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Meinen Eltern



Zusammenfassung

Das glomerulare epitheliale Protein 1 (GLEPP1) ist eine Rezeptortyrosin-
phosphatase, deren genaue Funktion bisher nicht geklart ist. In einer Studie in
der Turkei wurde beschrieben, dass Mutationen von GLEPP1 mit einem
nephrotischen Syndrom im Kindesalter assoziiert sind. Um Naheres Uber die
Funktion von GLEPP1 zu erfahren, wurde in dieser Arbeit eine GLEPP1-
knockout-Mauslinie charakterisiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden vier, sechs und zehn Monate alte GLEPP1-
knockout- sowie Wildtyp-Mause untersucht. Um zu schauen, ob die GLEPP1-
knockout-Mause eine Albuminurie entwickeln, wurden die Albumin-Kreatinin-
Ratio (ACR) ermittelt und Coomassie-Gele angefertigt. Zur histologischen
Untersuchung des glomerularen Filters wurden licht- sowie elektronenmikro-
skopische Aufnahmen erstellt. Zusatzlich wurden mit glomerularer RNA real-
time-PCR durchgefuhrt, um die Zusammensetzung von Kollagen IV sowie
Laminin in der glomerularen Basalmembran (GBM) zu untersuchen.

Im Alter von vier Monaten ergaben sich zwischen den GLEPP1-knockout- sowie
Wildtyp-Mausen keine wesentlichen Unterschiede im Hinblick auf die
Albuminausscheidung im Urin oder etwaige morphologische Veranderungen
des glomerularen Filters. Im Alter von zehn Monaten zeigten die GLEPP1-
knockout-Mause im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen eine signifikant hohere
ACR im Sinne einer Albuminurie. Im Alter von sechs Monaten konnte
semiquantitativ. anhand eines Coomassie-Gels ebenfalls eine vermehrte
Albuminausscheidung im Urin bei den GLEPP1-knockout-Mausen nachge-
wiesen werden. Zusatzlich waren unter dem Lichtmikroskop bei den sechs und
zehn Monate alten GLEPP1-knockout-Mausen segmental subpodozytare PAS-
positive Areale feststellbar. Elektronenmikroskopisch aufierte sich dies in
hdckerigen Ausstiilpungen der GBM, sog. humps. Uber diesen humps waren
die FuRfortsatze der Podozyten miteinander verschmolzen, sog. podocyte foot
process effacement. Im Alter von zehn Monaten zeigten sich auch vereinzelt
humps der GBM beim Wildtyp. Auf molekularer Ebene ergab sich zwischen
dem vierten und zehnten Monat ein Wechsel vom reifen Kollagen 1V-Subtyp
a3a4a5 zum unreifen Subtyp ala2a1 bei den GLEPP1-knockout-Mausen.
Zudem exprimierten die vier Monate alten GLEPP1-knockout-Mause signifikant
weniger reife Laminin a5- und B2-Ketten und die zehn Monate alten GLEPP1-
knockout-Mause signifikant mehr unreife Laminin a1-Ketten.

Eine GLEPP1-Defizienz fuhrt also bei alternden Mausen zu einer Albuminurie,
morphologischen Veranderungen des glomerularen Filters in Form von humps
sowie podocyte foot process effacement, aber auch zu einer unreifen
Zusammensetzung der GBM. Diesen Ergebnissen zufolge ist GLEPP1 erforder-
lich, um die Struktur und Funktion des glomerularen Filters aufrechtzuerhalten.
Welche Mediatoren am Wechsel der Zusammensetzung der GBM beteiligt sind,
sollte Bestandteil zuklnftiger Forschung sein. Ein Eingriff in die am Wechsel
beteiligte Kaskade konnte in Zukunft einen therapeutischen Ansatz bei der
Behandlung proteinurischer Krankheitsbilder darstellen.



Abstract

The glomerular epithelial protein 1 (GLEPP1) is a receptor-type tyrosine
phosphatase. The exact function of GLEPP1 is still unknown. In a Turkish
study, researchers have found that a mutation of GLEPP1 is associated with a
nephrotic syndrome that manifests during childhood. We intend to deepen the
knowledge on GLEPP1. Hence, we analyzed a GLEPP1-knockout mouse in
this study.

In the present study, we examined GLEPP1-knockout mice and wild-type mice
at the age of four, six and ten months. We determined the albumin-creatinin-
ratio (ACR) and conducted Coomassie-gels to find out whether GLEPP1-
knockout mice develop an albuminuria. We analyzed the glomerular filtration
barrier with light and electron microscopy. In addition, we isolated the
glomerular RNA and performed real-time-PCR to determine the composition of
the glomerular basement membrane (GBM). Here, we focused on collagen
type IV and laminin.

At the age of four months, we found no difference between the GLEPP1-
knockout mice and the wild-type mice regarding albuminuria and the
morphology of the glomerular filtration barrier. At higher ages, the GLEPP1-
knockout mice developed an albuminuria. The ACR of the GLEPP1-knockout
mice was significantly higher than the ACR of the wild-type mice at the age of
ten months. At the age of six months we conducted a Coomassie-gel which also
showed a higher albumin excretion in the urine of the GLEPP1-knockout mice.
In addition to that, we detected PAS-positive areas in the glomerulus of the six
and ten months GLEPP1-knockout-mice under the light microscope. They
occurred segmentally and were located in the subpodocyte space. In the
electron microscopy analysis, the GBM showed humps as a correlate to the
PAS-positive areas in the light microscopy analysis. Above the humps, the
podocyte foot processes seemed effaced. At the age of ten months, we saw
also occasionally humps in the GBM of the wild-type mice, but no podocyte foot
process effacement. Regarding the composition of the GBM, we revealed that
GLEPP1-knockout mice experienced a switch from the mature collagen type IV
a3a4ab to the immature type a1a2a1 between the age of four and ten months.
GLEPP1-knockout mice showed also significantly lower expression of the
mature chains of laminin a5 and 32 at the age of four months and significantly
higher expression of the immature chain of laminin a1 at the age of ten months.

A deficiency of GLEPP1 leads to an albuminuria with increasing age, such as
morphological changes of the glomerular filtration barrier in form of GBM-humps
and podocyte foot process effacement. Further, the composition of the GBM
changed in GLEPP1-knockout mice. Therefore, GLEPP1 is necessary to
maintain the structure and function of the glomerular filtration barrier. Future
studies should consider the mediators, which cause the change of the GBM-
composition. An intervention in the cascade, which causes the switch, could be
an approach to treat proteinuric diseases.

II
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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Niere ist ein Organ mit einer Vielzahl von Funktionen. Die Nieren
eliminieren harnpflichtige Substanzen. Daneben regulieren sie den Wasser-,
Elektrolyt- sowie Saure-Base-Haushalt und produzieren verschiedene
Hormone. Uber die Ausschittung von Renin sind die Nieren an der
Blutdruckregulation beteiligt und Uber die Synthese von Erythropoetin an der
Erythropoese. Weiterhin haben die Nieren uber die Aktivierung von Vitamin D
Einfluss auf den Kalzium-Phosphat-Haushalt und somit auf den
Knochenstoffwechsel. Im Rahmen einer fortgeschrittenen chronischen
Niereninsuffizienz kann es zu einer Einschrankung all dieser Funktionen

kommen.

2013 stellten chronische Nierenerkrankungen Platz 19 der haufigsten
Todesursachen weltweit dar (GBD 2013 Mortality and Causes of Death
Collaborators, 2015). Die haufigste Ursache einer terminalen chronischen
Niereninsuffizienz ist die diabetische Nephropathie, gefolgt von der
hypertensiven Nephropathie und den Glomerulonephritiden. Schreitet eine
Nierenerkrankung voran, kann ein Nierenersatzverfahren wie eine dauerhafte
Dialysetherapie erforderlich sein. In Deutschland waren 2015 ca. 85.000
Menschen chronisch dialysepflichtig bei einer Inzidenz von etwa 0,06 %o
(Medical Netcare GmbH — MNC, 2016).

Klassifiziert wird die chronische Niereninsuffizienz anhand der glomerularen
Filtrationsrate, welche ein Mald der exkretorischen Funktion der Niere ist.
Weithin fliel3t in die Klassifikation die Albuminurie mit ein. Diese ist ein
Parameter des chronischen Nierenschadens und ein wichtiger Prognosefaktor
der chronischen Niereninsuffizienz (Ruggenenti et al., 1998).

1.1 Das nephrotische Syndrom

Das nephrotische Syndrom bezeichnet einen Symptomenkomplex bestehend
aus einer starken Proteinurie (> 3,5 g/d), einer Hypoalbumindmie, Odemen

sowie einer Hyperlipoproteinamie (Cogan, 1982). Dem nephrotischen Syndrom
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zugrunde liegt eine Stérung der glomerularen Filtrationsbarriere, sodass
Proteine — insbesondere Albumin — Uber den Urin verloren gehen (Patrakka and
Tryggvason, 2010). Demzufolge sinkt die Konzentration von Proteinen im
Plasma und folglich auch der kolloidosmotische Druck, sodass Wasser die
GefaRwand passieren kann und Odeme entstehen. Die Hyperlipoproteindmie
entsteht dadurch, dass die Leber den Verlust der Proteine durch eine verstarkte
Synthese versucht auszugleichen. Da Lipoproteine ein hohes Molekulargewicht
haben, fallen sie jedoch im Gegensatz zu Albumin erst bei grofen
Schadigungen des glomerularen Filters im Urin aus, sodass im Plasma

zunachst die Konzentration der Lipoproteine ansteigt.

Man unterscheidet das idiopathische (primare) nephrotische Syndrom, das v. a.
im Kindesalter auftritt, von dem sekundaren nephrotischen Syndrom im
Rahmen von Systemerkrankungen wie z.B. Diabetes mellitus. Daneben
existieren hereditare Formen des nephrotischen Syndroms. Bei den hereditaren
Formen liegen Genmutationen fur Proteine vor, die an der Entwicklung und
Funktion des glomerularen Filters beteiligt sind, wie z. B. Nephrin oder Podocin

(Tryggvason et al., 2006).

In einer Studie in der Turkei wurde nach weiteren, bisher unbekannten
Mutationen als Ursache eines nephrotischen Syndroms im Kindesalter gesucht.
Dabei konnten in zwei konsanguinen Familien Mutationen des kodierenden
Gens fur das glomerulare epitheliale Protein 1 (GLEPP1) als Ursache eines

nephrotischen Syndroms identifiziert werden (Ozaltin et al., 2011).
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1.2 GLEPP1

GLEPP1 ist — wie in Abb. 1.1 zu sehen — ein transmembranares Protein aus der
Gruppe der Rezeptortyrosinphosphatasen vom Typ R3 (Thomas et al., 1994).
Es besteht aus einem extrazellularen Teil, in welchem sieben bis acht
Fibronectin Typ lll-ahnliche Domanen aneinander gereiht sind, und einem
intrazellularen Teil, der die katalytische Domane beinhaltet (Matozaki et al.,
2010, Tagawa et al., 1997, Thomas et al., 1994). (Abb. 1.1)

Fibronectin Typ lll-dhnliche Doméanen

extrazellular

! e
IR (R

—Katalytische Domaéne

intrazellular

Abb. 1.1: Aufbau GLEPP1. (in Anlehnung an Matozaki et al., 2010)

GLEPP1 ist nachweisbar in den Nieren (Wharram et al., 2000), im Gehirn
(Tagawa et al., 1997, Beltran et al., 2003) sowie in Makrophagen (Pixley et al.,
1995), B-Zellen (Aguiar et al.,, 1999) und Osteoklasten (Wu et al.,, 1996).
Weiterhin konnte GLEPP1 bei Krebserkrankungen wie dem hepatozellularen
Karzinom, dem Bronchialzellkarzinom und dem  Mammakarzinom
nachgewiesen werden, in welchen es wahrscheinlich die Funktion eines

Tumorsuppressors uUbernimmt (Motiwala et al., 2003, Jacob and Motiwala,
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2005, Motiwala et al., 2004, Ramaswamy et al., 2009). In der Niere ist GLEPP1

in der apikalen Membran des Podozyten lokalisiert (Thomas et al., 1994).

Die genaue molekulare Funktion von GLEPP1 ist bisher unbekannt. Der Ligand
fur GLEPP1 konnte bisher noch nicht identifiziert werden. Es wird vermutet,
dass GLEPP1 malgeblich zur Differenzierung der Podozyten beitragt (Wang et
al., 2000). Wharram et al. postulierten, dass GLEPP1 die Morphologie der
FuRfortsatze sowie die glomerulare Filtrationsrate und den Blutdruck beeinflusst
(Wharram et al., 2000). Bei erworbenen Nierenerkrankungen wie z. B. der IgA-
Nephropathie oder einer Praeklampsie konnte eine verminderte Expression von
GLEPP1 im Glomerulum nachgewiesen werden (Zhao et al., 2009, Tian et al.,
2007).

Warum eine Mutation des kodierenden Gens von GLEPP1 in der Studie von
Ozaltin et al. mit der Ausbildung eines nephrotischen Syndroms einherging, ist
bisher noch nicht geklart. In der ersten Familie wurde durch die vorliegende
Mutation ein unvollstandiges Protein fur GLEPP1 gebildet — in der zweiten
Familie fuhrte die hier vorliegende Mutation zu einem vorzeitigen Stoppcodon,
sodass GLEPP1 nicht gebildet wurde (Ozaltin et al., 2011). In beiden Fallen

manifestierte sich das nephrotische Syndrom bereits im Kindesalter.

1.3 Die Proteinurie

Dem nephrotischen Syndrom zugrunde liegt eine grof3e Proteinurie. Von einer
Proteinurie spricht man ab einer Ausscheidung von mehr als 150 mg Protein
uber 24 h im Urin (Barratt and Topham, 2007). Ursachen fur eine Proteinurie
konnen sowohl Schaden im Glomerulum als auch eine Storung im
Tubulussystem sein. Daneben kann eine Proteinurie ebenfalls durch pra- oder
postrenale Stérungen entstehen. Beim nephrotischen Syndrom handelt es sich

um eine glomerulare Proteinurie.

Leitprotein der glomerularen Proteinurie ist Albumin. Mit ca. 60 % stellt Albumin
den groten Anteil der Plasmaproteine dar. Aufgrund seines Molekulargewichts

von 69 kDa kann Albumin — und dementsprechend auch grofere Proteine —
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den glomerularen Filter physiologisch nicht passieren (Miner, 2003, Chang et
al., 1975). Proteine mit einem niedrigeren Molekulargewicht als Albumin kénnen
den glomerularen Filter passieren und werden spater im Tubulussystem wieder
zurtckresorbiert. Bei einer glomerularen Schadigung kénnen gro3molekulare
Proteine wie Albumin aufgrund einer erhdhten Durchlassigkeit der glomerularen
Filtrationsbarriere eben diese passieren. Wegen seines Molekulargewichts und
seines hohen Plasmaanteils fallt im Urin im Rahmen eines glomerularen
Schadens zunachst Albumin an (Albuminurie). Man spricht auch von einer
selektiv-glomerularen  Proteinurie. Bei schweren Schadigungen des
Glomerulums fallen neben Albumin auch grélere Proteine im Urin an

(unselektiv-glomerulare Proteinurie).

Von einer Albuminurie spricht man, wenn im Urin mehr als 30 mg Albumin pro
Tag ausgeschieden werden. Bei einer Mikroalbuminurie liegt die
Albuminausscheidung zwischen 30 und 300 mg Albumin pro Tag, bei einer
Makroalbuminurie entsprechend Uber 300 mg Albumin pro Tag (Mathieson,
2004). Schon eine Mikroalbuminurie wirkt sich prognostisch unglnstig im
Hinblick auf renale sowie kardiovaskulare Erkrankungen aus (Lane, 2004,
Yudkin et al., 1988, Haffner et al., 1990). Die Albuminurie ist daher auch ein

wichtiger diagnostischer Parameter z. B. beim Diabetes mellitus.

1.4 Das Glomerulum

Eine Albuminurie oder Proteinurie basiert auf einer Storung der Filterfunktion
der Niere. Die Filtration findet in der Niere innerhalb der Glomeruli statt. Taglich
werden in den Glomeruli ca. 900 L Blut ultrafiltriert, aus denen ca. 180 L
Ultrafiltrat entstehen (Miner, 2011).

Ein Glomerulum ist zusammen mit seinem dazugehdrigen Tubulussystem
(proximaler Tubulus, Henle-Schleife und distaler Tubulus) Bestandteil eines
Nierenkorperchens, des sog. Nephrons. Die Niere setzt sich aus ca. 1 Million
Nephrone zusammen (Tryggvason and Wartiovaara, 2001). In den Glomeruli

wird das Blut ultrafiltriert. Das Ultrafiltrat wird als Primarharn bezeichnet. In den
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Tubuli und Sammelrohren wird der Harn anschlieend konzentriert, indem
Wasser zuruckresorbiert wird. So werden taglich ca. 1,5-2L Urin

ausgeschieden.

