Zugabe von LIF in oben genannter Konzentration die

Phosphorylierung der ERK1/2-Kinasen im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS um
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den Faktor 1,57 £ 0,40 (p = 0,06) gesteigert werden. Nach weiterem Anstieg um den
Faktor 1,63 + 0,64 (p = 0,15) nach 10 miniitiger Stimulation, konnte nach 15 Minuten
eine signifikante Aktivititssteigerung auf das 2,45 + 0,90-Fache (p = 0,05) der
Negativkontrolle erzielt werden. Im weiteren Verlauf der Stimulationsdauer ging das
ERK1/2-Phosphorylierungsniveau nach diesem Maximum wieder langsam zuriick. Bei
30 miniitiger LIF-Stimulation lag die Aktivierung noch auf dem 2,07 + 0,44-Fachen (p
=0,02) der Negativkontrolle und nach 60 Minuten nur noch bei Faktor 1,27 + 0,17 (p =
0,05).
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Abb. 3.9: Zeitkinetik der ERK1/2-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten nach
Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium. A: Reprisentativer Western Blot. Obere
Zeile: Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Untere Zeile: Gesamt-ERK1/2. B: Densitometrische
Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-ERK1/2 zu
Gesamt-ERK1/2 als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1)
(statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p <
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0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 4).

Differenzierung der Signaliibertragung

Die zeitabhdngige Aktivierung der ERKI1/2-Kinasen durch LIF konnte in
immortalisierten murinen Podozyten durch Koinkubation mit dem MEK1/2-Inhibitor
spezifisch blockiert werden (Abb. 3.10). In dieser Versuchsreihe wurden die gleichen
Inhibitoren wie fiir die immortalisierten humanen Podozyten eingesetzt.

Nach 30 miniitiger Vorinkubation mit dem entsprechenden Inhibitor wurden die
murinen Podozyten fiir 5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. mit 10 ng/ml LIF
stimuliert. Eine Negativkontrolle wurde mit PBS und DMSO bzw. Ethanol inkubiert.
Wihrend die Koinkubation mit dem Inhibitor AG490 beziehungsweise LY294002 keine
Minderung der LIF-abhingigen ERK1/2-Aktivierung induzieren konnte, wurde nach
Koinkubation mit dem MEK1/2-Inhibitor U0126 eine vollstaindige Aktivititsminderung
der ERK1/2-Kinasen im Western Blot erreicht.

A:
LIF (min.) 5 10 15 30 60 -
Uo0126 + + + + + -
Phospho-ERK1/2
S —— ————— — — — “
Gesamt-ERK1/2 e e
B:
LIF (min.) 5 10 15 30 60 -
AG490 + + + + + -
Phospho-ERK1/2
Gesamt-ERK1/2 - —
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Abb. 3.10: Auswirkung von Vorinkubation mit verschiedenen Inhibitoren auf die zeitabhingige
ERK1/2-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten nach Stimulation mit LIF.
Dargestellt sind die Banden im Western Blot. Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir
5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. nach 30 miniitiger Vorinkubation mit dem jeweiligen
Inhibitor. Die mit PBS stimulierte Negativkontrolle wurde 30 Minuten vorher mit dem Losungsmittel des
Inhibitors inkubiert. A: Vorinkubation mit 10 uM U0126. B: Vorinkubation mit 500 uM AG490. C:
Vorinkubation mit 25 pM LY294002. Obere Zeile: Phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204). Untere Zeile:
Gesamt-ERK1/2.

3.2.2 PI3K/AKT (PKB)-Signaltransduktion

Im Anschluss wurde die LIF-abhidngige Aktivierung der PI3K/AKT (PKB)-Kaskade in
immortalisierten humanen und murinen Podozyten untersucht. Dabei wurde zunichst,
dhnlich wie fiir den ERKI1/2-Signalweg, eine Stimulation der Podozyten mit
verschiedenen Konzentrationen LIF in aufsteigender Reihe durchgefiihrt, um
herauszufinden welche LIF-Konzentration die stirkste Aktivierung der Signalkaskade
hervorruft.

In Vorversuchen konnte bereits gezeigt werden, dass flir die Aktivierung des AKT-
Signalweges in humanen Podozyten sehr niedrige Konzentrationen ausreichten. Diese

Daten werden hier nicht aufgefiihrt.

Humane Podozyten: PI3K/AKT (PKB)-Signalkaskade

Konzentrationskinetik

Abbildung 3.11 veranschaulicht die Ergebnisse fiir die Stimulation humaner Podozyten
mit 0,1 ng/ml, 0,25 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml und 1,5 ng/ml LIF fiir 15 Minuten. Bei
Stimulation mit der niedrigsten LIF Konzentration von 0,1 ng/ml stieg die AKT-
Phosphorylierung bereits signifikant auf das Doppelte der Negativkontrolle mit PBS an
(Faktor 2,15 + 0,23 (p = 0,01)). Ein noch hoherer und signifikanter Anstieg des
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Phosphorylierungsgrades um den Faktor 2,53 + 0,32 (p = 0,01) konnte durch
Stimulation mit 0,25 ng/ml LIF erzielt werden. Weitere Erhohungen der LIF-
Konzentration fiihrten dann zu einem stetigen Riickgang des Phosphorylierungsniveaus,
bei 0,5 ng/ml LIF auf Faktor 1,74 + 0,32 (p = 0,06) und bei 1 ng/ml LIF auf Faktor 1,59
+ 0,16 (p = 0,02). Nach Stimulation mit 1,5 ng/ml LIF war die AKT-Aktivierung im
Vergleich zur Zugabe von 0,25 ng/ml LIF nur noch halb so stark (Faktor 1,23 + 0,21 (p
=0,19)).
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Abb. 3.11: Konzentrationskinetik der AKT-Phosphorylierung in immortalisierten humanen
Podozyten nach Stimulation mit LIF in Serum-freiem Medium fiir 15 Minuten. A: Représentativer
Western Blot. Obere Zeile: Phospho-AKT (Serd73). Untere Zeile: Gesamt-AKT. B: Densitometrische
Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhiltnis von Phospho-AKT zu Gesamt-
AKT als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische
Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl.
zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 3).
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Zeitkinetik

Im néchsten Schritt wurden die immortalisierten Podozyten unter Verwendung einer
konstanten LIF-Konzentration in unterschiedlicher Dauer stimuliert.

Wegen schlechter Handhabung der sehr geringen LIF-Konzentrationen, die zu der
starken Aktivierung der AKT-Signalkaskade fithrten (Abb. 3.11), wurden die humanen
Podozyten hierzu mit LIF in einer Konzentration von 1 ng/ml stimuliert. Aus
Vorversuchen, die hier nicht gezeigt werden, ging hervor, dass der AKT-Signalweg in
humanen Podozyten bereits nach sehr kurzer Stimulationsdauer aktiviert wird. Aus
diesem Grund wurden sie mit 1 ng/ml LIF fiir 1 min., 3 min., 5 min., 10 min. und 15
min. stimuliert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.12 veranschaulicht. Nach nur einer
Minute stieg die Intensitit der AKT-Phosphorylierung im Vergleich zur
Negativkontrolle mit PBS signifikant um den Faktor 1,40 + 0,07 an (p = 0,002). Uber
einen weiteren signifikanten Anstieg um den Faktor 1,54 + 0,27 (p = 0,03) nach 3
miniitiger LIF-Stimulation, erreichte die Aktivierung der AKT-Signaliibertragung nach
5 Minuten ein signifikantes Maximum von Faktor 1,72 + 0,32 (p = 0,02) und nach 10
Minuten von Faktor 1,69 + 042 (p = 0,04). Nach 15 Minuten war das
Phosphorylierungsniveau im Vergleich zur Negativkontrolle noch immer 1,29 + 0,05-

fach (p = 0,001) hoher.

A:
LIF (min.) 1 3 5 10 15 -

Phospho-AKT

Gesamt-AKT
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Abb. 3.12: Zeitkinetik der AKT-Phosphorylierung in immortalisierten humanen Podozyten nach
Stimulation mit 1 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium. A: Représentativer Western Blot. Obere Zeile:
Phospho-AKT (Ser473). Untere Zeile: Gesamt-AKT. B: Densitometrische Auswertung der Banden im
Western Blot. Dargestellt ist das Verhiltnis von Phospho-AKT zu Gesamt-AKT als arithmetischer
Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische Auswertung mit dem
zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, ** =p
< 0,01 im Vrgl. zur Kontrolle, *** = p < 0,001 im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 4).

Differenzierung der Signaliibertragung

Im Anschluss wurde untersucht, ob eine Inhibition der zeitabhingigen Aktivierung des
AKT-Signalweges in immortalisierten Podozyten mdglich war. Dazu wurden die in

3.2.1 beschriebenen Inhibitoren in angegebener Konzentration eingesetzt.

Humane Podozyten wurden nach 30 miniitiger Vorinkubation mit dem entsprechenden
Inhibitor mit 1 ng/ml LIF fiir I min., 3 min., 5 min., 10 min. und 15 min. stimuliert. Die
Negativkontrolle wurde wie in 3.1.1 beschrieben mit den jeweiligen Losungsmitteln
inkubiert. Wahrend die LIF-abhingige AKT-Phosphorylierung mit dem MEK1/2-
Inhibitor U0126 (10 uM) und dem JAK-2-Inhibitor AG490 (500 uM) nicht gehemmt
werden konnte, war sie durch Koinkubation mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 (25
uM) vollstindig authebbar. Diese Effekte sind in Abbildung 3.13 im Western Blot
dargestellt.
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Abb. 3.13: Auswirkung von Vorinkubation mit verschiedenen Inhibitoren auf die zeitabhingige
AKT-Phosphorylierung in immortalisierten humanen Podozyten nach Stimulation mit LIF.
Dargestellt sind die Banden im Western Blot. Stimulation mit 1 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir 1
min., 3 min., 5 min., 10 min. und 15 min. nach 30 miniitiger Vorinkubation mit dem jeweiligen Inhibitor.
Die mit PBS stimulierte Negativkontrolle wurde 30 Minuten vorher mit dem Losungsmittel des Inhibitors
inkubiert. A: Vorinkubation mit 10 uM U0126. B: Vorinkubation mit 500 uM AG490. C: Vorinkubation
mit 25 uM LY294002. Obere Zeile: Phospho-AKT (Ser473). Untere Zeile: Gesamt-AKT.

Murine Podozyten: PI3K/AKT (PKB)-Signalkaskade

Konzentrationskinetik

Die konzentrationsabhidngige Stimulation von murinen Podozyten erfolgte mit 2,5

ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml und 50 ng/ml LIF fiir 15 Minuten (Abb. 3.14).
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Dabei zeigte sich im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS eine Erhhung der AKT-
Phosphorylierung um den Faktor 1,45 + 0,48 (p = 0,24) nach Stimulation mit 2,5 ng/ml
LIF. Nach Zugabe von 5 ng/ml LIF konnte eine signifikante Steigerung der AKT-
Phosphorylierung um den Faktor 1,48 + 0,20 (p = 0,02) gemessen werden. Unter
Verwendung von 10 ng/ml und 25 ng/ml LIF lieBen sich weitere Steigerungen auf das
1,66 + 0,54-Fache fiir 10 ng/ml (p = 0,13) und auf das 1,88 £ 0,76-Fache fiir 25 ng/ml
(p = 0,15) beobachten. Nach diesem Hochstwert fiel die Aktivitdtssteigerung der AKT-
Signalkaskade unter Zugabe von 50 ng/ml LIF wieder auf den Ausgangswert von

Faktor 1,50 + 0,36 (p = 0,09) zuriick.
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Abb. 3.14: Konzentrationskinetik der AKT-Phosphorylierung in immortalisierten murinen
Podozyten nach Stimulation mit LIF in Serum-freiem Medium fiir 15 Minuten. A: Reprisentativer
Western Blot. Obere Zeile: Phospho-AKT (Ser473). Untere Zeile: Gesamt-AKT. B: Densitometrische
Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhiltnis von Phospho-AKT zu Gesamt-
AKT als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische
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Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl.
zur Kontrolle, n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 4).

Zeitkinetik

In murinen Podozyten wurde eine hohere Konzentration flir die Aktivierung der AKT-
Signalkaskade bendtigt. Dies wurde in hier nicht aufgefiihrten Vorversuchen
herausgefunden, in denen es unter Verwendung von 10 ng/ml zu keiner zeitabhdngigen
Aktivierung der AKT-Signalkaskade kam. Die murinen Podozyten wurden in folgender
Versuchsreihe mit je 25 ng/ml LIF fir 5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min.
stimuliert (Abb. 3.15). Dabei zeigte sich bereits nach 5 Minuten im Vergleich zur
Negativkontrolle mit PBS ein signifikanter Anstieg der AKT-Phosphorylierung um
Faktor 1,32 + 0,09 (p = 0,03). Nach Verdoppelung der Stimulationsdauer auf 10
Minuten konnte das Phosphorylierungsniveau signifikant auf das 1,86 = 0,26-Fache (p =
0,03) gesteigert werden. Eine Verdreifachung der Ausgangs-Stimulationsdauer auf 15
Minuten fiihrte dann zu einem Riickgang der Aktivierung auf das 1,67 + 0,45-Fache (p
= 0,12) der Negativkontrolle. Nach langeren Stimulationen von 30 und 60 Minuten
Dauer war das Ausgangsniveau von Faktor 1,36 + 0,18 (p = 0,08) fiir 30 Minuten und
von Faktor 1,33 = 0,35 (p = 0,25) fiir 60 Minuten wieder erreicht.
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Abb. 3.15: Zeitkinetik der AKT-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten nach
Stimulation mit 25 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium. A: Reprisentativer Western Blot. Obere
Zeile: Phospho-AKT (Ser473). Untere Zeile: Gesamt-AKT. B: Densitometrische Auswertung der Banden
im Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-AKT zu Gesamt-AKT als arithmetischer
Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische Auswertung mit dem
zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. =
non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwertes an (n = 3).

Differenzierung der Signaliibertragung

Eine spezifische Hemmung der LIF-abhéngigen Aktivierung der AKT-Signalkaskade
war in immortalisierten murinen Podozyten durch den PI3K-Inhibitor LY294002
moglich. Fiir diese Versuchsreihe wurden, wie in 3.2.1 beschrieben, verschiedene
Inhibitoren verwendet. Murine Podozyten wurden nach 30 miniitiger Vorinkubation mit
dem entsprechenden Inhibitor in einer Zeitkinetik mit 25 ng/ml LIF fiir 5 min., 10 min.,
15 min., 30 min., und 60 min. stimuliert. Die Negativkontrolle wurde mit den jeweiligen
Losungsmitteln  inkubiert. Eine Koinkubation mit dem Inhibitor U0126
beziehungsweise AG490 hatte keinen Effekt auf die LIF-abhéngige AKT-Aktivierung.
Unter Verwendung des PI3K-Inhibitors LY294002 konnte die LIF-induzierte AKT-
Phosphorylierung jedoch vollstidndig blockiert werden (Abb. 3.16). Die Gesamt-AKT
Bande nach 60 Minuten Koinkubation mit LIF und AG490 war schwach ausgepragt, da
AG490 laut Hersteller apoptotisch auf Zellen wirken kann.

65



Ergebnisse

A:
LIF (min.) 5 10 15 30 60 -
uo126 + + + + + -
Phospho-AKT e
Gesamt-AKT — — —
B:
LIF (min.) 5 10 15 30 60 -
AG490 + + + + + -
Phospho-AKT ] : .
Gesamt-AKT “'"'*- ; W — Sl w
C:
LIF (min.) 5 10 15 30 60 -
LY294002 + + + + + -
Phospho-AKT » : o
Gesamt-AKT

Abb. 3.16: Auswirkung von Vorinkubation mit verschiedenen Inhibitoren auf die zeitabhingige
AKT-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten nach Stimulation mit LIF.
Dargestellt sind die Banden im Western Blot. Stimulation mit 25 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir
5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. nach 30 miniitiger Vorinkubation mit dem jeweiligen
Inhibitor. Die mit PBS stimulierte Negativkontrolle wurde 30 Minuten vorher mit dem Losungsmittel des
Inhibitors inkubiert. A: Vorinkubation mit 10 pM U0126. B: Vorinkubation mit 500 uM AG490. C:
Vorinkubation mit 25 pM LY294002. Obere Zeile: Phospho-AKT (Ser473). Untere Zeile: Gesamt-AKT.

