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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Chronische Nierenerkrankungen sind ein bedeutsames Problem weltweiter Gesund-
heitssysteme (Currie and Delles, 2013, Zhang and Rothenbacher, 2008). Proteinurie ist
ein Marker renaler Schiadigung, der hdufig schon eher messbar ist als eine konkrete Ab-
nahme der glomeruldren Filtrationsrate (Currie and Delles, 2013). Die Proteinurie ist
hierbei Ausdruck der Schidigung des glomeruldren Filters, der dreischichtig aus fenes-
triertem Kapillarendothel, der glomeruldren Basalmembran und den Podozyten, mit der
zwischen ithnen ausgebildeten glomeruldren Schlitzmembran, aufgebaut ist. Podozytére
Schidigung zeigt sich in vielen Erkrankungen der humanen Niere, unter anderem bei
Minimal Change Glomerulonephritis, fokal segmentaler Glomerulosklerose und diabe-
tischer Nephropathie (Asanuma, 2015). Der genaue Mechanismus der Positionierung
der Podozyten sowie der sich zwischen ihren sekundidren Fullfortsdtzen ausbildenden
glomeruldren Schlitzmembran bleibt bislang unklar. Im Vorfeld konnte der Einfluss der
Eph-ephrin-Interaktion auf die Positionierung von Tubuluszellen gezeigt werden
(Pasquale, 2005, Egea and Klein, 2007, Himanen et al., 2007). Nephrin, als Hauptbe-
standteil der glomeruldren Schlitzmembran, konnte als Interaktionspartner von ephrin-
B1 identifiziert werdenEph-B2 ist dabei der mit dem ephrin-BI-Liganden interagierende
Rezeptor (Hashimoto et al., 2007). Unsere Untersuchungen zeigen, dass die Stimulation
der podozytiren Interaktion humaner Podozyten, die den Eph-B2-Rezeptor bzw. den
ephrin-Bl-Liganden exprimieren, durch die Nephrin Immunglobulindominen Ig 1-2
und Ig 3—4 die zelluldre Adhidsion beeinflusst. Es zeigen sich ein spiterer Beginn und
langere Adhésionen bei Stimulation mit Nephrin Ig 1-2 im Vergleich zur Kontrolle. Die
Stimulationen mit Nephrin Ig 1-2 und Nephrin Ig 3—4 fiihren zu einem spéteren Ende
der Adhésionen und zu vermehrter Adhdsion zum Zeitpunkt 600 min. Es konnte kein
signifikanter Einfluss auf die podozytire Adhdsion durch Stimulation mit dem gesamten
extrazelluliren Nephrin gezeigt werden. Die Untersuchungen konnten keinen Einfluss
von extrazelluldrem Nephrin auf die Eph-Rezeptor vermittelte Repulsion humaner Po-
dozyten zeigen. Die in dieser Untersuchung identifizierte Interaktionsstelle von Nephrin
mit Eph-B2 und ephrin-BI steht im Widerspruch zu den von Fukusumi verdffentlichten
Untersuchungen zur Interaktion von Nephrin und ephrin-B1 (Fukusumi et al., 2018).
Weitere Untersuchungen sollten die Interaktionsstelle iiberpriifen und spezifizieren, ob
diese fiir Eph-B2 und ephrin-B1 gleich ist. Die Interaktion von Nephrin mit Eph-B2 und
ephrin-B1 scheint iiber eine Stabilisierung der Podozyten und der glomeruldren
Schlitzmembran fiir die Aufrechterhaltung einer korrekten Filterfunktion des Glome-

rulums von Bedeutung zu sein.
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Abstract

,Chronic kidney disease and its associated morbidity pose a worldwide health problem*
(Currie and Delles, 2013, Zhang and Rothenbacher, 2008). Proteinuria is a widely ac-
cepted marker of renal injury that is often detected earlier than a decline of the glomeru-
lar filtration rate (Currie and Delles, 2013). Proteinuria displays a dysfunction of the
glomerular filter that consists of three layers, the fenestrated epithelium, the glomerular
basement membrane and the podocytes, building the slit diaphragm inbetween them.
Podocyte injury is present in nephropathies of different origin for example minimal
change glomerulonephritis, focal segmental glomerulosclerosis and diabetic nephropa-
thy (Asanuma, 2015). The exact mechanisms of podocyte and slit diaphragm alignment
are yet not fully understood. The role of Eph-receptors in vascular and neuronal devel-
opment has been established several years ago. Previous investigations have shown the
expression of several Eph-receptors and their corresponding ligands in the human kid-
ney and the impact of Eph-ephrin-interaction on tubule cell positioning (Pasquale, 2005,
Egea and Klein, 2007, Himanen et al., 2007). Nephrin, as the main character of the slit
diaphragm interacts with the ephrin-B1-ligand (Hashimoto et al., 2007). Eph-B2 is the
corresponding receptor for ephrin-B1 (Hashimoto et al., 2007). Our studies show that
stimulating the interaction of human podocytes, expressing either Eph-B2-receptor or
ephrin-B1-ligand, by extracellular Nephrin immunoglobulin domain Ig 1-2 and Ig 3—4
alters cellular adhesion. Stimulation with Nephrin Ig 1-2 increases the length and shows
later start of adhesion of opposed cells compared to control. Stimulation with Nephrin
Ig 1-2 and Nephrin Ig 3—4 show later end of adhesion and more adhesion 600 mins af-
ter starting Live Cell Imaging. No significant effect was found for stimulation with full
extracellular Nephrin or other Nephrin 1g-Truncations. The studies did not show altera-
tion of podocyte repulsion as a result of stimulation by extracellular Nephrin. The inter-
action site between Nephrin and Eph-B2/ephrin-B1 identified within this study con-
flicts with results of interaction between Nephrin und ephrin-B1 published by Fukusumi
(Fukusumi et al., 2018). Further studies are needed to clarify the correct interaction site
and specify whether it is identical for Eph-B2 and ephrin-B1 or not. The interaction be-
tween Nephrin and Eph-B2 and ephrin-B1 may be crucial for stabilization of podocytes
and thereby of the slit diaphragm, which is essential for maintenance of correct filter

function of the glomerulum.
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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Epidemiologie Proteinurischer Nierenerkrankungen

Chronische Nierenerkrankungen (CKD) sind eine bedeutsame Herausforderung welt-
weiter Gesundheitssysteme (Currie and Delles, 2013, Zhang and Rothenbacher, 2008).
Bis zu 16% der erwachsenen Bevolkerung weltweit sind von CKD betroffen
(Matsushita et al., 2010, Wen et al., 2008, Levey et al., 2007, Hallan et al., 2006, Coresh
et al., 2007, Sarnak et al., 2003). Die Problematik chronischer Nierenerkrankungen liegt
in ihrer asymptomatischen Natur, wodurch sie hiufig erst in einem spaten Stadium er-
kannt werden und damit friihzeitige Interventionsmoglichkeiten verstrichen sind (Zhang
and Rothenbacher, 2008). Der renale Verlust von Albumin (Albuminurie) als erstes
klinisches Zeichen einer Proteinurie ist ein Marker renaler Schiadigung, der hdufig
schon frither messbar ist als eine Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate (GFR)
(Currie and Delles, 2013). Das Vorliegen einer Albuminurie ist der starkste unabhéingi-
ge Risikopradiktor fiir kardiovaskuldre Ereignisse und die damit verbundene Mortalitit
(Agrawal et al., 2009). Die Behandlung einer persistierenden Albuminurie hat sich zu
einem therapeutischen Ziel der kardiovaskuldren Risikoreduktion im klinischen Alltag

entwickelt (Currie and Delles, 2013).
1.2 Anatomie und Funktion der Niere

Die zentrale Aufgabe der Nieren ist die Regulation des Wasser-, Sdure-Basen- und
Salzhaushalts des menschlichen Kdorpers und die Ausscheidung harnpflichtiger Stoff-
wechselprodukte. Jede Niere besteht aus circa einer Million Nephronen, die die grund-
legende funktionelle Baueinheit bilden. Ein Nephron besteht aus aus dem Nierenkdrper-
chen (Corpusculum renale) und dem dazugehorigen Tubulussystem (Tubulus renalis).
Das Nierenkorperchen setzt sich aus einem Kapillarknduel (Glomerulum) und der um-
gebenden Bowman-Kapsel zusammen (Aumiiller, 2010). Jeden Tag produzieren die
Nieren 180 Liter Primérharn, der aus abfiltrierter Plasmafliissigkeit besteht. Im Tubu-
lussystem werden aus dem Primdrharn durch eine Vielzahl verschiedener Resorptions-

und Sekretionsmechanismen circa zwei Liter Urin pro Tag gebildet (Schmidt, 2010).
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1.3 Der glomerulire Filter

Die Aufgabe des glomerulédren Filters ist es, den Verlust von Plasmaproteinen iiber den
Urin zu verhindern. Bei Schédigung des glomeruldren Filters kommt es zum Verlust
von Plasmaproteinen iiber den Urin (Proteinurie). Die Filtration von Plasmafliissigkeit
und gelosten Substanzen lduft in den renalen Glomeruli ab. Der glomeruldre Filter halt
Plasmaproteine groflen- und ladungsselektiv zuriick, ermoglicht jedoch die Filtration
kleiner geloster Substanzen (z.B. Salze). Durch das Zuriickhalten von Plasmaproteinen
bleibt der onkotische Druck im Plasma konstant und es kommt nicht zu Fliissigkeitsver-
schiebungen im Korper (Arkill et al., 2014). Der glomeruldre Filter hat einen drei-
schichtigen Aufbau, bestehend aus einem fenestrierten Kapillarendothel, der glomerula-
ren Basalmembran (GBM) und den viszeralen Epithelzellen mit spezialisierten FuB3-
fortsidtzen, den Podozyten. Benachbarte Podozyten bilden zwischen ihren Zellkdrpern
die glomeruldre Schlitzmembran aus (Deen et al., 2001). Das fenestrierte Kapilla-
rendothel hat 70—100 nm groB3e Poren (Tryggvason et al., 2006). Thm liegt eine aus Pro-
teoglykanen, Glycosaminoglykanen und Plasmaproteinen bestehende Glykokalyx auf
(Haraldsson and Sorensson, 2004). Der glomeruldre Filter differenziert den Transport
geloster Substanzen abhédngig von Form, Grofle und elektrischer Ladung. Negativ gela-
dene Makromolekiile werden vom glomeruldren Filter stiarker zuriickgehalten als neut-
rale Makromolekiile, wohingegen positiv geladene Makromolekiile vergleichbarer Gro-
e in groBeren Mengen filtriert werden. Dieser ladungsabhédngige Unterschied ist auf
die negative Ladung der Glykokalyx zuriickzufiihren (Rennke and Venkatachalam,
1977). Eine Schidigung der Glykokalyx fithrte im Mausmodell zum Verlust der La-
dungsselektivitit des glomeruldren Filters (Jeansson and Haraldsson, 2006, Jeansson

and Haraldsson, 2003).

Aufgrund der niedrigen Wasserpermeabilitit von Zellmembranen folgt das glomeruldre
Filtrat dem extrazelluliren Weg. Dieser fiihrt zuerst durch die Poren des fenestrierten
Kapillarendothels, dann {iber die glomerulidre Basalmembran und zuletzt durch die glo-
meruldre Schlitzmembran. Im mathematischen Modell der hydraulischen Permeabilitét
des glomerulédren Filters ergibt sich, dass der dominierende hydraulische Widerstand
des glomerulédren Filters durch die Schlitzmembran gebildet wird (Drumond and Deen,

1994). Durch Schiadigung einer der drei beschriebenen Bestandteile des glomeruldren
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Filters wird dessen Integritit aufgehoben und es entsteht eine Proteinurie (Tryggvason

et al., 2006, Braun et al., 2009, Haraldsson and Sorensson, 2004).

Abb. 1: Elektronen-mikroskopisches Bild des glomeruliren Filters

Bildausschnitt A: Im Querschnitt eines humanen Glomerulums zeigen sich die glomeruldre Schlitzmemb-
ran (Pfeile), das fenestrierte Kapillarendothel (E), die glomeruldre Basalmembran (GBM) und die podo-
zytdren FuBfortsdtze (FPs), der Malistab entspricht 250 nm. Bildausschnitt B: Die glomerulédre Schlitz-
membran in stirkerer VergroBerung, der Mafistab entspricht 150 nm (Modifiziert nach Lahdenkari et al.,
JASN, 2004) (Lahdenkari et al., 2004) nm: Nanometer

1.4 Die glomerulire Basalmembran

Die glomeruldre Basalmembran befindet sich zwischen fenestriertem Kapillarendothel
und Podozyten und ist vergleichbar mit einer Gel-Matrix (Robinson and Walton, 1989).
Die beiden Hauptbestandteile der glomeruldiren Basalmembran bilden gewebsspezifi-
sche Isoformen von Laminin und Kollagen Typ IV. Die Laminin- und Kollagen Typ
IV-Netzwerke sind tiber Nidogene und die Heperansulfat Proteoglykane Perlekan und
Agrin miteinander verbunden (Lennon et al., 2014). Die Bedeutung von Kollagen Typ
IV fiir die Struktur und Funktion der glomeruldren Basalmembran zeigt sich anhand des
autosomal rezessiven Alport Syndroms, der hdufigsten Form hereditérer Glomerulone-
phropathien. Es manifestiert sich bereits in der Kindheit mit Proteinurie, Himaturie und
progressivem Verlust der glomeruldren Filtration bis zum terminalen Nierenversagen.
Dem hereditdren Alport Syndrom liegen Mutationen des Typ IV Kollagen zugrunde
(Mochizuki et al., 1994, Barker et al., 1990). Das hereditidre autosomal rezessive Pier-
son Syndrom mit einer Mutation im LAMB2 Gen, welches fiir die Laminin beta-2 Kette
kodiert, fithrt zu einem kongenitalen nephrotischen Syndrom (Zenker et al., 2004). Die

Bedeutung von Heperansulfat Proteoglykanen, als groften Bestandteil der anionischen
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Ladung der glomeruldren Basalmembran fiir die Ladungsselektivitit des glomeruldren

Filters, wird diskutiert (Borza, 2016).
1.5 Die Podozyten

Podozyten sind hochdifferenzierte viszerale Epithelzellen, die die duflerste Schicht der
glomeruldren Kapillare bilden. Die Podozyten haben einen groflen Zellkoérper im
Harnraum und sind tiiber ihre primdren Fullfortsidtze mit der darunter liegenden
glomeruldren Basalmembran verbunden (McGregor, 1929). Die Ergebnisse von
Rodewald und Karnovsky zeigen, dass die interdigitierenden sekundiren Fulifortsitze
sich um die glomeruldren Kapillaren wickeln und 40 nm groBle Schlitze zwischen
benachbarten Fulifortsdtzen lassen, die von der glomeruldren Schlitzmembran
tiberbriickt werden (Rodewald and Karnovsky, 1974). Die Dichte an Zellorganellen in
Podozyten weist auf groBe anabole und katabole Aktivitit hin. Uber die metabolische
Aktivitdt zur Aufrechterhaltung ihrer strukturellen und funktionellen Integritit hinaus
produzieren Podozyten zuséitzlich viele Komponenten der glomeruldren Basalmembran
(Pavenstadt et al., 2003). Die Oberfliche der podozytiren Zellmembran in den
sekunddren FuBfortsdtzen wird in drei unterschiedliche Kompartimente eingeteilt: die
apikale Zellmembran oberhalb der podozytidren Schlitzmembran, die laterale
Zellmembran, an der die podozytire Schlitzmembran ansetzt und die basale

Zellmembran, die die Basis oder Sohle der Fullfortsidtze umfasst (Kerjaschki, 2001).

