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Zusammenfassung

Die diabetische Nephropathie ist die fithrende Ursache terminalen Nierenversagens in den westlichen
Industrienationen. Durch die Hyperglykdmie kommt es zu einer Schiadigung des Nierenfilters, welche als
Mikroalbuminurie symptomatisch wird. Die Mikroalbuminurie ist ein unabhingiger kardiovaskuldrer
Risikofaktor, der auch ein Fortschreiten der renalen Grunderkrankung selbst bewirkt. Die Zunahme der
Anzahl terminal niereninsuffizienter Patienten, stellt eine grofe klinische und wirtschaftliche
Herausforderung dar. Aufgrund der eingeschrinkten Therapieoptionen sind Forschungen zu
hyperglykdmieinduzierten Pathomechanismen des Nierenfilters hochaktuell. In neuen Ansitzen werden
insbesondere akute Effekte an der glomeruldren Schlitzmembran untersucht, deren strukturelle Integritit
entscheidend fiir die Funktion des Nierenfilters ist. Fiir die Funktion der Schlitzmembran spielt das
Protein Nephrin eine kritische Rolle. Quack et al. postulierten in diesem Rahmen einen Mechanismus der
hyperglykidmieinduzierten B-Arrestin-2 vermittelten Nephrinendozytose. Die Internalisierung des
Oberflichennephrins fiihrt zu einem Defekt der Schlitzmembran. Dieser Mechanismus wurde bisher nur
im Zellmodell erforscht. In dieser Arbeit wird die Irage nach den Effekten einer Hemmung der
Endozytose durch das Ausschalten von B-Arrestin-2 iz vitro und in vivo untersucht. In HEK293T-Zellen
konnte durch siRNA-vermittelten B-Arrestin-2 Knockdown eine verringerte Nephrin-Endozytose in
hyperglykdmen Medium beobachtet werden. Fiir die i wiwo Analysen wurde durch
Streptozotocininjektion bei homozygoten beta-Arrestin-2 Knockoutméusen eine Hyperglykidmie induziert
und die Albuminurie gemessen. Des Weiteren wurde die Nephrinendozytose mit einer neuen Methode
zur in-vivo-Quantifizierung oberflichenstindiger Molekiile der Schlitzmembran untersucht. Da die
Knockoutmiuse aut C57BL/6 Hintergrund stammbedingt nur eine geringe Proteinurie entwickeln,
wurde der Knockout zusitzlich auf einen FVB-Hintergrund riickgekreuzt und diese Tiere ebenfalls
untersucht. Im Verlauf der 21-tigigen Hyperglykidmiephase fanden sich keine signifikanten Unterschiede
des Blutzucker- und Gewichtsverlauf bei den Versuchstieren. Eine tendenziell geringere Albuminurie
wurde bei allen Knockoutmiusen beobachtet, der Unterschied erreichte jedoch keine Signifikanz. Im
Nephrin-Endozytoseassay zeigten die C57BL/6-Knockoutmiuse eine tendenziell geringere Endozytose,
die FVB-Knockoutmiuse wiederum eine tendenziell hohere Endozytose. Allerdings erreichte der
Unterschied des Oberflichennephrins zwischen Wildtyp- und Knockouttieren ebenfalls nicht das
Signifikanzniveau. Es ist bekannt, dass B-Arrestin-1 die Funktion von B-Arrestin-2 kompensieren kann.
Es fand sich eine tendenziell erhohte beta-Arrestin-1 Expression bei den FVB-Tieren. Des Weiteren
konnten gezeigt werden, dass unbehandelte C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse im Gegensatz zu
den FVB-Tieren nicht nur eine bereits vorbeschriebene Glukosestoffwechselstérung, sondern auch eine
gesteigerte  Albuminurie aufweisen. Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse des
Zellkulturmodells, dass die B-Arrestin-2 vermittelte Nephrin-Endozytose ein wichtiger zelluldrer
Pathomechanismus im Rahmen der hyperglykdmieinduzierten Nierenschiadigung ist. Die in wvivo
Ergebnisse legen jedoch nahe, das die Endozytose im Zusammenspiel aller Mechanismen an der
hochkomplexen Schlitzmembran von untergeordneter Bedeutung fiir die Gesamtschidigung zu sein
scheint. Dies konnte sich unter anderem durch die Systemwirksamkeit des beta-Arrestin-2 Knockouts
erklidren lassen, als auch durch die Schiadigung aller Anteile des komplexen Nierenfilters durch die

Hyperglykédmie.



Abstract

Diabetic nephropathy is the leading course for end stage renal disease in western countries.
Hyperglycemia as seen in patients with poorly treated diabetes mellitus causes damage at the glomerular
filter. Microalbuminuria is an early symptom of a leaky filter and is associated with increased
cardiovascular risk and progression of the kidney disease itself. So far there is no specific treatment for
patients with diabetic nephropathy. Once the disease is end stage patients must have dialysis or a kidney
transplantation. The increased number of patients with end stage renal disease is challenging for both
clinical practice and economy. Due to that fact and the missing therapeutic target research on
hyperglycemia induced effects on the glomerular filter are highly up to date. New entries into the field
deal with acute effects on the glomerular slit diaphragm, which is very important for the structural
integrity of the filter to prevent the loss of plasma proteins through the urine, especially its key protein
nephrin, which is expressed on the surface of podocytes. Quack et al. reported a mechanism showing that
hyperglycemia leads to a B-Arrestin-2 mediated nephrin endocytosis which impairs slit diaphragm
integrity, the last barrier against protein loss, due to a lack of surface nephrin. Until now this was only
shown in cell culture. The leading questions in this study was to look for potentially protective effects by
inhibiting B-Arrestin-2 mediated effects and to examine the applicability of this model iz vivo.

This present study showed that a siRNA mediated f-Arrestin-2 knockdown in HEK293T-cells cultured
in hyperglycemic media reduced nephrin endocytosis. For i wivo studies knockout mice with a
homocygote beta-Arrestin-2 knockout were compared to their wildtype. Acute hyperglycemia was
induced by injecting streptozotocin as a model of type 1 diabetes mellitus. After 21 days of high blood
sugar levels a nephrin endocytosis assay was performed using a new method to quantify slit diaphragm
proteins in proteinuric kidney diseases. Because of the line specific differences concerning glucose
tolerance and sensitivity for proteinuric diseases both FVB and C57BL/6 mice were used. Between the 21
days from inducing diabetes to organ removal blood sugar level, protein loss through urine as albumin-
creatinin-ratio and weight were measured without showing a significant difference between knockout and
wildtyp even though by trend the knockouts showed slightly less proteinuria. The performed nephrin
endocytosis assay neither showed a significant difference in the amount of surface nephrin comparing
wildtype and knockout mice. On trend the C57BL/6 knockout mice had more surface nephrin while the
FVB knockouts showed less. Compensatory the beta-Arrestin-1 expression seems to be elevated on trend
in FVB beta-Arrestin-2 Knockout mice while its reduced in the corresponding C57BL/6 mice.
Furthermore we complemented the known glucose tolerance disorders in untreated C57BL/6 beta-
Arrestin-2 knockout mice with findings of increased albuminuria compared to the wildtype. Neither of
those eftects were seen in FVB beta-Arrestin-2 knockout mice.

The results from the cell culture experiments underlay the role of P—Arrestin-2 mediated nephrin
endocytosis as an important pathomechanism in hyperglycemia induced renal damage. But the n vivo
studies showed that it seems to play a minor role in interaction with all the hyperglycemia induced
mechanisms of the highly complex renal architecture. That might be explained by systemic eftects of the

beta-Arrestin-2 knockout and simultaneous damage to all parts of the highly complex glomerular filter.
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l. Einleitung

i Die Diabetische Nephropathie als fiihrende Ursache terminaler

Niereninsuffizienz

Die diabetische Nephropathie ist in den Industrieldndern die fithrende Ursache fiir die Entstehung
des terminalen Nierenversagens. [17] Sie entsteht als Folge der Stoftfwechselerkrankung Diabetes
mellitus und stellt bei steigender Inzidenz eine grofe klinische und wissenschaftliche

Herausforderung dar.

Im gesunden Organismus produziert die Bauchspeicheldriise in den B-Zellen das Hormon Insulin,
welches den Transport von Glukose in das Zellinnere ermoglicht. Nur so kann die mit der Nahrung
aufgenommene Glukose in den Zellen im Rahmen der Glykolyse zur Energiegewinnung genutzt
oder als Glykogen gespeichert werden. Bei Patienten, die an Diabetes mellitus erkrankt sind, kommt
es zu einem Verlust dieses Mechanismus, die Glucose verbleibt im Blut, der Blutzuckerspiegel steigt

und die Zellen erhalten keine Energie. [27]

Die hidutfigsten Untertypen dieser Erkrankung sind der Diabetes mellitus Typ I und Typ II. Beim
Typ I kommt es durch nicht abschlieBend geklirte Ausloser zu einer autoimmunen Insulinitis,
wodurch die B-Zellen des Pankreas zerstort werden. Es entsteht so ein absoluter Insulinmangel. Ab
einer Zerstorung von 80% der B-Zellen wird die Erkrankung durch den extremen Blutzuckeranstieg
rasch symptomatisch: Zunichst fallen Polyurie und Polydipsie auf, da die Nierenschwelle fiir die
Riickresorption von Glukose aus dem Harn tberschritten wird. Durch die resultierende Glukosurie
wird osmotisch mehr Wasser ausgeschieden, was eine vermehrte Diurese und eine erhohte
Trinkmenge nach sich zieht. Es folgen korperliche Schwiche, sowie eine Verstoftwechslung von
Fettsduren anstelle der Glucose mit der Bildung von sauren Ketonkérpern bis zur potentiell letalen
Ketoazidose. Typ 1 Diabetiker bendttigen therapeutisch eine lebenslange Blutzuckereinstellung

mittels Insulininjektionen. [87]

Dem Diabetes mellitus Typ II liegen mehrere Mechanismen zugrunde: eine vor allem postprandial
gestorte Insulinsekrektion mit Blutzuckerspitzen nach Nahrungsauthahme, eine Apoptose der B-
Zellen, sowie eine herabgesetzte Wirkung des Insulins (Insulinresistenz) an peripheren Rezeptoren.
Neben genetischen Formen tritt ein Diabetes mellitus II hdufig im Rahmen des Metabolischen
Syndroms auf [47, das eine Kombination von kardiovaskuldren Risikofaktoren darstellt:
stammbetonte  Adipositas, Dyslipidédmie, essentielle arterielle Hypertonie sowie
Glukoseverwertungsstérungen bis zum Diabetes mellitus Typ II. Durch die Insulinresistenz an den

Zielzellen wird vermehrt Insulin ausgeschiittet, wodurch das Hungergefiihl angeregt wird und der
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Blutzuckerspiegel durch Nahrungsaufhahme weiter steigt, aber auch die Dichte der peripheren
Rezeptoren wird weiter vermindert (Down Regulation). Durch die daraus resultierende Erschépfung
der B-Zellen kann es auch hier zu einem absoluten Insulinmangel kommen. Je nach Ausprigung wird
ein Typ II Diabetes diitetisch und durch Anderung des Lebensstils [57, mit oralen Antidiabetika
[67 oder mit Insulintherapie behandelt. Durch die schleichende oder gar fehlende Symptomatik wird
die Krankheit in einer Vielzahl der Fille erst spit diagnostiziert und therapiert, sodass diese

Patienten héufiger Folgeerkrankungen erleiden. [37]

Bei schlechter Einstellung der Stoftwechsellage kommt es durch toxische Effekte der Hyperglykidmie
zu diversen Folgeerkrankungen des gesamten Organismus, vor allem des GetiB- und
Nervensystems, der Augen und der Nieren. Mikro- und Makroangiopathien mit gehiuften
GefidBverschliissen (55% der Diabetiker versterben an einem Herzinfarkt), Retinopathien,
Neuropathien und die in dieser Arbeit im Fokus stehende diabetische Nephropathie sind gefiirchtete
Komplikationen. [37]

In 35% der Fille einer neu aufgetretenen, dialysepflichtigen Niereninsuffizienz ist diese durch eine
diabetische Nephropathie bedingt[37]. Hierbei kommt es durch die toxischen Effekte
wiederkehrender Hyperglykdmien langfristig zu einer Schidigung des Nierenfilters und somit zu
einem Abfall der Nierenfunktion. Die Ausprigung wird durch diverse Risikofaktoren bestimmt.
Einige, wie Alter, Geschlecht oder Diabetesdauer, konnen nicht beeinflusst werden. Andere
Risikofaktoren lassen sich therapeutisch beeinflussen, darunter stellen das AusmalB der
Hyperglykimie und die Hohe der Albuminurie die wichtigsten GroBen dar. [7, 87 Zudem stellt die
Proteinurie, die frith im Verlauf der Krankheit auftritt einen unabhingigen kardiovaskuldren
Risikofaktor dar.

Kommt es zur terminalen Niereninsuffizienz ist die Nierenfunktion, gemessen als Glomerulire
Filtrationsrate (GFR), soweit eingeschrinkt, dass ein Uberleben ohne Nierenersatztherapie (Dialyse)
oder Nierentransplantation unméglich ist, da es zu einer Uberwisserung und einer potentiell
lebensbedrohlichen Ansammlung von Elektrolyten und Giftstoffen im Korper kommt. Per
definitionem spricht man ab einer GFR von unter 15 ml/min von einem terminalem Nierenversagen,
die normale Leistung betrigt iiber 90 ml/min. Die diabetische Nephropathie tritt als
Langzeitkomplikation bei Typ I und Typ II Diabetikern auf, wobei laut des Projekts , QuaSi Niere*
[97von derzeit 17.000 dialysepflichten Patienten dieser Gruppen ausgegangen wird. Etwa 1-2% der
Patienten mit Typ [ Diabetes erleiden nach 22 Jahren Erkrankungsdauer eine terminale
Niereninsuffizienz. [10-127] Bei Typ II Diabetikern ist die Progredienz rascher (0,8% nach 10
Jahren) (1387, was unter anderem auf eine spidte Diagnosestellung und damit verzégerte Einleitung
einer Therapie zuriickzufiihren ist, sowie auf die Koinzidenz anderer Risikofaktoren, die im Rahmen

des Metabolischen Syndroms hinzukommen. [13, 14



Die diabetische Nephropathie stellt so eine Systemerkrankung dar, die eng mit einem Anstieg von
Morbiditdt und Mortalitdt verkniipft ist und eine Verringerung von Lebenserwartung und

Lebensqualitit bedingt, weshalb sie Gegenstand vieler aktueller Studien ist. [15]

I.2 Der Aufbau des glomeruldren Filters

Gemil Definition und Stadieneinteilung ist die diabetische Nephropathie durch einen Verlust der
Nierenfunktion und das Auftreten einer Albuminurie gekennzeichnet. [16, 177 Entscheidend fiir die
Nierenfunktion ist das Nephron, die kleinste Funktionseinheit des Organs, zusammengesetzt aus
dem Glomerulum, einem kapilliren Gefikndul, umgeben von der Bowman Kapsel (sieche Abbildung
[.1). In dieser Einheit findet entlang der Blut-Harn-Schranke die Ultrafiltration des Primérharns
statt, welcher im folgenden Tubulussystem eine Feinabstimmung durchliuft. Uber die
Harnausscheidung ertiillt die Niere Entgiftungs- und Entwisserungstunktionen. [187 Diese Arbeit
beschiftigt sich hauptsidchlich mit Vorgidngen bei Hyperglykimie im Glomerulum, weshalb im
Folgenden auf die Beschreibung der vielfiltigen anderen Bestandteile und Funktionen der Niere

verzichtet wird.

Die Blut-Harn-Schranke setzt sich aus dem fenestrierten Gefilendothel der Kapillaren, den
FuBfortsidtzen der Podozyten und der glomeruliren Basalmembran (GBM) zusammen. [187 Die
Basalmembran besteht aus einem dichten Netz von Typ IV Kollagen, Laminin, Nidogen, und
Proteoglycanen. [197] Die Podozyten, gelegen auf der Harnseite, sind viszerale Epithelzellen der
Nieren mit verzweigt konfigurierten Ausldufern, den FuBfortsidtzen. [20] Diese teilen sich in
primire und sekundire Fortldufer auf, welche sich mit den Fortldufern anderer Zellen verbinden und
so um die Kapillarschlingen ein dichtes Netz ausbilden. Zwischen aneinander angrenzenden
Fulbfortsidtzen ist eine diinne extrazellulire Membran mit 80-40nm weiten Poren, die
Schlitzmembran, ausgebildet. [217] Der luminale Teil dieser Membran wird von einer Glykokalix
ausgebildet, welche die anionische Oberflichenladung des Iilters ausmacht. [227 1974 stellten
Rodewald und Karnowsky[ 217 mittels Elektronenmikroskopie das erste Modell der Schlitzmembran
auf, welches seitdem stetig weiter entwickelt wird. So geht man davon aus, dass die negative Ladung
(die durch GBM und Endothel verstirkt wird) und die Schlitzmembranporen eine Selektion der
filtrierten Molekiile nach Grofe und Ladung ermdoglichen. Diese Selektion ist entscheidend datfiir,
dass negativ geladene Proteine, die groBer als das Albuminmolekiil sind, nicht filtriert werden. [237]
Details dieses Mechanismus sind weiterhin Gegenstand wissenschaftlicher Debatten. Kommt es zu
Schiden an der Schlitzmembran fallen diese Selektionseffekte weg und man beobachtet eine
Albuminurie. [247] Die Albuminurie ist ein wichtiger prognostischer Faktor, da sie neben den oben
erwihnten Komplikationen auch ein Risikofaktor fiir den fortschreitenden Verlust der

Nierenfunktion bis zum terminalen Nierenversagen ist. [25]
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Abb. I.1 Schematischer Aufbau des glomeruliren Filters. (Tryggvason et al., 2006).

A. Paarige Lage der Nieren im Retroperitonealraum. In der Nierenrinde liegen dabei jeweils eine Million Glomeruli, die
Funktionseinheiten des TFiltrationssystems. B. Schematische Darstellung des Glomerulums, bestehend aus einem
Kapillarkndul mit umgebender Kapsel. C. In den glomeruliren Kapillaren findet entlang der Blut-Harn-Schranke die
Filtration des Primirharns statt. Diese besteht aus dem fenestrierten GefiBendothel, den Podozytenfulifortsitzen, sowie
der glomeruliren Basalmembran. D. Zwischen den FuBfortsidtzen benachbarter Podozyten ist die Schlitzmembran

ausgebildet. [247 Reproduktion mit freundlicher Genehmigung von Tryggvason et al. Reproduced with permission from Trygguvason et al.,
Copyright Massachusetts Medical Society.

1.3 Nephrin bildet das Grundgeriist der Schlitzmembran

Die strukturelle Integritit der Schlitzmembran wird durch eine Vielzahl von Proteinen bestimmt.
Eines der ersten identifizierten Proteine ist Nephrin, dem auch eine besonders groe Bedeutung bei
der Hemmung der Proteinfiltration zugesprochen wird: Bei einer Mutation des fiir Nephrin
kodierenden NPHS1-Gens kommt es zur Ausbildung eines kongenitalen nephrotischen Syndroms,
welches bereits in-utero mit einer Proteinurie einhergeht und nach Geburt rasch eine terminalen
Niereninsuffizienz bedingt. Im Rahmen von Studien dieser in Finnland gehéuft vorkommenden

Mutation wurde das wegen seiner damals angenommenen nephronspezifischen Bildung Nephrin



genannte 180 kD schwere Protein entdeckt. [26-297 Spiter konnte ebenso eine Expression von

Nephrin im Pankreas und in einigen Teilen des Gehirns nachgewiesen werden. [80]

Die glomerulire Schlitzmembran

Abb. 1.2. Detaillierte schematische Darstellung des Aufbaus der glomeruliren Schlitzmembran.
(Tryggvason et al., 2006).

Zwischen benachbarten Podozytenfortsitzen ist die glomerulidre Schlitzmembran ausgebildet. Hauptbestandteil sind
Nephrinmolekiile, die mit ihrem extrazellulirem Anteil aus dem Podozyten herausragen und im Zentrum auf
Nephrinmolekiile benachbarter Podozyten treffen. Dadurch bilden sie reiflverschlussartig das Riickgrat der
Schlitzmembran. Sie sind verbunden mit Aktinmolekiilen im Podozyten sowie weiteren Proteinen der Schlitzmembran wie

zum Beispiel Podocin. [247] Reproduktion mit freundlicher Genehmigung von Tryggvason et al. Reproduced with permission from Trygguvason et
al., Copyright Massachusetts Medical Society.

Nephrin, das zur Superfamilie der Immunglobuline gezihlt wird, besteht aus einem N-terminalen
extrazelluldren Abschnitt mit acht immunglobulindhnlichen Dominen plus einer Fibronectin-Typ-
[II-Domiine, einem transmembraniren Abschnitt und einem C-terminalen Abschnitt der ins
Zytoplasma reicht. Seit einem Modell von Tryggvason, 1999 [317], geht man aufgrund des
Molekiilautbaus davon aus, dass es sich bei den Nephrinmolekiilen um Adhisionsmolekiile handelt,
die durch reilverschlussartige Interaktionen von Nephrinmolekiilen benachbarter Podozyten das
Riickgrat der Schlitzmembran bilden. Dabei liegen die intrazelluliren Anteile des Nephrin im
Podozyten, die extrazelluldren Anteile von Nephrinmolekiile benachbarter Podozyten treffen sich im
Zentrum der Schlitzmembran. [247] Neuere Untersuchungen konnten dieses Modell bestitigen. [32,

337 Nephrin bildet so das Grundgeriist der Schlitzmembran, in welches sich weitere Proteine wie



Podocin, NEPH1, NEPH2, CD2AP, ZO-1, FAT1 und P-Cadherin eingliedern. [26, 327 Zudem hat
Nephrin = durch  den hohen Tyrosingehalt des zytoplasmatischen  Abschnitts viele
Phosphorylierungsmoglichkeiten[ 26, 30, 347] und ist so Teil diverser Signaltransduktionskaskaden,

beispielsweise mit dem Nachbarprotein Podocin (siehe Abbildung I.2). [26, 81

Durch Mutationen des Podocin kodierenden NPHS2-Gens kommt es zu einem friihkindlichen
steroidresistenten nephrotischen Syndrom. [857] So spielt dieses Molekiil ebenfalls eine groe Rolle
fiir die Integritidt des glomeruldren Aufbaus. Das 42 kD schwere Protein wird ausschlieBlich im
Podozyten exprimiert und zur Familie der Stomatinproteine gezihlt. Als sogenanntes Protein der
Lipid Raft Gruppe (auf Signaltransduktion spezialisierte Mikrodoménen der Plasmamembran)
vermittelt Podocin diverse Signaltransduktionen, die die Integritit der Schlitzmembran aufrecht
erhalten. [867] So interagiert es mit dem zytoplasmatisch liegenden Teil des Nephrinmolekiils,
vermittelt Signaltransduktionen an das Nephrinmolekiil und sorgt fiir dessen Eingliederung in die

Schlitzmembran. [37, 387

1.4 B-Arrestin-2 interragiert mit transmembrandren Rezeptoren

Signaltransduktionen sind die physiologische Grundlage inter- und intrazelluldrer Kommunikation,
welche durch diverse Botenstoffe und Rezeptoren vermittelt werden. Die Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) stellt mit etwa 800 Mitgliedern die groBte Gruppe
transmembranirer Rezeptoren dar, sie kann eine Vielzahl an Liganden binden und spielt eine Rolle
in den meisten physiologischen und krankheitsbedingenden Signaltransduktionen ins Zellinnere.
[397 Anhand dieser Rezeptorgruppe konnten Lefkowitz und Shenoy 2003 [407] einen
Signaltransduktionsweg aufzeigen, bei dem es durch [-Arrestin-2 vermittelt zu einer
Internalisierung von transmembraniren Rezeptoren ins Zellinnere kommt, wodurch nachfolgende

Signalkaskaden beeinflusst werden. [417]

Die Arrestin-Familie ist eine kleine Proteinfamilie mit vier Mitgliedern, die in die Signalkaskaden
von transmembranidren Rezeptoren eingreifen. Arrestin 1 und 4 befinden sich ausschlieBlich in der
Retina. Arrestin 2 und 8 werden ubiquitir, also auch im Podozyten, jedoch am hiufigsten im
Nervensystem ausgebildet: sie werden vermehrt als B-Arrestin-1 und -2 bezeichnet. [427 Die
Hauptmechanismen liegen sowohl in der sterischen Blockade der Rezeptoren[487 als auch bei B-
Arrestin-1 und -2 in der Clathrin-vermittelten Endozytose der Rezeptoren ins Zellinnere. [44]
Dartiber hinaus fiihren sie als Scaffold-Proteine zu einer Anbindung der Rezeptoren an andere
Signalkaskaden, wie den MAP- Kinase Weg. Anhand des TGF-B-I1I-Rezeptors konnten Chen et al.
2003 [45] zeigen, dass diese Interaktion von P-Arrestin-1 und -2 nicht nur fir 7-
Transmembranrezeptoren sondern auch fiir die Gruppe der 1-Transmembranrezeptoren zutriftt und

durch Tyrosinphosphorylierung vermittelt wird. Nephrin, das Schliisselmolekiil der podozytiren



Schlitzmembran, gehort ebenfalls zu dieser Gruppe der 1-Transmembranrezeptoren und besitzt eine
Vielzahl an phosphorylierbaren Tyrosinstellen[467]. Zudem werden im Podozyten Kinasen der Src-
Familie exprimiert (Yes, Fyn, Src) [47], die Signalkaskaden durch Tyrosinphosphorylierung
vermitteln und zu diesem Zwecke das Nephrinmolekiil am C-terminalen Ende abhingig von dessen
extrazelluldiren Bindungsstatus[487] phosphorylieren. B-Arrestin-2 vermittelte Interaktionen in
diesen Phosphorylierungskaskaden schienen naheliegend, da Nephrin mehrere potentielle

Bindungsstellen fiir -Arrestin bietet. [49]

B-Arrestin-2 vermittelte Nephrin-Endozytose
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Abb. 1.8 Schema der B-Arrestin-2 vermittelten Nephrin-Endozytose: B-Arrestin-2 bindet
phosphorylierungsabhingig an Nephrin und bewirkt so eine Endozytose des Molekiils. (Quack ez al.,
2006).

Abhingig vom Phosphorylierungsstatus an der Tyrosinstelle Y 1193 binden Podocin oder B-Arrestin-2 an das
Nephrinmolekiil, was die Lage des Molekiils beeinflusst . A. Extrazellulire Bindungen des Nephrinmolekiils zum Beispiel
durch Kopplung an Nephrinmolekiile benachbarter Podozyten bewirken eine intrazellulire Phosphorylierung an der
Tyronsinstelle Y 1198 durch die podozytir exprimierten Src-Kinasen (in der Abbildung ist Yes Beispielsweise dargestellt).
Dadurch bindet Podocin an Nephrin und verankert dieses in der Plasmamembran, wodurch es einen Teil der
transzelluldren Schlitzmembran ausbildet. B. Verliert Nephrin den Kontakt zu seinem extrazelluliren Bindungspartner
kommt es zur Dephosphorylierung, was die Interaktion mit Podocin beendet und eine Bindungsstelle fiir B-Arrestin-2
freigibt: Nephrin verschwindet von der Zelloberfliche und die Nephrin vermittelte Signalkaskade ist beendet. [507]
Reproduktion mit freundlicher Genehmigung von Quack et al.

Quack et al. [507] konnten 2006 zeigen, dass es phosphorylierungsabhingig zu einer Interaktion
zwischen Nephrin und B-Arrestin-2 kommt, was eine Endozytose von Nephrin aus der
Schlitzmembran ins Zellinnere bewirkt (Details zum Mechanismus siche Abb. I.3). Ausgelost wird
dieser Phosphorylierungswechsel durch diverse Stressfaktoren hier beispielsweise dargestellt der
Verlust extrazelluldrer Bindungspartner. Weitere Ausloser sind Gegenstand der Forschung. Durch
Dephosphorylierung  verliert Nephrin seine stabilisierende Bindung zu Podocin, das die

Rekrutierung in die Plasmamembran steuert, und tiber welches Nephrin an Signalkaskaden
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teilnimmt. Stattdessen kommt es zur Bindung von f-Arrestin-2 an der freigewordenen
Bindungsstelle, welches hier wie ein Gegenspieler zum stabilisierenden Podocin fungiert und eine
Endozytose von Nephrin ins Zellinnere fordert. Durch diesen Positionswechsel werden
Funktionalitit und Integritit der Schlitzmembran beeinflusst. Die Nephrin-Endozytose ist als

Mechanismus fiir eine Vielzahl pathologischer Einfliisse denkbar.

1.5 B-Arrestin-2 vermittelt Nephrin-Endozytose bei Hyperglykamie

Die Hyperglykdmie im Rahmen des Diabetes mellitus wirkt sich negativ auf die Nierenfunktion
insbesondere auf die Vorginge an der Schlitzmembran aus. Dabei kommt es zu diversen Schidden am
glomeruldren Apparat, wie z. B. dem Verlust der negativen Ladung der Blut-Harn-Schranke,
endothelialer Dysfunktion und Strukturverdnderungen am Podozyten selbst. [517] Zudem werden
podozytire Signalkaskaden beeinflusst: eine verdnderte Expression und Verteilung von Nephrin bei
diabetischen Menschen und Miusen [52-547, sowie eine Hyperglykdmie induzierte Aktivierung der
Proteinkinase Ca (PKCa) [517] wurden beobachtet. Die Gesamtheit dieser und weiterer, noch
unbekannter Mechanismen, fithren zu einer Hyperglykimie induzierten Beeintrichtigung der
Nierenfunktion mit dem bei chronischer Stoftwechselentgleisung eintretenden Vollbild der

diabetischen Nephropathie.

Die PKCa spielt dabei eine wesentliche Rolle in der Vermittlung der Schidigungskaskaden. In PKCa
defizienten Mdusen mit induzierter diabetischer Stoffwechsellage kam es nicht zur Ausbildung einer
Albuminurie. Eine verdnderte Transkription wird hierbei als Grundlage des Mechanismus vermutet.
[55] Bisher wurden vornehmlich Modelle untersucht, die Langzeitfolgen des Diabetes mellitus
darstellen. [567] Aber auch kurzzeitige Einfliisse der Hyperglykidmie scheinen die Selektivitit des
Nierenfilters zu beeinflussen: Axelsson et al. [57] konnten zeigen, dass auch eine kurzzeitig
induzierte Hyperglykdmie in vormals normoglykimen Ratten zu akuten Verinderungen der

Selektivitit des Nierenfilters fiihrt.

