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Charakterisierung der Zusammensetzung der glomeruliren
Basalmembran von GLEPP1 WT und KO Miusen im Alter von vier
und sechs Monaten



I Zusammenfassung

GLEPP1 (engl. glomerular epithelial protein 1) ist eine Rezeptor-Tyrosin-Phosphatase
im FuBfortsatz des Podozyten. Mutationen im GLEPP1 Gen fiihren zu einem
nephrotischen Syndrom im Kindesalter. Um die genaueren Ursachen und Hintergriinde
zu erforschen wurden GLEPP1 KO Maiuse auf einen 129P3/J Hintergrund untersucht.
So konnte in dieser Arbeit die Zusammensetzung der GBM (glomeruldren
Basalmembran) auf Protein- und RNA-Ebene bei Mausen mit einem GLEPP1 KO im
Alter von vier und sechs Monaten untersucht werden. Die Méause entwickeln erstmals
im Alter von sechs Monaten eine Proteinurie. Ebenfalls im Alter von sechs Monaten
kommt es zu einer Umstrukturierung des Kollagennetzwerkes der GBM.
Physiologischerweise besteht die GBM aus Kollagen IV a3a4a5-Heterotrimeren. Die
KO-Miuse bilden aber vermehrt Heterotrimere aus al und a2-Kollagenketten, welche
normalerweise nur wahrend der Entwicklung im unreifen Glomerulum vorkommen.
Auf Grund der unreifen Konfiguration der GBM scheint es also zu einem funktionellen
Defekt der GBM zu kommen. Laminin, als zweiter wichtiger Hauptbestandteil der
GBM, zeigt im Alter von vier bis sechs Monaten keine Verdnderungen. Der
zugrundeliegende Mechanismus fiir die Reexpression unreifer GBM ist bis jetzt
ungeklédrt. Die Untersuchung der Genexpression zeigt eine Assoziation zur WTI-
Expression, da es im GLEPP1 KO herabreguliert wird. Hier ldsst sich ein moglicher
Mechanismus vermuten, da WTI1 ein essenzieller Transskriptionsfaktor der
Nierenentwicklung ist und daher weitreichenden Einfluss auf die Konzeption z.B. der

GBM nehmen konnte.

GLEPPI1 scheint also fiir die Langzeitstabilitit und Integritit des glomerulédren
Filterappartes von essenzieller Bedeutung zu sein. Eine weitere Erforschung konnte fiir

Patienten mit einer Proteinurie potenziell neue Therapieoptionen erdffnen.



I1 Abstract

GLEPP1 (glomerular epithelial protein 1) is a receptor tyrosine phosphatase in the foot
process of the podocyte. Mutations in the GLEPP1 gene lead to a nephrotic syndrome in
childhood. To investigate the exact causes and background, GLEPP1 KO mice were
examined on a 129P3/J background. Thus, the composition of the GBM (glomerular
basement membrane) on protein and RNA level in mice with a GLEPP1 KO at the age
of four and six months could be investigated in this study. The mice develop proteinuria
at the age of six months. Also at the age of six months, the collagen network of the
GBM is restructured. Physiologically, the GBM consists of collagen IV a304a5-
Heterotrimers. However, the KO mice increasingly produce heterotrimers from al and
02 collagen chains, which normally only occur during development in the immature
glomerulum. Due to the immature configuration of the GBM, a functional defect of the
GBM seems to occur. Laminin, the second major component of the GBM, shows no
changes at the age of four to six months. The underlying mechanism for the
reexpression of an immature GBM has not yet been clarified. The study of gene
expression shows an association to WT1 expression, since it is downregulated in
GLEPP1 KO. Here a possible mechanism can be assumed, since WT1 is an essential
transscription factor of kidney development and could therefore have a far-reaching

influence on the conception of the GBM.

GLEPPI therefore seems to be essential for the long-term stability and integrity of the
glomerular filter apparatus. Further research could potentially open up new therapeutic

options for patients with proteinuria.
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1 Einleitung

1.1 Nierenerkrankungen

Die Niere ist eines unserer lebenswichtigsten Organe, umso wichtiger ist das
vollstindige Verstdndnis und die Aufkldrung der Pathogenese bei Schdden an diesem
Organ. Die Funktion der Niere kann durch unterschiedliche Verdnderungen gestort
werden, die zu einer Niereninsuffizienz fiihren. Die hédufigsten Ursachen einer
chronischen Niereninsuffizienz sind vor allem ein schlecht eingestellter Diabetes
mellitus und Bluthochdruck '. Zusitzlich gibt es die Glomerulonephritiden,
polyzystische Nephropathien, chronische Harnwegsinfekte, medikamenteninduzierte
und systemerkrankungsbedingte Ursachen fiir einen chronischen Schaden der Niere .
Schreitet die Insuffizienz weiter fort kommt es zum Nierenversagen, welches
Ersatzverfahren oder eine Transplantation ndtig macht. Es handelt sich also um eine
lebenslimitierende Erkrankung. AuBlerdem haben die Inzidenz und Privalenz in den
letzten Jahrzehnten sogar noch zugenommen °. Um eine angemessene Behandlung zu
ermdglichen, steht auch die Ursachenforschung immer mehr im Vordergrund. Vor
allem im Bereich der genetischen Dispositionen wurden hier in den vergangenen Jahren
einige essenzielle neue Erkenntnisse gewonnen. Es existiert jedoch nach wie vor eine
Gruppe an idiopathischen Nephropathien, dessen Ursache nicht geklart werden kann.
Die vorliegende Arbeit kniipft an eben diese Gruppe an und leistet einen Beitrag bei der
Suche nach einer neuen Genmutation, die zu einem Nierendefekt fiihrt. Durch
Verstdndnis monogenetischer Erkrankungen konnen auch Riickschliisse auf die
physiologische Funktion einzelner Molekiile des glomeruldren Filters erlangt werden,

die auch fiir erworbene Nierenerkrankungen eine wichtige Rolle spielen konnen. Im

Mittelpunkt stehen dabei die proteinurischen, glomeruldren Erkrankungen der Niere.

1.2 Das nephrotische Syndrom
Das nephrotische Syndrom (NS) ist ein wichtiges Symptom glomeruldrer Erkrankungen
*. Die Symptome sind:

e Grofle Proteinurie (>3-3,5¢g/d fiir Erwachsene ||| >1g/m? Korperoberflache/d fiir
Kinder)



e Hypoproteindmie (<60g/L)
e Hypalbuminimische periphere Odeme (wenn Serumalbumin <2,5g/dl)
e Hyperlipoproteindmie

Atiologisch unterscheidet man zwischen einem primiren und einem sekundiren NS.
Primédr bedeutet, dass die Erkrankung direkt vom Glomerulum in Form einer
idiopathischen Glomerulonephritis ausgeht. Die prominentesten Vertreter der
Glomerulonephritiden sind die minimal change-Glomerulopathie (MCG), die am
hiufigsten bei Kindern auftritt, die membrandse Glomerulonephritis, als hdufigste beim
Erwachsenen und die fokal segmentale Glomerulosklerose (FSGS) °. Sekundire und
seltenere Ursachen sind unter anderem die diabetische Nephropathie, maligne Tumore
(z.B. Plasmozytom, Karzinome), Kollagenosen (z.B. Lupus erythemathodes) und
Amyloidose ®’. Unabhingig von der Ursache beruht die Pathogenese immer auf

demselben Mechanismus einer abnormen Permeabilitit des glomerulédren Filters.

Das NS kann bereits im Jugendalter zu einer Terminalen Niereninsuffizienz (ESRD)
fiihren. Die Inzidenzraten variieren dabei mit der ethnischen Herkunft. Eine aktuelle
Studie mit 711 Kindern aus unterschiedlichen Regionen der Welt konnte eine Inzidenz
zwischen 1,99/100.000 und 4,71/100.000 im Alter von 1-18 Jahren zeigen 8 Neben der
histologischen Einteilung wird das idiopathische nephrotische Syndrom auch noch
anhand des Therapieansprechens als steroid-resistent (SRNS) oder steroid-sensibel
(SSNS) eingestuft und entsprechend therapiert *'°. Gerade beim SRNS kénnen die
genauen Ursachen und Hintergriinde nicht immer geklirt werden. Hiufig sind
genetische Mutationen der einzelnen Komponenten des glomeruldren Filters die
Grundlage. Eine Auflistung der bekannten Genmutationen, die zu einem SRNS fiihren

sind in Abb. 1 enthalten''.



Gene

Protein

Autosomal recessive

ADCK4 AarF domain containing kinase 4

ARHGDIA  Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) alpha

CD2AP CD2-associated protein

CFH Complement factor H

CcoQ2 Coenzyme )2 4-hydroxybenzoate polyprenyltransferase

COQ6 Coenzyme Q6 mono-oxygenase

CRB2 Crumbs homolog 2

CUBN Cubilin (intrinsic factor-cobalamin receptor)

DGKE Diacylglycerol kinase, epsilon

EMP2 Epithelial membrane protein 2

FATI FAT tumor suppressor homolog 1

ITGA3 Integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor)

ITGB4 Integrin, beta 4

KANKI1 KN motif and ankyrin repeat domain containing protein 1

KANK2 KN motif and ankyrin repeat domai taining protein 2

KANK4 KN motif and ankyrin repeat domain containing protein 4

LAMB2 Laminin, 2

MTTLI Mitochondrially encoded tRNA leucine 1

MYOIE Homo sapiens myosin IE (MYO1E)

NPHS1 Nephrin

NPHS52 Podocin

NUP93 Nudleoporin 93 kDa

NUP107 Nudleoporin 107 kDa

NUP205 Nucleoporin 205 kDa

PDSS2 Prenyl (decaprenyl) diphosphate synthase, subunit 2

PLCE1 Phospholipase C, epsilon 1

PTPRO Protein tyrosine phosphatase, receptor type, O

SCARB2 Scavenger receptor class B, member 2

SMARCAL1  SWI/SNF-related, matrix-associated, actin-dependent regulator of chromatin, subfamily
a- like 1

WDR73 WD repeat domain 73

XPO5 Exportin 5

Autosomal dominant

ACTN4 Actinin, alpha 4

ANLN Anillin, actin binding protein

ARHGAP24 Rho GTPase-activating protein 24

INF2 Inverted formin, FH2 and WH2 domain containing

LMX1B LIM homeobox transcription factor 1, beta

MYH9 Myosin heavy chain 9

TRPC6 Transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 6

WT1 Wilms tumor 1

Accession number Chromosome

NM_024876.3
NM_001185078.1
NM_012120.2
NM_000186.3
NM_015697.7
NM_182476.2
NM_173689.5
NM_001081.3
NM 003647.2
NM_001424.4
NM_005245.3
NM_005501.2
NM_000213.3
NM_001256876.1
NM_015493.6
NM_181712.4
NM_002292.3
NC_012920.1
NM_004998.3
NM_004646.3
NM_014625.2
NM_014669.3
NM_020401.2
NM_015135.2
NM_020381.3
NM_016341.3
NM_030667.2
NM_005506.3
NM_014140.3

NM_032856.2
NM_020750.2

NM_004924.4
NM_018685.2
NM_001025616.2
NM_022489.3
NM_00117414.1
NM_002473.4
NM_004621.5
NM_024426.4

19
17
6
1
4
14
2
10
17
16
4
117
17

14

22
11
11

Abb. 1: rezessive und dominante Gene deren Mutation zu einem monogenetischem SRNS fiihren.

Quelle: "

Am hiufigsten sind dabei Mutationen in '*:

e NPHS2 (Podocin)

e NPHSI1 (Nephrin)

e WTI1 (Wilms-Tumor-Gen 1)

e PLCEI1 (Phospholipase C)

e [LAMB2 (Laminin B2 Ketten).

Podocin

Schlitzmembran

und Nephrin sind zwei essenzielle Proteine der

13,14

glomeruldren

. Mutationen in einem der beiden Komponenten fiihren zum SRNS,



da die selektive Permeabilitit des glomeruldren Filters gestort ist > 7. Das Wilms-
Tumor-Gen 1 (WT1) fungiert als zentraler Regulations- und Transkriptionsfaktor der
gonadalen Entwicklung und speziell des Podozyten '*. Mutationen in WT1 konnten bei
Kindern mit einem SRNS assoziiert werden '*2'. Auch bei Mutationen im Gen der
Phospholipase C, die die Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) des
intrazelluliren Signalweges katalysiert, kommt es zu einem NS *°. Ein Gendefekt im
Gen LAMB2, welches fiir die Laminin 2 Kette kodiert fiihrt ebenfalls zum NS .
Ohne die B2 Ketten von Laminin kommt es zu Fehlern in der Konzeption der

glomerulidren Basalmembran (GBM), die zum kongenitalen NS fiihren.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass sich unser Verstiandnis von einzelnen kritischen
Faktoren, die eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung des glomeruldren
Filters spielen, in den vergangenen Jahren stark weiterentwickelt hat. Kennt man die
Ursache der Erkrankung, ergeben sich oft effizientere und individuelle
Behandlungsmoglichkeiten. Dies betrifft jedoch in den meisten Fillen nicht die

genetischen Erkrankungen, da die Ursache bis jetzt nur schwer zu beseitigen ist.

Vor kurzem wurde eine weitere Mutation als Ursache des NS im Kindesalter
identifiziert. Dabei handelt es sich um eine homozygote Mutation auf dem kurzen Arm
des Chromosoms 12pl12, welches das glomerular epithelial protein 1 (GLEPP1)
codiert **. Zum genaueren Verstindnis, der daraus resultierenden Verdnderungen, folgt
nun ein kurzer Einstieg in die genaue Zusammensetzung des glomeruldren

Filterapparates, um danach genauer auf GLEPP1 einzugehen.

1.3 Der glomerulire Filter

Der glomeruldre Filterapparat besteht aus drei verschiedenen Komponenten: Dem
fenestrierten, kapilliren Endothel, der glomeruldren Basalmembran (GBM) und den
viszeralen  Epithelzellen, den  Podozyten, und ihren charakteristischen

FuBfortsitzen >’

. Das fenestrierte Endothel dient als Barriere fiir grofe und
aggregierte Zellen, jedoch konnen die meisten geldsten Stoffe und Proteine das
Endothel problemlos passieren *°. Die GBM hilt alle Molekiile mit einem Durchmesser

iiber 10nm oder Proteine mit negativer Ladung und einer Masse von 70kDa zuriick *'.



Da die GBM fiir den Inhalt dieser Arbeit von besonderer Bedeutung ist, wird deren
Zusammensetzung im nichsten Kapitel noch weiter vertieft. Auf der Harnseite bilden
die Fullfortsitze der Podozyten eine filigrane Architektur. Dabei interdigitieren jeweils
die FuBfortsitze zweier benachbarter Podozyten und es bildet sich zwischen den
Fortsdtzen eine diinne glomeruldre Schlitzmembran mit einer Porengrofle von 30-
40nm ***. Der Schlitzmembran wird die grofte Bedeutung in Bezug auf die
GroBenselektivitit des Filters zugeschrieben '*. Abb. 2 liefert eine zusammenfassende
Ubersicht iiber den Aufbau des Filters. Die Filterung von Proteinen findet anhand von
GroBe (bis zu 70kDa) und Ladung (negativ) statt, um zu verhindern, dass z.B.
lebenswichtige Plasmaproteine ausgeschieden werden. Der prominenteste Vertreter der
Plasmaproteine ist das Albumin. Mit seiner negativen Ladung und einer Molekiilmasse
von ~65kDa wird Albumin direkt im Blut zuriickgehalten oder spiter fast vollstindig

. . 4
tubulir resorbiert >+,

Efterent
Arteriole

cells ~ i /) convoluted
' 7/ : tubule



Abb. 2 Dargestellt ist der strukturelle Aufbau eines Nierenkorperchens aus einem kapillaren Gefalknduel
(Glomerulus) und der umgebenden Kapsel (Bowman-Kapsel). Aulerdem zeigt der vergroBerte Ausschnitt
den Aufbau des glomeruldren Filters. Zu sehen ist zentral das Gefdll ausgekleidet mit fenestriertem
Endothel. Darauf folgt die glomeruldre Basalmembran und die FuBfortsitze der Podozyten zwischen
denen sich die Schlitzmembran befindet. Quelle:*.

1.4 Die glomerulire Basalmembran

Wie alle Basalmembranen besteht die GBM hauptsdchlich aus Laminin, Kollagen IV,
Nidogen und Proteoglykanen, hauptsichlich Agrin *’. Ungewdhnlich ist ihre Dicke mit
300-350nm. Die einzelnen Komponenten bilden ein komplexes, dichtverzahntes
Netzwerk. AuBlerdem vollzieht sich im Laufe der Entwicklung eine Art

Reifungsprozess, der die Isoformen von Kollagen IV und Laminin verindert **.

Die Kollagen IV Familie besteht aus sechs a-Ketten entsprechend al bis a6, die von
den entsprechenden Genen COL4A1-6 kodiert werden™. Die Ketten lagern sich zu
unterschiedlichen spezifischen Trippelhelices zusammenlagern. Die bis jetzt entdeckten
funktionsfiihigen Kombinationen sind alala2, a3o4a5 und a5a5a6 ***'. An den beiden
Enden besitzt die Helix N-terminal eine 7S-Domidne und C-terminal eine Nicht-
Kollagen-Domine (NCI). Eine Ubersicht dazu gibt Abb. 3. Die Dominen sind
entscheidend fiir die Netzwerkbildung zwischen mehreren a-Helices. Uber die
Verbindung zweier NCI-Doménen bildet sich ein Dimer und vier Dimere werden iiber

die 7S-Domiine zu einem Tetramer *>*.