3.2.3 p38 MAPK-Signaltransduktion

In weiteren Untersuchungen sollte herausgefunden werden, ob die p38 MAPK-
Signalkaskade in immortalisierten humanen und murinen Podozyten ebenfalls durch
LIF aktiviert werden kann. Hierfiir wurden die Zellen zunéchst fiir 15 Minuten mit 2,5

ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml und 50 ng/ml LIF stimuliert. Zur Veranschaulichung
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der Ergebnisse wurden aullerdem Positivkontrollen mit je 20 ng/ul rekombinantem
humanen bzw. murinen Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-a) von PeproTech® fiir 5
und 10 Minuten stimuliert. Das Zytokin TNF-a fiihrt in immortalisierten Podozyten zu

einer Aktivierung der p38-Signaltransduktion.

Humane Podozyten: p38 MAPK-Signalkaskade

Konzentrationskinetik

In humanen Podozyten konnte im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS und VE-
Wasser keine konzentrationsabhingige Steigerung der p38-Phosphorylierung durch LIF
nachgewiesen werden (Abb. 3.17). Die Stimulation mit TNF-a fiir 5 Minuten hingegen
ergab im Vergleich zur Negativkontrolle eine durchschnittliche Aktivitdtssteigerung um
den Faktor 1,26 + 0,39 (p = 0,37) und nach 10 Minuten um den Faktor 1,90 + 1,00 (p =
0,26), wobei es in einem der drei Versuche bei der statistischen Auswertung einen
Ausreifler nach unten gab, der den hohen Fehlerbalken bei der 10 miniitigen TNF-a-

Stimulation verursacht.

A:
LIF (pro ml) TNF-a (min.)
25ng Sng  10ng 25ng 50ng - 5 10
Phospho-p38 —— e S—
Gesamt-p38 — — — — — —
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Abb. 3.17: Konzentrationskinetik der p38-Phosphorylierung in immortalisierten humanen
Podozyten nach Stimulation mit LIF in Serum-freiem Medium fiir 15 Minuten im Vergleich zur
Stimulation mit 20 ng/pul TNF-a fiir 5 und 10 Minuten. A: Reprisentativer Western Blot. Obere Zeile:
Phospho-p38 (Thr180/Tyr182) #9211. Untere Zeile: Gesamt-p38. B: Densitometrische Auswertung der
Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-p38 zu Gesamt-p38 als
arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische Auswertung mit
dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, n.s. = non-significant im Vrgl. zur
Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 3).

Zeitkinetik

Auch in der zeitabhdngigen Stimulation der humanen Podozyten mit 10 ng/ml LIF fiir 5
min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. zeigte sich im Vergleich zur
Negativkontrolle mit PBS und VE-Wasser kein Effekt von LIF auf die p38-
Signalkaskade (Abb. 3.18). Im Gegensatz dazu stieg die p38-Phosphorylierung nach 5
miniitiger TNF-a-Stimulation (20 ng/pl) im Vergleich zur Negativkontrolle um den
Faktor 1,56 = 1,06 (p = 0,46) und nach 10 Minuten auf mehr als das Doppelte der
Negativkontrolle (Faktor 2,40 + 0,84 (p = 0,10)). Die hohen Fehlerbalken der
Positivkontrollen mit TNF-a-Stimulation sind auf Schwankungen der absoluten Werte

in der statistischen Auswertung zuriickzufiihren.
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Abb. 3.18: Zeitkinetik der p38-Phosphorylierung in immortalisierten humanen Podozyten nach
Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium im Vergleich zur Stimulation mit 20 ng/pl
TNF-a fiir 5 und 10 Minuten. A: Reprisentativer Western Blot. Obere Zeile: Phospho-p38
(Thr180/Tyr182) #9211. Untere Zeile: Gesamt-p38. B: Densitometrische Auswertung der Banden im
Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-p38 zu Gesamt-p38 als arithmetischer
Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische Auswertung mit dem
zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. =
non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwertes an (n = 3).

Murine Podozyten: p38 MAPK-Signalkaskade

Konzentrationskinetik

Murine Podozyten wurden analog zu den humanen Podozyten mit LIF beziehungsweise

TNF-o (20 ng/pl) behandelt. In der konzentrationsabhédngigen LIF-Stimulation der
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murinen Podozyten mit 2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml und 50 ng/ml fiir 15
Minuten konnte im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS und VE-Wasser ebenfalls
kein Effekt auf die p38-Aktivierung nachgewiesen werden (Abb. 3.19). Wurden die
Podozyten hingegen mit TNF-a stimuliert, konnte nach 5 Minuten eine Steigerung der
p38-Phosphorylierung um den Faktor 1,55 + 0,46 (p = 0,17) und nach 10 Minuten eine
signifikante Steigerung um den Faktor 2,22 + 0,36 (p = 0,03) beobachtet werden.
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Abb. 3.19: Konzentrationskinetik der p38-Phosphorylierung in immortalisierten murinen
Podozyten nach Stimulation mit LIF in Serum-freiem Medium fiir 15 Minuten im Vergleich zur
Stimulation mit 20 ng/pl TNF-a fiir 5 und 10 Minuten. A: Repréisentativer Western Blot. Obere Zeile:
Phospho-p38 (Thr180/Tyr182) #4511. Untere Zeile: Gesamt-p38. B: Densitometrische Auswertung der
Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhidltnis von Phospho-p38 zu Gesamt-p38 als
arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische Auswertung mit
dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle,
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n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwertes an (n = 3).

Zeitkinetik

Abbildung 3.20 zeigt Ergebnisse der zeitabhidngigen Stimulation von murinen
Podozyten mit 10 ng/ml LIF fiir 5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min.
beziehungsweise 20 ng/ul TNF-a fiir 5 und 10 Minuten. Unter Zugabe von LIF konnte
auch in dieser Versuchsreihe im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS und VE-
Wasser keine Zunahme der p38-Phosphorylierung in der statistischen Auswertung
nachgewiesen werden. Im Unterschied dazu wurde die p38-Phosphorylierung durch die
5 miniitige Stimulation mit TNF-a im Vergleich zur Negativkontrolle um den Faktor
1,58 £ 0,58 (p = 0,14) und nach 10 Minuten signifikant um den Faktor 2,35 £ 0,75 (p =
0,04) gesteigert.

A:
LIF (min.) TNF-a (min.)
5 10 15 30 60 - 5 10
Phospho-p38 o : e s
Gesamt-p38 | e — m— —

71



Ergebnisse

relative Einheit pp38 / p38
—_ N 98]
— L N U, WL

=
()]
1

J““I“

Kontrolle 5min. 10 min. 15min. 30 min. 60 min. 5 min. 10 min.
TNF-oo TNF-a

(e
1

LIF- und TNF-o-Stimulationsdauer

Abb. 3.20: Zeitkinetik der p38-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten nach
Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium im Vergleich zur Stimulation mit 20 ng/pl
TNF-a fiir 5 und 10 Minuten. A: Représentativer Western Blot. Obere Zeile: Phospho-p38
(Thr180/Tyr182) #4511. Untere Zeile: Gesamt-p38. B: Densitometrische Auswertung der Banden im
Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-p38 zu Gesamt-p38 als arithmetischer
Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische Auswertung mit dem
zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. =
non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwertes an (n = 4).

3.2.4 JAK-2/STAT3-Signaltransduktion

Zuletzt wurden die Auswirkungen der LIF-Stimulation auf die konzentrations- und
zeitabhingige STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten humanen und murinen

Podozyten untersucht.

Humane Podozyten: JAK-2/STAT3-Signalkaskade

Konzentrationskinetik

Fiir die konzentrationsabhédngige Versuchsreihe wurden zunéchst humane Podozyten fiir
15 Minuten mit LIF in Konzentrationen von 2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml und
50 ng/ml stimuliert. Die Daten hierzu sind in Abbildung 3.21 dargestellt. Es konnte

gezeigt werden, dass das STAT3-Phosphorylierungsniveau in humanen Podozyten
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parallel zur Menge an zugefiihrtem LIF signifikant ansteigt. Wahrend die Stimulation
mit 2,5 ng/ml LIF bereits eine signifikante STAT3-Aktivitédtssteigerung um den Faktor
1,30 £ 0,06 (p = 0,02) und mit 5 ng/ml LIF eine weitere signifikante Steigerung um den
Faktor 1,66 = 0,27 (p = 0,05) auslost, steigt die STAT3-Phosphorylierung ebenfalls
signifikant nach Zugabe von 10 ng/ml LIF auf das Doppelte der Negativkontrolle mit
PBS an (Faktor 2,01 £ 0,16 (p = 0,01)). Weitere Erhohungen der LIF Konzentration auf
25 ng/ml fihrten zu noch hoheren und signifikanten Aktivitdtssteigerungen um den
Faktor 2,38 + 0,16 (p = 0,004) und unter Zugabe von 50 ng/ml um den Faktor 2,55 +
0,51 (p=0,03).
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Abb. 3.21: Konzentrationskinetik der STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten humanen
Podozyten nach Stimulation mit LIF in Serum-freiem Medium fiir 15 Minuten. A: Reprisentativer
Western Blot. Obere Zeile: Phospho-STAT3 (Tyr705). Untere Zeile: Gesamt-STAT3. B:
Densitometrische Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-
STAT3 zu Gesamt-STAT3 als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1)
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(statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p <
0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 3).

Zeitkinetik

Als Néchstes wurden die humanen Podozyten mit 10 ng/ml LIF fiir 5 min., 10 min., 15
min., 30 min. und 60 min. stimuliert, um auch eine zeitabhdngige STAT3-Aktivierung
zu untersuchen (Abb. 3.22). Hierzu wurde nicht die LIF-Konzentration der stirksten
STAT3-Phosphorylierung aus der Konzentrationskinetik (Abb. 3.21) verwendet, da eine
physiologische LIF-Konzentration von 10 ng/ml bereits einen zeitabhingigen Effekt auf
die STAT3-Achse verursachte.

Die 5 miniitige LIF-Stimulation erhohte die STAT3-Phosphorylierung im Vergleich zur
Negativkontrolle mit PBS um den Faktor 1,36 = 0,31 (p = 0,18). Uber eine signifikante
Steigerung der STAT3-Phosphorylierung um den Faktor 1,75 + 0,28 (p = 0,04) nach 10
Minuten, konnte nach 15 Minuten eine maximale und ebenso signifikante
Aktivitatssteigerung um den Faktor 2,24 + 0,28 (p = 0,02) erreicht werden. Lingere
Stimulation mit LIF bewirkte dann einen langsamen Riickgang der STAT3-Aktivierung.
Eine Verdoppelung der Stimulationsdauer auf 30 Minuten fiihrte immer noch im
Vergleich zur Negativkontrolle zu einer signifikanten Steigerung der STAT3-
Phosphorylierung um den Faktor 1,73 + 0,31 (p = 0,05) und eine weitere Verdoppelung
auf 60 Minuten noch um den Faktor 1,29 + 0,12 (p = 0,06).
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Abb. 3.22: Zeitkinetik der STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten humanen Podozyten nach
Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium. A: Représentativer Western Blot. Obere
Zeile: Phospho-STAT3 (Tyr705). Untere Zeile: Gesamt-STAT3. B: Densitometrische Auswertung der
Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhiltnis von Phospho-STAT3 zu Gesamt-STAT3 als
arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische Auswertung mit
dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle,
n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwertes an (n = 3).

Differenzierung der Signaliibertragung

Danach sollte herausgefunden werden, ob der zeitabhidngige Einfluss von LIF auf die
STAT3-Signalkaskade in immortalisierten Podozyten mit verschiedenen Inhibitoren
gehemmt werden kann.

Hierzu wurden zunichst humane Podozyten mit 10 ng/ml LIF fiir 5 min., 10 min., 15
min., 30 min. und 60 min. stimuliert, nachdem sie jeweils 30 Minuten vorher mit dem
entsprechenden Inhibitor (siche 3.2.1) inkubiert wurden (Abb. 3.23). Die
Negativkontrolle wurde mit PBS und dem Losungsmittel des eingesetzten Inhibitors
inkubiert. Die Aufnahme der Banden aus den Western Blot-Analysen nach Inkubation
der Nitrocellulosemembranen mit Gesamt-STAT3 beziehungsweise Phospho-STAT3
(Tyr705) erfolgte im Imaging-System unter Einsatz des Super Signal® ELISA Femto

Kits von Thermo Scientific (Dreieich).
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Unter Verwendung von 500 uM des JAK-2-Inhibitors AG490 konnte die Aktivierung
der STAT3-Signalachse durch LIF gemindert werden. In Gegeniiberstellung dazu ist in
diesem Versuchsaufbau zusétzlich die STAT3-Phosphorylierung nach Stimulation mit
10 ng/ml LIF fiir 10 und 15 Minuten ohne Inhibitor dargestellt. Die Koinkubation mit
den Inhibitoren U0126 oder LY294002 hatte keinen Einfluss auf die LIF-abhidngige
STAT3-Phosphorylierung.
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Phospho-STAT?3 b"""' - - B——
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Abb. 3.23: Auswirkung von Vorinkubation mit verschiedenen Inhibitoren auf die zeitabhingige
STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten humanen Podozyten nach Stimulation mit LIF.
Dargestellt sind die Banden im Western Blot. Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir
5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. nach 30 miniitiger Vorinkubation mit dem jeweiligen
Inhibitor beziehungsweise fir 10 und 15 min. ohne Inhibitor (B). Die mit PBS stimulierte
Negativkontrolle wurde 30 Minuten vorher mit dem Ldsungsmittel des Inhibitors inkubiert. A:
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Vorinkubation mit 10 uM U0126. B: Vorinkubation mit 500 pM AG490. C: Vorinkubation mit 25 pM
LY?294002. Obere Zeile: Phospho-STAT3 (Tyr705) #9145. Untere Zeile: Gesamt-STAT3 #12640.

Parallel zu den Western Blot Analysen zur Aktivierung der JAK-2/STATS3-
Signalkaskade in immortalisierten humanen Podozyten, sollte die LIF-abhéingige
Phosphorylierung von STAT3 nachfolgend mit spezifischen Antikorpern gegen
Gesamt-STAT3 und Phospho-STAT3 (Tyr 705) ebenfalls in der indirekten
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Da phosphorylierte STAT3-Dimere in den
Zellkern wandern, um dort ihre Wirkung als Transkriptionsfaktor zu entfalten, wird bei
stattgefundener Aktivierung von STAT3 ein stirkeres Fluoreszenzsignal (griin) im
Zellkern erwartet. Um diesen Prozess genauer beobachten zu konnen, wurden die
Zellkerne der Podozyten hierzu nicht mit DAPI gegengefarbt.

Die Podozyten wurden wie in 2.2.1 beschrieben vorbereitet. Zundchst wurden die
humanen immortalisierten Podozyten in einer Zeitkinetik mit 10 ng/ml LIF fiir 5 min.,
10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. stimuliert (Abb. 3.24). Eine mit PBS inkubierte
Kontrolle wurde mit (ohne LIF) und ohne (neg. Kontrolle ohne LIF) Primérantikorper-
Inkubation mitgefiihrt. AuBBerdem erfolgte eine 60-miniitige Stimulation einer weiteren
Kontrolle mit 10 ng/ml LIF ohne Primérantikdrper-Inkubation (neg. Kontrolle 60 min.).
Die Immunfluoreszenzfarbung erfolgte wie in 2.2.10 beschrieben.