Bei einem Glomerulum selbst handelt es sich um ein GefalRknauel bestehend
aus feinsten Kapillaren (Abb. 1.2). Uber die afferente Arteriole wird das Blut
dem Kapillarkonvolut zugeflihrt, GUber die efferente Arteriole fliet es wieder ab.
Um das Gefallknauel herum befindet sich eine Kapsel, die sog. Bowman’sche
Kapsel. Im Kapselraum, der zwischen dem viszeralen und parietalen Blatt der
Bowman’schen Kapsel gelegen ist, wird der Primarharn aufgefangen. Die
Ultrafiltration wird ermdglicht durch den glomerularen Filter, der sich zwischen

dem Lumen der Kapillaren und dem Kapselraum befindet.

efferente
Arteriole y '

proximaler
Tubulus

Bowman'sche
Kapsel

glomerulére
Kapillaren

Abb. 1.2: Aufbau eines Glomerulums. Uber die afferente Arteriole wird das
Kapillarkonvolut versorgt. Innerhalb der Kapillaren findet Gber den glomerularen Filter die
Ultrafiltration statt. Das Ultrafiltrat wird im Kapselraum aufgefangen und Uber den
proximalen Tubulus weiter transportiert. (in Anlehnung an Pollak et al., 2014)
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1.5 Der glomerulare Filter

Der glomerulare Filter ermoglicht die Ultrafiltration innerhalb des Glomerulums.
Er setzt sich zusammen aus dem fenestrierten Endothel der glomerularen
Kapillaren, der glomerularen Basalmembran (GBM) und den Podozyten (Abb.
1.3). Die Ultrafiltration erfolgt anhand der GrélRe der Molekule sowie ihrer
Ladung (Chang et al., 1975).

Abb. 1.3: Aufbau des glomeruldren Filters. An das Lumen der
Kapillaren schlieRt sich das fenestrierte Endothel an, gefolgt von der
GBM und den Fuf¥fortsadtzen der Podozyten. Der Pfeil gibt die Richtung
an, in welche das Ultrafilirat den glomerularen Filter passiert. (in
Anlehnung an Patrakka and Tryggvason, 2010)

Die Kapillaren der Glomeruli besitzen ein spezielles Endothel, das sog.
fenestrierte Endothel. Die Besonderheit dieser Form des Endothels ist, dass es
Poren hat, sog. fenestrae. Diese haben einen Durchmesser von etwa 70-
100 nm (Tryggvason et al., 2006). Die Endothelzellen sind bedeckt durch eine

Schicht bestehend aus Proteoglykanen, Glykoproteinen sowie
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Gylkosaminoglykanen (Patrakka and Tryggvason, 2010). Sie bilden die
Glykokalix. Es wird postuliert, dass die Glykokalix durch ihre negative Ladung
Einfluss auf die glomerulare Filtration habe (Chang et al., 1975, Bohrer et al.,
1978).

Die GBM entsteht durch die Verschmelzung der endothelialen und podozytaren
Basalmembranen (Abrahamson, 1985). Daher besteht die GBM aus drei
Schichten. Die mittlere Schicht wird als Lamina densa bezeichnet und entsteht
durch die Verschmelzung der Laminae densae der endothelialen und
podozytaren Basalmembranen. Zu beiden Seiten, zum Endothel und zu den
Podozyten hin, schlie®t sich an die Lamina densa eine Lamina rara an.
Insgesamt ist die GBM 300-350 nm dick (Tryggvason et al., 2006). Die
Hauptbestandteile der GBM sind Kollagen IV, Laminin, Proteoglykane und
Nidogen (Miner, 2011).

Die Podozyten bilden die dulere Schicht des glomerularen Filters. Sie besitzen
primare und sekundare Ful¥fortsatze, die der GBM aufsitzen. Die Ful¥fortsatze
sind fingerartig miteinander verzahnt. Zwischen ihnen liegen Spaltrdume, die
einen Durchmesser von etwa 40 nm haben (Wartiovaara et al., 2004). Diese
Spaltraume werden von der Schlitzmembran Uberdeckt, deren Molekule
reilverschlussartig angeordnet sind (Rodewald and Karnovsky, 1974).
Morphologisch entspricht die Schlitzmembran einer modifizierten Zell-Zell-

Verbindung mit groRer Ahnlichkeit zur adherens junction (Reiser, 2000).

1.6 Kollagen IV

Ein intakter glomerularer Filter ist essenziell zur Vermeidung einer Albuminurie
oder gar eines nephrotischen Syndroms. Da die GBM eine wichtige
Komponente des glomerularen Filters ist, soll auf deren Bestandteile nun

genauer eingegangen werden.

Hauptbestandteil der GBM ist u. a. Kollagen IV (Miner, 2011). Kollagen IV ist
ein Protein, das in der Lamina densa von Basalmembranen zu finden ist. Es

zahlt zu den Kollagenen, die sich netzartig zusammenlagern. Durch seine
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netzartige Formation fordert Kollagen IV die Stabilitdt und Zugfestigkeit der

Basalmembranen (Tryggvason et al., 2006).

Kollagen IV ist ein Heterotrimer. Drei a-Ketten lagern sich zusammen und
bilden eine Tripelhelix, das sog. Protomer. Insgesamt gibt es sechs
verschiedene a-Ketten (a1-6). Diese Ketten kdnnen sich nur auf bestimmte
Arten zusammenlagern, sodass sich drei Isoformen des Kollagens IV ergeben:
ala2a1, a3o4a5, a5a6a5 (Khoshnoodi et al., 2006) (Abb.1.4). Diese Protomere

lagern sich weiter zu einem Netzwerk zusammen.

Typ IV Kollagen Ketten Protomere
@ 1 R INAN -
, ITSUSTNSRNGSUSTNRNT B 1
v @ 2 al, a2, a1 W,
VAVAVAV JVNVVV@ 3 - Py . ¥, W
’ - - - ) A e A \‘-4\4_ U AC \‘-A\, 3
v J \J \J v w 4 - a3, 04,05 - g
VVVVVVVVVV@ 5 N N —6
JIN> QCANNNTS LSA\WA\VA"
6 = a5, a6, a5 . s

Abb. 1.4: Aufbau Kollagen IV. Links im Bild sind die einzelnen Ketten von Kollagen IV a1-6
dargestellt. Rechts sind die Tripelhelices, zu denen sich die Ketten zusammen lagern,
dargestellt. (in Anlehnung an Hudson et al., 2003)

In der GBM kommen die Formen alo2a1 und a3a4a5 vor. Im unreifen
Glomerulum findet sich ein Kollagen IV-Netzwerk aus a1a2a1-Protomeren
(Miner, 1998). Im reifen Glomerulum wird dieses Netzwerk durch ein a3a4a5-

Netzwerk ersetzt (Abrahamson, 2012).

Das Kollagen IV der GBM wird von den es umgebenden Zellen synthetisiert. Im
unreifen Glomerulum produzieren sowohl Podozyten als auch Endothelzellen
die a1- und a2-Ketten (Abrahamson et al., 2009). Im reifen Glomerulum sind
lediglich die Podozyten an der Synthese der a3-, a4- und a5-Ketten beteiligt
(Abrahamson et al., 2009).

Kollagen IV steht Uber Integrine mit den umliegenden Zellen in Kontakt
(Abrahamson, 2012). Ein weiterer Kollagen IV-Rezeptor ist der Discoidin

Domain Receptor 1 (DDR1), eine Rezeptortyrosinkinase (Gross et al., 2004).
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1.7 Laminin

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der GBM ist Laminin (Miner, 2011). Laminin
ist ein Protein, das in allen Basalmembranen vorkommt. Ahnlich wie
Kollagen IV ist Laminin als Heterotrimer aufgebaut. Je eine a-, - und y-Kette
bilden das Heterotrimer (Abrahamson, 2012) (Abb. 1.5). Bisher sind mindestens
15 Isoformen des Laminins bekannt (Abrahamson, 2012). Die einzelnen
Heterotrimere lagern sich weiter zu einer Art Netzwerk zusammen. Dieses
Laminin-Netzwerk ist eng verknlpft mit dem Netzwerk, das Kollagen IV in der

Basalmembran bildet (Patrakka and Tryggvason, 2010).

Laminin a5

Laminin y1

Laminin p2

Abb. 1.5: Aufbau Laminin-521. Je eine a-, B- und y-Kette
lagern sich zusammen und bilden ein Heterotrimer. (in
Anlehnung an Miner, 2011)

In der GBM treten v. a. Laminin-111 sowie Laminin-521 auf. Laminin-111 ist
Bestandteil der unreifen GBM (Abrahamson, 2012). Im reifen Glomerulum findet
sich Laminin-521 in der GBM (Miner et al., 1997).
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Das Laminin der GBM wird sowohl von Podozyten als auch von Endothelzellen
synthetisiert (John and Abrahamson, 2001). Im Gegensatz zum Kollagen IV
sind die Endothelzellen auch fir die Synthese des reifen Laminin-521

mitverantwortlich.

Neben seiner strukturellen Aufgabe ist Laminin mal3geblich an der Zelladhasion
und -differenzierung beteiligt (Tryggvason et al., 2006). Dies geschieht
hauptsachlich Uber Integrine (Kramer et al., 1990, Goodman et al., 1991, Pfaff
et al., 1994, Jarad et al., 2011). Neben Integrinen bindet Laminin an weitere
zellulare Rezeptoren wie Dystroglykan, aber auch an extrazellulare Proteine wie
Nidogen und Perlecan (Paulsson et al., 1987, Battaglia et al., 1992, Timpl et al.,
2000).

1.8 Ziele der Arbeit

Die genaue Funktion von GLEPP1 konnte bisher nicht geklart werden. Es
wurde beschrieben, dass ein Defekt oder Fehlen von GLEPP1 mit der
Entstehung eines nephrotischen Syndroms beim Menschen assoziiert ist
(Ozaltin et al., 2011). Um Ruckschlusse auf die Funktion von GLEPP1 sowie
den Zusammenhang zur Entstehung des nephrotischen Syndroms ziehen zu
konnen, war das Ziel dieser Arbeit eine GLEPP1-knockout-Mauslinie zu

charakterisieren.

In diesem Rahmen sollte zunachst untersucht werden, ob GLEPP1-knockout-
Mause eine Albuminurie entwickeln, da diese ein fruher Indikator des
glomerularen Schadens ist. Anschliellend sollte geprift werden, ob sich ein
Korrelat des glomerularen Schadens bzw. der glomerularen Veranderungen auf
histologischer sowie molekularer Ebene ergibt.

Unter anderem sollten also folgende Fragen in dieser Arbeit beantwortet

werden:

Fuhrt eine GLEPP1-Defizienz zu einer Albuminurie?
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Fihrt eine GLEPP1-Defizienz zu morphologischen Veranderungen des

glomerularen Filters?

Fuhrt eine GLEPP1-Defizienz zu molekularen Veranderungen des glomerularen

Filters?
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2 Material und Methoden

2.1 Tierversuchsgenehmigung

Die Versuche an den Tieren wurden nach den gesetzlichen Richtlinien beim
Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Bundeslandes
Nordrhein-Westfalen angezeigt. Die Versuche wurden unter dem von der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf vergebenen
Aktenzeichen ZETT O 68/08 durchgefuhrt. Die fur die Versuche zustandige

Person wies einen Fachkundenachweis gemafR § 9 des Tierschutzgesetzes vor.

2.2 Versuchstiere

Die Versuche wurden an Mausen auf dem Hintergrund 129P3J durchgefihrt.
Die Mause wiesen einen knockout fur die Rezeptortyrosinphosphatase
GLEPP1 auf. Die Mauslinie wurde von Roger Wiggins von der University of
Michigan etabliert und in der Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf als Inzuchtlinie importiert und weiter verpaart. Es wurden sowohl
mannliche als auch weibliche Mause verwendet. Die Mause wurden in einem
Alter von vier, sechs oder zehn Monaten operiert. Als Kontrollgruppe dienten

mannliche Mause eines Wildtyp-Stammes auf dem Hintergrund 129P3J.
2.3 Material
2.3.1 Gerate

In der Tabelle 2.1 sind die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendeten Gerate

aufgefuhrt.
Tabelle 2.1: Gerate
Gerat Bezeichnung Hersteller
Thermocycler Mastercycler® gradient Eppendorf AG,
Hamburg, D
Elektrophoresegerat SDS-PAGE Mini-Protean® Bio-Rad
Tetra Cell Laboratories,

Munchen, D
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Gerat Bezeichnung Hersteller
Elektrophoresegerat Sub-Cell® GT Agarose Gel Bio-Rad
Electrophoresis Systems Laboratories,
Mudnchen, D

Federschere
Heizblock
Heizblock
imager
Magnet
Mikroskop
Mikrowelle
Mosquitoklemme
PCR-Gerat
Perfusor
Pinzette

Pipette

Pipette

Pipette
Pipette
Pipettierhilfe
Plattenreader

Reagenzglasschuttler

Schere

Schiuttler

Strabismus-Federschere,
gebogen, 11,5 cm
Analog Headblock

Dry Block Thermostat Bio
TDB-100
FluorChem FC2

DynaMag™
Mikroskop Axiovert 40 CFL
Mikrowelle NN-E-202

Mosquitoklemme,
gebogen, 12,5 cm

7300 Real-Time PCR
System

Harvard Pump 11 Plus
Dual Syringe
Anatomische Pinzette,
fein, gebogen, 11,5 cm
PIPETMAN® P: P2, P10,
P20, P100, P200, P1000
Eppendorf Reference®:
0,1-2,5 yL; 0,5-10 pL; 2-
20 uL; 10-100 pL; 20-
200 uL; 100-1000 pL; 500-
2500 pL

Eppendorf Research 500-
5000 pL

Multipette® stream

Easypet 4420

DTX 880 Multimode
Detector

REAX control

Irisschere 11,5 cm, gerade

HS/KS 260 basic

Martin, Tuttlingen, D

VWR International,
Darmstadt, D
Biosan, Riga, LV

Alpha Innotech,
Kasendorf, D
Invitrogen, Oslo, N
Zeiss, Koln, D
Panasonic,
Hamburg, D

Martin, Tuttlingen, D

Applied Biosystems,
Darmstadt, D
Harvard Apparatus,
Holliston, USA
Martin, Tuttlingen, D

Gilson, Middleton,
USA

Eppendorf AG,
Hamburg, D

Eppendorf AG,
Hamburg, D
Eppendorf AG,
Hamburg, D
Eppendorf AG,
Hamburg, D
Beckman Coulter®,
Indianapolis
Heidolph
Instruments,
Schwabach, D
Allgaier Instrumente
GmbH, Tuttlingen, D
IKA®-Werke,
Staufen, D
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Gerat Bezeichnung Hersteller
Spannungsquelle Electrophoresis Power Pharmacia Biotech,
Supply-EPS 300 Uppsala, S
Spannungsquelle SDS-PAGE PowerPac™ Bio-Rad
Universal Power Supply Laboratories,
Minchen, D

Spektralphotometer

NanoDrop 2000c
Spectrophotometer

Thermo Scientific,
Wilmington, USA

Stereomikroskop Olympus SD 30 Mikroskop Olympus
Deutschland GmbH,
Hamburg, D
Tissue Ruptor TissueRuptor (230 V, Qiagen, Valencia,
50/60 Hz) USA
Tissue Ruptor-Aufsatze  Tissue Ruptor Disposable  Qiagen, Valencia,
Probes USA
Waage RET basic IKA, Staufen, D
Waage HL-400 A&D, Griesheim, D
Wasserbad WNB 14 Memmert,
Schwabach, D
Zentrifuge Heraeus Multifuge 4 KR ThermoScientific,
Centrifuge Schwerte, D
Zentrifuge Heraeus Pico 21 ThermoScientific,
Centrifuge Schwerte, D
Zentrifuge Centrifuge 5417 R Eppendorf AG,
Hamburg D

2.3.2 Verbrauchsmaterialien

Die im Rahmen der Experimente bendtigten Verbrauchsmaterialien wurden in

der Tabelle 2.2 zusammengestellt.