Die basale Zellmembran ist iiber ein Netz aus verschiedenen Adhédsionsproteinen in der
glomeruldren Basalmembran verankert (Kerjaschki, 2001). Das Integrin a3f1 ist ein
wichtiges Adhésionsprotein und essentiell fiir die Reifung von Podozyten. Integrin o331
defiziente Mause bilden keine podozytiren FuBfortsidtze aus. Auf der zytoplasmatischen
Seite bindet Integrin a3p1 an Paxillin, Talin und Vinculin, die eine Verbindung zum
podozytiren Aktin-Zytoskelett vermitteln (Kreidberg et al., 1996, Drenckhahn and
Franke, 1988). Dystroglykane und Utrophin verbinden Lamine der glomerulédren
Basalmembran mit dem podozytdren Aktin-Zytoskelett (Regele et al., 2000, Raats et al.,
2000).

Die laterale Zellmembran verankert die podozytire Schlitzmembran mit den Podozyten
und trennt das basale und apikale Zellkompartiment (Arakawa, 1971, Rodewald and
4
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Karnovsky, 1974, Jefferson et al., 2011). Die glomeruldre Schlitzmembran wird in den

folgenden Abschnitten detailliert in ihrer Struktur und Funktion erldutert.

Die apikale Zellmembran wird von einer anionischen Glykokalyx bedeckt, wodurch
eine zusétzliche Ladungsselektivitit entsteht. Die Glykokalyx besteht hauptsédchlich aus
Sialoproteinen wie Podocalyxin und Proteoglykanen wie Podoendin (Kerjaschki et al.,
1984, Huang and Langlois, 1985, Sawada et al., 1986). Der Verlust von Podocalyxin
fithrt dazu, dass die podozytéren FuBfortsitze und die podozytdre Schlitzmembran nicht

normal ausgebildet werden konnen (Takeda et al., 2001).

Bislang sind die Mechanismen einer korrekten Positionierung der Podozyten sowie der
glomeruldren Schlitzmembran noch unzureichend erforscht. Huber und Hartleben konn-
ten zeigen, dass die atypische Protein Kinase C (aPKC) in sich entwickelnden Podozy-
ten in der apikalen Membrandoméne exprimiert wird. Im Verlauf findet eine Transloka-
tion der aPKC von der apikalen hin zur basolateralen Membrandomine statt, diese ist
gefolgt von der Ausbildung der podozytiren Fulifortsitze und der glomeruldren
Schlitzmembran. Podozyten-spezifischer Knockout der aPKC in Mausen fiihrt zu struk-
turellen Fehlbildungen der podozytiren Fullfortsdtze und zur Fehlanordnung der glome-
ruldren Schlitzmembran mit nephrotischem Syndrom und frither Letalitit (Hartleben et
al., 2013, Huber et al., 2009). Der Mechanismus der korrekten Positionierung adulter

Podozyten im Glomerulum konnte bislang nicht geklart werden.
1.6 Das Podozytire Zytoskelett

Um die Zell-Zellkontakte der glomeruldren Schlitzmembran und die Zell-
Matrixkontakte zur glomeruldren Basalmembran ausbilden zu kdnnen, benétigen Podo-
zyten ein Zytoskelett, welches einerseits Stabilitdt und andererseits dynamische Flexibi-
litdt gewihrleistet (Pavenstadt et al., 2003, Faul et al., 2007). Das podozytédre Zytoske-
lett bildet im Zellkorper und in den priméren FuBfortsdtzen Mikrotubuli und Intermedi-
arfilamente, wie Vimentin und Desmin, aus. Die komplexe Architektur der sekundéren
FuBfortsidtze wird von streng parallel angeordneten kontraktilen Aktin-Filament-
Biindeln und spezifischen Aktin-assoziierten Proteinen bestimmt (Drenckhahn and
Franke, 1988, Andrews, 1981, Vasmant et al., 1984). Die Aktin-Filament-Biindel wer-
den von bivalenten Molekiilen wie a-actinin und Dystrophin vernetzt (Faul et al., 2007,
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Pavenstadt et al., 2003). Die drei Doménen der Podozyten sind physisch und funktionell
mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden (Kerjaschki, 2001, Asanuma and Mundel, 2003).
Storungen einer dieser podozytiren Doménen aktiviert eine Reorganisation der Aktin-
Filamente und fiihrt zu einer morphologischen Abflachung und Verschmelzung von
Fullfortsdtzen, dem FuBfortsatz-Effacement, mit resultierender Proteinurie (Takeda et
al., 2001, Kerjaschki, 2001). Die dynamische Polymerisation, De-polymerisation und
Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts wird iiber eine Vielzahl von Adapter- und Ef-
fektorproteinen vermittelt und ermoglicht ein intaktes Zytoskelett bei gleichzeitiger An-
passung an duBere Einfliisse (Zigmond, 1996, Faul et al., 2007, Kerjaschki, 2001,
Pavenstadt et al., 2003). Infolge podozytirer Schidigung kommt es zur Reorganisation
des Aktin-Zytoskeletts, das sich morphologisch durch ein FuBlfortsatz-Effacement zeigt.
Eine normale Ausbildung der glomeruldren Schlitzmembran ist nicht mehr moglich und
es kommt in der Folge zu einer Proteinurie (Kretzler et al., 1994, Pavenstadt et al.,
2003, Ryan et al., 1975, Fries et al., 1989). Das Effacement ist ein fluider und potentiell
reversibler Vorgang, der direkt mit der Entwicklung von Proteinurie, klinisch und im

experimentellen Modell, korreliert (Tewari et al., 2015, Shirato, 2002).
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Abb. 2: Schematische Darstellung des podozytiren Aktin-Zytoskeletts und interagierender
Proteine

Der latero-basale Anteil eines podozytiren Fuffortsatzes mit basaler (rot), lateraler (blau) und apikaler
(griin) Membrandoméne, Darstellung der Proteine, die von der glomeruldren Basalmembran und von der
Schlitzmembran aus mit dem Aktin-Zytoskelett interagieren. Grafik nach Kerjaschki, D. (Kerjaschki,
2001).

1.7 Die glomerulire Schlitzmembran

Die glomeruldre Schlitzmembran wurde 1974 erstmalig von Rodewald und Karnovsky
beschrieben als eine pordse, 30-45 nm breite reiBverschlussdhnliche Struktur zwischen
den podozytiren FuBfortsitzen, die 4-14 nm grofe Poren aufweist (Rodewald and
Karnovsky, 1974). Die Autoren merkten an, dass diese GroBle unterhalb der von Al-
bumin liege. Weitere Untersuchungen zeigten, dass es sich bei der glomeruldren
Schlitzmembran um hochspezialisierte, interzelluldre Zellkontakte handelt. Zwischen
gegentiiberliegenden FuBfortsdtzen entsteht ein dynamischer Multiproteinkomplex. Eine
Vielzahl verschiedener Proteine sind als Signalmolekiile an der Organisation der

Schlitzmembran beteiligt. Sie bilden ein intrazelluldres Signalnetzwerk aus, welches mit
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dem Aktin-Zytoskelett verbunden ist (Benzing, 2004, Huber and Benzing, 2005,
Tryggvason et al., 2006). Hauptbestandteil der glomeruldren Schlitzmembran ist dabei
Nephrin (NPHSI), dessen extrazelluldre Anteile in der Mitte der Schlitzmembran ho-
mophil tiberlappen (Holzman et al., 1999, Ruotsalainen et al., 1999). Die bereits von
Rodewald und Karnovsky beschriebenen Poren fiir die Filtration liegen im Spaltraum
zwischen zwei benachbarten Nephrinmolekiilen des gleichen Podozyten (Ruotsalainen
et al., 1999, Tryggvason, 1999, Holzman et al., 1999). Die Arbeit von Grahammer et al.
zeichnet ein detaillierteres Bild der glomeruldren Schlitzmembran. Die Daten zeigen,
dass die Schlitzmembran hauptsdchlich aus Nephrin und NEPHI im Verhiltnis 1:2,5
besteht. NEPHI ist dabei weiter basolateral zur GBM hin exprimiert, wohingegen
Nephrin weiter apikal zu finden ist. Die Ergebnisse zeigen, dass sich zwischen NEPH -
Molekiilen die Schlitzmembran mit einer Breite von 25 nm ausbildet, zwischen
Nephrin-Molekiilen ist diese mit 40 nm breiter. Eine jeweils bestehende Varianz der
Breite von 10 nm ldsst Grahammer vermuten, dass Nephrin und NEPHI ihre Lange,
einem Federmechanismus dhnlich, anpassen konnen. Dies konne ein Mechanismus zur
Verhinderung des Verstopfens des Filters durch Proteine sein (Grahammer et al., 2017).
Weitere Bestandteile der glomeruldren Schlitzmembran sind unter anderem CDZ2AP,
Podocin (NPHS2), NEPH2, NEPH3, FAT 1, ZO-1, NCKI-2, TRPC6 (Shih et al., 1999,
Boute et al., 2000, Donoviel et al., 2001, Ciani et al., 2003, Itoh et al., 2014, Kurihara et
al., 1995, Jones et al., 2006). Die Proteine der glomeruldren Schlitzmembran regulieren
die Zellpolaritit, die Organisation des podozytiren Zytoskeletts und das Uberleben der
Podozyten (Huber and Benzing, 2005). Bereits der Verlust einzelner Bestandteile der
glomeruldren Schlitzmembran fiihrt zur Schidigung der Integritdt des glomerulédren
Filters (Donoviel et al., 2001, Kestila et al., 1998). Die Plasmamembran der Podozyten
bildet ,,/ipid rafts* aus, die spezielle Signaldomidnen darstellen. Die oligomerisierte
Form von Nephrin ist mit den lipid rafts assoziiert (Simons et al., 2001). Nephrin und
weitere wichtige Bestandteile der glomeruldren Schlitzmembran werden im nichsten

Abschnitt genauer beschrieben.
1.8 Nephrin

Das kongenitale Nephrotische Syndrom vom finnischen Typ (CNF, NPHSI) wurde

erstmals 1956 als Krankheitsbild bei Neugeborenen beschrieben (Ahvenainen et al.,
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1956). Das Syndrom ist charakterisiert durch eine grof3e Plazenta bei der Geburt, massi-
ve intrauterine Proteinurie, frilhes Auftreten von Odemen, komplette Steroid-Resistenz
und in den meisten Fillen der Tod innerhalb der ersten zwei Lebensjahre (Hallman et
al., 1973). Das autosomal rezessiv vererbte Syndrom hat in Finnland eine Inzidenz von
1:10.000 Geburten (Norio, 1966, Huttunen, 1976). Das hierfiir verantwortliche defekte
Gen konnte auf Chromosom 19q13.1 identifiziert werden (Kestila et al., 1998, Kestila et
al., 1994, Mannikko et al., 1995). Das Genprodukt von NPHS1, Nephrin, ist ein Typ-I
Transmembranprotein der Immunglobulin-Superfamilie, welches spezifisch in der po-
dozytdren Schlitzmembran exprimiert wird (Kestila et al., 1998, Holzman et al., 1999).
Mittlerweile konnte die Expression von Nephrin dariiber hinaus auch in der humanen
Beta-Zelle des Pankreas, in der humanen Plazenta sowie im ZNS von Nagetieren ge-
zeigt werden (Palmen et al., 2001, Yun et al., 2015, Putaala et al., 2000, Putaala et al.,
2001). Nierenbiopsien von Kindern mit CNF zeigten kein Nephrin und keine glome-
ruldre Schlitzmembran (Patrakka et al., 2000). Im Mausmodell fiir CNF durch Knockout
des Nephrin-Gens (NPHS1) zeigt sich ein Fullfortsatz-Effacement und keine Ausbildung
einer glomeruldren Schlitzmembran (Putaala et al., 2001). Die intravendse Injektion von
monoklonalem Anti-Nephrin-Antikorper bei Maiusen fithrt zu massiver Proteinurie
(Topham et al., 1999). Die mRNA-Expression flir Nephrin ist signifikant erniedrigt bei
Minimal-Change-Glomerulonephritis (Furness et al., 1999). Die Nephrin-Expression
zeigt sich in humanen Biopsien bei diabetischer Nephropathie reduziert. Doublier et al.
gehen davon aus, dass glykiertes Albumin und Angiotensin Il zur Herunterregulation
der Nephrin-Expression beitragen (Doublier et al., 2003). Diese Erkenntnisse legen na-
he, dass Nephrin entscheidend fiir die Entwicklung der podozytiren Schlitzmembran
und fiir das Aufrechterhalten der selektiven Permeabilitit des glomeruldren Filters ist

(Kerjaschki, 2001).

Das 185 kDa schwere Nephrin besteht aus einer extra- und einer intrazelluldren Doma-
ne. Der N-terminale-extrazelluldre Anteil besteht aus sechs aufeinander folgenden Im-
munglobulin-dhnlichen Doménen, einer Spacer-Domine, zwei weiteren Immunglobu-
lin-dhnlichen Domédnen und einer Fibronektin Typ III-Doméne. Jedes Immunglobulin-
Motiv enthilt zwei Cysteinreste, die Disulfidbriicken ausbilden und damit die globuldre
oder ellipsoide Struktur der Immunglobulin-Motive formen. Die Immunglobulin-

Motive sind vom C2-Typ, der charakteristisch fiir Proteine der Zell-Zell- oder Zell-
9



Einleitung

Matrix-Interaktion ist. Die Lange des extrazelluliren Anteils von Nephrin betragt ~35
nm (Tryggvason, 1999, Chothia and Jones, 1997). Der intrazelluldre Anteil von Nephrin
enthdlt neun Tyrosine, die abhdngig von ihrem Phosphorylierungszustand die Signal-
transduktion durch Adapter- und Signalmolekiile vermitteln (Benzing, 2004). Der Tyro-
sinphosphorylierungszustand von Nephrin ist dabei {iber die Interaktion mit intrazellula-
ren Adapterproteinen wie NCK entscheidend fiir die Ausbildung der podozytdren Ful3-
fortsdtze und die Integritét der glomeruldren Schlitzmembran (Jones et al., 2006, Jones
et al., 2009, New et al., 2013). Die Tyrosinphosphorylierung an den spezifischen NCK-
Bindungsstellen wird von der Src-Kinase Fyn vermittelt (Verma et al., 2006, Yu et al.,
2001). Die Deletion von Fyn fiihrt zur Verminderung der Tyrosinphosphorylierung von
Nephrin und zur Vergroberung der podozytiren Fullfortsidtze (Verma et al., 2003).

