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I. Zusammenfassung

Die Albuminurie ist ein frither klinischer Marker fiir einen Defekt des glomeruldren Filters bei
einer hypertensiven und diabetischen Nephropathie und korreliert mit dem kardiovaskuldren
Risiko. Die Albuminurie resultiert aus einem Defekt des glomeruldren Filters. Die Behand-
lung mit Medikamenten, die in das Renin-Angiotensin-System eingreifen (ACE-
Hemmer/Angiotensin-II-Rezeptor Blocker) ist weltweit in den Leitlinien vertreten. Der neph-
roprotektive Effekt ldsst sich nicht allein durch die Reduktion des Blutdrucks erklidren. Die
Inhibtion des Renin Angiotensin Aldosteron Systems vermag die Albuminurie weitaus stérker
zu senken als es durch einen alleinigen antihypertensiven Effekt einer Vergleichsmedikation
mit Ca-Antagonisten zu erkldren ist. Ein Angiotensin II-abhidngiger blutdruckunabhingiger
Mechanismus wurde bereits seit langem postuliert. Ein wesentliches Strukturprotein des glo-
meruldren Filters ist Nephrin, das die interdigitierenden podozytiren FuBfortsidtze verbindet
und durch die Interaktion mit dem Adapterproteins B-Arrestin2 endozytiert wird. Die Endozy-
tose fiihrt zu einer Destabiliserung des glomeruldren Filters und ermdglicht die Passage von
Makromolekiilen, wie z.B. Albumin. Die Stimulation mit Angiotensin II verstirkt die Nephrin
B-Arrestin2 Interaktion und konsekutiv die Endozytose. Dieser Effekt wird iiber den AT;-
Rezeptor vermittelt und kann durch eine medikamentdse Inhibition des Rezeptors aufgehoben
werden. Das Galpha-g-Protein konnte in Mutationsstudien als essentiell fiir die Signaltrans-
duktion des Angiotensin II Effekts identifiziert werden. Sowohl das Galpha-q Signal als auch
die Phospholipase C sind fiir die Endozytose des Proteinkomplexes unabdingbar. Der RNA-
Knockdown bzw. Inhibition des Enzyms fiihrt zu einem Verlust der Endozytosefdhigkeit. Das
Nephrin-Tyrosin in Position Y129 und Y125 konnte als notwendiges Phosphorylierungsmotiv
fiir die Bindung von B-Arrestin2 identifiziert werden. Der Knockdown des Doppelmotivs ver-
hindert die Bindung des Adapterproteins B-Arrestin2. Ein Schliisselmotiv zur Interaktion mit
dem Zytoskelett und Bindung an Nck zur Stabiliserung von Nephrin konnte in Y7 identifi-
ziert werden. Die Stimulation mit Angiotensin II schwicht die Bindung von Nephrin an nck2
ab. In Zusammenschau der Befunde liegt die Vermutung nahe, dass Angiotensin II die struk-
turelle Integritdt des glomerulédren Filters verdndert 1.S. einer Destabilisierung durch die redu-
zierte Bindung an das Zytoskelett i.F. von Nck2 und die Endozytose des Nephrin-f-Arrestin2
Proteinkomplexes. Dies fordert die Ausbildung einer Albuminurie. Dieser neue Mechanismus
wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass die Behandlung mit AT;-Rezeptorantagonisten
bei bekannter diabetischer Nephropathie zu einer riickldufigen Albuminurie bei normotensi-

ven Patienten fuhrt.



I. Summery

Albuminuria is an early clinical marker of a glomerular filter defect in hypertensive and
diabetic nephropathy and correlates with cardiovascular risk. The albuminuria results from a
defect of the glomerular filter. The treatment with drugs that interfere with the renin-
angiotensin system (ACE-inhibitor / Angiotensin II receptor blocker) is represented
worldwide in the guidelines. The nephroprotective effect can not be explained by the
reduction of blood pressure alone. The inhibition of the renin angiotensin aldosterone system
is able to reduce albuminuria much more than can be explained by a sole antihypertensive
effect of a comparison medication with Ca-antagonists. An Angiotensin II dependent blood
pressure independent mechanism has been postulated for a long time. An essential structural
protein of the glomerular filter is Nephrin, which connects the interdigitating podocytic foot
processes and is [-Arrestin2-endocytosed by interaction with the adapter protein.
Endocytosis leads to destabilization of the glomerular filter and allows the passage of
macromolecules, e.g. Albumin. Stimulation with angiotensin II enhances Nephrin-f3-Arrestin2
interaction and consecutively endocytosis. This effect is mediated via the AT1 receptor and
can be reversed by drug inhibition of the receptor. The Galpha-q protein could be identified in
mutational studies as essential for the signal transduction of the Angiotensin II effect. Both
the Galpha-q signal and the Phospholipase C are essential for the endocytosis of the protein
complex. The RNA-knockdown or inhibition of this enzyme leads to a loss of
endocytosecapability. The Nephrin tyrosine in position Y120 and Y125 could be identified as
a B-Arrestin2 necessary phosphorylation motif for the binding of B-Arrestin2. The knockdown
of the double motif prevents the binding of the adapterprotein B-Arrestin2. A key motif for
interaction with the cytoskeleton and binding to Nck for the stabilization of nephrin was
identified in Y3;7. Angiotensin II stimulation weakens the binding of nephrin to Nck2. In
summary, the findings suggest that Angiotensin II alters the structural integrity of the
glomerular filter for the purpose of destabilization by reduced binding to the cytoskeleton
represented by Nck2 and the endocytosis of the Nephrin-p-Arrestin2 protein complex. This
promotes the formation of an albuminuria. This new mechanism is supported by the
observation that treatment with AT1 receptor antagonists in known diabetic nephropathy leads

to a decrease in albuminuria in normotensive patients.
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1. Einleitung

1.1 Ubersicht

Die Kontrolle des Wasser-, Elektrolythaushaltes und die Entgiftung harnpflichtiger Substan-
zen sind wesentliche Funktionen der Niere. Ca. 1 Millionen Funktionseinheiten, die sog.
Nephrone gewéhrleisten diese Funktionen. Diese bestehen aus einem proximalen Gefal3-
knéuel, dem sog. Glomerulum und einem distalen Tubulussystem. Der im Glomerulum ultra-
filtrierte Primédrharn wird im weiteren Verlauf konzentriert und hinsichtlich des Inhaltes regu-
liert, sodass tdglich ca. 1-1,5 L Sekundérharn ausgeschieden werden.

Die glomeruldre Ultrafiltrationseinheit zwischen Blut und Harn besteht aus drei Hauptschich-
ten: dem fenestrierten Kapillarendothel, der glomeruldren Basalmembran (GBM) und der auf
der Harnseite lokalisierten Schlitzmembran zwischen den interdigitierenden Fuffortsdtzen der
Podozyten, die der glomeruldren Basalmembran von innen aufliegen. Das Ultrafiltrat wird
hier hinsichtlich der GroBe, Ladung und physikalischer Beschaffenheit selektioniert. Nieder-
molekulare Solute und Wasser passieren die glomeruldre Ultrafiltrationseinheit ungehindert,
Makromolekiile wie Plasmaproteine und 16sliche Zellstrukturen werden zuriickgehalten.

Das glomeruldre fenestrierte Kapillarendothel, bestehend aus der eigentliche Zellmatrix mit
60-80nm groflen transzelluldren Fenestrierungen und der ca. 500nm breiten Glycokalix, liegt
der glomerulidren Basalmembran auf der Blutseite auf. In der Vergangenheit wurde der - aus
Glycoprotein und Proteoglykan aufgebauten- Glycokalix und dem fenestrierten Endothel v.a.
eine Relevanz hinsichtlich der Groen- und Ladungsselektion beigemessen. In aktuelleren
Untersuchungen stellt sich vermehrt das Bild eines dynamischen Modells dar mit essentiellen
interzelluldren Funktionen zwischen dem Endothel und den Podozyten innerhalb der gesam-
ten glomeruldren Ultrafiltrationseinheit [1] [2] [3] [4]. Die glomeruldre Basalmembran ist eine
ca. 300nm breite dreischichtige amorphe extrazellulire Geriistmatrix (Lamina rara externa,
Lamina densa, Lamina rara interna), die v.a. aus Kollagen IV, Laminin, Entactin, Nidogen
und Proteoglykanen besteht [5]. Den sulfatierten Glycoaminoglykangruppen der Proteoglyka-
nen, bestehend aus Heparansulfaten und Chondroitinsulfaten wird aufgrund der hohen Elekt-
ronegativitit, wie der Glycokalix des fenestrierten Kapillarendothels, eine Ladungselektion

des Ultrafiltrats zugesprochen [6].



12

N

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme des glomeruliiren Filters.

A) Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Podozyten und der interdigitierenden Ful}fortsiitze von
Podozyten. B) Elektronenmikroskopische Aufnahme des glomeruliiren Filters bestehend aus dem fenest-
rierten Endothel, der glomeruliren Basalmembran und der glomeruliren Schlitzmemebran zwischen den

Podozytenfulifortsitzen. [7].

Podozyten sind viszerale Epithelzellen von deren Soma PrimédrfuBBfortsdtze ausgehen. Von
den Primérfortsitzen verlaufen, die Kapillare und die aufliegende glomeruldre Basalme-
membran umschlingend, interdigitierende Sekundirfortsitze [8]. Uber jene Primir- und Se-
kundarfortsdtze wird die Adhidsion, des im Lumen der Bowman-Kapsel frei flottierenden So-

mas, an der Basalmembran iiber Integrine [9] und Dystroglykane [10, 11] gewéhrleistet.
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Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme glomerulirer Kapillen und interdigitierenden Fuf}-

fortsitzen. P: Soma eines Podozyten. [7].

Eine erhohte kardiovaskuldren Mortalitdt und die Progression einer Niereninsuffizienz konnte
in der Vergangenheit fiir das Auftreten einer Albuminurie in Assoziation mit der diabetischen
Nephropathie und nicht-diabetischen Nephropathien nachgewiesen werden [12]. Die Albumi-
nurie resultiert aus einem Defekt des glomeruldren Filters. In der Gesamtbevdlkerung ist die
Albuminurie ein unabhéngiger Pradiktor fiir die kardiovaskuldre Mortalitdt [13] [14]. Unab-
héngig von der geschitzten Glomeruldren Filtrationsrate (GFR) konnte eine erhohte Gesamt-
mortalitit und ein erhohtes kardiovaskulédres Risiko unter einer bestehenden Albuminurie auf-

gezeigt werden [15].

1.2 B-Arrestin 2

Die Gruppe der Arrestine umfasst vier bekannte Molekiile die, mit der Ausnahme der retinal
lokalisierten Arrestine 1 und 4 [16], ubiquitar exprimiert werden [17] [18] [19]. Zu den nicht-
retinal exprimierten Arrestinen gehdren B-Arrestin 1 und 2 (Syn.: Arrestin 2 und Arrestin 3).

Alle funktionellen Mitglieder dieser Genfamilie konnen mit Typ-7-Transmembranrezeptoren
(7-TMR) interagieren, welche durch Licht oder Liganden aktiviert werden. Das Phosphorylie-
rungsmuster des C-Terminus durch G-Protein-gekoppelte Kinasen (GRK) [20] beeinflusst die
Affinitét der einzelnen Arrestine zum Rezeptor. Relevante Folge ist die Ddmpfung des Rezep-

torsignals durch sterische Hinderung der Interaktion zwischen heterotrimeren G-Protein und
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dem Rezeptor [18, 21] [22]. Die B-Arrestin vermittelte Desensitivierung eines Rezeptorsig-
nals und die Clathrin abhéngige Endozytose, sowie die folgende Sequestrierung in Form von
Degradation oder Wiederverwertung von Typ-7-Transmembranrezeptoren konnten experi-
mentell nachgewiesen werden [23] [24]. Neben der direkten Féhigkeit zur Interaktion mit
Clathrin iiber B2-Adaptin [25] [26] konnen B-Arrestine ebenso als Adapterprotein fiir das
kleine G-Protein ARF6 (ADP-ribosylation factor 6) in einer Bindungskaskade von AP-2 (2-
Adaptin), Dynamin und ARNO (ARF nucleotide exchange factor) dienen. Erstmals wurde
dies am B2-Adrenorezeptor 2001 durch Claing et al dargestellt [27].

B-Arrestin2 kann dariiber hinaus als Adapterprotein in der postranslationalen Modifikation
innerhalb des Ubiquitin-Systems dienen. Die Notwendigkeit der B-Arrestin2-Expression zur
Bindung der E3-ubiquitin-Ligase Nedd4 und somit die erfolgreiche Ubiquitinierung des p2-
Adrenorezeptors (f2AR) und folgende lysosomale Degradation konnte durch Shenoy et al
nachgewiesen werden [28] [29]. Fiir ein potentielles Recycling des AR durch eine Deubi-
quitinierung wird B-Arrestin2 als Adapterprotein fiir die Deubiquitinasen USP20 und USP33
bendtigt [30].

Die p-Arrestin abhdngige Endozytose beschrinkt sich nicht nur auf Typ-7-
Transmembranrezeptoren, sondern konnte ebenso an Na/H+-Austauscher NHEI und NHES
[31], an kardialen spannungsabhéngigen Ca-Kandlen [32] und an liganden-aktivierten nicoti-
nergen Acetylchonlinrezeptoren [33] nachgewiesen werden.

Eine relevante Bindungs- und Regulationsstruktur flir f-Arrestin 1 und 2 wurde in Typ-1-
Transmembranrezeptoren in Form von transforming growth factor (TGF)-B-III-Rezeptoren
identifiziert [34].

Die fiir die glomeruldre Ultrafiltrationeinheit relevante Interaktion zwischen B-Arrestin2 und
dem Typ-1-Transmembranrezeptor Nephrin wurde 2006 erstmalig beschrieben. Die Dephos-
phorylierung des Tyrosins in Position 1193 fiihrt zu einer verstirkten Bindung von [3-

Arrestin2 und der folgenden Endozytose des Proteinkomplexes [35].

1.3 Nephrin

Das humane Nephrin, ein aus 1241 Aminosduren bestehendes Genprodukt des NPHS1-Gens,
wurde erstmalig durch Positionsklonierung i.R. der Identifizierung der Pathogenese des kon-
genitalen Nephrotischen Syndroms vom finnischen Typ beschrieben [36]. Dieses autosomal-
dominante vererbte Erkrankungsbild ist durch eine bereits in utero ausgepréigte Proteinurie

und eine postnatal rasch progrediente Nephropathie gekennzeichnet und wird durch lokore-
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gional und familidr unterschiedliche Mutationen im NPHS1-Gen hervorgerufen [37].
Elektronenmikroskopisch und immunologisch konnten nachgewiesen werden, dass Nephrin
wihrend der Embryonalentwicklung spezifisch durch Podozyten in der glomeruldren Schlitz-
membran exprimiert wird [38] [39] [40] [41]. Murine Knockout-Modelle fiir das NPHS1 Gen
zeichnen sich durch eine massive Proteinurie und einen raschen Tod, meist in den ersten 24
Lebensstunden aus. Eine glomeruldre Schlitzmembran kann nicht nachgewiesen werden, die
podozytiren FuBfortsidtze verschmilzen und die Tubuli, sowie der Bowmann'sche Kapselraum
der Glomeruli sind massiv dilatiert [42].

Als Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie und Typ-1-Transmembranrezeptor weist das
180 kD schwere Nephrin im N-terminalen extrazelluldren Abschnitt eine Fibronectin Typ-3-
dhnliche Doméne und acht Immunglobulin-Motive auf, die in eine singuldre Transmembran-
Domine iibergehen [36]. Im zytosolischen Abschnitt liegen insgesamt acht mdgliche Tyrosin-
Phosphorylierungsdoménen vor [43].

Extrazellulire Adhésionsfahigkeiten wurden u.a. in der Heterodimerisierung mit Neph1/2 und
Homodimerisierung mit Nephrin nachgewiesen [44] [45]. Nephrin wird als integraler Be-
standteil der glomeruldren Schlitzmembran durch die Yes-abhingige Phosphorylierung an
Position T1193 durch Podocin intrazelluldr verankert und dient als moglicher Sensor fiir die
korrekte Positionierung des Strukturproteins innerhalb der glomeruldren Schlitzmembran
[35]. Die Phosphorylierung von c-terminalen YDxV Motiven an Position 1176, 1193 und
1217 des humanen Nephrin durch die Src-Kinasen Fyn und Yes ermoglicht die Bindung von
Nck (non-catalytic region of tyrosine kinase). Nck dient als Adapterprotein fiir die Interaktion
mit dem Actin-Zytoskelett [46]. Mit zunehmenden Kenntnissen iiber die biochemischen Pro-
zesse in Podozyten wird Nephrin nicht nur als Adhésionsprotein von Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Kontakten angesehen, sondern nimmt eine Rolle als wichtiges Regulationsprotein fiir
die Signaltransduktion, Funktionserhaltung und Struktur der glomeruldren Schlitzmembran
ein [47] [48]. Der C-Terminus unterliegt einer hoch dynamischen Regulation durch Phospho-
rylierung und Dephosphorylierung von verschiedenen Tyrosinmotiven u.a. durch die Src-
Kinasen Fyn und Yes [49] [50]. Auf der Basis des molekularen Autbaus und elektronenmik-
roskopischer Bildgebung durch Rodewald und Karnovsky im Jahr 1974 entwickelte Tryggva-
son 1999 erstmals ein dynamisches Modell zum molekularen Aufbau der glomeruldren

Schlitzmembran (Abb. 3).



16

Abbildung 3: Modell der glomeruliren Schlitzmembran nach Tryggvason et al., 2006 [51].

Weitere bekannte Expressionsgewebe sind die Insulinvesikel der B-Zellen des humanen Pank-
reas und murine Skeletmuskulatur. In den B-Zellen fordert Nephrin nach ersten Erkenntnissen
die Exozytose von Insulin nach Stimulation mit Glucose [52]. In muriner Skelettmuskulatur
konnte Nephrin als notwendiges Protein zur Myoblastenfusion und mogliches Regulations-
protein in der Signaltransduktion von MAPK/ERK in der myogenen Differenzierung identifi-
ziert werden [53].