Tabelle 2.2: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

96-well-Platte
96-well-Platte
Combitips

Einmalspritze

Einmalspritze

Mikrotestplatte 96-Well,
Flachboden, ohne Deckel

96-Well-PCR-Platte, Semi-

Skirted

Combitips advanced®:
0,1 mL; 0,5 mL
Injekt®: 2 mL, 10 mL

Omnifix®-F 1 mL

Sarstedt, Nimbrecht,
D
Starlab, Hamburg, D

Eppendorf AG,
Hamburg, D

B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, D
B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, D
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Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Folie

Kanule

Kanule
Ligaturfaden
Mullkompressen
Petrischale
Pipettenspitzen mit
Dualfilter

Pipettenspitzen mit
Filter

Pipettenspitzen ohne
Filter
Polyethylenschlauch

Polyethylenschlauch

Probengefal3
Rasierklingen
Reaktionsgefaly

Reaktionsgefalle

Rohrchen

Rohren

Serologische Pipette
Skalpell

Versandgefaly

Opti-Seal Optical
Disposable Adhesive
Sterican® J 0,40x 12 mm
27 G x V5"

Sterican® @ 0,60x 25 mm
23 G x 1"

Seraflex® Seide, USP 5/0,
EP1, nicht resorbierbar
Telacomp®, nicht-steril,
5x 5cm

Petrischale 92x 16 mm
ohne Nocken

ep Dualfilter T.I.P.S. ®

Biosphere® Filter Tips:
0,5-20 L, 2-20 pL, 2-
100 pL, 2-200 pL, 100-
1000 pL
Pipettenspitzen: 20 L,
200 uL, 1000 uL

Fine Bore Polythene
Tubing 0,58 mm ID,
0,96 mm OD

Fine Bore Polythene
Tubing 0,28 mm ID,
0,61 mm OD
Schutzgefal,
Schraubverschluss
Ever-Sharp-Blades

Safe Lock Tubes: 1,5 mL,
2 mL

Reaktionsgefalle
Multiply®-Pro Gefal3
0,5mL, PP
Cellstar®-Tubes 50 mL

Rohre 5 mL, 75x 12 mm,
Polystyrol, mit montiertem
Beluftungsstopfen, steril
Serologische Pipette 5 mL,
10 mL, 50 mL

Sterile Disposable Scalpel
No. 10 20x

Schutzgefal® zum
Transport

BlOplastics,
Landgraaf, NL

B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, D

B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, D
Serag-Wiessner,
Naila, D

Hartmann,
Heidenheim, D
Sarstedt, Niumbrecht,
D

Eppendorf AG,
Hamburg, D
Sarstedt, Niumbrecht,
D

Sarstedt, NUmbrecht,
D
Portex, Kent, UK

Portex, Kent, UK

Engelbrecht,
Edermlnde, A
Apollo Herkenrath,
Solingen, D
Eppendorf AG,
Hamburg, D
Sarstedt, NUmbrecht,
D

Greiner Bio-One,
Frickenhausen, D
Sarstedt, NUmbrecht,
D

Sarstedt, Nimbrecht,
D

Feather®, Osaka,
Japan

Engelbrecht,
Edermunde, A
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Verbrauchsmaterial Bezeichnung Hersteller
Zellsieb Falcon® Cell Strainer BD Biosciences,

100 um Heidelberg, D
2.3.3 kits

Zur Durchfuhrung der Experimente wurden verschiedene kits verwendet

(Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3: kits

kit

Hersteller

Creatinin urinary Colorimetric Assay
Kit

QuantiTect Reverse Transcription Kit
RNeasy Mini Kit

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

Quiagen, Hilden, D
Quiagen, Hilden, D

2.3.4 Chemikalien

Folgende Chemikalien wurden im Rahmen der Experimente verwendet (Tabelle

2.4).

Tabelle 2.4: Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

100 bp DNA Ladder

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Bromphenolblau

bovine serum albumin (BSA)
Collagenase A

Coomassie Brilliant Blue R-250
Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsaure

Ethidiumbromid

Ficoll

Glycerol

Glycin

Isopropanol

Isotonische Kochsalzlésung 0,9 %

New England Biolabs, Frankfurt am
Main, D

Roth, Karlsruhe, D

Biomol, Hamburg, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
VWR International, Darmstadt, D
Roche Applied Science, Mannheim,
D

ICN Biomedicals, Irvine, USA
AppliChem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Roth, Karlsruhe, D

Pharmacia Biotech, Uppsala, S
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Roth, Karlsruhe, D

Fresenius, Bad Homburg, D
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Chemikalie Hersteller

Ketavet® 100 mg/mL Pfizer, Berlin, D
(Ketaminhydrochlorid)

Methanol AppliChem, Darmstadt, D
Orange G Fluka, Buchs, Ch

Power SYBR® Green Master Mix

Prestained Protein Marker, Broad
Range (7-175 kDa)
RNase Away

Rompun® 2 % (20 mg Xylazin/mL)
Rotiphorese

sodium dodecyl sulfate (SDS)
Tetramethylethylendiamin (Temed)
Trisaminomethan (Tris) Base

Tris Hydrogenchlorid (HCI)

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt am
Main, D

Molecular Bio Products, San Diego,
CA

Bayer, Leverkusen, D

Roth, Karlsruhe, D

Biomol, Hamburg, D

Roth, Karlsruhe, D

Biomol, Hamburg, D

Biomol, Hamburg, D

2.3.5 Losungen

Die bendtigten Losungen wurden in der Tabelle 2.5 zusammengefasst.

Tabelle 2.5: Losungen

Losung

Hersteller/Zusammensetzung

4 % gepuffertes Formalin

Mouse Depletion Dynabeads
Coomassie Farbelosung

Coomassie-Fixierlosung
Coomassie-Entfarbeldsung

Orange G 5x

Nephropathologie,
Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorf, D

Invitrogen, Oslo, N

0,303 mM Coomassie Brilliant Blue
R-250

2,47 M Methanol

0,437 M Essigsaure

durch Faltenfilter filtrieren
12,35 M Methanol

1,75 M Essigsaure

9,89 M Methanol

1,75 M Essigsaure

0,25 % Orange G

15 % Ficoll 400

15 % Glycerin
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2.3.6 Puffer

Im Rahmen der Experimente wurden verschiedene Puffer verwendet (Tabelle
2.6).

Tabelle 2.6: Puffer

Puffer Hersteller/Zusammensetzung
phosphate buffered saline (PBS) Biochrom, Berlin, D
(Dulbecco)
Laemmli 2x 0,1 M Tris HCI
0,15 M SDS

2,74 M Glycerol

2,99 mM Bromphenolblau

verwendet als:

100 yL 1M DTT + 900 pL Laemmli

2X
Laufpuffer 10x 239 M Tris Base

1,92 M Glycin

34,7 mM SDS
Sammelgel-Puffer pH 8,8 0,484 M Tris HCI

16,0 mM Tris Base

15,3 mM SDS
Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) 2,00 M Tris Base
50x 1,00 M Essigsaure

50 mM EDTA pH 8
Trenngel-Puffer pH 6,9 0,360 M Tris HCI

1,14 M Tris Base

15,3 mM SDS

2.3.7 Primer

Es wurden verschiedene Primer verwendet, die in den Tabellen 2.7 und 2.8

aufgefuhrt sind.

Tabelle 2.7: QuantiTect Primer Assays

Primer Bezeichnung Hersteller

18s Mm Rps18 1 SG Quiagen, Hilden, D
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Tabelle 2.8: Eigene Primer

Primer Sequenz vorwarts (for) ProduktgroBe/bp
und rickwarts (rev

Col4a2 for: TGC TAC CCG GAG 106
AAA GGA G
rev: CTT TGC GGC CCT
GTAGTCC

Col4a4 for: CTG GCT TGA AGG 69
GAGACCT
rev: CTC CTG CAT CAC
CAG GAAGT

Lama1 for: ACT GTC ACC CTG 154
GAC TTA CGG
rev: GCG GGT CAA ACA
CTC TGT ATC

Lamb1 for: GGT TCG AGG GAA 61
CTGCTCCT
rev: GGC AAATCG TGG
TAG AAATCC
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2.3.8 Softwares

Folgende Softwares wurden verwendet (Tabelle 2.9).

Tabelle 2.9: Softwares

Software Entwickler

GraphPad Prism 6 GraphPad Software, La Jolla, USA
7300 Real Time PCR System Applied Biosystems, Darmstadt, D
AlphaView Alpha Innotech, Kasendorf, D
Multimode Analysis Software Beckman Coulter, Fullerton, USA

2.4 Methoden

2.4.1 Organentnahme

Aufgrund der nachfolgenden Untersuchungen wurde die Operation unter
RNase-freien Bedingungen durchgefuhrt. Zunachst erfolgte eine zervikale
Dislokation mit Durchtrennung des Riuckenmarks. Anschlielend konnten die

Maus prapariert und die Organe entnommen werden.

Der Bauchraum wurde median erdffnet durch einen Schnitt auf Héhe der Blase.
Der Schnitt wurde kranial bis unmittelbar unterhalb des Processus xiphoideus
fortgesetzt. Seitliche Entlastungsschnitte ermdoglichten, dass die Muskulatur

nach auf’en geklappt und mit Klemmen befestigt werden konnte.

Die Blase wurde an dieser Stelle punktiert, um den Urin spater auf eine
Proteinurie zu untersuchen. Unmittelbar danach wurde der Urin bei 111 xg
zentrifugiert, um potenzielle Verunreinigungen durch Blutbestandteile zu
entfernen. Der Urin wurde bei —80 °C aufbewahrt.

Um die Nieren, die Aorta und die zu- und abflhrenden Gefale freizulegen,
wurde das Mesenterium zur rechten Seite verlagert. Die Aorta wurde
freiprapariert und folgende Ligaturen wurden vorbereitet: suprarenal um die

Aorta, um die dazwischenliegenden hepatischen und mesenterialen Abgange,
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um die rechten Nierengefalle und um die infrarenale Aorta. Die kraniale Ligatur
um die Aorta wurde nun zugezogen, um den Blutfluss zu unterbinden. Danach
wurde die Aorta infrarenal inzidiert und ein Polyethylenschlauch mit einem
Innendurchmesser von 0,28 mm eingeflhrt. Der Polyethylenschlauch wurde
unmittelbar vorher entliftet, um Luftembolien in der Niere zu vermeiden. Uber
den Schlauch wurden die Nieren nun Uber einen Perfusor mit 5 mL 4 °C kaltem
PBS perfundiert bei einer Laufrate von 1,5 mL/min. Bei richtiger Lage des
Schlauches entfarbten sich die Nieren und der Schlauch konnte nun mit der
vorbereiteten Ligatur fixiert werden. Die Ligatur um die hepatischen und
mesenterialen GefalRe wurde ebenfalls zugezogen. Um den Abfluss aus dem

perfundierten Gebiet zu ermdglichen, wurde die Vena renalis sinistra punktiert.

Nach der Perfusion wurde die Ligatur um die rechten Nierengefalle zugezogen.
So konnte die linke Niere separat mit einer Dynabead-Lésung perfundiert
werden, um anschlieBend die Glomeruli zu isolieren. Nach der zweiten
Perfusion wurden die Kapseln der Nieren entfernt und die Gefalle sowie
Ureteren am Nierenhilus abgetrennt. Die Nieren konnten nun entnommen
werden. Die rechte Niere wurde in einer Fixierlosung mit 4 % gepuffertem

Formalin bei 4 °C gelagert. Aus der linken Niere wurden die Glomeruli isoliert.

2.4.2 Licht- und Elektronenmikroskopie

Die rechte Niere wurde an die Nephropathologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf zur licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchung

verschickt.

2.4.3 Isolation der Glomeruli

Um spater die glomerulare RNA zu untersuchen, wurden die Glomeruli aus der
jeweils linken Niere der Mause isoliert. Aufgrund der nachfolgenden
Untersuchungen wurden alle Schritte unter RNase-freien Bedingungen
durchgefiihrt. Die linke Niere wurde vor der Organentnahme mit 5 mL einer
4 °C kalten Dynabead-Loésung (150 uL Dynabeads in 5 mL PBS) perfundiert.

Dynabeads sind ferromagnetische Partikel mit einem Durchmesser von 4-5 um
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und bleiben aufgrund ihrer GréRe bei der Perfusion in den Kapillaren der

Glomeruli hangen.

Nach der Organentnahme wurde die Niere in einer Petrischale mit einer
Rasierklinge zerhackt. Die daraus entstehenden Stlicke sollten moglichst klein
sein, um optimale Bedingungen fir den anschlie®enden Verdau zu schaffen.
Die Nierenstiicke wurden in ein 2-mL-Eppendorf-Gefald mit 1 mL Collagenase A

(1,5 mg/mL) tberflhrt und fir 30 min bei 37 °C in einem Wasserbad verdaut.

Danach wurden die Proben auf ein 100-um-Zellsieb gegeben, unter welchem
sich ein Auffanggefald befand. Mit einem RNase-freien Spritzenstempel wurden
die Proben durch das Zellsieb gedrickt. Das Zellsieb wurde mehrfach mit
5-10 mL 4 °C kaltem PBS gewaschen. Danach wurde die aufgefangene Lésung
auf ein neues 100-um-Zellsieb gegeben und mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Proben bei einer Temperatur von 4 °C und einer

Beschleunigung von 541 x g fur 5 min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde entfernt. Zu dem Pellet wurden 1,5 mL PBS gegeben und
beides wurde miteinander vermischt. Mit einem Magneten konnten die
Glomeruli an einer Seite gesammelt werden und der Uberstand erneut entfernt
werden. Dieser Waschschritt wurde mehrfach wiederholt, bis unter dem
Mikroskop uber 90 % des Gewebes als Glomeruli erkennbar waren. Die
Glomeruli wurden dann in 300 uL RLT-Puffer bei =20 °C gelagert.

2.4.4 Albumin-Kreatinin-Ratio (ACR)

Mit der ACR lasst sich eine Albuminurie quantifizieren. Sie wird berechnet
anhand der Konzentrationen von Albumin und Kreatinin im Urin. Da Kreatinin
mit einer verhaltnismafig konstanten Rate Uber den Urin ausgeschieden wird,
ist die Kreatininkonzentration im Urin ein Indikator fur die Verdlinnung des

Urins.

Die Urinproben wurden zur Bestimmung der Albuminkonzentration zu CellTrend

nach Luckenwalde versandt.
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Die Kreatininkonzentration im Urin wurde mit dem Creatinin urinary Colorimetric
Assay Kit von Cayman Chemicals bestimmt. Es wurden die Angaben des
Herstellers befolgt. Das Verfahren basiert auf der Jaffé-Reaktion. Bei der
Reaktion von Kreatinin und Pikrinsaure im alkalischen Milieu entsteht eine gelb-
bis orangefarbene Losung. Im sauren Milieu entfarbt sich die Lésung wieder.

Die Differenz der Farbintensitat korreliert mit der Kreatininkonzentration.

Zu Beginn wurde eine Kreatininstandardreihne  hergestellt.  Die
Kreatininstammldsung (Creatinin Standard) mit einer Konzentration von
20 mg/dL wurde dafur mit high performance liquid chromatography (HPLC)-
Wasser verdinnt, sodass man Standards mit den folgenden Konzentrationen
erhielt: 0 mg/dL (Standard A), 2 mg/dl, 4 mg/dL, 6 mg/dL, 8 mg/dL, 10 mg/dL,
12 mg/dL und 15 mg/dL (Standard B-H). Anhand dieser Standards konnte
spater eine Ausgleichsgerade ermittelt werden. Urinproben mit einer
Konzentration Uber 15 mg/dL wurden mit HPLC-Wasser verdinnt. Danach
wurde eine alkalische Pikrinsdureldsung (Alkaline Picrate Solution) hergestellt.
Dafur wurden je Probe 13,89 yL Natriumborat (Creatinine Sodium Borate) mit
41,67 pL Surfactant (Creatinine Surfactant), 69,44 uL des Indikators (Creatinine
Color Reagent) und 25 pL Natriumhydroxid (Creatinine Sodium Hydroxide)
vermengt. Der Indikator enthalt Pikrinsaure. Das alkalische Milieu, das fur die
Farbreaktion essenziell ist, wird durch Natriumhydroxid hergestellt. Surfactant
und Natriumborat reduzieren Interferenzen mit Proteinen und Kohlenhydraten

bei der Absorptionsmessung.

15 pL der Urinproben bzw. Standards wurden in jeweils doppeltem Ansatz auf
eine 96-well-Platte pipettiert. Dann wurden jeweils 150 yL der alkalischen
Pikrinsdurelosung zu den Urinproben bzw. Standards hinzugefugt. Die Platte
wurde abgedeckt und fur 10 min auf einen Schuttler gestellt. Dann wurde zum
ersten Mal die initiale Absorption (Ai) bei einer Wellenlange von 490-500 nm
bestimmt. Die Absorption wurde mit einem Plattenreader gemessen.
Anschlieend wurden 5 pL der Saurelésung (Creatinine Acid Solution)

hinzugefligt. Dadurch entstand nun ein saures Milieu. Die Proben wurden
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wieder abgedeckt und fur 20 min auf dem Schuttler inkubiert. Danach wurde die

finale Absorption (As) bei einer Wellenlange von 490-500 nm gemessen.

Die Kreatininkonzentration konnte dann wie folgt berechnet werden:

A -
¢ (Kreatinin) = Za 7V K
m
Aa:  adjustierte Absorption A, = A, — A.(Standard A)
Ac:  korrigierte Absorption A. = A — Ay

C Konzentration

m Steigung

K: Verdinnungskoeffizient
y

y-Achsenabschnitt

Aus der adjustierten Absorption der Standards wurde mittels linearer
Regression eine Ausgleichsgerade ermittelt. Die Steigung und der vy-

Achsenabschnitt konnten aus der Ausgleichsgeraden bestimmt werden.

Aus den Albumin- und Kreatininkonzentrationen konnte dann die ACR wie folgt

bestimmt werden:

ACR[ mg ] _ ¢ (Albumin)

g Kreatininl ~— ¢ (Kreatinin)

2.4.5 Coomassie-Gel

Die Coomassie-Farbung stellt ein weiteres Verfahren dar, den Proteingehalt im
Urin von den GLEPP1-knockout- und Wildtyp-Mausen zu vergleichen. Der Urin
wurde hierfir mit Laemmli 2x + DTT im Verhaltnis 1:1 gemischt und
anschlieend bei 95°C fir 5min gekocht. Bei 95°C werden die
Wasserstoffbriickenbindungen aufgebrochen und durch das DTT im Laemmli
werden die Disulfidbriicken reduziert, sodass die Proteine in denaturierter Form

vorliegen.
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Mit der sodium dodecyl! sulfate polyacrylamid gel elektrophoresis (SDS-PAGE)
werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Zunachst wurde ein
10%iges SDS-Gel fur die Elektrophorese hergestellt. Die Herstellung des Gels
basiert auf radikalischer Polymerisation. Acrylamid polymerisiert nach Zugabe
des Radikalstarters APS und des Katalysators Temed. Bisacrylamid fuhrt zur
Quervernetzung der Acrylamid-Polymere, sodass eine Art dreidimensionales
Gitter entsteht, durch welches die Proteine wahrend der Gelelektrophorese
wandern. Das SDS innerhalb des Gels gleicht die Eigenladung der Proteine
aus. Somit werden die Proteine wahrend der Gelelektrophorese lediglich nach

ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.