Die Transfektion von HEK-293T Zellen und murinen Podozyten mit Nephrin-cDNA
fiihrt zu deren Adhésion. Die hierbei beobachteten homophilen Interaktionen zwischen
extrazelluliren Anteilen von Nephrin finden in trans-Position (die Nephrin-Anteile be-
finden sich nicht in derselben Zelle) statt. Die homophilen Interaktionen konnen mittels
Antikorpern gegen den extrazelluldren Anteil von Nephrin dissoziiert werden. Die Bin-
dungsaffinitit wird von der vorliegenden Ca?*-Konzentration beeinflusst und nimmt
mit steigender Ca?*-Konzentration zu (Khoshnoodi et al., 2003). Nephrin ist homolog
zu Zelladhdsionsmolekiilen der Immunglobulin-Superfamilie, denen Bedeutung bei
Zell-Zell-  und  Zell-Matrix-Interaktionen ~ zugeschriecben ~ wird. ~ Uber  die
Homodimerisation von Nephrin und NEPH1 hinaus konnte ihre Kolokalisation in den
interzelluliren Verbindungen zwischen den podozytidren Fullfortsdtzen nachgewiesen
werden. Nephrin und NEPH1 bilden hierbei cis-Heterooligomere (Nephrin und NEPH1
befinden sich in derselben Zelle) aus (Barletta et al., 2003, Gerke et al., 2003). Saleem
konnte 2002 zeigen, dass Nephrin und Podocin mit Aktin-Filamenten besonders an de-
ren Spitzen im Bereich der podozytaren FuBfortsitze kolokalisieren und funktionsfdhige

Aktin-Polymere fiir ihre intrazelluldre Positionierung bendtigen (Saleem et al., 2002a).
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Abb. 3: Struktur von Nephrin und der glomeruliiren Schlitzmembran

A: Struktur des Proteins Nephrin: Von N-Terminal beginnend mit 6 IgG-Doméinen, einer Spacer-
Domine, 2 IgG-Doménen, einer Fibronektin Typ III-Doméne, einer Transmembrandoméne, intrazellula-
rer C-Terminus mit 9 Tyrosinresten

B: Ausbildung der glomeruldren Schlitzmembran durch sich iiberlagernde Nephrin-Molekiile zwischen
benachbarten Fullfortsdtzen, Lange des extrazelluldren Anteils von Nephrin ~35 nm. nach Ruotsalainen,
V., et al. Copyright (1999) National Academy of Science, nm: Nanometer

1.9 Podocin (NPHS2)

Das Protein Podocin ist das 42 kDa grofle Genprodukt von NPHS2. Das NPHS2-Gen ist
bei Patienten mit autosomal-rezessivem steroid-resistenten nephrotischen Syndrom mu-
tiert, welches sich bereits in der frithen Kindheit mit massiver Proteinurie zeigt und
rasch progredient zum terminalen Nierenversagen fiihrt (Boute et al., 2000, Schwarz et
al., 2001, Roselli et al., 2002). Das membranstindige Podocin gehort zur rafi-
assoziierten Familie der Stomatin-Proteine und hat eine haarnadel-formige Struktur. In
den lipid rafts bildet Podocin Homooligomere aus und scheint als Geriistprotein zu fun-
gieren (Schwarz et al., 2001). Podocin-defiziente Miuse entwickeln bereits pridnatal
eine Proteinurie und sterben innerhalb weniger Tage nach der Geburt (Roselli et al.,
2004). Elektronenmikroskopisch zeigen sich eine Fusion der podozytiren Ful3fortsitze,
das Fehlen der glomeruldren Schlitzmembran und eine Herunterregulation der Expres-
sion von Nephrin (Roselli et al., 2004). Huber et al. konnten 2001 zeigen, dass Podocin
mit dem intrazelluldren Anteil von Nephrin interagiert und dass Verdnderungen der

Nephrin-Podocin-Interaktion zur Entstehung von Proteinurie beitragen (Huber et al.,
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2001). Podocin ist eine Voraussetzung fiir die Rekrutierung von Nephrin in die lipid
rafts (Huber et al., 2003). Die Mutationen des NPHS2 an R138Q und R138X fiihren
dazu, dass Podocin Nephrin nicht in die /lipid rafts rekrutieren kann. Dariiber hinaus
interagiert Podocin intrazelluldr mit CD2A4P und ist mit dem Aktin-Zytoskelett assozi-
iert (Schwarz et al., 2001, Saleem et al., 2002a). Diese Ergebnisse zeigen, dass Podocin
essentiell fiir die intakte Ausbildung und Aufrechterhaltung der glomeruldren Schlitz-

membran ist.
1.10 NEPH

Donoviel konnte 2001 NEPH1 als strukturverwandtes Protein zu Nephrin identifizieren
(Donoviel et al., 2001). Sellin konnte zeigen, dass die Proteinfamilie NEPH, die Trans-
membranproteine NEPHI, NEPH2 und NEPH3 umfasst und alle drei in der humanen
Niere und in humanen Podozyten exprimiert werden. Die NEPH-Proteine besitzen eine
kurze C-Terminale intrazellulire Domine, eine Transmembrandoméne und eine N-
Terminale extrazellulire Doméne. Die extrazellulire Doméine von NEPH besteht aus
fiinf Immunglobulin-dhnlichen Motiven (Gerke et al., 2003, Sellin et al., 2003). NEPH1
und 2 bilden jeweils eine extrazellulire Homodimerisierung und eine Heterodimerisie-
rung mit dem extrazelluldren Nephrin aus (Gerke et al., 2003, Gerke et al., 2005). Zu-
satzlich besitzt NEPHI die Fahigkeit, wie Nephrin intrazelluldr mit der C-terminalen
Domine von Podocin zu interagieren (Sellin et al., 2003). Nach dem Modell von
Grahammer et al. bildet NEPHI die weiter basolateral gelegene und schmalere Schicht
der Schlitzmembran aus (Grahammer et al., 2017). Der Knockout von NEPHI in Méu-
sen fithrt zu massiver Proteinurie und unterstreicht damit die Bedeutung der NEPH-
Familie fiir die Funktion der glomeruldren Schlitzmembran (Donoviel et al., 2001,

Grahammer et al., 2017).
1.11 Die Eph-Rezeptoren

Die 1987 von Hirai erstmalig beschriebenen Eph-Rezeptoren sind nach der Zelllinie
Erythropoetin-producing human hepatocellular carcinoma benannt, aus dessen cDNA
sie transkribiert wurden (Hirai et al., 1987). Die Eph-Rezeptoren stellen die grofite
Gruppe in der Familie der Rezeptortyrosinkinasen (RTK) dar. Eph-Rezeptoren binden
bevorzugt ihre ephrin-Liganden. Das menschliche Genom codiert fiir neun Eph-A-
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Rezeptoren, die wechselnd fiinf ephrin-A-Liganden binden und fiinf Eph-B-Rezeptoren,
die wechselnd drei ephrin-B-Liganden binden. Dariiber hinaus konnen einzelne Eph-B-

Rezeptoren auch ephrin-A-Liganden binden und umgekehrt (Pasquale, 2010).
1.11.1 Aufbau der Eph-Rezeptoren

Die transmembrandren Eph-Rezeptoren bestehen aus einem extra- und einem intrazellu-
laren Anteil (Abb. 4). Der extrazellulire Anteil besteht aus zwei Fibronectin Typ III-
Dominen, einer Cystein-reichen Region und einer konservierten N-terminalen globuli-
ren Doméne. Die globuldre Doméne dient dabei als ephrin-Liganden-Bindungsdoméne
in trans-Position. Die Cystein-reiche Region, die aus EGF-like-Motiven besteht, ermog-
licht die Bildung von Clustern, die sich aus multiplen Eph-ephrin Komplexen zusam-
mensetzen. Die Fibronectin Typ III-Doménen dienen der Bindung von ephrinen in cis-
Position (Labrador et al., 1997, Himanen et al., 1998, Himanen et al., 2001, Himanen et
al., 2007). Der intrazelluldre Anteil von Eph-Rezeptoren enthilt eine Tyrosin-Kinase-
Doméne, eine SAM-Domine und ein PDZ-Bindungsmotiv. Die SAM-Domine ist eine
Protein-Interaktions-Doméne, die die Homodimerisation und Oligomerisation der Re-
zeptoren vermittelt. Das PDZ-Bindungsmotiv vermittelt die Organisation von Protein-

Komplexen auf der Plasmamembran (Pasquale, 2008).
1.11.2 Aufbau der ephrin-Liganden

Beide Liganden-Gruppen besitzen eine Eph-Rezeptor-Bindungs-Doméne, die iiber ein
Verbindungssegment (linker segment) mit der Zellmembran verbunden ist (Abb. 4). Die
Lange des Verbindungssegments kann durch alternatives Splicing variiert werden. Die
ephrin-A-Liganden werden von einem Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker in der
Zellmembran fixiert, konnen aber auch zur Aktivierung eines Eph-A-Rezeptors auf Ent-
fernung geldst werden (Bartley et al., 1994, Wykosky et al., 2008). Ephrin-B-Liganden
besitzen zusétzlich zur Eph-Rezeptor-Bindungs-Domine eine Transmembrandoméne
und eine kurze zytoplasmatische Doméne mit PDZ-Bindungsmotiv (Kullander and

Klein, 2002).
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Abb. 4: Funktioneller Aufbau von Eph-Rezeptor und ephrin-Liganden

Schematische Darstellung einer Eph-exprimierenden Zelle, die mit den beiden verschieden aufgebauten
ephrin-Liganden der gegeniiberliegenden Zelle interagiert. Der Eph-Rezeptor besitzt intrazelluldr eine
Tyrosin-Kinase-Doméne, eine Sam-Doméne (SAM domain) und ein PDZ-Bindungsmotiv (PDZ-binding
motif). Der extrazelluldre Anteil besteht aus zwei Fibronectin Typ III-Doménen, einer Cystein-reichen
Region und einer konservierten N-terminalen globuldren Doméne. Der ephrin-A-Ligand ist mit einem
GPI-Anker in der Plasmamembran befestigt. Der ephrin-B-Ligand besitzt einen intrazelluldren Anteil mit
PDZ-Bindungsmotiv. (nach Kullander and Klein, 2002) SAM: sterile alpha motif

1.11.3 Funktion der Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden

Die Eph-Rezeptoren haben diverse Funktionen, unter anderem einen weitreichenden
Einfluss auf das Aktin-Zytoskelett, Zell-Substrat-Adhésion, interzelluldre Verbindun-
gen, die Zell-Morphologie und Zell-Bewegungen (Egea and Klein, 2007, Himanen et
al., 2007, Pasquale, 2005). Die Eph-Rezeptoren regulieren das Zellverhalten wihrend
der Embryogenese und der Entwicklung (Batlle et al., 2002, Pasquale, 2008, Solanas
and Batlle, 2011). Auch in allen adulten Organen werden Eph-Rezeptoren in organ-
spezifischen Mustern exprimiert (Hafner et al., 2004). Die synaptische Plastizitit im
Hippocampus wird von Eph-Rezeptoren reguliert (Gao et al., 1998). Die Expression
von Eph-Rezeptoren und ephrin-Liganden ist erhoht bei Verletzungen des Zentralen

Nervensystems. Du et al. konnten zeigen, dass Eph-Rezeptoren am Wachstum von
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Axonen, zellulirem Remodelling und Narbenbildung beteiligt sind (Du et al., 2007).
Eph-Rezeptoren und ihre ephrin-Liganden sind im zentralen Nervensystem an der topo-
graphischen Anordnung von Axonen beteiligt. Durch Gradienten-abhingige Adhésio-
nen und Repulsionen vermitteln sie Axonen ein Neural Guiding. Neural Guiding be-
zeichnet den Prozess der topographischen Anordnung von neuronalen Zellen in der
embryonalen Entwicklung (Triplett and Feldheim, 2012, Feldheim and O'Leary, 2010,
Pasquale, 2008). Eph-Rezeptoren sind in allen wesentlichen Arten von Tumorzellen
vorhanden und sind wichtig fiir Wachstum von Tumoren sowie deren Angiogenese

(Ireton and Chen, 2005, Noren et al., 2004).
1.11.4 Signaltransduktion von Eph-Rezeptoren

Eine besondere Eigenschaft der Eph-Rezeptoren ist ihre bidirektionale Signaltransduk-
tion. Bei Interaktion zwischen Eph-Rezeptor und ephrin-Ligand gegeniiberliegender
Zellen kommt es zur Signaltransduktion in beide Zellen (Vorwirts- und Riickwértssig-
naltransduktion) (Pasquale, 2005). Interaktionen zwischen Eph-Rezeptor und ephrin-
Liganden auf derselben Zelle (cis-Interaktion) fiihren zur Runterregulation der Signal-
transduktion (Silencing) (Dudanova and Klein, 2011, Falivelli et al., 2013). Die Interak-
tion in trans-Position fithrt zur Oligomerisation von Eph-Rezeptor und ephrin-Ligand,
sogenannten Eph-Rezeptor-Clustern (Himanen et al., 2010, Seiradake et al., 2010). Da-
bei werden auch nicht ephrin-gebundene Eph-Rezeptoren in die Eph-Rezeptor-Cluster
eingeschlossen (Wimmer-Kleikamp et al., 2004). Die Cluster umfassen dabei sowohl
Eph-A-Rezeptoren als auch Eph-B-Rezeptoren (Janes et al., 2011). Die Positionierung
der Eph-Rezeptor-Cluster auf der dulleren Plasmamembran wird dabei vom Aktin-
Zytoskelett gesteuert und hat groBBen Einfluss auf die Signaltransduktion der Rezeptoren
(Salaita and Groves, 2010). Die Ndhe der geclusterten Eph-Rezeptoren fiihrt zu ihrer
Auto-Phosphorylierung. Durch Autophosphorylierung an zwei Tyrosinen in der juxta-
membrandren Domine werden die Kinase-Doméne aktiviert und Phosphotyrosin-
Stellen zur Bindung von SH2-Doménen von Signalmolekiilen freigegeben (Binns et al.,
2000). Die intrazelluldre Signaltransduktion der Eph-Rezeptoren lduft {iber eine Viel-
zahl verschiedener Signalwege, hierzu gehoren Mitglieder der Familien der Rho-
GTPasen, der Ras-GTPasen und der A4kt-Kinasen. Nach Bindung mit einem Eph-

Rezeptor kommt es zur ephrin-B-Phosphorylierung durch Src-Kinasen (Cowan and
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Henkemeyer, 2001, Palmer et al., 2002). Dies schafft Bindungsstellen fiir die SH2-
Dominen von Signalproteinen. Hieriiber sind die ephrin-B-Liganden an Entwicklungs-
prozessen des zentralen Nervensystems wie zum Beispiel Axon Pruning, Synapsen-
Formierung und der Morphogenese von dendritischen Dornen beteiligt (Segura et al.,
2007, Xu and Henkemeyer, 2009). Axon Pruning ist ein Prozess wahrend der Entwick-
lung des ZNS, bei dem es zur Reorganisation von bereits bestehenden axonalen Verbin-

dungen kommt (Nguyen and Lichtman, 1996).
1.11.5 Intrazellulire Signaltransduktion mittels Rho-GTPasen

Aus der Familie der Rho-GTPasen sind RhoA, Racl und Cdc42 an der Signaltransdukti-
on beteiligt (Pasquale, 2008, Pasquale, 2010). Uber RhoA regulieren die Eph-
Rezeptoren die Formation von Stressfasern und fokalen Adhésionen und die Kontrakti-
on des Aktomyosin-Zytoskeletts (Pasquale, 2010). Rac/ und Cdc42 vermitteln die For-
mation der protrusiven Strukturen wie Lamellopodien und Filopodien (Heasman and
Ridley, 2008). Steht das Verhiltnis von RhoA-Aktivierung zu Racl/Cdc42 zugunsten
von RhoA, iiberwiegen repulsive Effekte und vermitteln Zell-Fortsatz-Riickzug und die
Inhibition der Zell-Migration/-Invasion (Ogawa et al., 2006). Die bidirektionale Signal-
transduktion bei Eph-ephrin-Interaktionen fiihrt zur Transendozytose von Rezeptor und
Ligand, die durch Racl und Cb/1 vermittelt wird. Racl vermittelt dabei die Internalisie-
rung des Eph-ephrin-Komplexes in beide Zellen. Die Endozytose-Komplexe enthalten
vollstdndige Proteine, dies unterstreicht, dass eine Transendozytose stattgefunden hat
(Zimmer et al., 2003, Marston et al., 2003, Pitulescu and Adams, 2010). Zimmer und
Marston konnten dariiber hinaus keine Kolokalisation von Eph-Rezeptor-Clustern mit
typischen Markern der Endozytose wie Clathrin und Caveolin feststellen. Zimmer fol-
gert daraus, dass die Transendozytose der Eph-B2-Rezeptoren der Phagozytose oder
Makropinozytose dhnelt (Zimmer et al., 2003). Die Inhibition der Eph-B2-Endozytose
fithrt zur Verzogerung der Zell-Repulsion (Zimmer et al., 2003). Die Konvertierung von
Adhésion in Zell-Repulsion kann auch durch die Aktivierung von Metalloproteasen aus
der ADAM-Familie betrieben werden. Metalloproteasen prozessieren dabei ephrin-
Liganden nach Bindung mit dem Eph-Rezeptor und vermitteln auf diesem Weg repulsi-
ves Axon Guiding (Georgakopoulos et al., 2006, Hattori et al., 2000, Yumoto et al.,

2008). Ein weiterer Weg zur Internalisierung und Degradation der Eph-Rezeptoren wird
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von der Ubiquitin Ligase Ch/I vermittelt (Walker-Daniels et al., 2002, Fasen et al.,
2008).