Einen Molekularmechanismus, der auch diese akuten hyperglykidmieinduzierten Verdnderungen an
der Schlitzmembran mit einbezieht, postulierte die Arbeitsgruppe um Quack, Woznowski et al
2011[587]. Dieses Modell beschreibt einen Kinasen-vermittelten Mechanismus mit rasch
auftretenden Effekten des erhohten Blutglukosespiegels auf die Durchlissigkeit der Schlitzmembran
(Details s. Abb. I.4). Diese Arbeit konnte in HEK-2938T Zellen zeigen, dass die vormals beschriebene
Bindung von B-Arrestin-2 an Nephrin bei hoher Glukosekonzentration nach etwa 3 Stunden
verstirkt wird. Als auslosende Kinase, die diesen Mechanismus steuert, wurde PKCa identifiziert:
Unter dem Einfluss hoher Glukosespiegel steigt die Expression dieser Proteinkinase an. Dieser
Eftekt konnte n vitro in murinen Podozyten (nach 8h) als auch 7z vivo, in den Nieren von C57BL/6

Miusen, die kurzfristig (24h) einer diabetischen Stoffwechsellage ausgesetzt wurden, beobachtet
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werden. In der HEK293T-Zellkultur und in C57BL/6 PKCa Knockoutmiusen konnte dariiber
hinaus gezeigt werden, dass es bei Hyperglykdmie im Vergleich zur Normoglykdmie zu einer
vermehrten Bindung von PKCoa in Kombination mit dem Protein-interacting with C Kinase-1
(PICK1) an das Nephrinmolekiil kommt. Diese Interaktion bewirkt eine vermehrte
Phosphorylierung von Nephrin, was die Interaktion von Nephrin und B-Arrestin-2 freigibt, welche
die zuvor beschriebene Endozytose des Nephrinmolekiils bewirkt. Wie auch bei anderen Molekiilen,
die mit B-Arrestin-2 interagieren, konnte auch hier gezeigt werden, dass die Internalisierung von
Nephrin durch Endozytose geschieht. Uber die GTPase Dynamin und das Vesikel bildende Protein
Clathrin lduft so die Internalisierung des vormals oberflichenexprimierten Nephrins ins Zellinnere
ab. [597 Somit konnten mit diesem Mechanismus weitere entscheidende Mediatoren aufgezeigt
werden, die den pathologischen Einfluss erhéhter Glukosekonzentrationen aut die Schlitzmembran
bewirken. Dies bietet neue Ankniipfungspunkte fiir weitere Iragestellung und mogliche

therapeutische Ansitze.
Hyperglykimieinduzierte Nephrin-Endozytose
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung des Molekularmechanismus der hyperglykimieinduzierten Nephrin-
Endozytose (Quack, Woznwoski et al., 2011)

Unter dem Einfluss einer Hyperglykidmie kommt es sowohl zum einen zur vermehrten Expression der Proteinkinase PKCa
als auch zu einer durch PICK1 Dimere vermittelten Bindung von PKCa an oberflidchenstéindige Nephrinmolekiile. Dadurch
werden diese phosphoryliert, was die Bindung von B-Arrestin-2 ermoglicht und die Endozytose iiber Clathrin und Dynamin

ins Zellinnere einleitet. [587 Reproduktion mit freundlicher Genehmigung von Quack, Woznowski et al., Copyright Journal of
Biological Chemistry.



1.6 Ziele dieser Arbeit

Vor dem Hintergrund der aktuellen Studienlage, insbesondere der Postulierung des oben
beschriebenen Mechanismus der hyperglykimieinduzierten, B-Arrestin-2 vermittelten Nephrin-
Endozytose auf zelluldrer Ebene stellt sich nun die Frage nach der in-vivo Anwendbarkeit des
Modells und moglichen protektiven Effekten durch die Ausschaltung der Mediatoren dieses
schiddigenden Effekts. Im Fokus der Arbeit stehen dabei die Effekte von P—Arrestin-2 auf den
Pathomechanismus der Hyperglykamie induzierten Nephrin-Endozytose. Die Grundlagenforschung
zu den Mechanismen der hyperglykimieinduzierten Nierenschddigung ist umso wichtiger, da es
bisher noch keine kausale Therapie dieser Erkrankung gibt. Man erhoftt sich durch ein besseres

Verstindnis der Pathomechanismen auch die Entdeckung moglicher Therapieansitze.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen daher folgende Fragestellungen untersucht werden:

1.) Zeigt die Verringerung des Einflusses von B—Arrestin-2 auf den Pathomechanismus der
hyperglykidmieinduzierten Nierenschidigung einen Einfluss auf die Nephrin-Endozytose im
Zellmodell?

Quack, Woznowski et al. [587, konnten beobachten, dass es in HEK293T Zellen, die
in Medium mit hoher Glucosekonzentration kultiviert wurden, zu einer f—Arrestin-2
vermittelten Nephrin-Endozytose kommt. Umgekehrt stellt sich nun die Frage, ob
durch eine Reduktion des Einflusses von f—Arrestin-2 auf diese Signalkaskade diese
pathologischen Vorginge eingeschrinkt werden konnen. Dazu sollen zunichst in
der Zellkultur HEK-293T Zellen, bei welchen das Genprodukt durch siRNA

veringert wurde, untersucht werden.

2.) Lisst sich das in der Zellkultur aufgestellte Modell auch  vivo anwenden?
Bisher wurde das Modell der P—Arrestin-2 vermitelten Nephrin-Endozytose vor
allem in der Zellkultur untersucht. Zudem konnte in Tierversuchen gezeigt werden,
dass die Nephrin-Endozytose auch bei diabetischen Miusen eine Rolle spielt: diese
Tiere zeigten nach Induktion eines Diabetes mellitus Typ 1 eine erhohte Nephrin-
Endozytose und Proteinurie. Hier stellt sich nun die Frage nach der Bedeutung von
B—Arrestin-2 in diesem Pathomechanismus. Datfiir wird in einer Methode zur
Quantifizierung von Schlitzmembranproteinen die Menge des Oberflichennephrins
bei Médusen mit Streptozotocin-induziertem Diabetes Mellitus iz vivo untersucht
[60] und dabei zwischen Maiusen mit— und ohne beta—Arrestin-2 Knockout

verglichen.

3.) Gibt es einen protektiven Effekt auf die Albuminurie durch Hemmung des Einflusses von p—

Arrestin-2 bei hyperglykamer Stoftwechsellage?
10



Die Albuminurie stellt einen wichtigen Risikofaktor, sowohl fiir die kardiovaskulire
Morbiditdat und Mortalitit, als auch fiir die Progression der Nierenerkrankung selbst
dar. Bei der Untersuchung des beschriebenen Pathomechanismus stellt sich die
Frage, ob eine Inhibition von B—Arrestin-2 durch Knockout einen Einfluss auf die
Albuminurie oder andere protektive Effekte auf den Organismus aufweist.
Hauptbestandteil dieser Arbeit sind so Untersuchungen in diabetischen
Mausmodellen mit und ohne Knockout des beta—Arrestin-2 Gens. Hierbei soll
untersucht werden, inwiefern diese Mduse, die das Protein nicht mehr exprimieren,
trotz diabetischer Stoffwechsellage vor pathologischen Effekten am Nierenfilter

geschiitzt sind.

Zu den geplanten Untersuchungen gehoren die Quantifikation der Endozytose, die Analyse der
Proteinurie sowie Expressionsanalysen der an der Signalkaskade beteiligten Proteine. Ziel der
Arbeit ist es dabei, den Pathomechanismus der B—Arrestin-2 gesteuerten Nierenschiddigung besser
zu verstehen und mogliche weitere Einflusstaktoren der hyperglykimieinduzierten Nierenschidigung

zu 1dentifizieren.
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Il Material und Methoden

I1.1 Materialien

Il.1.1 Zellkultur
Zelllinien
Fir die Versuche in der Zellkultur wurden HER 293T-Zellen (Human embryonic kidney cells)

verwendet, die uns freundlicherweise vom Labor Prof. Dr. G. Walz, Freiburg tiberlassen wurden.

In den folgenden Tabellen sind die in der Zellkultur verwendeten Materialien aufgefiihrt:

Zellkulturmedien und Zusitze

Produkt Hersteller Cat. No.
Dulbecco’'s MEM Medium (DMEM)

Biochrom AG, Berlin FGo415
1,0g/1 Glucose
Dulbecco’'s MEM Medium (DMEM)

Biochrom AG, Berlin FG1445
4,5¢/1 Glucose
FBS Superior

Biochrom AG, Berlin So0615
(Lot 0214 X)
Trypsin 0,05% / EDTA 0,02% Biochrom AG, Berlin L2143
PBS Dulbecco Biochrom AG, Berlin L 1825

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber Zellkulturmedien und Zusitze fiir die Kultivierung von HEK 293T-Zellen.

Gerite und Materialien

Produkt Hersteller

Inversmikroskop mit Phasenkontrasteinrichtung Axiovert 40
Zeiss, Oberkochen

CFL

Gesellschaft fiir Labortechnik
Wasserbad

mbH, Burgwedel
Sicherheitswerkbank Hera Safe Thermo Scientific, Darmstadt
Zellinkubator Hera Cell 150 Thermo Scientific, Darmstadt
Pipetten Pipetman Classic™ Gilson, Limburg-Offheim
Filterspitzen fiir Pipetten Sarstedt; Niimbrecht
Serologische Pipetten, einzeln verpackt Corning, Wiesbaden
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10cm Zellkulturschalen Corning, Wiesbaden

6cm Zellkulturschalen Corning, Wiesbaden

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber Gerite und Materialien zur Kultivierung von HEK 293T-Zellen.

Agenzien
Produkt Hersteller Cat. No.
Human ARRB2 siRNA Thermo Scientific, Darmstadt AM 16708

Control pool siRNA

Silencer® Negative Control No.1 Thermo Scientific, Darmstadt AM 4611
siRNA

B-002000-
5x siRNA Bufter Dharmacon, Lafayette

UB-100
DharmaFECT Duo Transfection ‘

Dharmacon, Lafayette T-2010-01

Reagent
RNase free water Thermo Scientific, Darmstadt AM 9916

Zur Vertiigung gestellt von Prof. Dr.

Nephrin-Plasmide
G. Walz, Freiburg

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber sonstigen fiir Zellversuche verwendeten Agenzien.

Fir Proteinisolierung und IP wurden die Zellen mit Puffern in den in Tabelle 2.5 aufgefiihrten

Konzentrationen behandelt

11.1.2 Tierversuche

Mauslinien
Fir alle Tierversuche wurden minnliche Méuse aus Inzuchtstimmen mit einem Knockout des beta —
Arrestin-2 Gens verwendet. In der Vergleichsgruppe Wildtyptiere des entsprechenden genetischen

Hintergrundes. Der Knockout wurde auf zwei genetischen Hintergriinden untersucht:

1. beta-Arrestin-2 Knockout auf dem genetischen Hintergrund des C57BL/6 Inzuchtstamms
(C57BL/6 barre-/-)
2. beta-Arrestin-2 Knockout aut dem genetischen Hintergrund des FVB Inzuchtstamms (FVB

barra-/-)
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Die Wildtyptiere beider Stimme wurden von der Firma Janvier Labs bezogen. Die C57BL/6 Linie
der Knockoutméduse wurden uns von Prof. R.J. Letkowitz, Medizinisches Institut, Duke University
Durham, North Carolina freundlicherweise zur Verfligung gestellt. [617] Diese von Bohn, Lefkowitz
et al. 1999 generierten Knockoutmiuse [617] verfiigen tiber einen homozygoten Knockout des beta-
Arrestin-2 Gens. Dieser wurde durch das Einbringen einer Neomycinkassette bewirkt, welche den
Funktionsverlust des Exons 2 dieses Gens auf Chromosom 11 bewirkt. Durch MitarbeiterInnen der
Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der
Heinrich-Heine-Universitidt Diisseldorf erfolgte die Riickkreuzung auf den FVB Hintergrund. Erst
der nach 10 Riickkreuzungen vollstindig kongene Stamm wurde fiir die Versuche verwendet. Tiere
beider Stimme wurden regelmiBig durch MitarbeiterInnen unseres Labors genotypisiert (s. Tabelle
2.13) um den homozygoten Knockout zu iiberpriifen. Die Miuse gingen im Alter von 8-18 Wochen

in die Versuche ein.

Die Genehmigung der tierexperimentellen Untersuchungen erfolgte durch das Landesamt fiir
Natur-, Umwelt-, und Verbraucherschutz (LANUYV) des Landes Nordrhein Westfalen unter dem
Aktenzeichen 84-02.04.2012.A099. Ein Fachkundenachweis zur versuchstierkundlichen Einfithrung
gemil §9 des geltenden Tierschutzgesetztes unter der Leitung von PD Dr. M. Sager wurde
erworben. Eine ordnungsbehérdliche Erlaubnis im Rahmen einer Ausnahmegenehmigung zur
Mitarbeit an dem unter oben genannten Aktenzeichen genehmigten Projekts vom 18.11.2013 liegt

vor.

Die folgenden Tabellen zeigen die fiir die Mausversuche verwendeten Verbrauchsmaterialien,
Medikamente und Gerite. Die Haltung und Pflege der Tiere wurde durch die TierpflegerInnen der
Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der

Heinrich Heine Universitit Diisseldorf iibernommen.

Medikamente und Toxine

Artikel-/

Produkt Hersteller Katalognummer
Streptozotocin Sigma-Aldrich, Darmstadt S0130
Ketamin als Ketaminhydrochlorid Pfizer, Berlin F273-06
100mg/ml, Ketavet ®
Xylazin als Xylazinhydrochlorid Bayer AG, Leverkusen KPOA464
200mg/ml, Rompun®

: P B10o1153
Isotonische Kochsalzlosung, Fresenius Kabi, Bad Homburg
0,9%NaCl Rev.01

Tabelle 2.4: Ubersicht iiber Medikamente und Toxine fiir die Tierversuche.
Streptozotocin wurde kurz vor der Injektion in 10 mM Natrium-Citrat-Puffer (pH 4,5) gelost.
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Puffer und Losungen fiir die Nierenperfusion

PBSCM

PBSCM + Biotin
PBSCM + Glycin

PBSCM + Dynabeads

PBSCM + Collagenase A

1x PBS (s. Tabelle 2.9)

+ 0,1mM CaCl,

+ 1mM MgCl,

0,5mg EZ-Link Sulfo NHS-LC-Biotin/ml PBSCM
PBSCM + 100mM Glycin

200ul Dynabeads® Solution/5ml PBSCM
Dynabeads® Untouched™ Mouse T-Cells,

Invitrogen, Darmstadt, Cat. No. 14413D

1,56 mg Collagenase A/ml PBSCM

Tabelle 2.5: Ubersicht iiber die Puffer und Losungen, fiir die im Tierversuch erfolgte Nierenperfusion.
Puffer dieser Zusammensetzung wurden auch fiir die Behandlung der Zellen vor der Lyse verwendet. Es

ist stets die verwendete Endkonzentration angegeben. Details zu den Chemikalien finden sich in der

entsprechenden Ubersicht.

Materialien und Gerite fiir die Tierversuche

Produkt

10ml Spritzen Inject®

1ml Spritzen Omnifix®

Blutzucker Messgerit: Contour®

Blutzucker Messsticks: Contour®

Dynamag™-2

Fine  Pore  Polythene
0,58 mm ID 0,96
0,28 mm ID 0,61mm OD

Kaniilen, 100 Sterican®
238G
26G

Kompressen Telacomp®

Binocular SMZ-168 Series

Nahtmaterial Seraflex®

OP-Unterlage Molinea®

OP-Licht: CL1500 ECO

Artikel-/
Hersteller Katalognummer
Braun, Aschaffenburg 4606108V
Braun, Aschaffenburg 9161406V
Bayer AG, Leverkusen SN 2041120

Bayer AG, Leverkusen

PZN-6690980

Invitrogen, Darmstadt 12821D
SMITH medical, Minneapolis
800/100/200
800/100/100
Braun, Aschaffenburg 4657667
4665457
Hartmann, Heidenheim 401941
MOTIC, Wetzlar
Serag Wiessner, Naila IC 108000
Hartmann, Heidenheim 161220

Zeiss, Oberkochen
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Wairmeplatte als OP-Tisch
Typ OTS 40.3040
Perfusor, 11PLUS
Rasierklingen
(Biigelklingen)

Wattestibchen MaiMed®

MEDITE, Burgdorf
Harvard Appartus, Holliston
Apollo, Solingen

MaiMed Medical, Neuenkirchen

PY2 70-2209

204-2451423

Zellsiebe, EASY strainer™, 100um Greiner Bio-One, Solingen 542 000

OP Besteck

Chirurgische Pinzetten Allgaier Instrumente, Frittlingen 08-060-121
Feine gebogene Pinzetten Allgaier Instrumente, Frittlingen 08-515-007
Chirurgische Scheren Allgaier Instrumente, Frittlingen 08-320-115
Feinscheren Allgaier Instrumente, Frittlingen 309-1038-110
Gebogene Nadelhalter KLS martin, Tuttlingen 13-311-12

Tabelle 2.6: Ubersicht iiber die in den Tierversuchen und sich direkt anschlieBenden Analysen

verwendeten Gerite und Materialien.

I1.1.3 Endozytoseassays (Western Blot)

Fir die Endozytoseassays im Westernblotverfahren aus Zellkultur und Tierversuch wurden die in

den folgenden Tabellen aufgelisteten monoklonalen (mAb) und polyklonalen Antikorper verwendet.

Primirantikorper und Streptavidin

Antikorper Firma Cat. No. Verdiinnung
Mouse-anti-B-Aktin, mAb Sigma-Aldrich, Darmstadt ~ A5316 1:20.000
. . . . 1:750
Rabbit-anti-B-Arrestin-2, mAb Cell Signalling, Leiden 3857S
. 1:250
Guinea pig-anti-Nephrin, polyclonal Progen, Heidelberg GP-N2
Thermo Fischer Scientific, 1:500

Streptavidin-HRP, 1pg/ul

21126
Darmstadt

Tabelle 2.7: Ubersicht iiber die verwendeten Primirantikorper und Streptavidin.

Die Antikorperkonzentrate wurden nach Herstellerangaben bei 4°C oder -20°C verwahrt. Die

Verdiinnungen der gewiinschten Konzentration erfolgten in TBST-Puffer. Primédrantikérper wurden

mehrfach verwendet und in der verdinnten Form bei 4°C gelagert. Alle verwendeten
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Sekundidrantikorper und Streptavidin sind an das Enzym Horseraddish peroxidase (HRP) gekoppelt,

das die Chemilumineszenzreaktion des Luminols katalysiert und so die spektrometrische Messung

mittels CDC-Kamera und anschlieBende densitometrische Auswertungen ermoglicht. [627]

Sekundirantikorper
Antikorper Firma Cat. No. Verdiinnung
Donkey-anti-Guinea pig IgG-HRP Millipore, Burlington ~ AP193P 1:20.000
1:10.000

Polyclonal-goat-anti-mouse-HRP Dako, Santa Clara Poaa7

Santa Cruz
Donkey-anti-rabbit-IgG-HRP SC 2004

Biotechnology, Dallas 1:20.000

Tabelle 2.8: Ubersicht iiber die verwendeten Sekundirantikorper.

Puffer fiir Endozytoseassays (Western Blots)

PBS

137 mM NaCl

2,68 mM Kcl

4,29 mM Na,HPO, - 7 H,O
1,47 mM KH.PO,

pH 7,4

1% Triton X-100 Lysisputter

(Zellkultur Lyse)

CHAPS Lysispufter

(Lyse nach Organentnahmen)

20 mM Tris HCI pH 7,5

150 mM KCl

1% Triton X-100

1 mM EDTA

1 mM Natriumorthovanadat (NasVO,)

1 Tablette Complete Mini®

0,044 mM PMSF (Zugabe kurz vor Gebrauch)

50 mM NaCl

50 mM NalF

20 mM CHAPS

20 mM Tris-Hcl pH 7,5
15 mM Na,P.0-*10 H,O

3mM ATP
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2 mM NagVO4
0,25 mM PMSF
0,1 mM EDTA

1 Tablette Complete Mini

2 x Laemmli-Probenpuffer 90 mM Tris-HCl pH 6,8
3,6% SDS
18% Glycerin

0,32% Bromphenolblau

0,1 M DTT

SDS Gele

Trenngelpuffer (pH 8,8) 360 mM Tris Hel
1140 mM Tris Base
0,4% SDS

Sammelgelpuffer (pH 6,9) 484 mM Tris Hel

16 mM Tris Base
0,4% SDS
Polyacrylamidgellosung
Fiir 2 Trenngele 10% 3 ml Rotiphorese®
1,5 ml Aqua dest.
4,5 ml Trenngelputtfer
90 pul 10% APS
15 ul TEMED
Fiir 2 Sammelgele 0,535 ml Rotiphorese®
1,185 ml VE-Wasser
1,665 ml Sammelgelpuffer
40 ul 10% APS
sul TEMED
Laufpuffer fiir SDS-PAGE Gele 190 mM Glycin
24 mM Tris Base

3,5 mM SDS

Tank Blotting Transferpuffer 31 mM Tris Base



240 mM Glycin

20% Methanol

TBST-Pufter 12,9 mM Tris pH 7,5
129 mM NaCl
0,18 % Tween 20

BSA-Blocklosung 5% 2,5 ¢ BSA in 50 ml TBST-Puffer

Chemolumineszenz-Nachweis
ECL-Losung A 100 mM Tris pH 8,5
0,4 mM p-Coumarinsiure
2,5 mM Luminol
1,4 % DMSO
ECL-Losung B 100 mM Tris pH 8,5

Tabelle 2.9: Ubersicht iiber verwendete Puffer fiirEndozytoseassays (Westernblot).
Fiir die Herstellung der Losungen wurde demineralisiertes Wasser verwendet (Firma: Otto Fischar)

Gerite fiir Western Blots

Bezeichnung Hersteller

Gelelektrophoresekammer:

Bio-Rad, Hercules
Mini Trans-Blot® Cell

Netzteil: PowerPac™ Universal Bio-Rad, Hercules

Imager: FluorChem® IFC2 Alpha Innotech, Kassendorf

Tabelle 2.10: Ubersicht iiber die bei Western Blots verwendeten Geriite.

Materialien fiir Western Blots

Produkt Hersteller Cat. No.
Nitrocellulose Membran Whatman, Maidstone 10401196
Blotting-Papier Whatman, Maidstone 10426892
Proteinmarker, 7-175 kD New England Biolabs, Frankfurt a.M. P7708

Tabelle 2.11: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien fiir Westernblots mit Bezugsquellen.
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Der Proteingehalt wurde nach der Lyse mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Cat. No. 23225)

bestimmt und anschlieBend der Gehalt in allen Proben angeglichen.

11.1.4 Genexpressionsanalysen

gPCR Primer

Die folgende Tabelle zeigt die Primer, die fiir die quantitativen Real-Time-PCR (¢qPCR) zur Analyse
der beta-arrestin-1 Expression in den untersuchten Mausnierenrinden verwendet wurden. Diese
Primer wurden freundlicherweise von MitarbeiterInnen unserer Arbeitsgruppe mithilfe des
Programms Primer 3 designt.

Die entsprechend synthetisierten Primer wurden bei der Firma Eurofins MWG Operon erworben.
Das Lyophilisat wurde mit Nuklease freiem Wasser rekonstituiert. Die Konzentration der Losung
betrug 100 pmol/pl. Die kurzfristige Lagerung erfolgte bei 4°C oder lingerfristig bei -20°C. Die
optimale Annealingtemperatur wurde fiir jedes Primerpaar anhand der Schmelztemperatur (+/- 5
°C) mittels Gradienten-PCR und anschlieBender Visualisierung im Agarosegel festgelegt. Die
Temperatur fiir die Fluoreszenzmessung (Data collect) wurde mittels einer Schmelzkurve ermittelt.
Dabei wurde eine Temperatur ausgewihlt, bei der die Primerdimere komplett geschmolzen sind und
das  Produkt in  ausreichender = Menge noch  vorhanden ist. Die festgelegte

Fluoreszenzauthahmetemperatur ist als Data collect Temperatur angegeben.

Primer fiir konventionelle und qPCRs

bp Data  collect
Oligoname Sequenz 5 — 3’ PCR-Produkt = Temp
GAPDH Jor GACAGT CGC CAA GGG AACT 132 81-83,56°C
rev GAA AAG GCA GTC GAA GGT CTC
beta-Arrestin-1  for ATG GGC GAC AAA GGG AC 105 82°C

rev GTC CAC GAG GTC AAT GTG GT

Tabelle 2.12: Ubersicht iiber die fiir RT-Analyse verwendeten Primer mit Sequenz in Richtung 5’3’
Ende, Anzahl der Basenpaare(bp) des PCR Produkts und ermittelter Temperatur der
Fluoreszenzmessung (data collect Temp). Alle Primerpaare beziehen sich auf die Spezies Maus.

Als endogendes Referenzgen diente das 188 rRNA Gen. Dafiir wurde der QuantiTect Primer Assay

fiir murine 788 rRNA, Cat. No. QT00324940 von Qiagen, Hilden, verwendet.

Genotypisierungsprimer
Die Genotypisierung der Mauslinien erfolgte freundlicherweise durch Mitarbeiterinnen unseres

Labors. Sie verwendeten dafiir die in der Tabelle aufgelisteten Primer:



Genotypisierungsprimer

Oligoname Sequenz 5 — 8’ bp PCR-Produkt

beta-Arrestin-2 WT  for TCT TCA AGA AGT CGA GCCCT 678
rev ACA GGG TCC ACT TTG TCC A

beta-Arrestin-2 KO for GCT AAA GCG CAT GCT CCA GA ca. 287
(bindet an die Neomycinkaselte)

Tabelle 2.13: Ubersicht iiber die fiir die Genotypisierung verwendeten Primer mit Name, Angabe der
Sequenz in Richtung 5’ 3’ Ende , Anzahl der Basenpaare (bp) des PCR-Produkts. Zur Genotypisierung
wurde ein Mastermix aller drei Primer erstellt. Bei der Genotypisierung der Wildtpytiere (W'T) binden beide
WT Primer, bei der Genotypisierung der Knockouttiere (KO) binden der forward (for) Primer (an der
Neomycinkassete) und der reverse (rev) der W'T' Primer.

Puffer fiir Genexpressionsanalysen

TAE-Elektrophoresepuffer 40 mM Tris Base

20 mM Eisessig

2 mM Na,EDTA - 2H.O
TAE 5 x Orange G-Ladepuffer 0,25% Orange G

15% Ficoll 400

15% Glycerin

In TAE Puffer

A Gel. 1.5 1,6 g Agarose, aufgekocht + 4 Tropfen Ethidiumbromid
arose-Gel, 1,5%
& /100 ml TAE-Putter, Lagerung bei 60°C

Tabelle 2.14: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer fiir Genexpressions Analysen.

Geriite fiir Genexpressionsanalysen

Bezeichnung Hersteller
Elektrophoresekammer Agagel Biometra, Gottingen

PCR Mastercycler Eppendorf, Hamburg

Real Time PCR System 7300 Applied Biosystems, Foster City

Peqlab Biotechnologie GmbH,
Spectrophotometer NanoDrop 2000c¢

Erlangen

Tabelle 2.15: Ubersicht iiber die bei Genexpressionsanalysen verwendeten Geriite.



Materialien fiir Genexpressionsanalysen

Bezeichnung Hersteller Cat. No.
New England Biolabs,

100 bp DNA Ladder N3231
Frankfurt a.M.

GieBapparatur flir Agarosegele Bio-Rad, Miinchen

96-Well PCR Platten Starlab, Hamburg 11402-9700

Klebefolie fiir 96-Well PCR Platten BIOplastics, Landgraaft 157300

Tabelle 2.16: Ubersicht iiber die bei der Genexpressionsanalysen verwendeten Materialien.

Reagenzien und Kits fiir Genexpressionsanalysen

Bezeichnung Hersteller Cat. No.
HotStarTaq® DNA Polymerase Qiagen, Hilden 203205
Power SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City 4367659
QuantiTect® Reverse Transcription Qiagen, Hilden 205313
RNA later™ Qiagen, Hilden 76104
Rneasy® Plus Mini Kit Qiagen, Hilden 74134

Tabelle 2.17: Ubersicht iiber die verwendete Kits im Rahmen der Genexpressionsanalysen.

I1.1.5 Chemikalien

Chemikalien

Produkt Hersteller Cat. No.
Agarose Carl Roth, Karlsruhe 2267.4

APS Biomol, Hamburg 50404

BSA (Albumin bovine serum protease free) VWR International, Darmstadt 422361V
Bromphenolblau Sigma, Darmstadt B-5525
Calciumchlorid Sigma, Darmstadt C-3306
CHAPS hydrate Sigma, Darmstadt C3023-25G
Citronensiure Sigma, Darmstadt 251275
Collagenase A Roche Applied Science, Basel 10103578001
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(Clostridium hystolyticum)

Complete Mini® Tabletten

Coomassie Brilliant Blue G 250

Dinatriumhydrogenphosphat Heptahydrat

dNTP-Mix
5mM dATP

5 mM dCTP
5 mM dGTP
5mM dTTp

DTT

EDTA
Essigsdure 100%
Ethanol

Ethidiumbromidlésung 0,025%

EZ-Link® Sulfo-NHS-LC-Biotin
Ficoll 400
D(+)-Glucose-Monohydrat
Glycerin

Glycerol

Glycin

Isopropanol 100%

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Luminol

Magnesiumchlorid Hexahydrat
Methanol

Na,HPO,

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumflourid

Roche, Basel
MP Biomedicals Inc., Eschwege

Merck, Darmstadt

peqLab Biotechnologie, Erlangen

Biomol, Hamburg
Sigma, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Thermo Scientific, Darmstadt

Pfizer, New York

AppliChem, Darmstadt

Sigma, Darmstadt

Sigma, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Apotheke Uniklinik Diisseldorf

Sigma, Darmstadt

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer

Sigma-Aldrich, Darmstadt
Merck, Darmstadt

VWR, Langenfeld
SigmaAldrich, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Darmstadt

11836153001
190343

6574

20-2011

04010
E5134
6755.2
1.11727

HP47.1
21335

17-0400-01
A1349,1000
G5516
G5516-1L

0079.4

12636
0240

09253
1.05833.1000
20847.307
221368
A2942

S 4641

S 4146



Natriumorthovanadat

Orange G

p-Coumarinsiure

PMSF

Protein A Sepharose CL-4B

Rnase Away®

Rotiphorese® (Acrylamid) Gel 30%
Salzsdure

SDS

Nuklease freies H.O

TEMED 99%

Tetranatriumdiphosphat Decahydrat

TRIS Base

TRIS HCI

Triton® X-100

Tween® 20%
Wasserstoftperoxid 80%
Xylol

B-Mercaptoethanol

Sigma, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Darmstadt
Sigma, Darmstadt

Sigma, Darmstadt

GE Healthcare, Solingen
Thermo Scientific, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Biomol, Hamburg

Qiagen, Hilden

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Darmstadt

Sigma, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
VWR, Langenfeld

Sigma, Darmstadt

450243

75380

C9008

P-7626

17-0963-03

7005-11

3029.2

1.09057

04051.1

129144

2367

221368

4855.2

T5941

T9o284

8.17072.1000

8070.2

28975.325

M6250

Tabelle 2.18: Alphabetische Auflistung verwendeter Chemikalien. Alle Chemikalien wurden in der

Reinheitsstufe pro Analysis (p.A.) verwendet.

11.1.6 Allgemeine Gerdte und Materialien

Gerite

Bezeichnung

Hersteller

Brutschrank: Function Line

pH-Meter 766 Calimatic

Plattenreader DTX Multimode Detector

Shaker HS 260 control

Heraeus, Hanau

Knick; Berlin

Beckmann Coulter, Krefeld

IKA®, Staufen



Shaker Mini See-Saw Rocker SSM 4 Stuart, Staffordshire

Shaker Rocking Platform VWR, Langenfeld
Thermomixer comfort Eppendort, Hamburg
Thermostat DryBlockHeating BioTDB-100 Biosan, Gelsenkirchen
TissueRuptor Qiagen, Hilden

Mauswaage HL-400 A&D Company, Toshima-Ku

Feinwaage R 160p Sartorius AG, Gottingen
Laborwaage Bizerba, Balingen
Laborwaage Kern & Sohn, Balingen
Pipetten

Pipettierhilfe Easypet Eppendort, Hamburg
Multipette® stream Eppendorf, Hamburg
Research plus (0,1-2,5 pl) Eppendort, Hamburg
Reference (2-20; 50-200 pul) Eppendorf, Hamburg
Reference 2 (0,1-2,5; 0,5-10; 10-100; 100-1000 pl) Eppendort, Hamburg
Zentrifugen

Centrifuge 5417R (Rotor F-45-24-11) Eppendort, Hamburg
Pico 21 Centrifuge (Rotor 75003424) Heraeus, Hanau

Tabelle 2.19: Ubersicht iiber verwendete allgemeine Laborgeriite.