C-terminal

N-terminal Triple helical collagenous domains NCI domains
7S domains

Abb. 3 Schematische Darstellung einer Kollagen IV a-Trippelhelix. Am N-terminalen Ende der Helix

befindet sich die 7S-Doméne und am C-terminalen Ende eine Nicht-Kollagen-Domine (NCI). Quelle:*

In der GBM findet ein Wechsel der urspriinglichen unreifen Zusammensetzung aus

alala2 hin zu einer reifen a3ad4aS5-Zusammensetzung statt *_ Die Kollagen IV Ketten



ol und a2 werden daher im Folgenden auch als unreife Ketten und die Ketten a3, o4
und a5 als reife Ketten bezeichnet. Beim Laminin gibt es einen dhnlichen Wechsel. Es
liegt als Heterotrimer vor und zwar in seiner unreifen Form aus alf1yl-Ketten und in
reifer Form aus a5p2y1-Ketten ¥ Stellvertretend wird im Folgenden die Laminin al
Kette als unreife Kette bezeichnet. Das Glykoprotein Nidogen fungiert als
Strukturprotein indem es an den kurzen Arm der y-Ketten an Laminin und auflerdem an

Kollagen IV bindet. Ahnliches gilt fiir Agrin als Modulatorprotein, das jedoch nicht an
46-50

Kollagen IV, sondern nur an den langen Arm der y-Kette von Laminin bindet . Eine
Zusammenfassung des Netzwerkes zeigt Abb. 4.
o Nidogen Collagen IV
ly— \
AT oGAG  .GAG
\ (0 GEERGREGGEMENT0 ¢ 00 6 ¢
Agrin
s

Abb.4 Ultrastruktur von Laminin, Kollagen IV , Nidogen und Agrin als Bausteine der GBM. Laminin
besteht aus a, 8, und y-Helices, die sich zu einem sogenannten Coiled coil (LCC) zusammenlagern. Zur
Bildung von Trimeren dienen die N-terminalen Doménen (LN). Zusétzlich dient die kugelige C-terminale
Doméne (LG) zur Interaktion mit anderen zelluldren Oberflichenrezeptoren. Kollagen IV besteht aus
einer Trippelhelix aus a-Ketten mit einer N-terminalen 7S-Doméne (7S) und C-terminal einer Nicht-
Kollagen-Doméne (NCI). Agrin ist ein Modulatorprotein mit Glycosaminoglykan (GAG) Seitenketten,
die an Laminin tiber den langen Arm der y-Ketten binden. Aulerdem verbindet Agrin die GBM mit
benachbarten Zellen. Nidogen ist ein Glykoprotein, das tiber den kurzen Arm der y-Ketten an Laminin
und auBerdem an Kollagen IV bindet. Quelle: *

Der genaue Mechanismus, der hinter der Reifung der GBM steht, ist noch nicht
abschlielend geklért. Eine Studie aus dem Jahre 2013 von Abrahamson et al. konnte
allerdings zeigen, wann in der Entwicklung der Wechsel von Laminin und Kollagen

ungefiahr stattfindet. Bereits in der frithen Phase der Einsprossung von Kapillarschlingen



(engl. capillary loop stage) in das Nierenbldschen zeigen sich Anzeichen flir das
Ersetzen von Laminin al *®. Sind die Kapillarschlingen in den Glomeruli prisent, ldsst
sich kein Laminin al mehr nachweisen, sondern nur noch Laminin o5 **. Der Wechsel
von Laminin vollzieht sich sehr abrupt und es gibt nur ein sehr kurzes Intervall, in dem
sich beide Isoformen finden lassen. Fiir Kollagen IV findet der Wechsel erst spiter in
der kapilldren Einsprossungsphase statt. Desto mehr Kapillarschlingen sich in den
Glomeruli bilden, umso mehr reifes Kollagen wird gebildet **. Der Wechsel vollzieht
sich hierbei diskontinuierlich und nicht so abrupt wie bei Laminin. Allerdings zeigen
sich die beiden Isoformen nie {iberlappend. Ein komplett gereiftes Glomerulum zeigt
sich in acht Wochen alten Méusen *°. AuBerdem ist die Biosynthese von Kollagen IV
a3 und a4 Ketten nach fiinf Wochen hochreguliert und die Synthese von al und o2
Ketten herabreguliert **.

Beim Menschen konnte die essenzielle Bedeutung dieses entwicklungsgeméfBen
Wechsels im Geriist der GBM anhand von Untersuchungen bei Patienten mit dem

#  Betroffene Patienten entwickeln eine

Alport-Syndrom herausgestellt werden
Proteinurie. Dabei kommt es, durch einen Gendefekt der Kollagen IV Ketten a3 und a5,
in der GBM zum Erhalt der unreifen Kollagenketten. Physiologischerweise zeigen sich
die unreifen Ketten beim Menschen in der frithen Entwicklung des Nephrons (siche
Abb.5), werden dann aber in den Glomeruli ebenfalls wihrend der Einsprossung der

Kapillarschlingen (engl. mature capillary loops) ersetzt **.

Mature glomeruli

Newly formed Maturing

Antibody nephrons nephrons GBM MM BCBM
al + + - + +
a2 + + - + +
a3 - - + —/+ +/—
a4 - - + - -
oS - =+ + - —/+
ab - - - - +

Abb. 5 Immunhistochemische Féarbung fiir Kollagen IV in menschlicher fetaler Niere. Es wurden
Antikorper gegen die einzelnen o-Ketten von Kollagen IV zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Entwicklung verwendet. Wahrend der Entwicklung zeigen sich die unreifen Ketten. Wéhrend im reifen
Glomerulum in der GBM nur noch reife Ketten zu finden sind. Zusitzlich wurde die Zusammensetzung
der mesangialen Matrix (MM) und der Basalmembran der Bowman Kapsel (BCBM) untersucht. In
diesen bleibt das unreife Kollagen erhalten. Im reifenden Nephron (engl. maturing nephrons) zeigt sich
die a5-Kette erstmals leicht positiv (-/+). Modifiziert nach: )



Da es sich bei der GBM um eine extrazelluldre Matrix handelt, ist sie bei der Synthese
ihrer Bausteine auf die benachbarten Zellen angewiesen. In der frithen Entwicklung gibt
es eine doppelte, verschmelzende Basalmembran zwischen dem Endothel und den
Podozyten (siche Abb.6) °'. Diese unreife Konfiguration besteht, wie bereits erwihnt,
aus Laminin alBlyl und aus Kollagen IV alala2 und wird gleichermaBlen von
Podozyten und Endothelzellen gebildet. Mit dem Reifungsprozess bildet sich Laminin
a5B2y1, das nach wie vor aus Endothel und Podozyt synthetisiert wird und Kollagen IV

o3a4a5, das nur noch aus dem Podozyten gebildet wird °'.

Podocyte

Lalllllll[:'[;fw §1 i Collagen
S — al, o2 (IV)

Endothelium

Abb. 6 Schematische Darstellung der Entwicklungsstufen der GBM.

(a) In der frithen Kapillarschlingenphase gibt es eine doppelte, verschmelzende Basalmembran zwischen
dem Endothelium und dem Podozyten. Diese unreife GBM besteht aus Laminin-111 und Kollagen
alo2al(IV), die aus dem Podozyten und den Endothelzellen abgeleitet werden.

(b) Mit der glomeruldren Alterung erhilt die Kapillarschlinge ihre finale Konfiguration. Die GBM besteht
dann nur noch aus Laminin-521, das aus dem Podozyten und den Endothelzellen gebildet wird, und
Kollagen a304a5(IV), das nur aus dem Podozyten gebildet wird. Modifiziert nach:*".



Beim genaueren Verstindnis der GBM und ihrer Bausteine konnten vor allem iiber die
mit einem GBM-Defekt assoziierten Erkrankungen neue Erkenntnisse gewonnen
werden. So basiert die Entdeckung der reifen Kollagenketten hauptsdchlich auf der
Assoziation mit bekannten Erkrankungen. Zuerst wurde die a3-Kette als Ziel beim
Goodpasture Syndrom entdeckt **. Beim Goodpasture Syndrom handelt es sich um
eine Autoimmun-Nephritis, die sich gegen die GBM richtet. Ziel der Autoantikorper
sind dabei die Kollagen IV 03-Ketten >*. In weiteren Versuchen zur Isolation der a3-
Kette wurde eine eng verkniipfte Kette entdeckt, nimlich die 04-Kette >°. Es entstand
die Hypothese, dass eine der beiden Ketten beim Alport-Syndrom mutiert sein muss.
Die genauere Analyse des mutierten Allels ergab jedoch die Entdeckung der a5-Kette,

als Verursacher des x-chromosomalen Alport-Syndroms **°

. Das Alport-Syndrom
(AS) zeigt sich neben der Proteinurie mit Symptomen bis hin zu einer Himaturie und
Bluthochdruck. Zusitzlich kommt es zu tubulointerstinaler Fibrose und sekundérer
Glomerulosklerose. Mittlerweile wurde als Grundlage ein x-chromosomaler Gendefekt
der a5-Kette oder eine autosomale Mutation der o3/04-Ketten ausgemacht .
AbschlieBend wurde die Kollagen IV a6-Kette entdeckt, die bei manchen x-

chromsomalen Alportsyndromen ohne o5-Mutation, mutiert war °*°',

Um die Bedeutung der einzelnen Bausteine der GBM genauer zu evaluieren, wurden an
unterschiedlichen Mausmodellen Knockouts (KO) der entsprechenden Komponenten

durchgefiihrt.

1.4.1 Kollagen

In einem Mausmodell zu homozygoten COL4A1 Mutationen kam es zu fokalen
Schiden an der GBM, die sich in einer Albuminurie &dullerten. Neben den
Nierenschiaden kam es auch zu strukturellen Gehirnschidden, sowie einer hereditdren
Angiopathie mit Nephropathie, Aneurysmen und Muskelkrdmpfen, beim Menschen
HANAC-Syndrom genannt ®*®. Es zeigen sich zusitzlich Himaturie und Zysten. Eine
heterozygote Mutation fiihrt zu Schlaganfillen, Porenzephalie, einer small vessel
disease (Koronararterienerkrankung) und zusitzlich zu Defekten an der GBM 646 Die
Kollagen IV al-Ketten scheinen also von essenzieller Bedeutung bei der Entwicklung

der GBM zu sein.
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Bei einem KO von Kollagen IV a3- und a5-Ketten in Mausen kommt es wie erwartet zu
Symptomen des AS . Initial zeigt sich eine unauffillige Nierenfunktion, dann kommt
es jedoch im Verlauf zu einer progressive Proteinurie **%. AuBerdem kommt es zu
Fehlern beim Reifungsswitch der GBM, da die unreifen Ketten Kollagen IV al und o2
erhalten bleiben 7°. Allerdings zeigen sich keine so schweren Schidden wie bei einem
KO der unreifen Kollagenketten, daher scheinen die reifen Ketten weniger essenziell
bei der grundsitzlichen Bildung der GBM, als vielmehr bei der Aufrechterhaltung der

Filterfunktion von Bedeutung zu sein.

1.4.2 Laminin

Beziiglich Laminin zeigt sich, dass eine Reduktion der reifen Isoform aus a5p2yl
immer zu einer Disposition der Trimere und damit zu einer gestorten Permeabilitéit der
GBM fiihrt. Symptomatisch kommt es zu Albuminurie und schlieBlich einem NS 7'. Bei
einem vollstindigen KO von Laminin o5 im Mausmodell kommt es zu
Neuralrohrdefekten und einem préinatalen Tod "% Liegt hingegen nur eine hypomorphe
Mutation vor kann zumindest eine GBM gebildet werden, die allerdings innerhalb eines
Monats proteinurisch wird und zum Nierenversagen fithrt . Laminin a5 ist also duBerst

essenziell fiir die Entwicklung der Niere und des gesamten Korpers.

Mutationen in Laminin B2 sind beim Menschen mit dem kongenitalen nephrotischen
Syndrom assoziiert und flihren zusétzlich zu unterschiedlichen okuldren und
neurologischen Manifestationen, man spricht auch vom Pierson Syndrom "*°. Ein KO
fiihrt aber nicht wie bei Laminin a5 zu einem vollstindigen Zusammenbruch der GBM,
sondern es kommt lediglich zur Bildung eines anderen Heterotrimers von Laminin
namlich a5B1y1 7. Es erfolgt dadurch zwar eine strukturelle, aber keine funktionelle
Kompensation. Laminin B2 ist also weniger essenziell fiir die Bildung der GBM,
sondern dhnlich wie die reifen Kollagenketten eher bei der Aufrechterhaltung der

Filterfunktion von Bedeutung.

143 Agrin
Durch einen KO von Agrin kommt es zwar zu einem starken Verlust der anionischen

Ladung der GBM, dieser schligt sich jedoch nicht in einer verschlechterten

11



Permeabilitit nieder '’. Daher scheint Agrin von weniger essenzieller Bedeutung fiir

den Filter zu sein.

1.4.4 Nidogen

Fiir Nidogen zeigt sich die besondere Situation, dass Nidogen 1 und 2 einen KO im
jeweils anderen Partner ersetzen konnen, da sie in ihrer Funktion redundant sind 7*".
Ein KO fiihrt daher zu keinen Veranderungen in der GBM. Bei einem KO von Nidogen
I und 2 gleichzeitig kommt es zum perinatalen Tod, auch wenn die Basalmembranen
trotzdem gebildet werden und auch die GBM ein normales Erscheinungsbild zeigt **®'.

Der Mangel an Nidogen 1 und 2 fiihrt also nicht zu einem Filterdefekt ®'.

Mit den bis jetzt gewonnenen Erkenntnissen widmen wir uns nun dem Kernthema
dieser Arbeit, ndmlich einem KO von GLEPP1 und den damit einhergehenden

Veranderungen in der Zusammensetzung der GBM.

1.5 GLEPP1

GLEPP1 steht fiir glomerular epithelial protein 1., das bereits 1994 durch Thomas
Wharram und Wiggins identifiziert wurde **. Es handelt sich um eine Rezeptor-Tyrosin-
Phosphatase im FuBfortsatz des Podozyten, daher wird es auch als proteine tyrosine
phosphatase receptor type O (Ptpro) bezeichnet **. Kodiert wird dieses Protein auf dem
oberen Abschnitt des Chromosoms 12p12 ®. Bei der genaueren Untersuchung der
Bedeutung dieses Proteins konnte gezeigt werden, dass GLEPP1 mit einer FSGS und
einer MCG assoziiert ist, da sich bei beiden Erkrankungen ein Verlust von GLEPP1
zeigt . In der Vergangenheit wurde bereits iiber die Bedeutung von GLEPPI als
Marker fiir Betroffene eines nephrotischen Syndroms diskutiert, da Verdnderungen in
GLEPP1 in Form eines Verlustes des Proteins oder einer Entdifferenzierung des
Podozyten mit Entferung von GLEPP1 aus dem Fullfortsatz des Podozyten,

85,86
. Im Jahre

offensichtlich im Rahmen von proteinurischen Erkrankungen auftreten
2011 wurde dann erstmals eine klinisch relevante GLEPP1-Mutation bei Kindern
gefunden **. Es handelte sich dabei um zwei tiirkische Familien mit insgesamt fiinf

betroffenen Kindern. Bei den beiden Geschwistern aus der ersten Familie kam es im
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Alter von fiinf und neun Jahren zum Ausbruch eines steroid-resistenten idiopathischen
nephrotischen Syndroms, das dazu fiihrte, dass das erste Kind im Alter von 18 Jahren
nierentransplantiert werden musste. Danach kam es zu keinem Riickfall **. Histologisch
zeigte sich eine FSGS und in der zweiten Familie eine MCG. Bei der weiteren
Spezifizierung der Verdnderungen zeigten sich in beiden Familien zwei
unterschiedliche Mutationen. Zum Einen zeigte sich eine homozygote ¢.2627 +1G > T
(p.Glu854 Trp876del) Spleil-Mutation, die zum Auslassen des Exons 16 fithrte und
zum Anderen eine homozygote ¢.2745 +1G > A (p.Asn888Lysfs*3) Spleil3-Mutation,

24 Die erste Mutation bewirkte ein

die zum Uberspringen des Exons 19 fiihrte
verkiirztes Protein, dem 23 Aminosiuren fehlten. Das Fehlen der Aminosiduren bewirkte
keine offensichtlichen funktionellen Verdnderungen von GLEPP1, allerdings spielt das
Exon 6 wahrscheinlich evolutionir eine Rolle, da es sich in evolutiondr weitentfernten
Organismen wie Danio rerio (Zebrabarbling/Karpfenfisch) und Fugu rubripes
(japanischer Kugelfisch) finden ldsst **. Vermutet wird eine Art konservierende
Funktion fiir das Genom im Zuge der Evolution **. Die zweite Mutation fiihrte zu einer
Nonsense-Mutation mit einem vorzeitigen Stop-Codon im Exon 20 und einem Verlust
des Proteins **. Da beide Mutationen nur homozygot auftraten und die Eltern jeweils
heterozygot waren, ldsst dies auf eine rezessive Vererbung schlieBen. Eine GLEPP1-

Mutation fiihrt also zu einem nephrotischen Syndrom, auch wenn der zugrundeliegende

Mechanismus noch nicht verstanden ist.

Erste Untersuchungen einer GLEPP1 KO Maus wurden im Jahre 2000 von Wharram et
al. durchgefiihrt ¥. Die zugrundeliegende Hypothese war damals die Annahme, dass
wenn GLEPP1 eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung des Filterapparates spielt,
dann muss ein KO zu einem messbaren Filterschaden fiihren. Daraufhin wurde mithilfe
von homologer Rekombination eine gezielte Deletion des GLEPPI-Genes in
Mausembryostammzellen durchgefiihrt. Die betroffenen Méuse zeigten eine reduzierte
glomerulire Filtrationsrate und die Tendenz zum Bluthochdruck *”. AuBerdem kam es
zu Verdnderungen der Architektur der podozytiren Fullfortsidtze. Physiologischerweise
sind diese eher oktopoid, in den KO Miusen waren sie jedoch mehr amoboid *’. Die
FuBfortsdtze waren dabei verkiirzt und verdickt. Zusitzlich wurden mogliche Marker
fiir eine verdnderte Architektur des Podozyten untersucht. Dabei gab es keine

Veranderungen in:
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o a3B1-Integrin (intercellular junction)

e a-Aktinin (Zytoskelett)

e Cytokeratin (Zytoskelett)

e Protein-Tryosin-Kinase 2/ Fokale-Adhésions-Kinase (zellulédre Adhésion)
e Tubulin (Zytoskelett)

e ZO-1 (tight junction Protein)

Unterschiede ergaben sich im Bezug auf die Filtrationsoberflache. Es zeigte sich, dass
die KO Maiuse 25% weniger Nephrin (Schlitzmembran) und Podocalyxin (Glykokalix
der Podozyten) als die Wildtyp (WT) Méuse hatten . Daraus ergab sich die
Schlussfolgerung, dass die KO Tiere weniger Fullfortsitze pro Flidcheneinheiten der
GBM haben. Insgesamt entsprach die Filtrationsoberfldche der KO Méuse nur 75% der
Flache von gesunden Mausen. Allerdings konnte dabei keine Proteinurie, selbst nach
einer 70%-igen Nephrektomie der KO-Maiuse, nachgewiesen werden. Die Miuse

.. . . . . ]7
wurden dabei in einem Zeitraum von vier bis sechs Wochen beobachtet °'.

In eigenen Vorarbeiten von Christian Weigel und Laura Lennartz wurden GLEPP1 KO
Maiuse iiber einen Zeitraum bis zu zehn Monaten beobachtet. Dabei zeigte sich erstmals
im Alter von sechs Monaten eine beginnende Proteinurie. Der Beobachtungszeitraum

scheint also eine entscheidende Rolle zu spielen.