14 Angiotensin 11

Das Plasma-Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) wird nach heutigem Kenntnis-
stand als akuter neuronaler und endokriner Regulator des kardiovaskuldren Systems zur Kont-
rolle des Blutdrucks, des Wasser-, Elektrolythaushaltes und somit auch der Nierenfunktion
angesehen. Die in juxtaglomeruldren Zellen synthetisierte Protease Renin katalysiert die Hyd-
rolyse des hepatisch synthetisierten Angiotensinogen an Position 10Leu/11Val der Aminoséu-
rekette und generiert in Folge Angiotensin I (H,N-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-
Leu-COOH). Angiotensin I wird durch das pulmonale Angiotensin-converting-Enzyme
(ACE) oder die endothelial exprimierte Chymase an Position 8Phe/9His hydrolysiert und zu
Angiotensin II (Ang II) konvertiert. [54] [55]. Die lokale Angiotensinkonzentration innerhalb

des Nierenparenchyms konnen die systemischen Konzentrationen um den Faktor 1000 iiber-
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steigen [56] [57]. Angiotensin II, ein 1046 Da grofles Octapeptid, stellt als Effektor-Molekiil
die biologisch aktive Form zur Interaktion mit den Angiotensin-II-Rezeptor Subtypen dar. Die
wesentlichen Effekte umfassen v.a. die AT;-Rezeptor-assoziierte und G-Protein-induzierte
Vasokonstriktion in Myozyten, die Freisetzung von Aldosteron und die konsekutive tubuldre
Natrium- und Wasserretention. Unabhingig von der Blutdruckregulation konnte Angiotensin
II als Wachstumsfaktor zur Regulation der Zellproliferation, -hypertrophie, Inflammation und
Migration von Podozyten identifiziert werden [58]. Neben systemischen Effekten des Plasma-
Renin-Angiotensin-Systems auf das Zirkulationssystem konnten auch lokale Renin-
Angiotensin-Systeme in der Niere [59], Gehirn [60], Herz [61], Haut [62] und Pankreas [63]
identifiziert werden, die teilweise unabhédngig von der Plasma-Angiotensin-II-Konzentration
sind. Diesen Gewebe-assoziierten Renin-Angiotensin-Systemen wird das Potential einer su-
bakut oder chronischen lokalen Modulationsfahigkeit des Gewebes zugeschrieben im Ver-
gleich zu akuten Effekten durch das Plasma-Renin-Angiotensin-System. [64]. Die Darstellung
aller bisher erworbenen Erkenntnisse liber Angiotensin II iibersteigt den Rahmen dieser Ar-

beit, so dass nur ausgewihlte Informationen wiedergegeben werden.

1.5 AT;- Rezeptor

Zwei unterschiedliche humane Subtypen des zur Superfamilie der G-Protein gekoppelten 7-
Transmembranrezeptoren gehorenden Ang-I1-Rezeptors konnten bisher unter selektiver Inhi-
bition mit Losartan (AT1-Rezeptor) und P123319 (AT2-Rezeptor) identifiziert werden [65].
Zwei weitere Subtypen des AT1-Rezeptors (AT1A-Rezeptor/AT1B-Rezeptor) wurden in ver-
schiedenem murinen Gewebe nachgewiesen. In dieser Arbeit wird die Bedeutung des AT1 —
Rezeptors untersucht.

Der 359 Aminosduren umfassende und 41 kDa grofle transmembrandre AT;A-Rezeptor be-
steht aus einem extrazelluliren NH2-Terminus und sieben a-helicalen Transmembran-
Dominen, die liber jeweils drei intra- und extrazelluldre Schleifen miteinander verbunden
sind. Der cytoplasmatische C-Terminus beinhaltet insgesamt vier Tyrosin-Motive
(Tyr303/313/320/340) drei potentieclle PKC-Phosphorylierungsdoménen (Ser332/339/349)
und drei weitere Regulationsmotive (NPXXY, STL, YIPP), welche fiir die Rezeptorendozyto-
se und Interaktion mit JAK-Kinasen notwendig sind [66]. Der AT;-Rezeptor wird auf dem
Chromosom 3 codiert. Eine vaskulére, hepatische, renale, suprarenale, cerebrale, pulmonale
und kardiale Expression des AT;-Rezeptors ist beschrieben [67, 68]. Homozygote AT1A-
Rezeptor-defiziente Knockout-Méuse zeigen eine signifikante Reduktion des mittleren arte-

riellen Drucks (MAD) in euvoldmen Zustand und einen signifikanten Anstieg des MAD unter
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Volumenexpansion im Vergleich zum Wildtyp [69].

Die iiber den AT,-Rezeptor vermittelten kardiovaskuldren Effekte reichen von der Blutdruck-
und Vasoregulation iiber Zellproliferation und Hypertrophie z.B. von Kardiomyozyten [70,
71] [72]. Die hervorgerufenen Effekte werden mit einer erhohten kardiovaskuldren Morbiditét
z.B arterieller Hypertonie und Atherosklerose assoziiert.

Die Regulation des Fliissigkeits- und Natriumhaushaltes sind weitere wesentliche Effekte, die
{iber eine AT;-Rezeptor induzierte Ca**-Freisetzung und konsekutive Aldosteronsynthese und
-freisetzung hervorgerufen werden [73].

Die Angiotensin-II-vermittelte Signaltransduktion am AT;A-Rezeptor findet liber mehrere
verschiedene und gut untersuchte Singalkaskaden statt. Die fiinf klassischen Mechanismen
zur Signaltransduktion sind die Aktivierung der Phospholipase A,, Phospholipase D, Phos-
pholipase C, Inhibition der Adenylatcyklase und Aktivierung von L-Typ-Ca’*"-Kanilen. Die
Aktivierung der ersten vier Mechanismen wird durch die G-Proteine vermittelt [74].

Fiir diese Arbeit wurde das G-Protein-Signal, die Aktivierung Phospholipase C und die kon-
sekutive Aktivierung von MAP-Kinasen, sowie die Relevanz der Phosphatidylinositol-3-
Kinase fiir den Angiotensin II Effekt untersucht. Abbildung 18 zeigt eine schematische Uber-
sicht iiber die untersuchte Signaltransduktion. Aufgrund der weitreichenden Informationen zu
diesen Signalwegen bleibt es lediglich bei einer Benennung dieser. Eine ausfiihrlichere Erkla-

rung erfolgt im FlieBtext und den folgend dargestellten Ergebnissen.
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2.Fragestellung

,»Molekulare Signalkaskade der Angiotensin-II-vermittelten Proteinurie®

Chronische Nierenerkrankungen konnen heute u.a. mit zwei grolen Gruppen von Erkrankun-
gen assoziiert werden — kardiovaskuldre Erkrankungen und Diabetes mellitus.

Die Proteinurie in Form von Mikro- und Makroalbuminurie stellt fiir beide Gruppen einen
wichtigen prognostischen Faktor dar. Die Verminderung einer Progression der Nierenerkran-
kung und der Proteinurie kann durch den therapeutischen Eingriff in das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) erzielt werden; ein ursidchlicher Faktor ist in der Angiotensin II-
Wirkung zu vermuten. Als Zielstrukturen von Angiotensin II sind v.a. der AT1-Rezeptor und
AT2-Rezeptor zu nennen. Eine Schiadigung des glomeruldren Filters, bestehend aus fenest-
riertem Endothel, Basalmembran und der zwischen den Podozyten befindlichen Schlitzmemb-
ran, duflert sich symptomatisch als Proteinurie.

Das Strukurprotein Nephrin der glomeruldren Schlitzmembran und das spezifische Expressi-
onsverhalten sorgen u.a. filir die strukturelle Integritdt bzw. Permeabilitit des glomeruldren
Filters. Nephrin interagiert unter bestimmten Bedingungen mit dem im Podozyten exprimier-
ten Protein B-Arrestin-2. Dies fiihrt zu einer Internalisierung von Nephrin fiihrt und erhoht die

Permeabilitét des glomeruldren Filters.

Hypothese / Fragestellung:
Kann die Nephrin-B-Arrestin-2-Interaktion durch die Angiotensin-II-Wirkung verstirkt wer-
den?

Welche intrazelluldre Signalkaskade liegt zugrunde?
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 PCR
Accu Prime 10x PCR Puffer II, 500ul (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
Accu Prime Taq DNA Polymerase System
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP) 10.000 U/ml (New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland)
Glycogen (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Phenol Solution (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Primer (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland)

3.1.2  Ligation

Agarose (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
T4-DNA-Ligase 400 U/ul (New England Biolabs GmbH)

3.1.3 Chemisch kompetente Bakterien
Chemisch kompetente Bakterien in TfBII Puffer (Escherichia coli)
(Invitrogen Life technologies, Carlsbad, USA)
E. coli MC 1061 fiir Ampicillin oder Kanamycin Resistenz
E.coli MC 1061 P3 fiir Ampicillin und Tetracyklin Resistenz

3.1.4  Antibiotika Stocklosungen und Konzentrationen
Tetracyclin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
Tetracyclin Losung:
Img/ ml (0,1g in 50ml A.d. + 50ml Ethanol)
Ampicillin (Serva Electrophoreris GmbH Heidelberg, Deutschland)
Ampicillin Losung:

10mg/ ml in A.d.

Kanamyecin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
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Kanamycin Losung :

0,5mg/ ml in A.d.

Antibiotika Endkonzentration in LB Fliissigmedium und Agar

Ampicillin 100 pg/ ml

Ampicillin/ Tetracyclin 25 pg/ ml; 7,5 pg/ ml

Kanamycin 50 pg/ ml (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)

Transformation

LB Agar

250 ml H,O

8,75 g LB Agar (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
75 ul 10M NaOH

10 cm Petrischale, Kunststoff (Sarstedt AG&Co, Sarstedt)

LB Fliissigmedium
6 g LB Broth Base (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) ad 300 ml ddH,O (pH
Titration auf 7,0 mit NaOH)

Transformationsansatz

Inkubator (Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland)

1 pg zu amplifizierendes Plasmid

50 ul E. coli MC1061 oder MC1061 P3 Suspension

10 cm LB Agarplatte mit Antibiotikum in 0.g. Konzentration

Minikultur

Inkubationsschiittler (Infors-HT, Multitron)
15 ml Rohrchen, steril (Cellstar)
3 ml LB Fliissigmedium mit Antibiotikum in o.g. Konzentration

Bakterienkolonie der Agarplatte aus 5.5.1

Maxikultur

Inkubationsschiittler (Infors-HT, Multitron)
500 ml Glaskolben, steril
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200 ml LB Fliissigmedium mit Antibiotikum in 0.g. Konzentration

200 pl der Bakterien/LB-Medium Suspension aus 5.1.5.1

Maxi-Préparation

Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

100 % Isopropanol

70 % Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) zum Waschen
200 pl H>O (fiir Chromatographie, HPLC)

Restriktionenzymverdau und DNS Photometrie

1 pg Plasmid DNA

3 ul Reaktionspuffer (NEBuffer 1, 2, 3; New England Biolabs Inc.)

0,5 ul Restriktionsendonuklease 1 (10.000 U/ul, New England Biolabs Inc.)
0,5 ul Restriktionsendonuklease 2 (10.000 U/ul, New England Biolabs Inc.)
25 ul H,O

Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Photometer (Eppendorf BioPhotometer)

Agarose- Gelelektrophorese

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (40 mM Tris; 20 mM Essigsédure; 500 mM EDTA, pH
8,0)

Vier Tropfen Ethidiumbromidlosung 0,025%, wissrige Losung (250 pg/ml)
(Roth, Karlsruhe, Deutschland)

1% Agarose NEEO, Ultra-Qualitét (Roth)

Vektoren, Plasmide und Restriktionskarten

CDM.F.GFP

CDM.slg

CDM.slg.Nephrin.cyt. (Dr. Gerd Walz, Universitit Freiburg, Deutschland)
CDM.slg.Nephrin.cyt.1087-1208

CDM.slg.Nephrin.cyt.1087-1215

CDM.slg.Nephrin.cyt.1087-1221

CDM.slg.Nephrin.cyt.1087-1241

Die angegebenen Werte beschreiben die Linge des exprimierten Proteins vom N-

Terminus zum C-Terminus ausgehend von der physiologischen Gesamtldnge des
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Proteins.

CDM.slg.Nephrin. WT

CDM.F.B-Arrestin2

CDM.slg.Nephrin.cyt.S1146A
CDM.slg.Nephrin.cyt.S1146D
CDM.slg.Nephrin.cyt T1120AT1125A (Dr. Gerd Walz, Universitit Freiburg,
Deutschland)

CDM.slg.Nephrin.cyt. T1120A (Quack, JBC, 2011)
CDM.slg.Nephrin.cyt. T1125A (Quack, JBC, 2011)
CDM.slg.Nephrin.cyt. Y1217A
CDM.slg.Nephrin.cyt. Y1217F
pEGFP.AT1-Rezeptor

pEGFP.AT1-Rezeptor A319

CDM.F.Nck2. (Nina Jones, Kanada)

Sequenzierung

1,5 ml Safe-Lock Eppendorf Getal3e (Eppendorf)
750-1500 ng Plasmid
20 pmol Primer

Eurofins MWG Operon SmartSeq Kit

Zellkultur

Zellen und Medien

HEK 293T-Zellen (Human embryonic kidney)
COS 7 (African green monkey kidney)
Podozyten (murin)

Podozyten (human)

PBS Dulbecco (Phosphat buffered Saline) w/o Ca'", w/o Mg, low Endotoxin
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Trypsin/ EDTA Solution 0,05 %/ 0,02 % w/v in PBS w/o Ca"", w/o Mg++ (Bioch-
rom AG, Berlin, Deutschland)
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HEK293T

VLE Dulbesso’s MEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), 3,7 g/L NaH-
COs, 4,5 g/L Glucose, L-Glutamin, Na-Pyrovat, very low Endotoxin (Biochrom
AG, Berlin, Deutschland)

+ 10% FBS Superior (Fetales Kélberserum) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)

Murine Podozyten

RPMI 1640 mit stabilem Glutamin (2,0 g/ml NaHCOs) (Biochrom AG, Berlin,
Deutschland)

+ 10% FBS Superior (Fetales Kilberserum) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
+ 400 Units Penicillin/Streptomycin

+ 100 Units rekombinantes Interferon y (E.coli) (Roche Applied Science, Indian-

apolis, Indiana, United States of America)

Humane Podozyten

RPMI 1640 mit stabilem Glutamin (2,0 g/ml NaHCO3) (Biochrom AG, Berlin,
Deutschland)

+ 10% FBS Superior (Fetales Kélberserum) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
+ 1% ITS (Insulin, Transferrin, Selenium) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland)

Transfection

0,25 M Calciumchlorid-dihydrat p.a. ( Merck Darmstadt, Deutschland)

2x HEBS pH 7,05 (HEPES buftered saline):

49,8 mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonat) (Merck Dar-
mstadt, Deutschland)

280 mM NaCl (Applichem)

1,47 mM Na,HPOg; wasserfrei; Suprapur (Merck Darmstadt, Deutschland)

Stimulatoren und Inhibitoren

autoklaviertes H,O
DMSO (Dimethyl Sulphoxide) Hybri-Max® (Sigma-Aldrich)
Angiotensin II, human (Sigma-Aldrich)
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U73122 (Cayman Chemical Company)
U0126 (Calbiochem)

Genistein (Calbiochem)

3.1.7 Co- Immunoprizipitation
PBS (Phosphat buffered saline)
136,8 mM NaCl (Applichem), 2,6 mM KCl (Merck), 4,28 mM Na,HPO4 (Merck),
1,46 mM KH,POs,

Lysis-Puffer-Stocklosung

5 ml 10% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 25 ml 2x Lysispuffer (40 mM Tris HCL,
pH 7,5 (Trizma Hydrochlorid, Sigma); 2 mM EDTA, pH 8,0 (Sigma); 300 mM
KCI (Merck) ad 1000 ml H,0O), 500 ul 100 nM Na;VO, (ICN BioMedicals, Ohio,
USA), 19,5 ml H,O, Complete Mini (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Deut-
schland)

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma 10 mM in 100% Isopropanol
GammaBind Plus Sepharose in 20% Ethanol (GE Healthcare Bioscience Uppsala,
Sweden)

Reduzierender Proteinpuffer nach Lammli (2x Lammli)

900 pl 2x Lammli Stockldsung

(50 ml 1M Tris-HCI, pH 6,8; 20 g SDS (Sodiumdodecylsulfate) (Biomol GmbH
Hamburg, Deutschland);

100 ml Glycerin (Merck, Darmstadt, Deutschland);

1 g Bromphenol Blau (Pharmazia Biotechnoligy, Uppsala, Schweden)

ad 500 ml ddH,O

100 ul 1M DTT (1,4-Dithiothreitol) (Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland)

3.1.8 Biotin-Assay
PBS (Phosphat buffered saline) mit Ca™ und Mg
146 mM NaCl (Applichem)
2,6 mM KCI (Merck)
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4,28 mM Na,HPO,4 (Merck)
1,46 mM KH,PO, (Merck)
0,1 mM CacCl (Sigma)

1 mM MgCl (Merck)

PBS (Phosphat buffered saline) mit Ca'", Mg und Glycin
146 mM NaCl (Applichem)

2,6 mM KCI (Merck)

4,28 mM Na,HPO,4 (Merck)

1,46 mM KH,POy4

0,1 mM CacCl

1 mM MgCl

100 mM Glycin

Anti-Nephrin Immunglobulin (Meerschweinchen), polyclonal (Progen, Heidel-
berg, Deutschland)

Protein A Sepharose CL- 4B in 20% Ethanol (GE Healthcare Bioscience Uppsala,
Sweden)

EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-Biotin (Sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido) Hexanoate)
(Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland)

SDS-Page-Gelelektrophorese und Western Blot

Material fiir zwei Trenngel Sammelgel
Polyacrylamidgele (Vol. in pl) (Vol. in pl)
Trenngelpuffer 4500 0
Sammelgelpuffer 0 1665
Rotiphorese Gel® 30 3000 535
Wasser 1500 1135

10% APS 90 40
TEMED 15 5

Trenngelpuffer pH 8,8:

360 mM Tris HCI; 1140 mM Tris Base; 14 mM SDS

Sammelgelpuffer pH 6,9: 484 mM Tris HCI; 16 mM Tris Base; 14 mM SDS
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Laufpuffer: 191,8 mM Glycin; 3,46 mM SDS; 23,9 mM Tris Base

Transferpuffer: 49,5 mM Tris Base; 383,6 mM Glycin; 20 % Methanol
Proteinwaschpuffer: 12,9 mM Tris HCL, pH 7,5; 129 mM NacCl; 0,13 % Tween
20 (Merck)