1.11.6 Intrazellulire Signaltransduktion mittels Ras-GTPasen

Uber die Ras-GTPasen kénnen Eph-Rezeptoren unter anderem die Aktivitit des Ras-
Mitogen-aktivierte-Protein-Kinase (MAPK)-Signalwegs regulieren. Uber diesen Sig-
nalweg werden viele physiologische Prozesse reguliert. Dazu gehoren: Zell-
Proliferation, -Uberleben, -Differenzierung, -Adhésion und -Migration (McKay and
Morrison, 2007, Bush and Soriano, 2010). Eph-Rezeptoren konnen die Aktivitit von
GTPasen mittels aktivierender guanine nucleotide exchange factors (GEF) und deakti-
vierender GTPase-activating proteins (GAP) regulieren. Dabei werden die GEF und
GAP tyrosin-phosphoryliert, ubiquitiniert oder abgebaut (Pasquale, 2008, Pasquale,
2010). Die Signaltransduktion der Eph-Rezeptoren inhibiert in vielen Féllen auch die
Aktivitit des Ras-Erk-Signalwegs oder unterdriickt die Aktivierung durch andere Re-
zeptortyrosinkinasen. In Tumorzellen kdnnen Eph-A-Rezeptoren durch Inhibition des
Ras-Erk-Signalwegs dessen tumorfordernde Wirkung unterdriicken (Miao et al., 2001,
Macrae et al., 2005). Poliakov konnte 2008 zeigen, dass in stabil transduzierten HEK-
293T Zellen der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (FGFR) ungebundene Eph-
B2-Rezeptoren phosphorylieren und damit verhindern kann, dass ephrin-BI mit ihm
interagieren kann. Dies flihrt zur Inhibition der sonst durch die Ras-MAPK vermittelte

Trennung und Repulsion der Zellen (Poliakov et al., 2008).
1.11.7 Cross Talk

Uber die fiir Eph-Rezeptoren charakteristische bidirektionale Signaltransduktion hinaus
konnen Eph-Rezeptoren und ihre ephrin-Liganden unabhéngig voneinander und/oder in
Zusammenarbeit mit anderen Zellmembran-Kommunikations-Systemen in die Signal-
transduktion eingreifen (Pasquale, 2008). Larsen konnte zeigen, dass der aktivierte Epi-
dermal Growth Factor Rezeptor (EGFR) die Expression von Eph-A2-Rezeptoren in
Tumorzelllinien induziert. Die Liganden-abhidngige-Aktivierung von Eph-A2 inhibiert
die von EGFR induzierte Tumorzellen-Motilitdt (Larsen et al., 2007). Dariiber hinaus
interagieren Eph-Rezeptoren unter anderem mit Wnt-Rezeptoren, E-cadherin, Integri-
nen, Claudinen und NMDA-Rezeptoren (Arvanitis and Davy, 2008, Kida et al., 2007,
17



Einleitung

Schmitt et al., 2006, Clevers and Batlle, 2006, Wimmer-Kleikamp and Lackmann,
2005, Pasquale, 2005, Yamaguchi and Pasquale, 2004, Konstantinova et al., 2007,
Litterst et al., 2007). Diese Ergebnisse unterstreichen, dass Eph-Rezeptoren mit ihrer

Umgebung Informationen austauschen.
1.11.8 Eph-Rezeptoren in der Niere

Ogawa konnte 2006 zeigen, dass Eph-B2 und ephrin-B1 in medulliren Tubuluszellen
exprimiert werden (Ogawa et al., 2006). Die Interaktion von Eph-B2 und ephrin-Bl
fiihrt zur Tyrosinphosphorylierung von Eph-B2. Ephrin-B1 stimuliert durch die Aktivie-
rung von RhoA und Inaktivierung von Racl die iiber fokale Adhidsionen vermittelte
Zell-Retraktion. Die Interaktion von Eph-B2 und ephrin-B1 reguliert dabei die parazel-
luldre Permeabilitit im Tubulus (Ogawa et al., 2006). Im humanen Glomerulum konnte
die Expression des Eph-B4-Rezeptors und des ephrin-Bl-Liganden gezeigt werden
(Wnuk et al., 2012, Hashimoto et al., 2007). Der Eph-B4-Rezeptor scheint eine protek-
tive Rolle im Mausmodell der mesangiolytischen Thy 1.1 Nephritis zu haben. Die Be-
handlung mit einem Inhibitor der Eph-B4-Phosphorylierung fiihrte zur Ausbildung von
glomeruldren Aneurysmen, podozytirer Schiadigung und zum Verlust von Podozyten
(Wnuk et al., 2012). Hashimoto konnte 2007 zeigen, dass Immuno-Gold-Partikel fiir
den ephrin-BI-Liganden hauptséchlich in der glomeruldren Schlitzmembran lokalisiert
sind und ein kontinuierliches Muster entlang der glomeruldren Kapillarschlinge bilden.
Mittels ,,dual-labeling*‘-Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass ephrin-BI mit
zwel Bestandteilen der glomeruldren Schlitzmembran, Nephrin und CD2AP, kolokali-
siert. In Ratten fiihrt die Behandlung mit einem Anti-Nephrin-Antikorper (ANA) zu
einer ANA-Nephropathie, diese zeigte eine starke Reduktion der ephrin-B-Expression.
Die RNA-Interferenz von ephrin-B1 in kultivierten Podozyten fiihrt zur Dislokation von
CD2AP. Hashimoto sieht diese Ergebnisse als Hinweis darauf, dass ephrin-B1 iiber die
korrekte Positionierung des CD2A4P-Adapters fir die Erhaltung der glomeruldren
Schlitzmembran von Bedeutung ist. Die dhnliche Kinetik der mRNA-Expression von
ephrin-B1 und Eph-B2 in der ANA-induzierten Nephropathie 14sst Hashimoto vermu-
ten, dass Eph-B2 das Gegenstiick zu ephrin-B1 darstellt (Hashimoto et al., 2007). In der
eigenen Arbeitsgruppe konnte die Expression von Eph-Bl1, Eph-B2 und Eph-B3 in hu-

manen Podozyten gezeigt werden (Dr. Konigshausen, personliche Kommunikation).
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Poliakov konnte 2008 zeigen, dass es in stabil mit Eph-B2 und ephrin-B1 transduzierten
HEK-293T-Zellen nach Interaktion zur Repulsion der gegeniiberliegenden Zellen
kommt (Poliakov et al., 2008). Der podozytenspezifische Knockout von ephrin-Bl in
Mausen flihrt zu einer verdnderten Podozyten-Morphologie mit Fullfortsatz-Effacement,
einer verdnderten Positionierung von essentiellen Schlitzmembran-Proteinen (u.a.
Nephrin und NEPHI) und einer Proteinurie (Fukusumi et al., 2018). Der genaue Me-
chanismus der Positionierung und Aufrechterhaltung der glomeruldren Schlitzmembran

bleibt bislang unklar.
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1.12 Ziele der Arbeit

Chronische Nierenerkrankungen sind ein bedeutsames Problem weltweiter Gesund-
heitssysteme (Currie and Delles, 2013). Der glomerulére Filter hat einen dreischichtigen
Aufbau, bestehend aus einem fenestrierten Kapillarendothel, der glomeruldren Basal-
membran und den viszeralen Epithelzellen mit spezialisierten FuBBfortsitzen, den Podo-
zyten. Zwischen den sekundédren Fufllfortsidtzen benachbarter Podozyten bildet sich die
glomeruldre Schlitzmembran aus (Deen et al., 2001). Bei Schidigung des glomerulédren
Filters kommt es zum Verlust von Plasmaproteinen iiber den Urin (Proteinurie) (Arkill
et al., 2014). Nephrin ist ein Hauptbestandteil der glomeruldren Schlitzmembran
(Kestila et al., 1998). Die im humanen Glomerulum exprimierten Eph-Rezeptoren ha-
ben diverse Funktionen, unter anderem einen weitreichenden Einfluss auf das Aktin-
Zytoskelett, Zell-Substrat-Adhésion, interzelluldre Verbindungen, die Zell-Morphologie
und Zell-Bewegungen (Egea and Klein, 2007, Himanen et al., 2007, Pasquale, 2005).
Eph-Rezeptoren haben in der Niere Einfluss auf die Morphologie von Podozyten und
die Anordnung der Proteine, die die glomeruldre Schlitzmembran ausbilden (Fukusumi
et al., 2018). Der genaue Mechanismus der Positionierung der Podozyten sowie der
glomeruldren Schlitzmembran bleibt bislang unklar. Ziel dieser Arbeit war es, den Ein-
fluss von Nephrin auf die Eph-B2 — ephrin-B1 vermittelte Interaktion humaner Podozy-

ten zu untersuchen.
Hieraus ergeben sich nachfolgenden Fragestellungen:

1. Hat rekombinantes extrazellulires Nephrin Einfluss auf die Interaktion zwischen

Eph-B2-ephrin-BI-exprimierenden Podozyten?

2. Haben die rekombinanten Truncations des extrazelluliren Nephrins Einfluss auf die

Interaktion zwischen Eph-B2/ephrin-B1-exprimierenden Podozyten?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Chemikalien

2-Propanol 99,8 %

Agaro se, low gelling temperature
Agarose NEEO Ultra Qualitét

Albumin bovine serum protease free (BSA)
Ammoniumpersulfate

Bromphenol Blue

Calciumchlorid Dihydrat p.A. (CaCl,)
Complete Mini

Dithiothreitol (DTT)
Di-Natriumhydrogenphoshat-Heptahydrat
(Na,HPO,)

EDTA (Ethylenediamine-Tetraacetid-disodium
salt dihydrat)

Essigsdure 100 %

Ethanol 99,9 %

Ethidium Bromid Losung (250 ug/ml)
Fluka Luminol 09253

Glycerin, wasserfrei

Glycerol

Glycin, Blotting Grade

Glykogen

HEPES Puffersubstanz

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)
Methanol

Natriumacetat (C,H;NaO,)
Natriumchlorid (NaCl)

Natrium orthovanadate (Na,V 03)
Nonidet-P40 substitute (NP-40)
p-Coumaric acid C-9008
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phenol

Rotiphorese Gel 30

Rotipuran ®, Wasserstoffperoxid 30 %, p.a.
Sodium dodecyl Sulfat (SDS)

Temed 99 % p.a.

Tris Puffran®, p.a.

Triton® X-100

Hersteller

VWR Int., Darmstadt (DE)
Sigma, Steinheim (DE)
Roth, Karlsruhe (DE)

VWR Int., Darmstadt (DE)
Biomol, Hamburg (DE)
Sigma, Steinheim (DE)
Merck, Darmstadt (DE)
Roche, Mannheim (DE)
AppliChem, Darmstadt (DE)
Merck, Darmstadt (DE)

Sigma, Steinheim (DE)

Roth, Karlsruhe (DE)
Merck, Darmstadt (DE)
Roth, Karlsruhe (DE)
Sigma, Steinheim (DE)
Merck, Darmstadt (DE)
Sigma, Steinheim (DE)
Roth, Karlsruhe (DE)

Roth, Karlsruhe (DE)
Merck, Darmstadt (DE)
Merck, Darmstadt (DE)
Merck, Darmstadt (DE)
AppliChem, Darmstadt (DE)
Merck, Darmstadt (DE)
AppliChem, Darmstadt (DE)
Sigma, Steinheim (DE)

US Biological, Salem (USA)
Sigma, Steinheim (DE)
Sigma, Steinheim (DE)
Sigma, Steinheim (DE)
Roth, Karlsruhe (DE)

Roth, Karlsruhe (DE)
Biomol, Hamburg (DE)
Roth, Karlsruhe (DE)

Roth, Karlsruhe (DE)
Sigma, Steinheim (DE)
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| Trispuffer Hydrochlorid

Sigma, Steinheim (DE)

Tabelle 1: Chemikalien
ug: Mikrogramm, ml: Milliliter

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Corning Incorporated 12 Well Cell Culture
Plate

Corning I ncorporated Cell Culture Dish
100 mm x 20 mm Style

Hersteller

Corning Incorporated, Corning (USA)

Lab-Tek Chambered Coverglass w/cvr Thermo Fisher Scientific, Rochester
(USA)

Nitrozellulosemembran Protan Whatman, Dassel (DE)

Nunc™ EasyFlask™, 25 cm? Thermo Fisher Scientific, Rochester

Nunc™ EasyFlask™, 75 cm? (USA)

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

cm: Zentimeter, mm: Millimeter

2.1.3 Gerite

Geritename Hersteller

Axioobserver Z1-Mikroskop

PTC-200 Peltier Thermal Cycler
Julabo F25

Tempcontrol 37-2 digital

CO, Controller

Carl Zeiss, Oberkochen (DE)

MJ Research, Waltham (USA)
Julabo, Seelbach (DE)

Visitron Systems, Puchheim (DE)

Tabelle 3: Gerite

2.1.4 Software

Programm Aufgabe Entwickler

Visi View 2.0.4 Videomikroskopie Visitron Systems, Puchheim (DE)

Incubation Remote Uberwachung  von PeCon GmbH, Erbach (DE)

Control 2.0.5 Temperatur und CO,

Julabo Easy Temp Temperatursteuerung Julabo, Seelbach (DE)

Professional 3.00

ImageJ 1.50g Bildbearbeitung National Institute of Health (USA)
Live Cell Imaging

AlphaView 3.3.1.0 Bildverarbeitung Proteinsimple, San Jose (USA)

R Studio 1.0.143 Statistik RStudio Inc.