Um der physiologischen Funktion von GLEPP1 ndher zu kommen, wurde in dieser
Arbeit die Zusammensetzung der GBM bei einem GLEPP1-Knockout (KO) im Alter
von vier und sechs Monaten bei Méausen auf Protein- und RNA-Ebene untersucht.
Zusitzlich wurde erforscht ob es einen Zusammenhang zu WT1 gibt, das wie bereits
erwidhnt ein essenzieller Regulator der embryonalen Nierenentwicklung ist und
ebenfalls mit einer Proteinurie assoziiert wird *. In Modellen zur Untersuchung der
Genexpression vor dem FEintritt einer Proteinurie konnte gezeigt werden, dass es zu
einer kombinierten Herabregulation von WT1 und GLEPP1 kommt, im Falle einer
Proteinurie *. Es scheint also einen mdglichen Zusammenhang zwischen GLEPP1 und
WT1 beim Eintritt der Proteinurie zu geben. Aullerdem konnte im Hoden bereits ein
Zusammenhang zwischen WT1 und den unreifen Kollagenketten, wie sie auch in der

GBM vorkommen, hergestellt werden. Ein WTI1-Defizit fiihrt dabei zu einer
14



Herabregulation der unreifen Ketten . Fiihrt man einen gezielten WT1 KO durch

kommt es zum friihzeitigen Versterben in der Embryonalphase durch ein multiples

Organversagen . Die Expression von WT1 kénnte also weitere Informationen bei der

Aufschliisselung der zugrundeliegenden Mechanismen liefern.

1.6 Ziele der Arbeit

Daraus ergeben sich fiir den Inhalt dieser Arbeit folgende Fragestellungen:

1.

Wie sieht die Zusammensetzung der GBM auf Proteinebene im Alter von vier
und sechs Monaten bei einem GLEPP1 KO aus? Die Ergebnisse sollen damit die
gewonnenen Erkenntnisse von Wiggins et al. *" bei vier bis sechs Wochen alten
Mausen ergédnzen und auf der anderen Seite die Liicke zu den Ergebnissen von

Christian Weigel und Laura Lennartz schlieflen.

Wie verdndert sich die Zusammensetzung der GBM auf Proteinebene zwischen
vier und sechs Monaten, sodass es zu einer Proteinurie kommt? Gesucht werden
vorallem Unterschiede zur Zusammensetzung vor und nach dem beobachteten
Zeitraum. Uber diese Unterschiede konnte auf essenzielle Schliisselproteine
geschlossen werden, deren Verdnderung bei einem GLEPP1 KO zu einer

Proteinurie fihrt.

Gibt es auf RNA-Ebene ein Pendant fiir die einsetzende Proteinurie? Im Fokus
steht dabei die Suche nach konkreten Anderungen in der RNA vor dem
Einsetzen der Proteinurie. Kann man einen direkten Zusammenhang zwischen
Anderungen auf der RNA-Ebene und der Proteinurie herstellen, so kann man
den genauen Zeitpunkt zu dem der GLEPP1 KO zu einer Proteinurie fiihrt
ermitteln. AuBerdem lésst sich dadurch moglicherweise besser verstehen wieso
es im Alter von vier bis sechs Wochen bei einem GLEPP1 KO nicht zu einer

Proteinurie kommt.
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4. Zeigen andere essenzielle Bestandteile des Filterapparates, vor allem auf
Podozytenseiten (z.B. WT1), ebenfalls eine Reaktion auf einen GLEPP1 KO? Es
sollen iiber die GBM hinaus, auch die anderen Komponenten des Filters bei
einem GLEPP1 KO beobachtet werden. Dadurch konnten eventuelle
Interaktionen auch im Hinblick auf den auslésenden Mechanismus der GBM-

Veranderungen aufgedeckt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien/Reagenzien

Albumin bovine serum BSA

Serva, Heidelberg (D)

APS / Aluminiomperoxysulfat

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

CsHgO,/ Glutaraldehyd Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Collagenase A Roche, Basel (CHE)

Collagenase CLSPA Worthington Biochemical, Lakewood
(US)

complete™ Mini /Protease Inhibitor | Roche, Basel (CHE)

Cocktail Tablets

DNase I /grade I/ from bovine pancreas

Roche, Basel (CHE)

DTT / DL-Dithiothreitol-Solution

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Dynabeads® Untouched™Mouse T-Cells

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

EDTA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Essigsdure 100%

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Ethidiumbromidlésung 0,025%

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Glycin

AppliChem, Darmstadt (D)

Heparin-Natrium-25000-ratiopharm®/ 5ml

Ratiopharm, Ulm (D)

HiPerSolv Chromanorm

VWR, Darmstadt (D)

Isopropanol

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Ketavet 100mg/ml

Pfizer, Berlin (D)

KH,PO,4/ Potassium Dihydrogen Phosphate

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

LiChrosolv® Ethanol

Merck-Millipore, Darmstadt (D)

Methanol CH;OH

AppliChem, Darmstadt (D)

Na,HPO, / Dinatriumhydrogenphosphat

Merck-Millipore,Darmstadt (D)

Na3VO,/ Natriumorthovandat 99,98%

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

NaCl / Natriumchlorid

AppliChem, Darmstadt (D)

NaCl 0,9% / isotonische Kochsalzlosung

Fresenius Kabi, Bad Homburg (D)

NH4Cl/ Ammonium Chloride

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)
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NH4OH/ Ammonium hydroxide solution

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Orange G

Fluka, Buchs (CHE)

PMSF / Phenylmethylsulfonylfluorid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D)

Power SYBR® Green PCR Master Mix

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

RNA-Later

Qiagen, Hilden (D)

RNase Away VWR, Darmstadt (D)
RNAse freies H,O Qiagen, Hilden (D)
Rompun 2%/ 25ml Bayer, Leverkusen (D)

Roti®garose/ NEEO Ultra-Qualitét

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Rotiphorese® Gel 30 (37, 5:1)

Carl Roth, Karlsruhe (D)

SDS / Natriumdodecylsulfat

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg
(D)

Temed 99% Biostep, Burkhardtsdorf (D)
Tris Base 2M/ Tris Pufferan® >99,0% Carl Roth, Karlsruhe (D)
Tris HCL 2M/ Trizma® hydrochloride | Sigma, Taufkirchen (D)
>99,0%

Triton® X-100

Sigma, Taufkirchen (D)

Tabelle 1 Chemikalien/Reagenzien

2.1.2 Gerite
7300 Real Time PCR System Life Technologies, Darmstadt (D)
Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg (D)

DTX 880 — Multimode Detector

Beckman Coulter, Krefeld (D)

Electrophoresis Power Supply- EPS300

Pfizer, Berlin (D)

Heraues Multifuge 4KR Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

Imager Fluorchem® FC2 Alpha Innotech, Santa Clara (US)
KL 1500 LCD Zeiss, Oberkochen (D)
Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss, Oberkochen (D)

Mikroskop SMZ-168

Motic Deutschlad GmbH, Wetzlar (D)

Mikrowelle NN-E202-CB

Panasonic, Kadoma (J)

Minisee-Sawrocker SSM4

Bibby Scientific Limited, Stone (UK)

Multimage™Light Cabinet

Alpha Innotech, Kasendorf (D)

NanoDrop 2000C Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

Power Pac Universal 500V/2,5A/500W

Bio Rad, Miinchen (D)
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PowerPac™ HC 250V/3,0A/300W

Bio Rad, Miinchen (D)

Shaker IKA® HS 260 control

IKA®, Staufen (D)

Thermocycler T1

Biometra, Gottingen (D)

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg (D)

Tabelle 2 Gerite

2.1.3 Verbrauchsmaterial

96-well PCR Plate, semi-skirted

Starlab, Hamburg (D)

Biosphere-Filter-Tips
0,5-20ul, 2-100pl,
1000pl

2-200pul  und 100-

Sarstedt, Niimbrecht (D)

CellStar® Tubes 15ml, 50ml

Greiner Bio-One , Frickenhausen (D)

Combitips advanced ® 0,5ml, 10ml

Eppendorf, Hamburg (D)

Dualfilter T.I.P.S. ® SealMax, PCR clean,
steril, 0,1-10ul

Eppendorf, Hamburg (D)

Fine Bore Polythene Tubing:
e 0,58mm ID /0,96mm OD

e 0,28mm ID/0,61mm OD

Smiths medical, Grasbrunn (D)

Gel Blot Paper 9x6¢cm

VWR, Darmstadt (D)

Injekt®/5ml+ 10ml

B.Braun, Melsungen (D)

Microtest Plate 96-well

Sarstedt, Niimbrecht (D)

Multiply® Pro GefiBe 0,5ml (PCR)

Sarstedt, Niimbrecht (D)

8,5x 5,5cm/
Amersham™Protran™Supported 0.45 NC

Nitrocellulose

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg (D)

Omnifix®-F/ 1ml

B.Braun, Melsungen (D)

Pasteurpipetten/Glas/ca.230mm

Brand, Wertheim (D)

Pipettenspitzen 20, 200 und 1000

Sarstedt, Niimbrecht (D)

Safe Lock Tubes 0,5ml und 2ml

Eppendorf, Hamburg (D)

Safe Seal Tubes 1,5ml

Sarstedt, Niimbrecht, (D)
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Sterican Kaniilen:

e (¥0,30x12mm

e (30,40x12mm

e (70,45x12mm

e (20,60x25mm

e (0,70x30mm

B.Braun, Melsungen (D)

Tabelle 3 Verbrauchsmaterial

2.1.4 Fertigsysteme (Kits)

HotStarTaq® DNA Polymerase

Qiagen, Hilden (D)

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

Quantitect® Reverse Transcription Kit

Qiagen, Hilden (D)

SuperSignal® ELISA Fento Maximum

Sensitivity Substrate

Thermo Fisher Scientific, Waltham (US)

Tabelle 4 Fertigsysteme (Kits)

2.1.5 Gebrauchs- und Hilfsgegenstinde

Art® 20P

Molecular BioProducts ?

Chirurgische Pinzette klein/12-368-12

Carl Martin GmbH/Deutschland

COMB, Spineless, 10well, 0,75mm

GE Healthcare Bio-Sciences Corp./ USA

DynaMag™/ Magnetic Particle

Concentrator

Life Technologies, Darmstadt (D)

Feine Pinzette/spitz

Allgaier Instrumente/Deutschland

Feine Scheren / St. BC106R/ 115 mm/

gerade

Aesculap by  B.Braun = Melsunger

AG/Deutschland

Fliigelschere/klein/gebogen

Allgaier Instrumente/ Deutschland

Glasplatten  mit 0,75mm Spacer | Biostep, Burkhardtsdorf (D)
8,3x10,1cm
Klemme XC gebogen KLS Martin, Tuttlingen (D)

Mini Proteam® Gel releaser

Bio-Rad, Miinchen (D)

Mini Proteam® Tetra Cell

Bio Rad, Miinchen (D)
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Mini SubCell GT

Bio Rad, Miinchen (D)

Mini Trans Blot® Cell

Bio Rad, Miinchen (D)

Mini Trans Blot® Gel holder cassette

Bio Rad, Miinchen (D)

Tabelle 5 Gebrauchs- und Hilfsgegenstinde

2.1.6 Primer, Marker und Antikorper

Name Beschreibung Konzen- | Bezogen iiber
tration
Alpha 1 (IV) NC1 | Rat monoclonal antibody | 1:200 Producer: ~ Yoshikazu
Rat / IgG2a against human non- Sado, Ph. D. / Shigei
HIT collagenous  domain 1 Medical Research
(NC1) of alpha 1 chain of Institute (JPN)
type IV collagen
Alpha 2 (IV) NC1 | Rat monoclonal antibody | 1:200 Producer:  Yoshikazu
Rat / IgG2a against human non- Sado, Ph. D. / Shigei
— collagenous  domain 1 Medical Research
(NC1) of alpha 2 chain of Institute (JPN)
type IV collagen
Alpha 3 (IV) NCI1 | Rat monoclonal antibody | 1:200 Producer:  Yoshikazu
Rat / IgG2a against human non- Sado, Ph. D. / Shigei
31 collagenous  domain 1 Medical Research
(NC1) of alpha 3 chain of Institute (JPN)
type IV collagen
Alpha 5 (IV) NC1 | Rat monoclonal antibody | 1:200 Producer:  Yoshikazu
/1gG2a against human non- Sado, Ph. D. / Shigei
H54 collagenous  domain 1 Medical Research
(NC1) of alpha 5 chain of Institute (JPN)
type IV collagen
Agrin D-2/ Mouse monoclonal IgM | 1:200 Santa Cruz
sc-374117 specific for Agrin of rat Biotechnology,
Heidelberg (D)
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Nidogen C-7/ Mouse monoclonal | 1:500 Santa Cruz
antibod Biotechnology,
sc-133175 Y . &
Heidelberg (D)
Anti-laminin Antibody from rabbit 1:500 Takako Sasaki
alpha 1 (Oita University, JPN)
ECL™ Anti-rat Linked with HRP from goat | 1:7500 GE Healthcare Life
IgG Sciences, Freiburg (D)
Anti-rabbit IgG Linked with HRP from goat | 1:20000 Santa Cruz
Biotechnology,
sc-2004 _ &
Heidelberg (D)
Anti-mouse IgG | Polyclonal antibody linked | 1:10000 Dako, Hamburg (D)
with HRP from goat
Name Beschreibung Konzentration Bezogen iiber
ECL™Anti-rat [gG | Linked with HRP | 1:7500 GE Healthcare Life
from goat Sciences, Freiburg
(D)
Anti-rabbit IgG Linked with HRP | 1:20000 Santa Cruz
sc-2004 from goat Biotechnology,
Heidelberg (D)
Anti-mouse 1gG Polyclonal antibody | 1:10000 Dako, Hamburg (D)
linked with HRP
from goat
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Spezi- Gen Produkt | Rich- Annealing Sequenz Best
fitat tung -ellt
iiber

Human, | GAPDH | cDNA sense | 58°C 5’-GGT-CAT-CCA- | MW

mouse 384bp TGA-CAA-CTT- G
TGG-TAT-CG-3’

Human, | GAPDH anti- 58°C 5’-GTC-GCT-GTT- MW

mouse sense GAA-GTC-AGA- G
GGA-GAC-3’

Spezi- | Gen | Rich- | Prod. | Annealing | Foto Sequenz Best

fitit tung ellt

iiber

Mouse | Nidl | For 126bp | 58°C 78°C | 5°- MW
GAGAGGTTCCCTCAG | G
CATCAC-3’

Mouse | Nidl | Rev 126bp | 58°C 78°C | 5°- MW
CACGGAGCACTGGT |G
GTCTATT -3’

Mouse | Nid2 | For 138bp | 58°C 78°C | 5°- MW
CTCGATGGCAGTCAC | G
ACCT -3’

Mouse | Nid2 | Rev 138bp | 58°C 78°C | 5°- MW
TTCCGCACATTCATC |G
AACATC -3’

Mouse | Agrin | 137bp | 137bp | 58°C 78°C | 5°- MW
AGCCCACAAGAATG |G
AGTTGATG -3’
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Mouse | Agrin | 137bp | 137bp | 58°C 78°C | 5°- MW
ACACATCAGGAGGC |G
ATAGAAGG -3’

Mouse | WT1 | For 128bp | 58°C 78°C | 5’- GAGAGCCAGCCT | MW
ACCATCC -3’ G

Mouse | WT1 | Rev 128bp | 58°C 78°C | 5~ GGGTCCTCGTGT | MW
TTGAAGGAA -3° G

Mouse | 18S - 129 55°C 72°C | Hersteller-spezifisch quan
bp ti-

TEC

Tabelle 6 Primer, Marker und Antikdrper

2.1.7

Puffer

Sammelgel (pH 6,9) 8% und 10%:

763mM Acrylamid
290mM Tris HCl
8mM Tris Base
7mM SDS

10mM APS

1,5 mM TEMED

Trenngel (pH 8,8) 8% SDS:

1256mM Acrylamid
180mM Tris HCI
570mM Tris Base
7mM SDS

8,60mM APS

2mM TEMED

Trenngel (pH 8,8) 10% SDS:

1570mM Acrylamid
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— 180mM Tris HCI1
— 570mM Tris Base
— 7mM SDS

— 8,6mM APS

— 2mM TEMED

Transferpuffer fiir Westernblot:

— 61,9 mM Tris Base pH 8,5
— 480 mM Glycin
— 4938 mM Methanol

Laufpuffer fiir SDS-Gelelektrophorese:

— 23,1 mM Tris Base pH 8,5
- 3,5mM SDS
— 191,8 mM Glycin

Proteinwaschpuffer fiir Western Blot:

— 12,9mM Tris HCI pH 7,5
— 129mM NacCl
1,1mM Polysorbat 20

Extraktions- oder auch Lysispuffer fiir Glomeruli-Isolation:

— 17mM Triton

— 20mM Tris pH 7,5

— 50mM NaCl

— 50mM NaF

— 15mM NasP,0;

- 0,ImM EDTA

— 2mM Na,VOqu

- 0,25mM PMSF

— 1 Tabl. Complete Mini/10ml

Alkaline Detergent Puffer fiir Laminin-Extraktion:



— 0,0424mM 10%Triton X-100
— 20mM NH4OH-Lsg.
— mit PBS auf 50 ml auffillen

Desoxyribonuklease Puffer fiir Laminin-Extraktion:
— 10pg/ml Dnase I in PBS
2x Laemmli + DTT fiir Laminin-Extraktion:

— 90mM Tris HCI pH 6,8
— 126mM SDS

— 2463mM Glycerin

— 5,2mM Bromphenolblau
— 100mM DTT

4x Laemmli + DTT fiir Kollagen-Verdau:

160mM Tris HCI pH 6,8
— 224mM SDS

— 4378mM Glycerin

— 4,6mM Bromphenolblau
— 200mM DTT

2.1.8 Software

Alphaview Alpha Innotech,

Santa Clara (US)
Excel 2007 Microsoft, Redmont (US)
FluorChem FC2 Alpha Innotech,

Santa Clara (US)
GraphPad Prism GraphPad Software,

San Diego (US)
NanoDrop™ 2000 Thermo Fisher Scientific,
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Waltham (US)

Paint Microsoft, Redmont (US)

RESTO8 (Relative Expression Software | TU Miinchen, Miinchen (D) und Qiagen,
Tool) Hilden (D)

Word 2007 Microsoft, Redmont (US)

Tabelle 7 Software

Sofern nicht anders deklariert wurde die vom Hersteller mitgelieferte Software bei allen

betroffenen Geriten verwendet.

Zur Durchfithrung des tierexperimentiellen Teils dieser Arbeit wurde eine
Tierversuchsanzeige (Projektnummer O68/08) gestellt. AuBerdem wurde ein
Tierversuchskurs nach FELASA B-Richtlinien besucht und es wurde stets unter
Einhaltung des § 7 des Tierschutzgesetzes (TierSchG) gearbeitet. Beaufsichtigt wurden

die Tierversuche von Frau Dr. Eva Konigshausen.