In einer Elektrophoresevorrichtung wurde zuerst ein Trenngel gegossen und mit
Isopropanol beschichtet, damit keine Luftblasen entstanden. Fur das Trenngel
wurden 3 mL Rotiphorese, 1,5 mL Wasser, 4,5 mL Trenngel-Puffer, 90 pL
10%iges APS und 15 pL Temed verwendet. Die Rotiphorese enthalt Acrylamid
und Bisacrylamid. Sobald das Trenngel fest war, wurde das Isopropanol
entfernt. Danach wurde das Sammelgel gegossen. Fur das Sammelgel wurden
0,535 mL Rotiphorese, 1,135 mL Wasser, 1,665 mL Sammelgel-Puffer, 40 yL
10%iges APS und 5 uL Temed verwendet. In das noch flissige Sammelgel

wurde ein Kamm eingefuhrt fur die spateren Taschen des Gels.

Fir die Elektrophorese wurden die Taschen des Gels mit jeweils 15 yL der zu-
vor mit Laemmli 2x + DTT versetzten Urinprobe beladen. Als GroRenmarker
wurde der Prestained Protein Marker von New England Biolabs verwendet. Als
Standards wurden 0,1mg, 0,5mg und 1mg BSA eingesetzt. Der
Laufpuffer 10x wurde 1:10 mit destilliertem Wasser verdunnt eingesetzt. Nun
wurde erst eine Spannung von 70V fur 30 min angelegt. In dieser Zeit
wanderten die Proben bei einem pH-Wert von 6,9 durch das Sammelgel und
wurden so konzentriert. Danach wanderten die Proben bei einer Stromstarke
von 20 mA fir 120 min durch das Trenngel bei einem pH-Wert von 8,8. In
dieser Phase wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt,

sodass die kleinsten Proteine am schnellsten durch das Gel wanderten.
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Das Gel wurde nach der Elektrophorese mit einer Coomassie-Lésung ange-
farbt, um die Proteinbanden sichtbar zu machen. Dazu wurde das Gel fir
10 min in einer Fixierlédsung auf einem Schittler inkubiert. Die Fixierlésung ent-
hielt methanolische Essigsaure, welche die Proteine im Gel fixierte. Danach
wurde das Gel fir 5-10 min ebenfalls auf einem Schittler in eine Farbelésung
gelegt. Die Farbeldsung enthielt u. a. Coomassie Brilliant Blue R-250, welches
sich an die basischen und aromatischen Seitenketten von Aminosauren
anlagert und so Proteine anfarben kann. Da der Farbstoff jedoch das gesamte
Gel blau farbt, wurde das Gel funf Mal fur 20 min in Wasser gewaschen und
Uber Nacht in eine Entfarbelésung auf einem Schuttler gelegt. So blieben
lediglich die Proteinbanden blau gefarbt. Zum Schluss wurde bei weilem Licht
mit einem imager ein Foto aufgenommen. Je mehr von einem Protein mit dem
Urin ausgeschieden wird, desto ausgepragter ist die jeweilige Proteinbande.

Die Lauffront stellt hierbei ein Mal3 fur die Konzentrierung des Urins dar.

2.4.6 Molekulargenetische Methoden

2.4.6.1 RNA-Isolation aus Glomeruli

Die RNA wurde aus den Glomeruli mit dem RNeasy Mini-Kit von Quiagen
isoliert. Nach der Isolierung der Glomeruli wurden diese in 300 uL RLT-Puffer
bei —20 °C gelagert. Dem RLT-Puffer wurde zuvor B-Mercaptoethanol (10 pyL
pro 1mL RLT) =zugefugt. In dem RLT-Puffer lysierte das Gewebe.
Guanidinisothiozyanat ist Bestandteil des RLT-Puffers und denaturiert
zusammen mit B-Mercaptoethanol Proteine. Dadurch werden die aulerst

stabilen RNasen, die bei der Lyse der Zellen freigesetzt werden, inaktiviert.

Die RNA wurde bei Raumtemperatur an einem speziell gereinigten RNA-
Arbeitsplatz isoliert, um Kontaminationen zu vermeiden. Zunachst wurde jeweils
das Lysat der Glomeruli einer Niere in eine sterile Réhre Uberfuhrt und mit
einem Tissue Ruptor bei maximaler Geschwindigkeit homogenisiert. Danach
wurde das Lysat wieder in ein 2-mL-Eppendorf-Gefaly tUberfihrt und fir 3 min

bei maximaler Beschleunigung von 21.100 x g zentrifugiert. Der Uberstand
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wurde dann auf eine genomische DNA (gDNA)-Saule gegeben und fur 15 s bei
8000 x g zentrifugiert. Die gDNA-Saule bindet die gDNA und eliminiert sie so
aus der Flussigkeit. Die gDNA-Saule wurde verworfen. Zur aufgefangenen
Flussigkeit wurde nun die gleiche Menge an 70%igem Ethanol dazugegeben

und beides wurde miteinander vermischt.

Das Gemisch wurde nun auf eine RNA-Saule gegeben. Die RNA-Saule hat
eine Silika-Membran, welche bis zu 100 ug RNA bindet. Ethanol bewirkt, dass
sich zwischen den Hydroxid-Molekllen der Silika-Membran und den RNA-
Molekulen Wasserstoffbrickenbindungen ausbilden, und verstarkt somit die
Bindung der RNA an die Membran. Das Gemisch wurde nun in der RNA-Saule
fur 15s bei 8000 x g zentrifugiert. Die aufgefangene Flussigkeit wurde
verworfen. Auf die RNA-Saule wurden nun 350 uL RW1-Puffer gegeben. RW1-
Puffer ist ein Waschpuffer, der hauptsachlich Proteine, Kohlenhydrate und
Fettsduren entfernt. Die RNA-Saule wurde erneut fur 15s bei 8000 x g

zentrifugiert und die aufgefangene Flussigkeit wurde verworfen.

Danach wurde die RNA mit DNase behandelt. Hierzu wurden je Probe 10 L
DNase | mit 70 yL RDD-Puffer vermengt und 75 uL des Gemisches auf die
RNA-Saule gegeben. Durch die DNase kann potentiell vorhandene DNA

verdaut werden. Der DNA-Verdau dauerte 15 min.

Danach wurde die RNA erneut mit 350 yL RW1-Puffer gewaschen, bei 8000 x g
fur 15 s zentrifugiert und die aufgefangene Flissigkeit verworfen. Nun wurden
500 L RPE-Puffer auf die RNA-Saule gegeben. RPE-Puffer ist ebenfalls ein
Waschpuffer, der insbesondere Salzreste entfernt, die durch die Behandlung
mit vorherigen Waschpuffern unspezifisch an die Membran gebunden sind. Die
RNA-Saule wurde fir 15s bei 8000 x g zentrifugiert und die aufgefangene
Flussigkeit verworfen. Danach wurde die RNA ein weiteres Mal mit 500 pL
RPE-Puffer gewaschen und bei 8000 x g fir 15 s zentrifugiert. Es wurde ein

weiteres Mal bei maximaler Beschleunigung flr 2 min zentrifugiert.
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Die Saule wurde in ein 1,5-mL-Eppendorf-Gefaly tberfihrt. Es wurden 50 uL
RNase-freies Wasser auf die RNA-Saule gegeben. Dann wurde fir 1 min bei
8000 x g zentrifugiert, um die RNA zu eluieren und im Eppendorf-Gefal

aufzufangen.

2.4.6.2 RNA-Konzentrationsmessung

Die RNA-Konzentration wurde mit dem NanoDrop 2000c Spectrophotometer
von Thermo Scientific bestimmt. Hierbei wird die Absorption (A) von Licht durch
eine absorbierende Substanz gemessen, die nach dem Lambert-Beerschen
Gesetz proportional zur Konzentration der absorbierenden Substanz ist. Das
Absorptionsmaximum flr RNA liegt bei 260 nm. Somit kann bei Licht mit einer
Wellenlange von 260 nm die RNA-Konzentration bestimmt werden. Das
NanoDrop Spectrophotometer misst weiterhin die Absorption von Licht in einem
Bereich von 220 bis 350 nm. Dadurch kann zusatzlich die Reinheit der RNA
Uberprift werden. Proteine weisen ein Absorptionsmaximum bei 280 nm auf
und Kohlenhydrate bei 230 nm. Ein Verhaltnis von A260/A280 und von
A260/A230 Uber jeweils 2,0 spricht gegen eine Kontamination durch Proteine

oder Kohlenhydrate.

2.4.6.3 Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wird die gewonnene RNA in complementary
DNA (cDNA) umgeschrieben. Fur diesen Prozess wurde das QuantiTect

Reverse Transcription Kit der Firma Quiagen verwendet.

Zunachst wurde die RNA mit einem gDNA Wipeout Buffer (7x) behandelt, um
potenziell vorhandene gDNA zu eliminieren. Dafur wurden 10 yL RNA mit 2 pL
gDNA Wipeout Buffer (7x) und 2 uL RNase-freiem Wasser versetzt und fir
3 min bei 42 °C inkubiert. Da die Konzentration der RNA 750 ng/pL nicht
Uberschritt, konnte die RNA unverdunnt eingesetzt werden. Nach der
Inkubationszeit von 3 min wurde das Gemisch sofort auf Eis gestellt, um eine

RNA-Degradierung zu verhindern. Von dem Gemisch wurden nun 0,5 uL
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entnommen, um spater den gDNA-Verdau mittels einer Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) zu Uberprufen.

AnschlielRend erfolgte die eigentliche Reverse Transkription. Der Rest des
Gemischs wurde mit 0,5 uL RNase-freiem Wasser, 1 uL Quantiscript Reverse
Transcriptase, 4 yL Quantiscript RT Buffer (5x) und 1 pL RT Primer Mix
versetzt. Quantiscript Reverse Transcriptase enthdlt sowohl das Enzym
Reverse Transkriptase als auch einen RNase-Inhibitor. In dem Quantiscript RT
Buffer sind Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) enthalten. Das Gemisch
wurde fur 25 min bei 42 °C inkubiert. Die Primer aus dem RT Primer Mix lagern
sich nun an die RNA an und die Reverse Transkriptase kann die cDNA

synthetisieren.

Die Reverse Transkriptase hat drei Funktionen. Zum einen fungiert sie als eine
RNA-abhangige DNA-Polymerase. Sie nutzt die RNA als Matrix und
synthetisiert einen dazu komplementaren DNA-Strang unter Verwendung der
dNTPs. Dadurch entsteht ein RNA-DNA-Hybrid. Zum anderen verfligt die
Reverse Transkriptase Uber eine Exoribonukleaseaktivitat. Dadurch kann sie
das RNA-DNA-Hybrid hydrolysieren, sodass der RNA- und DNA-Strang einzeln
vorliegen. Zum Schluss verfugt die Reverse Transkriptase noch uber die
Aktivitat einer DNA-abhangigen DNA-Polymerase. Diese nutzt nun den DNA-
Einzelstrang als Matrix und synthetisiert einen dazu komplementaren DNA-
Strang. Die daraus entstandene doppelstrangige DNA ist die cDNA, die nun far

die PCR verwendet werden kann.

Nach einer Inkubationszeit von 25 min wurde das Gemisch fiir 3 min bei 95 °C

inkubiert, um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren.

Um eine Kontamination mit gDNA auszuschlieen, wurde mithilfe eines Primers
fur die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) eine Kontroll-
PCR mit 40 Zyklen durchgefihrt. GAPDH ist ein housekeeping-Gen, wird also

ubiquitar exprimiert. Als Proben wurden die RNA aus der RNA-Isolation, die
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RNA nach Behandlung mit dem gDNA Wipeout Buffer und die cDNA

verwendet.
2.4.6.4 PCR

Bei der PCR wird eine spezifische Zielsequenz der DNA amplifiziert. Zuerst
wurde bei 4 °C eine Gesamtmischung fir alle Proben hergestellt. Diese
beinhaltete je Probe 16,78 uL HPLC-Wasser, 2 yL PCR Buffer (10x), 0,4 yL
dNTPs, je 0,1 uL Primer (vor- und rickwarts) und 0,12 uyL HotStarTaq DNA-
Polymerase (Quiagen). 19,5 uL der Gesamtmischung wurden jeweils mit 0,5 pL
Probe in einem 0,5 mL PCR-Réhrchen gemischt. Diese durchliefen im

Thermocycler folgendes Programm:

95 °C 15 min
2. 95 °C 30s

58 °C 30s

72 °C 30s
3. 72 °C 5 min

Im ersten Schritt wurden die Proben bei 95 °C fir 15 min inkubiert. Dieser

Schritt war erforderlich, um die DNA-Polymerase zu aktivieren.

Der zweite Schritt bestand aus drei Zwischenschritten: Denaturierung,
annealing und Elongation. Bei 95 °C werden die Wasserstoffbrickenbindungen
zwischen den Einzelstrangen aufgebrochen, die DNA wird also denaturiert. Bei
58 °C kommt es zur Primer-Hybridisierung, d. h. die Primer binden spezifisch
an die komplementaren Nukleotidsequenzen der DNA. Dieser Vorgang wird
auch als annealing bezeichnet. Bei 72 °C wird dann die optimale Temperatur
fur die DNA-Polymerase erreicht. Die DNA-Polymerase nutzt den DNA-Strang
als Matrix und synthetisiert einen dazu komplementaren DNA-Strang unter

Verbrauch der dNTPs. Der gesamte zweite Schritt wurde 39-mal wiederholt.

Im dritten Schritt folgte dann eine verlangerte Synthesephase von 5 min bei

72 °C. Danach wurden die Proben automatisch auf 4 °C heruntergekuhlt.



2 Material und Methoden 32

Im Anschluss wurden die Produkte elektrophoretisch aufgetrennt.

2.4.6.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht es, die DNA-Produkte nach ihrer
Grolde aufzutrennen. Hierfur wurden Agarose-Gele mit einer Konzentration von
1,5-2 % gewahlt. Die Agarose wurde in TAE-Puffer 1x aufgekocht, bis sich das
Pulver gelost hatte, und Ethidiumbromid (4 Tropfen auf 100 mL) wurde
hinzugeflgt. AnschlieRend wurde die Agarose-Lésung auf einen Geltrager

gegossen.

Die PCR-Produkte wurden mit 4 yL Orange G 20x, einem Farbstoff, versetzt.
Als Grolkenmarker wurde der Basenpaarmarker 100 bp DNA Ladder von New

England Biolabs verwendet.

FUr die Elektrophorese wurde TAE-Puffer 1x als Laufpuffer verwendet. Bei einer
Spannung von 90V wurden die PCR-Produkte nun der Grof3e nach
aufgetrennt. Nach der Auftrennung wurden die Produkte unter UV-Licht in
einem imager sichtbar gemacht. Unter UV-Beleuchtung wird Ethidiumbromid
angeregt und emittiert Lichtstrahlen. Da es zwischen den Basen der DNA
interkaliert, verandert sich das Absorptionsspektrum. Die fluoreszierende
Wirkung wird verstarkt. Somit konnen die DNA-Produkte visuell dargestellt

werden.

2.4.6.6 Quantitative PCR (real-time-PCR)

2.4.6.6.1 Gradienten-PCR

Mit der Gradienten-PCR wird die optimale Temperatur fur das annealing der
Primer ermittelt. Dadurch wird verhindert, dass die Primer unspezifisch durch
eine zu niedrige Temperatur oder gar nicht durch eine zu hohe Temperatur
binden. Die PCR lief wie in Kapitel 2.4.6.4 beschrieben ab. Zusatzlich wurde ein
Gradient von 58 °C £ 5 °C fur die annealing-Phase eingestellt, sodass die

Proben unterschiedliche annealing-Temperaturen durchliefen. Anschliel3end
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wurden die Proben auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und

anhand dessen die optimale annealing-Temperatur ausgewahlt.

2.4.6.6.2 Schmelzkurvenanalyse

Bei der Schmelzkurvenanalyse wird die optimale Temperatur fir die
Fluoreszenzmessung bei der real-time-PCR  ermittelt, um  eine
Fluoreszenzverstarkung durch unspezifische Produkte wie z. B. Primer-Dimere
zu verhindern. Dazu wurde nach der PCR die Temperatur kontinuierlich von
60 °C auf 95 °C erhoht und gleichzeitig die Fluoreszenz gemessen. Wenn die
spezifische Schmelztemperatur einer DNA-Sequenz erreicht wird, dissoziieren
die DNA-Strange in Einzelstrange. Dadurch wird der Fluoreszenzfarbstoff
wieder abgegeben. In der Messung nimmt dann das Fluoreszenzsignal ab. Da
die Zielsequenz wesentlich langer ist als die Sequenz der Primer-Dimere und
somit eine hdohere Schmelztemperatur aufweist, konnen die PCR-Produkte so
voneinander unterschieden werden. Somit kann die Temperatur der
Fluoreszenzmessung an die Schmelztemperatur der Zielsequenz angepasst

werden.