Tabelle 4: Software
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2.1.5 Spezielle Materialien

2.1.5.1 Herstellung und Vervielfaltigung rekombinanter DNA

Enzyme und Puffer Hersteller

Accu Prime™ Taq DNA Polymerase System
Accu Prime 10x PCR Buffer 11

Alkaline Phosphatase Calf Intestinal (CIP)
10.000 U/ml

Buffer for T4 DNA Ligase with 10 mM ATP
Purified BSA 100x (10 mg/ml) New England BioLabs, Frankfurt (DE)
NE-Buffer 1-4, 10x Concentrate

Restriktionsenzyme

T4 DNA Ligase (400.000 U/ml)

Invitrogen, Darmstadt (DE)

Tabelle 5: Enzyme und Puffer
mg: Milligramm, ml: Milliliter, U: Units

Antibiotika fiir Bakterienkultur Hersteller

Ampicillin Na-Salt, research grade Serva Electrophoresis, Heidelberg (DE)
Kanamycin A Monosulfate

Tetracyclin Hydrochloride Minimum 95 % Sigma, Steinheim (DE)

(HLC)

Tabelle 6: Antibiotika fiir Bakterienkultur

Antiobiotikastammlosungen Endkonzentration

Ampicillin Losung 10 mg/ml in aqua dest

Kanamycin Losung 0,5 mg/ml in aqua dest

Tetracyclin 1 mg/ml (0,1 g in 50 aqua dest + 50 ml

Ethanol 16sen)

Tabelle 7: Antibiotikastammlosungen
g: Gramm, mg: Milligramm, ml: Milliliter

Fliissigmedien Endkonzentration
LB Medium 2 g LB Broth Base/100 ml pH 7
LB Medium + Ampicillin 2 g LB Broth Base/100 ml
100 pg/ml Ampicillin
LB Medium + Kanamycin 2 g LB Broth Base/100 ml
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LB Medium + Tetracyclin

50 pg/ml Kanamycin

2 g LB Broth Base/100ml
25 pg/ml Ampicillin

7,5 ug/ml Tetracyclin

Tabelle 8: Fliissigmedien
g: Gramm, pg: Mikrogramm, ml: Milliliter

Medien, Bakterien, Kits

LB Agar Luria Bertani Agar powder
LB Broth Base (Lennox L Broth Base)

Hersteller

Sigma, Steinheim (DE)

One Shop®TOPI10 Chemically Competent

Cells Invitrogen, Darmstadt (DE)
Ultracom MC1061 E.coli

Ultracom MC1061 P3 E.coli

QOIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen, Venlo (NL)

Tabelle 9: Medien, Bakterien, Kits

Plasmid

CDM glepp cey

CDM Nephrin Wildtyp
CDM CD16.7
pcDNA3VS [Podocin]

Herkunft

Prof. Dr. Sellin, Uniklinik Diisseldorf

Prof. Dr. Walz, Uniklinik Freiburg

Tabelle 10: Plasmide

PCR Produkt Riickwiartsprimer Sequenz Vorwirtsprimer Sequenz
Nephrin cey ne cegBAMNOT RP 5°GCG Nephrin  MLU 5°CGC
GGG GCC Hind FP1 GGG ACG
GCC GCC CGT AAG
GGA TCC CTT ATG
AGC AGG GCC CTG
GGC AGC GGG
CC3¢ ACG3*
Nephrin neSPRPbsunotnew 5°GCG Nephrin ~ MLU 5’CGC
Signalpeptid GGG GCG Hind FP1 GGG ACG
GCC GCC CGT AAG
CCT AAG CTT ATG
GGC AGG GCC CTG
GCC CAG GGG
AAG CC 3¢ ACG3*
Nephrin 1gl-2  nelgl-2bg2 RP 5’GCG Nephrin ~ MLU 5’CGC
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Nephrin 1g3—4

Nephrin 1g5-6

Nephrin 1g7-9

nelg3—4cegbamnot

nelg5—6
cegBAM _NOT

ne cegBAMNOT RP

GGG AGA
TCT CCC
AAG ATA
ATA ATG
3¢

5°’GCG
GGG GCG
GCC GCC
GGA TCC
GTC ACG
TTA GTT
GG-3°

5°GCG
GGG GCG
GCC GCC
GGA TCC
TGG AGG
GCA CGA
AT3¢

5°GCG
GGG GCC
GCC GCC
GGA TCC
AGC AGG
GGC AGC
CC3¢

Hind FP1

nelg3—+4
mlubsu_FP

nelg5-6
bsuFPnew

nelg7-9
bsuFPnew

GGG ACG
CGT AAG
CTT ATG
GCC CTG
GGG
ACG3*
5°CGC
GGG ACG
CGT CCT
TAG GCG
GGA TCT
TGG GAT
CTG CAT
CC-3¢
5°CGC
GGG CCT
TAG GCG
GGT TTC
CCC CAA
CTA AC3¢

5°CGC

GGG ACG
CGT CCT
TAG GCG
GGG CTC
CCA CCA
TCC GT3¢

Tabelle 11: Primer
der Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg (DE), Konzentration der Primer 100 pmol/pl
FP: forward primer, Ig: Immunglobulin, pul: Mikroliter, pmol: Picomol, RP: reverse primer
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Puffer und Losungen

1 % Agaroseldsung

1,5 % low melting Agarose (LMA)-
Losung

1x TAE (Tris-Acetat-EDTA Puffer)

Zusammensetzungen

1 g Agarose NEEO Ultra Qualitét

auf 100 ml 1x TAE

- 4 Tropfen 0,025 %ige Ethidium-Bromid
1,5 g Agarose low gelling temperature
auf 100 ml 1x TAE

- 4 Tropfen 0,025 % Ethidium-Bromid

- 0,04 M Tris Base

- 0,02 M Essigséure

-0,5M EDTA pH 8,0

Tabelle 12: Puffer und Losungen
g: Gramm, ml: Milliliter, M: Molar

2.1.5.2 Zellkultur

Zellkulturmedien

DMEM mit 4,5 g/l Glucose, 3,7 g/l
NaHCOs3, L- Glutamin, very low endotoxin
DMEM mit 1,0 g/l Glucose, 3,7 g/l
NaHCOs3, L- Glutamin, very low endotoxin
FBS (Fetal Bovine Serum) Superior
Trypsin/EDTA-Solution 0,05 % /0,02 %
(w/v) in PBS w/o Ca++, w/o Mg?*

PBS Dulbecco w/o Ca?*, w/o Mg?*

VLE RPMI 1640 Medium w 2.0g/l
NaHCO; w stable glutamine very low
endotoxin

VLE RPMI 1640 Medium, w 2.0g/l
NaHCO3;, w/o L-Glutamine, w/o Phenol
red

L-Glutamin 200 mM, low endotoxin
Puromycin 18,37 mM
Insulin-Transferrin-Selenium

(100x)Gibco® (ITS)

Hersteller

Biochrom, Berlin (DE)

InvivoGen
Thermo

(USA)

Fisher Scientific, Rochester

Tabelle 13: Zellkulturmedien
g: Gramm, 1: Liter, mM: Millimolar
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Zellen

COS-7

HEK-293T (human embryonic kidney
cells)

Humane Podozyten

Humane Podozyten AB 8/13 II pQxCIP
ephrin-B1 CFP

Humane Podozyten AB 8/13 II pQxCIP
Eph-B2-YFP

Herkunft

ATCC, Manassas (USA)
ATCC, Manassas (USA)

Prof. M.A. Saleem (Bristol, UK)
Dr. E. Konigshausen, J. Hoffacker

Dr. E. Konigshausen, J. Hoffacker

Tabelle 14: Zellen

2.1.5.3 Co-Immunoprazipitation

Puffer

Lysis Puffer

2-fach HEPES-buffered saline solution
(HEBS)

2-fach Laemmli + DTT

Calciumchlorid
PBS

Protein G Sepharose - Glutathione
Sepharose® 4B in 20 % Ethanol

Endkonzentrationen

20 mM Tris pH 7,5

150 mM NaCl

1 % Triton X-100

1 mM EDTA

1 mM Natrium-ortho-vanadat (NasV 0,)
Complete Mini® (1 Tbl./50 ml)
4,4 ul/ml PMSF (10 mg/ml
Isopropanol)

16,4 g/l NaCl

11,9 g/l HEPES acid

0,21 g/l Na, HPO,

pH 7,05 mit 5 M NaOH

100 mM Tris-HCI (pH 6,8)

69 mM SDS

1,09 M Glycerol

1,4 mM Bromphenol blau

auf 500 ml mit A.d auffiillen
8,6 mM DTT

0,25M CaCl,

pH 7,4

137 mM NaCl

2,65 mM KC1

4,29 mM Na,HPO,x 7 H,0 (Heptahydrat)
1,47mM KH,PO,

Sigma Aldrich, Steinheim (DE)

100 %

in

Tabelle 15: Co-Immunopriizipitation
g: Gramm, mg: Milligramm, : Liter, ml: Milliliter,

ul: Mikroliter, M: Molar, mM: Millimolar
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Reagenz

Lipofectamine® 2000 Transfection
Reagent
Opti-MEM® I Reduced Serum Medium

Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Roskilde (DNK)

Thermo Fisher Scientific, Roskilde (DNK)

Tabelle 16: Transfektion Lipofectamin

2.1.54 Western Blot und Entwicklung

Puffer und Losungen

BSA

ECL Losung A

ECL Losung B

Laufpufter

Proteinwaschpuffer

Sammelgelpuffer

Transferpuffer

Losung fiir ein Trenngel 10 %

Losung fiir ein Sammelgel 10 %

Trenngelpuffer

Endkonzentration

5% Albumin bovine serum protease free
in Proteinwaschpuffer
H,O

100 mM Tris pH 8,5
2,5 mM Luminol

0,4 mM Coumaric acid
H,O

100 mM Tris pH 8,5
1,5% H,0,

191,8 mM Glycin

3,46 mM SDS

23,93 mM Tris Base
170 ml 1 M Tris HCL
340 ml 5 M NaCl

17 ml Tween 20

(pH 6,9)

484 mM Tris HCI

16 mM Tris Base

14 mM SDS

383,6 mM Glycin
49,52 mM Tris Base
20 % Methanol

1,5 ml Rotiphorese
0,75 ml Wasser

2,25 ml Trenngelpuffer
45 ul 10 % APS

7,5 ul Temed

267,5 ml Rotiphorese
567,75 ml Wasser
832,5 ml Sammelgelpuffer
20 ul 10 % APS

2,5 ul Temed

(pH 8,8)

360 mM Tris HCI
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1140 mM Tris Base

14 mM SDS
Tabelle 17: Puffer & Losungen Western Blot
mM: Millimolar, ml: Milliliter, pul: Mikroliter
Antikorper Konzentration Inkubation Hersteller
EphB1(5F10) Mouse mAB 1 :1000 4°C1.N. Cell Signaling Technolo-

gy, Danvers (USA)

Anti-human IgG  HRP, 1:500 4°C u.N. Sigma, Steinheim (DE)
polyclonal produced in
chicken
Polyclonal-Anti-rabbit- 1:500 4°Cu.N. Santa Cruz Technology,
Nephrin (H-300) Dallas (USA)
Tabelle 18: Antikorper Western Blot
1.N.: iiber Nacht, °C: Grad Celsius
Marker Hersteller

Prestained Protein Marker, Broad Range
(11-190 kDa)

100 bp DNA Ladder

A- DNA- BstE Il Digest

New England BioLabs, Ipswich (USA)

Tabelle 19: Marker fiir DNA und Proteine
bp: Basenpaar, kDa: Kilo Dalton

Puffer

PBS

Tris Base

Tris Base

Eluationspuffer

Econo-Column (Chromatographie Siule)

Endkonzentrationen

pH 7,4

137 mM NaCl

2,65 mM KCI

4,29 mM Na,HPO,x 7 H,0 (Heptahydrat)
1,47mM KH,PO,

1 % NP-40

2M

pH7,4 IM

pH 2,5 50 mM Glycin

Bio Rad, Miinchen (DE)

Tabelle 20: Proteineluation
M: Molar, mM: Millimolar
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2.2 Methoden
2.2.1 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren der Molekularbiologie, um spezifische Sequenzen von DNA
zu amplifizieren. Das Prinzip der Kettenreaktion (engl. chain reaction) bewirkt, dass
mit jedem neuen Zyklus der Reaktion die Anzahl der Produkte exponentiell ansteigt.
Fiir eine PCR werden DNA, 2 Primer, Puffer und DNA Tag Polymerase bendtigt. Pri-
mer sind spezifische Nukleotidsequenzen, die sich an die DNA anlagern und der DNA
Taq Polymerase als Ansatz- und Endpunkt dienen. Fiir jede PCR wurden 2 spezifische
Primer verwendet. Ein Vorwirtsprimer markierte das 3‘-OH-Ende und ein Riickwirts-
primer das jeweilige 5°-P-Ende der zu amplifizierenden Sequenz. Fiir eine PCR wurden
100 ng DNA, jeweils 0,5 pl von beiden Primern (Konzentration 100 pmol/ul), 1 pl Accu
Prime™ Taq DNA Polymerase, 5 1l Accu Prime 10x PCR Buffer Il in einem 200 pl
PCR-Reaktionsgefial angesetzt und mit HPLC a.d. auf 50 ul aufgefiillt. Der verwendete
Thermo Cycler wurde entsprechend ,,Tabelle 21: Reaktionsschritte der Polymeraseket-

tenreaktion® programmiert.

Reihenfolge Reaktionsschritt Temperatur Zeit

1 Denaturierung 95°C 300s

2 Denaturierung 95°C 30s

3 Annealing 58°C 30s

4 Elongation 68 °C 60 s / Kilo-
Basenpaar

5 Zuriick zu Schritt 2 14x

6 Finales Verldngern 68 °C 120s

7 Kiihlen 4°C o0

Tabelle 21: Reaktionsschritte der Polymerasekettenreaktion
°C: Grad Celsius, s: Sekunden

5 ul des PCR-Produktes wurden auf 1 % Agarose Gel mit Ethidiumbromid aufgetragen,
um die GréBe zu iiberpriifen. Zusitzlich wurden 10 pl der 100 bp DNA Ladder aufge-
tragen. Mittels Gelelektrophorese (90 V, 20 — 30 min) wurde die ProduktgroBe ermittelt.
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2.2.2 Aufreinigung der DNA mittels Phenol

Die Phenolextraktion diente der Aufreinigung der DNA. Es wurden Salze und Enzym-
Reste entfernt. Dem PCR-Produkt wurden 50 pl Phenol hinzugefiigt und gut gemischt.
AnschlieBend wurde 5 min bei 20.817 g zentrifugiert. Es bildeten sich eine Phenol-
Phase unten und das PCR-Produkt in einer Phase dariiber. Die obere Phase wurde abge-
nommen und in ein neues 500 pl Reaktionsgefdll gegeben. Zur Féllung der DNA wur-
den 5 pl 3 M Natriumacetat, 150 ul eiskaltes 100 % Isopropanol und 1 pl Glykogen hin-
zugegeben und gut durchmischt. Das Gemisch inkubierte 2 h bei -20 °C. Beim anschlie-
enden Zentrifugieren (20.817 g / 15 min) wurde die DNA pelletiert. Nach Abnehmen
des Uberstandes wurde zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde ge-

trocknet und im Anschluss wieder in a.d. aufgenommen.
2.2.3 Restriktionsenzymverdau

Um das Insert mit dem Vektor ligieren zu konnen, wurde es zundchst mit Restriktions-
enzymen verdaut. Das Insert wurde mit jeweils 0,3 ul von 2 spezifischen Restriktions-
enzymen (vgl. Tabelle 5: Enzyme und Puffer), 3 ul NE-Buffer 14 (ausgewéhlt nach
Herstellerangaben) und 0,4 ul Purified BSA 100x iiber Nacht bei 37 °C verdaut. Der
Ansatz wurde hierzu mit HPLC a.d. auf 30ul aufgefiillt.