2.2 Methoden

Bereits in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Sellin wurde RNA aus Gewebeproben mit
Hilfe des RNeasy-Mini Kits von Qiagen isoliert. Diese Proben wurden dann bei -80°C
konserviert. Die gewonnene RNA ist sehr instabil und kann leicht durch omniprisente
RNAsen gespalten werden. Diese konnen sich an den Hianden des Laboranten oder auch
an Staubpartikel befinden. Deshalb ist bei allen Arbeitsschritten ein besonderes
Augenmerk auf RNAse freies Arbeiten gelegt worden. Zur Sduberung des
Arbeitsplatzes und des Materials diente RNase Away. Bei allen anderen verwendeten

Materialien handelte es sich um sterile Einmalprodukte.

Die instabile RNA wurde in stabile cDNA umgeschrieben, um eine Real-Time-PCR
durchzufithren. Am Ende erfolgte eine statistische Auswertung anhand der
Schmelzkurvenanalyse der verschiedenen Primer im Vergleich zwischen WT und KO

Tieren.
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Bei den verwendeten Proben handelte es sich um Vorarbeiten von Christian Weigel und
Laura Lennartz. Sie wurden mit Hilfe des Mausprotokolls von Potthoff et al. gewonnen
(siehe 2.2.5). Insgesamt wurden jeweils neun Proben von WT-Tieren mit neun Proben
von KO-Tieren im Alter von vier, sechs und zehn Monaten miteinander verglichen. Nun

folgt der konkrete Versuchsablauf.

2.2.1 Reverse Transkription

Zuerst wurde die RNA-Konzentration der Proben bestimmt. Dies geschah mit Hilfe
eines Nano Drop Spectrophotometers. Die gewiinschten Konzentrationen sollten
zwischen 700-750ng liegen. Falls die Konzentration niedriger war und sie auch durch
erneutes Isolieren der RNA nicht verbessert werden konnte, wurden alle Proben der
Versuchsreihe an die Probe mit der niedrigsten Konzentration angepasst. AnschlieSend
begann die Reverse Transkription mit dem Quanti Tect Kit Qiagen. Der Ansatz ergab

sich wie folgt:
= xul HO RNase frei
= xul RNA
= 2ul  gDNA Wipeout Puffer
= 14pl Gesamtvolumen

Die gewlinschte RNA-Menge wurde hierbei auf 750ng festgelegt. Bei zu niedrigen
Konzentrationen wurde das Maximalvolumen von 12ul verwendet. Wurde nicht das
Maximalvolumen an RNA-Probe verwendet, wurde der Rest mit RNase freiem Wasser
aufgefiillt. Der beigefiigte gDNA Wipeout Puffer diente der Ausldschung von
genomischen DNA-Resten, die das Endergebnis verfdlscht hétten. Der Ausschluss von
gDNA wurde anschlieend in einer Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-PCR
(GAPDH) kontrolliert.

Der gesamte Ansatz kam in ein 0,5ml Eppendorf - Tube und wurde kurz anzentrifugiert
(5 Sekunden bis 3000 rpm). Danach kam der Ansatz fiir 3 /2 Minuten bei 42°C in einen
Thermocyler, sodass der gDNA Wipeout stattfinden konnte. Im Anschluss wurde der
Ansatz sofort auf Eis in einen Kiihlakku gestellt. Fiir die spitere Kontroll-GAPDH-PCR
wurden dann 0,5ul aus dem Ansatz entnommen und in ein neues Tube {iberfiihrt. Bis zu

seiner spédteren Verwendung wurde dieses auf Eis gekiihlt. Spiter diente es dem
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Ausschluss der Kontamination von genomischer DNA in den Proben. Im Folgenden

wird die Umschreibung von RNA in cDNA beschrieben:
= (0,5ul H,O RNase frei
= 4ul Quantiscript RT-Puffer 5x
= lul RT-Primer Mix
= 1pl Quantiscript Reverse Transkriptase

Die beiden Ansitze wurden fiir jede Probe zusammenpipettiert. Es wurden die iibrig
gebliebenen 13,5ul des RNA-Ansatzes mit jeweils 6,5ul des Reverse-Transkriptase-
Ansatzes vermischt und erneut kurz anzentrifugiert. Dann wurden sie in den
Thermocycler gestellt. Fiir die Reverse Transkription wurde folgendes Programm

gewdhlt:

Heizdeckel-Vorlauf auf 95°C
= Vorheizen auf 42°C

= 25 Minuten. bei 42°C

= 3% Minuten bei 95°C

= Runterkiihlen auf 4°C

Darauf folgend wurden die Proben erneut kurz anzentrifugiert. AnschlieBend wurden
wieder 0,5ul aus jeder Probe entnommen und jeweils in ein neues cDNA-Kontroll-PCR-
Tube iberfiihrt. Hierbei handelte es sich um die ,Positivkontrolle” ob die
Umschreibung der RNA mit Hilfe der Reversen Transkriptase in ¢cDNA auch
funktioniert hatte. Als néchster Schritt erfolgte abschlieBend die GAPDH-Kontroll-
PCR.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode zur Amplifikation der DNA in vitro.
Ein Zyklus bestand immer aus denselben Schritten. Verwendet wurde dabei das
HotStarTag® DNA Polymerase-Kit von Qiagen mit GAPDH-Primern. Im ersten Schritt
fand durch Erhitzen der DNA auf 95°C eine Denaturierung statt. Dabei spalteten sich
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die Wasserstoffbriicken zwischen den komplementiren Basen des DNA-
Doppelstranges. Aulerdem wurde in dieser 15-miniitigen Initialphase die HotStarTaq®
DNA Polymerase aktiviert. Im zweiten Schritt fand die Anlagerung (,,primer
annealing®) der gewéhlten Primer an die nun vorliegenden DNA-Einzelstringe statt.
Die Temperatur ist Primer-abhidngig und lag fiir die GAPDH-Primer bei 58°C. Diese
Temperatur wurde fiir 30 Sekunden gehalten und ermdoglichte es den Primern sich
optimal an ihre spezifischen Basensequenzen zu binden. Im Bereich der Primer entstand
dadurch lokal wieder ein Doppelstrang mit einem 3'-Ende. Im dritten Schritt, der
Elongation, lagerte sich nun die gewédhlte Polymerase an das 3'-Ende des Primers an
und komplementierte den fehlenden DNA-Strang mit freien Nukleotiden. Das
Temperaturoptimum der HotStarTaq® lag dabei bei 72°C. Dieser Schritt dauerte
ebenfalls 30 Sekunden. Ein Zyklus war damit abgeschlossen. Insgesamt wurde der
gesamte Zyklus 40 Mal wiederholt, sodass die gewiinschte Gensequenz optimal und in
ausreichender Menge amplifiziert werden konnte. Die Reaktion lief vollstindig

automatisiert in einem Thermocycler ab.

Bei den gewdhlten Primern handelte es sich um Primer fiir das Gen der
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), einem elementaren Enzym der
Glykolyse. Das Gen der GAPDH bot sich besonders an, da es ubiquitdr vorkommt, also
auch in den Zellen der Niere. Wichtig bei der Wahl der Primer war, dass sie so gewéhlt
wurden, dass sie die gewliinschte Gensequenz fiir die Proteinsynthese der GBM in der

anschlieenden Elongation miteinschloen. Die verwendeten Primer hatten folgende

Sequenzen:
Spezi- Gen Produkt | Rich- Sequenz
fitat tung

Human, mouse GAPDH | cDNA sense | 5’-GGT-CAT-CCA-TGA-CAA-CTT-

384bp TGG-TAT-CG-3’

Human, mouse GAPDH anti- 5’-GTC-GCT-GTT-GAA-GTC-AGA-

sense | GGA-GAC-3’

Tabelle 8 GAPDH Primer
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2.2.3 GAPDH-Kontroll-PCR

Um den Erfolg der Umschreibung von RNA in ¢cDNA zu kontrollieren, bevor die
abschlieBende Realtime-PCR erfolgte, wurde eine Kontroll-PCR mit GAPDH-Primern
durchgefiihrt. Zuerst erfolgte eine PCR zur Vervielfiltigung der erzeugten cDNA, die
anschlieBend mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese kontrolliert wurde. Die
verwendeten Proben wurden vorher jeweils nach dem Reinigen von gDNA
(Negativkontrolle) und nach der eigentlichen Reversen Transkription (Positivkontrolle)
gewonnen. So konnte gewéhrleistet werden, dass DNA, die amplifiziert wurde, von der
umgeschriebenen RNA stammte und nicht etwa von Verunreinigungen durch gDNA

herriihrte. Die PCR erfolgte nach oben beschriebenem Schema.

Der konkrete Versuchsansatz der PCR ergab sich je Probe (n) wie folgt:
= 16,78ul H,O HPLC
= 2ul 10 x Puffer
= (,4ul Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP)
= (0,Iul Primer sense GAPDH h+m
= (,1ul Primer antisense GAPDH h+m
= (,12ul Hot Star Taq® Qiagen

Die Anzahl der Proben (n) ergab sich aus der Menge an wihrend der Reversen
Transkription gewonnen Positiv- und Negativkontrollen und zusétzlich einer
Wasserkontrolle sowie einer kleinen Reserve zum pipettieren von etwa 10% des
Gesamtvolumens. Zu jeder Probe von 0,5ul wurde dann 19,5ul des PCR-Mixes
hinzugegeben. Darauthin wurden die Proben fest verschlossen, kurz anzentrifugiert und
anschlielend in den Thermocycler gestellt. Die Programmierung des Thermocyclers sah

wie folgt aus:

= Heizdeckel Vorlauf auf 105°C
= Pause bei 95°C

= Start bei 95°C fiir 15 Minuten
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= 95°C fiir 30 Sekunden

= 58°C fiir 30 Sekunden 40x Zyklen
= 72°C fiir 30 Sekunden

= 72°C fiir 5 Minuten

= Pause bei 4°C

Die Proben konnten danach bei 4°C gelagert werden oder direkt auf ein Agarose-Gel

aufgetragen werden.

Zur Kontrolle der PCR-Produkte wurden sie in einem Agarose-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Banden der gDNA lagen typischerweise bei 576bp und die
gewiinschten Banden der cDNA bei 382bp.

Bei dem verwendeten Gel wurde ein 1,5%iges Agarose-Gel mit Ethidiumbromid
gegossen. Als Ladepuffer diente Orange G, wovon jeweils 2ul zu jeder Probe
hinzugefiigt wurden. Mit Hilfe eines 100-Basenpaar Markers konnten dann die
vorliegenden PCR-Produkte sowie der Erfolg der Reversen Transkription interpretiert
werden. Im Anschluss wurde die Fluoreszenz unten UV-Licht mit einer Kamera

aufgenommen.

Bei erfolgreichem Nachweis von cDNA ohne Verunreinigung durch RNA-Reste oder

gDNA konnte mit der Real-Time-PCR begonnen werden.

2.2.4 Real Time PCR (qPCR)
Die Real-Time oder auch quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR) ist eine
Weiterentwicklung der normalen PCR. Neben der Amplifikation der DNA, steht dabei

die Messung der Expressionsstirke bestimmter DNA-Fragmente im Vordergrund.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem Power Sybr. Green PCR Master Mix
gearbeitet. Sybr. Green ist &hnlich wie Ethidiumbromid ein Farbstoff der
Molekularbiologie um doppelstrangige DNA zu markieren. Zwischen die Basenpaare

eingelagert, emittiert es griines Licht bei einer Wellenlédnge von 52 1nm.
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Zu Beginn des Versuches wurde der Computer programmiert. Die Schritte folgten dem
Schema der PCR. Im Unterschied zur PCR gab es einen zusitzlichen Schritt, in dem die
Fluoreszenz gemessen wurde. Die genaue Konfiguration dieses Foto-Schrittes erfolgte
anhand vorangegangener Schmelzkurvenanalyse und unterschied sich zwischen den
Primern, da der Denaturierungspunkt der doppelstrangigen DNA durch die Anzahl an

Guanin- und Cytosin-Basenpaarbindungen definiert wurde.

Fiir die Programmierung ergab sich daher:

ZyKlen Temperatur Zeit

1 x 95°C Denaturierung 15.00 Minuten

40 x 95°C Denaturierung 0:15 Minuten

PCR 58°C Annealing 0:30 Minuten
72°C Elongation 0:30 Minuten
77°C Foto 0:34 Minuten

1 x 95°C 0:15 Minuten

Schmelzkurvenanalyse 60°C 1:00 Minuten
95°C 0:15 Minuten

Tabelle 9 Programmierung qPCR

Zuerst wurde die Anzahl der Proben (n) berechnet. Pipettiert wurden Doppelwerte aller
Proben inklusive einer Wasserkontrolle und einer 10%igen Reserve. Die Proben wurden

in einem Verhaltnis von 1:2 mit RNAse freiem H,O verdunnt.

Quanti Tect Primer Eigene Primer

Tul H,0O-RNase frei 8,5ul

10ul Sybr. Green 10ul

2ul Primer 0,15 pl forward Primer
0,15 pl reverse Primer

Tabelle 10 qPCR Ansatz

Zum Versuchsaufbau wurde auBBerdem eine 96-well PCR-Platte inklusive passendem
Stdnder und unterliegendem Kiihlblock bendtigt. Der Mastermix wurde dann mit jeweils

19ul vorgelegt. AnschlieBend wurde 1pl der verdiinnten Probe eingespiilt.

Jede Probe wurde mit fiinf verschiedenen Primern getestet:
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Spezi- | Gen Rich- | Prod. | Annealing | Foto | Sequenz

fitat tung

Mouse | Nidl | For 126bp | 58°C 77°C | 5°-
GAGAGGTTCCCTCAGCATC
AC-3

Mouse | Nidl | Rev 126bp | 58°C 77°C | 5°-
CACGGAGCACTGGTGTCTA
TT -3’

Mouse | Nid2 | For 138bp | 58°C 77°C | 5°-
CTCGATGGCAGTCACACCT
-3’

Mouse | Nid2 | Rev 138bp | 58°C 77°C | 5°-
TTCCGCACATTCATCAACA
TC -3’

Mouse | Agrin | 137bp | 137bp | 58°C 77°C | 5°-
AGCCCACAAGAATGAGTTG
ATG -3’

Mouse | Agrin | 137bp | 137bp | 58°C 77°C | 5°-
ACACATCAGGAGGCATAG
AAGG -3’

Mouse | WT1 | For 128bp | 58°C 77°C | 5°- GAGAGCCAGCCT
ACCATCC -3’

Mouse | WT1 | Rev 128bp | 58°C 77°C | 5°- GGGTCCTCGTGT
TTGAAGGAA -3°

Mouse | 18S - 129 55°C 77°C | Hersteller-spezifisch

bp

Tabelle 11 gPCR Primer
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Zur Auswertung der Daten aus der qPCR wurde zuerst der Amplifikationsplot vom
Computer ausgegeben. Danach wurde der CT-Wert berechnet und die einzelnen
Schmelzkurven gesichtet. Um die Daten zu Quantifizieren wurde 18S als Haushaltsgen
(engl.: housekeeping gene) verwendet. Das Housekeeping gene diente dabei als
Referenzwert und Bezugsgrofe fiir die zu erwartende Stérke der ausgesendeten Signale.
Die gesammelten Daten wurden dann in Excel ausgewertet. Die AACt-Werte bezogen

auf 18S wurde jeweils auf die Kontrolle normiert.

2.2.5 Mausmodell

Zur genaueren Untersuchung der GLEPPI-spezifischen Verdnderungen in der
glomeruldren Basalmembran war das Mausmodell unumginglich, da zur genaueren
Untersuchung der Basalmembran die Niere entnommen werden musste. Dariiber hinaus

stand zum Zeitpunkt der Arbeiten kein Alternativmodell zur Verfiigung.

Um die altersspezifischen Verdnderungen in der glomeruldren Basalmembran genauer
zu untersuchen, wurde auf das ubiquitire GLEPP1-Knockout-Mausmodell nach Bryan
Wharram et al. ¥ zuriickgegriffen. Diese Miuse wurden zusitzlich auf eine 129P3/J
Hintergrund gekreuzt. Bei dem verwendeten Protokoll handelte es sich um eine
Modifikation des Protokolls wie es von Potthoff et al. verwendet wurde. Es wurde

bereits in Vorarbeiten von Christian Weigel und Laura Lennartz etabliert.

2.2.5.1 Organentnahme

Die Méuse wurden vor Versuchsbeginn durch zervikale Dislokation mit Durchtrennung
des Riickenmarks getotet. Kam es wahrenddessen zum Abgang von Spontanurin wurde
dieser gewonnen und zur spéteren Analyse aufbewahrt. Kam es zu keinem Spontanurin
wurde wihrend der Operation eine Blasenpunktion durchgefiihrt. Die Blutabnahme
erfolgte mit einer Pasteurpipette mit Heparin aus dem retrobulbdren Venenplexus. Der
Hautschnitt erfolgte 0,5cm oberhalb des Genitals direkt auf der Linea alba mit einer
spitzen Schere. Mit der Schere erfolgte dann eine stumpfe Praparation bis auf Hohe des
Sternums. Der Hautschnitt wurde daraufhin bis auf Sternumhohe erweitert. Mit zwei
kleinen chirurgischen Pinzetten wurden Bauchfell und Muskeln voneinander getrennt.
Dazu wurden beide Anteile fest umschlossen und in einer kontrollierten Scherbewegung

voneinander getrennt. AnschlieBend wurde der Hautschnitt zu einem Vier-Felder-
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Schnitt bis nach fast paravertebral erweitert. War die oberfldachliche Préparation erfolgt,
begann die Eroffnung des Peritoneums. Ahnlich wie beim Hautschnitt erfolgte die
Eroffnung 0,5cm kranial des Genitals durch die Linea alba, von wo aus ein Vier-Felder-
Schnitt bis zum Sternum und horizontal bis fast paravertebral erfolgte. Die beiden
kranialen Anteile des Bauchmuskels wurden iiber dem Rippenkorb mit zwei gebogenen
Klemmen gegriffen und in kraniolateraler Richtung aufgespannt, sodass der Blick unter
den Rippenkorb frei wurde. Die Klemmen werden mit einem Tupfer stabilisiert. Mit
Hilfe eines Tupfers wurden die Organe beiseite gewischt, sodass der Blick auf Niere,
Mesenterialgefale und nach kranial aufs Diaphragma moglich wurden. Zu diesem
Zeitpunkt bot sich ebenfalls die Moglichkeit einer Blasenpunktion, falls im Vorfeld

noch kein Urin gewonnen werden konnte.