2.4.6.6.3 Quantitative real-time-PCR

Bei der quantitativen real-time-PCR wird wie bei der ursprunglichen PCR eine
spezifische Zielsequenz der DNA (Zielgen) amplifiziert und anschlieRend
quantifiziert. Fur die real-time-PCR wurde der Power SYBR® Green PCR
Master Mix verwendet. Dieser enthalt u. a. einen Fluoreszenzfarbstoff, eine
Taqg-Polymerase und dNTPs. Der Fluoreszenzfarbstoff interkaliert zwischen den
Basen der DNA, wodurch das Fluoreszenzsignal verstarkt wird. Dies ermoglicht
eine Quantifizierung der amplifizierten DNA, da es durch die Zunahme der DNA

zur Fluoreszenzverstarkung kommt.

Zu Beginn wurde bei 4 °C eine Gesamtmischung hergestellt aus 8,5 yL HPLC-
Wasser, 10 yL des Power SYBR® Green PCR Master Mixes und je 0,25 uL der
Primer (vor- und ruckwarts). Fur die real-time-PCR wurden 96-well-Platten

verwendet. 19 yL der Gesamtmischung wurden mit jeweils 1 yL der Probe



2 Material und Methoden 34

gemischt. Die Proben wurden doppelt angesetzt. Danach wurde die Platte mit
einer Folie abgeklebt und kurz anzentrifugiert. Mit dem 7300 System von

Applied Biosystems konnte dann die real-time-PCR durchgefihrt werden.

Die Proben durchliefen das gleiche Protokoll wie bei der PCR, allerdings wurde
fur die annealing-Phase die vorher bestimmte Temperatur eingestellt. Nach
jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz bei der fur die Zielsequenz spezifischen
Temperatur gemessen. Aus den Fluoreszenzsignalen wurde ein Graph erstellt.
Aus diesem Graphen konnte dann der Zyklus ermittelt werden, in welchem das
Fluoreszenzsignal am starksten zunahm. Dieser Zyklus wird als cycle threshold
(Ct) bezeichnet.

Als housekeeping-Gen wurde 18s verwendet. Da dieses Gen in allen Zellen

exprimiert wird, dient es als Referenzwert.

Die relative Expression (E) fur ein bestimmtes Zielgen bei einem Versuchstier

wurde dann wie folgt ermittelt:

— »AACt
EZielgen =2

AACt = Ctmax,Zielgen - (CtZielgen + ACthouskeeping—Gen)

ACthousekeeping—Gen = Ctmax,housekeeping—Gen - Cthouskeeping—Gen
Ctmax: hochster Ct-Wert fur ein Gen unter allen Versuchstieren

Fur die statistische Auswertung wurde die relative Expression des Zielgens
eines Versuchstieres jeweils auf den Mittelwert der relativen Expression des
Zielgens innerhalb der Kontrollgruppe bezogen. Die Kontrollgruppe setzte sich
aus den Wildtyp-Mausen zusammen. Aus der relativen Expression des Zielgens
fur ein Versuchstier und dem Mittelwert aus der Kontrollgruppe konnte dann ein
Quotient (Ratio) gebildet werden, anhand dessen die Daten ausgewertet

wurden:
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EZielgen

Ratio =
MW (EZielgen,Kontrolle)

MW: Mittelwert

2.4.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. med. Eva
Kdénigshausen. Zur statistischen Auswertung wurde die GraphPad Prism
Software verwendet. Die Stichprobenanzahl je Gruppe wurde unter n
angegeben. Es wurden Mittelwert, Standardfehler und Median bestimmt. Die
Verteilung des Stichprobenumfangs wurde mit dem D'Agostino-Pearson-Test
Uberpruft. Die statistische Signifikanz der Ergebnisse wurde je nach Verteilung
mithilfe des Mann-Whitney-U- oder t-Tests ermittelt. Als statistisch signifikant

wurden Irrtumswahrscheinlichkeiten von p < 0,05 angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Proteinausscheidung im Urin von GLEPP1-knockout-Mausen

Um zu untersuchen, ob eine Defizienz von GLEPP1 zu einer Albuminurie fuhrt,
wurde die Albuminausscheidung von GLEPP1-knockout-Mausen naher
betrachtet. Albumin ist das Leitprotein der glomerularen Proteinurie. Aus
diesem Grund wurde die ACR im Urin von vier und zehn Monate alten,
mannlichen GLEPP1-knockout-Mausen bestimmt. Zur Kontrollgruppe zahlten

mannliche Wildtyp-Mause im gleichen Alter.

Zusatzlich wurden aus jeder Altersgruppe der GLEPP1-knockout- und Wildtyp-
Mause exemplarisch Mausurine ausgewahlt und anhand dieser Coomassie-
Gele angefertigt. Hierbei wurden auch sechs Monate alte GLEPP1-knockout-
und Wildtyp-Mause untersucht. Das Coomassie-Gel der Altersgruppe sechs
Monate wurde in Kooperation mit Frau Dr. med. Eva Konigshausen erstellt.
Mithilfe der Coomassie-Gele konnte die Albuminurie in einem semiquantitativen

Verfahren bestatigt werden.
Nachfolgend sind jeweils die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

3.1.1 Zeitpunkt vier Monate

Innerhalb der Altersgruppe von vier Monaten wurde die ACR aus dem Urin von
elf Wildtyp- und neun GLEPP1-knockout-Mausen bestimmt (Abb. 3.1). Die
Wildtyp-Mause schieden 61,42 £ 14,40 mg Albumin pro Gramm Kreatinin aus.
Die GLEPP1-knockout-Mause schieden 81,73 £ 16,10 mg Albumin pro Gramm
Kreatinin aus. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der ACR
der GLEPP1-knockout- und Wildtyp-Mause (p > 0,05; Mann-Whitney-U-Test).

Im Coomassie-Gel wurde der Urin von jeweils vier Wildtyp- und GLEPP1-
knockout-Mausen miteinander verglichen (Abb. 3.2). Auch hier unterschied sich

die Albuminausscheidung beider Gruppen nicht.
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Die Versuche wurden eigenstandig von mir durchgefuhrt. Die Daten wurden
bereits in der Dissertation von Herrn Dr. med. Christian Weigel verdffentlicht

(Weigel, 2018).
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Abb. 3.1: ACR zum Zeitpunkt von vier
Monaten. Die ACR wurde in mg/g
Kreatinin angegeben. Links dargestellt ist
die Wildtyp-Gruppe (WT) mit n=11.
Rechts dargestellt ist die GLEPP1-
knockout-Gruppe  (KO) mit  n=9.
Abgebildet sind jeweils die Mittel-
werte + Standardfehler. Es lagen keine
signifikanten Unterschiede vor
(ns: p > 0,05; Mann-Whitney-U-Test).

Der Versuch wurde eigenstéandig von mir
durchgefihrt. Die Abbildung wurde
bereits in der Dissertation von Herrn Dr.
med. Christian Weigel verdffentlicht
(Weigel, 2018).

3.1.2 Zeitpunkt sechs Monate

Abb. 3.2: Coomassie-Gel zum Zeitpunkt von
vier Monaten. Links dargestellt ist der BSA-
Standard in den Mengen 0,1 ug, 0,5 ug und
1pg und darauffolgend unter M der
Proteinmarker. Unter WT ist die Wildtyp-
Gruppe (n=4) und unter KO die GLEPP1-
knockout-Gruppe (n=4) dargestellt. Bei 69 kDa
findet sich die Albuminbande. Unten erkennbar
ist die Lauffront. Die Lauffront ist ein Maf} fur
die Konzentrierung des Urins.

Der Versuch wurde eigensténdig von mir
durchgefiihrt. Die Abbildung wurde bereits in
der Dissertation von Herrn Dr. med. Christian
Weigel verdffentlicht (Weigel, 2018).

Im folgenden Coomassie-Gel ist der Urin von jeweils drei sechs Monate alten
Wildtyp- und GLEPP1-knockout-Mausen dargestellt (Abb. 3.3). Die Lauffront

legt dar, dass keine relevanten Unterschiede bezuglich der Konzentrierung des
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Urins vorlagen. Die Albuminbande bei 69 kDa hingegen ist sichtbar starker bei
den GLEPP1-knockout-Mausen ausgepragt, was eine Albuminurie vermuten

lasst.

Der Versuch wurde in Kooperation mit Frau Dr. med. Eva Konigshausen
durchgeflihrt. Die Daten wurden bereits in der Dissertation von Herrn Dr. med.
Christian Weigel veroffentlicht (Weigel, 2018).
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Der Versuch wurde von mir in
Kooperation mit Frau Dr. med. Eva
Koénigshausen durchgefihrt. Die Daten
wurden bereits in der Dissertation von
Herrn Dr. med. Christian Weigel
publiziert (Weigel, 2018).

3.1.3 Zeitpunkt zehn Monate

Innerhalb der Altersgruppe von zehn Monaten wurde die ACR aus dem Urin
von 18 Wildtyp- und 13 GLEPP1-knockout-Mausen bestimmt (Abb. 3.4). Die
ACR der Wildtyp-Mause lag bei 59,83 £ 12,73 mg/g Kreatinin. Die ACR der
GLEPP1-knockout-Mause lag bei 95,01 £ 24,71 mg/g Kreatinin. Die GLEPP1-
knockout-Mause schieden signifikant mehr Albumin pro Gramm Kreatinin aus
als die Wildtyp-Mause (p < 0,05; Mann-Whitney-U-Test). Die ACR der GLEPP1-

knockout-Mause entsprach einer Mikroalbuminurie.



3 Ergebnisse 39

Fir das Coomassie-Gel wurde der Urin von funf Wildtyp- und sechs GLEPP1-
knockout-Mausen ausgewahlt (Abb. 3.5). Auch hier war die Albuminmenge im
Urin der GLEPP1-knockout-Mause nachweislich groRer als im Urin der Wildtyp-

Mause.

Die Versuche wurden eigenstandig von mir durchgeflihrt. Die Ergebnisse sind

bereits in der Dissertation von Herrn Dr. med. Christian Weigel publiziert

worden (Weigel, 2018).
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Abb. 3.4: ACR zum Zeitpunkt von zehn
Monaten. Die ACR wurde in mg/g
Kreatinin angegeben. Links dargestellt ist
die Wildtyp-Gruppe (WT) mit n=18.
Rechts dargestellt ist die GLEPP1-
knockout-Gruppe  (KO) mit n=13.
Abgebildet sind jeweils die Mittel-
werte + Standardfehler. Die GLEPP1-
knockout-Gruppe weist signifikant hdhere
ACR-Werte auf (*p<0,05; Mann-
Whitney-U-Test).

Der Versuch wurde eigenstandig von mir
durchgefiihrt und ist bereits in der
Dissertation von Herrn Dr. med. Christian
Weigel publiziert worden (Weigel, 2018).

69 kDa

—
D GLEPP1
BSA[ugls WT KO

Abb. 3.5: Coomassie-Gel zum Zeitpunkt
von zehn Monaten. Links dargestellt ist der
BSA-Standard in den Mengen 0,1 ug, 0,5 ug
und 1pg und darauffolgend unter M der
Proteinmarker. Unter WT ist die Wildtyp-
Gruppe (n=5) und unter KO die GLEPP1-
knockout-Gruppe (n=6) dargestellt. Bei 69 kDa
findet sich die Albuminbande. Unten
erkennbar ist die Lauffront. Die Lauffront ist
ein Mal fir die Konzentrierung des Urins.

Der Versuch wurde eigenstdndig von mir
durchgefihrt und ist bereits in der Dissertation
von Herrn Dr. med. Christian Weigel publiziert
worden (Weigel, 2018).
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Mausmodell der glomerulare Filter
bei einer Defizienz von GLEPP1 seine Selektivitat fir Albumin verliert und eine
Albuminurie entsteht. Bei GLEPP1-knockout-Mausen manifestierte sich dieses

Bild zwischen dem vierten und zehnten Monat.

3.2 Morphologie des glomerularen Filters bei GLEPP1-knockout-Mausen

Um festzustellen, ob mit einer Defizienz von GLEPP1 neben der Albuminurie
auch morphologische Veranderungen des glomerularen Filters einhergehen,
wurden die Nieren der GLEPP1-knockout-Mause unter dem Licht- und dem
Elektronenmikroskop untersucht. Verglichen wurden sie mit den Nieren der
gleichaltrigen Wildtyp-Mause. Die Nephropathologie des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Thorsten Wiech
fertigte die Aufnahmen an. Fur die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurde das
Gewebe mittels der periodic-acid-Schiff-Reaktion (PAS) angefarbt. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem

Transmissionselektronenmikroskop angefertigt.

3.2.1 Zeitpunkt vier Monate

Die vier Monate alten GLEPP1-knockout- und Wildtyp-Mause wurden von mir
eigenstandig operiert. Die entnommenen Organe wurden von mir eigenstandig
prapariert und an die Nephropathologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Thorsten Wiech versandt.
Die licht- und elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden dort angefertigt.
Die Daten sind bereits in der Dissertation von Herrn Dr. med. Christian Weigel
veroffentlicht worden (Weigel, 2018).

Die Nieren der vier Monate alten GLEPP1-knockout-Mause wiesen unter dem
Lichtmikroskop keine Auffalligkeiten auf. Die Glomeruli unterschieden sich nicht
von den Glomeruli der Wildtyp-Mause. In Abb. 3.6 ist beispielhaft ein
Glomerulum einer vier Monate alten GLEPP1-knockout-Maus dargestellt. Zu
sehen ist das Kapillarknauel mit seiner dazugehorigen Bowman’schen Kapsel.

Um das Glomerulum herum befinden sich Tubuli. Zum Vergleich ist ebenfalls
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ein Glomerulum einer vier Monate alten Wildtyp-Maus abgebildet. In beiden

Fallen liegt ein physiologischer Befund vor.

Abb. 3.6: Lichtmikroskopische Aufnahme eines PAS-gefarbten
Glomerulums einer vier Monate alten Wildtyp- und GLEPP1-
knockout-Maus. Links dargestellt ist das Glomerulum der Wildtyp-
Maus (WT). Rechts dargestellt ist das Glomerulum der GLEPP1-
knockout-Maus (KO). Beide Glomeruli sind physiologisch
konfiguriert. VergroRerung 450x.

Die Organentnahme und die Praparation der Organe erfolgten
eigenstandig durch mich. Die Schnitte sowie die Aufnahmen wurden
von der Nephropathologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Thorsten
Wiech angefertigt. Die Daten wurden bereits in der Dissertation von
Herrn Dr. med. Christian Weigel publiziert (Weigel, 2018).

Elektronenmikroskopisch zeigten sich flr die Glomeruli der vier Monate alten
GLEPP1-knockout-Mause verglichen mit den Glomeruli der vier Monate alten

Wildtyp-Mause ebenfalls keine Auffalligkeiten. Der glomerulare Filter bestehend
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aus fenestrietem Endothel, GBM und den Fulfortsdtzen der Podozyten war

jeweils physiologisch konfiguriert (Abb. 3.7).

Abb. 3.7: Elektronenmikroskopische @ Aufnahme eines
Glomerulums einer vier Monate alten Wildtyp- und GLEPP1-
knockout-Maus. Links dargestellt ist das Glomerulum der Wildtyp-
Maus (WT). Rechts dargestellt ist das Glomerulum der GLEPP1-
knockout-Maus (KO). Es handelt sich jeweils um einen
physiologischen Befund. Vergrofierung 4200x.
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3.2.2 Zeitpunkt sechs Monate

Die Organentnahme der sechs Monate alten GLEPP1-knockout- und Wildtyp-
Mause erfolgte durch mich in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. Christian
Weigel. Die licht- und elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden durch die
Nephropathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter der
Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Thorsten Wiech erstellt. Die Daten sind bereits
in der Dissertation von Herrn Dr. med. Christian Weigel veroéffentlicht worden
(Weigel, 2018).

Die sechs Monate alten GLEPP1-knockout-Mause wiesen lichtmikroskopisch
innerhalb der Glomeruli PAS-positive Areale auf (Abb. 3.8). Die PAS-positiven
Areale waren subpodozytar lokalisiert. Die genaue Lokalisation lie® sich
allerdings lichtmikroskopisch nicht feststellen. Die PAS-positiven Areale traten
nur segmental auf. Innerhalb der Glomeruli der sechs Monate alten Wildtyp-

Mause waren solche PAS-positiven Areale nicht festzustellen.
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Abb. 3.8: Lichtmikroskopische Aufnahme eines PAS-gefarbten
Glomerulums einer sechs Monate alten Wildtyp- und GLEPP1-
knockout-Maus. Links dargestellt ist das Glomerulum der Wildtyp-
Maus (WT). Rechts dargestellt ist das Glomerulum der GLEPP1-
knockout-Maus (KO). Es fallen subpodozytar gelegene, PAS-positive
Areale in dem Glomerulum der GLEPP1-knockout-Maus auf.
VergrofRerung 450x.

Die Organentnahme und die Praparation der Organe erfolgten durch
mich in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. Christian Weigel. Die
Schnitte sowie die Aufnahmen wurden von der Nephropathologie
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter der Leitung von
Herrn Prof. Dr. med. Thorsten Wiech angefertigt. Die Daten wurden
bereits in der Dissertation von Herrn Dr. med. Christian Weigel
publiziert (Weigel, 2018).