Die Phosphorylierung von STAT3 durch die Einwirkung von LIF konnte in den
vorliegenden Immunfluoreszenzanalysen bestétigt werden. In den Aufnahmen ist
erkennbar, dass die Fluoreszenz von Phospho-STAT3 unter LIF bereits nach 5 min. im
Zytoplasma des Podozyten sichtbar wird, sich nach 15 min. dann nahezu vollstdndig in
den Zellkern verlagert und im weiteren Verlauf der Stimulation sich wieder ins
Zytoplasma riickverlagert. Im Vergleich dazu sind in den Kontrollen der Phospho-
STAT3 Férbung im Zellkern und Zytoplasma der Podozyten deutlich geringere
Fluoreszenzintensitéten nachweisbar.

Dieser Effekt konnte auch fiir die Gesamt-STAT3 Farbung beobachtet werden.
Wihrend sich das Gesamt-STAT3 zu Beginn der LIF-Stimulation nach 5 min., genau
wie in der unstimulierten Kontrolle, noch im Zytoplasma des Podozyten befindet,
wandert es nach ldngerer Stimulationsdauer in den Zellkern und zeigt dort, verglichen
mit dem Zytoplasma, nach 15 min. das stirkste Fluoreszenzsignal. Nach 60 min. unter

LIF ist das Gesamt-STAT3 wieder im Zytoplasma des Podozyten zu sehen. Die
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Kontrollen ohne Gesamt-STAT3-Inkubation weisen hingegen nur geringe

Fluoreszenzintensititen auf.

=
w

Phospho-STAT3 Gesamt-STAT3

neg. Kontrolle 60 min. neg. Kontrolle ohne LI neg. Kontrolle 60 min. neg. Kontrolle ohne LI

Abb. 3.24: Reprisentative Aufnahmen von Phospho-STAT3 und Gesamt-STAT3 in
immortalisierten humanen Podozyten mittels Immunfluoreszenzmikroskopie nach zeitabhingiger
Stimulation mit LIF. Stimulation der Podozyten mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir 5 min.,
10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. Inkubation der Negativkontrollen mit PBS mit (ohne LIF) und
ohne (neg. Kontrolle ohne LIF) Primarantikérper-Inkubation. Zusitzliche Negativkontrolle ohne
Primérantikorper-Inkubation nach Stimulation mit 10 ng/ml LIF fiir 60 min. (neg. Kontrolle 60 min.).
Farbung mit Phospho-STAT3 (Tyr705) # 9145 (A) bzw. Gesamt-STAT3 # 12640 (B) / anti-Kaninchen
Alexa Fluor” 488 (griine Fluoreszenz). Aufnahmen mit Filtersatz 38 HE eGFP shift free (Expositionszeit
2.000 ms) in 63-facher VergroBerung mit Immersionsél. Maf3stab 20 pm.

Unter gleichen Bedingungen wurde nun auch der konzentrations- und zeitabhingige
Einfluss von LIF auf die STAT3-Signalkaskade in immortalisierten murinen Podozyten

im Western Blot untersucht.
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Murine Podozyten: JAK-2/STAT3-Signalkaskade

Konzentrationskinetik

Zuerst wurden murine Podozyten fiir 15 Minuten in einer Konzentrationskinetik (Abb.
3.25) mit 2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml und 50 ng/ml LIF stimuliert. Dabei
zeigte sich unabhingig von der LIF-Konzentration, aber abhdngig von der LIF-Zugabe,
eine signifikante und starke Aktivierung der STAT3-Signaliibertragung. Eine
Konzentration von nur 2,5 ng/ml LIF bewirkte bereits im Vergleich zur
Negativkontrolle mit PBS eine signifikant hohere STAT3-Phosphorylierung um den
Faktor 3,89 + 0,78 (p = 0,02) und eine Konzentration von 5 ng/ml eine signifikante
Erhéhung um den Faktor 3,64 + 0,53 (p = 0,01). Unter Stimulation mit 10 ng/ml LIF
konnte eine signifikante STAT3-Aktivierung um den Faktor 3,95 + 0,94 (p = 0,03)
nachgewiesen werden und unter 25 ng/ml LIF eine ebenfalls signifikante Aktivierung
auf liber das Vierfache der Negativkontrolle (Faktor 4,30 + 1,08 (p = 0,03)). Nach
Zugabe von 50 ng/ml LIF war die STAT3-Phosphorylierung noch immer 4,12 + 1,15-
fach (p = 0,04) hoher als in der Negativkontrolle.

A:
LIF (proml) 2,5ng 5S5ng 10ng 25ng 50ng -

Phospho-STAT3

Gesamt-STATS3 — — — — — i
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Abb. 3.25: Konzentrationskinetik der STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten murinen
Podozyten nach Stimulation mit LIF in Serum-freiem Medium fiir 15 Minuten. A: Représentativer
Western Blot. Obere Zeile: Phospho-STAT3 (Tyr705). Untere Zeile: Gesamt-STAT3. B:
Densitometrische Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-
STAT3 zu Gesamt-STAT3 als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1)
(statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p <
0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 3).

Zeitkinetik

Danach wurden murine Podozyten in einer Zeitkinetik (Abb. 3.26) mit 10 ng/ml LIF fiir
5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. stimuliert. Nach 5 Minuten stieg die
STAT3-Phosphorylierung im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS bereits
signifikant um den Faktor 4,57 + 2,65 (p = 0,04) an. Die Stimulation mit LIF fiihrte
nach 10 Minuten zu einer weiteren signifikanten Erh6hung der STAT3-Aktivierung um
den Faktor 5,27 + 2,56 (p = 0,02) bis hin zu einer maximalen und signifikanten
Erhohung um den Faktor 5,94 + 2,37 (p = 0,01) nach 15 Minuten. Auch nach 30
miniitiger LIF-Stimulation war noch eine signifikante Aktivierung der STAT3-
Signalkaskade um den Faktor 4,27 + 2,36 (p = 0,04) nachweisbar. Diese fiel nach 60
Minuten ab auf eine signifikante Aktivierung um den Faktor 1,81 = 0,47 (p = 0,02). Die
hohen Fehlerbalken sind auf die statistische Auswertung der Banden im Western Blot in

zwel der finf Versuche zuriickzufilhren, in denen die absoluten, auf die
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Negativkontrolle normalisierten Werte niedriger sind, aber dennoch relativ innerhalb

des Versuches den gleichen Effekt von LIF zeigen.

Az
LIF (min.) 5 10 15 30 60 -

Phospho-STAT3

Gesamt-STAT3

1l

Kontrolle 5 min. 10 min. 15min. 30min. 60 min.

relative Einheit pSTAT3 / STAT3
S = N W kA U N 9 0 O

LIF-Stimulationsdauer

Abb. 3.26: Zeitkinetik der STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten nach
Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium. A: Représentativer Western Blot. Obere
Zeile: Phospho-STAT3 (Tyr705). Untere Zeile: Gesamt-STAT3. B: Densitometrische Auswertung der
Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhiltnis von Phospho-STAT3 zu Gesamt-STAT3 als
arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische Auswertung mit
dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, **
=p <0,01 im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an

(n=5).
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Differenzierung der Signaliibertragung

In immortalisierten murinen Podozyten wurde ebenfalls eine Hemmung der
zeitabhéngigen STAT3-Phosphorylierung durch LIF unter Koinkubation mit den in
3.2.1 beschriebenen Inhibitoren untersucht.

Die murinen Podozyten wurden zuerst fiir 30 Minuten mit dem jeweiligen Inhibitor
vorinkubiert und danach fiir 5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. mit 10 ng/ml
LIF stimuliert. Die Negativkontrolle wurde mit PBS und dem Lo&sungsmittel des
verwendeten Inhibitors inkubiert. Eine Inhibition der LIF-abhingigen STAT3-
Phosphorylierung war durch Koinkubation mit U0126 oder LY294002 nicht moglich
(Abb. 3.27). Wurde hingegen der JAK-2-Inhibitor AG490 (500 uM) eingesetzt, war die
STAT3-Phosphorylierung durch LIF reduziert. Zur Veranschaulichung wird in diesem
Versuch ebenfalls die Stimulation mit 10 ng/ml LIF fiir 10 und 15 Minuten ohne

Inhibitor gezeigt.
A:
LIF (min.) 5 10 15 30 60 -
uo126 + + + + + -

Phospho-STAT3 - i

Gesamt-STAT3 N
B:
LIF (min.) 5 10 15 30 60 - 10 15
AG490 + + + + + - - -
Phospho-STAT?3 — ——

Gesamt-STAT3 B— — g— —  — GEEENND NN  —
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Abb. 3.27: Auswirkung von Vorinkubation mit verschiedenen Inhibitoren auf die zeitabhingige
STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten nach Stimulation mit LIF.
Dargestellt sind die Banden im Western Blot. Stimulation mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir
5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. nach 30 miniitiger Vorinkubation mit dem jeweiligen
Inhibitor beziehungsweise fir 10 und 15 min. ohne Inhibitor (B). Die mit PBS stimulierte
Negativkontrolle wurde 30 Minuten vorher mit dem Losungsmittel des Inhibitors inkubiert. A:
Vorinkubation mit 10 uM U0126. B: Vorinkubation mit 500 uM AG490. C: Vorinkubation mit 25 uM
LY294002. Obere Zeile: Phospho-STAT3 (Tyr705). Untere Zeile: Gesamt-STAT3.

Im nichsten Schritt wurde im Western Blot die zeitabhdngige STAT3-Phosphorylierung
in immortalisierten murinen Podozyten unter oxidativem Stress durch
Wasserstoffperoxid (Sigma, Steinheim) in Zusammenhang mit der LIF-induzierten
STAT3-Aktivierung untersucht. Hierzu wurden die Zellen fiir 15 min., 60 min, und 120
min. entweder mit 10 ng/ml LIF, 1 mM H,O, oder einer Kombination aus LIF + H,O,
in angegebener Konzentration stimuliert (Abb. 3.28). Die Negativkontrolle wurde mit
PBS und VE-Wasser inkubiert.

Die Stimulation mit LIF fiir 15 Minuten ergab im Vergleich zur Negativkontrolle eine
rasche und signifikante STAT3-Aktivitétssteigerung um den Faktor 4,53 + 1,43 (p =
0,05). Diese fiel nach 60 miniitiger LIF-Stimulation ab auf den Faktor 1,39 + 0,33 (p =
0,18). Nach 120 Minuten LIF-Stimulation war in der STAT3-Phosphorylierung kein
Unterschied zur Negativkontrolle messbar (Faktor 1,05 + 0,12 (p = 0,54)). Die
Stimulation mit H,O, filihrte im Vergleich zur Negativkontrolle nach keiner
Stimulationsdauer zu einer Aktivierung des STAT3-Signalweges. Die STAT3-
Phosphorylierung lag nach 15 Minuten H,O,-Stimulation bei Faktor 1,06 + 0,15 (p =
0,56), nach 60 Minuten H,O,-Stimulation bei Faktor 1,02 + 0,18 (p = 0,88) und nach
120 Minuten H,0O,-Stimulation bei Faktor 1,03 + 0,05 (p = 0,42). Die simultane
Stimulation mit LIF und H,O, induzierte eine langer andauernde aber insgesamt
geringere STAT3-Phosphorylierung im Gegensatz zur alleinigen Stimulation mit LIF.
Im Vergleich zur Negativkontrolle war die STAT3-Aktivierung nach 15 Minuten
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Stimulation mit LIF + H,O, signifikant um den Faktor 2,40 + 0,28 (p = 0,01) hoher.
Eine noch héhere und zugleich signifikante Aktivierung um den Faktor 2,98 + 0,52 (p =
0,02) konnte nach 60 Minuten Stimulation mit LIF + H,O, erzielt werden. Auch nach
120 Minuten Stimulation mit LIF + H,O, war die STAT3-Phosphorylierung noch
immer doppelt so hoch wie in der Negativkontrolle (Faktor 2,10 £ 0,41 (p = 0,04)).

A:
LIF H,0, LIF + H,0,
min. - 15 60 120 15 60 120 15 60 120
Phospho-STAT3 pa— — — c—
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Abb. 3.28: Auswirkung von oxidativem Stress durch Koinkubation mit H,0, auf die LIF induzierte
zeitabhéingige STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten. Stimulation mit 10
ng/ml LIF, 1 mM H,0, oder LIF + H,0, in Serum-freiem Medium fiir 15 min., 60 min. und 120 min. A:
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Reprisentativer Western Blot. Erste Zeile: Phospho-STAT3 (Tyr705). Zweite und vierte Zeile: f-Aktin
(Ladekontrolle gleicher Proteinmengen). Dritte Zeile: Gesamt-STAT3 #12640. B: Densitometrische
Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhéltnis von Phospho-STAT3 zu Gesamt-
STAT3 als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle (Einheit 1) (statistische
Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl.
zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 3).

Zusétzlich  wurde in  den murinen immortalisierten Podozyten  mittels
Immunfluoreszenzanalysen die  LIF-abhidngige = STAT3-Phosphorylierung  mit
nachfolgender Translokation der STAT3-Dimere in den Zellkern in Zusammenhang mit
oxidativem Stress durch H>O» untersucht.

Hierzu wurden die murinen Podozyten, nach der wie in 2.2.1 beschriebenen
Vorbereitung, zunichst mit 10 ng/ml LIF, 1 mM H,0, oder einer Kombination aus LIF
und H,O, fiir 15 min., 60 min. und 120 min. stimuliert. Eine Kontrolle mit PBS- und
VE-Wasser-Inkubation wurde mit (unstimuliert) und ohne (neg. Kontrolle unstimuliert)
Primdrantikdrper mitgefiihrt. Zusitzlich wurde eine Kontrolle ohne Primérantikorper fiir
120 min. mit LIF und H,O, stimuliert (neg. Kontrolle stimuliert). Die darauffolgende
Immunfluoreszenzfirbung erfolgte nach Protokoll (siehe 2.2.10).

Die Ergebnisse aus den Western Blot Untersuchungen konnten auch hier bestitigt
werden. In der alleinigen Stimulation mit LIF konnte fiir die Phospho-STAT3
Fluoreszenz nur nach 15 min. ein positives Signal im Zellkern des Podozyten
beobachtet werden (Abb. 3.29). Die Stimulation mit H,O, fiihrte auch in der
Immunfluoreszenzanalyse zu keiner sichtbaren STAT3-Phosphorylierung. Ausgehend
von einer begonnenen, und somit verzdgerten, LIF-abhingigen STAT3-
Phosphorylierung nach 15 min. Kostimulation mit LIF und H,O,, die gleichermal3en im
Zytoplasma und im Zellkern des Podozyten zu sehen ist, fithrt die lédngere
Kostimulation fiir 60 min. zu einer Verlagerung der phosphorylierten STAT3 Proteine
in den Zellkern. Auch nach 120 min. unter Kostimulation hilt die STAT3-
Phosphorylierung weiter an, was an der noch immer vorhandenen Fluoreszenz im
Zellkern und teilweise wieder im Zytoplasma zu erkennen ist. Die Kontrollen mit und
ohne Phospho-STAT3-Inkubation zeigen dagegen kein verstirktes Fluoreszenzsignal im
Zellkern und im Zytoplasma des Podozyten.