Die erste Ligatur umschlang die Mesenterial-Gefdle. Dazu wurden die Mesenterial-
GefédBe mit einer kleinen spitzen Pinzette von kaudal nach kraniolateral unterfahren. Mit
einer zweiten Pinzette wurde die Ligatur angereicht und in die erste Pinzette {ibergeben.
Durch Zuriickziehen der Pinzette und verknoten wurde die Ligatur geschlossen. Danach
wurde das Retroperitoneum préipariert bis der Blick auf Vena Cava und Aorta-
Bifurkation frei waren. Eine detaillierte saubere Praparation der GefaB3situation war flir
den weiteren Verlauf der Operation mallgebend. Die zweite Ligatur unterband die
kaudalen Abschnitte der Vena Cava und der Aorta. Dabei wurde der Musculus iliopsoas
mit einer spitzen Pinzette moglichst tief durchstochen, um das GefdBBkonvolut zu
unterfahren. Diese Ligatur wurde nicht sofort zugezogen. Auf dem Weg zur dritten und
letzten Ligatur diente das Fettpolster kranial der linken Niere, welches die Nebenniere
enthilt, als wichtige Landmarke. Mit der Pinzette wurde auf Hohe der Nebenniere die
Aorta blind unterfahren und medial durch den Muskel ausgestochen. Die letzte Ligatur

wurde direkt zugezogen.

Der GefaBstrang aus Vena Cava und Aorta wurde kaudal der Ligatur mit einer Klemme
umschlossen und dadurch betont. Der Perfusor-Katheter wurde unter der kaudalen
Ligatur durchgefiihrt. Das Peritoneum wurde kurz angeflutet bevor die Aorta oberhalb
der Ligatur mit einer Fliigelschere angeschnitten wurde. Darauthin wurde das
Peritoneum vollstindig geflutet bis die Sicht auf die Aorta wieder frei wurde. Der
Katheter wurde in die Aorta unter Sichtkontrolle vorgeschoben bis er dicht abschloss.
Nach Perfusionskontrolle wurde die Ligatur geschlossen und die Perfusion gestartet.

Unmittelbar mit dem Beginn der Perfusion wurde die Nierenvene moglichst hilusnah
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angeschnitten, um die Niere optimal zu spiilen und eine Abflussmdglichkeit zu
gewihrleisten. Gespiilt wurde mit 10ml PBS und einer Durchflussgeschwindigkeit von
1,8ml pro Minute. Nach Abschluss der PBS-Perfusion wurde die Perfusion auf 6ml
Dynabeads®-Losung umgestellt. Die Losung wurde im Verhiltnis (34,29ul PBS: 1ul
Dynabeads) mit 1 ml PBS auf 408ul Dynabeads® Untouched™ (Invitrogen) angesetzt.
Nach Abschluss der Perfusion wurden die beiden Nieren entnommen. Zuerst wurde die
diinne Kapsel entfernt. AnschlieBend wurde die Niere am Hilus gegriffen und
abgeschnitten, sodass zuletzt die Urethra abgeschnitten werden konnte. Die Nieren
wurden gewogen und kamen in einer Petrischale mit ausreichend PBS, um sie feucht zu
halten, auf Eis. Der Katheter wurde entfernt und der Leichnam so wie alle
kontaminierten Materialien geméfl der Entsorgungsordnung fiir genetisch verdnderte

Organismen sachgerecht entsorgt.

2.2.5.2 Isolation und Aufreinigung der Dynabeads®

Zur Isolation der Glomeruli wurden die Nieren zerkleinert, piiriert und in Losung
gebracht. Der gesamte Prozess fand auf Eis bei 4°C statt. Mit einer sauberen
Rasierklinge wurden beide Nieren eines Tieres piiriert bis keine Zerkleinerung mehr
moglich war. Der entstandene Gewebsbrei wurde in 1ml PBS gelost. Zur weiteren
mechanischen Zerkleinerung wurden 1000ul Pipettenspitzen auf drei unterschiedliche
GroBen zugeschnitten, sodass die Offnung der Spitze immer kleiner wurde. Der
Gewebsbrei wurde mit jeder der drei GroBen auf und ab pipettiert bis ein sauberes
Aufziehen und Entleeren der Pipette mdglich war. War dies der Fall wurde die Pipette
auf ein 100pum Zellsieb in ein 50ml Falcon entleert. Auf dem Zellsieb wurde die Probe
mit Hilfe einer umgedrehten Pipettenspitze weiter zerkleinert. Im Verlauf der
Zerkleinerung wurde das Zellsieb insgesamt drei Mal mit jeweils 10ml PBS gespiilt.
Waren im Zellsieb nur noch farblose kleine Gewebsreste enthalten, wurde es entsorgt
und das Falcon auf 50ml mit PBS aufgefiillt. Die Falcons wurden bei 1100 rpm auf 4°C
fiir 5 Minuten zentrifugiert. So bildete sich am Boden der Falcons ein festes Pellet. Der
Uberstand wurde abgesaugt ohne das Pellet zu beschidigen. AnschlieBend wurde das
Pellet in 1,5ml PBS resuspendiert und in ein neues 2 ml Eppendorf-Tube iiberfiihrt. Das
Tube wurde dann in den Magnetcatcher, der sich wéahrend des gesamten Versuches in
Eis befand, gestellt. Durch den Magneten wurden die Dynabeads® in den Glomeruli an

die GefdaBwand gezogen und konnten so isoliert werden.
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Die Proben enthielten allerdings noch viele Verunreinigungen durch Reste andere
Zellen, die durch die Zerkleinerung entstanden waren. Um den Reinheitsgrad der
Proben zu erhéhen wurden die Proben bis zu einer Reinheit der Glomeruli von 95%
gewaschen. Der Waschvorgang bestand aus mehreren Schritten. In aufsteigender Menge
wurden aus dem Magnetcatcher am &ulleren GefdBrand 1-1,5ml PBS entnommen.
Begonnen wurde mit 1ml im ersten Waschschritt bis schlielich im letzten Waschschritt
der gesamte Uberstand entnommen wurde. Danach wurde wieder 1ml PBS hinzugefiigt
und das Tube aus dem Magnetcatcher entnommen, um das Pellet zu 16sen. Zum Ldsen
des Pellets wurde die gesamte Losung auf und ab pipettiert, sowie auf einen Vortexer
gestellt bis keine Partikel mehr zu sehen waren. Nach den ersten drei Waschschritten
erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der Reinheit. Dazu wurde jeweils ein 2pl
Tropfen jeder Probe auf eine Petrischale aufgetragen und dann unter dem Mikroskop
das Verhéltnis von Glomeruli zu sonstigen Zellbestandteilen beurteilt. Ziel war es zu
95% nur noch Glomeruli vorliegen zu haben. War die Verunreinigung noch zu grof3
wurde das Waschen wiederholt. Von Iml pro Probe wurden je 100ul zur
Proteinbestimmung verwendet und die restlichen 900ul zu gleichen Teilen auf den

Kollagenverdau und die Lamininextraktion verteilt.

2.2.5.3 Proteinbestimmung mit Pierce BCA Protein Assay Kit

Um eine Aussage iliber die Proteinkonzentration der Proben machen zu kénnen und sie
spéter dquivalent im Western-Blot laden zu kdnnen, wurde eine Proteinbestimmung mit
Hilfe des Pierce BCA Protein Assay Kits erstellt. Die abgenommenen 100ul der Probe
wurden wieder in den Magnetcatcher gestellt und der Uberstand wurde ohne Pellet
abgenommen. Der vorbereitete Lysis-Puffer wurde in ein 10ml Falcon gefiillt und mit
0,25mM PMSF versetzt Das Pellet wurde anschlieend in 100ul Triton1% Lysispuffer
geldst und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurde der Uberstand
erneut aus dem Magnetcatcher abgenommen, dieses Mal diente er jedoch zur
Proteinbestimmung und diirfte nicht verworfen werden. Je nach Reinheitsgrad und
daraus resultierender Glomerulikonzentration wurde die Probe unterschiedlich stark mit

H,O double dest. verdiinnt.

Im Kit enthalten waren bereits 2mg/ml BSA-Stocklosung sowie BCA-Reagenz A und
B. Zum Pipettieren wurde eine Microtest Plate 96-well von Sarstedt verwendet.

Vorgelegt wurde ein Verdiinnungsstandard der BSA-Losung nach folgendem Schema:
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STD’s Aqua dest. [pl] | BSA-Stocklosung [pl] Konzentration
[ng/ml]

STD 8 62,5 187,5 1500

STD 7 162,5 162,5 1000

STD 6 87,5 87,5 (von STD 8) 750

STD 5 162,5 162,5 (von STD 7) 500

STD 4 162,5 162,5 (von STD 5) 250

STD 3 162,5 162,5 (von STD 4) 125

STD 2 200 50 (von STD 3) 25

STD 1 10 0 0

Tabelle 12 Verdiinnungsstandard fiir Proteinbestimmung

Die beiden BCA-Reagenzien wurden im Verhéltnis 50:1 gemischt. Fiir eine
vollstindige 96-well Platte wurde daher 20ml Reagenz A mit 0,4ml Reagenz B
angesetzt und bis zu seiner Verwendung dunkel gelagert. Der Standard wurde mit
Doppelwerten zu jeweils 10ul pro Well vorgelegt, beginnend mit Standard 1. Dieser
entsprach dabei einer Wasserkontrolle. Alle unbekannten Proben und ihre
Verdiinnungen wurden ebenfalls mit 10ul als Doppelwerte aufgetragen. Waren alle
Proben pipettiert wurde das fertige Arbeitsreagenz mit jeweils 200ul in jedes Well
dazugegeben. Die Platte wurde mit einem Deckel versehen und fiir 30 Sekunden auf
dem Tisch geriittelt. Danach wurde die Platte fiir 30 Minuten im Wéarmeschrank bei

37°C inkubiert. Die Auswertung erfolgte anschlieBend mit dem Plattenreader DTX880.

2.2.54 Laminin-Extraktion

Aus der Isolation und Aufreinigung der Dynabeads® wurden 450ul fiir die Extraktion
der GBM iibernommen. Die Glomeruli wurden im Magnetcatcher isoliert, sodass der
Uberstand abgenommen werden konnte. Lag nur noch das Pellet vor, wurde dieses in
500ul Lysispuffer (Triton 1%) gelost und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Danach
erfolgte eine Zentrifugation mit 14000 rpm fiir 10 Minuten bei 4°C. Der entstandene
Uberstand wurde auf einem Magneten abgenommen und entsprach der Fraktion 1
(Zelllysat). Das Pellet wurde wieder geldst dieses Mal in 500ul Alkaline Detergent
Puffer und fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Darauf folgte erneut eine Zentrifugation
mit 14000 rpm fiir 10 Minuten bei 4°C. Der Uberstand wurde wieder auf einem
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Magneten entnommen und entsprach der Fraktion 2 (aufgereinigtes Zelllysat). Das
Pellet wurde anschlieBend in 500ul Desoxyribonuklease Puffer gelost und fiir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Abschlieend folgte eine letzte Zentrifugation bei 14000 rpm
und 4°C, dieses Mal fiir 30 Minuten. Der Uberstand wurde auf einem Magneten
abgenommen und entsprach der Fraktion 3 (Zelllysat mit zerkleinerten DNA-Stiicken).
Zuletzt wurde das Pellet in 50ul 2xLaemmli + DTT gelost und entsprach danach der
ECM Fraktion. Diese wurde abschlieBend fiir 20 Minuten bei 70°C gekocht und danach

auf -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

2.2.5.5 Kollagen-Verdau

Ubrig blieben 450ul aus der Dynabeads®-Isolation. Diese wurden in den
Magnetcatcher gestellt und der Uberstand wurde verworfen. Alle weiteren Schritte
fanden unter einer Sterilbank statt. Zur Durchfiihrung des Kollagen-Verdaus wurde

zuerst ein Mastermix aus folgenden Bestandteilen angesetzt:

nx 63,2ul PBS
nx 0,8ul CaCl 500mM Losung
nx léul Worthington Kollagenase (5mg/ml)

Tabelle 13 Kollagen-Verdau Ansatz

Das gewonnene Pellet wurde anschlieend in 80ul des Mastermixes geldst und tliber
Nacht bei 37°C fiir 12-14 Stunden verdaut. Danach erfolgte eine Zentrifugation mit
14000 rpm fiir 15 Minuten bei 4°C. Wihrenddessen wurde der Thermomixer auf 95°C
vorgeheizt. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand auf einem Magneten
abgenommen und in ein neues Tube iiberfithrt. Dabei wurde das Volumen des
Uberstands bestimmt. Mit Hilfe einer Pipette wurde das Volumen solange variiert bis
der gesamte Uberstand aufgenommen werden konnte. ErfahrungsgemiB lag dieser Wert
zwischen 70ul und 100ul. War das Volumen bestimmt wurde der Uberstand zu jeweils
3 des Volumens mit 4x Laemmli + DTT vermischt und bei 95°C fiir 5 Minuten
gekocht. AbschlieBend wurden alle Proben auf -20°C bis zur weiteren Verwendung

eingefroren.
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2.2.5.6 Blut und Urin

Wihrend der Organentnahme wurden Blut (Heparinplasma) und Urin zur spéteren
Analyse gesammelt. Die Blutproben wurden zweimal bei 1500rpm fiir 5 Minuten auf
4°C zentrifugiert. Nach jeder Zentrifugation wurde der Uberstand in Form von
Blutplasma abgenommen. Der Urin wurde nur einmal mit derselben Konfiguration
zentrifugiert, um fiir den Fall einer fehlerhaften postmortalen Blasenpunktion
Verunreinigungen zu entfernen. Auch beim Urin wurde der Uberstand anschlieBend

abgenommen und zusammen mit dem Blut auf -80°C gelagert.

2.2.6 Western- Blot

Die Methode des Western-Blots ist ein immunologisches Verfahren, mit dem nach einer
Gelelektrophorese verschiedene Proteine differenziert werden konnen. Hierzu wurde ein
Gel auf eine Membran {iibertragen, die dann mit unterschiedlichen Antikdrpern
eingefarbt wurde. Zur genaueren Untersuchung der Differenzen zwischen GLEPPI
WT- und KO-Maiusen, wurden die aus dem Dynabeads®-Protokoll gewonnenen Proben
fiir Laminin und Kollagen IV jeweils fiir eine Altersklasse auf einem Gel mit
verschiedenen Antikorpern verglichen. AbschlieBend erfolgte eine densitometrische und

statistische Auswertung der Ergebnisse am Computer.

2.2.6.1 Die Gelelektrophorese
Als erster Schritt wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Fiir Kollagen wurde ein

10%-iges und fiir Laminin ein 8%-iges SDS Gel verwendet.

Zur Herstellung aller Gele wurden Glasplatten mit einem Abstand von 0,75 mm

verwendet. Die Zusammensetzung der Gele ergab sich wie folgt:

Fiir 2 Trenngele: Kollagen (10%) Fiir 2 Trenngele: Laminin (8%)
— 3ml Rotiphorese — 2,4ml Rotiphorese
— 1,5ml Aqua double dest. — 2,1ml Aqua double dest.
—  4,5ml Puffer A —  4,5ml Puffer A
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Kurz vor dem Gieflen:

— 90ul 10% Ammoniumpersulfat
APS
— 15ul Temed

Kurz vor dem Gieflen:

— 90ul 10% Ammoniumpersulfat
APS
— 15ul Temed

Tabelle 14 Ansatz SDS Gele

Das Trenngel entsprach dem eigentlichen ,,Sieb*, durch das die Proteine hindurch

wanderten, wenn ein elektrisches Feld angelegt wurde. Es wurde zuerst zwischen die

Platten gegossen und anschlieend sofort mit 100%igem Isopropanol iibergossen. Das

Ammoniumpersulfat sowie das Temed dienten als Initiator und Katalysator der

Polymerisation des Gels und wurden daher erst kurz vor dem Gielen der Gele

hinzugegeben.

War die Polymerisation des Trenngels abgeschlossen, wurde das reine Isopropanol

abgegossen, der Zwischenraum mit destilliertem Wasser ausgespiilt und die Reste

wurden mit Filterpapier zwischen den Platten herausgesogen. Anschliefend wurde das

Sammelgel zwischen die Platten gegossen. Hierbei gab es keine Unterscheidung

zwischen Laminin und Kollagen:

Fiir 2 Sammelgele:

— 0,535ml Rotiphorese
— 1,135ml Aqua double dest.
— 1,665ml Puffer B
Kurz vor dem GieB3en:
— 40ul 10% Ammoniumpersulfat APS

— Sul Temed

Tabelle 15 Ansatz Sammelgele

Das Sammelgel diente dem Beladen der Proben und wurde daher bis zur Oberkante der

Glasplatten eingefiillt und sofort mit einem 0,75 mm 10-well Probenkamm versehen.

War die Gelherstellung abgeschlossen konnten die Proben vorbereitet werden. Geladen
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wurden jeweils fiir Laminin die ECM-Fraktionen aus dem letzten Schritt der Laminin-

Extraktion (2.2.5.4) und fiir Kollagen die Proben aus dem Kollagen-Verdau (2.2.5.5).

Die vorbereiteten Gele wurden mit einem Einspanngestell in eine Mini Trans Blot®
Kammer gestellt. In jedes Einspanngestell mussten zwei Gele oder ein Mini Cell Buffer
Dam eingespannt werden. Die Gele mussten wéihrend des gesamten Versuches feucht
gehalten werden, daher wurde im néchsten Schritt die Dichtigkeit des Einspanngestells
iiberpriift, sodass die Gele permanent Kontakt mit dem Puffer hatten und dieser nicht
aus dem Gestell heraussickern konnte. War die kleine Kammer, zwischen den beiden
Gelen, dicht verschlossen, konnte die umliegende groe Kammer ebenfalls mit Puffer
gefiillt werden. Hierfir wurde in beiden Féllen Laufpuffer verwendet. Als
Markerkontrolle fiir den anschlieBenden Western-Blot wurde der Prestained Protein
Marker gewéhlt. Der Marker wurde mit jeweils 7ul in die erste Tasche und als
Trennung zwischen die Proben der WT- und KO-Tiere geladen. Die Ladungsgrof3e der
Proben wurde jeweils individuell anhand der Proteinbestimmung errechnet, sodass alle
Proben moglichst dquivalent geladen wurden (siehe Kapitel 2.2.6.2 Ladungsgrof3e).
Geladen wurden immer alle Proben eines Dynabeads®-Protokoll-Tages auf ein Gel,
sodass drei WT-Proben mit drei KO-Proben verglichen werden konnten. Die Gele liefen
in der Sammelgelphase mit 70V fiir 30 Minuten und in der Trenngelphase mit jeweils

20mA pro Gel fiir 1 %2 Stunden.