Rotiphorese Gel® 30 (30 % Acrylamid/ Bisacrylamid im Mischungsverhiltnis
37,5:1) (Karl Roth GmbH&Co KG Karlsruhe, Deutschland)

TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin) (Karl Roth GmbH&Co KG
Karlsruhe, Deutschland)

10% APS (Ammoniumperoxidisulfat) (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
BSA (hitzeinaktiviert) (Bovines Serum Albumin) (VWR International Itd. leics,
England) 5 % in Proteinwaschpuffer

Nitrocellulose Transfer Memban (Whatman Protran GmbH, Dassel, Deutschland)

3.1.10 Primiir- und Sekundirantikorper

Primédrantikdrper und deren eingesetzte Verdiinnung

- Anti-Flag.M2 Immunglobulin (Maus), monoklonal
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:400

- Anti-Nephrin Immunglobulin (Meerschweinchen), polyklonal
(Progen, Heidelberg, Deutschland)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:250

- Streptavidin, HRP konjugiert

(Thermo scientific, Darmstadt, Deutschland)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:500

- Anti-human- Immunglobulin G, HRP konjugiert (Schaf), polyklonal
(Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:500

(Cell Signaling, Beverly, Massachusetts, USA)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:750

- Anti-p-ERK Immunglobulin (Kaninchen), polyklonal

(Cell Signaling, Beverly, Massachusetts, USA)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:1300

- Anti-PLC B; Immunglobulin (Maus), monoklonal
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(Santa-Cruz, Heidelberg, Deutschland)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:200

Sekundirantikdrper und deren eingesetzte Verdiinnung

- Anti Maus Immunglobulin, polyklonal, Ziege

(Dako, Hamburg, Deutschland)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:10.000

- Anti Meerschweinchen Immunglobulin, polyklonal, Esel
(MerckMillipore, Darmstadt, Deutschland)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:20.000

Anti Kaninchen Immunglobulin, polyclonal, Esel,

(GE Healthcare, Solingen, Deutschland)

Inkubation von Nitrozellulose Membranen: 1:7500

3.1.11 Enhanced Chemolumineszens Western Blot
Losung A:
17,7 ml A.d.
2 ml 1M Tris pH 8,5
88 ul 90 mM Cumarin
200 pl 250 mM Luminol
Losung B:
18 ml A.d.
2ml 1 M Tris pH 8,5
12 ul Hy0; (30%)

3.1.12 RNA Knockdown
20 pl siRNA (5 nmol siRNA gel6st in 250 pl siRNA-Puffer)
20 pul Kontroll-siRNA
1x siRNA Puffer (Thermo scientific)
VLE Dulbecco’s MEM (3,7 g/L NaHCOs, 1 g/L Glucose, L-Glutamin, Na-
Pyrovat, very low Endotoxin) (Biochrom)

VLE Dulbecco’s MEM (3,7 g/L NaHCOs, 1 g/L Glucose, L-Glutamin, Na-
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Pyrovat, very low Endotoxin) (Biochrom) + 10 % FBS Superior

VLE Dulbecco’s MEM (3,7 g/ NaHCO;, 4,5 g/L Glucose, L-Glutamin, Na-
Pyrovat, very low Endotoxin) (Biochrom) + 10 % FBS Superior

DharmaFECT Duo Lipofektions-Reagenz (Thermo Scientific)
CDM.slg.Nephrin.cyt (gelost in RNAse freiem H,O)

pEGFP.AT1-Rezeptor (gelost in RNAse freiem H,0)

CDM.F.B-Arrestin2 (gelost in RNAse freiem H,0)

3.1.13 Tierexperiment: isolierte Perfusion muriner Nieren
Maus (Stamm:Balb/C), 3-8 Wochen alt, mannlich
PBS (steril)
10 ml Injektionsspritze mit 21G Nadel und Katheter (Durchmesser der einzubrin-
genden Kaniile: 0,4 mm)
Ligatur (4-0 bis 6-0)
Chirurgische Klemmen (5)
Chirurgische Scheren (2) und Pinzetten (2) (in zweifacher steriler Ausfiihrung)
Gefdfclip
Sterile Wattestdbchen

3.1.14 Tierexperiment: Isolierte Glomeruli
Dynabeads (Dynabeads Epoxy M-450) (Invitrogen)
Kollagenase A -Verdau-Losung (1,5 mg/ml Kollagenase A) (Roche Applied
Science)
Zellsieb (2), 100 um (Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Deutschland)
2 ml Eppendorf Gefdl (autoklaviert/ steril)
Magnet (Invitrogen)

3.1.15 Tierexperimentelle Hinweise

LANUV-Aktenzeichen / Organentnahmenummer: O 68/08

Erklarung iiber die Teilnahme an der Tierversuchskunde:

Die versuchtierkundliche Einfithrung fiir wissenschaftliche und technische Mitarbeiter, Dok-
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toranden und Studenten zum Erwerb des Fachkundenachweises gem. §9 des geltenden Tier-

schutzgesetzes wurde im Unfang von 40 Stunden mit Erfolg absolviert.
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3.2 Methoden

321 PCR

Die Polymerase Kettenreaktion (Polymerase-Chain-reaction, PCR) erméglicht die Vervielfal-
tigung einzelner DNA Abschnitte, durch enzymatische in vitro Amplifikation. Zwei spezi-
fisch konstruierte Oligonukleotid- Primer (Vorwérts- und Riickwértsprimer) mit vorgelager-
ten Restriktionsschnittstellen bilden durch Anlagerung an die DNA-Matrize (Template) die
Ausgangspunkte der DNA-Synthese in 5°/3-Richtung. Die Tag-Polymerase, eine hitzestabile
DNA-Polymerase, amplifiziert die DNA-Matrize komplementér, beginnend am 3 Ende eines
Primers. Durch zyklische Wiederholung des Melting (Losen der DNA-Doppelstringe des
Templates), dem Annealing (Anlagerung eines Primers an einen DNA-Einzelstrang) und der
anschlieBenden Elongation des komplementiren DNA-Stranges, wird eine exponentielle
Vermehrung des DNA-Templates ermoglicht.

Der PCR Ansatz erfolgt aus 0,1 pg DNA, 2 x 0,5 pl Primer, 5 ul 10 x PCR Puffer, 1 pl Ac-
cuPrime-Polymerase ad 50 pul ddH,O. Der Ansatz wird im Thermocycler zunéchst fiir 3 min
bei 95 °C erhitzt. AnschlieBend werden 25 Zyklen aus Melting (30 sec. bei 95 °C), Annealing
(30 sec. bei 58 °C) und Elongation (72 °C) durchgefiihrt. Die Dauer der Amplifikation wird
nach der GroBe der DNA-Matrize gewdhlt, die verwendete AccuPrime-Polymerase amplifi-
ziert 1 kBp/min.

Zur GroBenkontrolle werden 5 pl des PCR-Produkts der Agarose-Gelelektrophorese unterzo-
gen (s.u.). Das PCR-Produkt wird durch Phenolextraktion und anschliefende Glycogenfallung
gereinigt und konzentriert. 45 pl des PCR-Produktes werden mit 50 pl Phenol versetzt und
anschlieBend fiir 5 min bei 20817 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird nacheinander
mit 5 pul 3 M Natriumacetat, 150 pl Ethanol (100%) und 1 pl Glycogen vermischt, fiir mindes-
tens 120 min bei -20 °C gefillt und anschlieBend fiir 15 min bei 20817 g zentrifugiert. Die
Entsalzung des DNA-Pellet erfolgt durch wiederholtes waschen mit Ethanol (70 %). Das
DNA-Pellet wird nach der Trocknung in ca. 150 pl H,O resuspendiert.

Ein Restriktionsenzymverdau, entsprechend der durch die eingesetzten Primer definierten
DNA-Schnittstellen, wird vorgenommen. Der Restriktionsansatz aus 3 pl Puffer 10x, 10 U
der Restriktionsendonukleasen, 0,4 pul BSA und 26 pul H,O wird iiber Nacht bei 37 °C inku-
biert. Die analytische Trennung erfolgt durch eine erneute Agarose-Gelelektrophorese mit 1,5
% Low-melting-Agarose fiir 30 min bei 85 V. Diese ermoglicht eine Extraktion der DNA aus

der Agarose ohne Denaturierung durch ihren geringen Schmelzpunkt.
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3.2.2  Site-directed Mutagenese

Zur Untersuchung des intrazelluldren Signals werden zielgerichtete Basen-spezifische-
Mutationen mit Hilfe der Site-directed Mutagenese induziert, basierend auf der Arbeit von
Hutchiso C.A.et al. [75] modifiziert nach dem Protokoll von Zheng L.et al. [76]. Grundlage
dieser Methode ist die PCR sowie der Gebrauch zweier DNA Primer, die umgeben von zwei
komplementéren Arealen, ein nicht komplementires Areal zur Matrize aufweist, welches Mu-
tationen 1.S. von Basenaustausch, Insertion und Deletion ermdglicht.

Ein 50 pl Standardansatz (50-100 ng Template, 0,4 uM Primer, 200 uM dNTPs, 2 U DNA
Polymerase) wird der PCR unterzogen. Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgt durch
Phenolextraktion. AnschlieBend wird ein Restriktionsenzymverdau und Ligation in einen ge-
eigneten Vektor vorgenommen. Das Produkt wird nun in einen kompetenten Bakterienstamm
transformiert. Die Erfolgskontrolle der Mutation wird durch die Selektion einzelner Bakte-

rienstimme und Sequenzierung ermoglicht.

3.2.3 Ligation

Methodisches Ziel ist die enzymatische Verkniipfung kohdsiver DNA-Enden durch die T4-
DNA-Ligase, welche eine Veresterung der 5’Phosphat und der 3’Hydroxy-Gruppe katalysiert.
Die Ligation ermdoglicht die Insertion von kodierenden DNA-Abschnitten (Insert) in Expres-
sionsvektoren (Plasmide). Zundchst werden das gewiinschte Insert und der Vektor mit den
gleichen Restriktionsenzymen verdaut, so dass komplementére kohdsive DNA-Enden entste-
hen. Ein Restriktionsansatz aus 3 pl Puffer (10x), 10 U Restriktionsenzymen, 0,4 ul BSA und
26 pl H,O wird jeweils mit dem isolierten Insert und dem Vektor versetzt und fiir 3 Stunden
bei 37 °C inkubiert. Dem Restriktionsansatz des Vektors wird nach 150 min 10 U alkalische
Phosphatase (CIAP) hinzugefiigt, um einer Religation des Vektors vorzubeugen. Die Proben
werden anschlieend bei 85 V fiir 30 min in der Agarose-Gelelektrophorese mit 1,5 %iger
Low-melting-Agarose aufgetrennt. Das gewiinschte Insert und der Vektor werden aus dem
Agarose-Gel ausgeschnitten und bei 70 °C fiir 5 min geschmolzen. Eine Kontrollprobe, ohne
Insert, wird aus 35 pl H,O, 5 pl Puffer (10x), 160 U T4-DNA-Ligase und 2 pl des geschmol-
zenen Vektors angefertigt. AnschlieBend werden zur Integration des Inserts in den Vektor
21,2 pl der Kontrollprobe mit 4 pl des geschmolzenen Inserts versetzt und fiir 120 min bei

Raumtemperatur inkubiert.
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3.24 Sequenzierung

Zum Ausschluss moglicher Mutationen oder Erfolgskontrolle einer Mutationsinduktion wer-
den 15 pl Plasmid DNA, gelost in ddH,O, in einer Konzentration von 50-100 ng/ pul mit 20
pmol des entsprechenden Primers versetzt. Im Auftrag wurde die Sequenzierung durch Euro-
fins MWG Operon durchgefiihrt.

Die Sequenzierung erfolgt maschinell durch Didesoxyribonukleosid-Triphosphat-Methode
(Kettenabbruchmethode) nach Sanger et al. [77] in ABI 3730XL Sequenzierungsmaschinen.
Didesoxyribonukleosid-Triphosphate ~ (ddNTP)  sind  spezifische = DNA-Polymerase-
Inhibitoren, die einen Kettenabbruch des Matrizen-komplementaren-Strangs induzieren durch
die zusédtzliche Dehydroxilierung des C*3 Kohlenstoffatoms der Ribose.

Die Matrize wird mit Fluoreszenz-Farbstoff modifizierten ddNTPs in einem Reaktionsansatz
mit einem komplementiren Primer der PCR unterzogen und linear amplifiziert. In der an-
schlieBenden Kapillarelektrophorese konnen die am Ende des DNA-Strangs, durch einen La-
ser zur Fluoreszenz angeregten, ddNTPs optisch registriert werden. Das Farbsignal gibt nun,

vom kleinsten zum groflten DNA Strang, die Basenabfolge an (Chromatogramm).

3.2.5 Transformation/ Amplifikation

Transformation beschreibt die Nicht-virale DNA-Insertion in einen Mikroorganismus aus
threr Umgebung. Die Fihigkeit einer Bakterienkultur rekombinante DNA-Plasmide aufzu-
nehmen, kann durch natiirliche Kompetenz vorhanden sein oder muss durch den Vorgang der
Permeabilisierung ermoglicht werden; es entstehen sog. kompetente Bakterienstimme. Die
transformierte DNA wird an die Tochterzellen vererbt. Die Amplifikation des rekombinanten
DNA-Plasmids erfolgt v.a. in der logarithmischen Wachstumsphase der Bakterienkultur. Im
Anschluss kann die Plasmid DNA durch Lyse und Aufreinigung extrahiert und weiterver-
wendet werden.

Die Transformation und Amplifikation erfolgte mit Escherichia coli Kulturen der Genotypen
MC1061 P3 (Ampicillin- und Tetracyklinresistenzinduktion) und MC1061 (Kanamycinresis-
tenzinduktion). 50 pl der Bakteriensuspension werden mit 0,25 pg des zu amplifizierenden
Plasmids vermischt, fiir 15 min bei 4 °C und anschliefend 5 min bei 37 °C inkubiert. Die
transformierten Bakterien werden auf einer 10 cm Agarplatte mit entsprechendem Antibioti-
kazusatz ausgestrichen und fiir 12- 18 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Resistenzinduktion

durch das Plasmid ermoglicht das selektive Wachstum der transformierten Bakterien.
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3.2.6 Minikultur

Zur Vermehrung der erfolgreich amplifizierten Plasmid-DNA werden grof3ere Bakterienkultu-
ren angelegt und innerhalb der logarithmischen Wachstumsphase inkubiert. Mit einer sterilen
Pipettenspitze wird eine einzelne Kultur in 3 ml LB-Medium unter entsprechendem Antibio-
tikazusatz (MC1061P3 - Ampicillin/Tetracyclin, MC1061 - Ampicillin) resuspendiert. Diese
Kultur wird bei 37°C und 220 rpm im Schiittelinkubator fiir 6- 12h inkubiert.

3.2.7 Maxikultur, Maxipriparation und Restriktionsenzymverdau

Zunichst wird ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit 200 ml LB-Medium unter entsprechendem
Antibiotikazusatz (MC1061P3-Ampicillin/Tetracyclin, MC1061-Ampicillin) befiillt. An-
schlieBend werden 200 pl der Bakteriensuspension aus der Minikultur mit einer sterilen Pipet-
tenspitze in die Maxikultur {iberfiihrt und fiir 15 Stunden bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Im
Anschluss kann die Maxipriparation erfolgen. Dafiir werden die Bakterienkulturen zunichst
in ZentrifugengefiBe iiberfiihrt und bei 4 °C fiir 15 min bei 4418 g zentrifugiert. Der Uber-
stand wird verworfen und das Bakterien-Pellet wird folgend nach dem Protokoll der Firma
Qiagen (Maxi-Prep. Kit®) verarbeitet. Die aufgereinigten DNA-Pellets werden mit 200 pl
HPLC-Wasser resuspendiert. Absorbtionsspektometrisch werden die DNA-Pellets hinsich-
tlich DNA-Konzentration bei einer Wellenldnge von 260 nm (Absorptionsmaximum von
Nukleinsduren in Losung), der Verunreinigung mit Polysacchariden (230 nm / 260 nm Ratio)
und Proteinen (260 nm / 280 nm Ratio) untersucht. Die Stoffmengenkonzentration der absor-
bierenden DNA in der Losungsfliissigkeit ergibt sich aus dem Lambert-Beerschen Gesetz. Die
Priifung der korrekten Amplifikation erfolgt mit Hilfe des Restriktionsenzymverdaus. Die
Auftrennung der DNA Plasmide erfolgt durch den Zusatz von Restriktionsendonukleasen, mit
einem geeignetem Puffer versetzt, in Vektor und Insert. Der Restriktionsansatz wird flir 2
Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Proben und ein Groenmarker (Lambda DNA-BstEII-
Verdau) werden anschlieBend in ein 1% Ethidiumbromid-haltiges Agarosegel aufgetragen
und bei 85 mV fiir 20- 30 min gelelektrophoretisch getrennt. Die Beurteilung der korrekten
Amplifikation wird unter UV-Licht durchgefiihrt. Ethidiumbromid interkaliert zwischen ein-
zelnen Basen der DNA und ermoglicht die floureszensoptische Groflenkontrolle von Vektor

und Insert im Vergleich zum Grof3enmarker.
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3.2.8 Zellkultur

Im Rahmen der experimentellen Tétigkeit wurden HEK 293 T, humane und murine Podozyten
kultiviert. HEK 293T Zellen werden in 10 ml DMEM-Medium (mit 10 % Kaélberserum) in
10cm Petrischalen bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Zur Subkultivierung wird das Nédhrme-
dium entfernt, die Petrischale mit 5 ml PBS gewaschen und die Zellen mit 1 ml Trypsin +
Calcium fiir 5 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. AnschlieBend wird in Abhdngigkeit von
der Zelldichte und Verwendungszweck eine 1:3 - 1:10 Passage durchgefiihrt.