Weitere Materialien

Produkt Hersteller Cat. No.
Combitips advanced® 0,5 ml Eppendort, Hamburg 0030089.72

72.704.200,
SafeSeal Tubes (0,5; 1,5; 2 ml) Sarstedt, Niirnbrecht

72.706.200,72.695.500

Safe-Lock Tubes 0,5 ml Eppendorf, Hamburg 0030121.03

Tubes (15; 50 ml), PP, conical bottom, Greiner Bio-One, Solingen  T1943, T2068
sterile
Pipettenspitzen ep T.I.P.S. Dualfilter 10

Eppendorf, Hamburg 0030077.52
pl M

Pipettenspitzen ® Sarstedt, Niirnbrecht 70.1130.600, 70.1116.100,
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10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000 ul

70.760.002, 70.762.010

Tabelle 2.20: Ubersicht iiber sonstige verwendete Materialien.

1.1.7 Software

Die im Folgenden aufgefiihrten Programme wurden fiir die Auswertungen und Detektionen

verwendet:

Verwendete Software

Bezeichnung

Anwendung

FluorChem FC2 Version 6.0.2,

Biozym Scientific GmBH
AlphaEase FC Version 6.0.0

7300 System SDS Software Version 1.4
NanoDrop 2000/2000c Version 1.4.2
Microsoft Word for Mac, 2010
Microsoft Excel for Mac, 2010
EndNote X8

Graph Pad, Prism 6

GIMP 2.10

Imaging-System mit CDC-Kamera

Densitometrische Auswertung
Bedienung des Real Time PCR Geriites
Bedienung des Spectrophotometers
Textverarbeitung

Statistische Auswertung

Verwaltung von Literaturangaben

Diagramme und statistische Auswertung

Nachtrigliche Bildbearbeitung der Diagramme

zur Korrektur formaler Fehler

Tabelle 2.21: Ubersicht iiber die verwendete Softwareprogramme mit Anwendungsbereich.



I1.2 Methoden

11.2.1 Zellkultur

Il.2.1.1 Kultivierung von HEK-293T Zellen

Die Zellkulturversuche wurden an HEK-298T Zellen durchgefiihrt. HEK-Zellen (engl. human
embryonic kidney cells) sind eine humane Zelllinie, die aus embryonalen Nierenzellen gewonnen wurde.
[63] HEK-Zellen wurden in Brutschrinken bei 37°C und 5% CO, in Zellkulturschalen mit 10cm
Durchmesser in MEM-Medium (enthilt 4,5 g Glucose) plus 10% fetalem Kilberserum (fetal calf
serum, 'CS) kultiviert. Alle verwendeten Lésungen wurden zum Erhalt der Umgebungsbedingungen
vor Verwendung auf 37°C erwidrmt. Samtliche Versuchsschritte fanden unter einer

Sicherheitswerkbank der Stufe zwei unter sterilen Arbeitsbedingungen statt.

Alle 2-3 Tage erfolgte das Passagieren der Zellen, dafiir wurde das alte Medium abgesaugt, die
Zellen mit PBS vorsichtig gespiilt und mit 1ml Trypsin fiir circa 3 min im Brutschrank behandelt,
was die Zellen voneinander und vom Schalenboden ablost. AnschlieBend wurden die Trypsin-
Reaktion durch Zugabe von Medium beendet und die Zellen durch auf- und ab Pipettieren
vereinzelt. Die entstandene Zellsuspension wurde entsprechend einer Passagierung von 1:8-1:10, je

nach vorheriger Konfluenz, auf neue Schalen verteilt.

11.2.1.2 siRNA-Transfektion

HEK-293T Zellen wurden mit siRNA transfiziert, um einen Knockdown des zu untersuchenden
Proteins B-Arrestin-2 zu erzielen. siRNAs (small interferring ribonucleic acisd) sind doppelstringige
RNA Molekiile mit einer Grofie von 20-24bp. Der hier genutzte Effekt der siRNA ist die RNA-
Interferenz, die durch den RNA-induced-silencing-complex (RISC) vermittelt wird. Einer der
Doppelstringe bindet an den katalytischen Teil des RISC, bestehend aus Endonucleasen, genannt
Argonaute Proteine. Dieser induziert die Verbindung des siRNA Strangs mit der komplementiren
mRNA. Die mRNA wird so abgebaut noch bevor es zur Translation kommen kann (¢ranscriptional
stlencing). Die Menge des urspriinglichen Genprodukts wird so deutlich verringert (Knockdown), was
Analysen zur Bedeutung des zu untersuchenden Proteins erlaubt. [64]

Fir die Transfektion wurde das Prinzip der Lipid-basierten-Transfektion (Lipofektion) [65 genutzt.
Diese Methode nutzt die Eigenschaft der lipophilen Zellmembran, Liposomen durch Endozytose
durch die Zellmembran passieren zu lassen. Die in dem Liposom eingeschlossenen Inhalte (hier:
Nephrin-Plasmid und siRNA) werden dabei im Zellinneren freigesetzt. Die Lipofektion erfolgte
mithilfe des DharmaFECT Duo Transfection Reagent, das eine Transfektion von Plasmiden und
siRNA zugleich ermoglicht. Fiir den entsprechenden Knockdown des Genprodukts B-Arrestin-2
wurden die HEK-Zellen mit siRNA transfiziert, die an die mRNA des beta-Arrestin-2 Gens (ARRB2)
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bindet (kurz: B-Arrestin-2 siRNA). Da HEK-Zellen kein natives Nephrin exprimieren, wurden die
Zellen zusidtzlich mit einem Nephrin-Plasmid cotransfiziert. Die verwendeten Nephrin-Plasmide,
wurden bereits flir vorherige Versuche verwendet [587 und wurden von der Arbeitsgruppe von

Prof. Huber, Freiburg zur Verfiigung gestellt [877].

Die Transfektion wurde anhand des DharmaFECT Duo Transfection Reagent Herstellerprotokolls
durchgetiihrt, dabei wurde mit jeweils 2pg Plasmid DNA transfiziert. Die benotigten
Reagenzmengen wurden dafiir auf die verwendeten Zellkulturschalen mit 6cm Durchmesser
umgerechnet. Am Vortag ausgesite Zellen wurden am Tag O des Versuchs transfiziert. Die
Transfektion fand mit low glucose Medium (1,0g Glukose/l) statt. Pro Versuch wurden drei
Datenpunkte verglichen:

1. Transfektion nur mit Nephrin-Plasmid (entsprechend 200ul Puffer, keine siRNA)

2. Transfektion mit Nephrin-Plasmid und B-Arrestin-2 siRNA

3. Transfektion mit Nephrin-Plasmid und control pool siRNA  (kommerziell erwerbliche

Mischung diverser siRNAs)

24 Stunden nach der Transfektion wurde das Transfektionsmedium vorsichtig abgesaugt und durch
4ml des herkommlichen Mediums ersetzt. Etwa 36h nach der Transfektion wurde eine Uberfiihrung
auf groBere Schalen notwendig, dafiir wurde die Zellen durch Trypsinisierung mit 0,5ml Trypsin bei
37°C fur 5min abgelost und auf Zellkulturschalen mit 10cm Durchmesser neu ausgesit. 48 Stunden
nach der Transfektion (entprechend 24h vor der Zellernte) ersetzten wir das low glucose Medium (1,0
g Glukose/l) durch Medium ohne FCS mit hoher Glukosekonzetration (30mM, 5,94¢/1). 72h nach
Transfektion wurden die Zellen geerntet. Zur besseren Ubersichtlichkeit des Versuchsablaufs ist

dieser in Abbildung II.1 schematisch dargestellt.

Schema Ablauf Zellkulturversuche

Versuchsablauf siRNA Knockdown in HEK293T-Zellen

-24h 0h 24h 36h  48h 72h
’ ’ | | ’ Zeit (Stunden)
Aussaat  Transfektion Medium- Medium- Zellernte
wechsel wechsel (Endozytoseassay)

(30mM Glucose)

Uberfiihrung

Abb. II.1 Schematische Darstellung des Ablaufs der Zellkulturversuche mit siRNA Transfektion

Die Grafik zeigt die schematische Darstellung des verwendeten Protokolls zum siRNA vermittelten Knockdown. Dazu
wurden die Zellen vor Versuchsbeginn (-24h) auf Zellkulturschalen mit 6cm Durchmesser ausgesit. Zur Stunde 0 erfolgte
die Duotransfektion mit Nephrin-Plasmiden und siRNA, 12 Stunden spiter wurde das Transtektionsmedium ersetzt. Nach
36h wurde eine Uberfiihrung auf groBere Schalen (10cm Durchmesser notig). 24h vor der Zellernte wurde zum high glucose
Medium (80mM Glukose) gewechselt. 72h nach Versuchsbeginn wurden die Zellen fiir das anschlieBende Endozytoseassay
geerntet. (h=Stunden)



11.2.1.3 Zellernte und -lyse

Die folgende Tabelle gibt die fiir die Zellernte verwendetet Puffer und Loésungen an.

Puffer und Losungen fiir die Zellernte und Nephrin-IP

PBSCM 1x PBS (Zusammensetzung siche Tabelle 2.11)

+ 0,1mM CaCl,

+ 1mM MgCl,
PBSCM + Biotin 0,5mg Biotin/ml PBSCM
PBSCM + Glycin PBSCM + 100mM Glycin

Tabelle 2.22: Ubersicht iiber die Puffer und Losungen, fiir die fiir die Zellernte verwendet wurden. Es
ist stets die verwendete Endkonzentration angegeben.

Die wie in I11.2.1.2 beschrieben behandelten HEK-Zellen wurden 72h nach Transfektion wie folgt
geerntet: (Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt) Die Zellen, wurden mit 10ml (4°C)
PBSCM vorsichtig von der Schale abgelost und in 15ml Falcons tiberfiihrt, danach bei 239 x g 5 min
bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 10ml PBSCM
vorsichtig gewaschen und der Zentrifugationsschritt wiederholt. Das Zellpellet wurde danach in 5ml
der Biotinlosung resuspendiert und inkubierte auf einem Shaker bei 4°C fiir 30 min. Biotin bindet so
an alle Oberflichenmolekiile der Zellen, gelangt aber nicht ins Zellinnere. Wie in Biotinassays der
Vorversuche [587 wird auch in diesen Versuchen dabei die Biotinylierung des Oberflichennephrins
genutzt, um diese mit der nicht biotinylierten intrazelluliren Nephrinmenge vergleichen zu kénnen.
AbschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert und das Zellpellet in 5ml der Glycin-Losung fiir
20min bei 4°C auf dem Shaker resuspendiert. Dieser Waschschritt mit anschlieBender Zentrifugation

wurde zwelmal wiederholt.

Die Zellen in den Pellets wurden in je 300ul des 1% Triton X-100 Lysispuffer aufgenommen und
lysierten 30min auf Eis. AnschlieBend wurden nicht solubilisierte Proteine bei 20817 x g, 4°C, 30
min abzentrifugiert. Die Proteinmenge im Uberstand wurde mit dem Pierce™ BCA Protein Assay Kit
bestimmt (Details siehe II.2.1.4) und die Probenkonzetration der drei Ansitze angeglichen. Erst
danach wurden 3oul des Lysats abgenommen, mit 2x Liammli Puffer bei 95°C fiir 5min aufgekocht

und bei 1500rpm 5min zentrifugiert (von hier an Lysatproben genannt).

11.2.1.4 Proteinbestimmung und -anpassung

Um den Gehalt spezifischer Proteine in den gewonnen Lysaten unterschiedlicher Ansitze
vergleichen zu konnen, miissen diese auf einen einheitlichen Gesamtproteingehalt angeglichen
werden. Daflir wurde der Proteingehalt der Versuchsansitze mithilfe des Pierce™ BCA Protein Assay
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Kit bestimmt. Aus dem enthaltenen BSA Standard wurde eine Standardreihe der BSA-Konzentration
erstellt (2000—1500—1000-750—-500-250—-125-25ug/ml). Die Arbeitsreagenzien wurden nach
Herstellerangaben vorbereitet. Gewebeproben wurden 1:5 verdiinnt, Zellkulturproben wurden 1:2
verdiinnt. Auf eine 96-Well Platte wurden je 10 pl der Standardreihe und der Proben pipettiert und
mit einer Multipipette 200 pl des Arbeitsreagenz pro Well dazugegeben. Nach 30 Sekunden auf dem
Shaker inkubierten die Platten fiir 30 Minuten bei 37 °C. In der Zeit wurde in der Software des
Plattenreaders die Plattenbelegung programmiert. Anschlieend erfolgte die Photometrie bei 562 nm
zur quantitativen Bestimmung der Proteinkonzentration.

Im Anschluss wurden die Konzentrationen aller Ansitze eines Versuchs vor Weiterverarbeitung auf
die geringste gemessene Proteinkonzentration durch Zugabe des in dem Versuch verwendeten

Pufters angeglichen.

11.2.1.5 Nephrin-IP aus HEK-Zelllysaten

Der Rest der jeweiligen Proben wurde der Nephrin-Immunprizipitation (IP) zugetiihrt. Dabei
inkubierten die mit 1pl anti-Nephrin-Antikorpers versetzten Lysate fiir 1h bei 4°C auf einem Shaker.
Es bindet so der anti-Nephrin-Antikorper an alle im Lysat vorhandenen Nephrinmolekiile.
Anschliefend wird das Fc-Fragment des Antikorpers durch Protein-A Sepharose (1h, 4°C Shaker)
gebunden. Die Protein A Sepharose wurde nach Herstellerangaben in 20% Ethanol geldst und
verwahrt. Diese Bindung ermoglicht durch Zunahme des Molekulargewichts das Abzentrifugieren
(956 x g, 4°C, 3min) der so prizipitierten Nephrinmolekiile. Es erfolgten 8 Waschschritte im
Lysepuffer mit Abzentrifugation. Der letzte Zentrifugationsschritt bei 17949 x g, 4°C, 1 Minute. Die
sogenannten IP-Proben wurden ebenfalls mit 2x Liammli Pufter aufgekocht und bis zur weiteren
Verarbeitung bei -20°C verwahrt. Im Anschluss wurden die Proben in Western Blots fiir das

Endozytoseassay weiter analysiert.

11.2.2 Tierversuche

11.2.2.1 Versuchstiere
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Miuse mit Knockout des beta-Arrestin-2 Gens auf C57BL/6 und

FVB Hintergrund im Vergleich zur entsprechenden Wildtypgruppe untersucht. Zur besseren
Ubersichtlichkeit des Versuchsablaufs ist dieser in Abbildung I1.2 skizziert.
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Schema Ablauf Tierversuche

Versuchsablauf 21 Tage STZ-induzierte Hyperglykdmie

Perfusion
STZ-Injektion Organentnahme
(180ug/kgKG i.p.) Endozytoseassay oder RNA-Analyse
Tag -J‘ Tag 2 Tag 7 Tag 14 Tag 21
g0 Zeit (Tage)
Blutzucker-
kontrolle
-Ausgangmessung -Messungen
- Blutzucker - Blutzucker
-ACR -ACR
-Gewicht -Gewicht

Abb. II.2 Schematische Darstellung des Ablaufs der 21 tigigen STZ-induzierten Hyperglykimie im
Mausversuch.

Die Grafik zeigt die schematische Darstellung des verwendeten Protokolls des 21 Tage Hyperglykidmiemodells. Vor der
Streptozotocininjektion (STZ) an Tag 0 wurden die Ausgangswerte fiir Blutzucker, Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR) und
Gewicht erhoben, welche an den Tagen 7,14 und 21 erneut gemessen wurden. An Tag 2 wurde die einsetzende
Hyperglykémie kontrolliert. An Tag 21 erfolgte die Organentnahme nach Perfusion der Nieren fiir Endozytoseassay oder
RNA-Isolierung.

I1.2.2.2 Versuchstierhaltung

Aufzucht und Haltung der Tiere erfolgte entsprechend den Institutskriterien in transparenten
Kifigen aus Polycarbonat in der Zentralen Einrichtung fiir Tierforschung und wissenschaftliche
Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich Heine Universitit Diisseldorf. Nach §2 TschG und den
Leitlinien des europiischen Ubereinkommens zum Schutz von Wirbeltieren in Tierversuchen stehen
dabei jedem Tier je nach Gewicht 70-80 cm?zu. Fiir unsere Experimente wurden jeweils maximal 4
C57BL/6 Miuse in Kifigen vom Typ 2 lang (33cm x 16 cm x I4cm — Linge x Hohe x Breite)
gehalten. Die Tiere auf FVB Hintergrund wurden aufgrund des hohen Aggressionspotentials
gegeniiber Artgenossen fiir die Versuchszeit in getrennter Kifighaltung verwahrt. Die Méuse
wurden bei einer Raumtemperatur von 20-24 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50%, einer
Lautstirke von weniger als 60dB und einem Lichtrhythmus von 12h gehalten. Ihnen stand Wasser
aus Trinkflaschen (entkeimt durch Ozon und angesduert mit HCI auf einen pH von 2,8-3, Wechsel 1-
2 mal pro Woche) und Futter ad libitum zur Verfiigung. Zucht und Pflege der Tiere wurde von den
TierpflegerInnen des Instituts iibernommen. Die Aufzucht der Tiere fand unter SPF-
Hygienebedingungen (spezifisch pathogenfrei) statt. Im Alter von 3-4 Wochen wurden die Méuse
abgesetzt, nach Geschlecht getrennt und nach DNA-Extraktion aus der Schwanzspitze
genotypisiert. Minnliche Tiere im Alter von 8-18 Wochen wurden fiir den chronischen Versuch
verwandt und fiir die 21 Tage Versuchsdauer in der konventionellen (offenen) Hygienehaltung
untergebracht, wo sie vor Versuchsbeginn schonend an die voriibergehende Haltung in

Stoftwechselkifigen gewohnt wurden.
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In den Hauptversuchen wurde der Einfluss des beta—Arrestin-2 Knockouts auf die zu untersuchenden
Parameter im Verlauf des 21-Tage-Hyperglykdmiemodell untersucht. Vorab wurden bei
unbehandelten Tieren die gleichen Parameter erhoben, um mogliche Unterschiede zwischen
Wildtyp- und Knockouttieren erkennen zu koénnen, die nicht auf die spiter induzierte

Hyperglykdmie zuriickzufiihren sind.

11.2.2.3 Chemisch induzierter Diabetes mellitus: Injektion von Streptozotocin (STZ)

Als Krankheitsmodell eines Diabetes mellitus Typ 1 wurde chemisch durch Streptozotocin (STZ)-
Injektion eine persistierende Hyperglykidmie induziert [667]. Dafiir wurde den Miusen an Tag 0 des
Versuches, nach Erhebung der Ausgangswerte, fiir 4 Stunden das Futter entzogen und danach 180
pg Streptozotocin (geldst in 100 mM Natrium-Citrat-Puffer, pH 4,5)/g Korpergewicht z.p. injiziert
(Single-High-Dose-Model).

Obwohl die STZ-Injektionen ein anerkanntes, hiufig verwendetes Modell zur Induktion einer
Hyperglykdmie darstellen, existiert fiir die Anwendung von STZ kein Standardprotokoll.
[67]Anhand der aktuellen Studienlange haben wir uns fiir das Single-high-dose-model entschieden,
als Modell fiir eine ausgeprigte Hyperglykidmie dhnlich dem Diabetes mellitus Typ 1. [67]Aufgrund
seiner geringen Halbwertszeit und der Stabilisierug des Molekiils bei niedrigem pH wurde das STZ
erst unmittelbar vor der Injektion in Natrium-Citrat Puffer gelost. [687]Da minnliche Miuse und
Ratten als emptfinglicher fur die STZ- induzierte Hyperglykimie gelten, wurden in dieser Arbeit
ausschlieBlich ménnliche Tiere fiir die Versuche verwendet. [697] Zudem erleichtert der kriftigere

Korperbau minnlicher Miuse das Perfusionsvorhaben.

Streptozotocin wurde urspriinglich 1956 als antibiotisch wirksame Substanz aus dem Bakterium
Streptomyces achromogenes isoliert und wird aktuell als Chemotherapeutikum bei metastasiertem
Inselzellkarzinom verwendet. [67, 707 Es wird aufgrund seiner Strukturihnlichkeit zu Glukose iiber
den Glut-2 Transporter in die B-Zellen des Pankreas aufgenommen [69, 717 und steht an diesem
Rezeptor in Konkurrenz mit Glukose. Um den Einfluss dieses Agonismus moglichst gering zu
halten, lieBen wir die Tiere vor der Injektion 4 h hungern. In den B-Zellen bewirkt es eine DNA-
Alkylierung und ADP-Ribosylation, deren Folge der B-Zelluntergang ist. [72, 73] Der dadurch
bedingte Verlust der insulinproduzierenden Zellen fiihrt zur Hyperglykdmie. Da es zu einem
vollstindigen Verlust der B-Zellen kommt, dient das beschriebene Verfahren als Modell fiir einen

Diabetes mellitus Typ I (absoluter Insulinmangel).
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11.2.2.4 Blutzuckermessung

Zur Kontrolle des induzierten Diabetes mellitus Typ 1 wurde bei den Miusen nach STZ-Injektion
an den Tagen 0,2,7,14 und 21 der Blutzucker gemessen. Nach Anritzen mit einer 22G Kaniile wurde
ein Tropfen Blut aus der Schwanzvene entnommen. Das verwendete Messgerdt Contour® (Bayer)
kann Werte iiber 600 mg/dl nicht weiter differenzieren, weshalb diese im Folgenden als 600 mg/dl
interpretiert wurden. Der Blutzucker wurde nicht niichtern gemessen.

Wie in Hyperglykdmiestudien bei Médusen [67, 747 iiblich, diagnostizierten wir einen Diabetes
mellitus Typ 1 bei den Tieren mit einem Blutzucker iiber 250mg/dl (Hyperglykimieschwelle) und es
wurden nur Tiere mit einem konstanten Blutzucker zu den letzten zwei Zeitpunkten tiber 400 mg/dl

tiir die Organentnahmen vorgesehen.

I1.2.2.5 Stoffwechselkdfige und Sammelurin

Die Miuse wurden jeweils an den Tagen 0, 7, 14 und 21 fir circa 12h (iber Nacht) in
Stoftwechselkifige gesetzt. Stoffwechselkifige ermoglichen die Sammlung von Kot und Urin, sowie
die Ein- und Ausfuhrbilanzierung der Tiere. Fiir dieses Versuchsvorhaben wurde der Urin der Tiere
gesammelt, zentrifugiert, aliquotiert, bei -20°C verwahrt und danach der weiteren Analyse

zugefiihrt.

11.2.2.6 Bestimmung der Albuminausscheidung im Urin

Die Bestimmung der Albuminausscheidung wurde zum Ausgleich tageszeitlicher Schwankungen der
Urinproduktion auf Kreatinin normiert als Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR). In dieser Arbeit wurde
die Albumin-Kreatinin-Ratio in tber Nacht (ca. 12h) gewonnenen Urinproben zur Analyse der
Albuminurie bestimmt. Dazu wurden wie im Folgenden beschrieben Albuminwerte (pg/ml) und
Kreatininwerte (mg/dl) bestimmt und als Quotient dargestellt. Daraus ergibt sich eine Albumin-

Kreatinin-Ratio (ACR) in mg Albumin/ g Kreatinin.

1.2.2.6.1 Albuminbestimmung im Mausurin

Die Bestimmung von Albumin aus dem gewonnenen Sammelurin erfolgte extern durch die Firma
CellTrend GmbH in Luckenwalde mittels ELISA. Die kleinste bestimmbare Albuminkonzentration

betragt 0,25 png/ml, gab die Analyse Werte <0,25 ng/ml an werden diese als 0,25 ng/ml betrachtet.
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11.2.2.6.2 Kreatininbestimmung im Mausurin

Die Bestimmung von Kreatinin aus dem gewonnenen Sammelurin erfolgte extern im Zentrallabor
des Universitidtsklinikums Diisseldorf durch Frau Dr. C. Barthuber. Die geringste messbare
Kreatininkonzentration betrdgt 1,1 mg/dl. Auch Werte, die als <1,1 mg/dl angegeben wurden

werden in den Analysen als 1,1 mg/dl bewertet.

11.2.2.7 Perfusion der Nieren und Organentnahme

Die Organentnahme erfolgte 21 Tage nach Streptozotocininjektion nach bewihrtem Protokoll
unseres Labors [757 in Anlehnung an ein Protokoll von Liu et al [767, siche Abbildung II.3. Als
Narkose wurde eine Dosis von 100ul/g KG einer Losung von 10% Ketamin und 10% Xylazin in
NaCl 0,9% i.p. injiziert. Die Wirkung wurde durch Schmerzstimuli im Bereich der Hinterldufe
gepriift. Die Operation zur Organentnahme erfolgte auf einer Wirmeplatte unter mikroskopischer
Kontrolle. Im Rahmen der OP wurden saugfihige Unterlagen, Tupfer, Fadenmaterial, Schliuche
und 70%iges Isopropanol verwendet. Als Operationsbesteck dienten: 1 groBe Schere (vorne stumptf),
1 Feinschere, 2 grofle anatomische Pinzetten, 2 kleine anatomische Pinzette (vorne abgerundet) und
3 Nadelhalter. In den Perfusor wurden 10ml Spritzen eingelegt, die mit einer 23G Kaniile mit einem
Schlauch mit Innendurchmesser (ID) 0,58mm und AuBendurchmesser (OD) 0,96mm verbunden
wurde. In diesen wurde ein kleinerer Schlauch (OD 0,61cm, ID 0,28mm) eingefiihrt mit dem

letztendlich die Kaniilierung erfolgt. Die Schlauchlidnge betrug zusammen etwa 15-20cm.

Nach Anfeuchten des Fells mit Isopropanol (um Verunreinigungen des OP Gebiets mit Fell zu
vermeiden) erfolgte eine mediane Laparatomie mit der chirurgischen Schere. Nach Abtrennung der
Haut von der darunter liegenden Muskelfaszie mit groBen anatomischen Pinzetten erfolgte ein
medianer Schnitt durch die Bauchmuskulatur. Diese wurde anschlieBend transversal eingeschnitten
und die oberen beiden Enden mit Hilfe der Nadelhalter nach oben abgelegt. AnschlieBend begann die
Freilegung des Retroperitoneums durch Auslagerung des Darmkonvuluts nach rechts lateral. Nach
Durchtrennung des Ligamentum hepatophrenicum unter mikroskopischer Kontrolle mit der Feinschere
konnte auch die Leber nach lateral rechts ausgelagert werden. Die weiteren OP-Schritte erfolgten
unter dem Mikroskop. Eine Ligatur mit Nahtfaden wurde mithilfe der gebogenen Pinzetten
zunichst locker um die groBen retroperitonealen Gefille (Aorta und Vena cava superior) auf Hohe des
oberen Nierenpols angebracht (1. Ligatur). Danach erfolgte die lockere Ligation der
Mesenterialgetile (2. Ligatur). Die Aorta wurde von der Bifurkation bis zum Abgang der A.renalis
frei prdpariert und eine Ligatur grob um die retroperitonealen GefiBle durch den Musculus iliopsoas
gelegt (3. Ligatur). Vor den folgenden Schritten der Perfusion wurden die weiterhin narkotisierten
Tiere durch Dekapitation erlost. Danach wurde die Aorta durch Zuziehen der oberen Ligatur und
Anbringen eines Nadelhalters an der Bifurcatio aortae abgeklemmt. Durch einen Schnitt mit der

Feinschere in die Aorta wurde ein Loch geschaffen, in welches das untere angespitze Ende des
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Schlauchs eingefiihrt wurde. Nach dieser Kaniilierung der Aorta wurde die Perfusion mit einer
Durchflussrate von 2ml/min gestartet. Bei erfolgreicher Kaniilierung entfirbten sich die Nieren
durch Ausschwemmen des Blutes nach Start der Perfusion sofort. Die Perfusionslésungen
unterschieden sich je nach weiterem Verwendungszweck der Organe. AnschlieBend wurde der
ungewollte Abfluss in das Mesenterium durch Abbinden der Mesenterialgefile (2. Ligatur) verhindert
und die Kaniile durch Zuziehen der unteren (8.) Ligatur fixiert. Um einen Harnstau zu vermeiden
wurden die Ureteren aut Hohe des Musculus ilipsoas durchtrennt. Um den vendsen Abfluss von Blut
und Perfusionsfliissigkeiten aus der Niere zu garantieren wurde in die V. renalis mit der Feinschere

ein kleines Loch geschnitten.

Schema Nierenperfusion
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Abb. I1.3 Schematische Darstellung der Nierenperfusion (Modifiziert nach Liu et al., 2013).

Die Grafik zeigt die schematische Darstellung des verwendeten Perfusionsprotkolls der Nieren zur Glomeruliisolation. In
Anlehnung an das von Liu et al etablierte Perfusionsprotokoll wurden die Nieren retrograd iiber die Aorta abdominalis
perfundiert. Dazu wurde die Aorta abdominalis weit distal zusammen mit der V. cava inferior ligiert (1), sowie proximal
unterhalb des Dzaphragmas (5). Die Mesnterialgefile wurden ebenfalls ligiert (4). Nach Einbringen des Perfusionsschlauchs
anschlieBend wurde in die distale Aorta wurden die Ligaturen festgezogen, (8). Der venése Abfluss aus den Nieren erfolgte
tiber ein Loch in der V. renalis (7). (767 Copyright Spandidos Publications.

Nach Abschluss der Perfusion erfolgt die Organentnahme. Dazu wurde die Capsula renalis entfernt
und GefiBe sowie Ureter am Nierenpol durchtrennt. Die Lagerung der Proben bis zur

Weiterverarbeitung erfolgte in dem zur Perfusion verwendetet Puffer (PBS bzw. PBSCM) auf Eis.

1.2.2.7.1 Nierenperfusion flir RNA-Analysen
Fur die Gewinnung von RNA wurden die Nieren nach oben beschriebener Prozedur mit 5ml
sterilem PBS perfundiert. Nach der Entnahme wurden die Organe sofort in kleine Stiicke
geschnitten. Fir RNA-Analysen wurden maximal 80mg schwere Stiicke aus dem Nierenkortex
verwendet und in RNA-Later ®konserviert. Die Lagerung der Proben erfolgte fiir 24h bei 4°C und
danach bis zur RNA-Extraktion bei -20°C.
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Fiir die Analysen der Gentranskription wurden die Nieren von unbehandelten Kontrolltieren und
Miusen mit diabetischer Stoffwechsellage mit und ohne Knockout des beta-Arrestin-2 Gens beider

untersuchter Stimme verwendet.

1.2.2.7.2 Nierenperfusion fiir Proteinanalysen

In unserer Arbeitsgruppe wurde von Haase et al. eine Methode entwickelt, die der Quantifizierung
oberfldachenstindiger Proteine der Schlitzmembran im Rahmen proteinurischer Nierenerkrankungen
dient [607. Fir Proteinanalysen nach dieser Methode wurden die Nieren nach folgendem Schema

perfundiert:

Puffer und Losungen zur Perfusion fiir Endozytoseassays

1. 5ml PBSCM 1x PBS (Zusammensetzung siche Tabelle 2.9)

+ 0,1mM CaCl,

+ 1mM MgCl,
2. 5ml PBSCM + Biotin 0,5mg Biotin/ml PBSCM
3. 5ml PBSCM + Glycin PBSCM + 100mM Glycin
4. 5ml Dynabead Losung 200ul Dynabeads® Solution/5ml PBSCM

Tabelle 2.23: Ubersicht iiber die Puffer und Losungen, die fiir die Nierenperfusion verwendet wurden.