2.2.4 Ligation

Der Vektor wurde mit den gleichen Restriktionsenzymen wie das Insert verdaut. Hierzu
wurde ein Ansatz aus 1,5 pg Plasmid-DNA, jeweils 1 pl von 2 spezifischen Restrikti-
onsenzymen, 3 ul NE-Buffer 14 (ausgewihlt nach Herstellerangaben) mit HPLC a.d.
auf 30 pl aufgefiillt. Der Verdau wurde 3 h bei 37 °C durchgefiihrt. Nach 2,5 h wurde
1 ul Alkaline Phosphatase Calf Intestinal (CIP) hinzugegeben, um eine Religation des

Vektors zu verhindern.

Im nidchsten Schritt wurden jeweils 15 pl Insert und Vektor auf 1,5 % Low-Melting-
Agarose (LMA) aufgetragen. Bei max. 85V lief die Elektrophorese ca. 30 min. Die
Elektrophorese trennte die DNA-Fragmente nach Grofe und Ladung auf. Kleinere
Fragmente wandern schneller, groBBere Fragmente langsamer. Zur GroBenbestimmung

wurden zusitzlich Marker verwendet, die Vergleichsbanden lieferten. Unter UV-Licht
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wurden im Anschluss die sichtbaren Banden nach Groflenkontrolle durch die Marker
(sieche Tabelle 15) herausgeschnitten und jeweils in ein 1,5 ml Reaktionsgefall gefiillt.

Die LMA wurde auf 70 °C erhitzt, um sie pipettierbar vorliegen zu haben.

Fiir die Ligation wurden in 1,5 ml Reaktionsgefdflen eine Kontrolle und eine Ligation
angesetzt. Im Kontrollgefall befanden sich 2 ul LMA des Vektors, 0,4 ul T4 DNA Liga-
se, 5 ul Buffer for T4 DNA Ligase und 35 ul HPLC a.d. Der Ansatz wurde gut durch-
mischt und 21 pl in das Ligationsgefdl gegeben. Dem Ligationsgefd3 wurde im An-
schluss 4 pl LMA Insert hinzugegeben. Die beiden Reaktionsgefdl3e wurden fiir 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert.

2.2.5 Transformation

Die Transformation ist ein Verfahren der Molekularbiologie, bei der freie rekombinante
DNA in kompetente Bakterien nicht viral eingeschleust wird. Die kompetenten Bakte-
rien wachsen und vermehren dabei die eingebrachte DNA. Diese trigt Antibiotikaresis-
tenzen. Bei erfolgreicher Transformation erméglicht es den Bakterien, auf antibiotika-

beimpften Agarplatten zu wachsen (Griffiths AJF, 1999).

5 ul Ligation aus Vektor und Insert sowie der Kontrolle wurden in 50 pl Ultracom
MC1061 E.coli oder Ultracom MC1061 P3 E.coli transformiert. Das Gemisch inkubier-
te 15 min auf Eis, im Anschluss 5 min bei 37 °C und noch einmal auf Eis bis zum Aus-

streichen auf die antibiotika-beimpften Agarplatten.

Im néchsten Schritt wurde die transformierte Ligation auf die eine und die Kontrolle auf
die andere Hilfte einer antibiotika-beimpften LB-Agarplatte ausgestrichen. Es wurde
bei 37 °C tiber Nacht inkubiert. Die Auswahl der Antibiotika richtete sich nach dem
verwendeten Vektor (vgl. Tabelle 6). Die Transformation war erfolgreich, wenn zwei

Bedingungen erfiillt waren:

1. Keine Kolonien sind auf der Kontrollseite gewachsen

2. Kolonien sind auf der Ligationsseite gewachsen

Einzelne gewachsene Kolonien wurden mit einer Filterspitze isoliert und Mini-Kulturen

angelegt. In 3 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotika-Zusatz (vgl. Tabelle 8)
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wurde mindestens 8 h bei 37 °C und 220 U/min inkubiert. Durch Vermehrung der Bak-

terien trubte sich das Medium.

Im Anschluss wurden 300 pl der Bakterien-Kultur in 200 ml LB-Medium mit entspre-
chendem Antibiotika-Zusatz (vgl. Tabelle 8: Fliissigmedien) 8h bei 37°C und
220 U/min inkubiert.

2.2.6 DNA Priparation mittels Maxiprep-Kit

Zur Préparation der in Bakterienzellen amplifizierten DNA wurde ein ,,QIAGEN-tip
500 Maxiprep-Kit der Firma QIAGEN nach Herstellerangaben verwendet. Im ersten
Schritt wurden die Bakterienzellen bei 5346 g fiir 15 min (Zentrifugation hier immer bei
4 °C) pelletiert und dann in 10 ml Puffer 1 resuspendiert. Nach Zugabe von 10 ml Lysis
Puffer wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im nédchsten Schritt wurden 10 ml
Puffer 3 zur Proteinfillung hinzugegeben, 15 min auf Eis inkubiert und fiir 1 h bei
5346 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt. Die
im Kit enthaltenden Sdulen zur Aufreinigung der DNA wurden zunichst mit 10 ml
QBT- Puffer equilibriert und dann mit dem DNA-Gemisch gefiillt. Es wurde zweimal
mit 30 ml QC-Puffer die DNA aufgereinigt. Die DNA wurde durch Zugabe von 15 ml
QF-Puffer aus der Sdule geldst. Nach Zugabe von 10,5 ml 100 % Isopropanol wurde
kréftig geschiittelt und fiir 1 h bei 5346 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde
der Uberstand abdekantiert und das Pellet mit 5 ml 70 % Ethanol bei 5346 g fiir 1 h ge-

waschen. Das Pellet wurde getrocknet und in 200 pl a.d. aufgenommen.
2.2.7 Restriktionsenzymverdau zur Amplifizierungskontrolle

Nach Abschluss der DNA-Préiparation mittels Maxiprep-Kit wurde die erhaltene
Plasmid-DNA mit spezifischen Restriktionsenzymen verdaut, um die Gréfle der DNA-
Fragmente zu kontrollieren. Hierzu wurde ein Ansatz aus 1,5 pg DNA, jeweils 1 ul von
2 spezifischen Restriktionsenzymen, 3 ul NE-Buffer 14 (ausgewihlt nach Hersteller-
angaben) mit HPLC a.d. auf 30 ul aufgefiillt. Der Verdau wurde 1 h bei 37 °C durchge-
fithrt. AnschlieBend wurde eine Gelelektrophorese auf einem Ethidiumbromid-haltigen
Agarose-Gel durchgefiihrt. Durch Hinzunahme eines Markers wurde die GroBe der ver-

dauten Plasmid-DNA kontrolliert.
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2.2.8 Subklonierung

Die Subklonierung ist ein molekular biologisches Verfahren, um vorhandene DNA-
Fragmente in einen anderen Vektor zu klonieren (Struhl, 2001). Hierzu werden Ur-
sprungs- und Zielvektor mit spezifischen Restriktionsenzymen verdaut. Das DNA-
Fragment wird im Anschluss mit dem Zielvektor ligiert. Die folgenden Schritte sind in

Transformation 2.2.5 und DNA Priparation mittels Maxiprep-Kit in 2.2.6 beschrieben.
2.2.9 PCR und Klonierung Nephrin Signalpeptid in den Vektor pcDNA3VS

Zur Herstellung der 130 Basenpaare groflen Signalpeptids wurde mit spezifischen Pri-
mern (vgl. Tabelle 11) mittels PCR aus dem Plasmid CDM Nephrin Wildtyp das Sig-
nalpeptid amplifiziert. Das erhaltene DNA-Fragment wurde mittels Phenolextraktion
(vgl. 2.2.2) aufgereinigt. Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde mit den Enzymen
MLU I und NOT I iiber Nacht verdaut. Im Anschluss wurde das Signalpeptid als Insert
in den ebenfalls MLU I und NOT I verdauten Vektor pcDNA3VS5 kloniert. Nach Ab-
schluss der Ligation wurde das Plasmid transformiert und in Mini-Kultur gefolgt von

Maxi-Kultur amplifiziert.
2.2.10 PCR und Klonierung Nephrin Ig 1-2, 3—4, 5-6, 7-9

Zur Herstellung der Nephrin-Truncations wurden mit spezifischen Primern (vgl. Tabel-
le 11) mittels PCR aus dem Plasmid CDM Nephrin Wildtyp die Immunglobulin-Anteile
des extrazelluldren Nephrins amplifiziert. Die erhaltenen DNA-Fragmente wurden mit-
tels Phenolextraktion (vgl. 2.2.2) aufgereinigt. Die aufgereinigte Plasmid-DNA wurde
mit den Enzymen Hind III und Bgl II iiber Nacht verdaut. Im Anschluss wurden die
Fragmente als /nsert in den BSU36 und NOT I (vgl. Tabelle 5: Enzyme und Puffer)
verdauten Vektor pcDNA3VS5 neSP kloniert. Nach Abschluss der Ligation wurden die
Plasmide transformiert und in Mini-Kultur gefolgt von Maxi-Kultur amplifiziert. Im
nichsten Schritt wurde das Fragment mit den Restriktionsenzymen Hind III/BamH I
verdaut und in den Hind III/Bgl 1T verdauten Vektor CDM [glepp] cey subkloniert. Die
Sequenz aller mittels PCR hergestellten Plasmide wurden durch ,,double sequencing*

qualitativ tiberpriift.
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Truncation Grofle Klonierung Subklonierung Subklonierung
(bp) Restriktionsenzym Enzyme Vektor Enzyme Insert
Ig 1-2 1041 Hind III/Bgl 11 Hind III/Bgl 11 Hind III/BamH 1
Ig 34 615 Hind III/Bgl 11 Hind III/Bgl I1 Hind I/BamH I
Ig 5-6 612 Hind I1I/Bgl II Hind I1I/Bgl II Hind I1I/BamH I
Ig 7-9 975 Hind I1I/Bgl II Hind I1I/Bgl II Hind III/BamH I

Tabelle 22: Klonierung Nephrin-Truncations
PCR zur Amplifizierung der Fragmente, Restriktionsenzymverdau und anschlieBende Klonierung in Vek-
tor. bp: Basenpaar, Ig: Immunglobulin

2.2.11 Zellkultur
2.2.11.1 Humane Podozyten
Kultivierung humaner Podozyten

Fiir die Experimente wurden immortalisierte humane Podozyten vom Typ AB 8/13 11
verwendet, die aus der Arbeitsgruppe von Prof. M. A. Saleem (Bristol, UK) stammen.
Die Podozyten waren bereits mit einem temperatur-sensitiven SV40-T Gen transfiziert.
Die Zellen proliferierten bei einer Temperatur von 33 °C. Bei einer Temperatur von
37,5 °C gingen die Podozyten in den Zellzyklusarrest und differenzierten zu reifen Po-
dozyten. Dabei exprimierten sie Marker von in vivo differenzierten Podozyten (Saleem

et al., 2002b).

Die Podozyten wurden in Vorarbeiten stabil mit einem Fusionsprotein aus dem Eph-B2-
Rezeptor und dem gelb fluoreszierenden Protein YFP bzw. aus dem Liganden ephrin-
BI mit dem blau fluoreszierenden Protein CFP transduziert. Es wurden humane Podo-
zyten AB8/13 II pQxCIP ephrin B1 CFP und humane Podozyten AB8/13 II pQxCIP
Eph B2 YFP verwendet. Diese Zellen wurden von Julius Hoffacker aus dieser Arbeits-

gruppe hergestellt und sind in dessen Dissertation beschrieben.
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Fiir die Kultivierung der Podozyten wurden T25- und T75-Flaschen verwendet. Ent-
sprechend der Zelldichte wurden die stabil transduzierten humanen Podozyten alle zwei

bis drei Tage passagiert. Eine Zellzahl von 2600 pro cm? wurde angestrebt.

Fiir die stabil transduzierten humanen Podozyten wurde VLE RPMI 1640 Medium (vgl.
Tabelle 13: Zellkulturmedien) verwendet. Es wurden 10% FBS und 1% ITS dem
Néhrmedium hinzugefiigt. Zur Selektion wurde dem Medium beim Passagieren Puro-

mycin (0,92 mM) hinzugefiigt.
Passagieren humaner Podozyten

Das Ndhrmedium wurde abgesaugt und die Zellen mit PBS gespiilt. Nach Absaugen des
PBS wurde 1 ml Trypsin auf die Zellen gegeben. Fiir die enzymatische Reaktion der
Ablosung wurden die Zellen fiir S min bei 37 °C und 5 % CO, mit Trypsin inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Hinzugabe von mindestens der doppelten Menge Medium
gestoppt (Herstellerangaben). Die Zell-Medium-Suspension wurde in ein Flacon iiber-
fiihrt und fiir 5 min bei 269 g zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und die Zellen durch Pipettieren vereinzelt.
Die Zellen wurden in neue Flaschen pipettiert und geschwenkt, um eine optimale Ver-
teilung zu gewihrleisten. Bei 33 °C und 5 % CO, wurden die Podozyten im Zellkultur-
Inkubator inkubiert.

Ausdifferenzierung humaner Podozyten

Der hitze-sensitive Promoter ist bei einer Temperatur von 37,5 °C nicht mehr aktiv und
die humanen Podozyten beginnen mit der Ausdifferenzierung. Fiir die Versuche wurden
11-14 Tage ausdifferenzierte Podozyten verwendet. In diesem Zustand exprimieren sie
podozytenspezifische Marker (Saleem et al., 2002b). Zur Ausdifferenzierung wurde

eine Zellzahl von 2600 Zellen pro cm? angestrebt.

Das Ausséden der humanen Podozyten fiir die Ausdifferenzierung begann mit dem Ab-
saugen des Mediums, Spiilen mit PBS und Trypsinierung analog zum Procedere des
Passagierens (vgl. Passagieren humaner Podozyten). Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand abgenommen und das Zellpellet resuspendiert. In einer Neubauerkammer

wurde die Konzentration der Zell-Medium-Suspension manuell bestimmt. Anschlieend
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wurde die Suspension entsprechend verdiinnt, um eine Konzentration von 25.000 Zel-
len/ul zu erhalten. Mit jeweils 1 ml Zellsuspension wurden die Wells einer 6-well-Platte
befiillt. Es wurde zusitzliches Ndhrmedium hinzugeben. Auf die Zugabe von Puromy-
cin zur Selektion wurde bei diesen stabil transduzierten Zellen verzichtet, um die Aus-
differenzierung nicht zu beeinflussen. Fiir die Ausdifferenzierung wurden die Zellen bei

37,5 °C und 5 % CO, inkubiert. Das Ndhrmedium wurde alle 2 Tage gewechselt.
2.2.11.2 HEK-293T Zellen
Passagieren von Zellen

Die verwendeten HEK-293T Zellen wurden unter der Sterilbank alle 2 Tage passagiert.
Fiir die Kultivierung wurde ein Ndhrmediengemisch bestehend aus 50 % DMEM mit
4,5 g/l Glucose und 50 % DMEM mit 1,0 g/l Glucose verwendet. Die Ndhrmedien wur-
den im Voraus jeweils mit 10 % FBS versetzt. Zum Passagieren der Zellen wurden die-
se initial mikroskopisch beurteilt. Das Medium wurde abgesaugt. Die Zellen wurden mit
5 ml PBS Dulbecco gespiilt. Das PBS wurde abgesaugt und 1 ml Trypsin auf die Zellen
gegeben. Das Trypsin 10ste wihrend der 5 miniitigen Inkubation bei 37 °C die Zellen
von der Schale. Nach Zugabe von 5—8 ml Ndhrmediengemisch (DMEM) wurde jeweils
1 ml in eine neue Corning-Schale gegeben. In diese Corning-Schale wurden zusétzlich

9 ml Ndahrmedium pipettiert.