Imortalisierte Humane und Murine Podozyten werden in 10 ml RPMI-Medium (mit 10 %
FCS und 1 % ITS) bzw. 10ml RPMI-Medium (+10 % FCS, 1% Penicillin/ Streptomycin, 100
U Interferon y) T75 Zellkulturflaschen bei 33 °C (Permissive Temperatur) und 5 % CO, kul-
tiviert. Ein Wachstumarrest und die Expression von Oberflichenmarkern (Nephrin, Podocin,
CD2AP u.a.) differenzierter in vivo Podozyten wird u.a. durch die Inkubation bei 37 °C und
den Entzug von Interferon y ermdglicht. Um einem Expressionsverlust von Nephrin in kulti-
vierten Podozyten vorzubeugen erfolgt die Stimulation mit 100 pM 1,25-
Dihydroxycholecalciferol (Vit. Ds) fiir 12 - 14 Tage. Zur Subkultivierung wird das Medium
entfernt, die T75 Zellkulturflasche mit 7 ml PBS gewaschen und mit 3 ml Trypsin + Calcium
fiir 3-5 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Die Resuspension der Zellen erfolgt durch Zu-
gabe von 7 ml der o.g. Medien und Uberfiihrung in ein 50 ml Eppendorf-Gefi. Das Pelletie-
ren der geldsten Zellen bei 621g fiir 4 min bei Raumtemperatur ermoglicht das Entfernen des
Trypsins bei geringem Zellverlust. Anschlieend werden die Zellen, nach absaugen des Tryp-
sin-Medium-Gemischs, in 6ml Medium resuspendiert. In Abhdngigkeit der Zelldichte wird
eine 1:3- 1:5 Passage durchgefiihrt. Der Austausch des Mediums erfolgt alle 48 h. Am 12. -
14. Tag sind die Podozyten vollstindig ausdifferenziert und kdnnen experimentell genutzt

werden.

3.29 Transfektion

Am Folgetag der Subkultivierung werden die experimentell zu nutzenden Zellen mit Hilfe der
Calcium-Phosphat Methode [78] der Transfektion unterzogen. Die Phagozytosefdhigkeit von
Calciumphosphat-Kristallen der HEK293T-Zellen wird genutzt, um koprézipitierte DNA in
die Zelle zu integrieren. 15 pg DNA werden in sterile 1,5 ml Eppendorf-Gefidfie pipettiert. In
einer sterilen Sicherheitswerkbank werden zunéchst 500 ul 0,25 M Calciumchlorid in die Ep-
pendorf-Gefille hinzugefiigt und anschlieBend 500 pl 2 x HEBS auf einem Vortexer hinein-

getropft. Eine gleichméfige Verteilung der Suspension iiber das Kulturmedium der Zellen
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folgt. Der Transfektionsstopp erfolgt nach 6-8 stiindiger Inkubation durch den Austausch des
Kulturmediums und entfernen des nicht phagozitierten Calciumphosphatkristal/DNA —
Prizipitats. Der pEGFP Anteil des genutzten Angiotensin;-Rezeptor-Vektors ermdglicht die

quantitative floureszenzoptische Erfolgskontrolle der Transfektion.

3.2.10 Zellstimulation

Die Stimulation oder Inhibition eines Signalwegs der HEK293T mit Angiotensin II bzw. ei-
nem spezifischen Inhibitor wird in Abhingigkeit des zu untersuchenden Signalwegs durchge-
fithrt. Zunéchst wird die Menge des Kulturmediums auf 5 ml reduziert, um die einzusetzende
Reagenzmenge zu reduzieren. Folgend wird aus jeder Petrischale 1 ml Medium entnommen,
mit dem Stimulator bzw. Inhibitor in 5 ml Zielkonzentration versetzt und anschlieend
gleichmiBig auf die Petrischale verteilt. Das Zielvolumen der Kulturschale betrigt 5 ml Kul-

turmedium. Die Zellen werden nach einer Stimulationsdauer von 5-120 min geerntet.

3.2.11 Zellernte

Die Kulturschalen werden nach Absaugen des Kulturmediums mit 6ml gekiihltem PBS (4 °C)
gewaschen. Die Zellen werden abgeldst und in ein vorgekiihltes (4 °C) 5 ml Falcon-Réhrchen
iiberfiihrt. Die Zellsuspension wird anschlieBend fiir 5 min bei 621 g und 4 °C zentrifugiert.

Das Zellpellet wird nach Entfernen des Uberstands in 200-400 ul Triton-Lysis-Puffer resus-
pendiert und in ein vorgekiihltes (4 °C) 1,5 ml Eppendorf-Gefdl zur Lyse iiberfiihrt. Nach
einer Inkubationsdauer von 15 min auf Eis folgt eine Zentrifugation fiir 15 min bei 20817 g
und 4 °C. Der proteinreiche Uberstand wird erneut in ein vorgekiihltes (4 °C) 1,5 ml Eppen-
dorf Gefdll tberfiihrt und steht der weiteren experimentellen Nutzung i.S. einer Co-

Immunoprézipitation oder Lyse zur Verfligung.

3.2.12 Co- Immunoprizipitation

Die Co-Immunoprézipitation dient dem indirekten Nachweis von relevanten Protein-
Interaktionen unter folgender Nutzung von spezifischen-Antikdrpern gegen prézipitierte Pro-
teine. Fiir jeden Datenpunkt werden zwei 10 cm Petrischalen HEK293T verwendet. Die mit
PBS geernteten Zellen werden mit 200-400 pl Triton-Lysis-Puffer lysiert, 15 min auf Eis
inkubiert und anschlieBend fiir 15 min bei 20817 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird
in ein vorgekiihltes 1,5 ml Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt.
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10% des Uberstandes werden jeweils als Lysat in ein weiteres 1,5 ml Eppendorf Gefif iiber-
fiihrt, mit dergleichen Menge 2 x Lammli versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. 90 % des
Uberstandes werden der Co-Immonuprizipitation zugefiihrt und mit 30 pl Protein-G-
Sepharose versetzt. Die Protein-/Protein-G Suspension wird fiir 60 min bei 4 °C auf einem
Uberkopfschiittler inkubiert. Das Protein-G bindet an das sIg-Epitop eines transfizierten Ziel-
proteins. Der Sepharose-Protein-Komplex wird anschlieBend durch Zentrifugation (955 g, 3
min, 4 °C) pelletiert. Die Aufreinigung und das Entfernen nicht prézipitierter Proteine erfolgt
durch dreimaliges Waschen der Protein-Sepharose-Pellets mit 800 ul Triton-Lysis-Puffer. Der
letzten Zentrifugation folgend wird der Lysis-Puffer-Uberstand entfernt, das Protein-
Sepharose-Pellet mit 30 pl 2x Lammli versetzt und 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Die Pro-
ben kénnen nun der Gelelektrophorese und anschlieBend dem Western-Blot zugefiihrt wer-

den.

3.2.13 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Methodisches Ziel ist die elektrophoretische Groflentrennung der Proteine und Fixierung auf
einer Nitrozellulose-Membran. Eine spezifische Antikdrperbindungsreaktion ermdglicht an-
schlieBend die quantitative Analyse der Proteinexpression[79]. Die Denaturierung der Proben
mit 2x Lammli + Dithiothreitol (DTT) und Inkubation bei 95°C linearisiert das Protein zu-
ndchst in seiner Primérstruktur durch die Reduktion von Wasserstoff- und Disulfidbriicken-
bindungen. Das im Polyacrylamidgel enthaltene anionische Tensid SDS (Sodiumdodecylsul-
fat) bindet an Proteine und negativiert die Gesamtladung in Abhéngigkeit der Proteingrofle.
Das elektrophoretische Laufverhalten wird auf die GroBe des Proteins, entsprechend der nega-
tiven Gesamtladung des SDS, reduziert. 15 ul der IP-Proben und der Lysate werden auf das
Gel geladen. Zunidchst laufen die Proteine bei 70 V fiir 30 min im Sammelgel in Richtung
Anode und werden lokal konzentriert. Die GroB3enauftrennung erfolgt anschlieBend im Trenn-
gel bei 20 mA fiir 90 min. Nach Abschluss der Auftrennung erfolgt der elektrophoretische
Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran im ,,Tank-Blot“-Verfahren[79]. Die Proteine
werden durch die Anlage einer Spannung von 70 V fiir 90 min aus dem Polyacrylamidgel auf
eine Nitrozellulosemembran iibertragen [80].

Die Reduktion und Sittigung unspezifischer Antikorperbindungsstellen der Nitrozellulose
wird durch die Inkubation mit BSA (5 % in Proteinwaschpuffer) {iber Nacht bei 4 °C oder 60
min bei 37 °C erzielt. Die Weiterverarbeitung erfolgt bei Raumtemperatur, die Inkubation mit

Proteinwaschpuffer oder Antikdrpern wird auf einem Schiittler mit 80 rpm bzw. mit 50 rpm
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durchgefiihrt. Uberschiissiges BSA wird durch intensives Waschen (3 x 5 min) mit Protein-
waschpuffer entfernt. Der Inkubation mit dem Primérantikorper fiir 60 min folgt ein erneutes
Waschen (3 x 5 min) mit Proteinwaschpuffer zur Entfernung ungebundener Antikorper. An-
schlieBend folgen die Inkubation mit dem Sekundirantikorper fiir 60 min und ein letzter
Waschschritt (3 x 5 min) mit Proteinwaschpuffer. Der Sekundérantikorper ist gegen den Fc-
Teil des Primirantikorpers gerichtet und an das Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt
(Kricka, 1993), das die Visualisierung der Antikorperbindung durch Katalyse einer Chemo-
luminiszensreaktion ermdglicht. Zur Induktion der Chemoluminiszensreaktion wird die Nit-
rozellulosemembran eine Minute in ECL-Losung inkubiert. Die Lichtemission der Nitrozellu-

losemembran wird durch eine UV-sensitive CCD-Kamera aufgefangen und digital dargestellt

3.2.14 Biotin-Assay

Ziel dieser Methode ist es das Expressionsverhalten biotinylierter Oberflachenproteine zu
untersuchen. Die kovalente Bindung von Biotin an Nephrin und die anschliefende Streptavi-
din-Nachweisreaktion werden genutzt, um das mogliche Ausmal} einer Nephrinendozytose
unter Angiotensinstimulation zu beurteilen. Fiir jeden Datenpunkt werden vier 10 cm Petri-
schalen HEK293T-Zellen verwendet. Zunichst werden die Petrischalen der HEK293T-Zellen
mit 5 ml gekiihltem PBS + Ca” /Mg' " (4 °C) geerntet, in zwei 15 ml Falcon iibertagen und fiir
5 min bei 621 g (4 °C) zentrifugiert. Die Zellpellets werden in 5 ml frischem und gekiihlten
PBS + Ca" /Mg (4 °C) vorsichtig resuspendiert, in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt und erneut
fiir 5 min bei 621 g (4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und das Zellpellet in 5ml
gekiihltem PBS + Ca" /Mg + 20ul Biotinldsung resuspendiert. AnschlieBend wird das Fal-
con fiir 30 min bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler entlang seiner Lingsachse inkubiert.
Das an der Zelloberflache exprimierte Nephrin bindet kovalent an Biotin. Ungebundenes Bio-
tin wird durch dreimalige Wiederholung der folgenden Aufreinigung entfernt. Zunédchst wer-
den die Zellen fiir 3 min bei 621 g und 4 °C zentrifugiert und anschliefend in 5ml gekiihltem
PBS + Ca" /Mg +Glycin resuspendiert. Die Zellsuspension wird fiir 20 min bei 4°C auf
einem Uberkopfschiittler inkubiert. Im Anschluss der Aufreinigung und erneuter Zentrifugati-
on fiir 3 min bei 238 g und 4 °C kdénnen die Zellen der Lyse unterzogen werden. Die Zelllyse
erfolgt durch die Resuspension des Zellpellet in 500 ul Triton-Lysis-Puffer fiir 30 min bei 4
°C. Folgend werden die Proben fiir 30 min bei 20817 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
kann nun der Immunprizipitation zugefiihrt werden. Uberfiihrt in ein frisches 1,5 ml Eppen-

dorf-GefiB wird der Uberstand mit 2,5 pl Anti-Nephrin-Ig versetzt und fiir 60 min bei 4 °C
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auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Im Anschluss wird in jede Probe 30 pl Protein-A-
Sepharose pipettiert und erneut fiir 60 min bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert.
Die Aufreinigung und das Entfernen nicht prézipitierter Proteine erfolgt durch dreimaliges
waschen der Protein-Sepharose-Pellets mit 800 pl Triton-Lysis-Puffer und anschlieBender
Zentrifugation fiir 3 min bei 955 g und 4 °C. Der letzten Zentrifugation folgend wird der Ly-
sis-Puffer-Uberstand entfernt, das Protein-Sepharose-Pellet mit 30 pl 2x Limmli versetzt und

5 min bei 95 °C denaturiert.

3.2.15 RNA Knockdown

Das Ziel des Einsatzes von Small interfering RNA (siRNA) ist es, durch selektives Ausschal-
ten von mRNA oder ganzer Genabschnitte, grundlegende Erkenntnisse iiber Genfunktionen
und Signalkaskaden zu erlangen. SIRNA liegt dabei als einzel-oder doppelstrangiger- RNA
Abschnitt vor und bildet mit Hilfe weiterer Proteine den sog. RNA-induzierenden Silencing-
Komplex (RISC), welcher bei vollstindiger Kongruenz zur Ziel-RNA, eine Endoribonuklease
(Dicer, RNAse-IlI-Familie) aktiviert, die die Ziel-RNA auftrennt [81]. Bei unvollstindiger
Kongruenz wird die Ziel-RNA lediglich gebunden, eine Proteinexpression kann dennoch
nicht erfolgen.
Zunichst werden HEK293T-Zellen auf 6 cm Zellkulturschalen ausgesidt. Am Tag der Trans-
fektion werden diese in 4 ml VLE Dulbeccos MEM (1 g/l Glucose + 10% FBS) kultiviert, ein
Mediumwechsel auf Dulbeccos MEM (4,5 g/l Glucose + 10 % FBS) erfolgt nach 24 h. Weite-
re 24 h spéter ist eine experimentelle Nutzung moglich.
Pro Datenpunkt wird ein 15 ml Gefdll vorbereitet, 2-4 pg Plasmid DNA, 100 pmol siRNA/
Kontroll-siRNA werden zunichst in 1x siRNA Puffer gelost, hier Beispielhaft dargestellt:
1. Negativ-Kontrolle (Plasmid DNA ohne Angiotensin II Stimulation)
(1 png CDM.slg.Nephrin.cyt, 0,5 ug CDM.F.B-Arrestin2, 0,5 pg pEGFP.Atl-Rezeptor ad
400 pl 1x siRNA Puffer)
2. Positiv-Kontrolle (Plasmid DNA, 60 min Angiotensin II Stimulation)
(1 ng CDM.slg.Nephrin.cyt, 0,5 pg CDM.F.-Arrestin2, 0,5 pg pEGFP.Atl-Rezeptor ad
400 pl 1x siRNA Puffer)
3. Ziel siRNA (siRNA-Galpha q, Plasmid DNA, 60 min Angiotensin II Stimulation)
(20 pl siRNA, 1 pg CDM.slg.Nephrin.cyt, 0,5 pg CDM.F.-Arrestin2, 0,5 pg
pEGFP.Atl-Rezeptor ad 400 pul 1x siRNA Puffer)
4. Negativ-Kontrolle Lipid (60 min Angiotensin II Stimulation)
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(400 pl 1x siRNA Puffer)

5. Negativ-Kontrolle siRNA (Kontroll-siRNA, Plasmid DNA, 60min Angiotensin II
Stimulation)
(20 pl Kontroll-siRNA, 1 ng CDM.slg.Nephrin.cyt, 0,5 ng CDM.F.B-Arrestin2, 0,5 pg
pEGFP.Atl-Rezeptor ad 400 pl 1x siRNA Puffer)

Das Gesamtvolumen jedes Datenpunktes betrdgt nun 400 ul. Pro Datenpunkt werden 10 pl
des Lipofektionssreagenz DharmaFECT Duo und 390 pl VLE Dulbecco’s MEM (1 g/l Gluco-
se, ohne FCS, ohne Antibiotikazusatz) in ein steriles 15 ml Tube pipettiert, vermischt und 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend werden 400 ul des Transfektionsansatzes in
die vorbereiteten Probengefille pipettiert und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die siR-
NA und die Plasmide bilden wéhrend der Inkubationszeit Lipidkomplexe mit dem Lipofek-
tionssreagenz, welche von den Zellen aufgenommen werden konnen. Zuletzt werden zu jeder
Probe 3,2 ml VLE Dulbecco’s MEM (1 g/l Glucose, + 10 % FCS, ohne Antibiotikazusatz)
hinzugefiigt, vermischt und die Zellen fiir 24 h mit dem Transfektionsansatz kultiviert. Nach
der Zellernte erfolgt die quantitative Messung des Proteingehaltes mit Hilfe der BCA-
Methode. Die Menge des Lysispuffers wird auf die maximale Proteinkonzentration bezogen.
Die Proben werden der Co-Immunoprizipitation unterzogen, elektrophoretisch getrennt und

auf Nitrozelloluse iibertragen.

3.2.16 Tierexperiment: isolierte Perfusion muriner Nieren

Zur Ubertragung auf ein physiologisches Modell und Erweiterung der in vitro gewonnen Da-
ten werden murine Nieren mit Angiotensin II stimuliert um ein mogliches Ausmal3 der podo-
zytdren Nephrinendozytose -durch Isolation der Glomeruli- zu beurteilen.

Die operative Isolation, Perfusion der murinen Nieren und folgende Selektion der Glomeruli
erfolgte nach Potthoff S. et al [82].

Die 3-8 Wochen alten ménnlichen Balb/C Mause werden zunédchst durch einen Genickbruch
getdtet. Nach der Desinfektion des Abdomens, erfolgt ein vorsichtiger medianer Langsschnitt
der Haut vom Becken bis zum Sternum. Die Haut wird von der abdominellen Muskelfaszie
getrennt und lateral fixiert. Nach dem Wechsel des chirurgischen Bestecks wird die abdomi-
nelle Muskelschicht median lédngs, von der Blase zum Xyphoid, und anschlieend quer inzi-
diert. Die vier Muskellappen werden seitlich fixiert. Die viszeralen Organe werden stumpf mit

sterilen Wattestdbchen verdringt. Nach der Fasziotomie der Aorta abdominales erfolgt die
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Freipriaparation von mdglichem Fett und Bindegewebe. Eine Stichinzision in die Aorta abdo-
minalis ermdoglicht die folgende Perfusion mit gekiihltem PBS (4°C). AnschlieBend kann die

Perfusion mit Dynabeads zur Embolisierung und Isolierung der Nieren beginnen.