2.2.6.2 Ladungsgrofie

Die LadungsgroBe der einzelnen Proben wurde vor dem Beladen des Gels anhand der
Proteinbestimmung vom Operationstag der Mause bestimmt. Die Berechnung war
notwendig um ein dquivalentes Ladungsverhéltnis der einzelnen Proben zueinander
herzustellen. Wurde zum Beispiel von einer Probe von vorneherein eine viel groflere
Menge an Protein geladen, so erzeugte die Probe félschlicherweise ein stirkeres Signal
als eine andere Probe nur auf Grund eines hoheren Ausgangvolumens. Um die Proben
zu normieren wurden alle anderen Proben auf die Konzentration der Probe mit der
geringsten Konzentration runtergerechnet. Die Ausgangsgrofle war hierbei fiir Kollagen
20ul, die von der Probe mit der kleinsten Konzentration geladen wurden. Fiir Laminin
wurde die individuelle Ladungsmenge bei einem Ausgangsvolumen von 25ul

Ladungsgrofle der Probe mit der geringsten Konzentration berechnet.
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2.2.6.3 Blotting

War das Gel durchgelaufen konnte es gestoppt und auseinandergebaut werden. Mit
Hilfe eines Spatels konnten die beiden Glasplatten voneinander getrennt werden und das
Gel freigelegt werden. Mit dem Spatel wurde dann das Sammelgel mdglichst sauber
abgetrennt und verworfen. Beim anschlieBenden Zusammenbau der Blot- Kassette
musste stets darauf geachtet werden, dass moglichst feucht und ohne Lufteinschliisse
gearbeitet wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dazu eine Unterlegschale verwendet,
die als Reservoir fiir iiberflieBenden Transferpuffer diente und so die Kassette feucht

gehalten werden konnte. Die Kassette wurde folgendermaflen zusammengebaut:

Blot-Schwamm

Blot-Papier (nass)

Gel

Nitrocellulose

Blot-Papier (nass)

Blot- Schwamm

Abb.7 Schematischer Aufbau einer Blot-Kasette

Bei der verwendeten Membran, auf die das Gel geblottet wurde, handelte es sich um
Nitrocellulose Amersham™Protran™, die vor Verwendung in Transferpuffer eingelegt
wurde. Vor dem Auflegen der Nitrocellulose auf das Gel, wurde das Gel mit
Transferpuffer geflutet, sodass keine Luftblasen eingeschlossen wurden. Entstanden

dennoch Luftblasen wurden diese durch vorsichtiges Ausstreichen beseitigt.

War die Kasette zusammengebaut wurde sie mit einem Eisblock zusammen in die
Blot-Kammer gestellt und die Kammer mit Transferpuffer gefiillt. Der Laminin-Blot

lief insgesamt 2h bei 200mA und der Kollagen-Blot insgesamt nur 1:30h bei 200mA.

Nach Abschluss der Ubertragung der Gelbanden auf die Membran wurde die Blot -
Kasette auseinandergebaut und die Membran war bereit zur immunologischen
Nachbearbeitung. Zuerst wurde die Nitrocellulosemembran in 5% BSA (Bovines Serum
Albumin) fiir eine Stunde bei 37°C oder iliber Nacht bei 4°C geblockt. AnschlieSend

erfolgte die immunologische Aufbereitung mit Hilfe von speziellen Antikdrpern, die an
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oberflichlichen Antigenen der Proteine binden konnten. Im Rahmen dieser Arbeit

kamen folgende Antikérper zum Einsatz:

Name Beschreibung Konzentration Bezogen iiber

Alpha 1 (IV) NCI1 | Rat monoclonal | 1:200 Producer:

Rat / IgG2a antibody against Yoshikazu  Sado,

HI1 human non- Ph. D. / Shigei
collagenous domain Medical Research
1 (NC1) of alpha 1 Institute (JPN)
chain of type IV
collagen

Alpha 2 (IV) NC1 | Rat monoclonal | 1:200 Producer:

Rat / IgG2a antibody  against Yoshikazu  Sado,

— human non- Ph. D. / Shigei
collagenous domain Medical Research
1 (NC1) of alpha 2 Institute (JPN)
chain of type IV
collagen

Alpha 3 (IV) NCI | Rat monoclonal | 1:200 Producer:

Rat / IgG2a antibody against Yoshikazu  Sado,

31 human non- Ph. D. / Shigei
collagenous domain Medical Research
I (NC1) of alpha 3 Institute (JPN)
chain of type IV
collagen

Alpha 5 (IV) NC1 / | Rat monoclonal | 1:200 Producer:

IgG2a antibody against Yoshikazu  Sado,

H54 human non- Ph. D. / Shigei
collagenous domain Medical Research
I (NCI1) of alpha 5 Institute (JPN)

chain of type IV
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collagen

Agrin D-2/ Mouse monoclonal | 1:200 Santa Cruz
sc-374117 IgM specific for Biotechnology,
Agrin of rat Heidelberg (D)
Nidogen C-7/ Mouse monoclonal | 1:500 Santa Cruz
antibod Biotechnology,
sc-133175 g . &
Heidelberg (D)
Anti-laminin Antibody from | 1:500 Takako Sasaki
rabbit
alpha 1 (Oita  University,
JPN)
ECL™Anti-rat IgG | Linked with HRP | 1:7500 GE Healthcare Life
from goat Sciences, Freiburg
(D)
Anti-rabbit IgG Linked with HRP | 1:20000 Santa Cruz
from goat Biotechnology,
sc-2004 s &
Heidelberg (D)
Anti-mouse IgG Polyclonal antibody | 1:10000 Dako, Hamburg (D)

linked with HRP

from goat

Tabelle 16 Blot- Antikdrper

Fiir Kollagen wurden die Antikorper von Herrn Ph. D. Yoshikazu Sado gewéhlt, die an

die einzelnen a-Ketten des Kollagens IV binden konnten. Fiir Laminin wurde der

Anti-Laminin-Antikdrper von Takako Sasaki (Oita University, JPN) verwendet. Die

Membranen wurden jeweils iiber Nacht bei 4°C auf einem Shaker inkubiert. Nach der

Inkubation wurde der Primérantikorper entfernt und alle {iberschiissigen nicht

gebundenen Antikorperreste mit Waschpuffer abgewaschen. Dieser Vorgang dauerte 3

x 5 Minuten, wobei nach jeweils 5 Minuten der Waschpuffer gewechselt wurde. Im

ndchsten Schritt wurde ein Sekundirantikorper verwendet, der an den Primérantikorper

binden konnte und =zusitzlich mit einem Marker-Enzym verbunden war. Das

verwendete Marker-Enzym war die Meerrettichperoxidase (engl.: horse radish
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peroxidase, HRP). Die Membran wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in den
Sekundirantikorper gelegt. Danach wurde der Sekundérantikérper entfernt und die

Membran erneut gewaschen.

Um eine Chemilumineszenzreaktion zu erzeugen, die die Proteine mit Antikdrpern
sichtbar macht, wurde SuperSignal® ELISA Fento Maximum Sensitivity Substrate
(Super-ECL) verwendet. Das Kit enthielt zwei Reagenzien die im Verhéltnis 1:1
gemischt und auf den Blot tropfenweise aufgetragen wurden bis die gesamte Membran
benetzt war. Die beiden Reagenzien waren Luminol und Peroxid-Puffer. War das
Super-ECL aufgetragen wurde die Membran fiir 30 Sekunden dunkel abgedeckt, ohne
das Super-ECL zu verwischen. Anschliefend wurde die Chemilumineszenz unter einer
Kamera im zeitlichen Verlauf aufgenommen. Insgesamt wurden fiinf Bilder gemacht

nach 10, 20 und 30 Sekunden sowie nach einer und zwei Minuten.

Die Membran wurde darauthin kurz mit Waschpuffer abgewaschen und kam zur
Nachfarbung in einen zweiten Primarantikorper. Fiir Kollagen wurde Agrin als
Nachfarbung gewidhlt und fliir Laminin entsprechend Nidogen als zweiter
Primérantikorper. Die Nachfirbung diente als Ladungskontrolle um zu iiberpriifen ob
wirklich dquivalent, also mit derselben Proteinmenge bei allen Proben, geladen wurde.
Die Zuordnung der jeweiligen Sekundirantikérper zum jeweiligen Primérantikorper
erfolgte nach einem festen Schema. Die Antikérper H11, H22, H31, H54 von Herrn Ph.
D. Yoshikazu Sado wurden mit dem anti-Ratte-Antikorper markiert. Die
Kollagen-Nachfiarbung mit Agrin, ebenso wie die Laminin-Nachfdrbung mit Nidogen,
wurde mit dem anti-Maus-Antikoérper nachbehandelt. Als Sekundérantikorper fiir den

anti-Laminin-Antikorper wurde der anti-Kanninchen-Antikorper verwendet.

2.2.7 Auswertung/ Densitometrie

Pro Maus-Operationstag wurden sechs Tiere operiert, die dann auch in ein gemeinsames
Gel geladen wurden, um eine optimale Vergleichbarkeit herzustellen. Dabei wurden
jeweils drei WT-Tiere mit drei KO-Tieren verglichen. Nach dem Western-Blot wurde
die Stirke der einzelnen spezifischen Banden flir Laminin und Kollagen IV auf der
Membran mit einander verglichen und statistisch untersucht. Dazu wurde mit dem
Programm Alphaview jeweils eine nicht {ibersittigte der fiinf Aufnahmen jedes Gels

ausgewihlt. Die Kollagen- oder Lamininbanden bzw. in der Nachfiarbung die Agrin-
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oder Nidogenbanden wurden manuell markiert und mit dem Hintergrundrauschen
verlinkt. Dadurch wurde das Hintergrundrauschen aus der Bandenstéirke
herausgerechnet und es konnte die eigentliche Farbdichtemessung (Densitometrie)
erfolgen. Es wurde ein Quotient der Zielbande zur Ladungskontrolle gebildet. Bezogen

wurden alle errechneten Quotienten auf den Mittelwert der GLEPP1 WT Quotienten.
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3 Ergebnisse

3.1 Real Time PCR
Die Ergebnisse der Real Time PCR (qPCR) wurden mit der RESTO8 Software
ausgewertet und anschlieend in GraphPad Prism dargestellt. Es folgt die Darstellung

der Ergebnisse fiir jeden einzelnen Primer im Altersverlauf.

3.1.1 Nidogen 1

Fiir Nidogen 1 ergab sich initial in der Gruppe der viermonatigen Maiuse eine
signifikant erhohte Expression in der KO-Gruppe (p<0,05). Dieser Unterschied
verschwand im Altersverlauf. Fiir sechsmonatige Mause lag die Expression tendeziell in
der KO-Gruppe unterhalb der WT-Gruppe, wenn auch nicht signifikant. Nach zehn

Monaten zeigte sich kein Unterschied mehr zwischen WT- und KO-Tieren.
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Abb. 8 Die Abbildung zeigt die statistische Auswertung der Real Time PCR fiir den Primer Nidogen 1 im
Vergleich von WT- und KO-Miusen im Altersverlauf von vier, sechs und zehn Monaten. Es wurden
jeweils neun WT- mit neun KO-Tieren verglichen (n=9). Die Expression der Kontrollgruppe der WT-
Tiere wird mit 1.0 gekennzeichnet. Fiir viermonatige Méuse zeigt sich eine signifikant héhere Expression
von Nidogen 1 in den KO-Méusen, *p<0,05. Dieser Unterschied verschwindet bei sechs Monate alten
Mausen. Hier liegen die gemessenen Werte fiir Nidogen 1 in der KO-Gruppe unterhalb der Expression
der WT-Gruppe. Der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. In der zehn-Monats-Gruppe zeigt sich kein
Unterschied zwischen den WT- und KO-Méusen.

49



3.1.2 Nidogen 2

Bei Nidogen 2 zeigte sich im Altersverlauf eine Herabregulation von einer deutlich
hoheren Expression bei vier Monaten in der KO-Gruppe bis hin zu einer fast gleichen
Expression im Alter von zehn Monaten im Vergleich mit der WT-Kontrollgruppe.
Jedoch war lediglich der Unterschied der viermonatigen Méuse signifikant (p<0,05). Im
Alter von sechs Monaten zeigte sich immer noch eine tendenziell erhéhte Expression in
der KO-Gruppe, allerdings nicht mehr signifikant. Dieser Unterschied zeigte sich
ebenfalls noch nach zehn Monaten jedoch ebenfalls nicht signifikant. In der
Gegeniiberstellung der einzelnen Altersklassen zeigte sich so eine konstante
tendenzielle Abnahme des Expressionslevels fiir Nidogen 2 mit steigendem Alter der

KO-Maiuse.
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Abb. 9 Zu sehen sind die Ergebnisse der Real Time PCR fiir den Primer Nidogen 2 im Alter von vier,
sechs und zehn Monaten im Vergleich von WT- und KO-Tieren. Als Bezugsgrofle dient die WT-
Kontrollgruppe, gekennzeichnet durch die 1.0. Es wurden jeweils neun Tiere miteinander verglichen
(n=9). Fiir viermonatige Mause zeigt sich eine signifikante Heraufregulation in den KO-Tieren gegeniiber
der WT-Gruppe, *p<0,05. In sechsmonatigen Miusen liegt die Expression von Nidogen 2 immer noch
iiber der Kontrollgruppe, allerdings weniger deutlich und nicht signifikant. In den zehnmonatigen Mausen
wird der Unterschied nochmal kleiner als in den sechsmonatigen Tieren.

3.1.3 Agrin
Bei der Untersuchung der Expression von Agrin fielen in der KO-Gruppe tendenziell
niedrigere Expressionslevel als in der WT-Gruppe auf. Dieser Unterschied setzte sich

durch alle Altersgruppen fort und nahm mit dem Alter zu. Fiir vier- und sechsmonatige
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Mause konnte allerdings keine Signifikanz gezeigt werden. Lediglich in der Gruppe der

zehnmonatigen Mause zeigte sich eine Signifikanz (p<0,05).
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Abb. 10 Gezeigt ist die grafische Darstellung der Ergebnisse der Real Time PCR fiir den Primer Agrin im
Vergleich von WT- und KO-Gruppe. Die WT-Gruppe wurde auf einen Wert von 1.0 normiert. Es wurden
jeweils neun Tiere miteinander verglichen (n=9). Im Alter von vier und sechs Monaten zeigt sich eine
herabgesetzte Expression von Agrin in der KO-Gruppe, die allerdings nicht signifikant ist. Die niedrigere
Expression von Agrin in den KO-Tieren zeigt sich bei zehnmonatigen Méausen signifikant, *p<0,05.

3.14 WT1

Fir den Primer WT 1 zeigte sich bei viermonatigen KO-Tieren eine signifikante
Herabregulation gegeniiber der Kontrollgruppe von WT-Tieren (p<0,05). Diese
Tendenz setzt sich im Alter von sechs Monaten fort, allerdings nicht mehr signifikant.
Auch im Alter von zehn Monaten setzt sich der Trend fort und es zeigt sich signifikant
ein noch geringeres Expressionslevel als schon zuvor (p<0,005). Betrachtet man also
die einzelnen Altersstadien im Uberblick zeigt sich eine deutliche Abnahme der

Expression von WT 1, die mit dem Alter der Méduse zunimmt.
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Abb. 11 Gezeigt ist die grafische Darstellung der Ergebnisse der Real Time PCR fiir den Primer WT 1 im
Vergleich von WT- und KO-Gruppe. Die WT-Gruppe wurde auf einen Wert von 1.0 normiert. Es wurden
jeweils neun Tiere miteinander verglichen (n=9). Im Alter von vier Monaten zeigt sich eine signifikante
Herabregulation fir WT 1 in den KO-Tieren (*p<0,05). Die geringere Expression zeigt sich nicht
signifikant in sechsmonatigen KO-Miusen. Dabei nimmt die Expression mit dem Alter noch weiter ab.
Im Alter von zehn Monaten ist die Expression von WT 1 am niedrigsten und die Signifikanz ist am
deutlichsten, ***p<0,005. Im Uberblick aller Altersklassen zeigt sich wie das Expressionsniveau von WT
1 in der KO-Gruppe mit steigendem Alter abnimmt.

3.2 Western Blot

Mit Hilfe von Westernblots wurde die molekulare Zusammensetzung der GBM auf
Proteinebenen genauer untersucht. Der Fokus lag dabei auf den einzelnen a-
Kollagenketten und auf Laminin al im Vergleich zwischen WT- und KO-Tieren im
Alter von vier und sechs Monaten. Da die Proteine vorher verdaut und extrahiert
wurden ergaben sich spezifische Banden. Zum einen handelte es sich dabei um eine
Bande bei 58kDA fiir die Kollagen IV Dimere, zum anderen um eine 30kDA Bande, die
den Kollagen IV Monomeren entsprach. Die Bande fiir Laminin al lag bei 200kDa. Als

Ladungskontrollen dienten Agrin fiir Kollagen und Nidogen fiir Laminin.

3.2.1 GLEPP1-Knockout im Alter von vier Monaten
Bei einem GLEPP1-KO zeigten sich im Alter von vier Monaten Verdanderungen in der
spezifischen Zusammensetzung von Kollagen IV, anhand der einzelnen a-Ketten.

Verglichen wurden jeweils sechs WT mit sechs KO Tieren.
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In den KO-Maiusen zeigten sich signifikant weniger al-Ketten als in der WT-
Kontrollgruppe (* p<0.05). Auf den Westernblots zeigten sich die spezifischen Binden
auffallend schwicher in der KO-Gruppe. Unter Einbezug der Ladungskontrolle mit
Agrin und der densitometrischen Auswertung zeigte sich eine signifikante

Herabregulation der Kollagen al-Ketten in GLEPP1-KO-Maiusen.
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Abb. 12 Westernblots und Densitometrie fiir viermonatige GLEPP1 WT- und KO-Méuse fiir Kollagen IV
al (n=6),*p<0,05.

Fiir die Kollagen a2-Ketten der GBM konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass es in

GLEPP1-KO-Méusen zu einem signifikant herabgesetzten Vorkommen der Ketten
kommt (* p<0.05).
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Abb. 13 Westernblots und Densitometrie fiir viermonatige GLEPP1 WT- und KO-Méuse fiir Kollagen IV
02 (n=6),*p<0,05.

Bei der Betrachtung der a3-Ketten zeigte sich eine tendenzielle nicht signifikante

Herabregulation in der KO-Gruppe.
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Abb. 14 Westernblots und Densitometrie fiir viermonatige GLEPP1 WT- und KO-Méuse fiir Kollagen IV
a3 (n=6).

Fiir die Kollagen a5-Ketten zeigte sich erneut eine signifikante Herabregulation in den

KO-Miusen (* p<0.05).
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Abb. 15 Westernblots und Densitometrie fiir viermonatige GLEPP1 WT- und KO-M4use fiir Kollagen IV
a5 (n=6),*p<0,05.

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass es im Alter von vier Monaten in den
GLEPP1-KO-Miusen zu einer Herabregulation reifer sowie unreifer Kollagenketten

kommt.

Die Analyse der Westernblots fiir Laminin al ergab keine signifikanten Unterschiede
im Alter von vier Monaten. Dennoch ergab sich eine tendenziell niedrigere
Konzentration fiir Laminin al in den KO-Miusen im Alter von vier Monaten, als in der

Vergleichsgruppe von WT-Méusen.
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Abb. 16 Westernblots und Densitometrie fiir viermonatige GLEPP1 WT- und KO-Méuse flir Laminin al
(n=0).