Die Spulung mit PBSCM dient dabei zunichst der blutleeren Waschung der Nieren. Biotin
ermoglicht wie in den Zellversuchen durch dessen kovalente Bindung (Biotinylierung), die
Markierung der Oberflichenmolekiile (hier besonders betrachtet: des Oberflichennephrins) fiir das
anschliefende Biotinylierungsassay. Die Glycinlosung spiilt unspezifische Biotinbindungen ab. Zur
anschlieBenden Glomeruliisolation [757] wurden die Nieren zuletzt mit einer Dynabeads-Losung
perfundiert. Dynabeads sind ferromagnetische, 1-5 pm groBe Nanopartikel. Durch ihre GroBe
embolisieren sie bei der Perfusion das Kapillarkndul. Sie konnen nicht durch das Vas efferens abflieen
und verbleiben so im Glomerulum, welches damit als Zielstruktur magnetisch markiert ist und
anschliefend isoliert werden kann.

Fir die Nephrin-Endozytoseassays wurden ebenfalls die Nieren von Kontrolltieren und Méusen mit
diabetischer Stoffwechsellage mit und ohne Knockout des beta-Arrestin-2 Gens beider Stimme

untersucht.

11.2.2.8 Glomeruliisolation und -aufbereitung

Die wie in 11.2.2.7 beschrieben entnommenen Nieren wurden mit einer Rasierklinge zerkleinert bis

eine homogene zidhfliissige Masse entstand. Diese wurde in 2ml MikroreaktionsgefdBe tiberfiihrt, mit
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je 1 ml Collagenase-A Losung versetzt und fiir 30 Minuten bei 37°C im Wasserband inkubiert.
Collagenase A fithrt zum Verdau von Membranbestandteilen und so zur Vereinzelung der
Gewebsstrukturen. Alle anschlieBenden Arbeiten fanden auf Eis statt. Die Masse wurde durch
1o0pum-Zellsiebe gedriickt und diese mit 40-50ml des Perfusionspufters (PBSCM) gespiilt.
Zellmaterial tiber 100um und Bindegewebsstringe konnen den Filter nicht passieren und wurden
verworfen. Die gewonnene Suspension wurde in 50ml-Zentrifugenrohrchen aufgefangen und
anschlieBend 5min bei 239 x g, 4°C zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das Pellet
in 2ml PBSCM gel6st und in 2ml-Mikroreaktionsgetile tiberfiihrt.

Die mit den Dynabeads markierten Glomeruli wurden mittels Dynamag™-2 und mehrfacher
Waschung mit PBSCM isoliert. Dazu wurden die Gefile in die magnetische Einrichtung
Dynamag™-2 eingespannt, die Glomeruli mit den magnetischen Nanopartikeln setzen sich dabei
durch Magnetismus an dem Rand zur magnetischen Oberfliche hin ab. Die restlichen Bestandteile
verbleiben in Losung und wurden vorsichtig am Rand abpipettiert. AnschlieBend wurde erneut
PBSCM hinzu gegeben und auf dem Vortexer vermischt. Diese Waschschritte erfolgten
abwechselnd, bis die gewiinschte Reinheit von mindestens 95% Glomeruli erreicht wurde. Die
Reinheitskontrolle erfolgte anhand einzelner etwa 10 pl groflen Tropfen der Suspension unter dem
Mikroskop. Bei gewiinschter Reinheit wurden die Glomeruli fiir 5min bei 239 x g, 4°C
abzentrifugiert und der Uberstand entfernt, wihrend das Gefill auf einem runden Supermagneten

steht.

Anschliefend wurden die Glomeruli zur Lyse mit 250ul CHAPS-Lysispuffer versetzt, danach die
Losung wird fiir 30-40s mit dem TissueRuptur homogenisiert. AnschlieBend erfolgte die eigentliche
Lyse fiir 30min auf Eis. Zur Entfernung der Dynabeads aus dem Lyseprodukt wurden die lysierten
Zellen 2 mal 15min, 4°C bei 20817 x g zentrifugiert und dazwischen mit 1ml Lysispuffer gewaschen.
Der Uberstand wurde jeweils abpipettiert und nach der zweiten Waschung der Proteinbestimmung
zugetiihrt, um die Konzentration der Lysatproben angleichen zu kénnen. Je 30ul des Glomerulilysats
wurden mit 2-fach konzentriertem Lammli versetzt, bei 95°C fiir 5min aufgekocht, fiir 5min bei 329

x g, 4°C zentrifugiert und bei -20°C verwahrt (Lysat-Proben).

11.2.2.9 Nephrin-Immunprazipitation aus Glomerulilysaten

Die restlichen Lyseprodukte der Glomeruliisolation wurden der Nephrin-IP zugefiihrt. Zunichst
erfolgte eine Inkubation mit je 5ul anti-Nephrin-Antikorper fiir 12h (iiber Nacht) bei 4°C auf einem
Rotator. Durch Zugabe von 3o0pl Protein-A Sepharose bindet diese an die Antikorper
(Inkubationszeit: 8h). Nach anschlieBende Zentrifugation (8min, 956 x g, 4°C) wurden nur die
Nephrinmolekiile aus dem Lysat gewonnen, der Uberstand wurde verworfen. Es folgten drei Zyklen
aus Waschen mit 1ml CHAPS-Lysispuffer und Zentrifugation. Der letzte Zentrifugationsschritt

erfolgte bei 17949 x g, 4°C fiir 1min. AnschlieBend wurden auch diese Proben wie oben beschrieben
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mit Lammli versetzt, erhitzt und abzentrifugiert (IP-Proben). Die Proben wurden im Anschluss der
SDS-Gelelektrophorese zugefiihrt. Konnte die Elektrophorese nicht zeitnah stattfinden, wurden die

Proben bei -20°C aufbewahrt.

1.3 Protein-Analyse: Biotinylierungsassay zur Analyse der Nephrin-

Endozytose (Endozytoseassay)

Mit der im Folgenden beschriebenen Methode des Biotinylierungsassays zur Analyse der Nephrin-
Endozytose wurden sowohl die Lysat- und IP-Proben aus HEK-Zellen als auch die Proben der

isolierten Glomeruli der Mausnieren untersucht.

11.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteine in den gewonnenen Lysat- und IP-Proben wurden anschlieBend mittels
Gelelektrophorese entsprechend ihres Molekulargewichts aufgetrennt. Es wurden 1lcm dicke
Acrylamidgele bestehend aus 4%igem Sammelgel und 10%igem Trenngel gegossen. Die Losungen
wurden wie in Tabelle 2.9 dargestellt hergestellt und erst kurz vor dem GieBlen in den GieBgestellen
mit TEMED und APS versetzt, um ein frithzeitiges Polymerisieren zu verhindern. Zuerst wurden
darin etwa 4 ml der Trenngellosung eingetiillt und diese zum Begradigen mit 100% Isopropanol
beschichtet. Nach Aushirten des Trenngels wurde diese Schicht mit Aqua dest. abgetupft und das
Gestell mit Sammelgellosung aufgetiillt, in welche Kdmme mit 10-15 Taschen eingesetzt wurden.
Nach der vollstindigen Auspolymerisierung der Gele wurden diese in die Elektropohoresekammer
eingespannt, die Kammer mit Laufpuffer (Tab. 2.9) befiillt und die Kimme aus dem Gel entfernt,
wodurch Taschen fur das spitere Auftragen der Proben entstehen. Die Taschen wurden vor dem
Beladen mit dem Laufpuffer von eventuell verbliebenen Gelresten frei gespiilt. AnschlieBend wurde
auf jedes Gel zur Kontrolle der FragmentgroBen 6ul des Proteinmarkers aufgetragen. Pro IP-Probe
wurden jeweils 10 pl aufgetragen, pro Lysat-Probe 15 pl.

Zur eigentlichen Auftrennung der Proteine wurde die vorbereitete Elektrophoresekammer an eine
Stromquelle angeschlossen. Bei zunéchst konstanter Spannung (70V, 30 min), konzentrieren sich die
Proteine im Sammelgel, um sich danach bei konstanter Stromstirke (20mA pro Gel, 1,5h) entlang
des Stromflusses Richtung Anode aufzutrennen. Kleinere Proteine wandern dabei schneller durch die
Poren des Gels, was die Auftrennung nach MolekiilgroBe ermoglicht. Durch den definierten
Proteinmarker kénnen die Molekiile spéter einer bestimmten Groe zugeordnet werden.

Nach Abschluss der Elektrophorese wurden die Gele umgehend dem Westernimmunoblotting

zugetiihrt.
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11.3.2 Westernimmunoblotting (Western Blot)

Zur Konservierung und weiteren Analyse wurden die Proteine in den Elektrophoresegelen im
Tankblottingverfahren auf Nitrocellulose Membranen fixiert, auf welchen eine anschliefende
Immunfirbung mit Antikérpern moglich ist. Dazu wurden in einer Halterung Blottingschwidmme,
Blottingpapier (dickes Filterpapaier), das Gel und eine Membran, gefolgt von erneut Papier und
Schwamm (aufgezihlt in Richtung Stromfluss) unter Anfeuchtung mit Puffer geschichtet und in die
Tankblotkammer eingespannt. Die Kammer wurde zur Temperaturkontrolle mit einem Eisblock
versehen und mit kaltem Transferpuffer aufgetiillt. AnschlieBend erfolgte das Blotting der Proteine
vom Gel auf die Membran durch Stromfluss in Richtung Anode bei 200V fiir 2,5h. Der
Transferpuffer wurde fiir bis zu drei Blots wiederverwendet.

Die Membranen wurden anschlieBend fiir 1h bei 37°C oder fiir 12h bei 4°C in 5%iger BSA Losung
auf’ einem Shaker geblockt. Dadurch werden mogliche freie Bindungsstellen auf der Membran
gesittigt, um Uberschiefende Antikorperreaktionen bei der folgenden Farbung zur vermeiden. Vor
der Farbung wurde die Membran kurz in TBST-Puffer gelegt, um sie vor der .Uberﬁihrung in die

Antikorperlosung von BSA-Resten zu befreien.

Die Membranen wurden fiir 24 Stunden in einer Losung des entsprechenden Primérantikorpers
(Tab. 2.7) auf einem Shaker bei 4°C inkubiert. Die IP-Proben wurden stets mit den
Primirantikorpern Guinea pig-anti-Nephrin polyclonal Antibody (kurz: anti-Nephrin-Antikorper) und
Streptavidin-HRP (kurz: Streptavidin) inkubiert. In diesen Proben befinden sich nur noch die aus
dem Lysat mittels Immunprizipitation extrahierten Nephrinmolekiile. Die Firbung mittels anti-
Nephrin-Antikorper markiert dabei die Gesamtheit der Nephrinmolekiile der Probe. Streptavidin
bindet hochspezifisch an Biotin und fiarbt so die in der Zelle ehemals membranstindigen und vorher
durch Biotinbindung markierten Nephrinmolekiile. Die Lysatproben wurden mit dem gleichen anti-
Nephrin-Antikorper und mit Mouse-anti-f-Aktin, mAb (kurz: B-Aktin-Antikorper) inkubiert.

AnschlieBend wurde durch das Waschen (3 mal fiir je 5 min) der Membranen in TBST-Puffer
(Tabelle 2.9) bei Raumtemperatur auf dem Shaker die verbliebenen Primirantikorper entfernt. Die
Membranen inkubierten danach fiir 1h bei 4°C auf dem Shaker in den Losungen der HRP markierten
Sekunddrantikorper (Tabelle 2.8) mit anschlieBendem Waschvorgang (8 mal fiir je 5 min.). Das

verwendete Streptavidin ist bereits HRP markiert.

Nach Abschluss der Antikorperinkubation wurde das ECL-Reagenz aus zwei Losungen hergestellt
wie in Tabelle 2.9 beschrieben hergestellt. Die Membranen wurden mit je 1ml des Gemischs
beschichtet, dadurch konjugiert das Enzym HRP die Oxidation des Luminols, dabei entstehen in
einer Chemilumineszenzreaktion Lichtemissionen, die von der CDC-Kamera des verwendeten
Imagers aufgezeichnet werden. Die Membranen wurden fiir 30s, 1 min und 2 min belichtet. Die
entstehenden Bilder zeigen die markierten Proteine auf dem Gel und wurden als TIFF gespeichert,

dies ermdoglicht anschlieBende densitometrische Auswertungen.
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11.3.3 Auswertung des Endozytoseassays

Die densitometrische Auswertung der Westernblots erfolgte mit dem Programm AlphaViewSA. In
der Programmfunktion Multiplex Band Analysis wurden die zu vergleichenden Westernblotbanden
markiert, alle zu vergleichenden Banden erhielten dabei eine gleich grole Markierung. Innerhalb
dieser Markierungen wird die Intensitit der Bande nach Abzug der 10 niedrigsten Pixel der
markierten Region als Mittelwert aller Pixel dargestellt. Diese wurden in eine Exceldatei importiert,
wo die weitere Analyse stattfand. Zur Normierung wurde die Summe der analysierten Banden
gebildet und jeder der Einzelwerte durch die Summe geteilt. Dieser normierte Wert ging in die
weiteren Analysen ein.

Zur Quantifizierung der Nephrin-Endozytose aus den Biotinylierungsassays wurde der Quotient aus
Gesamtnephrin  und membranstindigem (biotinyliertem) Nephrin, also der Quotient der
densitometrischen Intensitit der mit Nephrin und der mit Streptavidin markierten Banden, aus den
IP-Proben bestimmt. Bei den Lysatproben wurde der Quotient aus Nephrin- zu B-Aktin-Antikorper
markierten Proben, als MaB fiir den Gesamtproteingehtalt der Zellen, berechnet (Nephrin/Aktin). In
den siRNA Versuchen an HEK293T-Zellen wurde zusitzlich zur Ermittlung des prozentualen -
Arrestin-2 Knockdowns die densitometrische Ratio von B-Arrestin-2 zu PB-Aktin ermittelt.
Ergebnisse wurden in das Programm Prism 6 iibertragen, das die Daten in Diagrammen darstellte.
Dabei wurde als Vergleichseinheit der Quantifizierung des Nephringehalts die Einheit % festgelegt.
Der Mittelwert der Kontrollgruppe (Wildtyptiere) wurde zur Ubersichtlichkeit auf 100% normiert.
Die statistischen Auswertung erfolgte in dem Programm mittels ungepaartem t-Test mit Welsh

Korrektur.

1.4 Analyse der beta-Arrestin-1 Expression

Um den Einfluss des beta—Arrestin-2 Knockouts in Kombination mit der diabetischen
Stoftwechsellage im Hinblick auf Veridnderungen der beta-Arrestin-1 Expresion zu untersuchen,
wurden Stiicke speziell perfundierter Nieren (siche Kapitel 11.2.2.7.1) in RNAlater Losung verwahrt.
Daraus wurde spiter RNA isoliert, diese in c¢cDNA umgeschrieben und entsprechend des
Versuchsvorhabens in quantitativen Real-Time-PCRs analysiert. Die Arbeitsschritte sind im

Folgenden beschrieben.

11.4.1 RNA Isolation aus Mausnieren

Aus den bei -20°C in RNAlater Losung autbewahrten Stiicken aus Mausnierenrinde (siehe 11.2.2.7.1)

wurde mittels des RNeasy” Plus Mini Kits von Qiagen RNA isoliert. Zusitzlich zu den Materialen aus
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dem Kit wurden Ethanol und B-Mercaptoethanol verwendet. Alle Arbeitsschritte fanden unter
RNase freien Bedingungen statt.

Die konservierten Nierenstiicke wurden aufgetaut und je ein Stiick (max. 30mg) pro Ansatz in 5ml
Facsrohrchen iibertithrt. Die Reste wurden erneut bei -20°C eingefroren. Die einzelnen Stiicke
wurden in einen vorgelegten Puffer aus 6ooul RLT-Pufter plus B-Mercaptoethanol (je 10 pl B-
Mercaptoethanol pro 1ml RLT-Puffer) gegeben. Die Proben wurden fiir 30-40 sec mit dem
TissueRuptor bei maximaler Geschwindigkeit homogenisiert und anschlieBend 3 min bei 21100 x g
zentrifugiert, danach die Uberstinde auf g¢DNA-Eliminierungssédulen tberfiihrt und 15 sec bei 8000
x g zentrifugiert. Die Sdulen mit der gebundenen genomischen DNA wurden verworfen und die
verbliebene Fliissigkeit mit dem gleichen Volumen 70%igem-Ethanol vermischt. Das Gemisch
wurde in zwei Portionen auf die RNA-Sdule aufgetragen und dazwischen 15 sec bei 8000 x g
zentrifugiert. Im Anschluss wurde die RNA-Sdule mit 350 pl des RW 1-Puffers gewaschen, um nicht
benotigte Komponenten, wie Proteine und Kohlenhydrate zu entfernen und erneut 15 sec bei 8000 x
g zentrifugiert und die aufgefangene Fliissigkeit verworfen. Da die Proben einen hohen Anteil
genomischer DNA (gDNA) enthalten wurden die Membranen der RNA-Sidulen mit DNasel
behandelt, die dort gebundene gDNA eliminiert. Datiir wurden je 10 ul DNase I und 70 ul RDD-
Puffer pro Probe auf jede Sdulen gegeben und fiir 15min inkubiert. Danach wurden die Membranen
der Sdulen mit 350 pl RW-1 Puffer und zweimal mit 500 pl RPE-Puffer gewaschen. Dazwischen
wurde fiir 15 sec bei 8000 x g zentrifugiert und die fliissigen Uberstinde verworfen. AnschlieBend
erfolgte die Uberfithrung der Siule in ein neues Auffanggefill und eine Zentrifugation fiir 2 min bei
21100 x g zentrifugiert. Zum Abschluss wurden die Sdulen auf 1,5ml Mikroreaktionsgetd3 iiberfiihrt
und die in der Siulenmembran gebundene RNA mit 50 pl RNase-freiem Wasser eluiert und durch
einminiitige Zentrifugation bei 8000 x g in dem Getill aufgefangen. Isolierte RNA wurde sofort auf
Eis gelagert. Der Erfolg der Isolation wurde durch spectrophotometrische Messung des RNA
Gehalts am NanoDrop® gemessen. So konnte in Folge auch die Konzentration der Proben
angeglichen werden. Die isolierte RNA wurde sofort in ¢cDNA umgeschrieben oder bei -20°C

verwahrt.

11.4.2 Reverse Transkriptase Reaktion

Um die gewonnene RNA mittels quantitativer Real-Time-Polymerasekettenreaktion (kurz: qPCR)
zu quantifizieren muss diese erst in ¢cDNA umgeschrieben werden. Dazu nutzt man die Reverse
Tranksriptase Reaktion, um aus RNA einen komplementiren DNA-Einzelstrang (cDNA) zu
transkribieren. Die folgenden Arbeitsschritte fanden unter stindiger Kithlung in Anlehnung an das

Protokoll des verwendeteten QuantiTect” Reverse Transcription Kit von Qiagen statt.

Um spiter einen Anhalt fiir eine eventuelle gDNA-Verunreinigung der RNA-Proben zu haben,

wurden zunichst 0,5 ul RNA aus jeder der Proben entnommen. Fiir die Reverse Transkriptase
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Reaktion wurden ca. 300ng RNA in einem Endvolumen von 12 pl (verdiinnt mit RNase freiem
Wasser) eingesetzt. Die Konzentration der RNA in den einzelnen Proben wurde auf diesen Wert
angeglichen.

Die Ansitze wurden mit je 2 pl des im Kit enthaltenen gDNA Wipeout Buffer versetzt, kurz
anzentrifugiert und fiir 3,5 min bei 42°C inkubiert. Zur spiteren Kontrolle des vollstindigen

Verdaus der gDNA Verunreinigungen wurden 0,5 pl aus jeder der Proben entnommen.

Neben der RNA-abhingigen Synthese des komplementdren DNA-Einzelstrangs verfiigt das Enzym
Reverse Transkriptase auch tiber eine RNase-Aktivitdt, wodurch bereits transkribierte RNA-Stringe
abgebaut werden. Im Endprodukt der Reaktion liegt also nur noch die cDNA vor. Fiir die Reverse-
Transkriptase-Reaktion wurde ein Master-Mix bestehend aus 4ul Quantiscript 5x RT Buffer (enthalt
dNTPs), 1 ul Quantiscript Reverse Transcriptase, 5ul nuklease freies Wasser und 1 pl RT Primer
Mix pro Probe hergestellt, davon je 6 ul der mit DNase behandelten RNA zugetiigt (Gesamtvolmen:
20 ul) und mit der Pipette vermischt. Die cDNA Synthese fand im Thermocycler statt. Es erfolgte
eine Temperatureinstellung von 42°C tir 25min fiir die Reaktion, gefolgt von 8 min bei 95°C zur
Hitzeinaktivierung des Enzyms mit anschlieBender Kiithlung der Proben bei 4°C bis zur Entnahme
aus dem Cycler. Auch nach diesem Arbeitsschritt wurden erneut 0,5ul aus jeder Probe entnommen,

um den Erfolg der cDNA Synthese zu priifen.

11.4.3 GAPDH-Kontroll-PCR durch konventionelle Polymerasekettenreaktion

Um den Erfolg der einzelnen Arbeitsschritte wihrend der Umschreibung von isolierter RNA aus
Mausnieren in ¢cDNA zu kontrollieren wurde eine konventionelle Polymerasekettenreaktion (engl.
Polymerase Chain Reaction, PCR) durchgefiihrt. Dazu wurde das HotStarTaq" DNA Polymerase Kit von
Qiagen verwendet. Zur Quantifizierung des DNA-Gehalts der Proben wurde der Primer des Enzyms
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. Diese wird in allen Zellen

konstitutiv exprimiert und eignet sich deshalb als Kontrolle

Es wurde erneut ein Mastermix vorgemischt mit 16,78 pl Nuklease freiem H.O, 2 pl 10x PCR Buffer
(mit15 mM MgCl,), 0,4 ul ANTPs, 0,1 ul GAPDH Reverse Primer , 0,1 )l GAPDH Forward Primer
und 0,12 pl HotStarTaq-DNA-Polymerase pro Ansatz. Zu jeder entnommenen Probe der
Zwischenschritte (0,5ul) wurden 19,5 pl der Mischung pippetiert (Endvolumen 20 pl) und kurz
anzentrifugiert. Es wurden die drei Arbeitsschritte jeder Probe kontrolliert:

1.) RNA Proben, um grofe Reste genomischer DNA vor dem Verdau auszuschliefen

2.) Negativkontrolle, um jegliche Reste der genomischen DNA nach dem Verdau auszuschlieBen

3.) Positivkontrollen, um den Erfolg der Reverse-Transkriptase-PCR zu tiberpriifen
Um Verunreinigungen im Mastermix auszuschlieBen, wurde eine Negativkontrolle (Mastermix

enthilt Nuklease freies Wasser statt Proben) mitgefiihrt.
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Die Amplifikationsreaktion fand erneut im Thermocycler statt. Dabei wurde die Polymerase
zunichst fiir 15 min bei 95°C hitzeaktiviert, danach folgten 40 Zyklen der Amplifikation bestehend
aus drei Schritten: fiir 30 sec bei 95°C (Denaturierung der DNA), 30 sec bei 58°C (Primer-Annealing)
und 30 sec bei 72°C (Elongation des neu synthetisierten DNA-Strangs). Nach den 40 Zyklen erfolgte
eine lange abschlieBende Elongation (72°C, 5min) und der Cycler kiihlte bis zur Entnahme der
Proben auf 4°C ab.

In der Zwischenzeit wurde ein 1,56% TAE-Agarosegel versetzt mit Ethidiumbromid gegossen (Tab.
2.13). Das nach 2030 min ausgehirtete Gel wurde aus der GieBstation in die Elektrophoresekammer,
gefiillt mit TAE-Elektrophoresepufter (Tab.2.14) tiberfiihrt. Die fertigen PCR Produkte wurden mit
je sul 5x Orange G-Ladepuffer (Tab. 2.14) zum visualisieren und beschweren versetzt. Pro Reihe
wurde einmal 6ul des 100-bp-Markers aufgetragen, gefolgt von je 9 pl des PCR-Produkts pro Probe.
Durch das Anlegen einer konstanten Spannung von 90V fiir 35min wanderten die Molekiile in dem
entstehenden elektrischen Feld Richtung Anode und die DNA-Molekiile werden so nach
Basenpaarldnge aufgetrennt, dabei interkaliert Ethidiumbromid die Doppelstringe und ermoglichten
durch so veridnderte Fluoreszenzen die Aufzeichnung der DNA-Banden mit der Kamera des Imaging

Systems.

Die Eliminierung der genomischen DNA aus den Proben und die Umschreibung in cDNA wurden
als erfolgreich gewertet, wenn das Bild nur vereinzelte oder dezente Banden in den Proben vor dem
gDNA Verdau, keine Banden nach dem gDNA Verdau und deutliche, gleichmidBige Banden in den
cDNA Proben zeigte. Nur in diesem I'all wurden die cDNA Proben fiir RT-PCR-Analysen weiter

verwendet.

I.4.4 Quantitative Analyse der mRNA Expression mittels Real-Time-

Polymerasekettenreaktion (qQPCR)

Zur quantitativen Analyse der Expression eines bestimmten Gens in mRNA zu einem bestimmten
Zeitpunkt wird das Verfahren der Real-Time Polymerasekettenreaktion (kurz: qPCR) angewandt.
Mit dieser Methode kann im Vergleich zur konventionellen PCR nicht nur detektiert werden, ob ein
Gen exprimiert wird, sondern auch Vergleiche in der Expressionsstirke zwischen verschiedenen
Versuchsgruppen aufgezeigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dabei die Expression des Gens
beta-Arrestin-1 (fiir ARRB1) kodierend fiir das Genprodukt B-Arrestin-1 in den entnommenen Nieren
untersucht. Analysiert wurde der Expressionsunterschied zwischen Knockout- und Wildtyptieren,
sowie unbehandelten Médusen und solchen mit STZ-induzierter diabetischer Stoffwechsellage, in
beiden verwendeten Mausstimmen. Als endogendes Referenzgen wurde das 78§ rRNA Gen

verwendet, fiir dessen Detektion ein Primermix der Firma QuantiTect verwendet wurde.
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Die Methode der qPCR beruht auf der exponentiellen Vervielfiltigung von durch spezifisch
designten Primern (Tab. 2.12) gekennzeichneten Genabschnitten auf einer DNA-Vorlage (hier die
aus den Mausnieren-RNA umgeschriebene cDNA). Dazu wurde der STBR® Green PCR Master Mix
der Firma Applied Biosystems verwendet. Der Master Mix enthilt den Farbstoft SYBR® Green I Dye
(kurz STBR Green), welcher zwischen DNA Doppelstringen bindet. Bei der PCR entstehen
Doppelstrange, an die der Farbstoft proportional zur entstehenden Menge bindet, wobei eine
Fluoreszenz entsteht, die nach Abschluss jedes Zyklus von dem verwendeten Gerit gemessen und
von der Software als Diagramm einer Amplifikationskurve dargestellt wird. In diesen Kurven lassen
sich  unterschiedliche = Phasen  abgrenzen: Zunichst zeigt sich eine unspezifische
Hintergrundfluoreszenz, genannt Baseline. Ab dem Zyklus, bei dem das Farbstoft-Fluoreszenzsignal
erstmals iiber der Baseline liegt, dem sogenannten Cycle treshold (angegben als Cr-Wert), beginnt die
exponentielle Verdopplung der PCR Produkte mit jedem Zyklus. Niedrige Cr-Werte sprechen dabei
tiir ein frithes Erreichen der Exponentiellen Phase und folglich fiir eine hohe Menge der zu
detektierenden ¢cDNA und damit auch der mRNA in der Ausgangsprobe, entsprechend einer hohen
Expression des Gens. Umgekehrt ldsst sich von hohen Cr-Werten auf eine geringe Expresion

schliefen.

Jeder Durchlauf wurde in der Software des qPCR Gerits (Tab.2.15) vorprogrammiert. Dabei wurde
im ersten Schritt (95°C, 15min) die DNAPolymerase aus dem SYBR Green PCR Master Mix
aktiviert sowie DNA-Molekiile denaturiert. Danach schlossen sich 40 Amplifikationszyklen mit
folgender Reihenfolge an: Denaturierung (95°C, 15sec), Primer Annealing (spezifisch fiir jeden
Primer), Elongation der DNA in Richtung 5’-->38" Ende (72°C, 30 sec), Fluoreszenzmessung (34 sec
bei variablen data collect Temperaturen). Nach den Amplifikationszyklen schloss sich eine
Schmelzkurve an (95°C, 15 sec und 60°C, 1min, danach in jedem Zyklus 1°C weniger). Fiir die beta—
Arrestin-1 Primer wurde eine Annealing Temperatur von 59°C fiir 15sec und 78°C data collect
Temperatur ermittelt. Der 18S Primer liefert bei unterschiedlichen Temperaturen gleich gute PCR-

Produkte und kann parallel mitlaufen.

AnschlieBend wurde die PCR-Platte vorbereitet, datiir wurde diese in eine spezielle Hiangeplatte auf
einem Eisblock eingespannt, ohne das es zu einer Verunreinigung durch Berithrung des
Plattenbodens kam. Alle Arbeiten fanden auf Eisblocken statt. Pro Primer wurde ein Master Mix
vorbereitet. Fiir Ansidtze mit dem 18S Primer der Firma QuantiTect wurden pro Ansatz 2 pl des
Primermixes mit 10 ul SYBR Green Master Mix und 7 pl nukleasefreiem Wasser vermischt. Fiir die
beta—Arrestin-1 Primer wurde je Ansatz 0,25 pl des Forward Primers, 0,25 ul des Reward Primers mit
8,5 ul Nuklease freiem Wasser und ebenfalls 10 pl SYBR Green Master Mix fir den Master Mix
verwendet. Die RT-qPCR fand in 96-Well Platten, speziell fiir qPCRs statt. Von dem jeweiligen
Master Mix wurde pro Well 19 ul mit einer Multipipette vorgelegt. AnschlieBend wurde 1 pl der
Jeweiligen cDNA eingespiilt. Es wurde jeder zu untersuchende Ansatz stets doppelt aufgetragen, um
Doppelwerte zu generieren. Fiir jeden verwendeten Master Mix wurden Negativkontrollen (NTC, no

template control) mitgefiihrt, bei denen Wasser statt cDNA Probe hinzugefiigt wurde, um
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Verunreinigungen auszuschlieBen. Die Platte wurde mit einer speziellen fiir qPCR-Platten
hergestellten Klebefolie verschlossen und in den Lightcycler des qPCR Gerits gelegt. AnschlieBend
wurde das vorgespeicherte Programm gestartet.

Nach Ende des Laufs generierte das Programm Ampflifikationskurven und bestimmte Baseline und
Cr-Werte automatisch (auto Cr). Dabei wird die Baseline in die Mitte des exponentiellen
Rurvenanstiegs gesetzt. Die Doppelwerte wurden verglichen und nach Ausschluss von
Fehlerquellen ein Mittelwert verwendet, bei stark voneinander abweichenden Doppelwerten wurde
der Durchlauf wiederholt. Die Daten wurden aus der PCR-Software in eine Excel-Datei importiert

und ausgewertet.