3.2.17 Tierexperiment: Isolierte Glomeruli

Um spezifische Aussagen liber podozytire Proteinexpressionsverdnderungen treffen zu kon-
nen, miissen diese vor der Zelllyse isoliert werden. Die isolierten murinen Nieren werden mit
Dynabeads (1.2 x 10" beads/ml PBS), 4,5 um groBen magnetischen Kiigelchen, perfundiert.
Diese embolisieren das Glomerulum bei arterieller Perfusion und ermdglichen nach Zerklei-
nerung der Probe eine magnetische Isolation der Glomeruli.

Zunéchst wird die PBS Perfusionslosung, der isoliert perfundierten Nieren, durch 5 ml Dyna-
bead-Losung (100-200 pl Dynabeads in 5 ml sterilen PBS) ersetzt. Nach vollstdndiger Perfu-
sion wird die Zufuhr gestoppt, die Nieren aus der Fettkapsel entnommen und in ein steriles 15
ml GefalB3 tiberfiihrt. In einer Sterilbank erfolgt die manuelle Zerkleinerung der Nieren mit
Hilfe einer sterilen Rasierklinge. AnschlieBend werden die Gewebeproben fiir 30 min bei 37
°C in einer Kollagenase-A-Losung verdaut. Vor und nach dem Verdau werden die Proben
vorsichtig mit einer 1000 pl Pipette vermischt. Die Trennung des unverdauten Gewebes wird
durch zweimalige Filterung in einem 100 pm Zellsieb mit sterilem PBS erzielt. Die Proben
werden nun 5 min bei 621 g und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpel-
let in 1,5 ml sterilen PBS auf einem Vortexmischer resuspendiert. Mit Hilfe eines Magneten
werden die magnetischen embolisierten Glomeruli am Boden des 2 ml Eppendorf-Geféles
selektioniert. Ohne das Gefil vom Magnetfinger zu entfernen, wird der Uberstand nach einer
Dauer von einer Minute, bis auf 250 pl, entfernt und auf Reste von Tubuli kontrolliert (s.u.).
Das Waschen der Probe erfolgt durch hinzufiigen von 1,25 ml sterilem PBS, vorsichtigem
vermischen mit einer 1000 ul Pipette und dem Vortexer. Anschlieend verbleibt die Probe
erneut flir eine Minute auf dem Magnetfanger. Dieser Waschschritt wird solange wiederholt,
bis der mikroskopische Gehalt an Glomeruli hoher als 95 % bzw. der Gehalt an Tubuli klei-
ner 5 % ist. Zur Evaluation des Gehalts an Glomeruli wird die Probe in 1ml sterilem PBS ver-
diinnt und jeweils 10 pl mikroskopisch auf die Anzahl der Glomeruli ausgezihlt. Ist die End-
konzentration hoch genug konnen die Isolierten Glomeruli der Lyse unterzogen werden und
hinsichtlich der Nephrinexpression untersucht werden. Die Stimulation der Isolierten Glome-
ruli mit 1 uM Angiotensin II wurde zuletzt in RPMI Medium fiir 60 min bei 37 °C durchge-
fiihrt.
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4.Ergebnisse

4.1 Angiotensin-II-induzierte Verstirkung der Nephrin-f-Arrestin2-
Interaktion.

Zur Untersuchung des Einflusses von Angiotensin II auf die Nephrinexpression, die konseku-
tive Nephrinendozytose und die Interaktion mit B-Arrestin2, wurde ein Uberexpressionsmodel
mit HEK293T Zellen gewihlt. HEK293T-Zellen wurden mit Nephrin, B-Arrestin2 und dem
AT;-Rezeptor kotransfiziert. Nach einer 5, 10, 15, 30 und 60 miniitigen Stimulation mit 1 uM
Angiotensin I erfolgten die Zelllyse und die Co-Immunoprézipitation mit Protein-G-
Sepharose. Proben und Lysate wurden elektrophoretisch getrennt und geblottet. Ein Anti-
Flag-Antikorper wurde zum Nachweis, des an Nephrin prézipitierten F.3-Arrestin2, einge-
setzt.

Abb. 4 zeigt das Ergebnis der Co-Immunoprézipitation von B-Arrestin2 und Nephrin unter der
Stimulation mit 1 pM Angiotensin II. Die in Anti-Flag-Antikorper inkubierten Membranen
zeigen im zeitkinetischen Verlauf eine zunehmend starke Expression des an Nephrin prézipi-
tierten B-Arrestin2 bei gleichwertiger Proteinexpression in den Zelllysaten. Das Maximum der
Nephrin-f-Arrestin2 Interaktionsverstarkung ist nach einer 60 miniitigen Inkubation mit Ang

II zu beobachten.

Ig lg.nephrin

- wu w= e @ Fp-arrestin2
IP protein G

lysate
0 0O 5 10 15 30 60 time[min]
- - + + + + + Angll

Abbildung 4: Angiotensin II verstirkt die Nephrin-B-Arrestin2-Interaktion zeitabhingig.

HEK?293T-Zellen wurden mit dem cytoplasmatischen N-terminal sIg. markierten Nephrin (Ig.Nephrin),
dem N-Terminal Flag markierten B-Arrestin2 (F.p-Arrestin2) und einem fluoreszierenden AT1-Rezeptor
(PEGFP.AT1-Rezeptor) kotransfiziert. Die Kontrolle wurde mit dem Nephrin-Leervektor (CDM.slg)
durchgefiihrt. Am Versuchstag erfolgte die Stimulation mit jeweils 1 pM Angiotensin II zu den Zeitpunk-
ten 60 min, 30 min, 15 min, 10 min, S min vor und unmittelbar zum Zeitpunkt der Zellernte. Die lysierten

Zellen wurden der Co-Immunopriizipitation (Co-IP) mit Protein-G-Sepharose zugefiihrt. Im Anschluss
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erfolgten eine SDS-Page-Gelelektrophorese und ein Western-Blot mit einem Flag Antikorper. Mit zuneh-
mender Angiotensin-I1I-Stimulationsdauer steigt die Prizipitation von B-Arrestin2 an Nephrin bis auf ein

Maximum bei 60 Minuten, um den Faktor 2,5 (n=12).

4.2 Signaltransduktion des Angiotensin-1I-Effekts.

4.2.1 Die heterotrimeren G-Proteine sind fiir die Signaltransduktion der Angiotensin
II vermittelten Nephrin-B-Arrestin2-Interaktionsverstirkung entscheidend.

Zur Differenzierung des verantwortlichen Signals des AT;s-Rezeptors auf die verstirkte
Nephrin-f-Arrestin2 Prézipitation wurde eine Rezeptormutante erstellt. Die vollstindige Sig-
naltransduktion aller heterotrimeren G-Proteine bedarf mindestens des Erhalts der c-
terminalen Aminosduresequenz bis zur Position 317 von 359 Aminosduren des ATja-
Rezetors [83, 84]. Die Restriktion des C-Terminus auf Position 319 ermoéglicht die undiffe-
renzierte Untersuchung der heterotrimeren G-Proteine G4, G; und G unter Ausschaltung wei-
terer intrazelluldrer Signaltransduktion. Mit Hilfe eines Primerpaares (forward Primer
CGCGGGAAGCTTatggcccttaactcttc reverse Primer GCGGGGGCGGCCGCCCtcaatatttcag-
gagctgg) wurde die DNA des AT;a-Rezeptors innerhalb einer PCR auf das codierende Triplet
der Aminosdure 319 limitiert. Nach Verdau mit Hindl/Not erfolgte die Isolierung des ge-
wiinschten PCR-Produkts und Clonierung in den .pEGFP-Vektor und die Transformation in
chemisch kompetente Bakterien. Die Kontrolle des PCR-Produkts erfolgte durch Sequenzie-
rung.

Die Kotransfektion von Nephrin (CDM.slg.Nephrin.cyt), B-Arrestin2 (CDM.F.3-Arrestin2),
dem c-Terminal unlimitierten AT;s-Rezeptor (pEGFP.AT1-Rezeptor) bzw. dem c-Terminal
limitierten AT;a-Rezeptor (Vektor.AT1-RezeptorA319) erfolgte in HEK293T-Zellen. Die
Negativkontrolle wurde mit dem Nephrin Leervektor (CDM.slg) durchgefiihrt. Nach einer 60
miniitigen Stimulation mit 1 uM Angiotensin Il wurden die Zellen geerntet, lysiert und einer
Co-Immunoprizipitation mit Protein-G-Sepharose unterzogen. Nach elektrophoretischer Auf-
trennung von Proben und Lysaten und anschlieBendem Western-Blot wurden die Nitrozellu-
losemembranen mit einem Anti-Flag-Antikorper immungefarbt.

Das Resultat der isolierten Signaltransduktion der heterotrimeren G-Proteine unter Restriktion
der Aminosduresequenz des ATjs-Rezeptors an Position 319 wird folgend dargestellt (Abb.
5). In der Positivkontrolle gelingt der verstirkte Nachweis von an Nephrin prézipitiertem [3-

Arrestin2 unter der Stimulation mit Angiotensin II. Auch unter der Verwendung des c-
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terminal limitierten AT;s-Rezeptors ist die verstiarkte Interaktion zwischen Nephrin und [3-
Arrestin2 unter der Angiotensin-II-Stimulation zu beobachten. Das Ergebnis zeigt, dass die
Signaltransduktion der heterotrimeren G-Proteine relevant flir die Vermittlung des Angioten-

sin-11-Effekts ist.
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Abbildung S: Die c-terminale Restriktion des AT;-Rezeptors auf das Signal der heterotrimeren-G-
Proteine hat keinen Einfluss auf den Angiotensin-II-Effekt.

HEK293T-Zellen wurden mit Ig.Nephrin, F.3-Arrestin2, dem AT;-Rezeptor bzw. der am c-Terminus an
Position 319 restringierten AT;-Rezeptormutante kotransfiziert. Nach einer 60 miniitigen Stimulation mit
1 pM Angiotensin II erfolgten die Zelllyse und die Co-Immunoprizipitation mit Protein-G-Sepharose.
Proben und Lysate wurden elektrophoretisch getrennt und geblottet. Ein Anti.Flag-Antikorper wurde zur
Immunfirbung eingesetzt. Die Einschrinkung des AT;-Rezeptors auf die Signal-transduktion der hete-
rotrimeren-G-Proteine unter Restriktion des C-Terminus auf die Aminosiure 319 hat keinen Einfluss auf
den Angiotensin-II-Effekt. Eine verstirkte Prézipitation von B-Arrestin2 an Nephrin erfolgt in beiden
Versuchsansiitzen um den Faktor 1,7. Innerhalb jedes Datenpunktes zeigt sich annihernd eine gleiche
Proteinexpression in den Lysaten. Folgernd sollten die heterotrimeren-G-Proteine relevant fiir die Ver-

mittlung der gesteigerten Interaktion von Nephrin und B-Arrestin2 sein (n=3).

4.2.2  Das Galpha q Protein ist fiir die Signaltransduktion des Angiotensin-II-Effekts
verantwortlich.

Zur Untersuchung des Signalweges der heterotrimeren G-Proteine und ihrer Wirkung auf die

Nephrin-f-Arrestin2 Interaktion wurden verschiedene Rezeptormutanten und Inhibitoren der

zytoplasmatischen Signale in Voruntersuchungen durch Herrn Martin Riitze eingesetzt.

In unverdffentlichen Voruntersuchungen (Konigshausen E. et al.) konnte bereits dargestellt
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werden, dass die kompetitiven AT;-Rezeptor-Antagonisten Candesartan und Irbesartan die
verstdrkte Nephrin-f-Arrestin2-Interaktion autheben. Zur weiteren Differenzierung des ver-
antwortlichen intrazelluldren Signals wurden zunéchst drei Ansitze verfolgt: das G-Protein-
Signal (Gg, Gi, Gs), die Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) und die Phospholipase C (PLC).
Das gesamte Gg-Protein-Signal des Rezeptors wurde unter Verwendung einer bekannten
Doppel-Mutationsvariante des AT1-Rezeptors (pEGFP.AT1-Rezeptor D125A R126L) ausge-
schaltet. Diese Doppelmutation verhindert den GTP-GDP Austausch am heterotrimeren Gg-
Protein, wodurch die Dissoziation der a-Untereinheit von der By-Untereinheit unterbunden
wird [85]. Eine weitere Aktivierung z.B. des IP3/DAG-Signals wird verhindert. Eine deutliche
Abschwichung des Bindungsverhaltens zwischen Nephrin und 3-Arrestin2 konnte bei gleich-
zeitiger Stimulation mit Angiotensin II beobachtet werden. Dies ldsst den Schluss zu, dass das
Gq-Protein-Signal des AT1-Rezeptors essentiell fiir den Angiotensin-1I-Effekt ist.

Weitere unverdffentliche Voruntersuchungen durch Riitze M. zeigen, dass die selektive Inhi-
bition des Gj-Proteins mit Pertussistoxin (PTX) keine Bindungsveranderung zwischen Neph-
rin und B-Arrestin2 hervorruft, unter Stimulation mit 1 pM Angiotensin IL.

Auch die Inhibition der Phosphoinositid-3-Kinasen mit Ly294002 zeigt eine unveridndert hohe

Prizipitation von -Arrestin2 an Nephrin unter der Stimulation mit 1 uM Angiotensin II.

4.2.3 Der RNA-Knockdown des Galpha-q-Proteins verhindert die Angiotensin- II-

Signaltransduktion auf die Nephrin-B-Arrestin2 Interaktion.

Zur weiteren Differenzierung des Signalwegs und Bestitigung des Galpha-q-Protein abhingi-
gen Singalkaskade erfolgte der siRNA abhidngige RNA-Knockdown des

Galpha-g-Proteins. Eine sog. small-interfering-RNA bildet bei vollstindiger Kongruenz zur
Galpha-q-RNA-Matrize einen RNA-Induzierenden-Silencing-Komplex und aktiviert eine
Endoribonuklease, die durch Zerschneiden der mRNA die Expression des Galpha q Proteins
verhindert. Zunichst erfolgt die Kotransfektion von Nephrin, 3-Arrestin2, dem AT1-Rezeptor
und der Ziel-siRNA in HEK293T-Zellen mit Hilfe von DharmaFect Duo, einem Lipidkomp-
lexbildner [86]. Die Positivkontrolle wurde ohne target-siRNA transfiziert. Eine Negativkont-
rolle erfolgte mit einer synthetisch hergestellten Kontroll-siRNA, die keine Bindungsmog-
lichkeit zu allen bekannten Sdugetiergenen besitzt. Eine weitere Negativkontrolle enthielt
lediglich das Lipofektionsreagenz DharmeFect Duo, um mogliche Einflussmoglichkeiten der
Lipidkomplexbildung zur Transfektion auszuschlieBen. Die Zielprobe, die Positiv- und Nega-

tivkontrollen wurden 24 h nach der Transfektion mit 1 uM Angiotensin II stimuliert. Nach der
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Zellernte erfolgten die quantitative Messung des Proteingehalts mit Hilfe der BCA-Methode
und ein Konzentrationsangleich durch Verdiinnung. Anschlieend wurden die Proben der Co-
Immunoprizipitation mit Protein G unterzogen. Die elektrophoretische Auftrennung und ein
Western-Blot folgten. Zuletzt wurden die Proben gegen Flag bzw. die Lysate gegen Flag,
Galpha g, Nephrin und Actin geférbt.

Die siRNA abhingige Ausschaltung des Galpha-q-Proteins wird folgend dargestellt (Abb. 6).
Die Positivkontrolle zeigt zunichst die bereits bekannte Angiotensin II induzierte Nephrin-f3-
Arrestin2-Interaktionsverstiarkung bei gleicher Expression fiir Nephrin in den transfizierten
Proben. Diese Interaktionverstdrkung wird unter G alpha-q-RNA-Knockdown mit einer siR-
NA auf ein Normalniveau herab reguliert. Die Lipidkontrolle ohne Plasmid DNA zeigt ent-
sprechend kein prézipitiertes Nephrin oder B-Arrestin II. Eine weitere Negativkontrolle mit
der Kontroll-siRNA zeigt keine Verstirkung der Nephrin-B-Arrestin2 Interaktion unter der

Stimulation mit Angiotensin II.
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Abbildung 6: Der siRNA Knockdown des Galpha-q-Proteins inhibiert den Angiotensin-II-Effekt auf die
Interaktion von Nephrin mit B-Arrestin2.

HEK293T-Zellen wurden mit sIg.Nephrin, F.p-Arrestin2, dem AT-Rezeptor, einer siRNA des Galpha-q-
Proteins (siRNA GNAQ) und einer Kontroll-siRNA (control-siRNA) kotransfiziert. Die Zellen wurden
geerntet, lysiert, der Proteingehalt mit der BCA-Methode gemessen und durch Verdiinnung angepasst.
Anschliefend wurde eine Co-Immunoprizipitation mit Protein-G-Sepharose, eine SDS-Page-
Gelelektrophorese sowie ein Western-Blot durchgefiihrt. Die Nitrozellulosemembranen wurden in einem
Anti-Flag-, Anti-Galpha q-, Anti-Nephrin- und Anti-Actin Antikdrper immungefirbt. Unter der Wirkung
der spezifischen Ziel-siRNA (siRNA GNAQ) fiir die mRNA des Galpha-q-Proteins wird die unter Angio-
tensin-II-induzierte Nephrin-B-Arrestin2-Interaktion abgeschwiicht. Dies verdeutlicht die zwingende An-
wesenheit Galpha-q-Proteins fiir die Signaltransduktion des Angiotensin II induzierten Effektes. Die un-
transfizierte Kontrollprobe zeigt keinen Nachweis von prizipitiertem B-Arrestin2. Die Kontroll-siRNA

hat keinen Einfluss auf die Nephrin-B-Arrestin2 Bindungsstirke.
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4.2.4 Die Phospholipase C reguliert die Angiotensin II vermittelte Nephrin-p-
Arrestin2 Bindungsstirke.

Ein wichtiger Mechanismus der Signaltransduktion des AT;-Rezeptors ist die Aktivierung der
Phospholipase C (PLC) durch kleine G-Proteine und die folgende Hydrolyse von Phosphati-
dylinositol (PPI)[87, 88] [89]. Durch die Inhibition der Phospholipase C mit U73122 wurde
zunéchst versucht die Frage der Relevanz des Enzyms fiir die Signaltransduktion des Angio-
tensin-II-Effekts zu beantworten. U73122 hemmt als unspezifischer Agonist der Phospholipa-
se C, Phospholipase A, (PLA;) und Phospholipase D (PLD) (John E. Bleasdale et al., Neurop-
rotocols, 1992) die Hydrolyse von Phosphatidylinositol zu Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3)
und Diacylglycerin (DAG) sowie die Bindung von Galpha q an die Phospholipasen.