Erfolgte das Passagieren fiir eine Transfektion, so wurde nur DMEM mit 1,0 g/l Gluco-
se verwendet. Die Splittingrate wurde so gewdhlt, dass die Zellen fiir die Transfektion

einzeln vorlagen.
Transfektion

Die Transfektion ist ein Verfahren der Zellbiologie, bei der Fremd-DNA in eukaryoti-
sche Zellen eingebracht wird. Es wurde die gingige Calcium-Phosphat-Methode ver-
wendet. Die Zellen wurden am Abend vorher fiir die Transfektion passagiert. Zunéchst
wurden 5 pg Plasmid-DNA in ein 1,5 ml Reaktionsgefal vorgelegt. Im néchsten Schritt
wurde 500 ul 0,25 M Calciumchlorid addiert. Dem Gemisch wurden unter vortexen
500 ul 2-fach HEBS (vgl. Tabelle 15: Co-Immunopréizipitation) beigemischt. Nach 5-

miniitiger Inkubation wurde das Gemisch auf die Zellen gegeben. Nach 6 — 8 h erfolgte
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ein Medium-Wechsel. Hierzu wurde das Medium abgesaugt. Im néchsten Schritt wur-
den erneut 10 ml DMEM Medium mit 1,0 g/l Glucose (vgl. Tabelle 13: Zellkulturme-

dien) dazugegeben.
Zellernte und Co-Immunopriizipitation

Spitestens 24 h nach der Transfektion wurden die transient transfizierten HEK-293T
Zellen geerntet. Zuerst wurde das Medium abgesaugt. Im nachsten Schritt wurden die
Zellen mit 5 ml 4 °C PBS von der Platte geldst und in ein 15 ml Reaktionsgefal3 pipet-
tiert. Es wurde 5 min bei 620 g und 4 °C zentrifugiert.

Die Co-Immunoprézipitation wurde im Anschluss an die Zellernte durchgefiihrt. Ziel

dieses Versuchsaufbaus war es, Interaktionen der transfizierten Proteine zu detektieren.

Die Uberstinde wurden bis auf die Pellets abgesaugt. Die Pellets wurden groBenabhin-
gig mit 200 —400 pl Lysis Puffer (vgl. Tabelle 15: Co-Immunoprizipiation) resuspen-
diert und dann in 1,5ml Reaktionsgefdle {iberfithrt. Die Reaktionsgefile wurden
15 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde 15 min bei 20.800 g und 4 °C zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5ml Reaktionsgefil fiir die Co-
Immunoprizipitation iiberfiihrt. 10 % des Uberstandes wurden fiir die Lysate verwendet
und in neue, 1,5 ml Reaktionsgefille gegeben. Im nichsten Schritt wurde den Lysaten
die gleiche Menge 2-fach Laemmli + DTT hinzugefiigt. Die Lysate wurden 5 min bei
95 °C gekocht.

Den ReaktionsgefdBen fiir die Co-Immunoprézipitation wurden jeweils 1 pul Antikorper
(vgl. Tabelle 18: Antikorper Western Blot) hinzugefiigt und dann bei 4 °C 60 min auf
einem Uberkopfschwenker inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Reaktionsgefif3
mit 30 ul Protein G Sepharose bei 4 °C 60 min auf einem Uberkopfschwenker weiter
inkubiert. Nach 3-miniitiger Zentrifugation bei 960 g und 4 °C wurden die Proben 3 Mal
mit je 800 ul Lysis-Puffer gewaschen. Zwischen jedem Waschvorgang wurde erneut
3 min bei 960 g und 4 °C zentrifugiert. Nach dem letzten Waschen wurde 1 min bei
17.950 g und 4 °C zentrifugiert. Der gesamte Uberstand wurde abgenommen und dem
Pellet 30 pl 2-fach Laemmli + DTT hinzugefiigt. Analog zu den Lysaten wurden die
Co-IP Proben im letzten Schritt auch 5 min bei 95 °C gekocht. Durch das Erhitzen auf
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95 °C wurden die thermoinstabilen Wasserstoffbriickenbindungen gespalten, die an der
Ausbildung der Sekundér-, Tertidr- und Quartirstruktur der Proteine beteiligt sind (Berg
IM, 2002). Das zugesetzte Dithiothreitol (DTT) fiihrte zur Reduktion der Sulfthydril-
Gruppen und verhinderte damit die Ausbildung von Disulfidbriicken in der Aminoséu-

rekette (Cleland, 1964).
2.2.11.3 COS-7 Zellen
Passagieren von COS-7 Zellen

Die verwendeten COS-7 Zellen wurden unter der Sterilbank alle 2 Tage passagiert. Fiir
die Kultivierung wurde DMEM mit 4,5 g/l Glucose (vgl. Tabelle 13: Zellkulturmedien)
als Nahrmedium verwendet. Das Ndhrmedium wurde im Voraus mit 10 % FBS versetzt.
Zum Passagieren der Zellen wurden diese initial mikroskopisch beurteilt und danach
das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden mit 5 ml PBS Dulbecco gespiilt. Das PBS
wurde abgesaugt und 1 ml Trypsin auf die Zellen gegeben. Das Trypsin 16ste wahrend
der 5-miniitigen Inkubation bei 37 °C die Zellen von der Schale. Nach Zugabe von 5—
8ml Nahrmedium wurde jeweils 1 ml in eine neue Corning-Schale gegeben. In diese

Corning-Schale wurde zudem 9 ml Nahrmedium pipettiert.

Erfolgte das Passagieren fiir eine Transfektion, so wurden 12 ml Medium verwendet, da
die Zellen im Anschluss 7 Tage ohne Mediumwechsel inkubierten. Die Splittingrate

wurde so gewdhlt, dass die Zellen fiir die Transfektion einzeln vorlagen.
Transfektion von COS-7 Zellen

Zur Herstellung von rekombinantem Protein fiir das Live Cell Imaging mit humanen
Podozyten wurden die COS-7 Zellen am Tag nach der Aussaat mittels der Lipofecta-
min-Methode transfiziert. Unter der Sterilbank wurde fiir jede ausgesite Corning-Schale
5 ng entsprechende Plasmid-DNA in ein gemeinsames steriles 1,5 ml Reaktionsgefal3
gegeben. Es wurden 50 pul Optimem-Medium pro Schale hinzugegeben. In einem weite-
ren sterilen 1,5ml Reaktionsgefd3 wurden 15 pl Lipofectamin und 50 pl Optimem-
Medium pro Schale zusammengefiihrt. Nach 5-miniitiger Inkubationszeit bei Raumtem-
peratur wurden die beiden Gemische in ein gemeinsames steriles 1,5 ml Reaktionsgefal3

zusammengefiihrt und fiir weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden
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100 pl des Transfektionsgemisches auf jede Schale gegeben. Die Zellen wurden fiir 7
Tage bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Proteinernte mittels Chromatographie-Saule

Am 7. Tag nach der Transfektion wurde der Uberstand der COS-7 Zellen geerntet. Die
Plasmid-DNA enthielt jeweils die Kodierung der Aminosdurensequenz fiir ein Signalpe-
tid, welches die Ausschleusung des Proteins aus der Zelle bewirkte (Coleman et al.,
1985). Da das Protein keine Transmembrandomine enthielt, wurde es in den Uberstand
der COS-7 Zellen sezerniert. Initial wurden von jeder Schale 50 ul Uberstand abge-
nommen und mit 50 pl 2-fach Laemmli + DTT 5 min bei 95 °C gekocht. Der gesamte
Uberstand wurde abgenommen, in 50 ml Flacons gepoolt und 20 min bei 4 °C und
2500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue 50 ml Flacons iiberfiihrt. Es wurden
100 pl Protein-G-Sepharose zu 38 ml Uberstand gegeben. Die verwendete Protein-G-
Sepharose wurde im Voraus drei Mal mit PBS (vgl.Tabelle 20: Proteineluation) gewa-
schen. Die 50 ml Flacons wurden iiber Nacht bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inku-
biert.

Es wurden 50 ul Aliquotes von jedem 50 ml Flacon abgenommen und mit 50 pl 2-fach
Laemmli + DTT 5 min bei 95 °C gekocht. Die 50 ml Flacons wurden 15 min bei 4 °C
und 1100 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet in a.d. aufgeldst
und in zwei 1,5 ml Reaktionsgefdle gepooled. Die Protein-G-Séule wurde vorbereitet
und mit 500 pl Protein G befiillt. Die Sdule wurde mit dem 10-fachen Waschpuftervo-
lumen gewaschen. Das Protein-G-gebundene-rekombinante-Protein wurde in die Pro-
tein-G-Sdule pipettiert, wodurch es ebenfalls zu einer Bindung mit dem in der Saule
befindlichen Protein G kam. Hier wurde das Prinzip der Affinitdtschromatographie ge-
nutzt, bei dem es zu einer Bindung zwischen stationirer Phase in der Sdule (hier Protein
G) und mobiler Phase (hier Protein-G-gebundenes-rekombinantes-Protein), die der Sdu-
le hinzugefiigt wird, kommt (Porath et al., 1975). Zur Kontrolle der Séule wurde eine
Probe des ,,Flow Throughs* gewonnen. Zur Aufreinigung des rekombinanten Proteins
wurde die Chromatographie-Sédule mit dem 10-fachen Waschpuffervolumen gewaschen.
Fiir die Proteineluation wurden 1,5 ml Reaktionsgefdle mit 10 ul 2M Tris-Base zur

Neutralisation des pH-Wertes des Eluationsgemisches vorbereitet. Die Eluation der re-
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kombinanten Proteine von der Chromatographie-Séule in die vorbereiteten Reaktions-
gefile wurde mit 4 ml Eluationspuffer durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die Protein-
absorption der Eluate im Photometer bestimmt. Die Reaktionsgefd3e mit dem eluierten
Protein wurden bei -80 °C gelagert. Das eluierte Protein wurde mittels Western Blot

iiberpriift.
Dialyse von rekombinantem Protein

Das eluierte rekombinante Protein wurde gegen das fiir das Live Cell Imaging verwen-
dete Ndhrmedium (VLE RPMI 1640 Medium, w 2.0 g/l NaHCO3, w/o L-Glutamine,
w/o Phenol red) dialysiert. Hierdurch wurde gewihrleistet, dass die nach der Stimulati-
on beobachteten Effekte im Live Cell Imaging auf das rekombinante Protein zurlickzu-
fiihren sind. Hierzu wurde das rekombinante Protein in eine Dialysemembran-Tasche
gegeben und dann fiir 2 h bei 4 °C gegen 300 ml des Mediums dialysiert. AnschlieBend
wurde das dialysierte rekombinante Protein in ein 1,5 ml Reaktionsgefd3 gegeben. Zur
Erreichung der fiir die Stimulation notwendigen Konzentration wurde das dialysierte

rekombinante Protein verdiinnt, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.
2.2.12 Western Blot

Der Western Blot ist ein biochemisches Verfahren, um spezifische Proteine eines Pro-
teinkomplexes aus Zelllysaten zu identifizieren. Die drei wichtigen Elemente hierbei
sind zundchst die Auftrennung der Proteine nach GroBe und Ladung (Gelelektrophore-
se), gefolgt von der Ubertragung der Proteine auf eine feste Membran (Blotting) und
schlieBlich die Markierung der Zielproteine durch einen spezifischen Primér- und Visu-

alisierung durch einen Sekundérantikorper (Mahmood and Yang, 2012).
Gelelektrophorese nach Laemmli

Die von Laemmli 1970 erstmalig beschriebenen SDS-Page (sodium dodecyl sulfate po-
lyacrylamide gel electrophoresis) ist eine Gelelektrophorese, bei der Proteine nach Gro-
Be aufgetrennt werden (Laemmli, 1970). Durch Anlegen einer Spannung wanderten die
Proteine in Richtung der Anode. Thre Wandergeschwindigkeit ist abhingig von der
GroBe und der Ladung. Fiir die Gelelektrophorese werden SDS-Page-Gele benétigt, die

aus Sammelgel und Trenngel bestehen (vgl. Tabelle 17: Puffer & Losungen Western
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Blot). Beim Gielen der Gele wurde ein Kamm eingeschoben, der beim Aushirten Ta-
schen fiir das Laden der Proben lie. Nach Herausziehen des Kamms wurden die Gele
in die entsprechende Halterung geklemmt und der Elektrophorese-Tank mit Laufpuffer
gefiillt. Zur GroBenkontrolle wurde der Prestained Protein Marker (vgl. Tabelle 19:
Marker fiir DNA und Proteine) zusitzlich zu den Proben geladen. Die geladenen Volu-
mina der Proben lagen zwischen 5 pl und 20 pl. Die Gelelektrophorese wurde bei 2 Ge-
len in der ersten Phase 30 min bei 70 V und in der zweiten Phase mit 40 mA fiir 1,5h

eingestellt.
Blotting

Beim Western Blotting wurden die Proteine durch eine horizontal angelegte Spannung
aus dem SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der Blot lief bei einer
konstanten Stromstidrke von 200 mA fiir circa 1,5 h in einem Methanol-haltigen Trans-
ferpuffer (vgl. Tabelle 17: Puffer & Losungen Western Blot). Nach Abschluss des Wes-
tern Blots wurde die Membran fiir 1 h bei 37 °C oder bei 4 °C iiber Nacht mit 5 % Bovi-
nem Serum Albumin (BSA) inkubiert, um die unspezifischen freien Antikorperbin-

dungsstellen zu blockieren.
Antikorperbindung

Zur Markierung der in der Membran vorliegenden Proteine wurden spezifische Anti-
korper verwendet, die sich selektiv an die gesuchten Proteine banden. Die jeweilige
Verdiinnung der Antikorper erfolgte in Waschpuffer. Die Inkubation wurde abhingig
vom jeweiligen Antikorper entweder bei Raumtemperatur oder bei 4 °C fiir die vom
Hersteller empfohlene Inkubationszeit durchgefiihrt. Im Anschluss wurde die Membran
dreimal mit Waschpuffer fiir 5 min auf dem Shaker gewaschen, um unspezifische Bin-

dungen und freie Antikorperreste zu entfernen.

Um die Visualisierung der Komplexe aus Protein und gebundenem Antikorper zu er-
moglichen, wurde ein zweiter Antikorper verwendet. Der Sekundirantikdrper richtete
sich hierbei gegen den F-Teil des Primédrantikorpers. Bei der Auswahl des Sekundéran-
tikorpers war die Art des Tieres zu beachten, von dem der Primérantikdrper stammte

(z.B. Maus). Die Sekunddrantikdrper waren mit dem Enzym Horseradish-Peroxidase
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(HRP) konjugiert. Die HRP katalysierte die Reduktion von Peroxiden wie z.B. Wasser-
stoffperoxid. Bei der Reduktion von Wasserstoffperoxid entstehen Wasser und 2 freie

Protonen (Veitch, 2004).