11.4.5 Auswertung der Expressionsanalysen

Die statistische Auswertung erfolgte nach Livak und Schmittgen [777] mittels der 2-**Cr-Methode.
Diese Auswertung lisst von der detektierten Fluoreszenz des an DNA gebundenem SYBR Green
(gemessenen als Cr-Werte) auf die Genexpressionsratio des untersuchten Gens schliefen.

Die Mittelwerte der gemessenen Cr-Doppelwerte wurden auf das entsprechende Referenzgen
normiert (ACt= Cr (Ziclgen) = CT (Referenzgen)) zum Ausgleich moglicher Ungleichheiten der eingesetzten
Proben. Zur Quantifizierung der Expression des zu untersuchenden Gens wurde eine Difterenz aus
den ACr-Werten der zu untersuchenden Probe und der Kontrolle gebildet (AACt = ACr (probe)- ACT
(Kontrolle)). Nach Anwendung der Methode und Bildung der Fold Induction ergab sich fiir die
Kontrollgruppe der Wert Eins. Die Einzelproben jeder Gruppe wurden so untereinander verglichen
und daraus der Mittelwert aller AACt Werte fiir eine Probe gebildet. Durch Bildung der Fold-
Induction (2 **CT) resultierte bei einer Ratio von groBer 1 die Annahme eines Anstiegs der Expression
des untersuchten Gens, und bei einer Ratio kleiner 1 ein Abfall der Expression. Fand sich kein
Unterschied in der Expression des Gens, entsprach die Ratio dem Wert 1. Anschlieend erfolgte die
graphische Darstellung in Diagrammen erneut in Prism 6 sowie eine statistische Auswertung mittels
ungepaartem t-Test mit Welch-Korrektur. Der Wert 1 der Genexpressionsratio wurde in den

graphischen Abbildungen als 100% Expression (Ausgangsexpression) dargestellt.

Il.5 Graphische Darstellung und statistische Auswertung

Die in den beschriebenen Versuchen erhobenen Daten wurden mithilfe von Microsoft Excel 2011 und
Graph Pad Prism 6 verarbeitet, graphisch dargestellt und statistisch ausgewertet. Das
Signifikanzniveau aller Versuche wurde auf 5% festgelegt. Fiir normalverteilte Daten wurde die
statistische Signifikanz mittels ungepaartem t-Tests mit Welch-Korrektur gepriift. Fiir nicht
normalverteilte Daten wurde der Mann-Whitney-Test, sofern sinnvoll angewandt. Zur Priifung der

Normalverteilung diente der D’Agostino and Pearson Omnibus Normality Test. Bei einigen Versuchen
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konnte die Normalverteilung aufgrund der geringen Endzahl nicht gepriift werden. Bei den oftmals
komplexen Versuchsanordnungen zur Grundlagenforschung an der glomeruldren Schlitzmembran
werden hdufig nur geringe Endzahlen erreicht. Wie in der Literatur tiblich wurde hier zur
statistischen Auswertung der t-Test mit Welch-Korrektur verwendet. Je nach Signifikanzwert (p-
Wert) ergeben sich unterschiedliche Signifikanzniveaus. Die Darstellung dieser in den erstellten

Abbildungen wird in Tabelle 2.24 erldutert.

Abkiirzung der unterschiedlichen Signifikanzniveaus

ns Nicht signifikant (p > 0,05)
* 0,01 < p < 0,05

*x 0,001 < p < 0,05

ok 0,0001 < p < 0,0005

kK p < 0,0001

Tabelle 2.24: Ubersicht iiber verwendete Abkiirzungen fiir unterschiedliche Signifikanzniveaus.
Die erstellten Graphiken enthalten stets die Anzahl der erhobenen Messwerte (n), Mittelwert und

Standardabweichung der erhobenen Daten. Die im statistischen Test verglichenen Gruppen sind mit

Klammern markiert, dabei wird das Signifikanzniveau oberhalb der Klammer angegeben.
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lll. Ergebnisse

lll.1 Ergebnisse des Zellkulturmodells

Zu Beginn dieser Arbeit wurden die Verdnderungen des Anteils oberflichenstindigen Nephrins
unter hyperglykimen Bedingungen nach [-Arrestin-2 Knockdown untersucht. Dazu wurden
HEK293T Zellen wie in Kapitel 11.2.1.2 beschrieben mit Nephrin-Plasmid und B-Arrestin-2 siRNA
duotransfiziert und in einem hyperglykdmen Medium mit 80mM Glukosegehalt fiir 24 Stunden

kultiviert. Als Kontrollgruppen dienten eine reine Plasmidtransfektion und eine Transfektion mit

einer Mischung kommerziell erwerblicher siRNAs genannt control pool.

111.1.1 siRNA vermittelter p-Arrestin-2 Knockdown in HEK293T-Zellen

siRNA vermittelter B-Arrestin-2 Knockdown
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Abb. 3.1. Nachweis des siRNA vermittelten B-Arrestin-2 Knockdowns in HEK293T Zellen.

A: Densitometrische Auswertung des B-Arrestin-2 Knockdowns durch siRNA (Kontrolle: nur Nephrin-Plasmid und
Control-Pool siRNA) unter hyperglykimen Bedingungen (30mM Glucose) in HEK 293T Zellen. Die Fehlerbalken geben
die Standardabweichung des Mittelwerts an. B: Reprisentativer Westernblot. Oben: B-Arrestin-2-Firbung (Zu
untersuchendes Genprodukt), Unten: f-Aktin-Firbung (Referenz).

Durch Behandlung mit B-Arrestin-2 siRNA zeigt sich eine signifikante (*)Verminderung (Mittelwert 51,34%,p=0,0375)
des Genprodukts um 49% im Vergleich zur plasmid only Kontrolle (normiert: 100%).und zur Control pool Gruppe
(Mittelwert 120,2%, p=0,0270) Die beiden Kontrollgruppen unterscheiden sich untereinander nicht signifikant (p=0,3236).
Endzahl aller Gruppen: n=3. Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur.

Mit dem beschriebenen Verfahren konnte das f-Arrestin-2 Genprodukt in den HEK-Zellen um 49%

reduziert werden (Von normiert 100% Expression in der plasmid only Kontrollgruppe zu 51,34% nach
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B-Arrestin-2 Knockdown). Abbildung 3.1 zeigt die graphische Darstellung der densitometrischen
Auswertung der gefirbten Westernblots. Dabei wurde die Ratio von densitometrisch ermittelter -
Arrestin-2 Farbung zur B-Aktin Fiarbung der Proben untersucht. Die B-Aktin-Féarbung wird hierbei
als bestindige Referenz verwendet. Die Ratio dient als Mal fiir die vorhandene Menge des beta—
Arrestin-2 Genprodukts. Dabei wurde die plasmid only Kontrollgruppe auf 100% normiert. Fiir die mit
B-Arrestin-2 siRNA transfizierte Gruppe betrug die enstprechende Menge des Genprodukt im
Mittel 51,34 % (SD 9,698%) und fiir die control pool Gruppe 120% (SD 15,51%). Es ergibt sich daher
eine Reduktion des Genprodukts von der einfach transfizierten Kontrollgruppe zur mit B-Arrestin-2
siRNA behandelten Gruppe um 48,66%. Zu einem Signifikanzniveau von p=0,0375 ist der
Unterschied der Genproduktmenge zur einfach transfizierten Kontrollgruppe und zur plasmid only
KRontrollgruppe (p=0,0270) signifikant (jeweils n=3). Zwischen den beiden Kontrollgruppen zeigt

sich kein signifikanter Unterschied (p=0,3236) des B-Arrestin-2 Genprodukts.

1.2 verminderte hyperglykdamieinduzierte Nephrin-Endozytose nach B-Arrestin-2
Knockdown

Nephrin-Endozytose nach B-Arrestin-2 Knockdown
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Abb. 3.2 Nephrin-Endozytoseassay nach p-Arrestin-2 Knockdown in HEK293T Zellen.

A: Densitometrische Auswertung des Nephrin-Endozytosassays nach B-Arrestin-2 Knockdown durch siRNA (Kontrolle: nur
Nephrin-Plasmid und Control-Pool siRNA) unter hyperglykimen Bedingungen (30mM Glukose) in HEK 293T Zellen. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. B: Reprisentativer Westernblot. Oben: Streptavidin gefirbtes, Biotin

markiertes Oberflichennephrin. Unten: .Gesamtnephrin aus a—Nephrin IP.

Nach siRNA vermiteltem B-Arrestin 2 Knockdown signifikant (p=0,0334) mehr Oberflichennephrin in HEK293TZellen
mit Knockdown im Vergleich zu den Zellen ohne Knockdown. Kein signifikanter Unterschied (p=0,1517) zwischen der B-
Arrestin-2 siRNA transfizierten Gruppe und der Control pool Gruppe, sowie zwischen der einfach transfizierten Gruppe und
der Control pool Gruppe. Endzahl aller Gruppen: n=3 (IP = Immunprizipitation.) Angewandter statistischer Test:
ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur.
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Abbildung 8.2 zeigt die densitometrische Auswertung eines Nephrin-Endozytoseassays in
HEK2938T Zellen. Verglichen wurden Zellen, die mit Nephrin transfiziert wurden und gleichzeitig
ein siRNA vermittelter B-Arrestin-2 Knockdown induziert wurde, mit Kontrollgruppen, die nur mit
Nephrin oder mit Nephrin und einer siRNA Kontrollmischung (control pool) transfiziert wurden
(Jeweils n=3). Dabei ergibt sich eine signifikante Erhchung (p=0,0334) des prozentuellen Anteils
oberflichenstindigen = Nephrins im  unpaarigem  t-Test mit  Welch-Korrektur  am
Gesamtnephringehalt der Zellen mit Knockdown von B-Arrestin-2 siRNA (Mittelwert 171,1%, SD
13,33%) im Vergleich zur Kontrolle, die nur mit Nephrin transfiziert wurde. Diese Gruppe wurde in
der densitometrischen Auswertung als Kontrolle (100%) festgelegt. Der Vergleich der
KRontrollgruppen einfach transfizierte Plasmidkontrolle und der Control pool siRNA Gruppe
(Mittelwert: 112,7 %, SD 27,12%) zeigte keinen signifikanten Unterschied (p=0,6855) in der Priifung
mit ungepaartem t-Test mit Welch-Korrektur, ebenso der Vergleich der Zellen mit B-Arrestin-2

Knockdown mit der Control pool siRNA transfizierten Gruppe (p=0,1517).

lll. 2 Ergebnisse des Mausmodells

Wie eingangs beschrieben wurden die Versuche zum Einfluss des Adapterproteins B-Arrestin-2 auf
die hyperglykdmieinduzierte Nephrin-Endozytose auf zwei genetischen Hintergriinden untersucht,
um den Einfuss der stammbedingt unterschiedlichen Suszeptibilitit fiir proteinurische
Nierenerkrankungen auf die Versuchsergebnisse zu verringern. Dabei wurden Knockouttiere mit
homozygotem Knockout des beta-Arrestin-2 Gens, im Folgenden beta-Arrestin 2 -/- (kurz: barrg-/-)
genannt, mit Wildtyptieren (kurz: WT) des entsprechenden genetischen Hintergrundes verglichen.
Versuchsaufbau und Tierhaltung erfolgten wie in Kapitel I1.1.2 beschrieben. In allen Tierversuchen
wurden folgenden Parameter erhoben: Gewicht (g), Blutzucker (mg/dl) und Proteinurie gemessen
als Albumin-Kreatin-Ratio (mg Albumin/g Kreatinin). Je nach Versuchsziel wurden zudem Organe
fir Proteinanalysen (Nephrin-Endozytose, gemessen als Anteil des Oberflichennephrin vom
Gesamtnephringehalts und  Nephrin-Aktin ~ Ratio  gemessen in  Prozent oder RNA-
Expressionsanalysen  (beta-Arrestin-1 ~ Expressionsanalysen) entnommen. Die graphischen
Darstellungen der Ergebnisse, sowie die Ergebnisse der statistischen Auswertungen sind im

folgenden Kapitel dargestellt.

lll.2.1 Ergebnisse des 21 Tage Hyperglykdmiemodells auf C57BL/6 Hintergrund

Im folgenden Kapitel werden die Daten der Hauptversuche zum Verlauf von Blutzucker, Gewicht
und Albuminausscheidung im Urin innerhalb von 21 Tagen und die Nephrin-Endozytose am 21.
Tag nach Induktion eines durch Streptozotocin-induzierten Diabetes mellitus dargestellt. Dabei

werden beta—Arrestin-2 Knockoutmduse mit dem entsprechenden Wildtyptieren verglichen. In
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diesem Kapitel dargestellte Ergebnisse beziehen sich auf Tiere mit dem genetischen Hintergrund

Cs57BL/6.

111.2.1.1 Blutzuckerverlauf nach STZ-induziertem Diabetes mellitus

Bei ménnlichen Médusen der beiden Versuchsgruppen wurde im Alter von 9-18 Wochen durch
intraperitoneale Injektion von 180ug Streptozotocin (STZ)/g Korpergewicht gelost in Natrium-
Citrat-Puffer eine diabetische Stoffwechsellage induziert (Grenzwert, wie in der vergleichenden
Literatur iiblich: Blutzucker tiber 250mg/dl).

An Tag 0 wurden vor der Injektion die Ausgangswerte erhoben, dabei ergab sich fiir die
untersuchten 17 minnlichen Tiere der beiden Versuchsgruppen in der Gruppe der C57BL/6
Wildtyptiere ein mittlerer Blutzuckerwert von 127,2 mg/dl (SD 28,43 mg/dl) und 163,4 mg/dl (SD
29,96 mg/dl) fiir die beta—Arrestin-2 Knockouttiere. Die Anwendung des ungepaarten t-Tests mit
Welch Korrektur ergab einen signifikanten Unterschied (p = 0,001) der Blutzuckerspiegel zwischen

Wildtyp- und Knockouttieren.

Blutzuckerverlauf
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Abb.3.3 Vergleich des Blutzuckerverlaufs von Tag 0 bis 21 im Rahmen des 21-Tage
Hyperglykimiemodells bei C57BL/6 Wildtyp- und beta—Arrestin-2 Knockout Miusen.

Blutzuckerverlauf (mg/dl) der Wildtyptiere (WT, schwarz) und beta—Arrestin-2 Knockout Méuse (barr2 -/-, grau) auf
C57BL/6 Hintergrund im Alter von zu Beginn 9-18 Wochen vor Injektion von Streptozotocin (Tag 0) und im Verlauf von
21 Tagen nach induzierter Hyperglykidmie. Es zeigt sich an Tag 0 ein signifikanter Unterschied (**, p = 0,001) der
Blutzuckerspiegel zwischen den Versuchsgruppen. Zu den anderen untersuchten Zeitpunkten zeigt sich kein signifikanter
Unterschied (ns) der beiden Gruppen (Tag 4 p=0,1682, n=17, Tag 7 p=0,1965, n=17, Tag 14 p=0,1584, n=12 Tag 21
p=0,1026, n=17).Die horizontal verlaufende gestrichelte Linie markiert die Hyperglykimieschwelle (250 mg/dl).
Dargestellt sind der Mittelwert und die Fehlerbalken als Standardabweichung, die verbindende Linie stellt ausschlieBlich
eine optische Verdeutlichung des Blutzuckerverlaufs dar. (mg= Milligramm, dl= Deziliter). Angewandter statistischer Test:
ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur, ab Tag 7 Mann-Whitney-Test.

An Tag 4 erfolgte die Priifung der induzierten Hyperglykidmie. Die Knockouttiere (Mittelwert

399,2mg/dl, SD 122,6 mg/dl, n =17) unterschieden sich zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant
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(p=0,1682, ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur) von den Wildttyptieren (Mittelwert 452,7
mg/dl, SD 97,09 mg/dl, n=17).

AnschlieBend wurde in wochentlichen Abstinden der Blutzuckerspiegel der Versuchstiere bis zur
Organentnahme an Tag 21 dokumentiert. Mit steigender Hyperglykdmie konnte das verwendete
Messgerit die entstehenden Werte iiber 600mg/dl nicht mehr differenzieren. Da sie alle als
600mg/dl in die Auswertung eingingen waren die entstandenen Daten nicht mehr normalverteilt
Entsprechend wurde zur statistischen Auswertung der Blutzuckerwerte ab Tag 7 der Mann-
Whitney-Test verwendet. An Tag 7 nach Versuchsbeginn zeigten die 17 untersuchten Wildtyptiere
einen mittleren Blutzuckerspiegel von 547,83 mg/dl (SD 95,63 mg/dl), die 17 entsprechenden
Knockouttiere unterschieden sich mit einem Mittelwert von 556,8mg/dl (SD 54,9 mg/dl) im Mann-
Whitney-Test nicht signifikant voneinander (p=0,1965). An Tag 14 wurde kein signifikanter
Unterschied (p=0,1584) der beiden untersuchten Gruppen festgestellt. Der mittlere
Blutzuckerspiegel der 12 untersuchten Wildtyptiere betrug zu diesem Zeitpunkt 496,8 mg/dl (SD
123,7 mg/dl) bei einem mittlerem Wert von 563,2 mg/dl (SD 69,73 mg/d]) fiir die 12 beta—Arrestin-2
Knockout Miuse. Vor der Organentnahme an Tag 21 erfolgte die letzte Messung, ohne Erfassung
eines signifikanten Unterschieds (p=0,1026) im Mann-Whitney-Test. Dabei betrug der Mittelwert
der Wildtypgruppe 594,7 mg/dl (SD 21,83, n=17) und der Mittelwert der Knockoutgruppe 552,9
mg/dl (SD 98,62 mg/dl, n=17). In Abbildung 3.3 ist der Blutzuckerverlauf nach Streptozotocin-

induzierter Hyperglykdmie iiber 21 Tage graphisch dargestellt.

111.2.1.2 Gewichtsverlauf

Vor Versuchsbeginn und im wochentlichen Abstand bis zur Organentnahme wurden die Tiere
gewogen. Die Uberpriifung der Gewichtsunterschiede zwischen Wildtyp- und Knockouttieren
erfolgte, bei gegebener Normalverteilung, mittels ungepaartem t-Test mit Welch-Korrektur. Die
graphische Darstellung des Gewichtsverlaufs zeigt Abbildung 3.4.

Zu Beginn des Versuchs (Tag 0) lag das mittlere Gewicht der C57BL/6 Wildtyptiere bei 26,29 ¢
(SD 38,428 g). Fur die beta—Arrestin-2 Knockoutméuse wurde zu Beginn ein mittleres Gewicht von
26,51 g (SD 3,648 g) erhoben. Die Anwendung des ungepaarten t-Tests mit Welch-Korrektur zeigt
keinen signifikanten Unterschied (p = 0,8589) im Ausgangsgewicht der beiden Versuchsgruppen.
An Tag 7 betrug das mittlere Gewicht der Wildtypgruppe 23,68 g (SD 3,714 g, n=17) und das der
RKnockouttiere 22,60 g (SD 3,229, n=17). Auch zu diesem Zeitpunkt ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen C57BL/6 Wildtyp- und Knockouttieren (p = 0,8714). Die Messungen an Tag
14 zeigten ein Mittelwert von 23,87 g (SD 3,94 g, n=12) in der Wildtypgruppe und von 24,89 g (SD
3,885 g, n=12) in der Gruppe der beta—Arrestin-2 Knockoutmiuse. An Tag 14 ergibt sich nach
statistischer Auswertung mittels t-Test kein signifikanter Unterschied (p = 0,5227) zwischen den
verglichenen Gruppen. In der letzten Messung an Tag 21 ergab sich bei den C57BL/6
Wildtyptieren ein mittleres Gewicht von 22,43g (SD 2,955 g, n=17) und in der Gruppe der

Knockoutmiuse ein Mittelwert von 22,56 g (SD 4,721g, n=17). An Tag 21 zeigte die Anwendung
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des t-Tests keinen signifikanten Gewichtsunterschied zwischen den beiden Versuchsgruppen

(p=0,921).
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Abb. 3.4 Gewichtsverlauf und Gewichtsabnahme von Tag 0 bis Tag 21 bei Wildtyp- und
Knockoutmiusen auf C57BL/6-Hintergrund im 21 Tage Hyperglykimiemodell.

Gewichtsverlauf (g) innerhalb des 21 Tag Hyperglykdamiemodells von Wildtyp- (W'T, schwarz) und beta—Arrestin-2
Knockout Miusen (barr2 -/-, grau) auf C57BL/6 Hintergrund im Alter von zu Beginn 9-18 Wochen. Es zeigt sich zu
keinem Zeitpunkt ein signifikanter Gewichtsunterschied (ns) zwischen den Versuchsgruppen (Tag 0 p = 0,8589, n=17, Tag
7p=0,3714,n=17, Tag 14 p = 0,5277, n=12, Tag 21 p = 0,9210, n=17). Beide Tiergruppen nehmen im Verlauf von Tag 0
bis Tag 21 signifikant ab (Wildtyp p=0,0014(**), Knockout p=0,0106(*)). Dargestellt sind der Mittelwert und die
Fehlerbalken als Standardabweichung, die verbindende Linie stellt ausschlieBlich eine optische Verdeutlichung des
Gewichtsverlaufs dar. (g= Gramm). Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur

Vergleicht man das Ausgangsgewicht mit dem Gewicht nach 21 Tagen zeigt sich durch Anwendung
des ungepaarten t-Tests mit Welch-Korrektur eine signifikante Gewichtsabnahme (p=0,0014) der
Wildtyptiere von durchschnittlich 26,29g auf 22,43g. Die Gewichtsabnahme der Knockouttiere von
im Mittel 26,51g zu Beginn des Versuchs auf 22,56g an Tag 21 ist in der statistischen Auswertung
mittels ungepaarten t-Tests mit Welch-Korrektur mit einem Signifikanzniveau von p=0.0106

signifikant.

lll.2.1.3 Albuminausscheidung im Urin (Albumin-Kreatinin-Ratio)

Aus tiber Nacht gewonnenem Sammelurin wurde im Verlauf der 21-tigigen STZ-induzierten
Hyperglykdmie die Albuminausscheidung der 9-18 Wochen alten miénnlichen Miduse im Urin
quantifiziert als Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR) bestimmt (siehe Kapitel 11.2.2.6). Die graphische
Darstellung des Verlaufs zeigt Abbildung 8.5. Einige der Gruppen zeigten aufgrund der hohen

Standardabweichung keine ideale Normalverteilung, zur Wahrung der Einheitlichkeit der
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statistischen Auswertung der Albuminausscheidung wurde trotzdem der t-Test mit Welch-

Korrektur angewendet.
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Abb. 3.5 Vergleich der Albuminausscheidung (Albumin-Kreatinin-Ratio, ACR) von Wildtyp- und beta—
Arrestin-2 Knockout Miusen auf C57BL/6 Hintergrund im Verlauf von 21 Tagen nach induzierter
Hyperglykéamie.

ACR (mg Albumin/g Kreatinin) von Wildtyptieren (WT, schwarz) und beta—Arrestin-2 Knockout Miuse (barr2-/-, grau)
auf C57BL/6 Hintergrund im Alter von zu Beginn 9-18 Wochen An Tag 0 zeigt sich ein signifikanter Unterschied der
Albuminausscheidung (*) zwischen den beiden Gruppen (p= 0,0224, WT n=17, barr2-/- n=16). Zu den iibrigen
gemessenen Zeitpunkten unterscheiden sich die Versuchsgruppen nicht signifikant (ns). Tag 7: p=0,7093, n=17, Tag 14«
p=0,7605, n=17, Tag 21: p=0,4591 WT n=16, barr2-/- n=17) Die Einzelwerte, sowie der Mittelwert (Querbalken) und
die Fehlerbalken als Standardabweichung vom Mittelwert sind dargestellt. (mg=Milligramm, g= Gramm). Angewandter
statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur

An Tag 0 zeigte sich bei den C57BL/6 Wildtyptieren (n = 17) eine mittlere ACR von 8,075 mg
Albumin/ g Kreatinin (SD 4,558 mg Albumin/g Kreatinin). Fiir die beta—Arrestin-2 Knockouttiere
(n=16) betrug der gemessene Mittelwert 11,66 mg Albumin/ g Kreatinin (SD 4,012 mg Albumin/g
Rreatinin). Fir p = 0,0224 ergibt sich nach Anwendung des ungepaarten t-Tests mit Welch-
Korrektur ein signifikanter Unterschied der Albuminurie zwischen den beiden Versuchsgruppen. An
Tag 7 betrug der gemessene Mittelwert der Wildtypgruppe (n=17) 89,92 mg Albumin/g Kreatinin
(SD 33,85 mg Albumin/g Kreatinin). Bei einer mittleren Albuminausscheidung der Knockoutgruppe
(n=17) von 85,56 mg Albumin/g Kreatinin (SD 32,36 mg Albumin/g Kreatinin) unterscheiden sich
die beiden Versuchsgruppen nach Anwendung des t-Tests mit Welch-Korrektur nicht signifikant
(p=0,7093). An Tag 14 zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp- und beta—
Arrestin-2 Knockoutmiusen (p=0,7605, beide n=17), wobei die Wildtyptiere eine mittlere
Albuminurie von 45,75 mg Albumin/g Kreatinin (SD 51,05 mg Albumin/g Kreatinin) aufwiesen und
die Knockouttiere von 52,56 mg Albumin/g Kreatinin (SD 75,59 mg Albumin/g Kreatinin). Die
Messungen an Tag 21 ergaben einen Mittelwert von 57,94 mg Albumin/g Kreatinin (SD 52,34 mg
Albumin/g Kreatinin) fiir die 17 untersuchten Wildtyptiere. Die 17 untersuchten Knockouttiere

prisentierten zu diesem Zeitpunkt eine mittlere Albuminausscheidung von 46,51 mg Albumin/g
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Kreatinin (SD 31,87 mg Albumin/g Kreatinin). Die statistische Auswertung der zu diesem Zeitpunkt
erhobenen Daten ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,4591) zwischen den

Versuchsgruppen.

111.2.1.4 Nephrin-Endozytoseassay

Die Organentnahme erfolgte 21 Tage nachdem bei den 9-18 Wochen alten Versuchstieren durch
Streptozotozininjektion eine diabetische Stoffwechsellage induziert wurde. Die wie in Kapitel 11.2.2
beschrieben perfundierten Nieren wurden im Nephrin-Endozytoseassay zur Quantifizierung des
Schlitzmembranproteins Nephrin analysiert. Dabei wurden der prozentuelle Anteil des
oberflichenstindigen Nephrins (in vivo Biotin markiert, Streptavidin gefirbt) am Gesamtnephrin
der Glomeruli (Nephrin-Endozytose) als auch der Nephrinanteil an der Gesamtproteinmenge
(Gesamtnephrin) bestimmt. Fiir die statistische Auswertung wurde der t-Test mit Welch-Korrektur

verwendet.

Nephrin-Endozytose
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Hyperglykamie auf C57BL/6 Hintergrund
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Abb. 3.6 Quantifizierung des Schlitzmembranproteins Nephrin in Mausnieren von C57BL/6 Wildtyp
und beta—Arrestin-2 Knockoutmiusen nach 21 Tagen Hyperglykimie.
A Graphische Darstellung der densitometrischen Auswertungen der Nephrin-Endozytoseassays, durchgefithrt an

perfundierten Nieren von minnlichen Knockouttieren (barre-/-, grau, n=7), im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp-
(WT, schwarz, n = 8). Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (ns, p = 0,0918) der Nephrin-Endozytose als
prozentualer Anteil des Oberflichennephrins am Gesamtnephringehalt. Dargestellt sind der Mittelwert sowie die
Fehlerbalken als Standardabweichung. B Reprisentativer Westernblot der a—Nephrin-Immunprizipitationen (IP) aus der
in A beschriebenen Versuchsreihe. Oben: Streptavidinfirbung (firbt in vivo biotinmarkiertes oberflichenstindiges
Nephrin) Unten: Nephrin-Antikorper (entspricht Gesamtnephrin aus der IP). Angewandter statistischer Test: ungepaarter
t-Tests mit Welch-Korrektur
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Der Quotient aus Oberflichennephrin zum Gesamtnephringehalt wurde aus den IP Proben bestimmt
als MaB fiir die Nephrin-Endozytose. Dabei zeigt der Mittelwert der Wildtypkontrollgruppe (n=8)
normiert 100% Oberflichennephrin (SD 41,26%). Der Mittelwert des prozentuellen Anteils des
oberflichenstdandigen Nephrins aus den Nieren der beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse (n=7) 154,5 %
(SD 66,7%). Nach Anwendung des t-Tests mit Welch-Korrektur ergibt sich mit einem
Signifikanzniveau von p = 0,0918 kein signifikanter Unterschied der Versuchsgruppen. Die
graphische Darstellung der Auswertung und einen reprédsentativen Westernblot zeigt Abbildung

3.6.

Gesamtnephringehalt

A Gesamtnephringehalt im Nephrin-Endozytose-Assay nach 21
Tagen Hyperglykamie auf C57BL/6 Hintergrund

1501 e
—_ \ \
s
[=4
= £
£ £ 100-
<
[}
c
s
€ <
&= 50
G £
[}
2
0' T
C57BL/6 C57BL/6
WT barr2-/-
C57BL/6 Glomerulilysate
B WT barr2-/-

Nephrin - —

actin | —_—

Abb. 3.7 Quantifizierung des Gesamtnephringehalts der Glomeruli aus Mausnieren von C57BL/6
Wildtyp und beta—Arrestin-2 Knockoutmiusen nach 21 Tagen Hyperglykimie.