Zundchst wurden HEK293T-Zellen mit slg.Nephrin.cyt, CDM.F.B-Arrestin2, und
pEGFP.AT1-Rezptor kotransfiziert. Als Negativkontrolle wurde erneut der Leervektor
CDM.slg eingesetzt. 120 min vor der Zellernte erfolgte die Inhibition mit 30 uM U73122, 60
min spiter die Stimulation mit 1 uM Angiotensin II. Die HEK293T Zellen wurden folgend
geerntet, lysiert und einer Ko-Immunoprizipitation mit Protein G unterzogen. Die elektropho-
retische Auftrennung und Western-Blot folgten. AnschlieBend wurde eine Immunfarbung der
Proben und Lysate gegen Flag bzw. gegen Nephrin durchgefiihrt.

Das Ergebnis der in-vitro-Inhibition der Phospholipase C mit 30 uM U73122 wird folgend
dargstellt (Abb. 7). Die Positivkontrolle weist erneut eine Interaktionsverstirkung von Neph-
rin und B-Arrestin2 -unter Stimulation mit Angiotensin II- auf. Unter der Inhibition der Phos-
pholipase C wird die Nachweisreaktion des an Nephrin prazipitierten -Arrestin2 signifikant

reduziert.
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Abbildung 7: Die Inhibition der PLC fiihrt zum Verlust des Angiotensin-I1I-Effekts.

HEK293T-Zellen wurden mit sIg.Nephrin, F.p-Arrestin2 und dem AT;-Rezeptor kotransfiziert. 120 min
vor der Zellernte erfolgte die Inhibition der Phospholipase C mit 30 pM U73122 bzw. DMSO. Nach einer
60 miniitigen Stimulation mit 1 pM Angiotensin II erfolgten die Zelllyse und die Co-Immunoprézipitation
mit Protein-G-Sepharose. Proben und Lysate wurden elektrophoretisch getrennt und geblottet. Ein An-
ti.Flag-Antikorper wurde zur Immunfirbung eingesetzt. Die Inhibition der Phospholipase C reduziert die
Prizipitation von B-Arrestin2 an Nephrin unter der Stimulation mit Angiotensin II und ist damit essenti-
ell fiir die Signaltransduktion des Angiotensin-II-Effekts. Innerhalb der Datenpunkte mit/ohne Inhibitor

zeigt sich eine gleiche Proteinexpression in den Zelllysaten (n=3).

4.2.5 Die Inhibition der Phospholipase C vermindert die Nephrinendozytose nach

Angiotensin II Stimulation.

Neben der Beurteilung des Bindungsverhaltens zwischen Nephrin und -Arrestin2 unter Sti-
mulation mit Angiotensin II ist vor allem die Beurteilung des Oberflichenexpressionsverhal-
ten von Nephrin relevant, um mdégliche Aussagen iiber die Aufrechterhaltung der physiologi-
schen Funktion des glomeruldren Filters zu treffen. Die Frage, ob die Inhibition der Phospho-
lipase C eine Verdnderung des Expressionsverhaltens von Nephrin auf der Zelloberfldche
unter gleichzeitiger Angiotensin-II-Stimulation bewirkt, wurde mit Hilfe eines Biotin-Assay
untersucht. Biotin markiert durch die Ausbildung kovalenter Bindungen alle an der Zellober-
fliche exprimierten Proteine. Die isolierte Betrachtung der Nephrinfraktion gelingt durch die
folgende Immunoprizipitation. Der Immunnachweis des biotynilierten Nephrin wurde mit
Streptavidin durchgefiihrt.

Zunichst wurden die zu vergleichenden Zellproben mit Nephrin (CDM.slIg.Nephrin.WT), -
Arrestin2 (CDM.F.3-Arrestin2) und dem AT;-Rezeptor (pEGFP.AT1-Rezeptor) kotransfi-
ziert, 60 min in DMSO bzw. 30 uM U73122 inkubiert und anschlieBend jeweils die Hélfte
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des Probenmaterials der Datenpunkte fiir 60 min mit 1 uM Angiotensin II stimuliert. Folgend
wurden die Oberfldchenproteine biotinyliert, nicht adhdsives Biotin wurde durch wiederholtes
waschen mit PBS entfernt. Nach der Zelllyse wurde Nephrin immunoprézipiert. Es folgten die
elektrophoretische Auftrennung und ein Western-Blot. Zuletzt wurde eine Immunfirbung der
Lysate und der immunprézipitierten Proben gegen das gesamte in der Probe enthaltene Neph-
rin (Anti-Nephrin-Antikorper) und gegen das an der Zelloberfldche exprimierte biotinylierte
Nephrin (Streptavidin) durchgefiihrt.

Abb. 8 zeigt das Ergebnis des Biotin-Assay unter Inhibition der Phospholipase C. Unter der
Stimulation mit Angiotensin II ist die deutliche Reduktion des an der Zelloberflachliche bioti-
nylierten Nephrin, im Vergleich zur unstimulierten Probe, zu beobachten. Die Inhibiton der
Phospholipase C mit U73122 negiert die Endozytose von biotinyliertem Nephrin unter der
Stimulation mit Angiotensin II. Die Gesamtexpression von Nephrin (un-/biotinyliert) ist in

allen Proben als gleichwertig zu betrachten.
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Abbildung 8: Angiotensin II bewirkt eine Endozytose des an der Zelloberfliche exprimierten Nephrin, die
Inhibition der Phospholipase C negiert die Endozytose.

HEK293T-Zellen wurden mit Ig.Nephrin und dem AT;-Rezeptor kotransfiziert. 120 min vor der Zellernte
erfolgte die Inhibition der Phospholipase C mit 30 pM U73122 bzw. DMSO. Nach einer 60 miniitigen
Stimulation mit 1 pM Angiotensin II wurde Biotin hinzugefiigt, welches oberflichlich exprimiertes Neph-
rin kovalent bindet, erfolgt die Zelllyse und anschliefende die Immunoprizipitation mit einem Anti-
Nephrin-Antikorper und Protein-A-Sepharose. Proben und Lysate wurden elektrophoretisch getrennt
und geblottet. Die Nachweisreaktion des biotinylierten Nephrin wurde mit Streptavidin durchgefiihrt,
weitere Immunfirbungen folgten mit einem Anti-Nephrin-Antikorper. Die Stimulation mit Angiotensin II

filhrt ohne den Inhibitior zu einer reduzierten biotinylierung des an der Zelloberfliche exprimierten
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Nephrin, was einer verstirkten Endozytose gleichzusetzen ist. Unter der Inhibition der Phospholipase C
mit U73122 zeigt sich eine verstirkte Biotinylierung des an der Zelloberfliche exprimierten Nephrin.
Nephrin verbleibt somit vermehrt an der Zelloberfliiche. Die Inhibition der Phospholipase C negiert die
unter Angiotensin II auftretende verstirkte Endozytose von biotinyliertem Nephrin. Sowohl die Expressi-
on des prizipitierten Nephrin, als auch die Proteinexpression in den Lysaten ist gleichwertig. Die Phos-
pholipase C ist essentiell fiir die Signaltransduktion des Angiotensin-II-Effekts und der folgenden Endozy-

tose von Nephrin (n=3).

4.2.6  Mekl reguliert die Angiotensin-II-abhéingige Nephrin--Arrestin2-Interaktion.

Die Aktivierung der Phospholipase C ist essentiell fiir die Signaltransduktion der Angioten-
sin-II-Wirkung auf die Nephrin-B-Arrestin2 Interaktion. Die aktivierte Phospholipase C y
spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) in die second-messenger Inositoltriphos-
phat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). Diacylglycerin ist in der Lage, iiber Aktivierung der
Proteinkinase C eine Queraktivierung der MAP-Kinase RAF; durch Phosphorylierung her-
vorzurufen [90] [91]. RAF; aktiviert durch Phosphorylierung u.a. MEK1 (Multienzymkomp-
lex1) [92], dass durch Phosphorylierung von Serin, Threonin oder Tyrosin eines Thr-X-Tyr-
Motivs verschiedene weitere Kinasen, u.a. ERK,;, aktiviert [93] [94]. Als Phosphorylie-
rungsziele von ERK, konnten Serin/Threonin-Kinasen und Transkriptionsfaktoren identifi-
ziert werden [95, 96]. Die direkte Rezeptor-assoziierte Aktivierung der MAP-Kinasen (mito-
gen-activated-protein-Kinase) durch das G-Protein Gy tliber die Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3-Kinase) konnte in Vorversuchen mit dem PI3-Kinase-Inhibitor LY294002 ausgeschlos-
sen werden.

Ob die Aktivitit bzw. eine mdgliche Queraktivierung der MAP-Kinasen Relevanz fiir die
Signaltransduktion der Angiotensin-II-Wirkung besitzt, wurde mit Hilfe des MEK 1-Inhibitors
UO0126 untersucht. HEK293T-Zellen wurden mit Nephrin (CDM.slg.Nephrin.cyt), B-
Arrestin2 (CDM.F.B-Arrestin2) und dem ATI1-Rezeptor (pEGFP.AT1-Rezeptor) kotransfi-
ziert. Die Negativkontrolle wurde mit dem Nephrin Leervektor (CDM.slg.) durchgefiihrt. 120
min vor der Zellernte wurden jeweils 30 pM U0126 in den Kulturschalen geldst, 60 min vor
der Zellernte erfolgte die Stimulation mit 1 uM Angiotensin II. Die Zellen wurden geerntet,
lysiert und der Co-Immunoprézipitation mit Protein-G-Sepharose unterzogen. AnschlieBend
wurden die Proben und Lysate elektrophoretisch getrennt, geblottet und mit einem Anti-Flag-
Antikorper immungeférbt.

Die Auswirkung der MEK 1-Inhibition mit U0126 auf die Angiotensin-II-abhéngige Prizipita-
tion von B-Arrestin2 an Nephrin wird in der folgenden Abbildung dargestellt (Abb.9). In der
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Positivkontrolle kann der bekannte Angiotensin-II-Effekt auf die Nephrin-f-Arrestin2 Inter-
aktion beobachtet werden. Die Proteinexpression in den Lysaten ist anndhernd gleichwertig.
Unter der Inhibition von MEK1 mit U0126 und folgender Stimulation mit Angiotensin II

zeigt sich ein Verlust der Bindungsverstiarkung von -Arrestin2 an Nephrin.
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Abbildung 9: Die Inhibition von MEK1 mit 00126 fithrt zum Verlust des Angiotensin-II-Effekts.

HEK293T-Zellen wurden mit sIg.Nephrin, F.p-Arrestin2 und dem AT;-Rezeptor kotransfiziert. 120 Mi-
nuten vor der Zellernte erfolgte die Inhibition von MEK1 mit 30 pM U0126 bzw. DMSO. Nach einer 60
miniitigen Stimulation mit 1 pM Angiotensin II erfolgten die Zelllyse und die Co-Immunoprizipitation
mit Protein-G-Sepharose. Proben und Lysate wurden elektrophoretisch getrennt und geblottet. Ein Anti-
Flag-Antikorper wurde zur Immunfirbung eingesetzt. Die Negativkontrolle zeigt keine Bindungsfihigkeit
von PB-Arrestin2. In der Positivkontrolle ist unter der Angiotensin-1I-Wirkung die verstirkte Prizipitation
von PB-Arrestin2 an Nephrin zu beobachten. Die Inhibition der MAP-Kinase MEK1 mit U0126 fiihrt zu
einem Verlust der Angiotensin-l1I-induzierten Nephrin-B-Arrestin2 Interaktion. Die Proteinexpression von

B-Arrestin2 ist innnerhalb der beiden Datenpunkte gleichwertig (n=3).

4.3 Die posttranslationale Modifikation von Nephrin

4.3.1 Die posttranslationale Modifikation von Nephrin an Position 1120 und 1125 ist
relevant fiir die Wirkung von Angiotensin II.

Um Regulationsstellen fiir eine posttranslationale Verdnderung 1.S. einer De-

/Phosphorylierung am Protein Nephrin zu finden, wurde zunéchst ein Softwarebasiertes

Screening mit Hilfe von NetPhos 2.0 durchgefiihrt. Zwei relevante Zielstrukturen fiir die

Phosphorylierung durch die Proteinkinase C a konnten u.a. im Threonin an Position 1120 und

1125 identifiziert werden [97]. Die Phosphorylierung dieser Strukturen ist Voraussetzung fiir
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die B-Arrestin2-Bindung an Nephrin im Rahmen einer in vitro Hyperglykdmie.

Ob eine posttranslationale Modifikation dieser beiden Phosphorylierungsmotive auch fiir die
Wirkung von Angiotensin II relevant ist, wurde zundchst mit Hilfe der Doppelmutation des
Threonin an Position 1120 und 1125 von Nephrin (CDM.slIg.NephrinT1120A T1125A) unter-
sucht. Beide Phosphorylierungsmotive wurden durch den Ersatz von Threonin durch Alanin
unter Erzeugung einer Punktmutation ausgeschaltet. HEK293T Zellen wurden mit
CDM.slg.Nephrin.cyt. bzw CDM.slg.NephrinT1120AT1125A, CDM.F.B-Arrestin2 und
pEGFP.AT1-Rezeptor ko-transfiziert. Die Negativkontrolle erfolgte mit dem Nephrin-
Leervektor. 60 Minuten vor der Zellernte erfolgte die Stimulation mit 1 uM Angiotensin IL
Die Zellproben wurden einer Co-Immunoprizipitation mit Protein-G-Sepharose unterzogen,
anschlieend gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nitrozellulose iibertragen und mit einem
Anti-Flag-Antikorper immungeféarbt

Das Ergebnis der Phosphorylierungsstudie der Phosphorylierungsmotive Thrj;z9 und Thryjss
wird in der folgenden Abbildung dargestellt (Abb. 10). In der Positivkontrolle mit Neph-
rin.cyt. zeigt sich nach 60-mintitiger Stimulation mit Angiotensin II eine verstarkte Prazipita-
tion von PB-Arrestin2 an Nephrin. Unter Ausschaltung der beiden Phosphorylierungsmotive in
der Doppelmutante des Nephrinproteins Nephrin.T1120A T1125A zeigen sich ein insgesamt
verringerter Nachweis von B-Arrestin2 und keine verstdrkte Interaktion zwischen Nephrin
und B-Arrestin2 unter der Stimulation mit Angiotensin II. Die posttranslationale Modifikation
von Nephrin Thryjzg/1125 st relevant fiir die Bindung zwischen Nephrin und B-Arrestin2, je-
doch nicht fiir die Modulation des Angiotensin-II-Effektes auf die Interaktion zwischen Neph-

rin mit B-Arrestin2.
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Abbildung 10: Der Verlust des Phosphorylierungsmotiv Nephrin THR1120 /THR1125 verhindert die Bin-
dung von B-Arrestin2.

HEK293T-Zellen wurden mit der Doppelmutante sIg.NephrinT1120AT1125A, F.B-Arrestin2 und dem
AT-Rezeptor kotransfiziert. Nach einer 60 miniitigen Stimulation mit 1 pM Angiotensin II erfolgten die
Zelllyse und die Co-Immunopriizipitation mit Protein-G-Sepharose. Proben und Lysate wurden elektro-
phoretisch getrennt und geblottet. Ein Anti-Flag-Antikorper wurde zur Immunfirbung eingesetzt. Die
Negativkontrolle mit dem Leervektor zeigt keinen Prizipitationsnachweis von B-Arrestin2. In der Positiv-
kontrolle ist sowohl eine Nephrin--Arrestin2-Bindung, als auch eine Bindungsverstirkung unter der
Stimulation mit Angiotensin II zu beobachten. Eine Ausschaltung der beiden Motive durch Punktmutati-
on von Threonin zu Alanin fiihrt nahezu zum Verlust der Bindungsfihigkeit von B-Arrestin2 an Nephrin.
Die posttranslationale Modifikation von Nephrin an den beiden Phosphorylierungsmotiven Thr;;,y und

Thryys ist essentiell fiir die Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin (n=3).

4.3.2 Die posttranslationale Modifikation von Nephrin am Threonin; hat keinen
Einfluss auf den Angiotensin-1I-Effekt.

Zur Differenzierung der Relevanz der beiden Phosphorylierungsmotive Threonin;;zy und

Threonin,ps fiir die Wirkung von Angiotensin II auf die Nephrin-B-Arrestin2 Interaktion

wurden Einzelmutanten (CDM.sIg.Nephrin T1120A, CDM.slg.Nephrin T1125A) dieser Mo-

tive genutzt [97]. Das Threonin in Position 1120 wurde mit Hilfe der Quick-Change-

Mutagenese durch Alanin ersetzt, in der Folge ist dieses Phosphorylierungsmotiv ausgeschal-

tet.
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HEK293T-Zellen wurden mit CDM.slg.Nephrin.cyt bzw. CDM.sIg.Nephrin.T1120A,
CDM.F.3-Arrestin2 und pEGFP.AT1-Rezeptor kotransfiziert. Als Negativkontrolle dient der
Nephrin-Leervektor CDM.slg. Die Hilfte der Zellproben wurde 60 min vor der Zellernte mit
1 pM Angiotensin II stimuliert, geerntet, lysiert und mit Protein-G-Sepharose Co-
immunoprézipitiert. Anschliefend wurden die Proben und Lysate gelelektrophoretisch aufget-
rennt und dem Western-Blot unterzogen. Die Immunfiarbung wurde mit einem Anti-Flag-
Antikorper durchgefiihrt.

Die folgende Abbildung zeigt dasErgebnis der Phosphorylierungsstudie von Nephrin am
Threonin; o unter Ausschaltung des Motivs durch Punktmutation (Abb. 11). In der Positiv-
kontrolle ist die bekannte verstirkte Prézipitation von B-Arrestin2 an Nephrin unter der Wir-
kung von Angiotensin II zu beobachten. Die Kontrollprobe mit NephrinT1120A weist ebenso
eine verstirkte Interaktion von B-Arrestin2 nach der 60 miniitiger Stimulation mit Angioten-
sin II auf. Die posttranslationale Modifikation i.S. einer Phosphorylierung von Nephrin am
Threonin, 9 hat keine Relevanz fiir die verstarkte Prézipitation von B-Arrestin2 und Nephrin

unter der Stimulation mit Angiotensin II.
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Abbildung 11: Die Ausschaltung des Phosphorylierungsmotivs Nephrinrggri120 hat keinen Einfluss auf das
Bindungsverhalten von B-Arrestin2 oder den Angiotensin-1I-Effekt.
HEK?293T-Zellen wurden mit sIg.NephrinT1120A, F.B-Arrestin2 und dem AT;-Rezeptor kotransfiziert.