44
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Elektronenmikroskopisch war innerhalb der Glomeruli der sechs Monate alten
GLEPP1-knockout-Mause ein abnorm konfigurierter glomerularer Filter
erkennbar (Abb. 3.9). Zum einen war die GBM an multiplen Stellen verdickt und
stulpte sich dort in Richtung der Podozyten vor. Diese Ausstlulpungen, sog.
humps, waren hockerartig geformt. Zum anderen verloren die Podozyten Uber
diesen humps ihre Kontur. Die Ful¥fortsatze der Podozyten verschmolzen
miteinander und lieen sich nicht mehr klar voneinander differenzieren, sog.
beginnendes foot process effacement. In den Glomeruli der sechs Monate alten
Wildtyp-Mause hingegen waren elektronenmikroskopisch keine Abnormitaten
nachweisbar. Die GBM sowie die Podozyten zeigten jeweils ihre physiologische

Form.
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Abb. 3.9: Elektronenmikroskopische @ Aufnahme eines
Glomerulums einer sechs Monate alten Wildtyp- und GLEPP1-
knockout-Maus. Links dargestellt ist das Glomerulum der Wildtyp-
Maus (WT). Rechts dargestellt ist das Glomerulum der GLEPP1-
knockout-Maus  (KO). Es fallen lokalisierte  hockerartige
Verdickungen der GBM, sog. humps, der GLEPP1-knockout-Maus
auf. Uber diesen humps ist eine Verschmelzung der FulRfortsatze
erkennbar. VergréRerung 4200x.

Die Organentnahme und die Praparation der Organe erfolgten durch
mich in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. Christian Weigel. Die
Schnitte sowie die Aufnahmen wurden von der Nephropathologie
des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter der Leitung von
Herrn Prof. Dr. med. Thorsten Wiech angefertigt. Die Daten wurden
bereits in der Dissertation von Herrn Dr. med. Christian Weigel
publiziert (Weigel, 2018).

Fir die statistische Auswertung wurde die Anzahl der humps pro Glomerulum in
den elektronenmikroskopischen Aufnahmen von den Wildtyp- sowie GLEPP1-

knockout-Mausen bestimmt (Abb. 3.10). Die Auszahlung erfolgte manuell. Es
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sind jeweils der Mittelwert + Standardfehler angegeben. Beim Wildtyp konnten
keine humps festgestellt werden (n=4). Im Vergleich dazu ergab sich innerhalb
der Glomeruli der GLEPP1-knockout-Mause eine hump-Frequenz von
3,27 £ 0,59 humps/Glomerulum (n=11). Insgesamt fielen somit signifikant mehr
humps pro Glomerulum beim GLEPP1-knockout auf (p < 0,01; Mann-Whitney-
U-Test).

Abb. 3.10: hump-Frequenz zum Zeitpunkt
von 6 Monaten. Die hump-Frequenz ist
angegeben in humps/Glomerulum. Links ist
die hump-Frequenz innerhalb der Glomeruli
der Wildtyp-Mause (WT) dargestellt mit n=4,
rechts ist die hump-Frequenz der GLEPP1-
knockout-Mause (KO) dargestellt mit n=11.
Abgebildet sind der Mittelwerte + Standard-
fehler. Bei den Wildtyp-Mausen konnten
keine humps festgestellt werden. Innerhalb
der Glomeruli der GLEPP1-knockout-Mause
0 . , ist die hump-Frequenz signifikant hoher
WT KO (**p < 0,01; Mann-Whitney-U-Test).
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3.2.3 Zeitpunkt zehn Monate

Die Operation und die Organentnahme der zehn Monate alten GLEPP1-
knockout- und Wildtyp-Mause erfolgten eigenstandig durch mich. Die
Aufnahmen wurden wie zuvor durch die Nephropathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter der Leitung von Herrn Prof. Dr.
med. Thorsten Wiech erstellt. Die Daten wurden bereits in der Dissertation von
Herrn Dr. med. Christian Weigel veroffentlicht (Weigel, 2018).

Die Glomeruli der zehn Monate alten GLEPP1-knockout-Mause wiesen
lichtmikroskopisch ahnlich wie die Glomeruli der sechs Monate alten GLEPP1-
knockout-Mause vereinzelt PAS-positive Areale auf (Abb. 3.11). In den

Glomeruli der Wildtyp-Mause waren ebenfalls PAS-positive Areale zu erkennen.
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- XN B s .
Abb. 3.11: Lichtmikroskopische Aufnahme eines PAS-gefarbten
Glomerulums einer zehn Monate alten Wildtyp- und GLEPP1-
knockout-Maus. Links dargestellt ist das Glomerulum der Wildtyp-
Maus (WT). Rechts dargestellt ist das Glomerulum der GLEPP1-
knockout-Maus (KO). In beiden Glomeruli sind PAS-positive Areale
erkennbar. VergréRerung 450x.

Die Organentnahme und die Praparation der Organe erfolgten
eigenstandig durch mich. Die Schnitte sowie die Aufnahmen wurden
von der Nephropathologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Thorsten
Wiech angefertigt. Die Daten wurden bereits in der Dissertation von
Herrn Dr. med. Christian Weigel publiziert (Weigel, 2018).

Auch elektronenmikroskopisch zeigte sich bei den zehn Monate alten GLEPP1-
knockout-Mausen ein ahnliches Bild wie zum Zeitpunkt von sechs Monaten
(Abb. 3.12). Die GBM wies multiple humps auf, die sich auf die Seite der
Podozyten vorstllpten. Die Fulfortsatze der Podozyten waren miteinander

verschmolzen und lieRen sich nicht mehr klar voneinander trennen. Es waren
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aber auch vereinzelt humps innerhalb der GBM der Wildtyp-Mause erkennbar.

Ein podocyte foot process effacement war beim Wildtyp nicht festzustellen.

(€ o 3 5
Abb. 3.12: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines
Glomerulums einer zehn Monate alten Wildtyp- und GLEPP1-
knockout-Maus. Links dargestellt ist das Glomerulum der Wildtyp-
Maus (WT). Rechts dargestellt ist das Glomerulum der GLEPP1-
knockout-Maus (KO). In beiden Aufnahmen sind lokalisierte
hockerartige Verdickungen der GBM erkennbar, rechts zusatzlich
verschmolzene Ful¥fortsatze tber den Ausstiilpungen. VergroRerung
4200x.

In Abb. 3.13 ist die hump-Frequenz innerhalb der Glomeruli der Wildtyp- sowie
der GLEPP1-knockout-Mause zum Zeitpunkt von zehn Monaten abgebildet. Die
Auszahlung erfolgte  manuell. Im  Folgenden sind wieder die
Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Fur die Wildtyp-Mause ergab sich eine
hump-Frequenz von 0,33 £ 0,33 humps/Glomerulum (n=3). Fur die GLEPP1-

knockout-Mause ergab sich eine hump-Frequenz von 1,50 £ 0,50
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humps/Glomerulum (n=10). Die hump-Frequenz innerhalb der Glomeruli der
GLEPP1-knockout-Mause war tendenziell héher als in den Glomeruli der
Wildtyp-Mause. Der Unterschied erwies sich nicht als signifikant (p > 0,05;
Mann-Whitney-U-Test), was am ehesten auf die kleine Stichprobenzahl

zuruckzufiuhren ist.

Abb. 3.13: hump-Frequenz zum Zeitpunkt
von 10 Monaten. Die hump-Frequenz ist
5 4 ns angegeben in humps/Glomerulum. Links ist
die hump-Frequenz innerhalb der Glomeruli
der Wildtyp-Mause (WT) dargestellt mit n=3,
rechts ist die hump-Frequenz der GLEPP1-
knockout-Mause (KO) dargestellt mit n=10.
Abgebildet sind jeweils die Mittel-
werte + Standardfehler. Innerhalb der
Glomeruli der GLEPP1-knockout-Mause ist
die hump-Frequenz tendenziell hdher
0 4* ' (ns: p > 0,05; Mann-Whitney-U-Test).
WT KO
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Demzufolge fuhrt im Mausmodell eine Defizienz von GLEPP1 neben einer
Albuminurie auch zu morphologischen Veranderungen des glomerularen Filters
in Form von lokalisierten Verdickungen der GBM und verschmolzenen
FuRfortsatzen der Podozyten. Bei den GLEPP1-knockout-Mausen
manifestierten sich diese morphologischen Veranderungen zwischen dem
vierten und sechsten Monat. Mit zunehmendem Alter zeigten sich vereinzelt
auch Veranderungen bei den Wildtyp-Mausen, jedoch erst nach einem Alter

von sechs Monaten.

3.3 Zusammensetzung der GBM in GLEPP1-knockout-Mausen

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob eine Defizienz von GLEPP1 neben
einer Albuminurie und morphologischen Veranderungen des glomerularen

Filters auch eine veranderte Zusammensetzung der GBM zur Folge hat.
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Kollagen IV und Laminin sind wichtige Bestandteile der GBM. Diese beiden

Proteine wurden naher betrachtet.

Sowohl Kollagen IV als auch Laminin setzen sich aus je drei Ketten zusammen.
Die Zusammensetzung variiert physiologisch je nach Reife des Glomerulums.
Im unreifen Glomerulum lassen sich in der GBM Kollagen IV a1a2a1 und
Laminin a1B1y1 finden. Im reifen Glomerulum ersetzen Kollagen IV a3a4a5 und

Laminin a5B82y1 die unreifen Formen von Kollagen IV und Laminin.

Die Expression der einzelnen Ketten von Kollagen IV (a1-5) und Laminin (a1,
a5, B1 und B2) wurde im folgenden Versuch mittels real-time-PCR ermittelt. Als
Probenmaterial wurde glomerulare cDNA der vier und zehn Monate alten
GLEPP1-knockout- und Wildtyp-Mause verwendet.

Es sind jeweils die Mittelwerte + Standardfehler angegeben.

3.3.1 Kollagen IV-Expression

3.3.1.1 Zeitpunkt vier Monate

Innerhalb der Altersgruppe von vier Monaten wurden 13 Wildtyp- und 16
GLEPP1-knockout-Mause untersucht (Abb. 3.14). Die unreifen Ketten von
Kollagen IV a1 und a2 zeigten bezlglich ihrer Expression in der GBM keine

signifikanten Unterschiede (p > 0,05; Mann-Whitney-U-Test).

FUr a4 betrug die relative Expression bei den Wildtyp-Mausen 1,00 + 0,06
(Tabelle 3.1). Bei den GLEPP1-knockout-Mausen lag die relative Expression fur
o4 bei 0,75 £ 0,08. Die GLEPP1-knockout-Mause exprimierten somit signifikant
weniger a4 in der GBM (p < 0,05; ungepaarter t-Test). Fur a3 und a5 ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05; ungepaarter t-Test).

Die Daten wurden eigenstandig von mir erhoben und sind bereits in der
Dissertation von Herrn Dr. med. Christian Weigel publiziert worden (Weigel,
2018).
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Tabelle 3.1:

Mittelwerte und Standardfehler der relativen Expression von

Kollagen IV a1-5 bei Wildtyp- (WT) und GLEPP1-knockout-Mausen (KO) im Alter von

vier Monaten

al

a2

a3

a4

a5

52

WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO

Mittelwert

1,00

1,17

1,00 1,20

1,00 0,83

1,00 0,75

1,00 0,88

Standardfehler

0,11

0,15

0,14 0,13

WT 1

0,05 0,09

Abb. 3.14:

0,06 0,08

0,07 0,13

Relative Expression von

Kollagen IV a1-5 zum Zeitpunkt von vier
Monaten. Unter WT dargestellt sind die
Wildtyp-Mause mit n=13. Unter KO darge-
stellt sind die GLEPP1-knockout-Mause mit
n=16. Abgebildet sind jeweils die
Mittelwerte + Standardfehler. Statistisch
signifikante Unterschiede lagen fir o4 vor
(*p < 0,05; ungepaarter t-Test).

KO &

N

—

Relative Expression

Der Versuch wurde eigenstandig von mir
durchgefihrt und ist bereits in der
Dissertation von Herrn Dr. med. Christian
Weigel publiziert worden (Weigel, 2018).

0

o2 a3 o4 ad
Kollagen IV

a

3.3.1.2 Zeitpunkt zehn Monate

Innerhalb der Altersgruppen von zehn Monaten wurde bei 19 Wildtyp- und 20
GLEPP1-knockout-Mausen die Expression der verschiedenen Kollagen V-
Ketten analysiert (Abb. 3.15). Fur a1 lag die relative Expression bei 1,00 + 0,08
(Wildtyp) und 1,41 + 0,16 (GLEPP1-knockout), fur a2 bei 1,00 £ 0,09 (Wildtyp)
und 1,64 + 0,27 (GLEPP1-knockout) (Tabelle 3.2). Folglich wurden die unreifen
Ketten des Kollagen IV a1 und a2 signifikant mehr in der GBM der GLEPP1-
knockout-Mause exprimiert (p < 0,05; Mann-Whitney-U-Test).

Fur a3 betrug die relative Expression bei den Wildtyp-Mausen 1,00 + 0,11 und
bei den GLEPP1-knockout-Mausen 0,57 + 0,08 (Tabelle 3.2). In der GBM der
GLEPP1-knockout-Mause war die Expression von a3 also signifikant niedriger
als in der GBM der Wildtyp-Mause (p < 0,01; ungepaarter t-Test). Fir a4 und
a5 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p > 0,05, ungepaarter t-
Test).
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Der Versuch wurde von mir eigenstandig durchgefihrt. Die Ergebnisse sind
bereits in der Dissertation von Herrn Dr. med. Christian Weigel verdffentlicht
worden (Weigel, 2018).

Tabelle 3.2: Mittelwerte und Standardfehler der relativen Expression von
Kollagen IV a1-5 bei Wildtyp- (WT) und GLEPP1-knockout-Mausen (KO) im Alter von
zehn Monaten

al a2 ad a4 ad

WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO
Mittelwert 1,00 1,41]/100 1,64 1,00 0,57 1,00 091]1,00 0,72
Standardfehler | 0,08 0,16 | 0,09 0,27 | 0,11 0,08 | 0,09 0,10 | 0,12 0,08

WT Abb. 3.15: Relative Expression von
* * *% B Kollagen IV a1-5 zum Zeitpunkt von zehn
2 | KO B Monaten. Unter WT dargestellt sind die
Wildtyp-Mause mit n=19. Unter KO
dargestellt sind die GLEPP1-knockout-
Mause mit n=20. Abgebildet sind jeweils die
Mittelwerte + Standardfehler. Statistisch
signifikante Unterschiede lagen fur a1 und
a2 (*p < 0,05; Mann-Whitney-U-Test) sowie
a3 vor (**p < 0,01; ungepaarter t-Test).

Relative Expression

Der Versuch wurde eigenstandig von mir
al a2 o3 ad ob dgrchgefghrt und ist bereits in- qer
Dissertation von Herrn Dr. med. Christian

Kollagen IV Weigel publiziert worden (Weigel, 2018).

Die oben aufgefuhrten Untersuchungen zeigten, dass eine Defizienz von
GLEPP1 im Mausmodell zu einer veranderten Zusammensetzung von
Kollagen IV in der GBM fuhrt. Einhergehend mit der Albuminurie und den
morphologischen Veranderungen der GBM exprimierten GLEPP1-knockout-

Mause mehr unreife Ketten von Kollagen IV und weniger reife Ketten.

3.3.2 Laminin-Expression

3.3.2.1 Zeitpunkt vier Monate

Im Alter von vier Monaten wurde die Expression der Laminin-Ketten bei 13
Wildtyp- und 16 GLEPP1-knockout-Mausen untersucht (Abb. 3.16). Die relative
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Expression fur a1 lag bei 1,00 £ 0,12 fir den Wildtyp und bei 0,63 £ 0,09 flr
den GLEPP1-knockout (Tabelle 3.3). GLEPP1-knockout-Mause exprimierten
demzufolge signifikant weniger a1 in der GBM (p <0,01; Mann-Whitney-U-
Test). Bezlglich der Expression von 31 gab es keine signifikanten Unterschiede

(p > 0,05; ungepaarter t-Test).

Die relative Expression von a5 lag bei 1,00 £ 0,05 (Wildtyp) und 0,72 + 0,08
(GLEPP1-knockout) (Tabelle 3.3). Fur B2 lag die relative Expression bei
1,00 £ 0,05 (Wildtyp) und 0,76 £ 0,09 (GLEPP1-knockout). Die reifen Ketten a5
und B2 wurden also signifikant weniger in der GBM der GLEPP1-knockout-

Mause exprimiert (p < 0,05; ungepaarter t-Test).

Der Versuch wurde eigenstandig von mir durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind
bereits in der Dissertation von Herrn Dr. med. Christian Weigel veroffentlicht
worden (Weigel, 2018).

Tabelle 3.3: Mittelwerte und Standardfehler der relativen Expression von
Laminin a1, a5, 1 und B2 bei Wildtyp- (WT) und GLEPP1-knockout-Mausen
(KO) im Alter von vier Monaten

a B1 a5 B2

WT KO WT KO WT KO WT KO
Mittelwert 1,00 0,63 /1,00 0,95]1,00 0,72]1,00 0,76
Standardfehler | 0,12 0,09 | 0,04 0,08 | 0,05 0,08 |0,05 0,09

2 i Abb. 3.16: Relative Expression von
Laminin a1, a5, 1 und B2 zum Zeitpunkt
von vier Monaten. Unter WT dargestellt
sind die Wildtyp-Mause mit n=13. Unter KO
dargestellt sind die GLEPP1-knockout-
M&use mit n=16. Abgebildet sind jeweils die
Mittelwerte + Standardfehler. Statistisch
signifikante Unterschiede lagen fur a1
(**p < 0,01; Mann-Whitney-U-Test), a5 und
B2 vor (*p < 0,05; ungepaarter t-Test).