A Graphische Darstellung der densitometrischen Auswertungen der Ratio von Nephrin- zu Aktingehalt der Lysatproben
des Endozytoseassays, als Mal} fiir die Gesamtnephrinmenge, durchgefiihrt an perfundierten Nieren von minnlichen
Knockouttieren (barre-/- grau, n=9), im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp (WT, schwarz, n = 9). Es zeigt sich kein
signifikanter Unterschied (ns, p = 0,5995) der Gesamtnephrinmenge. Dargestellt sind der Mittelwert, sowie die
Fehlerbalken als Standardabweichung. B Reprisentativer Westernblot der Lysatproben aus des Nephrin-
Endozytoseassays. Oben: Nephrin-Antikérperfirbung. Unten:. B-Aktin-Antikorperfirbung (Referenz). Angewandter
statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur

Aus den gewonnenen Lysatproben wurde der Anteil von Nephrin am Gesamtproteingehalt
(Referenz: B-Aktin-Gehalt) als MaB fiir den Gesamtnephringehalt der Glomeruli bestimmt. Dabei

wurde der Mittelwert der Wildtypkontrollgruppe (n=9) auf 100% normiert (SD 23,11%). Der aus
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den Proben der beta-Arrestin-2 Knockoutméuse (n=9) gewonnene Mittelwert betrigt 94,6 % (SD
19,88%). Nach statistischer Auswertung mittels t-Tests mit Welch-Korrektur zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (p = 0,56995) der Versuchsgruppen. Abbildung 3.7 zeigt die graphische

Darstellung der Auswertung und einen reprasentativen Westernblot.

l1l.2.1.5 RNA-Expressionsanalysen: beta-Arrestin-1 RT-qPCR

Relative Expression des beta-Arrestin-1 Gens
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Abb. 3.8 Relative beta-Arrestin-1 Genexpression im Cortex remalis aus Mausnieren von C57BL/6
Wildtyp und beta-Arrestin-1 Knockoutmiusen unbehandelt und nach 21 Tagen Hyperglykimie.
Graphische Darstellung der Ergebnisse der quantitativen Real Time PCR, welche die relative, auf das endogene
Referenzgen 18s normierte Genexpression von beta-Arrestin-1, bezogen auf die Kontrollgruppe der Wildtyptiere an Tag 0
in den verschiedenen Versuchsgruppen zeigt. Durchgefiithrt an RNA aus den perfundierten Nieren von minnlichen
Knockouttieren (barre-/-), im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp (WT) unbehandelt (Tag o) und nach 21 Tagen
induzierter Hyperglykamie. Es zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen der Genexpression von Tag 0 zu Tag 21
bei den Wildtyptieren (Tag 0 n=6, Tag 21 n=5, p=0,4947, ns) und den Knockoutmiuse (p=0,3530, ns, Tag 0 n=7, Tag 21
n=7). An Tag 0 signifikant weniger Expression der Knockouts im Vergleich zum Wildtyp (p=0,0326, *), ohne
signifikanten Unterschied an Tag 21 (p=0,2055, ns). Dargestellt sind in Bozplots im Kasten Median und obere und untere
Quartile, sowie oberes und unteres Extrem (Whiskers). Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-
Korrektur

Zur Analyse der Bedeutung des ebenfalls in Nieren exprimierten beta-Arrestin-1 in den hier
untersuchten Mechanismen am glomeruliren Filter wurde die Expression dieses Gens in den
entnommenen Mausnieren mittels RT-qPCR untersucht. Fiir die Genexpressionsanalysen wurde aus
dem Kortex der entnommenen, perfundierten Nieren RNA isoliert und damit eine quantitative Real-
Time PCR durchgefiihrt zur Untersuchung der relativen Expression des beta-Arrestin-1 Gens,
kodierend fiir das Protein B-Arrestin-1. Dabei wurden die Ergebnisse auf die gemessene Expression
des endogenen Referenzgens 18s normiert. Die entnommenen Nieren stammten von bei
Versuchsbeginn 9-18 Wochen alten C57BL/6 Miusen mit und ohne Knockout des beta-Arrestin-2
Gens. Untersucht wurde die beta-Arrestin-1 Expression unbehandelter Tiere (Tag 0) und nach 21
tagiger Streptozotocin-induzierter Hyperglykdmie. Die Ergebnisse wurden auf die Gruppe der

unbehandelten Wildtyptiere als Kontrollgruppe als 100% Ausgangsexpression bezogen. Wie in der
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Literatur iiblich kam zur Priifung der statistischen Signifikanz der t-Test mit Welch-Korrektur zum

Einsatz.

Die Expression von beta-Arrestin-1 unterschied sich im ungepaarten t-Test mit Welch-Korrektur
nicht signifikant (p=0,4947) zwischen den untersuchten Wildtyptiere in der Gruppe der
unbehandelten Tiere (Tag 0, n=6) mit einem Mittelwert von 101,1 % (SD 11,56%) von der
Expression der 7 untersuchten Tiere nach 21 tdgiger Hyperglykidmie (Tag 21, MW 87,44 % SD
48,51%). Ebenso wurde kein signifikanter Unterschied (p=0,3530) im Vergleich der unbehandelten
Knockouttiere (Tag 0, n=5, Mittelwert 72,85 % SD 20,36%) mit den diabetischen Méusen an Tag 21
mit einer mittleren Expression von 55,02% (SD 41,75%) festgestellt. Die unbehandelten
Wildtyptiere zeigten eine signifikant hohere beta-Arrestin-1 Expression (p=0,0326) in den Glomeruli
als die zum gleichen Zeitpunkt untersuchten beta-Arrestin-2 Knockoutméiuse. Fiir Tag 21 ist dieser
Effekt nicht mehr zu beobachten, die gemessene Expression der Wildtyp und Knockouttiere
unterscheidet sich nicht signifikant (t-Test mit Welch-Korrektur, p=0,2055). Die Darstellung der

Ergebnisse als box plots zeigt Abbildung 3.8.

lll.2.2. Ergebnisse des 21 Tage Hyperglykdmiemodells auf FVB Hintergrund

Analog zur Darstellung der Versuche mit Miusen des C57BL/6 Stamms in Kapitel I11.2.1 werden in
diesem Kapitel die Daten von FVB beta-Arrestin-2 Knockoutmiusen mit den entsprechenden
Wildtyptieren verglichen. Die Analyse der FVB Tiere erfolgte, um den Einfluss der stammbedingt
unterschiedlichen Suszeptibilitit fiir proteinurische Nierenerkrankungen auf die Versuchsergebnisse zu
verringern. In den Hauptversuchen wurde bei den Miusen durch Streptozotocininjektion ein
chemischer Diabetes mellitus induziert und in den 21 Tagen bis zur Organennahme Daten zum

Verlauf von Blutzucker, Gewicht und Albuminausscheidung im Urin erhoben.

111.2.2.1 Blutzuckerverlauf nach STZ-induziertem Diabetes mellitus

Durch Injektion von 180ug Streptozotocin(STZ)/ g KG gelost in Natrium-Citrat-Puffer i.p. wurde
bei minnlichen Mausen der beiden Versuchsgruppen im Alter von 9-18 Wochen eine diabetische
Stoffwechsellage induziert (Grenzwert: Blutzucker iiber 250mg/dl). In Abbildung 3.9 ist der
Blutzuckerverlauf nach Streptozotocin-induzierter Hyperglykdmie tber 21 Tage graphisch

dargestellt.

An Tag 0 wurden vor der Injektion die Ausgangswerte erhoben, dabei ergab sich fiir die
untersuchten 13 Tiere der FVB Wildtypgruppe ein mittlerer Blutzuckerwert von 128,5 mg/dl (SD
52,15 mg/dl) und 144,7 mg/dl (SD 24,15 mg/dl) fiir die 18 beta-Arrestin-2 Knockouttiere. Damit
unterscheiden sich die Blutzuckerspiegel der Versuchsgruppen an Tag 0 bei Anwendung des
ungepaarten t-Tests mit Welch-Korrektur nicht signifikant (p = 0,3151). Der Effekt der STZ-

Injektion wurde an Tag 2 iiberpriift. Die Blutzuckerwerte der untersuchten VB Knockouttiere
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(Mitteltwert 411,2mg/dl, SD 102 mg/dl, n =14) unterschieden sich zu diesem Zeitpunkt nicht
signifikant (p= 0,8902, ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur) von denen der entsprechenden
Wildttyptieren (Mittelwert 418,9 mg/dl, SD 158 mg/dl, n=11). Bis zur Organentnahme an Tag 21
wurde der Blutzuckerspiegel danach woéchentlich dokumentiert. Wie bereits erldutert ergaben sich
Versuchsgerit bedingt ab Tag 7 Werte ohne Normalverteilung, weshalb im Folgenden der Mann-

Whitney-Test angewendet wurde, um statistische Signifikanzen zu priifen.
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Abb.3.9 Vergleich des Blutzuckerverlaufs von Tag O bis 21 im Rahmen des 21-Tage
Hyperglykimiemodells bei Wildtyp- und beta-Arrestin-2 Knockout Miusen auf FVB-Hintergrund.
Blutzuckerverlauf (mg/dl) der Wildtyptiere (WT, schwarz) und beta-Arrestin-2 Knockout Méuse (barr2-/-, grau) auf FVB
Hintergrund im Alter von 9-18 Wochen vor Injektion von Streptozotocin (Tag 0) und im Verlauf von 21 Tagen nach
induzierter Hyperglykidmie. Es zeigt sich zu keinem untersuchten Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied (ns) der beiden
Gruppen. Tag 0: p=0,3151 mit WT n= 18, barr2-/- n=18 , Tag 2: p= 0,8902 mit WT n= 11, barr2-/- n=14, Tag 7: p =
0,2863 mit WT n= 10, barr2-/- n=14, Tag 14: p = 0,6866 mit WT n= 13, barre-/- n=18, Tag 21: p = 0,2452 mit WT n=
18, barr2-/- n=18. Die horizontal verlaufende gestrichelte Linie markiert die Hyperglykdmieschwelle (250 mg/dl).
Dargestellt sind der Mittelwert und die Fehlerbalken als Standardabweichung, die verbindende Linie stellt ausschlieBlich
eine optische Verdeutlichung des Blutzuckerverlaufs dar. (mg= Milligramm, dl= Deziliter) Angewandter statistischer Test:
ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur, ab Tag 7 Mann-Whitney-Test.

Am 7. Tag nach Versuchsbeginn zeigten die 10 untersuchten Wildtyptiere einen mittleren
Blutzuckerspiegel von 538,5 mg/dl (SD 96,67 mg/dl), die 14 entsprechenden Knockouttiere, die
untersucht wurden, unterschieden sich mit einem Mittelwert von 506,5 mg/dl (SD 108,0 mg/dl) im
Mann-Whitney Test nicht signifikant vom Wildtyp (p=0,2863). An Tag 14 wurde kein signifikanter
Blutzuckerunterschied (p=0,6866) bei den beiden untersuchten Gruppen festgestellt. Der mittlere
Blutzuckerspiegel der 13 untersuchten Wildtyptiere betrug zu diesem Zeitpunkt 571,38 mg/dl (SD
90,35 mg/dl) bei einem mittlerem Wert von 552,83 mg/dl (SD 82,9 mg/dl) fiir die 18 untersuchten
beta-Arrestin-2 Knockout Miuse. Die letzte Messung erfolgte vor der Organentnahme an Tag 21.

Auch hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Blutzuckerspiegel (p=0,2452) im Mann-



Whitney-Test. Dabei betrug der Mittelwert der Wildtypgruppe 600 mg/dl (SD 0 mg/dl, n=13) und
der Mittelwert der Knockoutgruppe 588,6 mg/dl (SD 32,26 mg/dl, n=18).

111.2.2.2 Gewichtsverlauf

Zur Erfassung des Gewichtsverlaufs (in Abbildung 8.10 dargestellt) wurden die FVB Maiuse vor
Versuchsbeginn und im wochentlichen Abstand bis zur Organentnahme gewogen. Die Uberpriifung
der Gewichtsunterschiede zwischen Wildtyp- und Knockouttieren erfolgte dabei bei den

normalverteilten Gewichtsdaten stets mit ungepaartem t-Test mit Welch-Korrektur.
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Abb. 3.10 Gewichtsverlauf und Gewichtsabnahme von Tag 0 bis Tag 21 bei Wildtyp- und beta-
Arrestin-2 Knockoutmiusen auf FVB-Hintergrund im 21 Tage Hyperglykidmiemodell.

Gewichtsverlauf (g) innerhalb des 21 Tage Hyperglykidmiemodells von Wildtyp- (WT, schwarz) und beta-Arrestin-2
Knockout Miusen (barr2-/-, grau) auf FVB Hintergrund im Alter von zu Beginn 9-18 Wochen. Es zeigt sich zu keinem
Zeitpunkt ein signifikanter Gewichtsunterschied (ns) zwischen den Versuchsgruppen (Tag 0: p = 0,4624 W'T n= 13, barr2
-/-n=18; Tag 7: p = 0,2601 WT n= 8, barr2-/- n=10; Tag 14: p = 0,1526, WT n= 11, barr2 -/- n=14; Tag 21: p = 0,844
WT n= 18, barr2 -/- n=18). Beide Tiergruppen nehmen im Verlauf von Tag 0 bis Tag 21 signifikant ab (Wildtyp
p=0,0101(*), Knockout p=0,0271(*)). Dargestellt sind der Mittelwert und die Fehlerbalken als Standardabweichung, die
verbindende Linie stellt ausschliellich eine optische Verdeutlichung des Gewichtsverlaufs dar. (g= Gramm). Angewandter
statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur.

Vor Versuchsbeginn lag das mittlere Gewicht der 13 gewogenen Wildtyptiere bei 27,17 g (SD 1,957
g). Fir die 18 beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse wurde zu Beginn ein mittleres Gewicht von 26,63 g
(SD 1,998 g) erhoben. Die statistische Auswertung zeigte keinen signifikanten Unterschied (p
=0,4624) zwischen den Ausgangsgewichten der beiden Versuchsgruppen. An Tag 7 betrug das
mittlere Gewicht der Wildtypgruppe 23,75 g (SD 1,669 g, n=8) und das der Knockouttiere 24,70 g

(SD 1,767, n=10). Zu diesem Zeitpunkt zeigt sich ebenfalls kein signifikanter Gewichtsunterschied
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zwischen Wildtyp- und Knockouttieren (p = 0,2601). Die Messungen an Tag 14 ergaben einen
Mittelwert von 24,25 g (SD 1,189 g, n=11) in der Wildtypgruppe und von 25,24 g (SD 2,132 g,
n=14) in der Gruppe der beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse. An Tag 14 ergibt sich nach statistischer
Auswertung mittels kein signifikanter Unterschied (p = 0,1526) zwischen den verglichenen
Gruppen. Die letzte Messung wurde an Tag 21 vor der Organentnahme durchgefiihrt, dabei zeigten
die 18 FVB Wildtyptiere ein mittleres Gewicht von 25,01 g (SD 1,991 g) und die 18 Tiere in der
Gruppe der Knockoutmiuse einen Mittelwert von 24,84 g (SD 2,597 g). Die letzten Messungen
zeigten nach Anwendung des statistischen Tests keinen signifikante Gewichtsunterschied zwischen

den beiden Versuchsgruppen (p=0,844).

Vergleicht man das Ausgangsgewicht der Wildtyptiere mit dem Gewicht nach 21 Tagen
Versuchsdauer erkennt man nach Anwendung des ungepaarten t-Tests mit Welch-Korrektur eine
signifikante Gewichtsabnahme (p=0,0101) von durchschnittlich 27,17g auf 25,01g. Die
Gewichtsabnahme der Knockouttiere von im Mittel 26,63g zu Beginn des Versuchs auf 24,84¢g an
Tag 21 ist in der statistischen Auswertung mittels ungepaarten t-Tests mit Welch-Korrektur mit

einem Signifikanzniveau p=0,0271 ebenfalls signifikant.

111.2.2.3 Albuminausscheidung im Urin (Albumin-Kreatinin-Ratio)

Die Albuminausscheidung im Urin wurde als Albumin-Kreatinin Ratio (ACR) im Verlauf der 21-
tigigen STZ-induzierten Hyperglykdmie aus dem iiber Nacht gewonnenen Sammelurin der
verwendeten zu Versuchsbeginn 9-18 Wochen alten 13 Wildtyptiere und 18 beta-Arrestin-2
Knockout Miuse bestimmt (siehe Kapitel 11.2.2.6). Die graphische Darstellung des Verlaufs der
Albuminausscheidung der FVB-Miuse zeigt Abbildung 3.11. Analog zur statistischen Auswertung
der C57BL/6 Tiere wurde auch hier der t-Test mit Welch-Korrektur angewendet.

Zu Beginn der Messungen (Tag 0) zeigten die FVB Wildtyptieren eine mittlere ACR von 19,22 mg
Albumin/g Kreatinin (SD 7,34 mg Albumin/g Kreatinin). Fiir die beta-Arrestin-2 Knockouttiere
betrug der erhobene Mittelwert 21,13 mg Albumin/ g Kreatinin (SD 9,264 mg Albumin/g
Kreatinin). Mit einem Signifikanzwert von p = 0,5233 ergibt sich nach Anwendung des ungepaarten
t-Tests mit Welch-Korrektur kein signifikanter Unterschied der Albuminurie in den beiden
Versuchsgruppen an Tag 0 der Versuchsreihe. An Tag 7 betrug der gemessene Mittelwert der
Wildtypgruppe 494,9 mg Albumin/g Kreatinin (SD 494,8 mg Albumin/g Kreatinin). Bei einer
mittleren Albuminausscheidung der Knockoutgruppe von 240,4 mg Albumin/g Kreatinin (SD 3871,7
mg Albumin/g Kreatinin) unterscheiden sich die beiden Versuchsgruppen nach Anwendung des t-
Tests mit Welch-Korrektur nicht signifikant (p=0,1298). Die Auswertung mit t-Test an Tag 14
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp- und beta-Arrestin-2 Knockoutméusen
(p=0,8196). Hierbei lag die die mittlere Albuminurie der Wildtyptiere bei 479,5 mg Albumin/g
Kreatinin (SD 466,1 mg Albumin/g Kreatinin) aufwiesen und der Mittelwert der Knockouttiere

483,9mg Albumin/g Kreatinin (SD 637,35 mg Albumin/g Kreatinin). Die Messungen an Tag 21
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ergaben einen Mittelwert von 603,2 mg Albumin/g Kreatinin (SD 566,8 mg Albumin/g Kreatinin)
fir die untersuchten Wildtyptiere. Die Knockouttiere prisentierten zu diesem Zeitpunkt eine
mittlere Albuminausscheidung von 319,9 mg Albumin/g Kreatinin (SD 454,1 mg Albumin/g
Kreatinin). Der statistische Vergleich der Albuminausscheidung der Versuchsgruppen mit
ungepaartem t-Test mit Welch-Korrektur ergab keinen signifikanten Unterschied (p=0,1503) an

Tag 21 des Versuchs.

Verlauf der Albuminausscheidung im Urin
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Abb. 3.11 Vergleich der Albuminausscheidung (Albumin-Kreatinin-Ratio, ACR) von Wildtyp- und
beta-Arrestin-2 Knockout Miusen auf FVB Hintergrund im Verlauf von 21 Tagen nach induzierter
Hyperglykéamie.

ACR (mg Albumin/g Kreatinin) von Wildtyptieren (WT, schwarz, n = 13) und beta-Arrestin-2 Knockout Miuse (barr2 -/-,
grau, n= 18) auf FVB Hintergrund im Alter von zu Beginn 9-18 Wochen Zu den gemessenen Zeitpunkten unterscheiden
sich die Versuchsgruppen nicht signifikant (ns). Tag 0: p=0,5233, Tag 7: p=0,1298, Tag 14 p=0,8196, Tag 21: p=0,1503)
Die Einzelwerte sowie der Mittelwert (Querbalken) und die Fehlerbalken als Standardabweichung sind dargestellt.
(mg=Milligramm, g= Gramm). Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur.

111.2.2.4 Nephrin-Endozytoseassay

21 Tage nach Induktion des Diabetes mellitus durch Streptozotocininjektion bei den zu
Versuchsbeginn 9-18 Wochen alten FVB Versuchstieren erfolgte die Organentnahme. Die wie in
Kapitel I1.2.2 beschrieben perfundierten Nieren wurden im Nephrin-Endozytoseassay analysiert,
welches die Quantifizierung des Schlitzmembranproteins Nephrin erméglichte. Dabei wurden der
prozentuelle Anteil des oberflichenstindigen Nephrins (in vivo Biotin markiert, Streptavidin
gefiarbt) am Gesamtnephrin der Glomeruli (Nephrin-Endozytose) als auch der Nephrinanteil an der
Gesamtproteinmenge (Gesamtnephrin) bestimmt. Als Mal fiir die Nephrin Endozytose wurde der
Quotient aus Oberflichennephrin- zum Gesamtnephringehalt aus den gewonnenen IP Proben
bestimmt. Dabei zeigt der Mittelwert der Wildtypkontrollgruppe (n=6) normiert 100%

Oberflichennephrin  (SD  48,47%). Der  Mittelwert des prozentuellen Anteils des
61



oberflichenstindigen Nephrins aus den Nieren der ©beta-Arrestin-2 Knockoutméduse (n=7)
entsprechend 78,27 % (SD 16,49 %). Nach Anwendung des t-Tests mit Welch-Korrektur ergab sich
mit einem Signifikanzniveau von p = 0,2453 kein signifikanter Unterschied der Versuchsgruppen.
Die graphische Darstellung der Auswertung und die Abbildung eines reprisentativen Westernblot
zeigt Abbildung 3.12.

Nephrin-Endozytose
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Abb. 8.12 Quantifizierung des Schlitzmembranproteins Nephrin in Mausnieren von Wildtyp und beta-
Arrestin-2 Knockoutmiusen auf FVB-Hintergrund nach 21 Tagen Hyperglykimie.

A Graphische Darstellung der densitometrischen Auswertungen der Nephrin-Endozytoseassays, durchgefiihrt an
perfundierten Nieren von minnlichen Knockouttieren (barr2 -/-, grau, n=7), im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp-
(WT, schwarz, n = 6). Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (ns, p = 0,2453) der Endozytose als prozentueller
Anteils des Oberflichennephrins am Gesamtnephringehalt. Dargestellt sind der Mittelwert sowie die Fehlerbalken als
Standardabweichung. B Reprisentativer Westernblot der a—Nephrin-Immunprizipitationen (IP) aus der in A
beschriebenen Versuchsreihe. Oben: Streptavidinfirbung (firbt in vivo biotinmarkiertes oberflichenstindiges Nephrin)
Unten: Nephrin-Antikérperfirbung (entspricht Gesamtnephrin der IP). Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-
Tests mit Welch-Korrektur.

Aus den gewonnenen Proben wurde vor Beginn der IP ebenfalls Teile als Lysatproben verwendet.
Daraus wurde der Anteil von Nephrin am Gesamtproteingehalt (Referenz B-Aktin Gehalt) als Mal3
fir den Gesamtnephringehalt der Glomeruli bestimmt. Dabei wurde der Mittelwert der
Wildtypkontrollgruppe (n=5) aut 100% normiert (SD 19,34%). Entsprechend betrug der Mittelwert
aus den Proben der beta-Arrestin-2 Knockoutmiduse (n=7) 72,35% (SD 43,56%). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels t-Tests mit Welch-Korrektur und ergab keinen signifikanten
Unterschied (p = 0,1723) des Gesamtnephringehalts der Versuchsgruppen. Abbildung 3.13 zeigt die

graphische Darstellung der Auswertung und einen reprisentativen Westernblot.



Gesamtnephringehalt

A Gesamtnephringehalt im Nephrin-Endozytose-Assay
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Abb. 3.13 Quantifizierung des Gesamtnephringehalts der Glomeruli aus Mausnieren von Wildtyp und
beta-Arrestin-2 Knockoutmiusen auf FVB-Hintergrund nach 21 Tagen Hyperglykimie.

A Graphische Darstellung der densitometrischen Auswertungen der Ratio von Nephrin- zu Aktingehalt der der
Lysatproben des Endozytoseassays. als Mal} fiir die Gesamtnephrinmenge, durchgefiihrt an perfundierten Nieren von
minnlichen Knockouttieren (barr2 -/-, grau, n=7), im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp (WT, schwarz, n = 5). Es
zeigt sich kein signifikanter Unterschied (ns, p = 0,1723) der Gesamtnephrinmenge. Dargestellt sind der Mittelwert sowie
die Fehlerbalken als Standardabweichung. B Reprisentativer Westernblot der Lysatproben aus den Nephrin-
Endozytoseassays. Oben: TFirbung mit Nephrin-Antikorper. Unten: TFirbung mit B-Aktin-Antikorper (Referenz).
Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur.

lll.2.2.5 RNA-Expressionsanalysen: beta-Arrestin-1 qPCR

Auf FVB Hintergrund wurde ebenfalls aus Rindenstiicken der entnommenen perfundierten Nieren
RNA isoliert und damit eine qPCR zur Untersuchung der relativen Expression des beta-Arrestin-1
Gens durchgefiihrt, normiert auf das endogene Referenzgens 18s und bezogen auf die
Kontrollgruppe der unbehandelten Wildtyptiere. Untersucht wurde die Expression in der
Nierenrinde von je 6 zu Versuchsbeginn 9-18 Wochen alten FVB Wildtyp- und beta-Arrestin-2
Knockoutmiusen bei unbehandelten Tieren (Tag 0) und nach 21 tigiger Streptozotocin-induzierter
Hyperglykdmie. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8.14 als Boxplots dargestellt.

Es zeigte sich kein signifikanter Expressionsunterschied der untersuchten Wildtyptiere (p=0,7924)
zu der Gruppe der unbehandelten Tiere (Tag 0: MW 105,4%, SD 26,12%) und den diabetischen
Tieren (Tag 21: MW 99,75%, SD 43,79%) im ungepaarten t-Test mit Welch-Korrektur. Ebenso
wurde kein signifikanter Unterschied (p=0,5925) im Vergleich der unbehandelten Knockouttiere

(Tag 0: Mittelwert 119,8% SD 76,17%) mit den diabetischen Knockoutmiusen festgestellt (Tag 21:
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MW 145,1%, SD 77,29%). Der Vergleich der Wildtyp- und Knockouttiere an Tag 0 und Tag 21
zeigt keinen signifikanten Expressionsunterschied im ungepaarten t-Test mit Welch-Korrektur

zwischen den Wildtyp- und Knockoutméusen.(Tag 0: p=0,7145, Tag 21: p=0,2427).

Relative Expression des beta-Arrestin-1 Gens
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Abb. 3.14 Relative beta-Arrestin-1 Genexpression im Cortexr renalis aus Mausnieren von FVB
Wildtyp und beta-Arrestin-2 Knockoutmiusen unbehandelt und nach 21 Tagen Hyperglykimie.

Graphische Darstellung der Ergebnisse der quantitativen Real Time PCR, welche die relative, auf das endogene
Referenzgen 18s normierte Genexpression von beta-Arrestin-1 bezogen auf die Kontrollgruppe der Wildtyptiere an Tag 0,
in den verschiedenen Versuchsgruppen zeigt. Durchgefiihrt an RNA aus Glomeruli der perfundierten Nieren von je 6

Wochen alten minnlichen Knockouttieren (barr2 -/-), im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp (WT) unbehandelt (Tag
o) und nach 21 Tagen induzierter Hyperglykdmie. Es zeigt sich keine signifikanten Veridnderung der Genexpression von
Tag 0 zu Tag 21 bei den Wildtyp- (p=0,7924, ns) und den Knockouttieren (p=0,5925, ns), sowie keine signifikant
unterschiedliche Expression zwischen Wildtyp und Knockouts an Tag 0 (p=0,7145, ns). oder Tag 21 (p=02472, ns).
Dargestellt sind in Boxplots im Kasten Median und obere und untere Quartile, sowie oberes und unteres Extrem (W hiskers).

Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur.

lll. 2.3 Vergleich der Ergebnisse der zwei genetischen Hintergriinde

Die Hauptversuche zum Einfluss des beta-Arrestin-2 Knockouts auf die Hyperglykimie induzierte
Nierenschddigung wurden, aufgrund der stammbedingt unterschiedlichen Suszeptibilitit fiir
proteinurische Nierenerkrankungen, auf C57BL/6- und FVB-Hintergrund gleichermallen
durchgefiihrt. Dafiir wurden gleichermaBen zu Versuchsbeginn 9-18 Wochen alte minnliche Miuse
beider Linien verwendet. Das folgende Kapitel zeigt die statistische Auswertung des Vergleichs der
Ergebnisse der beiden untersuchten Linien bei den Hauptparametern Blutzucker,

Albuminausscheidung und Nephrin-Endozytose.

111.2.3.1 Vergleich Blutzuckerspiegel

Zum Vergleich der Blutzuckerspiegel wurden die bei FVB und C57BL/6 erhobenen Werte vor
Versuchsbeginn (Tag 0) und nach 21 Tagen Streptozotocin-induzierter Hyperglykimie

gegeniibergestellt und mogliche Unterschiede der Zuckerspiegel zwischen den Linien bei gegebener
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Normalverteilung mittels ungepaartem T-Test mit Welch-Korrektur verglichen. Die graphische
Darstellung und Auswertung zeigt Abbildung 8.15. Dabei wurden zum Zeitpunkt Tag 0 und Tag 21
17 Wildtyptiere des C57BL/6 und 18 Tiere des FVB Hintergrunds mit 17 C57BL/6- und 18 FVB
Knockoutmiusen verglichen. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Blutzuckerunterschied (p=0,9393)
zwischen Wildtyptiere an Tag 0, der mittlere Blutzucker betrug 128,5 mg/dl bei den FVB Tieren
(SD 52,14 mg/dl) und 127,2 mg/dl (SD 29,96 mg/dl) bei den C57BL/6 Tieren. Die Knockouttiere
der C57BL/6 Miuse haben bei einem Mittelwert von 163,4mg/dl (SD 28,43 mg/dl) im Vergleich zu
den FVB Tieren (MW 144,7 mg/dl , SD 24,15 mg/dl) einen signifikant hoheren Blutzuckerspiegel
(p=0,0442). Bei beiden Linien konnte eine Hyperglykdmie induziert werden. Die Werte der Linien
unterscheiden sich an Tag 21 nicht signifikant voneinander. Bei einem Signifikanzniveau von
p=0,3322 fiir die Wildtyptiere mit einem mittleren Blutzucker der C7BL/6 Wildtyptiere von 5947
mg/dl (SD 21,83 mg/dl) und 600 mg/dl (SD 0 mg/dl) als Mittelwert der FVB Tiere. Der an Tag 0
erhobene Unterscheid zwischen den Knockoutméusen beider Stimme zeigte sich an Tag 21 im
Vergleich nicht mehr (p=0,1420). Hierbei liegt der mittlere Blutzucker der C57BL/6 Knockoutlinie
bei 550 mg/dl (SD 95,86 mg/dl) und der FVB Knockoutlinie bei 588,6 mg/dl (SD 32,26 mg/dl).

Blutzuckerspiegel Tag 0 und Tag 21
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Abb.3.15 Blutzuckerspiegel an Tag 0 und 21 im Rahmen des 21-Tage Hyperglykimiemodells bei
Wildtyp- und beta-Arrestin-2 Knockout Médusen auf FVB- und C57BL/6-Hintergrund im Vergleich.
Blutzuckerspiegel (mg/dl) der Wildtyptiere (WT, blanko) und beta-Arrestin-2 Knockout Mdusen (barr2 -/-, gepunktet) auf
C57BL/6 (schwarz) und FVB (weifl) Hintergrund im Alter zu Beginn von 9- 18 Wochen vor Streptozotocininjektion (Tag
0) und an Tag 21 nach Streptozotocin-induzierter Hyperglykdmie. Die C57BL/6 Knockoutmiuse (n=17) unterscheiden
sich an Tag 0 signifikant (*,p=0,0422) von der FVB Linie (n=18). In den anderen Vergleichen ergab sich kein signifikanter
Blutzuckerunterschied zwischen den Linien (ns). Tag 0: WT p=0,9339 ns mit FVB n= 17 C57BL/6 n=18. Tag 21:
Wildtyptiere p=0,3822 ns, barre-/- p=0,1420 ns. Dargestellt sind der Mittelwert und die Fehlerbalken als
Standardabweichung. (mg= Milligramm, dl= Deziliter). Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Test mit Welch-
Korrektur.

111.2.3.2 Vergleich Albuminausscheidung (ACR)

Die aus dem Sammelurin erhobenen Werte der Albumin-Kreatinin-Ratio als Mal fiir die
Albuminausscheidung im Urin wurden fiir die zwei untersuchten Linien bei Wildtyp- und beta-
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Arrestin-2 Knockoutmiusen auf FVB- und C57/BL/6-Hintergrund miteinander gegeniibergestellt
und zur Wahrung der Einheitlichkeit der statistischen Auswertung dieses Parameters mittels
ungepaartem t-Test mit Welch-Korrektur gepriift. Die graphische Darstellung der Ergebnisse zeigt
Abbildung 3.16.