Nach einer 60 miniitigen Stimulation mit 1 pM Angiotensin II erfolgten die Zelllyse und die Immunopri-
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zipitation mit Protein-G-Sepharose. Proben und Lysate wurden elektrophoretisch getrennt und geblottet.
Ein Anti.Flag-Antikérper wurde zur Immunfirbung eingesetzt. Eine Punktmutation des Threonin;;,
durch die nicht phosphorylierbare Aminosiure Alanin verhindert eine posttranslationale Modifikation. In
der Positivkontrolle ist die verstirkte Angiotensin-II-induzierte Nephrin-B-Arrestin2-Interaktion zu beo-
bachten. Auch unter der Transfektion der Nephrinmutante Nephrinyy,94 bleibt der Angiotensin-IT-Effekt
bestehen. Die alleinige posttranslationale Modifikation i.S. einer Phosphorylierung des Threonin;;;, im
Gesamtmotiv Thryyy125 hat keine Relevanz fiir die B-Arrestin2-Bindung oder den Angiotensin-II-Effekt.

Der Angiotensin-1I-Effekt bleibt unter Ausschaltung des Phosphorylierungsmotivs erhalten (n=3).

4.3.3 Die Nephrin-Domiine 1215-1221 ist essentiell fiir die Nephrin-B-Arrestin2-
Interaktion.

Die Aminoséduren Tyrj93 [35] und indirekt Thry,5 konnten bereits als wichtige Phosphorylie-
rungsmotive fiir die Nephrin-f-Arrestin2 Interaktion identifiziert werden. Das Regulations-
motiv fiir die verstiarkte Nephrin-f-Arrestin-Interaktion und folgende Endozytose unter der
Stimulation mit Angiotensin II bleibt in den bisherigen Untersuchungen allerdings unbekannt.
Im Rahmen der weiteren Untersuchung der sieben bekannten c-terminalen Tyrosin-
Phosphorylierungsmotive von Nephrin wurden verschiedene Nephrin truncations [35] zur
Erstellung einer Truncation Map genutzt. Mit Hilfe unterschiedlicher Primer wurden mehrere
verschiedene C-terminale Kettenabbriiche an Nephrin induziert, was den zytoplasmatischen
Abschnitt des Proteins limitiert. Eine Vergleichstransfektion dieser restringierten Proteine
ermOglicht die Lokalisierung moglicher posttranslationaler Modifikationsmotive und Protein-
interaktionsmotive im entsprechenden Proteinabschnitt, nach einer Expressionskontrolle.
HEK293T-Zellen wurden mit den im C-Terminus restringierten slg.Nephrin-truncations
1087-1241/1087-1221/1087-1215/1087-1208, F.B-Arrestin2 und dem AT;-Rezeptor kotrans-
fiziert. Nach einer 60 miniitigen Stimulation mit 1 uM Angiotensin II erfolgten die Zelllyse
und die Co-Immunoprézipitation mit Protein-G-Sepharose. Proben und Lysate wurden elekt-
rophoretisch getrennt und geblottet. Ein Anti.Flag-Antikorper wurde zur Immunférbung ein-
gesetzt.

Das Ergebnis des Truncation mapping -einer graduellen Restriktion des C-Terminus von
Nephrin- und der folgenden Bindungsstudie wird in Abb. 12 gezeigt. Das c-Terminal nicht-
restringierte Nephrinjog7-1241 geht unter der Stimulation mit Angiotensin II die bekannte starke
Bindung durch den verstarkten Nachweis des prézipitierten -Arrestin2 ein. Nach aufsteigen-
der c-terminaler Lange weisen Nephrinjog7-120s und Nephrinjgg7.1215 nur eine sehr geringe Af-

finitét zu B-Arrestin2 auf, sowohl mit als auch ohne die Stimulation durch Angiotensin II. Der
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bekannte Effekt des Angiotensin II tritt erst nach der zusétzlichen Expression der c-terminalen
Aminosduren zwischen Position 1215 und 1221 im Rahmen der Kotransfektion von Neph-
rinjog7-1221 auf. Dies ldsst den Schluss zu, dass ein Regulationsmotiv fiir die Angiotensin II
induzierte Nephrin-B-Arrestin2 Interaktionsverstirkung im Aminosdureabschnitt 1215-1221

zu finden ist.
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Abbildung 12: Der C-Terminale Abschnitt Nephrin;;s.1;;; reguliert die Angiotensin II induzierte Interak-
tionsverstirkung von Nephrin an B-Arrrestin2.

Die Nephrin Truncations CDM.sIg.Nephrin.1087-1208, CDM.slg.Nephrin.1087-1215,
CDM.slg.Nephrin.1087-1221 und der vollstiindige c-terminale Nephrinabschnitt CDM.sIg.Nephrin.1087-
1241 wurden jeweils in zwei Zellproben mit CDM.F.B-Arrestin2 und pEGFP.AT1-Rezeptor kotransfi-
ziert. Die Negativkontrolle erfolgte mit dem Nephrin-Leervektor CDM.sIg. Eine Stimulation mit 1 pM
Angiotensin II fand 60 min vor der Zellernte statt. Die Zellen wurden folgend geerntet, lysiert und mit
Protein-G-Sepharose co-immunoprizipitiert. Nachfolgend wurden die Proben und Lysate elektrophore-
tisch getrennt und dem Western-Blot unterzogen. Die Immunfirbung erfolgte mit einem Anti-Flag-
Antikorper. Unter der Co-Immunoprizipitation mit dem im c-Terminus restringiertem Nephrin;gg.120s
und Nephrinjgg7.1215, geht die durch Angiotensin II induzierte verstirkte Prizipitation von pB-Arrestin2 an
Nephrin verloren. Erst nach der Expression der c-terminalen Aminosiuren 1216-1221 tritt der Angioten-

sin-II-Effekt erneut auf (n=5).
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4.3.4 Der Phosphorylierungzustand des Tyrosinj;;7; reguliert den Angiotensin II-

Effekt auf die Nephrin-B-Arrestin2-Interaktion.

Die gewonnen Erkenntnisse aus dem truncation mapping zeigen, dass ein relevantes Regula-
tionsmotiv fiir die Vermittlung des Effekts von Angiotensin II auf die Nephrin-f-Arrestin2-
Interaktion in der Nephrin-Domédne 1215-1221 liegt. Die Aminosduresequenz dieser Doméne
lautet Gly-1li-Tyr-Asp-GIn-Val-Ala (G-I-Y-D-Q-V-A). Das einzige mdgliche Phosphorylie-
rungsmotiv in diesem Proteinabschnitt ist das Tyrosinjz;7.

Zur Bestitigung dieser Erkenntnisse wurden zwei Nephrinmutanten mit Hilfe der site-
directed-Mutagenese erstellt. Zundchst wurde das Phosphorylierungsmotiv vollstindig ausge-
schaltet unter Nutzung einer Punktmutation des Tyrosin;»;7 (Y1217) und Ersatz durch die Ami-
nosdure Asparagin (Y;17D) (CDM.slg.NephrinY 1217D). Die Punktmutation von Tyrosin;,;7
zu Asparagin ist ein sog. Einzelnukleotid-Polymorphismus, eine Variation des menschlichen
Genoms. Asparagin simuliert den Zustand der dauerhaften Phosphorylierung. Als Negativ-
kontrolle wurde eine weitere Mutante durch Punktmutation des Tyrosinjs;7 (Y1217) zu Alanin
(Y1217A) erzeugt (CDM.slg.NephrinY1217A).

HEK293T-Zellen wurden mit sIg.NephrinY1217A/Y1217D, F.3-Arrestin2 und dem AT;-
Rezeptor kotransfiziert. Nach einer 60 miniitigen Stimulation mit 1 uM Angiotensin II erfolg-
ten die Zelllyse und die Co-Immunoprézipitation mit Protein-G-Sepharose. Proben und Lysa-
te wurden elektrophoretisch getrennt und geblottet. Ein Anti-Flag-Antikorper wurde zur Im-
munfirbung eingesetzt.

Folgend wird das Ergebnis der Phosphorylierungsstudie von Nephrin am Tyrosin;,;7 darges-
tellt (Abb. 13). Die Kontrollprobe zeigt die verstdrkte Angiotensin II induzierte Nephrin-f3-
Arrestin2-Interaktion. Die Verdnderung des Phosphorylierungsmotivs durch die Punktmutati-
on von Tyrosin;y;7 zu Asparaginj,;7 filhrt unter dem Einfluss von Angiotensin II zur Bindung
von B-Arrestin2. Eine Interaktionsverstirkung zwischen Nephrin und B-Arrestin2 ist jedoch

nicht mehr zu beobachten.
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Abbildung 13: Die Phosphorylierung von Nephrin am Tyrosin,;; fiihrt zum Verlust des Angiotensin-II-
Effekts und zu einer weiteren Reduktion der Prézipitation von B-Arrestin2 an Nephrin.

HEK?293T-Zellen wurden mit Nephrin (CDM.slg.Nephrin.cyt)/ NephrinY1217A
(CDM.sIG.NephrinY1217A)/ NephrinY1217D (CDM.sIg.NephrinY1217D), p-Arrestin2 (CDM.F.B-
Arrestin2) und dem AT1-Rezeptor (pEGFP.AT1-Rezeptor) kotransfiziert. Nach einer 60 miniitigen Sti-
mulation mit 1pnM Angiotensin II erfolgte die Zellernte, Zelllyse und die Co-Immunoprizipitation mit
Protein-G-Sepharose. Nach der SDS-Page-Gelelektrophorese und dem Western-Blot folgte die Immun-
firbung mit einem Anti-Flag-Antikorper. In der Positivkontrolle ist unter Stimulation mit Angiotensin IT
eine verstirkte Interaktion zwischen Nephrin und B-Arrestin2 zu beobachten. Ein Expression von Neph-
rinyi;174 fithrt zum Verlust der Bindung, sowie des Angiotensin-II-Effekts, durch den Ersatz der nicht-
phosphorylierbaren Aminosiure Alanin. Der Zustand einer Dauerphosphorylierung wird durch die
Punktmutation von Tyrosin;;;; zu Asparagin simuliert. Dies fiihrt bei bestehender Bindungsfihigkeit von
B-Arrestin2 an Nephrin zu einer Reduktion der Prizipitation unter der Stimulation mit Angiotensin II.

Die Phosphorylierung von Nephrin in Position 1217 kann den Angiotensin-II-Effekt negieren (n=5).

4.3.5 Die spezifische Inhibition von Proteintyrosinkinasen beeinflusst den Angioten-
sin-1I-Effekt nicht.

Die Ergebnisse des Phosphorylierungszustandes von Y1217 weisen auf die Rolle von Tyro-

sinkinasen fiir den Angiotensin-1I-Effekt hin. Um den Einfluss der Proteintyrosinkinasen zu

untersuchen, wurde der spezifische Inhibitor Genistein eingesetzt [98]. Mogliche regulatori-

sche Wirkungen von Serin/Threonin-Kinasen, cAMP-abhingige Kinasen oder der Proteinki-
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nase C bleiben unter der Wirkung von Genistein erhalten.

HEK?293T-Zellen wurden mit sIg.Nephrin, F.B-Arrestin2 und dem AT;-Rezeptor kotransfi-
ziert. 120 min vor der Zellernte erfolgte die Inhibition der Proteintyrosinkinasen mit 20 pM
Genistein. Nach einer 60 miniitigen Stimulation mit 1 uM Angiotensin II erfolgten die Zellly-
se und die Co-Immunoprézipitation mit Protein-G-Sepharose. Proben und Lysate wurden
elektrophoretisch getrennt und geblottet. Ein Anti-Flag-Antikorper wurde zur Immunfiarbung
eingesetzt. Das Ergebnis der Immunfarbungen unter Inhibition der Proteintyrosinkinasen mit
Genistein ist in der folgenden Abbildung dargestellt (Abb. 14). In der Positivkontrolle zeigt
sich die bekannte verstirkte Prizipitation von Nephrin und p-Arrestin2 unter der 60-
miniitigen Stimulation mit Angiotensin II. Auch unter der Inhibition der Proteintyrosinkina-
sen mit 20 uM Genistein und anschliefender Stimulation mit 1 uM Angiotensin II bleibt ver-
stirkte Bindung zwischen Nephrin und B-Arrestin2 erhalten, bei gleichstarker Proteinexpres-

sion in den Zelllysaten.
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Abbildung 14: Eine spezifische Inhibition der Proteintyrosinkinasen hat keinen Einfluss auf den Angio-
tensin-II-Effekt.

HEK293T-Zellen wurden mit Nephrin (CDM.slg.Nephrin.cyt), B-Arrestin2 (CDM.F.B-Arrestin2) und
dem ATI1-Rezeptor (pEGFP.AT1-Rezeptor) kotransfiziert. Als Negativkontrolle wurde der Nephrin-
Leervektor eingesetzt (CDM.sIg). 120 min vor der Zellernte erfolgte in der Hilfte der Zellproben die In-
hibition der Proteintyrosinkinasen mit 20 pM Genistein bzw. DMSO. 60 min vor der Zellernte wurden die
entsprechenden Zellproben mit 1 pM Angiotensin II stimuliert. Der Zellernte folgten die Lyse der Proben
und eine Co-Immunoprizipitation mit Protein-G-Sepharose. Im Anschluss der elektrophoretischen Auf-
trennung der Proben und Lysate wurde ein Western-Blot durchgefiihrt. Die Nitrozellulosemembranen
wurden mit Hilfe eines Anti-Flag-Antikorpers immungefirbt. Die Positivkontrolle zeigt die Angiotensin-
Il-induzierte Nephrin-B-Arrestin2 Prizipitation. Die spezifische Inhibition der Proteintyrosinkinasen

beeinflusst die verstirkte Angiotensin-II-induzierte Prizipitation von B-Arrestin2 an Nephrin nicht (n=6).
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4.4 Das zytoskelettale Adapterprotein Nck2 interagiert mit Nephrin am
Phosphorylierungsmotiv Tyrosin,;;.

Der fiir die Vermittlung des Angiotensin-II-Effekts relevante Aminosdureabschnitt konnte im
Nephrin-C-Terminus auf die Sequenz G-I-Y-D-Q-V-A eingegrenzt und das Phosphorylie-
rungsmotiv Tyr;,;7 identifiziert werden. Bereits 2006 konnte gezeigt werden, dass die Phos-
phorylierung verschiedener YDxV-Motive durch Kinasen der Src-Familie liber Adapterpro-
teine der Nck-Familie zu einer zytoskelettalen Reorganisation von Actin und Nephrin fithren
[46]. Fehlausbildungen der podozytiren FuBfortsdtze und ein kongenitalen Nephrotisches
Syndrom konnten unter der Ausschaltung der Adapterproteine Nck in transgenen Méausen
beobachtet werden [46]. Folgende Veroffentlichungen dieser Arbeitsgruppe zeigten, dass das
Motiv Tyri,17 unter der podozytiren Schiadigung mit Puromycin zunehmend dephosphoryliert
wird [99].

Die Frage, ob Angiotensin II ebenfalls die Interaktion zwischen Nephrin und Nck/Actin be-
einflusst, wurde mit Hilfe einer Co-Immunoprézipitation beantwortet. Hek293T-Zellen wur-
den mit Nephrin (CDM.slg.Nephrin.cyt), einem c-terminal Flag markiertem Nck2
(CDM.F.Nck2) und dem AT,-Rezeptor (pEGFP.AT,-Rezeptor) kotransfiziert. Die Negativ-
kontrolle erfolgte mit dem Nephrin-Leervektor CDM.slg. Nach einer 60 miniitigen Stimulati-
on mit 1 pM Angiotensin II erfolgte die Zellernte, Lyse und Co-Immunoprézipitation mit Pro-
tein-G-Sepharose. Nach der elektrophoretischen Auftrennung und dem Western-Blot folgte
die Immunfarbung mit einem Anti-Flag-Antikorper.

Der Einfluss von Angiotensin II auf die Nephrin-Nck-Interaktion ist in der folgenden Abbil-
dung dokumentiert (Abb. 15). Es zeigt sich eine Reduktion des an Nephrin prizipitierten Nck
unter der Wirkung von 1 uM Angiotensin II bei gleichwertiger Proteinexpression in den Zell-

lysaten.
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Abbildung 15: Angiotensin II induziert einen signifikanten Bindungsverlust zwischen Nephrin und dem
zytoskeletalen Actin-Adapterprotein Nck.

HEK?293T-Zellen wurden mit sIg.Nephrin, F.Nck2 und dem AT-Rezeptor kotransfiziert. Nach einer 60
miniitigen Stimulation mit 1 pM Angiotensin II erfolgten die Zelllyse und die Co-Immunoprizipitation
mit Protein-G-Sepharose. Proben und Lysate wurden elektrophoretisch getrennt und geblottet. Ein An-
ti.Flag-Antikorper wurde zur Immunfirbung eingesetzt. Unter der Einwirkung von Angiotensin II ist der
Nachweis des an Nephrin gebundenen Nck reduziert. Die Stimulation mit Angiotensin II induziert einen
signifikanten Bindungsverlust um den Faktor 0,25 zwischen Nephrin und des zytoskelettalen Actin-

Adapterprotein Nck2 (*n=5, p=0,0079).

4.5 Untersuchung des Angiotensin-II-Effekts in murinen Podozyten.

4.5.1 Angiotensin II induziert die Endozytose von Nephrin in murinen Podozyten.

Im Rahmen von Biotin Assays von Martin Riitze et al. konnte bereits im Modell mit
HEK?293T-Zellen die Angiotensin II induzierte in vitro Endozytose von Nephrin nachgewie-
sen werden. Ebenso konnte die Inhibition der Nephrinndozytose unter der Wirkung des AT;-
Rezeptor-Antagonisten Candesartan dargestellt werden.

Die Ubertragung dieses Modells auf ein geeigneteres Zellmodell wurde in Form der Verwen-
dung von immortalisierten murinen Podozyten vollzogen.