Ahnliche Beobachtungen konnten fiir die Gesamt-STAT3 Firbung gemacht werden.
Nach Stimulation mit LIF fiir 15 min. befand sich das Gesamt-STAT3 bereits
vollstidndig im Zellkern des Podozyten, wohingegen die LIF-Stimulation fiir 60 und 120

85



Ergebnisse

min., ebenso wie die alleinige Stimulation mit H>O, keine Gesamt-STAT3 Fluoreszenz
im Zellkern zeigte. In der Kostimulation mit LIF und H,O, wiederum konnte nach 15
min. beobachtet werden, dass im Zellkern und umliegenden Zytoplasma des Podozyten
Gesamt-STAT3 Proteine lokalisiert sind. Diese wandern nach 60 min. Kostimulation
vermehrt in den Zellkern und sind auch nach 120 min. noch {iberwiegend dort zu sehen,
wobei dann auch wieder im Zellkern-nahen Zytoplasma mehr Gesamt-STAT3
beobachtet werden konnte. In der unstimulierten Kontrolle zeigte sich kein Gesamt-
STAT3 Fluoreszenzsignal im Zellkern. In den Kontrollen ohne Gesamt-STAT3-
Inkubation ist weder im Zellkern noch im Zytoplasma Gesamt-STAT3 zu sehen, hier

imponiert lediglich die leichte Eigenfluoreszenz der Podozyten.
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120 min,|
H,0O,
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Abb. 3.29: Reprisentative immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Auswirkung von
oxidativem Stress durch Koinkubation mit H,O, auf die LIF induzierte zeitabhingige STAT3-
Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten. Stimulation mit 10 ng/ml LIF, | mM H,0,
oder LIF + H,0, in Serum-freiem Medium fiir 15 min., 60 min. und 120 min. Inkubation der
Negativkontrollen mit PBS und VE-Wasser mit (unstimuliert) und ohne (neg. Kontrolle unstimuliert)
Primérantikorper. Zusitzliche Negativkontrolle ohne Primérantikorper nach Stimulation mit 10 ng/ml LIF
und 1 mM H,0, fiir 120 min. (neg. Kontrolle stimuliert). Farbung mit Phospho-STAT3 (Tyr705) # 9131
(A) bzw. Gesamt-STAT3 # 12640 (B) / anti-Kaninchen Alexa Fluor™ 488 (griine Fluoreszenz).
Aufnahmen mit Filtersatz 38 HE eGFP shift free (Expositionszeit 2.000 ms) in 63-facher Vergroferung
mit Immersions6l. MaB3stab 20 um.

Zuletzt sollte untersucht werden, ob durch hyperosmolaren Stress unter Sorbitol (Sigma,
Steinheim) in immortalisierten murinen Podozyten im Western Blot ebenfalls eine
Verzogerung der zeitabhdngigen LIF-induzierten STAT3-Phosphorylierung moglich
war. Hierfiir wurden die Zellen fiir 15 min., 60 min, und 120 min. entweder mit 10
ng/ml LIF, 0,5 M Sorbitol oder einer Kombination aus LIF + Sorbitol in angegebener
Konzentration stimuliert (Abb. 3.30). Das Sorbitol wurde dabei jedes Mal vor Beginn
eines Versuches neu in Hungermedium aufgelost. Die Negativkontrolle wurde mit PBS
und Hungermedium inkubiert.

Eine signifikante Steigerung der STAT3-Phosphorylierung im Vergleich zur
Negativkontrolle um den Faktor 6,70 + 1,24 (p = 0,02) konnte nach 15 Minuten
Stimulation mit LIF nachgewiesen werden. Nach 60 Minuten Stimulation mit LIF war
noch eine Aktivierung um den Faktor 1,94 + 0,60 (p = 0,11) und nach 120 Minuten
Stimulation mit LIF um den Faktor 1,35 £ 0,04 (p = 0,005) mdglich. Das Niveau der
STAT3-Phosphorylierung unter Verwendung von Sorbitol war im Vergleich zur

Negativkontrolle sehr schwach ausgeprédgt. Eine Aktivierung um den Faktor 1,12 war
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sowohl unter 15 miniitiger Stimulation mit Sorbitol (+ 0,12 (p = 0,24)), als auch unter
60 miniitiger Stimulation mit Sorbitol (£ 0,22 (p = 0,45)) moglich. Eine kaum hdhere
Steigerung um den Faktor 1,26 + 0,09 (p = 0,04) war nach 120 Minuten Stimulation mit
Sorbitol nachweisbar. Nach 15 miniitiger Kostimulation mit LIF und Sorbitol war die
STAT3-Aktivierung im Vergleich zur Negativkontrolle durchschnittlich um den Faktor
5,74 £ 2,18 (p = 0,06) gesteigert. Im Gegensatz zur alleinigen Stimulation mit LIF
beziehungsweise Sorbitol zeigte die Kostimulation fiir 60 Minuten eine anhaltende und
signifikante Aktivierung der STAT3-Signalkaskade um den Faktor 6,03 + 1,94 (p =
0,05). Die STAT3-Phosphorylierung hielt nach 120 Minuten Stimulationsdauer mit LIF
+ Sorbitol weiter an und war signifikant um den Faktor 6,23 + 2,18 (p = 0,05)

gesteigert.
A:
LIF Sorbitol LIF + Sorbitol
min. - 15 60 120 15 60 120 15 60 120
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Abb. 3.30: Auswirkung von hyperosmolarem Stress durch Koinkubation mit Sorbitol auf die LIF
induzierte zeitabhiingige STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten.
Stimulation mit 10 ng/ml LIF, 0,5 M Sorbitol oder LIF + Sorbitol in Serum-freiem Medium fiir 15 min.,
60 min. und 120 min. A: Reprisentativer Western Blot. Erste Zeile: Phospho-STAT3 (Tyr705). Zweite
und vierte Zeile: B-Aktin (Ladekontrolle gleicher Proteinmengen). Dritte Zeile: Gesamt-STAT3 #12640.
B: Densitometrische Auswertung der Banden im Western Blot. Dargestellt ist das Verhiltnis von
Phospho-STAT3 zu Gesamt-STAT3 als arithmetischer Mittelwert normalisiert auf die Negativkontrolle
(Einheit 1) (statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte
Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. = non-
significant im Vrgl. zur Kontrolle). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an
(n=3).

Zusatzlich wurden Immunfluoreszenzanalysen von murinen Podozyten durchgefiihrt,
um die Translokation von durch LIF aktivierten STAT3-Dimeren in den Zellkern unter
hyperosmolaren Bedingungen nachzuweisen. Fiir diese Untersuchung wurden die
murinen Podozyten ebenfalls fiir 15 min., 60 min. und 120 min. stimuliert mit entweder
10 ng/ml LIF, 0,5 M Sorbitol oder LIF + Sorbitol. Die Kontrollen wurden analog zu den
oben beschriebenen Kontrollen der Versuche zu oxidativem Stress hier mit Sorbitol und
seinem Losungsmittel (Hungermedium) durchgefiihrt.

Auch hier konnte zum wiederholten Mal die STAT3-Posphorylierung, die sich durch
ein starkes Fluoreszenzsignal im Zellkern des Podozyten zeigt, unter alleiniger LIF-
Stimulation nach 15 min. nachgewiesen werden (Abb. 3.31). Die LIF-Stimulation fiir 60
und 120 min. hingegen fiihrte auch hier zu keiner sichtbaren STAT3-Phosphorylierung.

Das Gleiche gilt fiir die alleinige Stimulation mit Sorbitol, hier konnte ebenfalls keine
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Phosphorylierung von STAT3 nachgewiesen werden. Wurden die murinen Podozyten
mit LIF und Sorbitol stimuliert, zeigte sich durch die starke Fluoreszenz im Zellkern
eine bereits nach 15 min. vorhandene und iiber 60 und 120 min. hin andauernde
STAT3-Phosphorylierung. In den Kontrollen konnte dagegen keine Phosphorylierung
von STAT3 nachgewiesen werden.

Passend zu diesen Ergebnissen konnten &hnliche Effekte in der Gesamt-STAT3
Untersuchung festgestellt werden. Nach 15 min. unter LIF war das Gesamt-STAT3 im
Zellkern des Podozyten lokalisiert. Im weiteren Verlauf der alleinigen LIF-Stimulation
und in der gesamten alleinigen Sorbitol-Stimulation konnte kein Gesamt-STAT3 im
Zellkern, stattdessen aber im Zytoplasma des Podozyten beobachtet werden. In der
Kostimulation mit LIF und Sorbitol zeigte sich zu jedem der beobachteten Zeitpunkte
ein starkes Fluoreszenzsignal im Zellkern des Podozyten, welches dem Gesamt-STAT3
und der anhaltenden STAT3-Aktivierung entspricht. In der unstimulierten Kontrolle
befand sich das Gesamt-STAT3 im Zytoplasma des Podozyten. Die Kontrollen ohne
Gesamt-STAT3-Inkubation zeigten im Zellkern und Zytoplasma kein verstirktes
Fluoreszenzsignal, allerdings konnte die vorhandene Eigenfluoreszenz beobachtet

werden.
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Abb. 3.31: Reprisentative immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Auswirkung von
hyperosmolarem Stress durch Koinkubation mit Sorbitol auf die LIF induzierte zeitabhingige
STAT3-Phosphorylierung in immortalisierten murinen Podozyten. Stimulation mit 10 ng/ml LIF, 0,5
M Sorbitol oder LIF + Sorbitol in Serum-freiem Medium fiir 15 min., 60 min. und 120 min. Inkubation
der Negativkontrollen mit PBS und Hungermedium mit (unstimuliert) und ohne (neg. Kontrolle
unstimuliert) Primarantikorper. Zusétzliche Negativkontrolle ohne Primérantikérper nach Stimulation mit
10 ng/ml LIF und 0,5 M Sorbitol fiir 120 min. (neg. Kontrolle stimuliert). Farbung mit Phospho-STAT3
(Tyr705) # 9131 (A) bzw. Gesamt-STAT3 # 12640 (B) / anti-Kaninchen Alexa Fluor™ 488 (griine
Fluoreszenz). Aufnahmen mit Filtersatz 38 HE eGFP shift free (Expositionszeit 2.000 ms) in 63-facher
Vergroferung mit Immersionsdl. MaBstab 20 um.

3.2.5 Expression von SOCS1 und SOCS3 in murinen Podozyten

Das Ziel der nichsten Versuchsreihe war die Expression der SOCS1- und SOCS3-
mRNA in immortalisierten murinen Podozyten unter LIF-Stimulation in Real Time
PCR Analysen zu untersuchen. Die Suppressor of Cytokine Signaling (SOCS)-Familie

ist eine Gruppe von inhibierenden Proteinen, die in Zellen fiir einen negativen
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Riickkopplungsmechanismus nach Zytokinstimulation verantwortlich ist. Wird die
JAK-2/STAT3-Signaltransduktion durch ein rezeptorgebundenes Zytokin aktiviert,
wandern phosphorylierte STAT3-Dimere in den Nukleus und steigern dort als
Transkriptionsfaktor wirkend unter Anderem die Expression der SOCS-mRNA. So wird
beispielsweise durch gleichzeitige Bindung von SOCS3-Proteinen an intrazelluléres,
phosphoryliertes Tyrosin der Rezeptoruntereinheit gp130 und die katalytische Doméne
der Rezeptor-assoziierten Januskinase-2 die weitere Zytokin-induzierte JAK-2/STAT3-
Signaliibertragung blockiert.

Hierzu wurden immortalisierte murine Podozyten fiir 2 h, 4 h und 8 h mit LIF in einer
Konzentration von 10 ng/ml stimuliert. Fiir die Untersuchung der mRNA-Expression
von SOCS3 wurden die Podozyten zusitzlich fiir langere Zeitrdume von 12 h, 24 h und
48 h mit 10 ng/ml LIF stimuliert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.32 in einem
Diagramm zusammengefasst.

Fiir die SOCS1-mRNA kann nach 2 h unter LIF beobachtet werden, dass die Expression
im Vergleich zur Negativkontrolle mit PBS um den Faktor 0,85 = 0,32 (p = 0,42)
niedriger ist. Nach 4 h liegt eine signifikante Reduktion der relativen SOCS1-mRNA-
Expression um den Faktor 0,74 £ 0,03 (p = 0,001) vor. Die achtstiindige LIF-
Stimulation fiihrt zu einem durchschnittlichen Anstieg der SOCS1-mRNA-Expression
um den Faktor 1,21 £ 0,25 (p =0,19).

Im Gegensatz zu SOCS1 kann fiir SOCS3 ein hohes und iiber einen ldngeren Zeitraum
hinweg stabiles mRNA-Expressionsniveau gemessen werden. Wihrend sich das
mRNA-Expressionslevel von SOCS3 unter 2 h LIF (p = 0,94) und das der
Negativkontrolle im Durchschnitt nicht voneinander unterscheiden
(Standardabweichung = 0,33), steigt die Expression nach 4 h signifikant auf das 1,59 +
0,11-Fache (p = 0,002) der Negativkontrolle an. Die LIF-Stimulation fiir 8 h fiihrt zu
einer weiteren und zugleich signifikanten Steigerung der SOCS3-mRNA-Expression
um den Faktor 4,72 £ 1,19 (p = 0,01). Nach 12 h wurde dann ein signifikanter Peak von
6,51 + 3,90-facher (p = 0,03) Steigerung beobachtet. Nach 24 h ist die SOCS3-mRNA
noch signifikant um den Faktor 5,71 = 1,22 (p = 0,001) hoher exprimiert als in der
Negativkontrolle. Ein signifikanter relativer Expressionsunterschied von Faktor 4,57 +

0,76 (p = 0,0005) kann auch nach 48 h noch erzielt werden.
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Abb. 3.32: Zeitabhingige Expression der SOCS1- und SOCS3-mRNA in immortalisierten murinen
Podozyten unter LIF in Serum-freiem Medium. Linke Seite: SOCS1 (Stimulation mit 10 ng/ml LIF
fiir 2h, 4h und 8h). Rechte Seite: SOCS3 (Stimulation mit 10 ng/ml LIF fiir 2h, 4h, 8h, 12h, 24h und 48h).
Die Inkubation der Negativkontrollen erfolgte mit PBS. Dargestellt ist die relative, auf das endogene
Referenzgen 18S normalisierte Genexpression (Ratio nach der 2““;-Methode) in Bezug auf die
Negativkontrollen (Ratio von eins) als arithmetische Mittelwerte nach quantitativer Real Time PCR
(arbitrdre Einheiten). Die Gerade mit dem Achsenschnittpunkt (0/1) zeigt als Orientierung die
Genexpression der Negativkontrollen an. Statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach
Student fir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur
Kontrolle, *** = p < 0,001 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 4, fiir die Stimulation mit 12h, 24h
und 48h: n=5).

Parallel zu den Western Blot- und Immunfluoreszenz-Analysen der LIF-abhingigen
STAT3-Phosphorylierung in murinen immortalisierten Podozyten unter oxidativem
Stress mit H,O» (siehe 3.2.4), wurde in diesem Abschnitt unter gleichen Bedingungen
die Expression des negativen Feedbackmechanismus {iber SOCS3 auf mRNA-Ebene
untersucht. Die murinen Podozyten wurden fiir 15 min., 60 min. und 120 min. jeweils
mit 10 ng/ml LIF, 1 mM H,0, oder LIF + H,O, stimuliert. Die Inkubation der
Negativkontrollen erfolgte mit PBS und VE-Wasser. Die Ergebnisse der relativen
Genexpressionsanalysen sind in Abbildung 3.33 dargestellt.

Nach nur 15 min. Stimulation mit LIF ist die SOCS3-mRNA-Expression bereits
signifikant um den Faktor 12,62 = 3,11 (p = 0,02) hoher als in der Negativkontrolle. Mit
60-miniitiger LIF-Stimulation kann eine signifikante und maximale Steigerung der
Expression um den Faktor 74,07 + 13,03 (p = 0,01) erreicht werden, die nach 120 min.
noch das 2,47 £ 0,61-Fache (p = 0,05) der Negativkontrolle betrégt.
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Der fehlenden STAT3-Aktivierung nach alleiniger H,O,-Stimulation im Western Blot
entsprechend, kann auch auf mRNA-Ebene keine erhohte Expression von SOCS3
gemessen werden. Nach einem Ausgangslevel der SOCS3-mRNA-Expression von
Faktor 0,95 = 0,03 (p = 0,11) nach 15 min. H,O,-Stimulation, kann im Verlauf der
weiteren Stimulation nach 60 min. durchschnittlich eine signifikante Reduktion um den
Faktor 0,79 + 0,08 (p = 0,05) und nach 120 min. um den Faktor 0,60 = 0,11 (p = 0,02)
gemessen werden.