Dabei wiesen die FVB Miuse zu den untersuchten Zeitpunkten stets hohere ACR-Werte auf als die
entsprechenden Vergleichsgruppen der C57BL/6 Miuse. An Tag 0 zeigen die FVB Wildtyptiere
(n= 13) bei einer mittleren ACR von 19,22 mg Albumin/g Kreatinin (SD 7,234 mg Albumin/g
Kreatinin) eine signifikant héhere Albuminausscheidung (p=0,0001) als die 17 C57BL/6 Tiere mit
einem Mittelwert von 8,075 mg Albumin/g Kreatinin (SD 4,558 mg Albumin/g Kreatinin). Fiir die
Knockouttiere betrdgt das Signifikanzniveau an Tag 0 p=0,0006 bei einer mittleren Ausscheidung
von 21,13 mg Albumin/g Kreatinin (SD 9,264 mg Albumin/g Kreatinin) der 18 FVB Knockouts und
einem Mittelwert von 11,66 mg Albumin/g Kreatinin (4,012 SD mg Albumin/g Kreatinin) der 16
C57BL/6 Knockouts. An Tag 21 zeigten die Wildtyptiere weiterhin signifikant hohere ACR Werte
(p=0,0047, C57BL/6 Mittelwert: 57,94 mg Albumin/g Kreatinin, SD 52,34 mg Albumin/g
Kreatinin, FVB Mittelwert: 603,2 mg Albumin/g Kreatinin, SD 566,8 mg Albumin/g Kreatinin).
Ebenso ist die Albuminausscheidung der FVB Knockoutmiuse nach 21 Tagen Hyperglykimie im
Vergleich zur C57BL/6 Gruppe erhoht (p=0,0207, C57BL/6 Mittelwert: 46,51 mg Albumin/g
Kreatnin, 31,87 SD mg Albumin/g Kreatinin, FVB Mittelwert: 319,9 mg Albumin/g Kreatinin, SD

454,1 mg Albumin/g Kreatinin).

Albuminausscheidung (ACR) im Urin Tag 0 und Tag 21
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Abb. 3.16 Albuminausscheidung (Albumin-Kreatinin-Ratio, ACR) von Wildtyp- und beta-Arrestin-2
Knockout Miusen auf FVB- und C57BL/6-Hintergrund im Vergleich vor und 21 Tage nach induzierter
Hyperglykéamie.

ACR (mg Albumin/g Kreatinin) von Wildtyptieren (WT, blanko) und beta-Arrestin-2 Knockout Miusen (barr2 -/-,
gepunktet) auf C57BL/6 (schwarz) und FVB (weil}) Hintergrund im Alter von zu Beginn 9-18 Wochen. Die FVB
Wildtyptiere (n= 13) zeigen an Tag 0 (p=0,0001(**%*)) und Tag 21 (p=0,0047(**)) signifikant hohere Werte als die
C57BL/6 Wildtyptiere (n=17). Auch die FVB Knockoutmiuse (n=18) haben eine signifikant hohere Albuminausscheidung
als die C57BL/6 Tiere (n=17) zu beiden verglichenen Zeitpunkten (Tag 0 p=0,0006 (***) Tag 21 p=0,0207(*))
Dargestellt sind der Mittelwert (Querbalken) und die Fehlerbalken als Standardabweichung. (mg=Milligramm, g= Gramm,).
Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur.

66



111.2.3.3 Vergleich Nephrin-Endozytose

Im Rahmen des Nephrin-Endozytoseassays wurde der Gehalt von Oberfldchestindigem Nephrin der
Schlitzmembran quantifiziert als MalB fiir die Nephrin-Endozytose im Podozyten. Dabei (sieche
Abbildung 8.17) wurden die densitometrischen Auswertungen der Western-Blots aus Versuchen von
C57BL/6 und FVB Linien verglichen, bei denen der Quotient von oberflichenstindigen und dadurch
biotinyliertem, Streptavidin gefirbtem Nephrin zum Gesamtnephringehalt als Mal fiir die
Endozytose bestimmt wurde. Die entsprechenden repridsentativen Westernblots zeigen die
Abbildungen in Kapitel III.2.1 und IIl.2.2. Hierbei fand sich kein signifikanter Unterschied
(p=0,9992) zwischen der ermittelten Endozytose der verschiedenen Wildtyptiere. Der mittlere
Gehalt des Oberflichennephrins der Wildtyptiere wurde auf 100% normiert bei einer
Standardabweichung der 8 C57BL/6 Wildtyptiere von 41,26% und der 6 FVB Tiere von 48,47%. Die
7 untersuchten C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse zeigten bei einem Mittelwert von 154,5 %
Oberflichennephrin (SD 66,7 %) einen signifikant hoheren Gehalt (p=0,0175) als die 7
entsprechenden FVB Tiere mit einem mittleren Gehalt von 73,27% Obertflichennephrin (SD 16,94

%). Die statistische Uberpriifung erfolgte mittels ungepaartem t-Test mit Welch-Korrektur.

Nephrin-Endozytose
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Abb. 3.17 Quantifizierung des Schlitzmembranproteins Nephrin in Mausnieren von Wildtyp und beta-
Arrestin-2 Knockoutmiusen auf C537BL/6- und FVB-Hintergrund nach 21 Tagen Hyperglykimie im
Vergleich.

Graphische Darstellung der densitometrischen Auswertungen des Nephrin-Endozytoseassays, durchgefithrt an
perfundierten Nieren von minnlichen Knockouttieren (barr2 -/-, gepunktet), im Vergleich zum entsprechenden Wildtyp-
(WT, blanko) aut C57BL/6- (schwarz) und FVB- (wei}) Hintergrund. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied (ns,
p=0,9992) der Endozytose als prozentueller Anteils des Oberflichennephrins am Gesamtnephringehalt im Vergleich der
Wildtyptiere (C57BL/6 n=8, FVB n=6). Die C57BL/6 barr2-/- Tiere (n=7) zeigen signifikant mehr Oberfldchennephrin
(entspricht weniger Endozytose, p=0,0175(*)) als FVB Knockouts (n=7). Dargestellt sind der Mittelwert sowie die
Fehlerbalken als Standardabweichung. Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Test mit Welch-Korrektur.
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IV. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden HEK293T-Zellen mit siRNA induziertem B-Arrestin-2
Knockdown und beta-Arrestin-2 Knockoutmiduse unter hyperglykdmen Bedingungen untersucht.
Dabei kam eine neue Methode zum Einsatz [607, die eine Quantifizierung oberflichenstdndiger

Molekiile der Schlitzmembran nach Induktion eines nephrologischen Krankheitsmodells ermoglicht.

So konnten folgende wesentliche Punkte gezeigt werden:
*  Im HEK293T-Zellkulturmodell konnte nach B-Arrestin-2 Knockdown durch siRNA eine

verringerte Nephrin-Endozytose unter Hyperglykimie beobachtet werden.

* An Tag 0 zeigten homozygote C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse signifikant hohere
Blutzuckerspiegel und eine signifikant hohere Albuminausscheidung (ACR) in den Urin als
der Wildtyp. Bei den entsprechenden Tieren auf FVB-Hintergrund wurde dies nicht
beobachtet.

* Nach Induktion eines Diabetes mellitus durch Streptozotocininjektion unterschieden sich
Blutzucker-, Albuminurie- und Gewichtsverlauf der beta-Arrestin-2 Knockouttiere auf
C57BL/6 und FVB Hintergrund zu den untersuchten Zeitpunkten nicht signifikant vom
Wildtyp. Eine tendenziell geringere Albuminurie der Knockoutmiuse beider Linien wurde
beobachtet.

* Im Nephrin-Endozytoseassay zeigte sich kein signifikanter =~ Unterschied des
Oberflichennephrins zwischen Wildtyp- und Knockouttieren. Beim Vergleich der Tiere auf
C57BL/6 Hintergrund sieht man eine tendenziell geringere Endozytose der
Knockoutgruppe, bei den FVB Tieren wiederum eine tendenziell hohere Endozytose der
Knockoutgruppe.

* Bei FVB beta-Arrestin-2 Knockoutméiusen ist die relative Genexpression von beta-Arrestin-1
tendenziell hoher als bei den entsprechenden Wildtyptieren. Bei den entsprechenden

C57/BL6 Tieren ist ein umgekehrter Effekt zu beobachten.

Im folgenden Kapitel erfolgt die detaillierte Einordnung und Diskussion der Einzelergebnisse.

IV.1 Zellkulturmodell

Zuerst wurde die Auswirkung einer Verringerung der Expression von beta-Arrestin-2 durch siRNA-
vermittelten Knockdown untersucht. Eine diabetische Stoffwechsellage wurde durch 24 stiindige
Rultivierung in hyperglykimen Medium (80 mM Glucose) simuliert. Hierbei konnte durch die
Transtektion mit siRNA ein Knockdown von 49% der B-Arrestin-2 Gesamtmenge im Vergleich zur

einfach Nephrin-Plasmid transfizierten Kontrolle erzielt werden.
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Die Zellen mit B-Arrestin-2 Knockodown zeigten im Endozytoseassay signifikant mehr
Obertlichennephrin als die nur Plasmid transfizierte Kontrollen und tendenziell mehr als die mit
control pool siIRNA duotransfizierte Gruppe. Der ausschlieBlich tendenzielle Unterschied zur dieser
siRNA control pool Gruppe ldsst sich moglicherweise durch die unspezifische Mischung der siRNAs
und die Vielzahl der beteiligten Mediatoren der Endozytose erkldaren. Andere Mediatoren wie p38
oder PKCa [587 spielen ebenfalls eine entscheidende Rolle in der Signalkaskade der Endozytose und
konnten, falls hier im siRNA control pool enthalten, die Endozytose ebenfalls reduzieren.

Zusammentfassend zeigte sich in diesen Versuchen, dass die Inhibierung des p-Arrestin-2
vermittelten Mechanismus einen protektiven Effekt auf den Gehalt des Oberflichennephrins im

Zellmodell hat, was die Uberlegungen zur Relevanz dieses Mechanismus bestirkt.

IV.2 Mausmodell

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse aus den Zellkulturversuchen erfolgten anschliefend n
vivo Untersuchungen im Mausmodell. Fiir die Untersuchung renaler Krankheitsmodelle spielen
Tierversuche eine besonders groBe Rolle, da die komplexe dreischichtige Architektur des Filters,
speziell der Podozyten mit der dazwischen ausgebildeten Schlitzmembran, von iz vitro Modellen wie
der Zellkultur hidufig nur begrenzt dargestellt werden kann. Dazu wurde bei beta-Arrestin-2
Knockoutmiusen und Wildtyptieren durch Injektion von Streptozotocin (STZ) eine diabetische
Stoffwechsellage induziert. Bei den Tieren wurden tiber den Versuchszeitraum von 21 Tagen der
Verlauf von Blutzucker, Gewicht und Albuminausscheidung im Urin dokumentiert. Aus internen
Griinden (z.B. feiertagsbedingte SchlieBung der Tierrdaume, IFehler bei der Nierenperfusion...) konnte
zu einigen Zeitpunkten nicht bei allen Tieren die erwidhnten Parameter erhoben werden. An Tag 21
erfolgte die Organentnahme. Aus den entnommenen Nieren wurden die Glomeruli isoliert und darin
die Lage des Nephrinmolekiils quantifiziert. Die Versuche wurden zunichst auf dem C57BL/6
Hintergrund durchgefiihrt, der aufgrund der zuverldssig induzierbaren Hyperglykiamie hiufig fiir
Studien zu diabetischen Folgeerkrankungen verwendet wird. [78, 797 Die Ergebnisse zeigten die
nach den Ergebnissen der Zellversuche erwartete Tendenz der beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse zu
reduzierter Endozytose und Proteinurie im Vergleich zum Wildtyp jedoch ohne eine eindeutige
Signifikanz. Das Ausmal der Albuminurie war jedoch selbst bei den diabetischen Tieren sehr
niedrig. Daher wurden die Versuche nach Riickkreuzung auf dem FVB Hintergrund erneut
durchgefiihrt, da dieser Stamm als empfindlicher fiir proteinurische Nierenerkrankungen gilt [807.
Hierbei beobachteten wir ebenfalls eine klare Tendenz zu verringerter Proteinurie der
Knockouttiere, aber tiberraschenderweise eine tendenziell hohere Endozytose im Vergleich zum
Wildtyp. Einen moglichen Erklarungsansatz konnte bei FVB Tieren kompensatorisch erhohte
Expression von beta-Arrestin-1 darstellen, da B-Arrestin-1 durch seine strukturelle Ahnlichkeit
Funktionen von B-Arrestin-2 ersetzen kann, aber auch fiir reziproke Effekte bekannt ist[817. Bei den

entsprechenden Tieren aut C57BL/6 Hintergrund zeigt sich ein gegenteiliger Effekt. Da diese
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Ergebnisse insgesamt nicht signifikant sind, lisst sich hier jedoch keine abschlieBende Aussage
treffen. Die Diskrepanz der eindeutigen Ergebnisse in wvitro und der Tendenzen in wvivo im
Mausmodell lassen sich vielfiltig diskutieren, wichtige Punkte sind dabei die Komplexitit des
dreischichtigen Nierenfilters und seine ubiquitire Schidigung, mogliche toxische Effekte des
Streptozotocins, das Fehlen eines idealen Mausmodells, welches gleich suszeptibel fiir Diabetes

sowie fiir proteinurische Nierenerkrankungen ist.

IV.2.1 Streptozotocin als Modell des Diabetes mellitus Typ 1

Die Streptozotocin (STZ) induzierte Hyperglykidmie als Modell des Diabetes mellitus Typ 1 ist ein
hdufig verwendetes, anerkanntes Modell zur Forschung an diabetischen Folgeerkrankungen, wie
den Pathomechanismen der diabetischen Nephropathie. Um akute Effekte der Hyperglykidmie zu
untersuchen wurde ein kurzfristiges Modell gewihlt, bei dem das Einsetzen der Hypoglykidmie gut
vorauszusagen und steuerbar ist. Akut einsetzende Hyperglykdmien treten insbesondere bei
Modellen des Diabetes mellitus Typ 1 auf, weshalb Krankheitsmodelle, die den Typ 2 darstellen
nicht in Frage kamen. In Mausmodelle aus Inzuchtstimmen in denen die Tiere spontan durch eine
genetische Mutation eine Hyperglykimie entwickeln, wie beispielsweise die NOD-Maus, setzt die
zum Diabetes fithrende Insulinitis bei 4-5 Wochen alten Miusen ein und fithrt im Alter von 12-30
Wochen zu einer klinisch manifesten Hyperglykidmie. [827] Aufgrund dieser groBen Zeitspanne
zwischen Beginn der Schidigung und einsetzenden Hyperglykidmie ist dieses Modell nicht geeignet
tiir das Versuchsvorhaben akute Effekte der Hyperglykidmie auf die Schlitzmembran zu untersuchen.
Aufgrund dieser Uberlegungen wurde fiir diese Versuchsreihe Streptozotocin zur Induktion der
Hyperglykimie gewihlt.

Streptozotocin bewirkt einen vollstindigen Verlust der insulinproduzierenden p-Zellen des
Pankreas, indem es durch Strukturidhnlichkeit mit Glucose tiber den Glut-2 Transporter in die
Zellen aufgenommen wird [69, 717 und dort durch DNA-Alkylierung und ADP-Ribosylation den
Zelluntergang bewirkt. [72, 737 Auch wenn der entscheidende toxische Effekt der Substanz in der
B—Zellzerstorung liegt, konnen unspezfische toxische Effekte auf andere Organe nicht
ausgeschlossen werden. [837 So zeigt die Verwendung des high dose STZ Modells (150 -200 mg/kg
KG als Einzeldosis) einige Besonderheiten: Mithilfe dieses Modells kann auch im als nahezu
resistent fiir proteinurische Nierenerkankungen geltenden C57BL/6 Stamm eine Albuminurie
induziert werden. Bei Maiusen die mit high- wund single dose STZ Modell gleiche
Hyperglykdamiespiegel erreichten, war die gemessene Proteinurie der Maiuse, die mit high dose
Modell behandelt wurden groBer [837 als bei der single dose Gruppe. Es muss also in Betracht
gezogen werden, dass ein Anteil der Albuminurie auf die Toxizitit des STZ und nicht auf die
hyperglykidmieinduzierte Nierenschidigung zurtickzufiihren sind. Zudem konnte gezeigt werden,
dass das Ausmal oxidativen Stresses in STZ induziertem Diabetes mellitus hoher ist als in anderen
Diabetesmodellen [847], wobei oxidativer Stress das Potential unspezifischer Organtoxizitit hat. Im
Rattenmodell untersuchten Palm et al. welche Marker der diabetischen Nephropathie durch die
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Hyperglykdmie selbst und welche durch eine Nephrotoxizitit des STZ induziert wurden. Dazu
wurden Ratten, bei denen vormals durch STZ Injektion ein Diabetes mellitus induziert wurde, -
Zellen transplantiert. Dadurch waren die meisten untersuchten Parameter (GFR, Blutzucker,
Nierengrofe...) reversibel, die Albuminurie war aber auch bei friher Transplantation nicht
reversibel, weshalb die Autoren eine Teilverantwortung in der Toxizitit von STZ sehen. [85]
Nichtsdestotrotz fehlt ein endgiiltiger Beweis des Mechanismus der Nierentoxizitit und die
Verwendung von STZ bleibt ein anerkanntes Modell der diabetischen Nephropathie, jedoch sollten
die Ergebnisse stets auch vor dem Hintergrund moglicher unspezifischer Toxizitit gesehen werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Organe 21 Tage nach der Streptozotocininjektion entnommen
um den Einfluss der insbesondere kurz nach der Injektion auftretenden unspezifisch toxischen
Effekte der Substanz zu minimieren, aber trotzdem die frithen Effekte der Hyperglykimie auf die

Schlitzmembran untersuchen zu kénnen.

1V.2.2 Blutzuckerverlauf

Bei beiden verwendeten Stimmen konnte bei Méusen mit- und ohne Knockout des beta-Arrestin-2
Gens durch Streptozotocin eine diabetische Stoftwechsellage induziert werden. Wie in der Literatur
tiblich, werteten wir konstante Werte iiber 250 mg/dl als Hyperglykidmie [67]. Tiere, die initial
schon Werte oberhalb dieser Schwelle zeigten, wurden nicht in die Versuche eingeschlossen. Da das
verwendete Blutzuckermessgerit keine Werte iiber 600 mg/dl erfassen konnte, wurden alle Werte
oberhalb als 600 mg/dl gewertet. Da es in dieser Arbeit nicht um die Erfassung eines
Zusammenhangs von Blutzuckerhéhe und Nephrinendozytose ging und dieser systematische Fehler
alle Versuchsgruppen betraf, haben wir die Werte in die Analysen einbezogen. Zur Schonung der
bereits krankheitsbedingt gestressten Tiere wurde der nicht-niichtern Blutzucker gemessen.

Bei den untersuchten Tieren auf C57BL/6 Hintergrund zeigten die beta-Arrestin-2 Knockouttiere vor
STZ-Injektion signifikant hohere Ausgangsblutzuckerspiegel als der entsprechende Wildtyp, was
auf” die bekannte stammspezifische gestorte Glukosetoleranz dieses genetischen Hintergrundes in
Kombination mit dem das Pankreas beeinflussenden beta-Arrestin-2 Knockout zuriickzufiihren ist
(Details siehe 1V.2.7)[867] Nach der Injektion konnte bei beiden Versuchsgruppen Blutzuckerwerte
oberhalb des Grenzwerts von 250mg/dl ab dem 2. Tag gemessen werden. Zu allen erhobenen
Zeitpunkten nach der Streptozotocininjektion zeigten beide Versuchsgruppen gleichermallen eine
Hyperglykdmie ohne signifikanten Unterschied zueinander. Bei den untersuchten FVB Tieren
unterschieden sich die gemessenen Blutzuckerspiegel der Wildtyp- und beta-Arrestin-2
Knockoutmiuse dieses Stamms weder vor noch nach STZ-Injektion signifikant. Vergleicht man die
Werte der FVB und C57BL/6 Tiere direkt miteinander, unterscheidet sich der Blutzuckerspiegel der
unbehandelten Tiere signifikant. Die Blutzuckerwerte der C57BL/6 Knockouts liegen hoher, als die
der entsprechenden FVB Tiere. C57BL/6 Knockoutmiuse haben also nicht nur einen hoheren

Blutzuckerspiegel als ihr Wildtyp sondern auch als die Knockouttiere auf anderen Hintergriinden.
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Die anderen Vergleiche der Blutzuckerspiegel der untersuchten Linien, insbesondere nach STZ-

Injektion, zeigten keinen signifikanten Unterschied.

IV.2.3 Verlauf der Albuminausscheidung

Frith im Verlauf der zu untersuchenden Hyperglykdmie induzierten Nierenschidigung kommt es
zum Auftreten einer Albuminurie als Zeichen des beginnenden Funktionsverlusts der Niere [127].
Da die Urinproduktion tageszeitlichen Schwankungen unterliegt, sind Moglichkeiten zur
quantitativen Bestimmung der Albuminurie sowohl die Albuminmessung im 24 Stunden
Sammelurin, als auch die Normierung des Albumingehalts auf den Kreatiningehalt der Probe im
Spoturin. In dieser Arbeit wurde die Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR, mg Albumin/g Kreatinin) aus

tiber Nacht (ca. 12h) gewonnenen Sammelurinproben zur Analyse der Albuminurie verwendet.

Abb. 4.1 Albuminausscheidung (ACR) an Tag 21

Albuminausscheidung , Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR, mg/g).
Dargestellt sind die Einzelwerte sowie der Mittelwert (Querbalken) und die Fehlerbalken als Standardabweichung vom
Mittelwert. (mg=Milligramm, g=Gramm). Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur.
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Abb. 4.1a Vergleich der ACR von C57BL/6
Miusen mit und ohne beta-Arrestin-2
Knockout an Tag 21.

ACR nach 21 Tagen Hyperglykimie von Wildtyptiere
(WT, schwarz, n=16) und beta-Arrestin-2 Knockout
Miuse  (barre-/-,grau, n=17) auf C57BL/6
Hintergrund. Es zeigt sich kein signifikanter
Unterschied (ns) der Albuminausscheidung der beiden

Abb. 4.1b Vergleich der ACR von FVB Miusen
mit und ohne beta-Arrestin-2 Knockout an
Tag 21.

ACR nach 21 Tagen Hyperglykidmie von Wildtyptiere
(WT, schwarz, n=13) und beta-Arrestin-2 Knockout
Miuse (barr2-/-,grau, n=18) auf FVB Hintergrund. Es
zeigt sich kein signifikanter Unterschied (ns) der
Albuminausscheidung der beiden Gruppen (p= 0,1503).

Gruppen (p= 0,4591).

Dabei zeigten die C57BL/6 Knockouttiere vor Induktion des Diabetes mellitus durch STZ-Injektion
eine signifikant héhere Albuminurie als der entsprechende Wildtyp. Dieser Stamm zeigte aufgrund
der Kombination des Knockouts mit der stammspezifisch gestorten Glucosetoleranz ebenfalls
erhohte Blutzuckerspiegel vor Versuchsbeginn, sodass hier davon auszugehen ist, dass diese bereits
zu einer milden Schiddigung des renalen Filters gefiihrt haben, die mit beginnender erhoéhter
EiweiBausscheidung einhergeht (Details siehe 1V.2.7). Die Albumausscheidung der FVB Tiere ist

zwischen Wildtyp und Knockout zu keinem Zeitpunkt signifikant unterschiedlich.
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Zusitzlich wurde die Albuminausscheidung zwischen den Linien FVB und C57BL/6 verglichen.
Dabei zeigten sowohl Wildtyp- als auch Knockoutméuse der FVB Linie vor und nach STZ
Behandlung stets signifikant hohere Werte der ACR als die entsprechenden C57BL/6 Miuse mit
unterschiedlich ausgeprégter Signifikanz. Das Signifikanzniveau nimmt aber nach STZ induzierter
Hyperglykdmie und Albuminurie ab. Dies unterstreicht nochmal die Sensibilitit des genetischen
Hintergrundes FVB fiir proteinurische Erkrankungen bei gleichzeitiger relativer Resistenz der
C57BL/6 Tiere: trotz erhohter Albuminurie der C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse im
Vergleich zu ihrem Wildtyp zeigen sie immer noch eine geringere Albuminausscheidung als die FVB

Tiere.

Wildtyp und Knockouttiere beider Hintergriinde entwickeln im Verlauf eine deutlich zunehmende
Albuminausscheidung (um Faktor 4-7 erhoht im Vergleich zu Tag 0, siche Tabelle 4.1 und 4.2), die
sich im Ausmal zwischen den untersuchten Gruppen nicht signifikant unterscheidet. Allerdings
zeigt sich insbesondere an Tag 21 (sieche Abb 4.1) eine tendenziell niedrigere Albuminurie der
Knockouttiere beider genetischer Hintergriinde. Auf C57Bl/6 Hintergrund wird diese begleitet von
einer ebenfalls tendenziell verringerten Endozytose der Knockouttiere, wihrend sich bei den
entsprechenden FVB Tieren ein gegenteiliger Effekt zeigt. Hier konnte eine kompensatorische
Erhohung der beta-Arrestin-1 Expression eine Erkldrung bieten. Da alle beschriebenen Effekte nicht
signifikant sind, kann letztlich keine abschlieBende Aussage getroffen werden. Insgesamt scheint der
Knockout jedoch aber auch ohne eindeutigen Einfluss auf die Endozytose tendenziell einen
protektiven Effekt auf die Proteinurie zu haben. Eine Beteiligung von B-Arrestin-2 als ubiquitér
vorhandenes Protein, das mit einer Vielzahl membranstindiger Proteine interagieren kann und so
die Proteinurie iiber eine Beteiligung an anderen Pathomechanismen am komplexen Nierenfilter

beeinflusst wire so denkbar.

IV.2.4 Nephrin-Endozytoseassay

Nach 21 Tagen Streptozotocin-induzierter Hyperglykdmie wurden die Nieren zur Erstellung der
Nephrin-Endozytoseassays entnommen. Dabei wurde das iz wivo oberflichenstindige Nephrin
mittels Biotinylierung bei der Perfusion markiert und ist nachher in den Proben der Nephrin-IP
durch Streptavidinfirbung nachweisbar. Die Nephrin Firbung der IP-Proben zeigt den
Gesamtnephringehalt der Probe. Durch die Bildung der Ratio der beiden densitometrischen
Ergebnisse ergibt sich der relative Anteil von Oberflichennephrin am Gesamtnephrin. Von einer
reduzierten Menge an Oberflichennephrin wurde auf eine erhohte Endozytose in der
Versuchsgruppe geschlossen [507]. Dabei stellte der Wildtyp stets die Kontrolle dar, auf die das

Ergebnis des Knockouts bezogen wurde.

In den Endozytoseassays aus perfundierten Nieren der beiden verwendeten Mausstimme zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede der Lage des untersuchten Schlitzmembranproteins Nephrin
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zwischen den verglichenen Wildtyp- und beta-Arrestin-2 Knockoutméusen. In der detaillierten
Betrachtung der Ergebnisse der C57BL/6 Linien lisst sich eine tendenziell geringere Endozytose
(entsprechend erhohter Anteil des Oberflichennephrins) der Knockoutméuse erkennen. Divergierend
dazu sind die Ergebnisse des FVB Stamms: Hier beobachteten wir eine tendenziell geringere
Endozytose der Wildtyptiere. Auffillig ist dabei, dass trotz divergierender Ergebnisse des
Endozytoseassays beide Linien an Tag 21 der Hyperglykdmie eine tendenziell verringerte
Proteinurie zeigten. Es ldsst sich daher vermuten, dass der beta-Arrestin-2 Knockout zwar einen
geringen protektiven Effekt auf den Proteinverlust in den Urin im Rahmen der diabetischen
Nierenschddigung hat, aber die Nephrin-Endozytose dabei nicht der alleinige Mechanismus ist, der
diese Tendenz erklirt und sich diese Effekte stammspezifisch unterscheiden. Ein Erklirungsansatz
bieten die jedoch ebenfalls nur tendenziell erhohten kompensatorischen beta-Arrestin-1 Expression
der FVB Knockouttiere Tiere im Vergleich zur verringerten Expression bei den entsprechenden
C57Bl1/6 Tiere.

Zudem verglichen wir die Ergebnisse der Endozytoseassays nach 21 Tagen Hyperglykdmie
zwischen den Wildtyp- und Knockouttieren der untersuchten Linien. Dabei ergab sich zwischen den
FVB und C57BL/6 Wildtyptieren kein signifikanter Unterschied des Oberflichennephrins. Die
hyperglykidmieinduzierte Nephrinendozytose unterscheidet sich also zwischen den Wildtypen der
beiden Stimme nicht. Bei den C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutméuse ergab die Auswertung einen
signifikant hoheren Anteil des Oberflichennephrins als bei den entsprechenden FVB Miusen. Die
Reaktionen auf den Knockout in Kombination mit der Hyperglykdmie scheinen sich stammspezifisch
jedoch zu unterscheiden. Ein Ansatz zur Erklirung der unterschiedlichen Tendenz der
Endozytoseergbnisse sind die stammspezifischen Unterschiede der verwendeten Mauslininien als
Eignung fiir ein Mausmodell der diabetischen Nephropathie. Kapitel 1V.2.6 geht niher auf diese

Unterschiede ein.

Um einen Einfluss der Verdnderung der Gesamtnephrinmenge auf die Endozytoseergebnisse
ausschlieBen zu kénnen, wurde aus den densitometrischen Ergebnissen der Lysatwesternblots die
Ratio von Nephrinfirbung zu B—Aktinfirbung (ubiquitires Strukturprotein, stellvertretend fiir den
Gesamtproteingehalt) als Mal fiir den Gesamtnephringehalt der Zellen gebildet. Bei beiden
untersuchten genetischen Hintergriinden zeigt sich kein signifikanter Unterschied im
Gesamtnephringehalt der untersuchten Glomeruli zwischen Wildtyp- und Knockouttieren.
Unterschiede in der Gesamtnephrinmenge der untersuchten Gruppen scheinen also keinen Einfluss

auf die beobachteten Tendenzen in der Albuminausscheidung zu haben.

Im Rahmen der diabetischen Nephropathie kommt es ubiquitdr am Nirenfilter durch Verinderung
vieler Signalwege unterschiedlicher Pathomechanismen zur Nierenschidigung [877, wie zum
Beispiel einer Aktivierung des JAK/STAT Signalwegs des Mesangiums oder einen Anstieg der
TGF-p-Signalkaskade im Podozyten, aber auch in extraglomerulire Zellen [887. Das

Zusammenspiel fuhrt letztlich zur terminalen Glomerulosklerose. Die divergierenden Ergebnisse der
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Nephrin-Endozytose zwischen den Stimmen legen nahe, dass der untersuchte Mechanismus der p—
Arrestin-2 induzierten Nephrinendozytose eine eher untergeordnete Rolle fiir die tendenziell
verringerte Albuminurie spielt. Da f—Arrestin-2 ubiquitdr exprimiert wird, wiren andere Effekte in
Pathomechanismen am komplexen Nierenfilter im Rahmen der Hyperglykdmie ein durchaus
denkbarer Erklarungsansatz. Ebenso denkbar ist, dass im Zusammenspiel der Pathomechanismen
am Nierenfilter der in den Zellversuchen eindeutig beobachtete Effekt iz vivo durch Zunahme
anderer Mechanismen iiberlagert wird. Der Zeitpunkt der Organentnahme nach 21 Tagen
Hyperglykdmie wurde urspriinglich gewéhlt, um zum einen toxische Effekte, die nach der STZ-
Injektion auftraten nicht mehr allzu deutlich abzubilden, aber um den akuten Mechanismus der
Endozytose zu untersuchen, den wir noch vor den frithen Effekten des Podozytenverlusts
vermuteten. In Folgestudien mit #hnlichem Versuchsautbau wiirde sich daher also eine
Untersuchung weiterer, fritherer Zeitpunkte empfehlen. Zudem ist die Sklerosierung der
glomeruldren Kapillaren zwar insbesondere ein terminaler Effekt, doch auch in Friihstadien zu
beobachten. Eine Verengung der Kapillaren durch beginnende Glomerulosklerose, im Rahmen der
hyperglykdmen Schidigung, verringt entsprechend die Erreichbarkeit der Glomeruli fiir die
verwendeteten Dynabeads wihrend der Perfusion. Gezielt wurde ein Zeitpunkt fiir die Versuche
gewihlt in der die Sklerosierung noch eine untergeordnete Rolle spielt, dennoch kénnen kleinere

Verzerrungen der Ergebnisse bei der Proteinquantifizierung durch diesen Effekt bestehen. [607]

IV.2.5 beta-Arrestin-1 Expression

Aufgrund der unerwarteten Divergenz der Ergebnisse aus den Endozytoseassays, wurde auf der
Suche nach einem moglichen Erkldarungsansatz die Expression des beta-Arrestin-1 Gens untersucht,
das fiir das Protein B—Arrestin-1 codiert. B-Arrestin-1 und -2 sind die einzigen Mitglieder der
Arrestin-Familie, die ubiquitidr exprimiert werden [427]. Zudem sind sie beide bekannt dafiir eine
Clathrin-vermittelte Endozytose von membranstindigen Proteinein zu steuern [437. Aufgrund
dieser Ahnlichkeiten und der damit denkbaren kompensatorischen Ubernahme der Funktionen von
B—Arrestin-2 wurde hier gepriift, welchen Einfluss der Knockout von beta-Arrestin-2 aut die beta-

Arrestin-2 Expression in den Miusen hat.