Relative Expression
—

Der Versuch wurde eigenstandig von mir
[31 ad [32 durchgefuhrt und ist bereits in der
Dissertation von Herrn Dr. med. Christian
Weigel publiziert worden (Weigel, 2018).

Laminin
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3.3.2.2 Zeitpunkt zehn Monate

Innerhalb der Altersgruppe von zehn Monaten wurden 19 Wildtyp- und 20
GLEPP1-knockout-Mause untersucht (Abb. 3.17). Die relative Expression von
a1 lag innerhalb der Gruppe der Wildtyp-Mause bei 1,00 £ 0,11 und innerhalb
der Gruppe der GLEPP1-knockout-Mause bei 1,53 + 0,17 (Tabelle 3.4). Die
relative Expression von B1 betrug fur die Wildtyp-Mause 1,00 + 0,04 und fir die
GLEPP1-knockout-Mause 0,78 £ 0,04. Die GLEPP1-knockout-Mause
exprimierten signifikant mehr unreife a1-Ketten, jedoch auch signifikant weniger
B1-Ketten (p < 0,01; Mann-Whitney-U-Test).

Die relative Expression der reifen Ketten a5 und B2 zeigte keine signifikanten

Unterschiede zwischen beiden Gruppen (p > 0,05; ungepaarter t-Test).

Der Versuch wurde von mir in Zusammenarbeit mit Frau Blanka Duvnjak
durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden bereits in der Dissertation von Herrn Dr.
med. Christian Weigel publiziert (Weigel, 2018).
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Tabelle 3.4: Mittelwerte und Standardfehler der relativen Expression von
Laminin a1, a5, 1 und B2 bei Wildtyp- (WT) und GLEPP1-knockout-
Méausen (KO) im Alter von zehn Monaten

af B1 a5 B2
WT KO WT KO WT KO WT KO
Mittelwert 1,00 1,53 /1,00 0,78 /1,00 0,83 1,00 0,97
Standardfehler | 0,11 0,17 | 0,04 0,04 | 0,10 0,06 | 0,06 0,05

Abb. 3.17: Relative Expression von
Laminin a1, a5, 1 und B2 zum Zeitpunkt
von zehn Monaten. Unter WT dargestellt
sind die Wildtyp-Mause mit n=19. Unter KO
dargestellt sind die GLEPP1-knockout-
Mause mit n=20. Abgebildet sind jeweils die
Mittelwerte + Standardfehler. Statistisch
signifikante Unterschiede lagen fir a1 und
B1 vor (**p < 0,01; Mann-Whitney-U-Test).

2 1 ** *k WT B

Relative Expression

Der Versuch wurde von mir in
Zusammenarbeit mit Frau Blanka Duvnjak
al Bl ad P2 durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden bereits
in der Dissertation von Herrn Dr. med.
Christian Weigel publiziert (Weigel, 2018).

Laminin

Diesen Ergebnissen entsprechend hat eine Defizienz von GLEPP1 im
Mausmodell ebenfalls eine veranderte Konfiguration von Laminin zur Folge.
Eine GLEPP1-Defizienz fuhrt also zu einer Albuminurie, morphologischen
Veranderungen des glomerularen Filters sowie einer veranderten

Zusammensetzung von Kollagen IV und Laminin.
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von GLEPP1 auf die Funktion des glomerularen Filters

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von GLEPP1 auf die Funktion des
glomerularen  Filters bei Mausen untersucht. GLEPP1 st eine
Rezeptortyrosinphosphatase, deren genaue Funktion bisher unbekannt ist
(Thomas et al., 1994). Ozaltin et al. untersuchten in einer Studie das Genom
von Personen mit einem steroidresistenten nephrotischen Syndrom und fanden
heraus, dass eine homozygote Mutation in GLEPP1 ursachlich war fur die
Entwicklung eines nephrotischen Syndroms im Kindesalter (Ozaltin et al.,
2011). Diese Untersuchungen legen nahe, dass GLEPP1 eine entscheidende
Rolle fir den glomerularen Filter spielt. Dies veranlasste uns anhand eines
Mausmodells zu untersuchen, ob eine GLEPP1-Defizienz zu einer Proteinurie
fuhrt.

In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass bei sechs und zehn Monate alten
Mausen eine GLEPP1-Defizienz zur Albuminurie fuhrt. Die Albuminurie der
sechs Monate alten GLEPP1-knockout-Mause konnte in dieser Arbeit nur
semiquantitativ mittels Coomassie-Gel festgestellt werden. Im Rahmen der
FortfUhrung dieses Projekts konnte mein Nachfolger Herr Dr. med. Christian
Weigel das Ergebnis durch Ermittlung der ACR im Urin der sechs Monate alten
GLEPP1-knockout-Mause bestatigen (Weigel, 2018). Daher lasst sich
vermuten, dass GLEPP1 die Funktionsfahigkeit des glomerularen Filters erhalt.
Wharram et al. konnten dagegen bei GLEPP1-knockout-Mausen keine
Albuminurie nachweisen (Wharram et al., 2000). Die Mause in dieser Studie
waren mit einem Alter von vier bis sechs Wochen jedoch wesentlich junger als
die Mause in unseren Versuchen. Da sich die Albuminurie in unserer Arbeit erst
zwischen dem vierten und sechsten Monat manifestierte, ist es naheliegend,
dass sich die Albuminurie erst ab einem bestimmten Alter auspragt.
Daruberhinaus handelte es sich in der Studie von Wharram et al. um Mause auf
dem C57/BI6 genetischen Hintergrund. In unserer Arbeit hingegen untersuchten

wir Mause auf dem genetischen Hintergrund 129P3J. Seit Jahren ist bekannt,
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dass Mause auf dem C57/BI6 Hintergrund gegenulber der Entwicklung einer

Albuminurie resistent sind (Ishola et al., 2006).

Unsere Ergebnisse werden von einer Publikation aus der Savin-Gruppe
unterstitzt. Sie konnte zeigen, dass GLEPP1 mit der vermehrten
Durchlassigkeit des glomerularen Filters in Zusammenhang steht (Charba et al.,
2009). Sie untersuchte die glomerulare Permeabilitat anhand eines in vitro
Models, bei dem sie isolierte Ratten- und Kaninchenglomeruli verwendeten.
Durch die Behandlung der Glomeruli mit einem extrazellularen Antikérper wurde
die Phosphataseaktivitat von GLEPP1 vermindert und eine erhdhte glomerulare
Permeabilitdt entstand. Fur die Kaninchenglomeruli wurde der Antikdrper 4C3
verwendet, dessen Epitop im Fibronectin Repeat 3 liegt, und flir die
Rattenglomeruli die Antikdrper 1B4 und 1D1, deren Epitope nicht bekannt sind.
Trotz der technischen Unterschiede zwischen unserer Arbeit und der o. g.
Publikation stimmen diese Resultate mit dem Ergebnis unserer Arbeit Uberein,
in der die GLEPP1-Defizienz bei den Mausen zur Albuminurie fihrte. Sowohl in
der Arbeit von Charba et al. als auch in unserer Arbeit wird der glomerulare
Filter durchlassiger fur Albumin aufgrund einer herabgesetzten Funktion von
GLEPP1 wie bei Charba et al. oder einer sogar fehlenden Funktion wie in
unserer Arbeit. GLEPP1 scheint also erforderlich zu sein, um die glomerulare
Filtrationsbarriere  aufrechtzuerhalten. Durch seine Phosphataseaktivitat
beeinflusst GLEPP1 wahrscheinlich Uber eine noch unbekannte Signalkaskade
den glomerularen Filter. Bei Abwesenheit von GLEPP1 werden bestimmte
Elemente dieser Signalkaskade nicht dephosphoryliert, wodurch der
glomerulare Filter permeabel wird fur Proteine. Diese erhohte Permeabilitat
konnte in unserer Arbeit sowie in der Arbeit von Charba et al. auf zwei

unterschiedliche Methoden nachgewiesen werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass die Mause in unserer Arbeit erst im Alter
erkrankten und eine Proteinurie entwickelten. In der Studie von Ozaltin et al.
zeigten die betroffenen Personen bereits im Kindesalter ein nephrotisches

Syndrom (Ozaltin et al., 2011). Daher ware es moglich, dass Mause im
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Gegensatz zum Menschen gewisse Kompensationsmechanismen besitzen, die

den Ausbruch der Erkrankung verzogern bzw. mildern.

4.2 Wirkung von GLEPP1 auf den glomerulidren Filter

4.2.1 Wirkung von GLEPP1 auf den Podozyten

Da einer Albuminurie eine erhohte Permeabilitat des glomerularen Filters
zugrunde liegt, wurde dieser im Rahmen dieser Arbeit genauer betrachtet. In
friheren Studien wurde bereits angenommen, dass GLEPP1 eine wichtige
regulatorische Aufgabe bezlglich der Struktur und Funktion des Podozyten
haben kénnte (Thomas et al., 1994). In unserer Arbeit haben wir daher den

glomerularen Filter licht- und elektronenmikroskopisch untersucht.

Die licht- und elektronenmikroskopischen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass
sich das Aussehen der Podozyten bei Mausen mit GLEPP1-Defizienz zwischen
dem vierten und sechsten Monat verandert. Die FulRfortsatze der Podozyten der
GLEPP1-knockout-Mause verloren ihre Kontur und verschmolzen mit den
benachbarten FulRfortsatzen (foot process effacement). GLEPP1 scheint
folglich die Form und damit einhergehend die Funktion des Podozyten zu
regulieren. Ob es sich hier um ein primares Phanomen durch die GLEPP1-
Defizienz oder um ein sekundares Phanomen durch die Schadigung des

Podozyten handelt, kann nicht abschlie3end geklart werden.

Unsere Ergebnisse stimmen Uberein mit den Ergebnissen von Wharram et al.,
die in ihrer Studie feststellten, dass eine GLEPP1-Defizienz bei Mausen die
Form der Podozyten andert (Wharram et al., 2000). Sie konnten bei den vier bis
sechs Wochen alten GLEPP1-knockout-Mausen in ihrer Studie eine abnorme
Form der Podozyten nachweisen. Die Zellkorper der Podozyten zeigten unter
dem Rasterelektronenmikroskop eine amoboide und nicht die physiologische
oktopoide Form. Zudem waren die Fulfortsatze verklrzt und verbreitert. Im
Transmissionselektronenmikroskop erschienen die Fullfortsatze der Podozyten
der GLEPP1-knockout-Mause in der Studie von Wharram et al. ebenfalls

verbreitert. Dies stimmt Uberein mit unseren Ergebnissen, denn wir konnten
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unter dem Transmissionselektronenmikroskop ebenfalls verbreiterte bzw.
verschmolzene Fuldfortsatze nachweisen. Wir untersuchten die Podozyten
allerdings nur mit dem Transmissionselektronen- und nicht mit dem

Rasterelektronenmikroskop.

Im Gegensatz zu Wharram et al. zeigten sich die verbreiterten Ful3¢fortsatze der
Podozyten in unserer Arbeit erst zwischen dem vierten und sechsten Monat.
Auch dies ist mdglicherweise wieder auf den unterschiedlichen Hintergrund der
Mause (C57BI/6 gegenluber 129P3J) zurlckzuflhren. Anders als bei Wharram
et al. wiesen die GLEPP1-knockout-Mause in unserer Arbeit zum Zeitpunkt der
Veranderungen der Podozyten eine Albuminurie auf. Es ware mdglich, dass die
Albuminurie bei den C57BI/6-Mausen aus der Studie von Wharram et al. durch
die abnorme Form der Podozyten verhindert wird und die C57Bl/6 Mause
gegenuber einer GLEPP1-Defizienz resistenter sind als die 129P3J-Mause aus
unserer Arbeit. Dann wurden die Veranderungen des Podozyten eine Art
Schutzmechanismus darstellen. Alternativ. ware es mdglich, dass die
Veranderungen der Podozyten die Proteinurie der GLEPP1-knockout-Mause in
unserer Arbeit verursachen. Trotz dieser Unterschiede lasst sich sowohl aus
der Studie von Wharram et al. als auch aus unserer Arbeit vermuten, dass

GLEPP1 die Form und Funktion des Podozyten beeinflusst.

In mehreren Studien wird GLEPP1 als Marker des glomerularen Schadens
beschrieben (Kim et al., 2002, Tian et al., 2007). Im Gegensatz zu unserer
Studie fuhrten Kim et al. ihre Studie an Ratten durch und injizierten diesen
Puromycin Aminonukleosid (PAN), um eine Glomerulosklerose mit Proteinurie
zu induzieren (Kim et al., 2002). Tian et al. untersuchten Biopsien von Patienten
mit einer IgA-Nephropathie (Tian et al., 2007). In beiden Studien lag also im
Gegensatz zu unserer Arbeit schon ein glomerularer Schaden vor. In ihren
Studien stellten Kim et al. sowie Tian et al. fest, dass es zu einem foot process
effacement sowie zu einer Abloésung der Podozyten von der GBM kam (Kim et
al., 2002, Whiteside et al., 1993, Messina et al., 1987, Tian et al., 2007). Diese

Veranderungen gingen jeweils mit einer verminderten Expression von GLEPP1
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im Glomerulum einher, weshalb beide Arbeitsgruppen annahmen, dass ein
GLEPP1-Verlust ein Marker des glomerularen Schadens sei. Es kdnnte daher
sein, dass ein glomerularer Schaden Uber einen Verlust an Podozyten oder
durch eine Abldsung dieser von der GBM zu einer verminderten Expression von
GLEPP1 fuhrt. Vor dem Hintergrund unserer Ergebnisse ware es ebenfalls
denkbar, dass PAN oder eine IgA-Nephropathie die Konzentration von GLEPP1
reduzieren und ein Mangel an GLEPP1 analog zur GLEPP1-Defizienz in
unserer Arbeit zur Albuminurie sowie zu strukturellen Veranderungen des
Podozyten flhrt. Wahrscheinlich findet die Verbindung zwischen GLEPP1 und
dem Podozyten aber auch in beide Richtungen statt, d. h. eine Schadigung des
Podozyten fuhrt zur Reduktion der Expression von GLEPP1, was wiederum

umgekehrt auch die Struktur des Podozyten verandert.

In einer weiteren Studie untersuchten Collares-Buzato et al. den Einfluss der
Tyrosinphosphorylierung auf die parazelluare Permeabilitat von Madin Darby
canine kidney (MDCK)-II-Zellen (Collares-Buzato et al., 1998). MDCK-II-Zellen
sind Tubuluszellen. Collares-Buzato et al. verwendeten diese Tubuluszellen
und behandelten sie mit Peroxovanadat, einem Phosphataseinhibitor (Hecht
and Zick, 1992). In unserer Arbeit hingegen war die GLEPP1-Phosphatase in
den Podozyten unserer Mauslinie nicht nachweisbar. Collares-Buzato et al.
fanden heraus, dass unter Behandlung mit Peroxovanadat die Proteine der
interzellularen Verbindungen (tight und adherens junctions) zwischen den
MDCK-lI-Zellen vermehrt phosphoryliert wurden und es zu einer Umverteilung
eben dieser Proteine der Zellverbindungen kam (Collares-Buzato et al., 1998).
Damit einhergehend registrierten Collares-Buzato et al. eine vermehrte
parazellulare Permeabilitat sowie eine Abrundung der MDCK-II-Zellen. Folglich
zeigte sich, dass Phosphatasen in den MDCK-II-Zellen die Struktur der
Zellkontakte sowie der Zellen selbst stabilisieren und somit die parazellulare
Permeabilitdt regulieren. Es ware mdoglich, dass GLEPP1 im Podozyten eine
ahnliche Funktion hat. Die Abwesenheit der GLEPP1-Phosphatase kénnte so
uber eine gesteigerte Phosphorylierung von Proteinen der Zellkontakte, also

der Schlitzmembran, zu deren Umstrukturierung mit erhdhter Permeabilitat
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fuhren. Moglicherweise ist das Target von GLEPP1 jedoch auch eine
Tyrosinphosphatase, die durch eine Dephosphorylierung aktiviert wird. Dies
konnte namlich fir andere Mitglieder der R3-Phosphatasen gezeigt werden
(Matozaki et al., 2010). Somit kénnte GLEPP1 Uber Tyrosinphosphatasen

regulierend auf die Zellkontakte wirken.

Daraus lasst sich schlielfen, dass GLEPP1 Uber eine noch unbekannte
Kaskade an der Regulation der Struktur und Form der Podozyten beteiligt ist.
Wie diese Kaskade im Detail aussieht, sollte Gegenstand zukunftiger
Forschung sein. Da der Podozyt Bestandteil des glomerularen Filters ist, kann
eine veranderte Form, wie sie bei einer Funktionsminderung bzw. einem
Funktionsverlust von GLEPP1 zu beobachten war, mdglicherweise auch zur

erhdohten Permeabilitat des glomerularen Filters beisteuern.