In Gegenwart von LIF und H,0O, kann die SOCS3-mRNA-Expression entgegen der
anhaltenden STAT3-Phosphorylierung in den Western Blot Analysen nicht gesteigert
werden. Das Expressionsniveau liegt im Vergleich zur Negativkontrolle nach 15 min.
Kostimulation mit LIF und H,O; bei Faktor 1,12 + 0,22 (p = 0,45), nach 60 min. bei
Faktor 0,96 = 0,19 (p = 0,78) und nach 120 min. bei Faktor 1,11 £ 0,27 (p = 0,57).

15 min. ™60 min. ™ 120 min.

100 -

relative Genexpression (Ratio)

LIF H,0, LIF + H,0O,

Abb. 3.33: Auswirkung von oxidativem Stress durch Koinkubation mit H,0O, auf die LIF induzierte
zeitabhangige SOCS3-mRNA Expression in immortalisierten murinen Podozyten. Stimulation mit
10 ng/ml LIF, 1 mM H,0O; oder LIF + H,0, in Serum-freiem Medium fiir 15 min., 60 min. und 120 min
(Negativkontrollen mit PBS und VE-Wasser). Dargestellt ist die relative, auf das endogene Referenzgen
18S normalisierte Genexpression (Ratio nach der 2*“;-Methode) in Bezug auf die Negativkontrollen
(Ratio von eins) als arithmetische Mittelwerte nach quantitativer Real Time PCR (arbitrdre Einheiten).
Die Gerade mit dem Achsenschnittpunkt (0/1) zeigt als Orientierung die Genexpression der
Negativkontrollen an. Statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte
Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. = non-
significant im Vrgl. zur Kontrolle. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an
(n=23).
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Eine Genexpressionsanalyse flir die SOCS3-mRNA wurde in immortalisierten murinen
Podozyten in gleicher Weise fiir die in 3.2.4 beschriebene LIF-abhingige STAT3-
Aktivierung unter hyperosmolaren Bedingungen durch Sorbitol durchgefiihrt. Hierzu
wurden die Podozyten mit 10 ng/ml LIF, 0,5 M Sorbitol oder einer Kombination aus
LIF + Sorbitol fiir die Zeitraume von 15 min., 60 min. und 120 min. stimuliert (Abb.
3.34). Die Negativkontrollen wurden mit PBS und Hungermedium inkubiert. Das
Sorbitol wurde vor jedem neuen Versuch frisch in Hungermedium gelost.

Auch hier kann unter alleiniger LIF-Stimulation im Vergleich zur Negativkontrolle
schon nach 15 min. eine signifikante Steigerung der SOCS3-mRNA-Expression um den
Faktor 18,79 + 4,21 (p = 0,02) beobachtet werden. Ein signifikanter Peak von
durchschnittlich 101,97 + 13,71-facher (p = 0,01) Hochregulation der Expression zeigt
sich nach 60 min. unter LIF. Nach 120-miniitiger LIF-Stimulation ist die SOCS3-
mRNA noch signifikant um den Faktor 3,67 + 0,13 (p = 0,001) hoher exprimiert als in
der Negativkontrolle.

Passend zu der im Western Blot ausbleibenden STAT3-Aktivierung in der Sorbitol-
Stimulationsgruppe, wurden auch keine erhohten Expressionslevel der SOCS3-mRNA
unter Sorbitol gemessen. Die Stimulation mit Sorbitol fiir 15 min. (p = 1,00) fiithrt im
Vergleich zur Negativkontrolle zu keiner Anderung des SOCS3-mRNA-
Expressionsniveaus (Standardabweichung + 0,33). Nach 60 min. unter Sorbitol kann
eine signifikante Reduktion der SOCS3-mRNA-Expression um den Faktor 0,71 + 0,09
(p = 0,03) beobachtet werden und nach 120 min. um den Faktor 0,88 + 0,45 (p = 0,69).
Bei der Kostimulation mit LIF und Sorbitol bleibt zundchst auch eine relative
Expressionssteigerung aus. Nach 15- und 60-miniitiger Kostimulation ist das SOCS3-
mRNA-Expressionsniveau mit der Negativkontrolle vergleichbar, nach 15 min. liegt es
bei Faktor 0,95 + 0,18 (p = 0,69) und nach 60 min. bei Faktor 1,17 + 0,35 (p = 0,49). Es
konnte herausgefunden werden, dass sich die Expression der SOCS3-mRNA nach 120
min. LIF + Sorbitol-Stimulation durchschnittlich um den Faktor 4,91 + 5,72 (p = 0,36)
erhoht, wobei die hohe Standardabweichung zeigt, dass es in einem der drei
voneinander unabhdngig durchgefiihrten Versuche einen Ausreiler der Ratio nach oben

gibt.
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Abb. 3.34: Auswirkung von hyperosmolarem Stress durch Koinkubation mit Sorbitol auf die LIF
induzierte zeitabhingige SOCS3-mRNA Expression in immortalisierten murinen Podozyten.
Stimulation mit 10 ng/ml LIF, 0,5 M Sorbitol oder LIF + Sorbitol in Serum-freiem Medium fiir 15 min.,
60 min. und 120 min (Negativkontrollen mit PBS und Hungermedium). Dargestellt ist die relative, auf
das endogene Referenzgen 18S normalisierte Genexpression (Ratio nach der 2*4“-Methode) in Bezug
auf die Negativkontrollen (Ratio von eins) als arithmetische Mittelwerte nach quantitativer Real Time
PCR (arbitrire Einheiten). Die Gerade mit dem Achsenschnittpunkt (0/1) zeigt als Orientierung die
Genexpression der Negativkontrollen an. Statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach
Student fir ungepaarte Stichproben, * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur
Kontrolle, *** = p < 0,001 im Vrgl. zur Kontrolle, n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 3).

3.2.6 Expression von PIAS1 und PIAS3 in murinen Podozyten

Eine andere Protein-Familie, die iiber einen negativen Feedbackmechanismus die JAK-
2/STAT3-Signaltransduktion in ihrer Endstrecke hemmen kann ist die Protein Inhibitor
of Activated STAT (PIAS), dessen Vertreter PIAS1 und PIAS3 in diesem Abschnitt auf
mRNA-Ebene in immortalisierten murinen Podozyten untersucht wurden. Die PIAS-
Proteine interagieren mit Zytokin-abhangig aktivierten STAT3-Dimeren und inhibieren
als Kofaktor die Aktivierung der Transkription durch STATS3.

Die murinen Podozyten wurden hierfiir mit 10 ng/ml LIF fiir 2 h, 4 h und 8 h stimuliert
(Abb. 3.35). Dabei konnte weder fiir PIAS1 noch fiir PIAS3 im Vergleich zur
Negativkontrolle mit PBS ein erhohtes mRNA-Expressionslevel beobachtet werden.
Unter 2 h LIF zeigt sich fiir PIAS1 eine Reduktion der relativen Expression um den
Faktor 0,83 £ 0,27 (p = 0,28). Nach 4 und 8 h ist die Expression der PIAS1-mRNA, mit
einer Standardabweichung von + 0,20 fiir 4 h (p = 1,00) und von £+ 0,22 fiir 8 h (p =

0,82), vergleichbar mit der Expression in der Negativkontrolle.
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Wiéhrend die Expression der PIAS3-mRNA im Vergleich zur Negativkontrolle nach 2 h
LIF um den Faktor 0,62 + 0,28 (p = 0,07) reduziert ist, kann nach 4 h ein
durchschnittliches Expressionsniveau von Faktor 0,97 + 0,19 (p = 0,76) und nach 8 h
von Faktor 0,85 + 0,20 (p = 0,24) gemessen werden.
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Abb. 3.35: Zeitabhiingige Expression der PIAS1- und PIAS3-mRNA in immortalisierten murinen
Podozyten unter LIF. Stimulation mit 10 ng/ml LIF (Negativkontrollen mit PBS) in Serum-freiem
Medium fiir 2h, 4h und 8h. Dargestellt ist die relative, auf das endogene Referenzgen 18S normalisierte
Genexpression (Ratio nach der 2"**“;-Methode) in Bezug auf die Negativkontrollen (Ratio von eins) als
arithmetische Mittelwerte nach quantitativer Real Time PCR (arbitrdre Einheiten). Linke Seite: PIASI.
Rechte Seite: PIAS3. Die Gerade mit dem Achsenschnittpunkt (0/1) zeigt als Orientierung die
Genexpression der Negativkontrollen an. Statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach
Student fiir ungepaarte Stichproben, n.s. = non-significant im Vrgl. zur Kontrolle. Die Fehlerbalken geben
die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 4).

3.2.7 Expression des Transkriptionsfaktors Kif4 in murinen Podozyten
Zuletzt sollte herausgefunden werden, ob die Expression der KIf4-mRNA (Kriippel-like
factor 4) unter LIF-Stimulation in murinen immortalisierten Podozyten beeinflusst
werden kann. Mit seiner Funktion als Transkriptionsfaktor verhindert das KIf4-Protein
die Ausdifferenzierung und Proliferation beispielsweise in pluripotenten Stammzellen.
Auch in dieser Versuchsreihe wurde eine Stimulation der murinen Podozyten mit 10
ng/ml LIF fiir 2 h, 4 h und 8 h durchgefiihrt (Abb. 3.36).

Es konnte keine statistisch signifikante Anderung der KIf4-mRNA-Expression
beobachtet werden. Nach 2 h unter Stimulation mit LIF erhohte sich die Expression im

Mittel um den Faktor 1,72 + 1,12 (p = 0,29), wobei dic hohe Abweichung des
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Mittelwertes durch einen Ausreifler der Ratio nach oben in einem der vier Versuche
zustande kommt. Nach 4 h LIF-Stimulation (p = 0,96) zeigte sich im Vergleich zur
Negativkontrolle kein Unterschied im Expressionsniveau (Standardabweichung + 0,32),
wohingegen eine ldngere Stimulation von 8 h einen geringen Anstieg um den Faktor

1,24 + 0,37 (p = 0,28) bewirken konnte.
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Abb. 3.36: Zeitabhingige Expression der Klf4-mRNA in immortalisierten murinen Podozyten
unter LIF. Stimulation mit 10 ng/ml LIF (Negativkontrollen mit PBS) in Serum-freiem Medium fiir 2h,
4h und 8h. Dargestellt ist die relative, auf das endogene Referenzgen 18S normalisierte Genexpression
(Ratio nach der 2**“;-Methode) in Bezug auf die Negativkontrollen (Ratio von eins) als arithmetische
Mittelwerte nach quantitativer Real Time PCR (arbitrdre Einheiten). Die Gerade mit dem
Achsenschnittpunkt (0/1) zeigt als Orientierung die Genexpression der Negativkontrollen an. Statistische
Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben, n.s. = non-significant
im Vrgl. zur Kontrolle. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des Mittelwertes an (n = 4).
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3.3 Funktionelle Analysen von Podozyten

Im ndchsten Abschnitt wurde die funktionelle Auswirkung von LIF auf humane und
murine immortalisierte Podozyten untersucht. Um die strukturelle Ebene der einzelnen
Zelle zu beleuchten, wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit der Darstellung des
Aktinzytoskeletts — durchgefiihrt (sieche 2.2.10). Des Weiteren wurde das
Migrationsverhalten der Podozyten in Gegenwart von LIF im Wound-Scratch-Assay

beobachtet (siche 2.2.9).

3.3.1 Aktinzytoskelett-Organisation im Podozyten unter LIF-Stimulation
Fiir die Aufrechterhaltung der komplexen Morphologie und der Funktion des Podozyten
spielt das Aktinzytoskelett die entscheidende Rolle. Es dient als strukturgebendes,
wandelbares Gertist mit Funktionen wie dem intrazelluldren Transport, der Ausbildung
von Zell- und Adhisionskontakten, der Verankerung membranstindiger Proteine und
der Zellmigration. Die Grundlage fiir die Zellmotilitit ist zum einen die in
Migrationsrichtung gezielte Polymerisierung von G-Aktin (globuldres Aktin) zu F-
Aktin (filamentéres Aktin) und zum anderen die Ausbildung von quer durch das
Zellsoma verlaufenden kontraktilen Aktinfibrillenbiindeln (sogenannte stress fibers),
die auf einer Interaktion mit Myosin-Proteinen basieren. Darliber hinaus sind
Aktinfilamente in Fortsdtzen von Zellen und damit auch in den FuBfortsitzen der
Podozyten zu finden, welche in vivo an der Ausbildung der glomeruldren
Schlitzmembran und der Verankerung der Podozyten an der glomeruldren
Basalmembran beteiligt sind.

Ob die Stimulation mit LIF mit einer Reorganisation von intrazelluldren
Aktinfilamenten und verdnderter Ausprdgung von Aktinstressfasern (stress fibers)
einhergeht, sollte mittels direkter Immunfluoreszenz in immortalisierten humanen und
murinen Podozyten untersucht werden.

Die Podozyten wurden hierfiir zundchst fiir 15 min. mit LIF in aufsteigenden
Konzentrationen von 2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml und 50 ng/ml stimuliert.
Eine Negativkontrolle mit PBS-Inkubation wurde jeweils mitgefiihrt. Der Nachweis von
intrazelluldren ~ Aktinfilamenten erfolgte mit Phalloidin-TRITC (orange-rote
Fluoreszenz). Die Immunfluoreszenzaufnahmen beider Zelllinien sind in Abbildung

3.37 dargestellt.
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Aktinzytoskelett: Konzentrationskinetik

Humane Podozyten

Wihrend die Aktinstressfasern in der Negativkontrolle der humanen Podozyten noch
diinn und kurz waren und in ithrer Anordnung zueinander kein Muster zu erkennen war,
nimmt ihre Dichte, Lidnge und parallele Anordnung zueinander im Verlauf der
Stimulation mit LIF zu. Unter 10 ng/ml LIF wird der Podozyt in seinem Durchmesser
von den Aktinstressfasern von einer Seite der Plasmamembran zur gegeniiberliegenden
Seite durchzogen. Eine Erhéhung der LIF-Konzentration auf 25 und 50 ng/ml fiihrte im
Vergleich zur Stimulation mit 10 ng/ml LIF wieder zu einer leichten Verkiirzung der

Aktinstressfasern.

Murine Podozyten

In den murinen Podozyten fillt auf, dass die Aktinstressfasern in der Negativkontrolle
schon relativ lang und parallel zueinander angeordnet waren. Thre Enden erreichten
jedoch nicht die Plasmamembran. In der Stimulation mit 2,5 ng/ml LIF waren die
Aktinstressfasern etwas kiirzer, an den Enden verdichtet und unterhalb der
Plasmamembran konnte ein stirkeres Fluoreszenzsignal beobachtet werden. Unter 5
ng/ml LIF wurden die Aktinstressfasern im Vergleich zur Stimulation mit 2,5 ng/ml LIF
noch dichter und waren unter 10 ng/ml LIF dann in Biindeln angeordnet, kurz und dicht.
Unterhalb der Plasmamembran konnte man in beiden Stimulationen (5 und 10 ng/ml
LIF) sehr kurze Aktinfilamente, welche groftenteils parallel zu der Plasmamembran
angeordnet waren, erkennen. Diese bildeten sich nach initialer Ausbildung in der
weiteren Stimulation mit 25 ng/ml und 50 ng/ml LIF zuriick und es dominierten kurze

und diinnere Aktinstressfasern im Zentrum der Podozyten.
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Abb. 3.37: Reprisentative Aufnahmen von intrazelluliiren Aktinfilamenten immortalisierter
Podozyten mittels Immunfluoreszenzmikroskopie nach konzentrationsabhingiger Stimulation mit
LIF. Stimulation der humanen (A) und murinen (B) Podozyten mit 2,5 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25
ng/ml und 50 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir 15 min. Die Inkubation der Negativkontrolle
erfolgte mit PBS (ohne LIF). Fiarbung mit Phalloidin-TRITC (orange-rote Fluoreszenz); DAPI
Kernfiarbung (blaue Fluoreszenz). Aufnahmen mit Filtersatz 43 HE Cy 3 shift free (orange-rot;
Expositionszeit 80 ms) und Filtersatz 49 DAPI shift free (blau; Expositionszeit 200 ms) in 63-facher
Vergroferung mit Immersionsdl. Mafistab 20pum.