Bei den C57BL/6 Miusen zeigte sich kein signifikanter Expressionsunterschied zwischen den
Tieren einer Gruppe (Knockout oder Wildtyp) an Tag 0 und 21. Die Hyperglykidmie bewirkt also
keinen Expressionsunterschied. Vergleicht man Wildtyp und Knockout sieht man bei den gesunden
Tieren (Tag 0) eine signifikant niedrigere Expression von beta-Arrestin-1 bei den beta-Arrestin-2
Knockouttieren im Vergleich zum Wildtyp. Bei den entsprechenden Gruppen nach 21 Tagen
Hyperglykimie zeigt sich der gleiche, hier aber nur tendentiell sichtbare Eftekt. Bei C57B1/6 Tieren
scheint es also durch noch unbekannte Mechanismen der beta-Arrestin-2 Knockout auch zu einer

verringerten Expression von beta-Arrestin-1 zu fiihren.
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Entsprechend eines weiteren Unterschieds zwischen den verwendeten Mausinzuchtstimmen zeigen
die FVB Tiere einen gegenteiligen Effekt. Bei den FVB Tieren besteht ebenfalls kein signifikanter
Unterschied der Expression von beta-Arrestin-1 in Abhidngigkeit von der Hyperglykdmie. Hier
zeigen die Knockouttiere allerdings eine tendenziell hohere beta-Arrestin-1 Expression im Vergleich
zum Wildtyp zu beiden untersuchten Zeitpunkten. Diese Beobachtungen lassen Uberlegungen zur
kompensatorischen Ubernahme der Funktionen von B—Arrestin-2 durch B—Arrestin-1 auf diesem
Hintergrund zu, welche die unerwartete erhohte Nephrinendozytose der FVB Tiere mit Knockout
des beta-Arrestin-2 Gens erkliaren konnte. Bei fehlender Signifikanz dieser Ergebnisse ldsst sich

letztlich aber keine abschlieBende Aussage hierzu treffen.

IV.2.6 Unterschiede der untersuchten Mauslinien als Eignung fiir ein Modell der

diabetischen Nephropathie

Das Mausmodell ist in der Grundlagen- und Therapieforschung proteinurischer Krankheitsbilder,
wie der diabetischen Nephropathie, aufgrund der guten Verfiigbarkeit, der kurzen Reproduktionszeit
der Tiere, der vielen verfiigbaren Knockouts und der Vielzahl an Schidigungsmodellen ein
anerkanntes, hiufig verwendetes Modell. Das Mausmodell ist so gut geeignet, um in der Zellkultur
untersuchte Effekte erstmals in wvivo bei Sidugetieren zu untersuchen und deren Relevanz
einzuordnen. Wichtig ist dafir auch die Wahl des geeigneten Stamms, insbesondere bei
nephrologischen Erkrankungen. Bei der Betrachtung der Ergebnisse jedoch miissen dabei die
Grenzen des Modells, die Ubertragbarkeit auf den Menschen und die Eigenarten des verwendeten
Mausstammes miteinbezogen werden. Uberlegungen zur Eignung und zu Unterschieden der

verwendeten Mausmodelle finden sich im Folgenden.

Es wurden Tiere auf zwei verschiedenen genetischen Hintergriinden untersucht, da diese
rassespezifisch unterschiedliche Eigenschaften im Bezug auf ihre Eignung fiir ein Tiermodell der
diabetischen Nephropathie mitbringen. Die beiden Mauslinien unterscheiden sich also vor allem
darin, dass bei den C57BL/6 Tieren das Schidigungsmodell der Hyperglykimie leichter induzierbar
ist, daher werden diese Tiere hiufig in der Diabetesforschung eingesetzt. In der nephrologischen
Forschung werden aufgrund ihrer Sensibilitit fiir proteinurische Nierenerkrankungen besonders
FVB Maiuse eingesetzt. Fiir die Untersuchungen zur diabetischen Nephropathie als Schnittstelle
beider Forschungsrichtungen haben wir uns daher fiir die Durchfithrung der Untersuchungen an
beiden Stimmen entschieden, da ein allumfassendes Mausmodell der diabetischen Nephropathie fehlt
[887. Die C57BL/6 Miuse werden hiufig in Mausmodellen des Diabetes mellitus verwendet, da sich
bei ihnen durch Streptozotocininjektion einfach eine stabile Hyperglykidmie erzeugen lisst.
Allerdings zeigt dieser Stamm eine relative Resistenz gegeniiber Nierenschddigungen [797. Daher
wurden aufgrund der vielversprechenden Tendenz zu verringerter Albuminurie und
Nephrinendozytose unter Hyperglykimie bei beta-Arrestin-2 Knockoumiusen des C57Bl/6

Inzuchtstammes die Versuche an Tiere des FVB Stammes wiederholt, die als empfindlich fur
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proteinurische Nierenerkrankungen gelten. So entwickeln einige, vor allem weibliche Miuse dieses
Genotyps eine spontane Albuminurie im Alter[807. Es gibt eine deutliche Varianz der diabetogenen
Wirkung von STZ zwischen den verschiedenen Mausstimmen [78, 83, 897, sie scheint bei FVB
Tieren weniger ausgepridgt als bei den C57BL/6 Tieren. Bei den Versuchen an FVB Tieren
beobachteten wir ebenfalls eine Tendenz zur verringerten Albuminurie unter STZ-induzierter
Hyperglykdmie bei den Knockoutmidusen bei jedoch iiberraschenderweise eher erhohter
Nephrinendozytose, welcher sich  eventuell durch unterschiedliche kompensatorische

Expressionsunterschiede von beta-Arrestin-1 erkldren lassen.

Der Einfluss der ethnischen Herkunft auf die Sensibilitit oder relative Resistenz fiir bestimmte
Krankheitsbilder ist ein bekanntes Phidnomen, welches auch beim Menschen fiir die diabetische
Nephropathie und andere proteinurische Krankheitsbilder beobachtet wurde. [90, 917. Auch wenn
die ethnische Herkunft fiir die Sensibilitdt fir renale Erkrankungen beim Menschen wichtig ist,
scheint dies aber fiir die Spezies Maus noch bedeutsamer zu sein, denn man beobachtete, dass der
genetische Hintergrund des verwendeten Mausstamms entscheidender fiir das Ausmal} der renalen
Schidigung zu sein scheint als Hohe des Blutzuckerspiegels. [927]. Die Problematik bei der
Ubertragbarkeit des Mausmodells auf den Menschen bestitigt sich unter anderem in der
Identifizierung mehrerer monogenetischer Mutationen, die im Mausmodell mit einer deutlichen
Progression der diabetischen Nephropathie einhergingen, ohne dass man diese auf den Menschen
ibertragen konnte. [887 Dariiberhinaus finden sich zwar die typischen Akuteftekte, wie Albuminurie
und einige aber lingst nicht alle histologischen Pathologien in Miusen. Die fiir den Menschen
relevante terminale Niereninsuffizienz wird aber bei Miusen und Ratten durch eine diabetische

Nephropathie nicht erreicht [837.

Da so diverse Mausmodelle im Rahmen der Diabetes mellitus Forschung fiir unterschiedliche
Untersuchungszwecke existieren, ist die Vergleichbarkeit der Modelle und die Wahl des fiir das
eigene Versuchsvorhaben geeignete Modell besonders der Komplikationsmodelle oft erschwert.
Daher versucht die Arbeitsgruppe Animal Models of Diabetic Complications Consortium (AMDCC) die
Anwendbarkeit der Modelle zu objektivieren und einheitliche Kriterien aufzustellen. Eines der 2009
postulierten Forschungskriterien zur Validierung des verwendeten Mausmodells als Modell einer
diabetischen Nephropathie ist ein 10-facher Anstieg der Albuminurie im Vergleich zu Kontrollen des
gleichen Stamms, Alters und Geschlechts. [887 Gemil dieses Kriteriums wurden die erhobenen
Mittelwerte zu den unterschiedlichen erhobenen Zeitpunkten nach Induktion der Hyperglykimie
mit dem Mittelwert der Gruppe vor Versuchsbeginn verglichen und bei den Knockoutmiusen
zusitzlich mit dem Ausgangswert des Wildtyps. Die Tabellen 4.1 und 4.2 zeigen die Mittelwerte zu
den verschiedenen Zeitpunkten und den Faktor des Anstiegs der Albuminausscheidung der

Versuchsgruppen.
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Albuminausscheidung (ACR) der Versuchstiere auf C57BL/6 Hintergrund

Wildtyp (WT) beta-Arrestin-2 Knockout
Zeitpunkt ~ Mittelwert ACR Faktor Zeitpunkt  Mittelwert ACR Faktor
(mg Albumin/g Kreatinin)  Apstieg (mg Albumin/g Kreatinin)  Anstieg
(im Vgl zum WT)
Tag 0 8,075 Tag 0 11,66 (1,44)
Tag 7 39,92 4,94 Tag 7 35,65 3,06 (4,41)
Tag 14 45,75 5,67 Tag 14 52,56 4,51 (6,51)
Tag 21 57,94 7,18 Tag 21 46,51 3,99 (5,76)

Tabelle 4.1. Mittelwerte der Albuminausscheidung (ACR) der C57BL/6 Miuse mit und ohne beta-
Arrestin-2 Knockout, sowie der Faktor des Anstiegs nach STZ-induzierter Hyperglykimie.

Der Faktor des Anstiegs wurde berechnet als Quotient des gewihlten untersuchten Zeitpunkts nach Induktion
der Hyperglykdmie (Tag 7-21) durch den erhobenen Ausgangswert der Gruppe (Tag 0). Bei den
Knockoutmdusen ist zusitzlich in Klammern der Quotient zum Ausgangswert des Wildtyps angegeben.
(mg=Milligramm, g=Gramm)

Albuminausscheidung (ACR) der Versuchstiere auf FVB Hintergrund

Wildtyp beta-Arrestin-2 Knockout
Zeitpunkt ~ Mittelwert ACR Faktor Zeitpunkt  Mittelwert ACR Faktor
(mg Albumin/g Kreatinin) A pstieg (mg Albumin/g Kreatinin) A pstieg

(im Vgl zum WT)
Tag 0 19,22 Tag 0 21,18 (1,09)
Tag 7 494,9 25,75 Tag 7 240,4 11,38 (12,51)
Tag 14 479,5 24,95 Tag 14 438,9 20,53 (22,56)
Tag 21 603,2 31,38 Tag 21 319,9 15,14 (16,64)

Tabelle 4.2. Mittelwerte der Albuminausscheidung (ACR) der FVB Miuse mit und ohne beta-
Arrestin-2 Knockout, sowie der Faktor des Anstiegs nach STZ-induzierter Hyperglykimie.

Der Faktor des Anstiegs wurde berechnet als Quotient des gewihlten untersuchten Zeitpunkts nach Induktion
der Hyperglykdmie (Tag 7-21) durch den erhobenen Ausgangswert der Gruppe(Tag 0). Bei den
Knockoutméusen ist zusdtzlich in Klammern der Quotient zum Ausgangswert des Wildtyps angegeben.
(mg=Milligramm, g=Gramm)

Bei den C57BL/6 Versuchstieren konnte die benétigte Erhohung der ACR um das 10 fache der
Kontrolle nicht erreicht werden (Tabelle 4.1), was die Einschitzung dieses Stammes als relativ
resistent fiir proteinurische Nierenerkrankungen bestitigt. Bei den FVB Tieren wird die gewiinschte
Steigerung bereits frith erreicht und insbesondere zum Zeitpunkt der Organentnahme deutlich
tiberschritten. Ein fritherer Zeitpunkt der Analysen zur Nephrin-Endozytose hitte gemil dieser
Auswertung eventuell eher mit den postulierten Kriterien tibereingestimmt und einen moglichen
Einfluss Uberlagerungen durch andere weniger akute Effekte verringert. Dieses Kapitel zeigt

deutlich, wie wichtig weitere Forschungen zur Identifizierung eines besseren Mausmodells der
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diabetischen Nephropathie insbesondere fiir die zielgerichtete Ursachen- und Therapieforschung

sind.

IV.2.7 Gestorte Glucosetoleranz der C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutmause

Abb. 4.2 Erhobene Ausgangsblutzuckerwerte

Dargestellt sind die Einzelwerte sowie der Mittelwert (Querbalken) und die Fehlerbalken als Standardabweichung vom

Mittelwert. (mg=Milligramm, dl=Deziliter). Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur.
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Abb. 4.2a  Vergleich des  Ausgangs-
blutzuckerspiegels von C57BL/6 Miusen mit
und ohne beta-Arrestin-2 Knockout.

Ausgangsblutzuckerwerte (nicht niichtern, mg/dl)
gesunder Wildtyptiere (W'T, schwarz, n=17) und beta-

Arrestin-2 Knockout Méuse (barr2 -/-,grau, n=17) auf

C57BL/6 Hintergrund im Alter von 9-18 Wochen. Es
zeigt sich ein signifikanter Blutzuckerunterschied (**)
der beiden Gruppen (p= 0,001).
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Abb.  4.2b  Vergleich des  Ausgangs-
blutzuckerspiegels von FVB Miuse mit und
ohne beta-Arrestin-2 Knockout.
Ausgangsblutzuckerwerte (nicht niichtern, mg/dl)
gesunder Wildtyptiere (W'T, schwarz, n=13) und beta-
Arrestin-2 Knockout Miuse (barr2 -/-,grau, n=18) auf
FVB Hintergrund im Alter von 9-18 Wochen. Es zeigt
sich kein signifikanter Unterschied der
Blutzuckerspiegel (ns) der beiden Gruppen (p=0,3151).

In der Zusammentfassung des Blutzuckerverlaufs fillt ein signifikant hoherer Blutzuckerspiegel der
C57BL/6  beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse an Tag 0 auf, also vor der STZ Injektion. Andere
Arbeitsgruppen, welche die Rolle von B-Arrestin 2 in den B—Zellen des Pankreas untersuchten,
beobachteten ebenfalls eine gestorte Glukosetoleranz von beta-Arrestin-2 Knockoutméusen auf
C57BL/6 Hintergrund [867. Das ubiquitir vorkommende Protein B-Arrestin 2 spielt eine zentrale
Rolle in der Funktion der f—Zellen [937: Zhu et al. zeigten, dass es bei C57BL/6 beta-Arrestin-2
Knockoutmiuse zu einer reduzierten Insulinausschiittung und Glucosetoleranz — unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen kommt. Abb 4.2 zeigt eine vergroBerte

Darstellung der in dieser Arbeit erhobenen Ausgangsblutzuckerwerte.

Parallel zur bekannten weniger ausgeprigten diabetogenen Wirkung von von STZ auf FVB Miuse
[78, 83, 897 konnte bei beta-Arrestin-2 Knockouttieren dieses Hintergrunds in dieser Arbeit kein
signifikanter Unterschied der Blutzuckerspiegel im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden. Die
zitierten Studien behandelten stets Tiere des C56BL/6 Hintergrundes, sodass die Vermutung

besteht, dass die stammspezifischen Glucosestoffwechselunterschiede der Linien so deutlich sind,
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dass es unter den physiologischen Ausgangsbedingungen nicht zu einem signifikanten Unterschied

durch beta-Arrestin-2 Knockout auf FVB Hintergrund kommt.

Abb. 4.3 Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR) vor Versuchsbeginn

Die Einzelwerte, sowie der Mittelwert (Querbalken) und die Fehlerbalken als Standardabweichung vom Mittelwert sind
dargestellt. (mg=Milligramm, g= Gramm). Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur.
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Abb. 4.3a Vergleich der Ausgangs-ACR von Abb. 4.3b Vergleich der Ausgangs-ACR von
C57BL/6 Miusen mit und ohne beta-Arrestin- FVB Miuse mit und ohne beta-Arrestin-2
2 Knockout. Knockout.

Ausgangs-Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR, mg Ausgangs-Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR, mg
Albumin/g Kreatinin) gesunder Wildtyptiere (WT, Albumin/g Kreatinin) gesunder Wildtyptiere (WT,
schwarz, n=17) und beta-Arrestin-2 Knockout Miuse schwarz, n=13) und beta-Arrestin-2 Knockout Maiuse

(barre-/-, grau, n=16) auf C57BL/6 Hintergrund im
Alter von 9-18 Wochen. Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied der Albuminausscheidung (*) zwischen den
beiden Gruppen (p= 0,0224).

(barr2-/-, grau, n=18) auf FVB im Alter von 9-18
Wochen. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied
der Albuminausscheidung (ns) zwischen den beiden
Gruppen (p= 0,5233).

Diese Beobachtungen setzen sich bei der Analyse der Urin-Albumin-Konzentration zu diesem
Zeitpunkt (Tag 0) fort. Die Albuminausscheidung als Albumin-Kreatinin-Ratio ist in Abbildung 4.3
dargestellt. Die C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse zeigen analog zum erhohten
Blutzuckerlevel eine signifikant erhohte Albuminurie, welche sich bei den FVB Miusen (die auch
keinen erhohten Blutzucker hatten) nicht zeigte. Es ldsst sich also vermuten, dass bei den C57BL/6
Knockoutmiusen, bei denen durch die Stammeigenschaften in Kombination mit dem beta-Arrestin-2
Knockout eine Glucosetoleranzstorung besteht, es bereits durch den erhohten Blutzuckerspiegel zu

einer Schidigung des renalen Filters mit erhohter Proteindurchlissigkeit gekommen ist.

Aufgrund dieser Beobachtungen zur gestérten Glukosetoleranz und zur parallel erhohten
Albuminausscheidung der unbehandelten C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse wurde ein
Nephrin-Endozytoseassay bei unbehandelten Tieren durchgetfiihrt, um mogliche Effekte dieser
Beobachtung auf die Nephrin-Endozytose zu untersuchen. Bei 14 Wochen alten, ménnlichen Tiere
wurden dafiir ohne vorherige STZ-Injektion Nieren wie beschrieben perfundiert und fiir das Assay
entnommen. Abbildung 4.4 zeigt in einer Gegeniiberstellung die Ergebnisse der Quantifizerung des
Nephringehalts an der Oberfliche der Podozyten als Mal fiir die Nephrin-Endozytose in den

Glomeruli unbehandelter FVB und C57BL/6 Wildtyp- und Knockoutméuse.
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Abb. 4.4 Nephrin-Endozytose bei unbehandelten Tieren
Graphische Darstellung der densitometrischen Auswertungen der Nephrin-Endozytoseassays.
Angewandter statistischer Test: ungepaarter t-Tests mit Welch-Korrektur.
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Abb.4.4a Quantifizierung des
Schlitzmembranproteins Nephrin in
unbehandelten Mausnieren von C57BL/6
Wildtyp und beta-Arrestin-2
Knockoutmiusen

A Graphische Darstellung der densitometrischen
Auswertungen der Nephrin-Endozytoseassays,
durchgefiihrt an perfundierten Nieren von 14 Wochen
alten unbehandelten, minnlichen Knockouttieren
(barra-/-, grau, n=>5), im Vergleich zZum
entsprechenden Wildtyp (WT, schwarz, n = 4). Es
zeigt sich kein signifikanter Unterschied (ns, p =
0,9189) der Endozytose als prozentueller Anteil des
Oberflichennephrins am Gesamtnephringehalt.
Dargestellt sind der Mittelwert sowie die Fehlerbalken
als Standardabweichung. B Reprisentativer
Westernblot der o—Nephrin-Immunprizipitationen (IP)
aus der in A beschriebenen Versuchsreihe. Oben:
Streptavidinfirbung (firbt in vivo Biotin markiertes
oberflichenstindiges ~ Nephrin)  Unten:  Nephrin-
Antikorperfirbung (Gesamtnephrin der IP).
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Abb.4.4b Quantifizierung des
Schlitzmembranproteins Nephrin in

unbehandelten Mausnieren von FVB Wildtyp
und beta-Arrestin-2 Knockoutmiusen

A Graphische Darstellung der densitometrischen
Auswertungen der Nephrin-Endozytoseassays,
durchgefiihrt an perfundierten Nieren von 14 Wochen
alten unbehandelten, minnlichen Knockouttieren
(barre-/-, grau, n=3), im Vergleich zum entsprechenden
Wildtyp (WT, schwarz, n = 3). Es zeigt sich kein

signifikanter Unterschied (ns, p = 0,4665) der
Endozytose als prozentueller Anteil des
Oberflichennephrins am Gesamtnephringehalt.

Dargestellt sind der Mittelwert,sowie die Fehlerbalken
als Standardabweichung. B Reprisentativer
Westernblot der o—Nephrin-Immunprizipitationen (IP)
aus der in A beschriebenen Versuchsreihe. Oben:
Streptavidinfirbung (firbt in vivo Biotin markiertes
oberflichenstindiges ~ Nephrin)  Unten:  Nephrin-
Antikorperfirbung (Gesamtnephrin der IP).

In den Nephrin-Endozytoseassays der unbehandelten Tiere zeigte sich kein signifikanter

Unterschied des Oberflichennephringehalts zwischen Wildtyp- und Knockouttieren der beiden

Linien. Bei den 4 untersuchten C57BL/6 Wildtyptieren betrug der normierte Mittelwert 100% (SD

27,18%). Sie unterschieden sich nach Anwendung des ungepaarten t-Tests mit Welch-Korrektur

nicht signifikant (p=0,9189) von den 5

untersuchten Knockouttieren und ihrer mittleren

Oberflichennephringehalt von 102,9 % (SD 48,12%). Gemil des Modells der B-Arrestin-2
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vermittelten hyperglykdmieinduzierten Nephrin-Endozytose ist also nicht davon auszugehen, dass
die Nierenschidigung, die sich bei den C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutmiusen aufgrund ihrer

gestorten Glucosetoleranz zeigte, fithrend iiber diesen Signalweg ablauft.

Bei den FVB Tieren zeigen die Wildtyptiere normiert einen Mittelwert des Oberfldchennephrins von
100% (SD 93,02%) und die Knockouttiere einen Mittelwert von 147,9% (SD 7,635 %). Der
Oberflichennephringehalt der beiden Gruppen unterscheidet sich nach Anwendung des ungepaarten
t-Tests mit Welch-Korrektur nicht signifikant (p=0,4665). Allerdings sieht man eine Tendenz der
unbehandelten FVB Knockouttiere zu mehr Oberflichennephrin. Dies reiht sich ein in die
Beobachtung, dass die Tiere auch keine erhohten Blutglukosewerte und keine Nierenschidigung in

Form einer erhohten Albuminurie im Vergleich zu ihren Wildtyp zeigten.

Wiihrend die Nephrinendozytose der unbehandelten C57BL/6 Tiere im Vergleich zum Knockout
annihernd gleich scheint, zeigt sich nach 21 Tagen Hyperglydmie zu Versuchsbeginn eine
tendenziell geringere Endozytose der beta-Arrestin-2 Knockoutméuse. Bei den VB Tieren kehrt sich
der bei den unbehandleten Tiere beobachtete Effekt um: die unbehandelten Knockouts zeigten
tendenziell mehr Oberflichennephrin, nach 21 Tagen Hyperglykidmie zeigen sie tendenziell weniger
Oberflichennephrin als der Wildtyp. Da keines der Ergebnisse signifikant ist, sollen diese
Ergebnisse nicht tiberbewertet werden. Aber es zeigt sich, dass die beiden Stimme sich deutlich in
den Parametern der diabetischen Nephropathie unterscheiden (ACR; Blutzucker) und auch
unterschiedliche Ausprigung dieser Parameter durch beta-Arrestin-2 Knockout zeigen. Fiir die
Funktion der f—Zellen konnte bereits ein Unterscheid zwischen beta-Arrestin-2 Knockoutmiusen und
Wildtyp bei C57BL/6 Méusen gezeigt werden, dessen Ergebnis beim FVB Stamm nicht beobachtet
wurden. Hier konnte anhand der divergierenden Endozytoseergebnisse vermutet werden, dass es
parallele Unterschiede der Ausprigungen der Effekte des beta-Arrestin-2 Knockouts auch in anderen
Organstrukturen, wie der glomeruldren Schlitzmembran gibt. Die beiden Mauslinien bilden jeweils
unterschiedliche Parameter der untersuchten Krankheit in verschiedenem Ausmal} aus, ohne dass
einer Linie der Vorzug gegeben werden kann [887. Zusitzlich scheinen sie, wie dieses Kapitel zeigt,
auch unterschiedlich beztiglich der Eftekte eines beta-Arrestin-2 Knockouts auf diese Parameter zu
reagieren. Dabei waren die Effekte bei Blutzucker und Albuminurie bei den unbehandelten Tieren
signifikant, ohne dass ein signifikanter Effekt im Verlauf der induzierten Hyperglykdmie gefunden
wurde. So scheinen Effekte des beta-Arrestin-2 Knockouts vor allem bei unbehandelten Tieren eine
Rolle zu spielen und weniger bei den sehr akuten Effekten der Streptozotocin-induzierten
Hyperglykdmie. Nichtsdestotrotz zeigten die beta-Arrestin-2 Knockoutméusen beider Linien eine

tendenziell verringerte Albuminausscheidung nach 21 Tagen Hyperglykamie.

Die Familie der Arrestin Scaffoldproteine scheint im Mausmodell eine wichtige Rolle in der
Regulation der p—Zellfunktion und den Pathomechanismen der Schlitzmembran zu spielen. Diese

Annahme wird unterstiitzt durch die Beobachtung der Ergebnisse der quantitativen real time PCR:
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Hier zeigten die unbehandelten C57/BL6 beta-Arrestin-2 Knockouts, die sich bereits in den anderen
Parametern vom Wildtyp unterschieden, eine verminderte beta-Arrestin-1 Expression. Weitere
Untersuchungen zur Rolle von B-Arrestin-1 in den bisher fiir B—Arrestin-2 untersuchten
Zusammenhingen (z.B: der f—Zellfunktion) konnten interessante Erkenntnisse in diesem Kontext

liefern.

IV.3 Schlussfolgerungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Effekte einer Hemmung von B-Arrestin-2 auf die kurzfristige
hyperglykdmieinduzierte Schidigung der glomeruldren Schlitzmembran durch Endozytose des
Grundgeriistproteins Nephrin und damit einhergehender Proteinurie untersucht.

Im  Zellkulturmodell lieB sich der vermutete protektive Effekt einer verringerten
Nephrinendozytose, durch siRNA vermitteltem Knockdowm von B-Arrestin-2, signifikant
nachweisen. Aufgrund dieser vielversprechenden Ergebnisse wurden die Untersuchungen im
Mausmodell fortgesetzt. Dabei wihlten wir STZ- Injektionen zur Induktion einer stabilen
kurzfristigen Hyperglykdmie um die vor allen kurzfristig auftretenden Endozytoseeffekte
untersuchen zu koénnen. Die Organentnahme erfolgte nach 21 Tagen um die insbesondere akut
auftretenden STZ-Toxizitit zu minimieren. Das folgende Endozytoseassay ermoglichte die
Quantifizierung der oberflichenstindiger Nephrinmolekiile iz vivo. Zunichst wurden dabei beta-
Arrestin-2 Knockoutmiuse auf C57BL/6 Hintergrund untersucht. Hierbei zeigte sich eine klare
Tendenz zu geringerer Proteinurie und mehr verbleibendem Oberflichennephrin bei den Knockouts
ohne Signifikanz. Daher wurden die Versuche bei Tieren auf F'VB Hintergrund wiederholt, da diese
stammspezifisch vulnerabler fiir proteinurische Krankheitsbilder sind. Auch hier zeigte sich eine
klare Tendenz zur verringerter Proteinurie bei divergierendem Ergebnis der Endozytose. Daher
untersuchten wir eine mogliche Kompensation durch Regulation der beta-Arrestin-1 Expression.
Diese zeigte eine tendenziell erhohte Expression bei den FVB beta-Arrestin-2 Knockouttieren
insbesondere unter Hyperglykidmie mit umgekehrter Tendenz bei den entsprechenden C57BL/6
Tieren. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse jedoch keine eindeutige Signifikanz, sodass letztlich keine
klare Aussage tiber die zugrundeliegenden Mechanismen getroffen werden kann. Zudem konnten die
bekannten stammspezifischen Unterschiede von FVB und C57BL/6 Méusen bestitigt und um die
Beobachtung erginzt werden, dass die fiir die C57BL/6 beta-Arrestin-2 Knockoutmiuse bekannte
Glucosestoffwechselstérung mit erhohter Albumunurie einhergeht, die bei den Tieren auf FVB
Hintergrund nicht besteht. Gerade diese deutlichen stammspezifischen Unterschiede erschweren die

Wahl des richtigen Mausmodells fiir die diabetische Nephropathie.

Die Ergebnisse der Zellversuche bestitigen, dass die B-Arrestin-2 vermittelte Nephrin-Endozytose
in Effekten der akuten Nierenschidigung eine wichtige Rolle spielt. In den zn vivo Untersuchungen

legen die divergierenden Endozytosetendenzen aber nahe, dass sie zum untersuchten Zeitpunkt eine
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untergeordnete Rolle fiir das Gesamtgeschehen am komplexen Nierenfilter zu spielen scheint. In
Versuchen mit dhnlichem Aufbau sollten daher eher frithere Zeitpunkte untersucht werden, in denen
die gesamt hyperglykidmieinduzierte Schidigung des Organismus und die damit einhergehende
zunehmende Einfluss verschiedener Pathomechanismen weniger fortgeschritten ist. Zudem ist die
Hyperglykdmie eine Systemerkrankung, sodass die Nierenschidigung mit einhergehender
Proteinurie gleichermaflen an allen drei Schichten des glomeruldren Filters stattfindet und so die
reinen Endozytoseeffekte iiberlagert sein konnten. P-Arrestin-2 ist ebenfalls ein ubiquitir
vorhandenes systemwirksames Protein, dessen kompletter Knockout sich so auch auBlerhalb des hier
untersuchten Mechanismus auf die Proteinurie auswirken konnte. Nichtsdestotrotz ist die
Forschung zur Beteiligung der TFamilie der Arrestin Scaffoldproteine im Rahmen der
hyperglykdmieinduzierten Nierenschidigung aktuell, da sie sowohl eine wichtige Rolle in der
Regulation der B—Zellfunktion als auch bei den Pathomechanismen der Schlitzmembran zu spielen

scheinen.
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