3.2.2 GLEPP1- Knockout im Alter von sechs Monaten

Im Alter von sechs Monaten wurden jeweils neun WT- mit sechs KO-Tieren fiir die
Kollagenketten miteinander verglichen. Fiir Laminin wurden zwolf WT- mit acht KO-
Maiusen verglichen. Ansonsten fand die Auswertung genauso wie fiir die viermonatige

Gruppe statt.

Bei sechs Monaten zeigten sich in den Westernblots fiir die Kollagen al-Ketten keine

signifikanten Unterschiede in der GLEPP1-KO-Gruppe.
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Abb. 17 Westernblots und Densitometrie fiir sechsmonatige GLEPP1 WT- und KO-Méuse fiir Kollagen
IV al (n=9WT/6KO).

Fir die a2-Ketten ergab sich bei KO-Maiusen eine signifikante Heraufregulation

gegeniiber der WT-Tiere (* p<0.05).
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Abb. 18 Westernblots und Densitometrie fiir sechsmonatige GLEPP1 WT- und KO-Mduse fiir Kollagen
IV a2 (n= 9WT/6KO),*p<0,05.

Bei sechsmonatigen KO-Maiusen unterschied sich die Expression von a3-Ketten nur

tendenziell von der WT-Gruppe.
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Abb. 19 Westernblots und Densitometrie fiir sechsmonatige GLEPP1 WT- und KO-Méuse fiir Kollagen
IV a3 (n= 9WT/6KO).

Im Bezug auf die a5-Ketten von Kollagen IV in der glomeruldren Basalmembran zeigte

sich eine Herabregulation in der KO-Gruppe.
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Abb. 20 Westernblots und Densitometrie fiir sechsmonatige GLEPP1 WT- und KO-Méuse fiir Kollagen
IV a5 (n= 9WT/6KO).

Beziiglich Laminin ol zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Gruppen.
ns
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Abb. 21 Westernblots und Densitometrie fiir viermonatige GLEPP1 WT- und KO-Méuse fiir Laminin ol
(n=12WT/8KO).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Kollagenkette a2, als Stellvertreter des
unreifen Kollagens, in der KO-Gruppe im Alter von sechs Monaten deutlich

tiberexpremiert war im Vergleich zur WT-Gruppe.

(Anmerkung: Die nicht immer gerade Anzahl an Versuchstieren in beiden Gruppen
ergibt sich daraus, dass in Einzelfillen technisch keine ausreichende Perfusion der
jeweiligen Nieren stattfinden konnte. In Folge dessen konnten die Proben dieser Tiere

auch nicht geblottet und ausgewertet werden.)
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4 Diskussion

Mutationen im GLEPP1 Gen sind mit einem steroidresistenten nephrotischen Syndrom
im Kindesalter assoziiert **. In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe wiesen GLEPP1
defiziente Miuse eine Proteinurie mit zunehmendem Alter auf (Doktorarbeit von Laura
Lennartz). Histomorphologisch fielen Verdnderungen in Form von lokalisierten
Verdickungen der GBM wund ein Verlust der podozytiren Fullfortsidtze auf

(Doktorarbeiten von Laura Lennartz und Christian Weigel).

In der vorgelegten Arbeit konnte nun die molekulare Zusammensetzung der GBM von
GLEPP1 defizienten Tieren im Alter von vier und sechs Monaten auf RNA- und
Proteinebene gezeigt werden. In GLEPP1 defizienten Méusen im Alter von vier
Monaten findet eine Herabregulation der reifen und unreifen Kollagen IV Ketten statt.
Desweiteren waren bei sechs Monate alten GLEPP1 defizienten Miusen die unreifen
Kollagen IV Ketten vermehrt exprimiert. Hiermit assoziiert ist eine verminderte

Expression vom Wilms-Tumor-1 (WT-1) Gen.

4.1 Veranderungen der GBM beim GLEPP1 KO

Die GBM ist eine spezialisierte Basalmembran in der Niere die aus Kollagen 1V,
Laminin, Nidogen und Proteoglykanen hauptsichlich Agrin besteht *’*°. Die GBM
entwickelt sich durch Verschmelzung zweier Basalmembranen, die zwischen den
Endothelzellen und den Podozyten liegen °'. Urspriinglich besteht sie aus Kollagen IV
alalo2 und Laminin alBlyl. Diese beiden Komponenten werden von Podozyten- und
Endothelseite ausgebildet. Mit dem Voranschreiten der Reifung werden Kollagen IV

51,91

und Laminin durch die jeweiligen reifen Isoformen ersetzt . AuBerdem wird

Kollagen IV nur noch vom Podozyten synthetisiert.

4.1.1 Kollagen IV
Bei einem GLEPP1 KO kommt es zu einer gestorten Proteinbiosynthese von Kollagen
IV, die zur Retention der unreifen o2-Ketten fiihrt. Bereits der Nachweis einer

unterschiedlichen o-Kette reicht aus, um davon auszugehen, dass das gesamte
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Heterotrimer in einer verdnderten Konfiguration vorliegt °*"°. In diesem Fall lige das
Kollagen IV also in seiner unreifen alala2-Konfiguration vor. Auffillig bei einem
GLEPP1 KO ist aber, dass es initial zu einer verminderten Expression aller
Kollagenketten kommt. Denkbar wire, dass es durch den Knockout zu einem
Podozytenschaden kommt, wodurch der Podozyt weniger reife und unreife Ketten
produzieren kann. Der Podozytenschaden zeigt sich zusitzlich an der verdnderten
Konfiguration der podozytiren FuBlfortsitze. Normalerweise haben sie eine oktopoide
Struktur, verdndern sich bei einem GLEPP1 KO im Mausmodell aber zu einer mehr
améboiden Struktur ¥, Auch ist die Filtrationsoberfliche vermindert, was auf eine

geringere Anzahl an Podozyten hindeuten kénnte .

Verfolgt man diese Theorie weiter konnte der Podozytenschaden irgendwann soweit
fortgeschritten sein, dass der Podozyt seine Syntheseleistung weiter reduziert bis er
keine Kollagenketten mehr produziert. Dafiir gibt es bis jetzt allerdings keine

histologischen Hinweise.

Die im Altersverlauf neugebildeten unreifen Kollagenketten konnten daher nur noch
vom Endothel synthetisiert werden. Fraglich ist dabei ob das Endothel {iberhaupt die
Moglichkeit besitzt die Syntheseleistung vollstdndig zu iibernehmen.

4.1.2 Laminin
Laminin al zeigt im beobachteten Zeitraum keine Verdnderungen. In der Entwicklung

4751 - Anders als bei

wird es vom Podozyten und Endothel gleichermalBlen gebildet
Kollagen IV wird also reifes sowie unreifes Laminin stets vom Endothel und Podozyten
synthetisiert. Der Wechsel der reifen und unreifen Isoformen vollzieht sich abrupt,
sodass es nur eine sehr kurze Phase gibt, in der sich beide Typen in der Entwicklung
finden lassen *°. Hierbei gilt dhnlich wie beim Kollagen, dass bereits das Fehlen einer

einzelnen Kette zum Verlust des gesamten Heterotrimers fithrt 72,

Wie auch schon in der frithen embryonalen Entwicklung scheint sich die Riickbildung
von unreifem Laminin auch bei GLEPP1 KO Maiusen plotzlich zu vollziehen, da sich
im Alter von sechs Monaten noch keine Anzeichen auf Proteinebene fiir einen Wechsel
erkennen lassen. Auf RNA-Ebene hingegen kiindigt sich die Verdnderung bereits bei

sechs Monaten an, da hier alle anderen Lamininketten herabreguliert werden, aufler ol
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(Christian Weigel). Laminin al wird allerdings auch im Mesangium exprimiert, sodass
die mesangiale Expression eventuell die glomeruldre Lamininexpression auf der RNA-
Ebene tberstrahlt. Anders als in der Entwicklung wird also bei einem GLEPP1 KO

zuerst Kollagen und dann Laminin ersetzt ***=19192,

4.1.3 Agrin und Nidogen

Die Ergebnisse auf RNA-Ebene geben Anhaltspunkte fiir weitere Hypothesen. Nidogen
1 und 2 sind in ihrer Funktion redundant und werden daher im Folgenden nur noch als
Nidogen bezeichnet **. Nidogen interagiert mit Kollagen IV und Laminin, daher ist es
von besonderer Bedeutung fiir die Formatierung der GBM °°. Hochregulationen von

9394 In der Niere von

Nidogen sind im Auge mit einem Reparaturprozess assoziiert
GLEPP1 KO Maéusen konnte die initial erhohte Expression von Nidogen ebenfalls auf
den Versuch hindeuten die vorhandenen Verdnderungen der GBM, in Form einer

verminderten Expression der Kollagen IV Ketten, zu reparieren.

Agrin hingegen dient als Modulatorprotein und wird vor allem in Bezug auf seine
Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der negativen Ladung und damit der Funktion des

glomeruldren Filters diskutiert '

. Eine Studie zum Alport-Syndrom mit einem
Kollagen IV a3 KO Mausmodell konnte bereits zeigen, dass es im Falle einer Retention
von unreifen Kollagenketten auch zu einer Verdnderung von Agrin kommt. Damals
wurde vermutet, dass ein intaktes Netzwerk aus reifen Kollagenketten auch wichtig fiir

die korrekte Bildung und Funktion von Agrin ist ¥’

. AuBlerdem dient Agrin als
Regulator fiir die lokale Aktivitit des Komplementsystems und eine Herabregulation
konnte daher ein weiteres Anzeichen fiir das Voranschreiten der Erkrankung und der

3!, Das Komplementsystem steht

damit einhergehenden Entziindungsreaktion sein
auferdem unter dem Verdacht durch eine Aktivierung gegen den Podozyten ebenfalls
zu Proteinurie zu fiihren °°. Momentan geht man eher von der Vermutung aus, dass ein
Verlust von Agrin, aber keinen so priagnanten Einfluss auf die Funktion des Filters hat

wie bisher angenommen

. So kommt es sogar bei der Entfernung der beiden
hiufigsten Heparansulfate Agrin und Perlecan noch nicht zu einer verdnderten
Filterfunktion °’. Dadurch verdeutlicht sich, dass der Filterdefekt von GLEPP1 KO

Maiusen im Alter von zehn Monaten nicht der verminderten Expression von Agrin
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zugeschrieben werden kann, sondern vor allem die strukturellen Veranderungen von

Kollagen IV und Laminin im Mittelpunkt stehen.

4.2 Einordnung

4.2.1 GLEPP1 KO

Vergleicht man die zuvor genannten Ergebnisse dieser Arbeit mit anderen Studien
ergeben sich einige interessante Gemeinsamkeiten und Unterschiede. Als Beispiel eine
Wiederholung der GLEPP1 KO Maus von Wiggins et al., als direkter Vergleich *’. Es
konnte gezeigt werden, dass Méuse mit einem GLEPP1 KO eine reduzierte glomeruldre
Filtrationsrate und die Tendenz zu Bluthochdruck haben ¥’ Allerdings konnte dabei
keine Proteinurie, selbst nach einer 70%-igen Nephrektomie der KO-Maiuse,
nachgewiesen werden. Anders als in der vorliegenden Arbeit wurden aber nur Méuse im
Alter von vier bis sechs Wochen untersucht. AuBerdem verdnderte sich die
Konfiguration der podozytiren Fullfortsdtze von einer normalerweise oktopoiden, hin
zu einer mehr amoboiden Struktur. Die FuBBfortsdtze waren dabei verkiirzt und verdickt.
Die KO-Maiuse hatten weniger Ful3fortsitze pro GBM-Abschnitt und daher auch eine
verminderte Filtrationsoberfliche *’. Eine andere Studie konnte zeigen, dass Antikorper
gegen den GLEPP1-Rezeptor zu einem Anstieg der Albuminpermeabilitét in isolierten
Miuse- und Ratten-Glomeruli fiihrt *. Dabei wurde vermutet, dass ein GLEPP1 KO in
vivo nicht zu einer Proteinurie fiihrt, da es tubulidre Reabsorptionsmechanismen gibt, die
die Proteine zuriickgewinnen konnen. Mittlerweile konnten wir in eigenen Arbeiten
zeigen, dass sich die Proteinurie erst im Altersverlauf frithestens ab sechs Monaten in
einem Mausmodell auf dem 129P3/]J Hintergrund bildet (Laura Lennartz, Christian
Weigel). Der Maushintergrund ist insofern von Bedeutung, da die unterschiedlichen

Mausstimme unterschiedlich empflindlich fiir Proteinurie sind *°.

4.2.2 Kollagen IV

Mutationen an einzelnen Kollagenketten wurden in verschiedenen Studien untersucht.
So zeigen Méuse mit einem Knockout der Kollagen IV a3-Kette, wie bereits erwahnt,
dhnliche Symptome in Form einer protrahierten Proteinurie im Altersverlauf und

strukturellen Verdnderungen der GBM. Diese GBM-Verdnderungen sind assoziiert mit
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einem Verlust der reifen und einem Erhalt der unreifen Kollagen IV Ketten ohne eine
Beeinflussung von Laminin ¢’. Kommt es hingegen zu einer Mutation einer der unreifen

Ketten fiithrt dies zu schweren entwicklungsbedingten Schiden 7.

Da GLEPP1 unteranderem auch im Gehirn vorkommt und unter Verdacht steht einen
Einfluss auf das Axonwachstum zu haben, lassen sich bei einem GLEPP1 KO ebenfalls
schwere entwicklungsbedingte Schiden nicht ausschlieBen '°“'*'. Im Rahmen dieser

Arbeit wurde allerdings nur die Proteinurie als Hauptsymptom untersucht.

4.2.3 Laminin

Beziiglich Laminin ist bekannt, dass ein vermindertes Vorkommen von reifem Laminin
zu einer Disposition der Heterotrimere und damit zu einer gestorten Permeabilitdt der
GBM fiihrt, die in einer Albuminurie und einem nephrotischen Syndrom endet ”'. Bei
einem GLEPP1 KO tritt die Proteinurie nach sechs Monaten auf, obwohl erst nach zehn
Monaten vermehrt unreifes Laminin al nachgewiesen werden kann. Diese Diskrepanz
lieBe sich moglicherweise damit erkldren, dass zuerst im Alter von sechs Monaten
Kollagen IV ersetzt wird und dieser Wechsel bereits zur Proteinurie fiihrt. Erst danach

wird auch das unreife Laminin gebildet.

Einzelne Mutationen in z.B. der Laminin a5-Kette fiihren zum Verlust der GBM und
Fehlern in der glomeruliren Vaskularisierung '>. Solche Verinderungen zeigen sich
jedoch bei einem GLEPP1 KO-induzierten Wechsel zu unreifem Laminin nicht. Auch
kann initial ein funktionsfdhiges reifes Laminin-Heterotrimer gebildet werden, welches

jedoch ersetzt wird durch bisher unbekannte Mechanismen.

4.2.4 Alport-Syndrom

Alle diese Verdanderungen, wie z.B. die Retention der unreifen Kollagenketten, erinnern
stark an das Erkrankungsmuster beim Alport-Syndrom (AS). Das AS entsteht meistens
durch eine X-chromosomale Mutation, wodurch das COL4A5-Gen mutiert ist. Es sind
aber auch autosomale Mutationen bekannt, die das COL4A3-Gen betreffen * Diese
Mutationen fithren dazu, dass die unreifen Kollagenketten al/ a2 bestehen bleiben und
nicht wie iiblich durch die reifen Ketten ersetzt werden . Dabei ist das AS die

zweithdufigste monogenetische Ursache fiir ein Nierenversagen > . Symptomatisch zeigt
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sich eine Proteinurie bis hin zu einer Himaturie und Bluthochdruck. Es entwickelt sich
eine tubulointerstinale Fibrose und eine sekundire Glomerulosklerose. Die Pathogenese
lauft dabei so ab, dass durch die Schiden an den reifen Kollagenketten, es zu einem
Erhalt der unreifen Kollagenketten kommt. Diese sind aber nicht geeignet um die
Langzeitstabilitit des Filters zu gewihrleisten **°*. Der Podozyt detektiert iiber seine
Integrin-Rezeptoren das verdnderte Kollagen bzw. die verdanderte Stuktur der GBM und
produziert darauthin Cytokine und Wachstumsfaktoren, um den Schiden der GBM zu
reparieren. Dadurch kommt es zu einer verstirkten Inflammation und schlieBlich einer
Fibrose, also noch zu einer Verschlimmerung des Schadens. Beim AS gibt es bei
Minnern, da diese nur ein X-Chromosom haben und daher stirker von einer
gonosomalen Mutation betroffen sind, ein early onset, bei dem das Nierenversagens vor
dem 30. Lebensjahr eintritt und ein /late onset, wo dieser Fall erst nach dem 30.
Lebensjahr eintrifft. Frauen sind meistens weniger stark betroffen *. In einer Studie zur
Protein-Architektur zeigte sich aulerdem bei einem Kollagen IV a3—KO Mausmodell,
dass sich im Falle einer solchen Mutation auch die Lage der unreifen Kollagenketten
innerhalb der GBM verindert, da diese normalerweise auf der Endothelseite zu finden
sind, in diesem Fall aber iiber die ganze GBM verteilt waren *’. Dabei wurde vermutet,
dass, wie auch schon fiir Agrin, die Bildung eines reifen Kollagennetzwerkes Einfluss
auf die Organisation der unreifen Ketten sowie anderer GBM-Komponenten hat *'.
Offensichtlich bildet das reife Kollagenkettennetzwerk also eine Art Grundgeriist der
GBM. Wichtig ist aulerdem die Erkenntnis, dass ein a3o04a5-Netzwerk stabiler
gegeniiber Proteasen ist und stirker kreuzvernetzt wird, als ein alalo2-
Kollagennetzwerk *. Ein unreifes Kollagennetzwerk kann daher einen Verlust der

reifen Kollagenketten zwar strukturell, aber auf Dauer nur bedingt funktionell ersetzen.

Gemeinsam mit einem GLEPP1 KO hat das AS also den Effekt, dass es durch eine
verdnderte, unreifere Struktur der GBM zu einer Verschlechterung der Filterfunktion
kommt. Dieser Schaden ist progredient und fiihrt schlielich zum Nierenversagen.
Neuartig und unterschiedlich zum AS ist allerdings, dass beim GLEPP1 KO initial
durchaus eine reife GBM gebildet werden kann und diese dann im Laufe des Lebens

zuriickgebildet und zum Teil wieder durch eine unreife Architektur ersetzt wird.
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4.3 Proteinurie

Es gibt zahlreiche Ursachen fiir einen Defekt des glomeruldren Filterapparates, die zu
einer Proteinurie filhren. Im Fokus stand dabei lange Zeit der Podozyt. So fiihren z.B.
Mutationen in Nephrin, Podocin und a-Aktinin-4 zu einer Proteinurie ». Erst mit der
weiteren Erforschung der genauen Zusammenhédnge riickt nun mehr und mehr auch die
GBM in den Vordergrund bei der Suche nach der zugrunde liegenden Pathologie einer
Proteinurie . Interessant ist dabei welche Mutationen tatsichlich einen Filterdefekt
nach sich ziehen und welche Mutationen keinen Einfluss auf die Leistung des Filters
haben. So ldsst sich herausstellen welche Bausteine besonders essenziell fiir die

Funktion der GBM sind.