Als Néchstes erfolgte eine zeitabhingige Stimulation der immortalisierten humanen und
murinen Podozyten mit 10 ng/ml LIF fiir 5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min.
Die Negativkontrolle wurde jeweils mit PBS inkubiert. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 3.38 zusammengefasst.

Aktinzytoskelett: Zeitkinetik

Humane Podozyten

In den humanen Podozyten erkennt man in der Negativkontrolle diinne, zueinander
parallele Aktinstressfasern, die innerhalb der Zelle peripher lokalisiert sind. Nach 5 min.
konnte ein auffallend intensives Fluoreszenzsignal beobachtet werden, das sehr kurze in
der Peripherie gelegene Aktinstressfasern zeigte. Die Intensitét des Fluoreszenzsignals

nahm im Verlauf der weiteren LIF-Stimulation fir 10 und 15 min. ab, die
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Aktinstressfasern wurden langer und reichten von einer Seite der Plasmamembran zur
gegeniiberliegenden Seite. Nach 30 min. unter LIF verlagerten sich die im Vergleich zur
15-miniitigen LIF-Stimulation etwas kiirzeren Aktinstressfasern vermehrt in die
Peripherie der Zelle und zeigten an der der Plasmamembran zugewandten Seite ein

stirkeres Fluoreszenzsignal.

Murine Podozyten

In der Negativkontrolle der murinen Podozyten konnten zueinander parallele
Aktinstressfasern im Zentrum der Zelle beobachtet werden, welche aber nicht bis zur
Plasmamembran reichten. Nach 5 min. und 10 min. unter LIF konnte beziiglich der
Morphologie der Aktinstressfasern keine Anderung im Vergleich zur Negativkontrolle
beobachtet werden, lediglich das Fluoreszenzsignal war insgesamt stirker. Nach 15
min. waren die Aktinstressfasern kiirzer als in der Negativkontrolle und etwas dichter.

Die Stimulation mit LIF fiir 30 und 60 min. fithrte zu einer weiteren Erhéhung der

Aktinstressfaser-Dichte und gleichzeitig zu ihrer Verkiirzung.
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Abb. 3.38: Reprisentative Aufnahmen von intrazelluliiren Aktinfilamenten immortalisierter
Podozyten mittels Immunfluoreszenzmikroskopie nach zeitabhingiger Stimulation mit LIF.
Stimulation der humanen (A) und murinen (B) Podozyten mit 10 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir
5 min., 10 min., 15 min., 30 min. und 60 min. Die Inkubation der Negativkontrolle erfolgte mit PBS
(ohne LIF). Farbung mit Phalloidin-TRITC (orange-rote Fluoreszenz); DAPI Kernfirbung (blaue
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Fluoreszenz). Aufnahmen mit Filtersatz 43 HE Cy 3 shift free (orange-rot; Expositionszeit 80 ms) und
Filtersatz 49 DAPI shift free (blau; Expositionszeit 200 ms) in 63-facher Vergroerung mit Immersionsol.
MabBstab 20 pm.

3.3.2 Einfluss von LIF auf das Migrationsverhalten humaner Podozyten in
vitro
Der Fokus dieses Abschnittes liegt auf dem Migrationsverhalten humaner
immortalisierter Podozyten unter Stimulation mit LIF. Es stellte sich heraus, dass
murine immortalisierte Podozyten unter experimentellen Bedingungen in vitro kaum
Motilitdt zeigen. Daher wurde auf Migrationsanalysen dieser Zellen bewusst verzichtet.
Die humanen Podozyten wurden hierzu wie in 2.2.1 beschrieben als nahezu konfluenter,
einschichtiger Zellrasen in Rasterschalen kultiviert und ausdifferenziert. Darauf folgte
die Durchfiihrung des Wound-Scratch-Assays nach Protokoll. Als Zielparameter wurde
die GroBe der mechanisch gesetzten Wundflache zu den Zeitpunkten O h, 10 h, 13 h und
16 h vermessen. Um den Effekt von LIF in unterschiedlichen Konzentrationen auf die
Wundheilung zu vergleichen, wurden die Podozyten jeweils mit 1 ng/ml, 10 ng/ml und
25 ng/ml LIF inkubiert. AuBBerdem wurde eine mit PBS stimulierte Negativkontrolle in
gleicher Weise behandelt.
Ausgehend von einer anfanglichen WundfldchengrofSe von 100% konnte die Inkubation
mit PBS (Negativkontrolle) nach 10 h eine signifikante Reduktion um 44,58% =+ 8,12%
(p = 0,01), nach 13 h um 49,91% + 6,70% (p = 0,01) und nach 16 h um 47,53% =+
11,31% (p = 0,02) bewirken.
Wurden die Podozyten mit 1 ng/ml LIF stimuliert, reduziert sich das Wundfldchenareal
im Vergleich zur Ausgangsgrofie nach 10 h signifikant um 47,64% + 6,60% (p = 0,001),
nach 13 h um 46,57% + 11,31% (p = 0,004) und nach 16 h um 57,51% + 30,31% (p =
0,03). Das bedeutet im Vergleich zur Negativkontrolle eine durchschnittlich stirkere
Reduktion um 3,07% (p = 0,62) nach 10 h und um 9,98% (p = 0,58) nach 16 h durch die
Stimulation mit 1 ng/ml LIF. Nach 13 h konnte in der Negativkontrolle eine hohere,
aber statistisch nicht signifikante mittlere Reduktion um 3,35% (p = 0,65) im Vergleich
zur LIF-Stimulation mit 1 ng/ml gemessen werden.
Eine Erhohung der LIF-Konzentration auf 10 ng/ml fiihrt nach 10 h zu einer
signifikanten Senkung der anfinglichen Wundfldchengrofle um 43,59% + 13,65% (p =
0,01), nach 13 h um 50,01% =+ 29,82% (p = 0,04) und nach 16 h um 58,19% + 19,19%
(p = 0,01). Vergleicht man dies mit der Negativkontrolle, so wurde in der 10- und 13-
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stiindigen Stimulation mit 10 ng/ml LIF eine geringe Anderung der Wundflichengrofe
gemessen, nach 10 h eine Abnahme der Reduktion um 0,99% (p = 0,91) und nach 13 h
eine Zunahme der Reduktion um 0,10% (p = 1,00). Der Effekt auf die
Wundflachenreduktion ist nach 16 h Stimulation mit 10 ng/ml LIF um 10,66% (p =
0,40) stirker als in der Negativkontrolle.

Unter Verwendung von 25 ng/ml LIF konnte die Wundfliche im Vergleich zu ihrer
GroBe direkt nach dem Setzen des Schadens durch das Einwandern der Zellen nach 10 h
um 43,77% £ 6,77% (p = 0,001), nach 13 h um 40,66% + 10,60% (p = 0,005) und nach
16 hum 57,98% = 11,81% (p = 0,002) signifikant verkleinert werden. Im Vergleich zur
Negativkontrolle bedeutet dies eine Abnahme der Reduktion durch die Stimulation mit
25 ng/ml LIF um 0,81% (p = 0,90) nach 10 h und um 9,25% (p = 0,22) nach 13 h. Im
Gegensatz dazu ist die Reduktion nach 16 h in der LIF-Stimulationsgruppe (25 ng/ml)
um 10,45% (p = 0,29) hoher als in der Negativkontrolle.

Somit hatte die Gegenwart von LIF in allen getesteten Konzentrationen im Vergleich
zur Negativkontrolle keinen signifikanten Einfluss auf das Migrationsverhalten der
humanen Podozyten. Dies konnte auch in hier nicht gezeigten Versuchen mit ldngeren
Stimulationszeiten bestitigt werden.

Des Weiteren konnte herausgefunden werden, dass im Vergleich der eingesetzten LIF-
Konzentrationen untereinander kein statistisch signifikanter Zusammenhang zur
Intensitdt der Wundflachenreduktion der Podozyten existiert.

Beispielsweise ist nach 10 h unter Stimulation mit 25 ng/ml LIF die Reduktion der
Wundflache um 3,87% (p = 0,44) und nach 13 h um 5,90% (p = 0,48) geringer als unter
Stimulation mit 1 ng/ml LIF. Eine Zunahme der Reduktion unter 25 ng/ml LIF um
0,47% (p = 0,98) konnte nach 16 h im Vergleich zur Stimulation mit 1 ng/ml LIF erzielt

werden.
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Abb. 3.39: Reprisentative Aufnahmen immortalisierter humaner Podozyten im Wound-Scratch-
Assay mittels Phasenkontrast-Mikroskopie. Inkubation mit PBS (A) oder 10 ng/ml LIF (B) in Serum-
freiem Medium fiir 0 h, 10 h, 13 h und 16 h. Der mechanisch induzierte ldngliche Defekt des Zellrasens

105



Ergebnisse

ist direkt nach dem Kratzen (Zeitpunkt O h) in der Mitte des jeweils ersten Bildes zu erkennen.
Aufnahmen in 10-facher VergroBerung. Mafistab 100 um.

OPBS I ng/ml LIF ™10 ng/ml LIF ™25 ng/ml LIF
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Abb. 3.40: Quantifizierung der Migration immortalisierter humaner Podozyten unter LIF-
Stimulation im Wound-Scratch-Assay. Stimulation mit PBS (Negativkontrolle), 1 ng/ml, 10 ng/ml und
25 ng/ml LIF in Serum-freiem Medium fiir Oh, 10h, 13h und 16h. Dargestellt sind die Grofen der
Wundflachen in Prozent gegen die Stimulationsdauer in Stunden (Auswertung durch Wimasis GmbH).
Statistische Auswertung mit dem zweiseitigen t-Test nach Student fiir ungepaarte Stichproben; im
Vergleich zum Ausgangswert (Oh): * = p < 0,05 im Vrgl. zur Kontrolle, ** = p < 0,01 im Vrgl. zur
Kontrolle, *** = p < 0,001 im Vrgl. zur Kontrolle. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung des
Mittelwertes an (Kontrolle: n = 3, LIF-Stimulationen: n = 4).
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4. Diskussion und Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass:
1. Immortalisierte Podozyten exprimieren die spezifischen Rezeptoren fiir LIF.
2. Exogenes LIF induziert eine stabile Aktivierung der JAK2/STAT3-, ERK1/2-
und PI3K/AKT-Signalkaskaden.
3. Uber JAK2/STATS3 fiihrt LIF zur Regulation des SOCS3-Gens.
4. LIF hat keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten von Podozyten, induziert

jedoch die Bildung von Stressfibers.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Zytokins LIF und dessen
Bedeutung fiir die Signaltransduktion, Genregulation, Organisation des
Aktinzytoskelettes und Migration in immortalisierten Podozyten. Die Untersuchungen
basieren auf der Fragestellung nach potentiellen protektiven Eigenschaften von LIF zur
Wiederherstellung der Podozytenfunktion nach einem schidigenden Einfluss. Kiirzlich
publizierte Daten von Xu und Kollegen weisen in mit LIF (fiir eine Stunde)
vorbehandelten murinen Podozyten in Gegenwart von hohen Glukosekonzentrationen
signifikant reduzierte ROS-Spiegel und eine signifikant niedrigere Apoptoserate im
Vergleich zur Kontrolle ohne LIF-Stimulation nach (Xu et al.,, 2012). Dies ist ein

Hinweis auf einen mdglichen protektiven Einfluss von LIF im Podozyten.

Als Grundvoraussetzung fiir eine Interaktion von LIF mit den Podozyten konnte in der
vorliegenden Arbeit der LIF-Rezeptorkomplex in humanen und murinen Podozyten auf
mRNA-Ebene und in Immunfluoreszenzanalysen nachgewiesen werden. In Western
Blot- und Immunfluoreszenzanalysen konnte beobachtet werden, dass LIF in humanen
und murinen Podozyten mit einer selektiven Aktivierung von verschiedenen
Signalkaskaden, jedoch einer besonders stabilen Aktivierung von STAT3, einhergeht.
Infolgedessen zeigte aktiviertes STAT3 seine Transkriptionsaktivitdt in Real Time PCR
Analysen von murinen Podozyten iiber eine Hochregulation von Effektorgenen. Die
starkste Wirkung konnte in der Hochregulation der SOCS3-mRNA als negativer
Feedbackmechanismus fiir die Signaliibertragung gesehen werden. Des Weiteren konnte
in Western Blot- und Immunfluoreszenzanalysen in murinen Podozyten ein anhaltender,
aktivierender Einfluss von oxidativem und hyperosmolarem Stress auf die LIF-

abhéngige STAT3-Signaliibertragung beobachtet werden. Die LIF-Stimulation konnte
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zudem in Immunfluoreszenzanalysen mit strukturellen Verdnderungen des
Aktinzytoskelettes von humanen und murinen Podozyten in Zusammenhang gebracht
werden. Die Analyse der Motilitdit von humanen Podozyten im Wound-Scratch-Assay

deutet hingegen auf keinen eindeutigen migrationsférdernden Effekt von LIF.

4.1 Podozyten exprimieren den LIF-Rezeptorkomplex

Das Zytokin LIF entfaltet seine biologische Wirkung iliber einen membranstindigen
Rezeptorkomplex, der von den beiden Untereinheiten LIFR und gp130 gebildet wird
(Heinrich et al., 2003). Anhand der vorliegenden Daten konnte sowohl in humanen als
auch in murinen Podozyten durch Immunfluoreszenzfirbungen die LIF-bindende
Rezeptoruntereinheit LIFR beobachtet werden. In Real-Time-PCR Analysen von
humanen und murinen Podozyten wurde ebenfalls eine Expression des LIFR und der
signaliibertragenden Untereinheit gpl130 unabhingig von der LIF-Stimulation
nachgewiesen.

In vorausgehenden Studien konnte der LIF-Rezeptorkomplex unter anderem bereits in
menschlichen Oozyten (van Ejjk et al., 1996) und embryonalen Stammzellen der Maus
nachgewiesen werden (Ginis et al., 2004).

Das gpl30 ist die gemeinsame Untereinheit aller Rezeptorkomplexe der IL-6-
Familienmitglieder (Kishimoto et al., 1995). Darin begriinden sich die teilweise
iiberschneidenden biologischen Wirkungen der Zytokinfamilie auf unterschiedliche
Zelltypen. Der LIF-Rezeptorkomplex kann auch durch weitere IL-6-Familienmitglieder
wie dem CNTF, Cardiotrophin-like cytokine (CLC) oder dem humanen OSM aktiviert
werden. Dies setzt im Fall von CNTF und CLC jedoch eine vorherige Bindung an einen
Korezeptor voraus (Plun-Favreau et al., 2001).

Wihrend das gp130 ubiquitédr exprimiert wird (Hibi et al., 1990), wird die Expression
des LIFR gewebespezifisch reguliert. Eine Studie von 2003 konnte zeigen, dass sowohl
der LIFR, als auch das gp130 eine messbare Affinitdt zu LIF haben (Boulanger 2003).
Allerdings ist die Affinitdt von LIF zum LIFR hoéher als die Affinitdt von LIF zu gp130,
was auf eine primdre Interaktion von LIF mit dem LIFR deutet (Giese et al., 2005).
Kommt es an der LIFR-Untereinheit zu einer Bindung von LIF, so fiihrt dies
infolgedessen zu einer Heterodimerisierung mit der signaliibertragenden Untereinheit
gp130 und der Ubertragung eines intrazelluliren Signals (Gearing, 1993). In

Abwesenheit von LIF findet hingegen kaum Heterodimerisierung und somit auch keine
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Signaliibertragung tiber gp130 statt. Das macht das Vorhandensein aller drei an der

Signaltransduktion beteiligten Komponenten essenziell fiir eine zelluldre Antwort.