4.2.2 Wirkung von GLEPP1 auf die GBM

In unserer Arbeit konnten wir nachweisen, dass eine GLEPP1-Defizienz bei
Mausen die Struktur und das Aussehen der GBM verandert. Zunachst konnten
wir unter dem Lichtmikroskop subpodozytare, PAS-positive Areale feststellen,
die segmental auftraten. Elektronenmikroskopisch stellte sich dieses Phanomen
als lokalisierte Verdickungen der GBM dar (humps). In den GLEPP1-knockout-
Mausen zeigten sich diese humps schon zwischen dem vierten und sechsten
Monat. Auch in den Wildtyp-Mausen lieRen sich vereinzelt humps feststellen,
jedoch erst zwischen dem sechsten und zehnten Monat. Daher lasst sich
vermuten, dass es sich hierbei moglicherweise um eine Alterserscheinung
handelt, welche bei den GLEPP1-knockout-Mausen deutlich friher und haufiger
auftritt.

Weiterhin unterschied sich die molekulare Zusammensetzung des Kollagens IV
und Laminins innerhalb der GBM der Mause mit einer GLEPP1-Defizienz von
der typischen Zusammensetzung, wie sie bei gesunden Mausen anzutreffen ist.
Die Zusammensetzung von Kollagen IV und Laminin wurde in diesem

Zusammenhang erstmalig untersucht. Bezuglich des Kollagens IV kam es zu
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einem Wechsel vom reifen Typ a3a4a5 zum unreifen Typ ala2a1. Dieser
Wechsel fand zwischen dem vierten und zehnten Monat statt. Bezliglich des

Laminins kam es ebenfalls zu Veranderungen der Zusammensetzung.

In unserer Arbeit zeigten sich die ersten Veranderungen bezuglich der
Expression der Ketten des Kollagens IV und Laminins schon im Alter von vier
Monaten. Die Expression der einzelnen Ketten kénnte sich auch schon friher
geandert haben, zu einem friheren Zeitpunkt wurde diese jedoch nicht
untersucht. Die Albuminurie sowie die mikroskopischen Veranderungen
manifestierten sich erst zwischen dem vierten und sechsten Monat. Somit
konnte die veranderte Zusammensetzung der GBM den veranderten Phanotyp
des glomerularen Filters ebenso wie die Albuminurie bedingen. Alternativ
konnte die Verdickung der GBM ein Kompensationsphanomen der Podozyten

sein, um eine drohende Abl6sung von der GBM zu verhindern.

Nach einer Studie von Abrahamson produzieren die Podozyten die reifen
Ketten des Kollagens IV, wahrend die unreifen Ketten des Kollagens IV von
Podozyten und Endothelzellen produziert werden (Abrahamson, 2009). Die
unreifen und reifen Lamininketten werden ebenfalls von Podozyten und
Endothelzellen produziert (John and Abrahamson, 2001). In unserer Arbeit kam
es bei den GLEPP1-defizienten Mausen zwischen dem vierten und zehnten
Monat erneut zur Synthese des unreifen Kollagens IV sowie zu einer
veranderten Synthese der einzelnen Lamininketten. Vor diesem Hintergrund
konnten sowohl die Podozyten als auch die Endothelzellen bei den GLEPP1-
defizienten Mausen in wunserer Arbeit an der Synthese des unreifen

Kollagens IV und Laminins wie im unreifen Glomerulum beteiligt sein.

Steenhard et al. konnten in einer anderen Studie mit von Hippel-Lindau (VHL)-
defizienten Mausen ahnliche Veranderungen beobachten wie bei unseren
GLEPP1-defizienten Mausen (Steenhard et al.,, 2010). Sie stellten
subendotheliale Verdickungen sowie subpodozytare humps in der GBM der
Mause fest, in welchen wiederum Kollagen IV al1a2a1 nachgewiesen werden

konnte. Zudem konnten sie nachweisen, dass sowohl die Podozyten als auch
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die Endothelzellen das unreife Kollagen IV synthetisieren. Womd&glich sind auch
in unserer Studie die Podozyten und Endothelzellen fir die Synthese des
unreifen Kollagens IV verantwortlich, was auch im Einklang mit der Studie von
Abrahamson stlinde. Andererseits zeigten die GLEPP1-defizienten Mause in
unserer Arbeit nur auf podozytarer Seite Verdickungen in Form von humps.
Dies deutet darauf hin, dass die Podozyten alleine in den GLEPP1-defizienten
Mausen das unreife Kollagen IV produzieren und den Wechsel von reif nach

unreif initiileren.

Abrahamson formulierte in einer anderen Arbeit die These, dass die unreifen
Varianten des Kollagens IV und Laminins eine elastischere Konsistenz haben
konnten, um so die Ausbreitung der Podozyten und Endothelzellen entlang des
glomerularen Filters wahrend der Entwicklung zu ermdéglichen (Abrahamson,
2012). Die reifen Varianten seien jedoch erforderlich fur die Differenzierung der
Podozyten und Endothelzellen sowie die Selektivitat des glomerularen Filters.
Wie die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, ist GLEPP1 wichtig fur die Funktion
des Podozyten und dessen Aufrechterhaltung. Es scheint, dass durch eine
Defizienz von GLEPP1 die Funktion des reifen Podozyten nicht beibehalten
werden kann und der Podozyt daher wie die nicht ausdifferenzierten Podozyten
unreifes Kollagen IV synthetisiert. Der Podozyt konnte auch auf ein bestimmtes
Signal hin mit der Synthese von unreifen Ketten des Kollagens IV beginnen,
z. B. durch eine Ablosung des Podozyten von der GBM, wie sie in der Studie
von Kim et al. sowie Tian et al. beobachtet wurde (Tian et al., 2007, Kim et al.,
2002). Das unreife Kollagen IV kdnnte in diesem Fall eine bessere Verankerung
des Podozyten gewahrleisten. Moglicherweise sind jedoch auch weitere
Rezeptoren an dem Wechsel vom reifen zum unreifen Kollagen |V beteiligt.

4.3 Ahnlichkeit zwischen GLEPP1- und DDR1-Defizienz

Gross et al. fuhrten eine Studie zur DDR1-Defizienz durch, wobei die DDR1-
knockout-Mause einen ahnlichen Phanotyp aufwiesen wie die GLEPP1-
knockout-Mause in unserer Arbeit (Gross et al., 2004). Daher stellt sich die

Frage, ob DDR1 und GLEPP1 sich gegenseitig beeinflussen.
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Die DDR1-knockout-Mause entwickelten ahnlich wie die GLEPP1-knockout-
Mause in unserer Arbeit eine Proteinurie, wobei im Urin insbesondere
grolBmolekulare Proteine nachgewiesen werden konnten (Gross et al., 2004).
Zudem waren unter dem Elektronenmikroskop lokalisierte subpodozytare
Verdickungen der GBM ahnlich den humps der GLEPP1-knockout-Mause aus

unserer Arbeit sichtbar.

Aufgrund des ahnlichen Phanotyps von GLEPP1- und DDR1-knockout-Mausen
lasst sich eine Verbindung zwischen GLEPP1 und DDR1 annehmen. DDR1
gehort zu den Rezeptortyrosinkinasen und wird durch Kollagene, u. a. auch
Kollagen 1V, aktiviert (Vogel et al., 1997, Shrivastava et al., 1997). Gross et al.
konnten DDR1 insbesondere im Podozyten nachweisen (Gross et al., 2004). Es
ware denkbar, dass GLEPP1 und DDR1 Uber einen gemeinsamen Weg den
Aufbau der GBM regulieren. Der Wechsel vom reifen zum unreifen Kollagen IV
in den GLEPP1-knockout-Mausen aus unserer Arbeit kdnnte jedoch auch Uber
DDR1 ablaufen. Die Kollagen-DDR1-Interaktion konnte die Zelladhasion,
-migration und -differenzierung sowie die Synthese der extrazellularen Matrix
beeinflussen (Shrivastava et al., 1997). Aufgrund einer GLEPP1-Defizienz ist
womoglich diese Interaktion zwischen Kollagen IV und DDR1 gestort, sodass

DDR1 dann die Synthese von unreifem Kollagen IV im Podozyten initiiert.

4.4 GLEPP1 und Alport-Syndrom

Beim Alport-Syndrom handelt es sich um eine erblich bedingte Erkrankung, die
in Uber 80 % der Falle X-chromosomal vererbt wird (Kashtan, 1998). Klinisch
manifestiert sich das Alport-Syndrom durch eine Hamaturie und Proteinurie
(Alport, 1927, Gubler et al., 1981). In der Jugend oder im fruhen
Erwachsenalter entwickelt sich haufig ein chronisches Nierenversagen (Flinter
et al., 1988). Neben der renalen Symptomatik ist flr das Alport-Syndrom eine
Innenohrschwerhdrigkeit typisch (Alport, 1927). Zusatzlich kann das Alport-
Syndrom sich auch an den Augen manifestieren, meist in Form eines
Lentikonus (Flinter et al., 1988).
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Dem Alport-Syndrom zugrunde liegt eine Mutation in COL4A3, COL4A4 oder
COL4AS5 (Barker et al., 1990, Mochizuki et al., 1994). Diese Gene kodieren die
jeweilige Kette des Kollagens IV. Aufgrund einer dieser Mutationen wird das
unreife Kollagen IV-Netzwerk bestehend aus ala2a1-Monomeren nicht durch
das reife Kollagen IV a304a5 ersetzt (Abrahamson, 2012). Kollagen IV a3a4a5
findet sich nicht nur in der GBM, sondern auch in der Kochlea und im Auge
(Kalluri et al., 1998, Cosgrove et al., 1998, Hudson et al., 2003). Daher kann
beim Alport-Syndrom neben einer renalen Symptomatik auch eine

Beeintrachtigung der Hor- und Augenleistung vorliegen.

Ahnlich zum Alport-Syndrom wurde auch in unserer Arbeit mit GLEPP1-
defizienten Mausen vermehrt unreifes Kollagen IV anstelle des reifen
Kollagens IV in der GBM synthetisiert. Die veranderte Zusammensetzung der
GBM geht sowohl beim Alport-Syndrom als auch bei der GLEPP1-Defizienz mit
einer Proteinurie einher. Wie bei den GLEPP1-defizienten Mausen sind auch
beim Alport-Syndrom unter dem Elektronenmikroskop Abnormitaten des
glomerularen Filters zu beobachten, wobei diese sich beim Alport-Syndrom auf
verschiedene Arten prasentieren konnen (Cosgrove, 2012). Die GBM kann sich
beim Alport-Syndrom sowohl verdickt als auch verdunnt darstellen. Haufig
werden auch Aufsplitterungen der GBM beobachtet. Zusatzlich kann es zu
einer Retraktion der FulRfortsdtze kommen. Ein interessanter Ansatz fur
zukunftige Forschung ware es daher zu betrachten, welche Funktion GLEPP1
beim Alport-Syndrom einnimmt: Wird GLEPP1 beim Alport-Syndrom aufgrund
eines Mangels an reifem Kollagen IV hochreguliert, da es fur die Synthese von
reifem Kollagen IV notwendig ist? Oder kommt es durch eine verminderte
Aktivierung von GLEPP1 zur vermehrten Bildung des unreifen Kollagen IV-
ala2a1-Netzwerkes? Moglicherweise kann eine verminderte Aktivierung von
GLEPP1 auch Einfluss auf die Form des Podozyten haben und so zur
Retraktion der Ful¥fortsatze fuhren, wie sie sowohl beim Alport-Syndrom als

auch bei den GLEPP1-knockout-Mausen beobachtet werden konnte.
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Fir die Aufrechterhaltung der Struktur und der Funktion des glomerularen
Filters scheint also das Vorhandensein von Kollagen IV a3a4a5 unabdingbar zu
sein. Auch GLEPP1 scheint in diesem Zusammenhang eine entscheidende
Rolle zu spielen. Wahrend beim Alport-Syndrom aufgrund einer Genmutation
fur eine der reifen Ketten des Kollagens IV unreifes Kollagen IV synthetisiert
wird, liegt die Ursache in unserem Modell in der GLEPP1-Defizienz. GLEPP1
beeinflusst die Synthese von Kollagen |V im Podozyten. Der genaue
Wirkmechanismus ist jedoch noch nicht bekannt. Wahrend beim Alport-
Syndrom die Synthese des unreifen Kollagens IV unvermeidbar ist, kdnnte in
unserem Modell durch einen Eingriff in den bisher noch unbekannten
Mechanismus madglicherweise der Wechsel zum unreifen Kollagen IV
vermieden werden. So kdonnte GLEPP1 in Zukunft als therapeutischer Ansatz
fur andere proteinurische Krankheitsbilder dienen, bei denen eine Expression

von unreifem Kollagen IV beschrieben wird.

4.5 Limitationen der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, eine GLEPP1-knockout-Mauslinie zu charakterisieren,
um daraus Ruckschlisse auf die bisher unbekannte Funktion von GLEPP1
herzuleiten. Aus ethischen Grinden wurde eine eher kleine Stichprobe gewahlt.
Aufgrund der niedrigen Stichprobenzahl ergaben sich teilweise hohere
Standardfehler. Eine groRere Stichprobe konnte in zuklnftigen Studien zu
eindeutigeren Ergebnissen fuhren. Weitere Forschung aufbauend auf den

Ergebnissen der Studie scheint daher sinnvoll.

Weiterhin  konnten wir im Rahmen der elektronenmikroskopischen
Untersuchungen Veranderungen des glomerularen Filters in Form von
podocyte foot process effacement und humps zeigen. In Zusammenschau mit
den Ergebnissen aus den PCR-Untersuchungen nehmen wir an, dass in den
beschriebenen humps die unreifen Subtypen des Kollagens IV sowie Laminins
lokalisiert sind. Um dies jedoch elektronenmikroskopisch nachzuweisen, sind

weitere immunhistochemische Farbungen der Schnitte erforderlich.
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Eine weitere Limitation dieser Arbeit liegt darin, dass die Untersuchungen der
Subtypen des Kollagens IV sowie des Laminins bisher nur auf RNA-Ebene
durchgeflihrt wurden. Ob die unreifen Subtypen des Kollagens IV und Laminins
tatsachlich in der GBM exprimiert werden, ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch
unklar. Wir konnten bisher nachweisen, dass die RNA der unreifen Ketten von
Kollagen IV und Laminin in den GLEPP1-knockout-Mausen hochreguliert wird,
was darauf hinweist, dass die unreifen Subtypen in der GBM exprimiert werden.

Um dies zu verifizieren, sind weitere Versuche auf Proteinebene geplant.
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5 Schlussfolgerungen

GLEPP1 ist eine Rezeptortyrosinphosphatase, deren genaue Funktion bisher
ungeklart ist. Im Rahmen dieser Arbeit wurden GLEPP1-knockout-Mause
untersucht, um eben Rlckschlisse auf die Funktion von GLEPP1 zu ziehen.
Anhand unserer Ergebnisse konnten wir zeigen, dass GLEPP1 entscheidend

zum Aufbau sowie zur Funktion des glomerularen Filters beitragt.

In unserer ersten Versuchsreihe zeigte sich, dass der GLEPP1-knockout mit
einer Albuminurie einhergeht. Diese Albuminurie trat bei den Mausen zwischen
dem vierten und zehnten Monat auf. Da die Albuminurie Zeichen einer erhéhten
Durchlassigkeit des glomerularen Filters ist, Iasst sich also schlussfolgern, dass
ein Defekt oder ein Mangel an GLEPP1 mit einer Funktionseinschrankung des

glomerularen Filters einhergeht.

In einer zweiten Versuchsreihe konnten wir nachweisen, dass der GLEPP1-
knockout zwischen dem vierten und sechsten Monat zu einem podocyte foot
process effacement sowie zu humps innerhalb der GBM fluhrt. Die Podozyten
sowie die GBM sind wiederum Bestandteil des glomerularen Filters. Somit

beeinflusst GLEPP1 also die Morphologie des glomerularen Filters.

Auf molekularbiologischer Ebene ergab sich in unseren Versuchen, dass der
GLEPP1-knockout mit einer veranderten Zusammensetzung des Kollagens IV
und des Laminins in der GBM einhergeht. In einem Alter von vier bis zehn
Monaten zeigte sich ein Wechsel bezuglich der Expression von reifen und
unreifen Subtypen des Kollagens IV und Laminins zugunsten der unreifen
Varianten. Somit moduliert GLEPP1 sowohl die strukturelle Zusammensetzung
der GBM als auch die Morphologie des glomerularen Filters und dessen
Funktion.

Im Rahmen zuklnftiger Forschung sollten zunachst die Ergebnisse bezlglich
der Expression von reifem und unreifem Kollagen IV sowie Laminin auf
Proteinebene durch Western Blots belegt werden. Ein weiteres Ziel zuklnftiger

Forschung ist es, diese Subtypen in den beschriebenen humps nachzuweisen
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z. B. mittels Immunhistochemie oder Immunogoldfarbung. Zudem ist ein
zentraler Aspekt unserer zuklinftigen Forschung, den Ablauf des Wechsels von
reifem zu unreifem Kollagen IV bzw. Laminin sowie die daran beteiligten
Mediatoren zu verstehen. Eine Beeinflussung dieses Signalwegs z. B. durch
Aktivatoren von GLEPP1, die eine Modulation der GBM sowie des Podozyten
und damit einhergehend der Funktion des glomerularen Filters ermdglicht,
konnte somit ein interessanter Therapieansatz flr proteinurische

Krankheitsbilder sein.
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