4.3.1 Kollagen IV

Mutationen der o-Ketten von Kollagen IV sind in der GBM fast immer mit einem
Filterdefekt assozziert. Eine COL4A1-Mutation fiihrt neben einer Reihe schwerer
extrarenaler Manifestationen auch zu einem Defekt der GBM und einer Hamaturie **.
Zusitzlich wurden Studien durchgefiihrt an Méusen mit einem Doppelknockout der al-
und o2-Kette. Diese Tiere konnten initial eine normale Basalmembran bilden,
verstarben aber dann ungefihr bei der Hilfte der Schwangerschaft ', Eine Mutation an
den unreifen Kollagen IV Ketten fiihrt also in jedem Fall zu einem schweren
entwicklungsbedingten Defizit. Auffillig ist, dass sich die schweren Folgen eines
Kollagendefekts erst im spidteren Verlauf der Entwicklung zeigen. Das legt die
Vermutung nahe, dass Laminin zwar am Anfang der Entwicklung fiir die Organisation
der Basalmembran essenziell ist, aber dann im Verlauf Kollagen eine wichtige Rolle fiir

102 Modelle zu Mutationen an

die Integritat, Stabilitdt und Funktion der Membran spielt
den reifen Kollagenketten haben gemeinsam, dass es immer zu dem Versuch kommt
den Defekt mit Hilfe der unreifen Ketten zu iiberbriicken. So zeigen COL4A3 KO
Miuse neben dem zusdtzlichen Verlust an Kollagen IV 04- und a5-Ketten, eine
Retention von Kollagen IV al- und o2-Ketten . Symptomatisch zeigt sich eine Urdmie
zusammen mit einer Proteinurie und histologisch eine Glomerulonephritis. Die Tiere
haben dabei fiir zwei Monate eine normale Nierenfunktion, die dann jedoch rapide

abfallt, sodass nach vier Monaten nur 5% der Méuse iiberleben 67,68

. Verdnderungen an
der Kollagen IV a5-Kette sind vom x-chromosomalen Alport-Syndrom bekannt. Es

kommt zuerst zu einer Hamaturie und dann progradient zu einer Proteinurie. Ebenfalls
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wird versucht den Mangel an reifen Kollagennetzwerken durch die unreifen Netzwerke
zu substituieren "°. Es scheint also ein géingiger Mechanismus der Kompensation zu sein

auf die unreifen Kollagenketten zuriickzugreifen.

4.3.2 Laminin

Bei Laminin sind vor allem Defekte an den reifen Ketten untersucht worden, da
Schidden an den unreifen Ketten alf1lyl zu einem frithen prénatalen Tod fiihren. Dies
unterstreicht erneut die Bedeutung von Laminin in der frithen Entwicklung, sodass
iiberhaupt eine Grundstruktur gebildet werden kann. Mutationen an Laminin a5 fiihren
zu einem Neuralrohrdefekt und einem prénatalen Tod ">, Handelt es sich nur um eine
hypomorphe Mutation, die zu einem reduzierten Level von Laminin a5 fiihrt, kann eine
GBM gebildet werden und es kommt zu einer progressiven Proteinurie und Hamaturie,

. . . . 1
die nach einem Monat im Nierenversagen enden >'%.

Eine weitere schwere Erkrankung ist das Pierson Syndrom, das assoziiert wird mit

einem kongenitalen nephrotischen Syndrom in Folge einer Laminin B2 Mutation >.

Zusitzlich zeigen sich unterschiedliche okulire und neurologische Manifestationen ">"'°.
Anders als bei Laminin a5 kommt es hierbei also nicht zu einem kompletten
Zusammenbruch der GBM. Es wird vermutete, dass der Mangel an Laminin 2 durch
Laminin B1 kompensiert wird, da es eine Zwischenstufe in der Reifung von Laminin
gibt, die sich aus Laminin a5f1yl zusammensetzt. Die Kompensation reicht zwar
strukturell aber nicht funktionell aus, um den Defekt zu beheben 7 Auch fiir Laminin

scheint es also Mechanismen zu geben, die versuchen einen Defekt durch die

Reaktivierung oder Erhaltung von unreifen Isoformen zu tiberbriicken.

4.3.3 Nidogen und Agrin

Da Nidogen 1 und 2 in ihrer Funktion den jeweils anderen Partner ersetzen konnen,
macht sich ein Einzel-KO nicht bemerkbar "®”. Erst bei einem Doppel-KO von
Nidogen 1 und 2 zusammen kommt es zu Verdnderungen in Form eines perinatalen
Todes. Die Basalmembranen werden trotzdem gebildet und auch die GBM hat ein
normales Erscheinungsbild ***'. Der Mangel an Nidogen 1 und 2 fiihrt also nicht zu
einem Filterdefekt *'. Die Bedeutung einer Heraufregulation von Nidogen im Alter von

vier Monaten ldsst sich daraus nicht erklédren, jedoch ist sie bis jetzt nicht mit einer
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Proteinurie assoziiert worden. Denkbar wire, dass da bereits im Alter von vier Monaten
die Kollagenketten vermindert gebildet werden, kompensatorisch Nidogen
hochreguliert wird, um durch mehr Quervernetzungen die Stabilitit der GBM zu

gewibhrleisten.

Entgegen der urspriinglichen Erwartungshaltung fiihrt ein Knockout von Agrin zwar zu
einem starken Verlust der anionischen Ladung, aber nicht zu einer Albumin- oder
Proteinurie '’. Die Heparansulfate scheinen also keine essenzielle Bedeutung fiir die
Entstehung einer Proteinurie zu haben, sondern eher durch den GLEPP1 KO selbst und

nicht als Reaktion auf die Proteinurie herabreguliert zu werden.

4.4 Regulation der GBM Verinderungen

Die Reifung der Kollagenketten ist ein essenzieller Schritt fiir die Langzeitstabilitit der
GBM . Die Lamininketten hingegen bilden das Grundgeriist in einer friiheren Phase
der Entwicklung. Zu diesem Zeitpunkt gibt es normalerweise noch keine podozytiren
FuBfortsitze '°*. Daher ist ihre Reifung offensichtlich entscheidend fiir die Bildung
funktioneller Fullfortsétze. Es gibt Hypothesen dariiber, dass physiologischerweise in
der Entwicklung erst durch den Lamininswitch der Podozyt zur Differenzierung und
zum Kollagenswitch gebracht wird, die beiden Systeme also eng zusammenhingen *°.
Andereseits gibt es auch Ergebnisse die vermuten lassen, dass die Regulation der beiden
Bausteine unabhiingig voneinander ist °. Eindeutig ist in jedem Fall, dass die einzelnen
Komponenten der GBM in einem engen Netzwerk arbeiten und
Riickkopplungsmechanismen bestehen, die noch nicht vollstandig verstanden sind. Bei

einem GLEPP1 KO kommt es auBBerdem zuerst zu Verdnderungen in Kollagen und

spater erst in Laminin.

Um eine Idee vom zugrundeliegenden Mechanismus der Verdnderung der GBM zu
bekommen, konnen &hnliche entwicklungsbedingte Reifungsprozesse von anderen
Proteinen fiir Klarheit sorgen. Solche Wechsel vollziehen sich ebenfalls beim Myosin
im Muskel und beim Himoglobin. Beim Myosin findet ein Wechsel von einer
embryonalen/neonatalen hin zu einer reifen/erwachsenen Form statt. Dieser Wechsel

105-107
1

wird von extrinsischen neuronalen und hormonellen Faktoren beeinflusst m

Falle von Himoglobin findet ein Wechsel von fetalem zu adultem Hdmoglobin statt.

Der Wechsel wird dabei durch Verinderungen an der Genaktivitit kontrolliert '*'%.
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Die beiden bedeutendsten Mechanismen dabei sind die kompetitive Genaktivitdt und
das autonome Silencing '"°. Eine kompetitive Genaktivitit bedeutet, dass zwei Gene
tiber eine locus control region (LCR) miteinander verkniipft werden und es so immer

109,111
%I Unter dem autonomen

nur zu Aktivierung einer der beiden Gene kommen kann
Silencing versteht man das Ausschalten eines Genes ohne die Fremdeinwirkung andere
Gene, d.h. alle noétigen Faktoren sind in dem Gen selbst oder in den angrenzenden
Gensequenzen  enthalten 1214 Ahnliche  Mechanismen  kénnten  dem
entwicklungsbedingten Reifungsswitch der GBM zugrunde liegen. Vor allem fiir
Laminin scheint der Mechanismus der kompetitiven Genaktivitdt wahrscheinlich, da
sich die Reifung sehr abrupt vollzieht **. Zum genaueren Verstindnis sind weitere

genomische Studien nétig, sodass sich erkldren ldsst wie sich der Wechsel umkehren

lasst und es zur Riickbildung der unreifen Konfiguration der GBM kommt.

Alle genannten Proteinreifungsprozesse haben nidmlich gemeinsam, dass es im Fall
eines Schadens an den reifen Formen zu einer Reexpression der unreifen Formen
kommen kann. Regenerierende Muskelfasern bilden wihrend der Reparatur unreifes
Myosin, um den Schaden zu beheben ''*''®. Fetales Hamoglobin kann ebenfalls im
Rahmen von Erkrankungen mit Hilfe unterschiedlicher Stimulantien reexprimiert

werden 711

Genauso wie in diesen beiden Beispielen zeigt die GBM eine
Reaktivierung von unreifen Kollagen- und Lamininketten im Falle einer Beschadigung

des Filters.

Auf der Suche nach einem &dhnlichen Mechanismus, der an dieser Reaktivierung

beteiligt sein konnte, wurde im Rahmen dieser Arbeit das WT1-Gen genauer untersucht.

44.1 WT1

Beim Wilms' Tumor suppressor gene (WT1) handelt es sich um den essenziellen
Regulator der embryonalen Nierenentwicklung '**'*'. Zellen, in denen WTI iiber die
Embryonalentwicklung hinaus erhalten bleibt, wie zum Beispiel dem Podozyten,
konnen potenziell zwischen einem mesenchymalen und einem epithelialen Zellstatus
wechseln '**'%. Ein WT1-Knockout bei Miusen fiihrt zu einem frithzeitigen Versterben
in der Embryonalphase an multiplem Organversagen *°. AuBerdem gibt es eine Vielzahl
an Mutationen, die entweder mit einer gestorten Entwicklung oder mit der Entstehung

von Tumoren assoziiert sind '**'*°. Bei einem GLEPP1 KO zeigt sich eine niedrigere

67



Expression von WT1. Dabei zeigen sich keine offensichtlichen entwicklungsinduzierten
oder tumordsen Verdnderungen wie bei einer WTI1-Mutation. Die Herabregulation
scheint also erst postnatal und nicht bereits wihrend der Entwicklung zum Tragen zu
kommen. In Modellen zur Untersuchung der Genexpression vor dem Eintritt einer
Proteinurie konnte bereits gezeigt werden, dass es zu einer kombinierten
Herabregulation von WT1 und GLEPP! kommt, im Falle einer Proteinurie **. Ein
weiterer wichtiger Schliisselfaktor, um die Beziehung zwischen den beiden
Komponenten genauer zu verstehen, konnte der Zusammenhang zwischen WT1 und
Kollagen IV al und o2 sein. In Sertolizellen im Hoden von Méusen konnte gezeigt
werden, dass eine WT1-Defizienz zu einer Herabregulation der unreifen Kollagen IV-
Ketten fiihrt *. Die Expression aller anderen Kollagenketten war nicht beeinflusst. Im
Hoden spielt WT1 vor allem eine wichtige Rolle beim Erhalt der Integritit des
zelluldren Gertists. Unter der Annahme, dass sich diese Ergebnisse aus der testikuldren
Basallamina auch auf die GBM der Niere libertragen lassen, ergeben sich einige

Hypothesen:

I. Im Alter von vier Monaten macht sich der GLEPP1 KO bemerkbar. Der
Podozyt dndert sein Expressionsverhalten und es kommt zu einer
Herabregulation von WTI, die eine Herabregulation der unreifen
Kollagenketten mit sich bringt. Zusdtzlich muss es einen Mechanismus geben,
der anders als im Hoden zu einer Herabregulation der reifen Kollagenketten

fiihrt, z.B. auf Grund eines Podozytenschadens.

2. Im Altersverlauf werden nun immer mehr unreife Kollagenketten gebildet,
obwohl das Expressionslevel von WT1 immer weiter abfdllt. Moglicherweise
versucht der Podozyt also das erhohte Vorkommen der unreifen Ketten durch

eine weitere Verminderung von WT1 zu verdndern.

3. Weiterfilhrend muss es entweder zu einer Entkopplung von WT1 und den
Kollagenketten IV al und o2 kommen, da im Alter von zehn Monaten eine
Herabregulation von WT1 nicht mehr mit einer Herabregulation der unreifen
Kollagenketten einhergeht, oder die unreifen Ketten werden aus einer anderen
Quelle z.B. dem Endothel synthetisiert und sind daher nicht mehr von WT1-
abhéngig.
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All diese Hypothesen haben gemeinsam, dass die Bedeutung einer GLEPP1-Mutation
vorallem im Verlauf der Entwicklung, also offensichtlich bei der Aufrechterhaltung der
glomeruldren Filtrationsbarriere, zum Tragen kommt. Ebenfalls dafiir spricht, dass mit
der Zeit die GroBBe des Podozytenschadens immer weiter zunimmt. Ob nun WT1 eine
dhnlich zentrale Rolle wie z.B. die LCR beim Hamoglobin-Switch einnimmt, ldsst sich
zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht sagen. Fest steht jedoch, dass es eine Assoziation
zwischen GLEPP1 und WTI gibt, die an der Riickbildung der unreifen Kollagenketten

beteiligt sein konnte.

4.5 Limitationen der Arbeit

Wieso es endgiiltig zum Swifch von einer reifen zu einer unreifen GBM kommt, lasst

sich mit den bis jetzt gewonnenen Informationen nicht kléren.

Methodisch lésst sich an dieser Arbeit kritisieren, dass die Versuche mit einem hdheren
n-Wert reproduziert werden miissten, um eventuelle Ausreiler zu beriicksichtigen.
Durch  die unterschiedlichen anatomischen Gegebenheiten wihrend der
Mausoperationen konnte es daher auch bei striktem Befolgen des Protokolls, abhingig
vom Verlauf der Operation, zu kleineren Abweichungen kommen. Ein weiteres
Problem konnte der Bezug von Laminin auf Nidogen, als Ladungskontrolle im
Westernblot, im Alter von vier Monaten sein, da Nidogen in den KO-Méusen auf RNA-
Ebene verstarkt exprimiert war. Diese Aussagekraft ist allerdings beschrinkt solange

die RNA-Ergebnisse nicht auf Proteinebene bestitigt werden.

Um dem Schliisselmechanismus hinter dem Switch weiter ndher zu kommen, bedarf es
weiterer auch zellbasierter Versuchsreihen. Interessant wére auBlerdem eine
Untersuchung von Tieren nach den zehn Monaten z.B. nach zw6lf Monaten oder auch
vor dem beobachteten Zeitraum wéihrend der Embryonalphase, um den genauen
Zeitpunkt, an dem die GLEPP1-Mutation zum Tragen kommt, zu bestimmen. Im
Rahmen von Zellversuchen wire es von Bedeutung zu untersuchen wie sich die
Syntheseleistung des Podozyten ohne GLEPP1 verhilt. Ein weiterer Aspekt wire die
Untersuchung des bis jetzt auBeracht gelassenen Endothels, da dieses auch einen Anteil
an der Synthese der unreifen Ketten hat. Moglicherweise kann das Endothel auch einen
Impuls zum Switch liefern. Bereits im Fokus dieser Arbeit liegt die Expression von

WTI1 und auch hierzu konnten weitere Zellversuche durchgefiihrt werden, um ein
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genaueres Verstdndnis vom Zusammenhang zwischen GLEPP1 und WTI1 zu

bekommen.

Um weitere Erkenntnisse zu gewinnen wire es von Interesse, ob die gefundenen
Verdnderungen von der Genexpression oder den Proteinen abhéngig sind. Dazu konnte
man untersuchen wie sich die Niere entwickelt, sollte man eine GLEPP1 KO Niere in
eine gesunde Maus transplantieren. Ahnliches wurde bereits fiir einen Laminin a5 KO
untersucht, mit dem Ergebnis, dass sich ein Hybrid Glomerulum bildet, das sich aus
gesunden Endothelzellen und mutierten Podozyten zusammensetzt '*°. Auch auf Grund
der Tatsache, dass eine Transplantation bei einer GLEPP1 Mutation offensichtlich zu
keinem Riickfall mehr fiihrt*, wire es von Bedeutung zu untersuchen ob sich dabei
auch ein Hybrid Glomerulum bildet und welcher der beiden Produzenten der GBM

davon betroffen ist.
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S Schlussfolgerung

Ein GLEPP1 KO fiihrt zu einer Proteinurie bei alternden Miusen. Als Korrelat dieser
Proteinurie kommt es zu anatomischen und funktionellen Verdnderungen in der
Architektur der GBM. Diese Anderungen resultieren in einer Reexpression von unreifer
GBM, die zwar bedingt strukturell, aber nicht funktionell die physiologische GBM
ersetzen kann. Dabei wird zuerst im Alter von sechs Monaten unreifes Kollagen IV
gebildet und erst im Alter von zehn Monaten dann auch unreifes Laminin. Der genaue
Mechanismus konnte bis jetzt nicht gekldart werden, allerdings scheint es eine

Assoziation mit dem Transkriptionsfaktor WT1 zu geben.

An die Aufschliisselung des Mechanismus konnte fiir betroffene Patienten eine
frithzeitige kausale Therapie gekniipft werden. Mdglicherweise ist die Reexpression von
unreifer GBM bei der Maus ein protektiver Mechanismus, der beim Menschen bisher
nur beim AS bei Fehlen einer der reifen Kollagen IV Ketten beobachtet worden ist. Bei
Patienten mit idiopathischen nephrotischen Syndrom sollte auf homozygote Mutationen

im GLEPP1 Gen untersucht werden.

Als langfristiges Ziel gilt also die Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen. Bis

jetzt scheint die Transplantation, die einzige Behandlungsoption zu sein.
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