LIF induziert keine auto-/parakrine Expressionssteigerung von LIF- und CNTF-mRNA

In der vorliegenden Arbeit wurden die immortalisierten Podozyten durch exogen
zugefithrtes LIF stimuliert und ihre Antwort auf diesen Stimulus untersucht. Es stellte
sich die Frage, ob es dariiber hinaus noch eine auto- oder parakrine LIF-mRNA
Expressionssteigerung im Podozyten zur Potenzierung der LIF-Einwirkung gibt.

Eine Induktion von weiteren Zytokinen wie dem IL-1f, IL-6 und IL-8 ist fiir LIF bereits
in humanen Chondrozyten und humanen Monozyten auf mRNA-Ebene beschrieben
worden (Villiger et al., 1993). In diesem Rahmen sollte in Podozyten ebenfalls eine
mogliche Hochregulation von CTNF-mRNA untersucht werden, da fiir CNTF genauso
wie fiir LIF eine protektive Funktion, vor allem im zentralen Nervensystem (Louis et
al., 1993), vermutet wird und das CNTF durch den in der vorliegenden Arbeit nicht
ndher untersuchten Korezeptor CNTFRa iiber den LIF-Rezeptorkomplex wirken kann.
Die Genexpressionsanalysen in murinen Podozyten haben keine verstirkte Expression
der LIF- und CNTF-mRNA im Sinne einer autokrinen oder parakrinen Sekretion unter
LIF-Stimulation fiir 2 h, 4 h und 8 h gezeigt.

Ahnliche Ergebnisse konnten in einer Studie mit Mesangiumzellen von Ratten
demonstriert werden (Hartner et al., 1995). Hartner und Kollegen fanden heraus, dass
LIF-mRNA zwar durch die Einwirkung von beispielsweise IL-13, FBS oder LPS nach
3-5 Stunden verstirkt exprimiert wird, jedoch wie in den vorliegenden Daten nicht
durch die Einwirkung von exogenem LIF selbst hochreguliert werden kann. Zudem
konnte in den Mesangiumzellen iiber einen Zeitraum von 3-5 Stunden ebenso keine
Anderung in der detektierten Expression des LIF Rezeptors durch LIF beschrieben
werden.

Insgesamt hat der Podozyt somit durch den LIF-Rezeptorkomplex das Potential auf LIF
zu reagieren, allerdings bewirkt dies keinen auto- oder parakrinen Effekt zur
Potenzierung der Wirkung. Somit sind die in der vorliegenden Arbeit dargestellten
Effekte von LIF auf die immortalisierten Podozyten wahrscheinlich ausschlieBlich auf
das exogen zugefiihrte LIF zuriickzufiihren. Es bleibt aber nicht ausgeschlossen, dass

weitere extrazellulare Mediatoren oder ein verdndertes Mikromilieu wahrend
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pathologischer Umgebungsvorgidnge im Podozyten eine auto-/parakrine LIF-Sekretion

induzieren konnten.

4.2 LIF fiihrt zu einer Signaltransduktion und Genexpression im

Podozyten

Die LIF-induzierte Heterodimerisierung des LIF-Rezeptorkomplexes fithrt in
immortalisierten humanen und murinen Podozyten zu einer Aktivierung von
nachgeschalteten Signalkaskaden und gesteigerten Expression von Effektorgenen. Es
wurden die in der Literatur beschriebenen Signalkaskaden, welche von Zytokinen der
IL-6-Familie aktiviert werden, untersucht. Diese sind zum einen die MAP-Kinasen
ERK1/2 (Schiemann und Nathanson, 1994) und p38 (Bode et al., 2001), und zum
anderen PKB/AKT (Oh et al., 1998) und JAK/STAT3 (Heinrich et al., 2003).

Durch die Stimulation der Podozyten mit LIF konnte sowohl eine Aktivierung der
ERK1/2-Signalkaskade, als auch der PI3K/AKT-Signalkaskade gezeigt werden. Eine
besonders stabile Signaltransduktion wurde in der JAK-2/STAT3-Aktivierung mit

selektiver Steigerung der SOCS3-Expression zur Gegenregulation gesehen.

ERK1/2-Signaltransduktion

Das Ausmal der ERK1/2-Aktivierung ist in den vorliegenden Western Blot Analysen in
murinen immortalisierten Podozyten insgesamt hdher als in den humanen
immortalisierten Podozyten. Wiahrend in den humanen Podozyten kein signifikanter
Effekt von LIF auf die Aktivierung der ERK1/2-Kinasen beobachtet werden konnte,
war in murinen Podozyten eine signifikante, parallel zur verwendeten LIF-
Konzentration ansteigende ERK1/2 Aktivierung zu beobachten. Zu dhnlichen
Ergebnissen kamen Engelbrecht und Kollegen beim Vergleich der Dexamethason-
vermittelten Hemmung der ERK1/2-Aktivierung in einer Zelllinie muriner (MBA-15.4)
und humaner Osteoblasten (MG-63) (Engelbrecht et al., 2003). Eine signifikante
Anderung der ERKI1/2-Aktivierung zeigte sich lediglich in der zeitabhiingigen
Dexamethason-Stimulation der murinen Osteoblasten.

Durch den Einsatz eines MEK1/2-Inhibitors konnte sowohl in humanen als auch in
murinen immortalisierten Podozyten gezeigt werden, dass die zeitabhingige

Aktivierung von ERK1/2 durch LIF inhibiert werden kann. Dies bedeutet, dass MEK1/2
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im Folgeschritt der MAPK-Signalkaskade fiir die Phosphorylierung von ERK1/2 im
Podozyten verantwortlich ist und es zu keiner Kreuzaktivierung durch andere Kinasen
kommt.

Wang und Kollegen konnten in Hepatoma-H35-Zellen von Ratten &hnliche Ergebnisse
erzielen. In einer konzentrationsabhéngigen Stimulation mit LIF fiir 15 Minuten
konnten sie im Western Blot eine deutliche Phosphorylierung von ERK1/2 unter 10
ng/ml LIF und eine noch stirkere unter 100 ng/ml LIF nachweisen (Wang et al., 2000).
Niedrigere LIF-Konzentrationen von 0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml oder 1 ng/ml LIF zeigten in
den Hepatoma-Zellen nur einen geringen Effekt auf die ERK1/2-Aktivierung. Diese
Ergebnisse deuten wie in der konzentrationsabhingigen LIF-Stimulation der murinen
Podozyten auf eine zur LIF-Konzentration anndhernd proportionale ERKI1/2-
Aktivierung. Wang und Kollegen konnten zusitzlich in einer zeitabhdngigen
Stimulation der Hepatoma-Zellen mit 100 ng/ml LIF eine rasche ERKI1/2-
Phosphorylierung nach 5 und 15 Minuten nachweisen, welche in der weiteren
Stimulation von bis zu 120 Minuten nicht mehr nachweisbar war. Dariiber hinaus
fanden sie heraus, dass die Signaliibertragung in die Zellen durch das gp130 limitiert
wird und nicht durch die LIFR-Menge steigerbar war, was wiederum die Notwendigkeit
beider Komponenten unterstreicht.

Eine Aktivierung der ERK1/2- und AKT-Signaltransduktion durch intrazelluldr erhchte
ROS-Spiegel beziehungsweise extrazellulires Angiotensin II scheint im Sinne eines
Anpassungsmechanismus in Podozyten von Ratten zur Hypertrophie der Zellen
beitragen zu konnen (Kim et al., 2006). In renalen Tubuluszellen von Méusen konnte
eine Aktivierung von ERK1/2-Kinasen zusammen mit einem erhohten Zelliiberleben
unter oxidativem Stress beobachtet werden (di Mari et al., 1999). Somit konnte fiir die
ERK1/2-Kinasen auch in den Podozyten eine insgesamt protektive Eigenschaft
spekuliert werden.

Die Signaliibertragung von LIF iiber die ERK1/2-Kinasen spielt in humanen Podozyten
wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle und scheint vielmehr in den murinen
Podozyten eine Funktion in der Zelle einzunehmen. Der Aktivierung von ERK1/2-
Kinasen werden im Allgemeinen wichtige biologische Eigenschaften fiir die Regulation
des Zellwachstums, des Zelliiberlebens und der Differenzierung zugeschrieben, diese

sind jedoch abhédngig von weiteren Umgebungsfaktoren und den Zelltypen. Welche
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Auswirkung die LIF-induzierte ERK1/2-Aktivierung schlieBlich auf die murinen

Podozyten haben konnte, wird Gegenstand weiterer Studien sein.

PI3K/AKT-Signaltransduktion

Eine alternative und schnelle Signaliibertragung durch LIF konnte in der Aktivierung
von AKT in beiden Podozyten-Zelllinien im Western Blot beobachtet werden.
Interessanterweise reagieren humane immortalisierte Podozyten im Vergleich zu den
murinen immortalisierten Podozyten mit einer viel sensitiveren Aktivierung der AKT-
Signaltransduktion auf exogenes LIF. In Inhibitorversuchen konnte durch die selektive
Blockade der AKT-Phosphorylierung durch den Phosphoinositid-3-Kinase-Inhibitor
LY294002 nachgewiesen werden, dass die LIF-abhdngige Aktivierung von AKT im
Podozyten nicht durch Kreuzaktivierungen zustande kommt.

In Oligodendrozyten von Ratten wurde eine vergleichbar intensive, jedoch spiter
ansteigende AKT-Aktivierung durch 15 ng/ml LIF mit Beginn nach 5 Minuten und
einem Maximum nach 30 Minuten beobachtet (Slaets et al., 2008). Durch die kurze
Beobachtungdauer der Oligodendrozyten fiir insgesamt 30 Minuten bleibt jedoch
unklar, ob die AKT-Aktivierung noch weiter anhélt oder wieder abfillt. Slaets und
Kollegen konnten auflerdem zeigen, dass LIF die TNF-a induzierte Apoptoserate in
Oligodendrozyten senken und die Level von 14-3-3 Proteinen, welche proapoptotische
Molekiile neutralisieren konnen, erhohen kann. Da die ERK1/2-Signalkaskade in den
Oligodendrozyten und die Expression von SOCS-mRNA wund Bcl-2-mRNA
(Effektorgene von STAT3) von LIF unbeeinflusst blieben, kdnne der neuroprotektive
Effekt von LIF moglicherweise mit der AKT-Aktivierung assoziiert sein.

Die AKT-Achse konnte in zahlreichen Studien mit einer Verbesserung des
Zelliiberlebens nach deren Exposition gegeniiber Noxen in Zusammenhang gebracht
werden und konnte somit moglicherweise auch einen protektiven Effekt in Podozyten
haben. Eine Studie von Negoro und Kollegen konnte zeigen, dass die LIF-abhédngige
AKT-Aktivierung in Kardiomyozyten die Doxorubicin-induzierte Apoptoserate senken
kann (Negoro et al., 2001). Auch fiir Podozyten gibt es erste Hinweise auf einen
protektiven Effekt durch die Aktivierung der AKT-Signaltransduktion nach Exposition

gegeniiber Noxen. Eine Studie von 2005 beschreibt in kultivierten humanen Podozyten

112



Diskussion und Schlussfolgerung

eine verminderte Etoposid-induzierte Apoptoserate nach Aktivierung der AKT-Kaskade
durch Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) (Bridgewater et al., 2005).

Generell wird die PI3K/AKT-Signaltransduktion mit einer antiapoptotischen Wirkung
assoziiert (Franke et al., 1997, Amaravadi und Thompson, 2005). Die schnelle
Signaliibertragung von LIF iiber die AKT-Kaskade konnte somit fiir die Regulation der
Podozytenfunktion in Hinblick auf das Uberleben gegeniiber schiidigenden Einfliissen

eine wichtige, wenn auch noch wenig bekannte, Rolle spielen.

p38 MAPK-Signaltransduktion

Die p38-MAPK wird meist durch Stressstimuli aktiviert. In einer Studie konnte gezeigt
werden, dass die Aktivierung der p38-Signalkaskade durch TNF-a nachfolgend zu einer
gesteigerten LIF-mRNA-Expression in der Netzhaut des Auges fiihrt (Agca et al.,
2013). Fir die Hochregulation von LIF wurde in der Netzhaut bereits eine
neuroprotektive Funktion beschrieben (Leibinger et al., 2009).

Die vorliegende Arbeit zeigt keinen Effekt von exogen zugefiihrtem LIF auf die
podozytire p38-Signaltransduktion. Dieses Ergebnis bestétigt die Beobachtungen von
Aubert und Kollegen, die in kultivierten Praadipozyten ebenfalls keine Aktivierung von
p38 durch die Stimulation mit 10 ng/ml LIF beobachten konnten (Aubert et al., 1999).
Da die p38-Signalkaskade oft in Zusammenhang mit der Entstehung von Apoptose
beschrieben worden ist (Kummer et al., 1997), konnte bei der fehlenden Aktivierung
durch LIF in Podozyten eher von einer vorteilhaften Reaktion ausgegangen werden, da

das LIF alleine scheinbar keine Stressreaktion auslost.

JAK-2/STAT3-Signaltransduktion

Ein wichtiger Weg der Ubertragung von Signalen auf die Zelle durch LIF fiihrt {iber die
JAK-2/STAT3-Kaskade (Hirano et al., 2000). Die vorliegende Arbeit zeigt in murinen
und humanen immortalisierten Podozyten eine besonders stabile Signaltransduktion
durch die Aktivierung der JAK-2/STAT3-Kaskade durch LIF. In der Pridinkubation der
immortalisierten Podozyten mit verschiedenen Inhibitoren konnte eine Minderung der

LIF-abhingigen STAT3-Aktivierung durch den JAK-2-Inhibitor AG490 nachgewiesen
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werden. Somit wird die Phosphorylierung von STAT3 ohne vorherige Kreuzaktivierung
iiber aktiviertes JAK-2 vermittelt.

Zu dhlichen Ergebnissen kam eine Studie von 2008, in der eine schnelle und intensive
Aktivierung von STAT3 durch LIF in Makrophagen der Maus gezeigt werden konnte
(Hendriks et al., 2008). Hendriks und Kollegen interpretierten dies zusammen mit der in
Gegenwart von LIF verminderten Sekretion von Lipopolysaccharid (LPS)-induzierten
proinflammatorischen Mediatoren wie TNF-o und ROS durch Makrophagen als einen
moglichen protektiven Effekt von LIF in Entziindungsprozessen.

Die Daten von Kuratsune und Kollegen zeigen in Ratten nach unilateraler ureteraler
Obstruktion (UUO) eine Aktivierung von STAT3 in Tubuluszellen und
Myofibroblasten der Niere (Kuratsune et al., 2007). Dadurch komme dem STAT3 eine
wichtige regulatorische Bedeutung in Regenerationsprozessen der Niere im Sinne eines
fibrotischen Umbaus zu.

Eine Aktivierung von STAT3 konnte auch in murinen embryonalen Stammzellen durch
die Stimulation mit 1000 U/ml LIF nachgewiesen werden (Tighe und Gudas, 2004). Die
Bedeutung der STAT3-Aktivierung fiir die murinen embryonalen Stammzellen liegt in
dem Erhalt der Pluripotenz (Matsuda et al., 1999). Falls solch ein Effekt von LIF auch
im Podozyten existiert, konnte dies ein wichtiger regeneratorischer Mechanismus fiir
die terminal differenzierten Podozyten und Gegenstand zukiinftiger Studien sein.

Die Signaliibertragung iiber JAK-2/STAT3 ist an vielen biologischen Zellvorgingen
beteiligt und kann durch verschiedene Effektoren angeregt werden. Abhéngig von der
Umgebung der Zelle und dem Zelltyp konnen dadurch unterschiedliche Funktionen fiir
die Zellhomdostase ausgeilibt werden. So ist das STAT3 beispielsweise in der frithen
Embryogenese von Miusen essenziell fiir das Uberleben des Embryos (Takeda et al.,
1997). Auch auf zelluldrer Ebene spielt es durch Genregulation und Inhibition des
antiapoptotischen NF-kappaB eine Rolle fiir das Uberleben und die Apoptose der Zelle
(Battle und Frank, 2002). Durch die Kontrolle von Zellwachstum, Proliferation und
Differenzierung kommt dem STAT3 andererseits auch eine Rolle in der Onkogenese zu.
In Zusammenschau deutet die aktuelle Studienlage auf ein protektives und regeneratives
Potential von aktiviertem STAT3 (Lee et al., 2004), welches auch fiir die biologische
Funktion von LIF in Podozyten denkbar wiére.