Podozyten mit einer stabilen Expression des AT -Rezeptors wurden zur experimentellen Nut-
zung herangezogen. Unter der Reduktion der Temperatur auf 37 °C und dem Entzug von
Interferon-y erfolgen die Differenzierung der Pododzyten und die zunehmende Expression

von Nephrin. Die Stimulation mit 1 pM Angiotensin II erfolgte 60 min vor der Zellernte.
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Nach der Zellernte wurden die Proben dem Procedere des Biotin-Assays, der Zelllyse und
anschlieend der Immunoprézipitation. Der elektrophoretischen Auftrennung der Proben folg-
te ein Western-Blot. Der Nachweis von biotinylierten Nephrin, dem gesamten zelluldren
Nephrin und Actin wurde durch die Immunfiarbung mit Streptavidin, einem Anti-Nephrin-
Antikorper bzw. einem Anti-Actin-Antikorper durchgefiihrt.

Das Biotin-Assay zeigt die Expressionsédnderung von Nephrin an der Zelloberfldche unter der
Wirkung von Angiotensin II in murinen Podozyten (Abb. 16). Sichtbar wird eine signifikante
Reduktion des an der Oberfliche exprimierten biotinylierten Nephrins unter der Stimulation
mit Angiotensin II, bei anndhernd gleicher Expression des prézipitierten Nephrins und des
gesamten zelluldren Nephrins. Der Nachweis der Angiotensin Il-induzierten [(-Arrestin2-

abhingigen Endozytose von Nephrin zeigt sich somit auch im murinen Podozyten.
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Abbildung 16: Angotensin II induziert die Endozytose von Nephrin in murinen Podozyten.

Mit dem AT;-Rezeptor stabil transfizierte ausdifferenzierte murine Podozyten wurden fiir 60 min mit
1pM Angiotensin II stimuliert. Nach der Zellernte, der Biotinylierung des an der Zelloberfliche expri-
mierten Nephrin und der Zelllyse erfolgte die Co-Immunopréizipitattion mit einem Anti-Nephrin-
Antikoérper. Der SDS-Page Gelelektrophorese schloss sich ein Western-Blot an. Der Nachweis des biotiny-
lierten Nephrin wurde mit Streptavidin durchgefiihrt. Weiterhin wurde die gesamte zelluliire Nephrinf-
raktion mit einem Nephrin-Antikorper nachgewiesen. Nach der Stimulation mit Angiotensin II erfolgt ein
densidometrisch signifikant reduzierter Nachweis des an der Zelloberfliche biotinylierten Nephrin (Fak-
tor 0,25). Sowohl das in der Immunpriizipitation gebundene Nephrin, als auch die gesamte zelluliire

Nephrinexpression sind in beiden Proben gleichwertig (*n=5, p=0,03).
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4.5.2  Angiotensin II verstirkt die Nephrin-B-Arrestin-II-Interaktion in isolierten mu-
rinen Glomeruli.

Zur Ubertragung der in vitro gewonnenen Erkenntnisse, dass Angiotensin II die Interaktion
zwischen Nephrin und B-Arrestin verstirkt und die Nephrinendozytose im Podozyten indu-
ziert, wurden murine Glomeruli isoliert. Die Nutzung dieser Methode erlaubt die Betrachtung
einer podozytiren Proteinexpression.

Die Nieren minnlicher, 3-8 Wochen alter Balb/C-Méuse wurden nach der initialen Totung
mit gekiihltem PBS (4 °C) perfundiert. Die Isolierung der Glomeruli erfolgte nach der Embo-
lisierung mit 5ml einer Dynabeads-PBS-Suspension (s.0). Anschliefend wurden die selektio-
nierten Glomeruli fiir 60 min bei 37 °C in RPMI-Medium inkubiert und mit 1 uM Angioten-
sin II stimuliert. Nach der Lyse wurden die Proben der Co-Immunoprézipitation mit einem
Anti-B-Arrestin Antikorper zugefiihrt und darauffolgend Proben und Lysate elektrophoretisch
aufgetrennt und dem Western-Blot unterzogen. Die Nitrozellulosemembranen wurden mit
Hilfe eines Anti-Nephrin-, eines Anti-B-Arrestin2- und eines Anti-Actin-Primédrantikorpers
immungefarbt.

Die Stimulation isolierter muriner Glomeruli mit 1 pM Angiotensin II fithrt zu einer signifi-
kanten Zunahme der Prézipitation von Nephrin an B-Arrestin2 (Abb. 17). Die Proteinexpres-
sion von B-Arrestin2 ist in der Co-Ip als auch in den Lysaten, mit und ohne Stimulation, als
gleichwertig zu betrachten. Eine Induktion der Expression von -Arrestin2 ist unter der Wir-

kung von Angiotensin II nicht anzunehmen.
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Abbildung 17: Die Stimulation isolierter muriner Glomeruli mit Angiotensin II verstirkt die prizipitati-
on von B-Arrestin2 an Nephrin.

3-8 Wochen alte ménnliche Balb/C-Miuse wurden getotet, die Nieren isoliert mit PBS perfundiert und die
Glomeruli mit magnetischen Dynabeads embolisiert. Nach Extraktion der Nieren und magnetischer Isola-
tion der Glomeruli erfolgte die 60-miniitige Stimulation mit 1 pM Angiotensin II. Die Zellen wurden ly-
siert und einer Co-Immunoprézipitation mit einem Anti-B-Arrestin2-Antikorper zugefiihrt. Die Immun-
firbung erfolgte mit einem Anti-Nephrin-Antikérper. Unter der Stimulation mit Angiotensin II zeigt sich
eine signifikante —um den Faktor 1,8-2,4- verstirkte Bindung von Nephrin an das immunprizipitierte f3-
Arrestin2. Die Expressionskontrollen von Nephrin, dem immunprézipitierten B-Arrestin2 und dem ge-
samten zelluliiren B-Arrestin2 fallen in beiden Versuchsansiitzen gleichwertig aus. Die Stimulation isolier-
ter muriner Glomeruli mit 1 pM Angitensin II fiir 60 min fiihrt zu einer verstirkten Nephrin--Arrestin2-

Interaktion (*n=4, p=0,03).
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5. Diskussion

Infusionen mit Angiotensin II zeigen in vivo -Aldosteron unabhéngig- eine signifikante tran-
siente Erhohung der glomeruldren Permeabilitdt innerhalb von Minuten [100]. Die transiente
Steigerung der glomeruldren Permeabilitét unter der Ang II Infusion ging in den Experimen-
ten von Axelsson et al. ohne eine signifikante Erh6hung des systemischen Blutdrucks einher.
Buter et al. beobachteten eine Reduktion einer Proteinurie bei Diabetikern unter Substitution
von Losartan innerhalb von drei Tagen. Auch dieser Effekt ging ohne eine signifikante Ande-
rung des systemischen Blutdrucks einher und zeigte sich reversibel nach dem Absetzen der
Medikation [101].

Davis et al konnten eine signifikante Reduktion einer Albuminurie und des Blutdrucks bei
Patienten mit einer diabetischen Nephropathie nachweisen unter der Therapie mit dem Angio-
tensin-Rezeptorantagonisten Irbesarten. Die Vergleichsmedikation mit einem Ca-
Antagonisten war in der Lage den Blutdruck signifikant zu senken, eine Reduktion der Pro-
teinurie konnte jedoch nicht beobachtet werden [102]. Ca-Antagonisten waren auch in weite-
ren Experimenten in der Lage den systemischen Blutdruck signifikant zu reduzieren, eine
signifikante Reduktion der Proteinurie blieb jedoch aus [103]. Eine signifikante Reduktion
des Blutdrucks und die damit einhergehend verinderte intraglomeruldre Himodynamik kon-
nen eine bestehende Albuminurie reduzieren [104]. Die Inhibition des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems (RAAS) durch Hemmung des Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE)
mit ACE-Hermmern oder Angiotensin-Rezeptor-Blockern (ARB) reduziert und verzogert
eine bestehende Albuminurie bzw. die Progression [105] [106] [107]. Der alleinige antihyper-
tensive Effekt eines medikamentdsen Eingriffs in das RAA-System (Ca-Antagonisten vs.
AT-Rezeptor-Antagonsiten) liefert keine hinreichende Erklidrung fiir die Reduktion einer
glomeruldren Proteinurie. Der nephroprotektive anti-albuminurische Effekt von ACE-
Hemmern und Angiotenson-Rezeptor-Blockern {ibersteigt den alleinigen Benefit eines anti-
hypertensiven Effektes [105] [108] [109]. Dies unterstiitzt die Vorstellung eines Blutdruck-
unabhingigen Regulationsmechanismus der glomeruldren Schlitzmembran. Die o.g. Befunde
lassen die Hypothese zu, dass ein weiterer -AT;-Rezeptor abhéngiger- molekularer Regulati-
onsmechanismus fiir die Entwicklung einer glomeruldren Proteinurie begilinstigend oder gar
mitursdchlich sein konnte. Blutdruck-unabhiangige Effekte von ACE-Hemmern und Angio-
tensin-Rezeptor-Blockern wurden bereits in der Vergangenheit postuliert, um die nephropro-
tektiven Effekte dieser Medikamentengruppen zu erkliren [106] [110].

Unter der Stimulation mit Angiotensin II konnte im Zellmodell eine verstdrkte Prézipitation
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von Nephrin an -Arrestin2 beobachten werden (Abb. 4). Dies fiihrt hypothetisch zu einer
raschen Destabilisierung des glomerulédren Filters und ermoglicht und unterstiitzt die Entwick-
lung einer glomeruldren Proteinurie 1.S. einer Albuminurie. Auch die Stimulation isolierter
muriner Glomeruli mit Angiotensin II zeigte eine signifikante Bindungsverstirkung von
Nephrin an das immunprézipitierte 3-Arrestin2 (Abb.17).

-Arrestin2, eine fiir diese Arbeit wesentliche Schliisselstruktur zur Regulation des essentiel-
len Strukturproteins Nephrin, konnte bereits in der Vergangenheit als Bindungspartner identi-
fiziert und in seiner Funktion u.a. zur Endozytose von Nephrin charakterisiert werden [35].
Die Interaktion zwischen Nephrin und -Arrestin2 nimmt mit der Dauer der Stimulation zu.
Ein Interaktionsmaximum wurde nach 60 Minuten dokumentiert.

Dieser neue molekulare Mechanismus bietet einen Erklarungsansatz fiir die erhohte glomeru-
lare Permeabilitit unter der Angiotensin-II-Stimulation und den - Blutdruck unabhingigen -

nephroprotektiven Effekt von Angiotensin-Rezeptorantagonisten und ACE-Hemmern.

ERK1/2

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Signaltransduktion und der verwendeten

Inhibitoren.

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte der AT;-Rezeptor als Zielrezeptor des hier dar-
gestellten Angiotensin II-Effektes indentifiziert werden. Eine Vorbehandlung der transfizier-

ten Zellen mit Candesarten verhindert die verstidrkte Bindung von B-Arrestin2 an Nephrin
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unter der Einwirkung von Angiotensin II (s.0.). Die Restriktion der Aminosduresequenz bis
zur Aminosdure 319 des Rezeptorproteins und den damit hervorgerufenen Restriktion auf das
G-Protein-Signals zeigt keinen Verlust des Angiotensin II-Effekts auf die Nephrin-§3-
Arrestinll Interaktion (Abb. 5). Ein Knockdown der mRNA des G-alpha-q-Protein mit Hilfe
einer siRNA ruft einen Verlust des Angiotensin II-Effekts auf die Nephrin-3-Arrestin2 Inter-
aktion hervor (Abb. 6), so dass schlussfolgernd das G-alpha-q Signal essentiell fiir die Sig-
naltransduktion des Angiotensin II Effekts ist. Auch die Phospholipase C konnte als unver-
meintliches Bindeglied zur Vermittlung des Angiotensin II Signals identifiziert werden. Die
Inhibition der Phospholipase C mit U73122 negiert den Angiotensin II Effekt (Abb. 7). Daten
von Koenigshausen et al. in unserer Arbeitsgruppe zeigen keinen Einfluss der Inhibition des
G-alpha-i-Proteins mit Pertussistoxin auf den Angiotensin II Effekt [115].

Die Rolle der MAP-Kinasen bleibt zum Zeitpunkt der Verdffentlichung dieser Arbeit weites-
gehend unklar fiir die Signaltransduktion des Angiotensin II Effekts. In Vorversuchen konnte
eine direkte Aktivierung durch den Phosphoinosytol-3-Kinase-Weg mit Hilfe des Inhibitors
LY294002 weistestgehend ausgeschlossen werden. Eine mogliche Queraktivierung durch die
aktivierte Phospholipase C und Diazylglycerin und konsekutiver Aktivierung der Proteinkina-
se C und RAF1 ist hypothetisch mdglich. Die B-Arrestin2 abhéngige Endozytose von Nephrin
vermittelt durch die Proteinkinase C-alpha i.R. einer hyperglykdmen Stoffwechsellage wurde
bereits 2011 durch Quack, I. und Woznowski, M. et al. nachgewiesen werden [97]. Die Not-
wendigkeit einer funktionierenden Signaltransduktion von MEK1 fiir den Angiotensin II Ef-
fekt wurde i.R. der Inhibition mit U0126 festgestellt (Abb. 9). Welche folgende Funktion
MEKI1 im Verlauf bzgl. des Angiotensin II Effekts ausiibt ist nicht gesichert und verbleibt

zukiinftig zu untersuchen.

In dieser Arbeit konnte in kultivierten immortalisierten murinen Podozyten eine Angiotensin
IT induzierte Nephrinendozytose nachgewiesen werden (Abb.16). Die Phospholipase C ist
eine essentielle Komponente dieses Endozytoseprozesses (Abb. 7, 8). Durch die vermehrte
Endozytose des Strukturproteins Nephrin im glomerulédren Filter ist eine konsekutive Erho-
hung der Permabilitit des glomeruldren Filters fiir Makromolekiile zu postulieren. Eine mog-
liche Ursache der verminderten Biotinylierung von Nephrin kénnte die in Studien von Colli-
no, F. et al nachgewiesene AbstoBung von Proteinen der Zelloberflache sein [111]. In dieser
Studie konnten durch Proteasen hervorgerufene Abspaltungen des Proteins Nephrin von der

Zelloberfldche nachgewiesen werden. Ein Nachweis von Nephrin-Abbruchartefakten gelang
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in dieser Arbeit nicht, so dass primir von einer Endozytose als Ursache der verminderten
Nephrin-Biotinylierung ausgegangen wird.

Die Intaktheit der PodozytenfuBBfortsdtze zur Aufrechterhaltung der glomeruldren Schlitz-
membran ist essentiell fiir die Funktion des glomeruldren Filters [112]. Studien konnten eine
Reorganistation zytoskelettaler Strukturen unter der Einwirkung von Angiotensin II auf den
ATj-Rezeptor beobachten. In Vorarbeiten durch Macconi et al. konnte bereits in vitro gezeigt
werden, dass die Angiotensin II Stimulation podozytirer Monolayer zu einer vertsarkten Al-
buminpermeabilitidt und einer Reorganisation des Actin-Zytoskeletts fiihrt [113]. Hsu et al
demonstrierten 2008 den Einfluss der aktivierten GTPase Rac-1 auf das Remodelling des Ac-
tin-Zytoskeletts unter der Stimulation mit Angiotensin II in Podozyten mit einer stabilen AT)-
Rezeptorexpression. [114]. Die Tyrosin-Physphorylierung wurde bereits in Vorarbeiten als
Regulatoren der Nephrinbindung an -Arrestin2 [35] [112] und Nck als Adapterprotein zum
Zytoskelett identifiziert [46].

Zur weiteren Differenzierung eines moglichen Endozytosesignals durch posttranslationale
Modifizierung i.F. von De- oder Phosphorylierung wurde ein Truncation-mapping durchge-
fiihrt. Eine potentielle Bindung von -Arrestin2 an Nephrin ist nach der Expression der Ami-
nosduren von 1087-1215 mdglich. Zwei mogliche Phosphorylierungsmotive wurden in die-
sem Abschnitt hinsichtlich der Interaktion zwischen Nephrin und -Arrestin2 untersucht. Das
Ausschalten des Nephrin Tyrosin-Doppelmotifs T;120A/T125A fithrt zu einem vollstindigen
Verlust der Interaktion (Abb. 10). Eine Punktmutation im Nephrin Einzelmotif Tyrosin 1120
1.S. eines Knockdown ermdglicht weiterhin die Interaktion zwischen Nephrin und B-Arrestin2
und zeigt auch den Effekt der verstirkten Bindung von Nephrin an B-Arrestin2 nach der Sti-
mulation mit Angiotensin II (Abb. 11). Die Phosphorylierung des Motifs Y120/Y 125 ist essen-
tiell fiir die Bindung von [-Arrestin2 an Nephrin (Abb. 10).
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Abbildung 19: Ubersicht iiber die dynamische Regulation von Nephrin in der glomeruliiren

Schlitzmembran.

Erst nach der Expression der zytoplasmatischen Aminoséuresequenz 1216-1221 kann ein er-
neutes Auftreten des Angiotensin II Effekts beobachtet werden. Innerhalb dieser Sequenz
lasst sich eine Tyrosin-Phosphorylierungsdoméne nachweisen lokalisiert in T,;7. Wird dieses
Phosphorylierungmotif ausgeschaltet (Y217A) ldsst sich keine Nephrin-f3-Arrestin Bindung
nachweisen, die Dauerphosphorylierung (Y2;7D) fiihrt hingegen zu einer abgeschwéchten
Bindung. Eine Angiotensin II Stimulation fiihrt zur weiteren Abschwéchung dieser Interakti-
on (Abb. 13). Die Phosphorylierung des Tyrosins an Position Y76, Y1193 und Y2;7 ist essen-
tiell fiir die Nephrin-Nck Interaktion [46]. Unsere Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die
Phosphorylierung des Tyrosinmotifs an Position 1217 die Nephrin-Nck Interaktion starkt und
die Position in der glomeruldren Schlitzmembran stabilisiert. Gleichzeittig wird die potentiell

destabilisierende Bindung an p-Arrestin2 abgeschwécht (Abb. 13,19). Die Angiotensin II
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Stimulation reduziert die Nephrin-Nck Interaktion a.e. durch Dephosphorylierung des Tyro-
sinmotifs (Abb.15, 19).
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