Phosphorylierte und somit aktivierte STAT3-Dimere wandern in den Zellkern und

regulieren dort nach Bindung an die DNA die Expression verschiedener Effektorgene
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(Heim, 1999). In den vorliegenden Immunfluoreszenzanalysen von humanen
immortalisierten Podozyten zeigt die Stimulation mit LIF eine Translokation von
Gesamt-STAT3 und Phospho-STAT3 in den Zellkern. Die LIF-abhingige
Translokation von aktivierten STAT3-Dimeren in den Zellkern konnte auch
beispielsweise schon in Adipozyten von Ratten (Stephens et al., 1998) und
olfaktorischen Rezeptorneuronen von LIF-defizienten Miusen (Moon et al., 2002)

gezeigt werden.

Zu den potentiellen Effektorgenen von aktivierten STAT3-Dimeren gehdren unter
anderem die Proteine der SOCS-Familie (Mertens und Darnell, 2007). SOCS-Proteine
regulieren das Ausmal} der LIF-induzierten Signaliibertragung durch STAT3 {iber ein
negatives Feedback. Unter den zahlreichen SOCS-Proteinen ist vor allem das SOCS3
als Effektorgen fiir aktivierte STAT3-Dimere bekannt flir eine hemmende Interaktion
mit dem Zytokinrezeptorkomplex (Babon und Nicola, 2012).

Die vorliegenden Daten zeigen, dass LIF in murinen immortalisierten Podozyten zu
einer gesteigerten, nach 12 h maximalen Expression von SOCS3-mRNA fiihrt. Im
Rahmen der Versuchsreihe zu exogenem Stress (durch H,O, bzw. Sorbitol) konnte
zusétzlich nach 1 h ein friher Peak der SOCS3-mRNA-Expression unter LIF
nachgewiesen werden. Dagegen ist die Expression von SOCS1-mRNA in den murinen
immortalisierten Podozyten unter Einwirkung von LIF nicht erhoht.

In Einklang dazu zeigte eine Studie mit Oligodendrozyten von Ratten durch die
Stimulation mit 10000 U/ml LIF ebenfalls keine Anderung der Expression von SOCS1-
mRNA iiber einen Zeitraum von 0,5 - 4 h (Emery et al., 2006). Im Gegensatz dazu war
die Expression der SOCS3-mRNA in den Oligodendrozyten nach 30 Minuten unter LIF
maximal gesteigert und auch nach 1 h noch erh6ht und nach 2 und 4 h unter LIF wieder
reduziert. Durch die kiirzere Beobachtungsdauer der Oligodendrozyten bleibt unklar, ob
ein zweiter Anstieg der SOCS3-mRNA-Expression wie in den vorliegenden Daten zu
erwarten ist. Darliber hinaus fanden Emery und Kollegen heraus, dass der protektive
Effekt von LIF auf die IFN-y-induzierte Zytotoxizitdt in Oligodendrozyten unabhingig
von der SOCS-Expression war.

In Neuroepithelialen Zellen (Neuroepithelial Cells, NECs) der Maus konnte durch 50
ng/ml LIF nach 3 h ein Anstieg und nach 6 h ein noch hoherer Anstieg der SOCS3-
mRNA-Expression beobachtet werden (Fukuda et al., 2007). Das Korrelat auf
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Proteinebene zeigte in den NECs zusétzlich nach 1 h noch einen frithen SOCS3-Peak.
Diese zwei Peaks sahen Fukuda und Kollegen auch in der Phosphorylierung von
STAT3 auf Proteinebene: Der erste Peak zeigte sich nach 30 Minuten unter LIF, ein
zweiter Anstieg konnte innerhalb von 6 h beobachtet werden. Fukuda und Kollegen
fanden in ihrer Studie heraus, dass LIF in SOCS3-defizienten NECs durch dauerhaft
aktiviertes STAT3 und Smadl (Mothers against decapentaplegic homolog 1 Protein)
zur Ausdifferenzierung in Astrozyten fiihrt. Die regulatorische Funktion von SOCS3 auf
das Zelliiberleben konnte zusitzlich in murinen embryonalen Stammzellen gezeigt
werden, hier fiihrte eine Uberexpression von SOCS3 zu verminderter LIF-abhingiger
Genexpression und vermehrtem Zelltod (Duval et al., 2000).

So scheint SOCS3 je nach Ausmal} der Aktivierung eine wichtige Funktion fiir das
zellulire Uberleben zu haben und biologische Prozesse wie die Differenzierung zu
beeinflussen. Die Bedeutung dieser negativen Regulationsschleife iiber LIF-abhéngig

exprimiertes SOCS3 fiir den Podozyten muss noch weiter untersucht werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt in murinen immortalisierten Podozyten unter Einfluss von
exogenen Stressfaktoren wie Wasserstoffperoxid und Sorbitol im Western Blot im
Vergleich zur Negativkontrolle eine signifikante iiber einen ldngeren Zeitraum
persistierende LIF-abhidngige STAT3-Aktivierung. Gleichzeitig konnte eine anhaltende
nukleédre Lokalisierung von STAT3 und Phospho-STAT3 durch die Kostimulation mit
LIF und H,O, bzw Sorbitol gezeigt werden. Im Gegensatz dazu fiihrte LIF alleine zu
einer raschen und voriibergehenden STAT3-Aktivierung und Translokation von STAT3
und Phospho-STAT3 in den Zellkern, wohingegen H>O, bzw Sorbitol alleine keine
Effekte zeigten. Die entsprechenden Real-Time-PCR Daten zeigen im Vergleich zur
Negativkontrolle nach 60 Minuten LIF einen signifikanten Peak in der mRNA-
Expression von SOCS3. Dieser Peak erscheint in zeitlicher Latenz zu der maximalen
Aktivierung von STAT3 durch LIF, was den regulatorischen Einfluss von SOCS3 auf
die JAK-2/STAT3-Signalkaskade unterstreicht. Eine Studie von Bluyssen und Kollegen
konnte diese Latenz bereits in mit IL-6 stimulierten humanen mikrovaskuldren
Endothelzellen zeigen (Bluyssen et al., 2010). Im Gegensatz dazu konnten H,O, bzw
Sorbitol alleine oder die Kombination aus LIF und H,O, bzw Sorbitol in dem
beobachteten Zeitraum in murinen immortalisierten Podozyten keine signifikante

Steigerung der SOCS3-Expression bewirken.
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Kiirzlich publizierte Studien zeigen dhnliche Beobachtungen in murinen embryonalen
Fibroblasten (MEF) unter gleichen Stimulationsbedingungen (Ng et al., 2014b, Ng et
al., 2014a). Im Vergleich zu den vorliegenden Daten konnten Ng und Kollegen jedoch
durch die Kostimulation mit LIF und H,O, eine STAT3-abhéngige Expression von
SOCS3 in MEF nachweisen. Dies konnte durch die Kostimulation der MEF mit LIF
und Sorbitol nicht gezeigt werden.

Wie lange die in den vorliegenden Ergebnissen prolongierte STAT3-Aktivierung unter
Kostimulation andauert und ob die Expression von SOCS3 mit zeitlicher Latenz noch
ansteigt, misste in weiteren Untersuchungen beobachtet werden.

Im Allgemeinen wirken H,O, und Sorbitol durch die Bildung von intrazelluliren ROS
zytotoxisch und kénnen den vorliegenden Ergebnissen zufolge als Stressfaktoren in
Podozyten alleine keine STAT3-Aktivierung induzieren. Somit kdnnte der Aktivierung
von STAT3 durch LIF, und besonders in Gegenwart von H,O, bzw Sorbitol und somit
in Situationen mit oxidativem bzw hyperosmolarem Stress, eine protektive Funktion in
Podozyten zugeschrieben werden.

Die Bedeutung von prolongiert aktiviertem STAT3 scheint von zahlreichen Faktoren
wie dem Zelltyp und dem Mikromilieu abhédngig zu sein. So konnte in vielen humanen
Krebsarten bereits ein onkogenes Potential von dauerhaft aktiviertem STAT3
beobachtet werden (Yoshimura, 2006). Neben der Forderung von Zellproliferation und
Hemmung von Apoptose hat aktiviertes STAT3 in einigen Zelltypen auch
proapoptotische Eigenschaften. In MEF konnte durch verlidngert aktiviertes STAT3 ein
proapoptotischer und wachstumshemmender Effekt von LIF beobachtet werden, wenn
SOCS3 durch eine Hemmung nicht exprimiert wird (Lu et al., 2006).

Wenn aktiviertem STAT3 eine antiapoptotische Wirkung zugeschrieben werden kann,
so konnte eine verldngerte Aktivierung als protektiver Mechanismus in Podozyten unter
Stressstimuli interpretiert werden. Denkbar wire, dass LIF und H,O, beziehungsweise
Sorbitol in dieser Situation mdoglicherweise eine synergistische oder potenzierende
Wirkung haben oder dass LIF eine linger dauernde Regulation in Zellen, die unter
Stress stehen, einnimmt.

Eine prolongierte Aktivierung von STAT3 zeigte sich auch bei Zellschédden,
verschiedenen Krebserkankungen und im Entziindungsgeschehen (Levy und Darnell,

2002, Jove, 2012, Garcia et al., 2001). So konnten auch fiir prolongiert aktiviertes

117



Diskussion und Schlussfolgerung

STAT3 in Podozyten wéhrend Stresssituationen durch H>O, oder Sorbitol vielfdltige

und moglicherweise gegenteilige Effekte von LIF diskutiert werden.

Ein weiterer wichtiger negativer Regulationsmechanismus besteht in der Blockierung
der DNA Bindungsaktivitit von STAT3-Dimeren durch PIAS-Proteine. Die
vorliegenden Daten zeigen keine Anderung der mRNA-Expression von PIAS1 und

PIAS3 in murinen Podozyten durch die Stimulation mit LIF.

Klf4 ist ein Transkriptionsfaktor, der unter anderem fiir den Erhalt der Pluripotenz von
kultivierten Stammzellen bekannt ist. Eine Studie von Li und Kollegen zeigt, dass LIF
die Expression von Klf4 und SOCS3 in embryonalen Stammzellen der Maus erhoht,
dabei sei das SOCS3 fiir die Differenzierung und das Klf4 fiir den Erhalt der Pluripotez
verantwortlich (Li et al., 2005). In murinen immortalisierten Podozyten konnte keine
erhohte Expression von Klf4 unter LIF-Stimulation nachgewiesen werden. Dies konnte

auf den hohen Differenzierungsgrad der Podozyten zuriickgefiihrt werden.

4.3 LIF beeinflusst das Aktinzytoskelett des Podozyten

Die Ausprigung und Modulation des Aktinzytoskeletts ist unter Anderem essenziell fiir
die breitflichige Haftung der podozytiren Fullfortsitze an der glomeruldren
Basalmembran, wodurch die selektive Filtrationsbarriere der glomeruldren
Schlitzmembran und somit die physiologische Funktion der Niere erhalten bleibt
(Pavenstadt et al., 2003). So geht ein Verlust von FuBfortsidtzen durch schédigende
Einfliisse gleichzeitig mit einer Verdichtung und Umverteilung von Aktinfilamenten
einher (Kriz et al., 2013). Koukouritaki und Kollegen konnten in ihrer Studie von 1999
zeigen, dass die Stimulation von kultivierten Ratten-Podozyten mit TNF-a zu einer
Umverteilung von intrazelluldren Aktinfilamenten fiihrt (Koukouritaki et al., 1999).

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die LIF-Stimulation von humanen und murinen
Podozyten ebenfalls mit strukturellen Verdnderungen des Aktinzytoskeletts im Sinne
einer Umverteilung der Aktinfilamente und -stressfasern einhergeht.

Dass LIF einen Einfluss auf die Ausbildung von Aktinfilamenten des zelluldren
Zytoskeletts hat, konnten Wysoczynski und Kollegen bereits in einer Zelllinie von
humanen Rhabdomyosarkomzellen zeigen (Wysoczynski et al., 2007). Des Weiteren

fanden sie heraus, dass eine Hemmung des LIF-Rezeptors die chemotaktische Wirkung
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auf die Rhabdomyosarkomzellen blockiert. Wysoczynski und Kollegen schlussfolgerten
daraus einen direkten Zusammenhang zwischen LIF und der Migration von
Rhabdomyosarkomzellen.

Durch welche Signalkaskade das Aktinzytoskelett der Podozyten in der vorliegenden
Arbeit beeinflusst wird und welche biologische Funktion daraus resultieren konnte,
bleibt noch unklar. Das unterschiedliche Ausprigungsmuster von kontraktilen
Aktinstressfasern im Podozyten in Gegenwart von LIF konnte dabei auf eine
migrationsfordernde Wirkung hinweisen. Denkbar wiére in Podozyten neben einer
poteziell dynamischen Bedeutung auch eine statische Funktion im Sinne erhohter
Rigiditat zur Standhaltung gegeniiber schiadigenden Noxen wie beispielsweise erhohten

hydrostatischen Filtrationdriicken.

4.4 Migrationsverhalten humaner Podozyten unter LIF

Fiir LIF konnte bereits in kultivierten Maus-Astrozyten ein Effekt auf die Zellmigration
beobachtet werden (Goldshmit et al., 2004). Goldshmit und Kollegen konnten zeigen,
dass es innerhalb von 72 Stunden unter LIF, im Gegensatz zur Kontrollbedingung ohne
LIF, zu einem kompletten Verschluss der in vitro gesetzten Wundfldche kam. Vor dem
Hintergrund des irreversiblen Verlustes von Podozyten bei glomeruldren Schiadigungen
konnte dies eine Option sein die dadurch entstandene Filtrationsliicke zu schlie3en.

In der vorliegenden Arbeit ergibt sich aus der Analyse der Zellmigration im Wound-
Scratch-Assay ein gesteigertes Migrationsverhalten humaner immortalisierter
Podozyten iiber die Beobachtungszeit hinweg. Allerdings zeigt sich hier kein
signifikanter Unterschied zwischen der Stimulation mit PBS zu LIF. Da LIF jedoch im
Podozyten, wie oben beschrieben, zu einer Reorganisation von intrazelluldren
Aktinfilamenten und kontraktilen Aktinstressfasern fiihrt, konnte hier lediglich von
einer Art Behilfsmethode ausgegangen werden, die keine ausreichende
migrationsfordernde Wirkung zeigt. Vorstellbar wédre an dieser Stelle eine
synergistische Wirkung durch zusétzliche Faktoren.

Ob die Migration eine negative oder positive Eigenschaft von LIF fiir das Fortschreiten
von pathologischen glomeruldren Prozessen und einer Proteinurie bedeuten konnte, ist
noch nicht endgiiltig untersucht. Ebenso wird noch immer die Kausalitit von Migration

der Podozyten und der Entstehung von Proteinurie diskutiert (Asanuma et al., 2007).
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Letztendlich ist die erhohte Migrationsfdhigkeit der Podozyten durch LIF
wahrscheinlich abhidngig von weiteren Umgebungsfaktoren: bei schiddigenden
Einfliissen konnte sie eher forderlich sein fiir Reparaturprozesse, unter physiologischen

Bedingungen eher ungiinstig.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zum ersten Mal, dass LIF iiber die
Stimulation wichtiger Signalwege zu einer Verdnderung der Genexpression und einer
Umorganisation des Zytoskeletts fiihrt. Sie identifizieren LIF als wichtigen Regulator
der Funktion des glomeruldren Filters. Die Eignung als Angriffspunkt flir neue
spezifischere Therapien wird jetzt Gegenstand von Untersuchungen in Modellen

proteinurischer Nierenerkrankungen sein.
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