Die Inkubation mit dem Sekundérantikorper erfolgte nach Herstellerangaben zumeist
fiir 1 h bei Raumtemperatur auf dem Shaker. Nach Inkubation wurde erneut dreimal mit

Waschpuffer jeweils 5 min gewaschen.

Zur Visualisierung der Proteine wurden die Membranen mit 2 ml ECL-Losung benetzt.
Die ECL-Losung wurde aus ECL-Lsung-A und ECL-Losung-B zu jeweils 50 % herge-
stellt. Die ECL-Losung enthielt Wasserstoffperoxid, welches von der HRP reduziert
wurde. Die freien Protonen fiihren dazu, dass Luminol angeregt wird. Luminol emittiert
blaue Lichtquanten beim Riickfall in den Grundzustand. Im Imager werden diese Quan-
ten von einer Fotokamera detektiert (Kricka, 1991). Die Aufnahme-Zeit der Kamera

richtete sich nach der zu erwartenden Stirke der Chemolumineszenz.
2.2.13 Live Cell Imaging

Die Fluoreszenz-Mikroskopie lebender Zellen ist ein wesentlicher Bestandteil der mo-
dernen Zellbiologie geworden. Durch die Markierung von ,,proteins of interest erlaubt
sie es nahezu jeden zelluldren Prozess unter dem Mikroskop zu erforschen (Ettinger and

Wittmann, 2014).

Fiir die Experimente wurden die Interaktionen zwischen verschiedenen stabil transdu-
zierten humanen Podozyten im Live Cell Imaging ausgewertet. Die von Julius
Hoffacker in Vorarbeiten stabil transduzierten humanen Podozyten wurden nach der

Ausdifferenzierung in Co-Kulturen gebracht.

Die Medien wurden bei beiden Zellreithen abgesaugt und mit PBS gespiilt. Nach
Trypsinierung wurde die Reaktion gestoppt und zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in
Néahrmedium resuspendiert und dann im Verhiltnis 1:1 vermischt. Die Zellen wurden in
eine Chamber-Slide mit 2 Kammern ausgesit und fiir 24 h bei 37,5 °C und 5% CO,
inkubiert. In einer Kammer wurden 25.000 und in der anderen Kammer wurden 50.000

Zellen ausgesit.
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Das Medium wurde nach 24 h abgenommen und durch 1 ml Ndhrmedium zum Mikro-
skopieren (VLE RPMI 1640 Medium, w 2.0 g/l NaHCO5, w/o L-Glutamine, w/o Phenol
red mit 2 mM L-Glutamin und 1 % ITS, vgl. Tabelle 13: Zellkulturmedien) ersetzt.

Die Interaktion der stabil transduzierten humanen Podozyten wurde unter einem
Axioobserver Z1-Mikroskop von Zeiss fiir 12 h beobachtet. Die Temperatur wurde mit
einem PTC-200 Peltier Thermal Cycler bei 37 °C und die CO,-Konzentration bei 5 %
gehalten. Die Kontrolleinheiten Tempcontrol 37-2 digital und CO, Controller iibertru-
gen permanent Temperatur und CO, an den Computer und wurden dort mit der Soft-

ware Incubation Remote Control von PeCon dokumentiert.

Es wurde manuell in 20-facher Vergroferung eine Stelle gesucht, an der eine Interakti-
on zwischen mit Eph-B2-YFP und ephrin-B1-CFP stabil transduzierten humanen Podo-
zyten zu erwarten war. Der Ausschnitt wurde vom Mikroskop in die Mikroskopier-
Software VisiView von Visitron iibertragen. In diesem Ausschnitt wurden 73 Aufnah-
men im zeitlichen Abstand von jeweils 10 min gemacht. Der Versuchsautbau sah vor,
dass zu jedem Zeitpunkt eine Brightfield-Aufnahme mit einer Belichtungszeit von
2000 ms und jeweils eine Aufnahme mit blauer und gelber Fluoreszenz-Lampe mit ei-

ner Belichtungszeit von jeweils 3000 ms ausgeldst wurden.

Nach einer Stunde wurden die stabil transduzierten humanen Podozyten mit dialysier-
tem rekombinantem Protein stimuliert. Die Konzentration der Proteine wurde dquiva-

lent zu ihrem Molekulargewicht berechnet.

Rekombinantes Protein Konzentration in ng/ml Volumen in pl
Nephrin cey 10 16,1
Nephrin 1g 1-2 cey 4 70,5
Nephrin 1g3—4 cey 4 13,2
Nephrin 1g5—-6 cey 4 6,25
Nephrin 1g7-9 cey 5 17,4
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CD16.7 cey 5 50

Tabelle 23: Stimulation humaner Podozyten, Konzentrationen und Volumina
Ig: Immunglobulin, ng: Nanogramm, ml: Milliliter, pl: Mikroliter

Die entstandenen 73 Bilder wurden jeweils in einem Stack gespeichert und im An-
schluss mit dem Programm ImageJ geférbt und zu einem Overlay gebracht. Aus dem
Overlay-Stack wurde eine Avi-Movie-Datei als Time Lapse Video mit einer Bildrate
von [2 frames per second erstellt, die dann die Bewegungen und Interaktionen der

stabil transduzierten humanen Podozyten innerhalb der 12 h zeigte.
2.2.14 Auswertung des Live Cell Imagings
Die Interaktionen der Zellen wurden standardisiert und randomisiert ausgewertet.

1. Die Zellen wurden nach Eph-B2-Rezeptor (gelb) und ephrin-BI-Ligand (blau)
aufgeteilt und jeweils durchnummeriert.

2. Interaktionen, die bereits bei Start des Live Cell Imgagings bestanden, wurden
nicht ausgewertet.

3. Mogliche Interaktionen wurden definiert als:

Adhision: Die Adhésion ist charakterisiert durch die Beriihrung zweier ge-
geniiberliegender Zellen bestehend aus einem Rezeptor-Liganden-Paar.

Hierbei ist der Austausch von Vesikeln zwischen den Zellen sichtbar.

Repulsion: Es ist ein Impuls der AbstoBung zwischen einem zuvor in Adhé-
sion stehenden Rezeptor-Liganden-Paar sichtbar. Im Anschluss ist keine Be-

riihrung der Zellen mehr identifizierbar.

Sliding: Das Sliding ist charakterisiert durch eine aneinander entlang drif-

tende Bewegung eines Rezeptor-Liganden-Paars.

Tod YFP: Der Tod YFP ist charakterisiert durch das im Video erkennbare
Platzen eines humanen Podozyten, der den Eph-B2 Rezeptor (gelb) expri-

miert.
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Tod CFP: Der Tod CFP ist charakterisiert durch das im Video erkennbare
Platzen eines humanen Podozyten, der den ephrin-Bl-Liganden (blau) ex-

primiert.

4. Interaktionen wurden im zeitlichen Abstand von 60 min fiir 12 Zeitpunkte aus-
gewertet. Der erste ausgewertete Zeitpunkt wurde nach 60 min festgesetzt.

5. Die Ergebnisse wurden zeitlich geordnet in tabellarischer Form protokolliert und
statistisch ausgewertet. Hierbei wurden der Beginn, die Lédnge und das Ende der

Interaktionen analysiert.

Die Daten zu Beginn, Dauer und Ende einer Adhédsion sowie zum Zeitpunkt von Repul-
sion und Sliding zwischen den Nephrin-Truncations und der Kontrolle wurden mittels
eines Mann-Whitney-U-Tests statistisch gepriift. Der Mann-Whitney-U-Test ist ein
Rangsummentest und dient zum Vergleich der Mediane von zwei unverbundenen
Stichproben. Die Stichprobenumfiange (n) miissen hierbei nicht identisch sein und eine
Normalverteilung ist nicht notwendig (Mann and Whitney, 1947). Die Durchfiihrung
des Mann-Whitney-U-Tests erfolgte mit der Statistiksoftware RStudio. Hierzu wurden
die Daten der Auswertung in RStudio implementiert und der Test fiir jedes Konstrukt im

Vergleich zur Kontrolle mit dem Befehl
wilcox.test(Data$Beginn ~ Data$Konstrukt)

ausgefiihrt. Beginn ist die zu untersuchende Variable, die zweite Variable Konstrukt
markiert die Gruppenzugehorigkeit. Data entspricht der Variablen, in der die Daten
hinterlegt sind. Der Mann-Whitney-U-Test entspricht dem Aufbau des Wilcox Tests,
jedoch entfallt hier die Funktion paired=TRUE (Wickham and Grolemund, 2017).

Mittels des Pair Wise McNemar Tests wurden zu den definierten Zeitpunkten Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Interaktionstypen Adhésion, Repulsion und Sliding
statistisch gepriift. Der Pair Wise McNemar Test kann bei zwei verbundenen Stichpro-
ben genutzt werden, dabei werden diese auf ein Alternativmerkmal verglichen (Mc,
1947). Die Nullhypothese besagt hier, dass die beiden Stichproben in ihrer Hiufigkeits-
verteilung iibereinstimmen (Weil, 1999). Der Test wurde ausgewéhlt, da hier der Ver-

gleich von zwei verschiedenen Interventionen (Stimulationen) zu einem vorher definier-
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ten Zeitpunkt erfolgen sollte. Die Durchfiihrung des Pair Wise McNemar Tests erfolgte
mit der Statistiksoftware RStudio. Hierzu wurden die Daten der Auswertung in RStudio

implementiert und der Test fiir jeden der 12 betrachteten Zeitpunkte mit dem Befehl

PT = pairwiseMcnemar(x = DataSresult, g = Data$peptide,block = Data$Exp,test =

"permutation" method = "fdr", digits = 3)

durchgefiihrt. Data ist die Variable, die alle Daten enthélt. Result ist die zu untersu-
chende Variable, Peptide beschreibt die Zugehorigkeit zu einem der Konstrukte und
Exp enthilt die Nummerierung der zu untersuchenden Variablen innerhalb der Gruppe

(Wickham and Grolemund, 2017).
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung von rekombinantem Nephrin und Nephrin-Truncations

Der genaue Mechanismus der Positionierung der Podozyten zueinander sowie der glo-
meruldren Schlitzmembran zwischen benachbarten Podozyten ist bislang unklar. Im
Vorfeld konnte der Einfluss der Eph-ephrin-Interaktion auf die Positionierung neuraler
Zellen gezeigt werden (Egea and Klein, 2007, Himanen et al., 2007, Pasquale, 2005).
Eph-Rezeptoren werden in der glomeruldren Schlitzmembran exprimiert (Khoshnoodi
and Tryggvason, 2001). In der eigenen Arbeitsgruppe konnte die Expression von Eph-
B1, Eph-B2 und Eph-B3 in humanen Podozyten nachgewiesen werden (Dr. Konigshau-
sen, personliche Kommunikation). Ebenfalls konnte in der hiesigen Arbeitsgruppe ge-
zeigt werden, dass humanes Nephrin mit den Eph-BI- und Eph-B2-Rezeptoren intera-
giert (Dissertation von Nils Haep). Eph-B2 ist dabei der mit dem ephrin-BI-Liganden
interagierende Rezeptor (Hashimoto et al., 2007). Ziel dieser Arbeit war es, den Ein-
fluss von humanem Nephrin auf die Eph-B2 — ephrin-B1 vermittelte Interaktion huma-
ner Podozyten zu untersuchen. Hierfiir wurden rekombinantes extrazelluldres Nephrin,
Nephrin-Fragmente oder ein Kontrollprotein wihrend des Live Cell Imagings von stabil
mit dem Fusionsprotein Eph-B2-YFP bzw. ephrin-BI-CFP transduzierten humanen
Podozyten hinzugegeben. Im ersten Schritt wurde der gesamte extrazelluldre Anteil von
Nephrin sowie iiberlappende Fragmente des extrazelluldren Nephrins (Truncations), die
Immunglobulin-Doménen Ig 1-2, Ig 3—4, Ig 5-6 und Ig 7-9, als Plasmid-DNA mittels
PCR amplifiziert. Hierbei ist zu beachten, dass die Fibronektin Doméne von Nephrin,
die auf die Immunglobulin Doméne Ig 8 folgt, aus Griinden der besseren Ubersicht und
Anschaulichkeit im Weiteren als Immunglobulin-Doméne Ig 9 bezeichnet wird. Alle
Konstrukte, die den N-terminalen Anteil von Nephrin aufweisen, enthalten das originale
Signalpeptid. Die C-terminalen IgG-Doménen wurden mit dem C-Terminus von CH,
und CH; des humanen /gG; gekoppelt. Die Kodierung der Plasmid-DNA fiir die Ami-
nosduren Sequenz fiir ein Signalpetid bewirkte die Ausschleusung des Proteins aus der
Zelle (Coleman et al., 1985). Die Kontrolle der DNA-Sequenzen aus der PCR erfolgte
mittels Sequenzierung. Zusitzlich wurde die GroBBe der DNA-Sequenzen mittels Gel-
elektrophorese bestétigt. AnschlieBend wurden die Plasmide in den CDM cey-Vektor
kloniert (vgl. 2.2.10).
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Abb. 5: Schematische Darstellung von Nephrin und Nephrin-Truncations

Schematische Darstellung des extrazelluldren Anteils von Nephrin, bestehend aus einem Signalpeptid,
gefolgt von 8 Ig-Doménen, einer Fibronectin (FN)-Doméne und einer Transmembrandoméne (TM) (vgl.
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
rden.). Die Vorhersage der Immunglobulin (Ig) sowie Fibronektin (FN)-Doménen erfolgte mittels des
SMART Vorhersage Programms der Universitidt Heidelberg (http://smart.embl-heidelberg.de/), es folgt
darunter die schematische Darstellung der fiir das Live Cell Imaging hergestellten Nephrin-Truncations,
bestehend aus dem Signalpeptid sowie den jeweiligen Ig-Doméanen: Nephrin 1g 1-2, Ig 3—4, Ig 5-6, Ig 7-
9. Hierbei ist zu beachten, dass die Fibronektin-Doméne von Nephrin, welche auf die Immunglobulin-
Domiine Ig 8 folgt, aus Griinden der besseren Ubersicht und Anschaulichkeit im Weiteren als Imunglobu-
lin-Domine Ig 9 bezeichnet wird. Alle Konstrukte, die den N-terminalen Anteil von Nephrin aufweisen
(rotes Kastchen), enthalten das Nephrin-Signalpeptid (SP). Die C-terminalen IgG-Doménen bzw. FN-
Doménen wurden mit dem C-Terminus von CH, und CH3 des humanen IgG, (grine Box) gekoppelt.
Modifiziert nach (Gerke et al., 2003)
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Abb. 6: PCR zur Amplifizierung der Nephrin-Truncations

Mittels PCR wurden mit spezifischen Primern DNA-Sequenzen fiir die entsprechenden Nephrin-
Truncations hergestellt. Mittels Gelelektrophorese erfolgte die Kontrolle der DNA-Sequenzen nach Gro-
Be. Abgebildet sind von links nach rechts: das Nephrin-Signalpeptid (130 bp), Nephrin 1g 1-2 (1041 bp),
Nephrin 1g 3—4 (615 bp), Nephrin Ig 5—6 (612 bp), Nephrin 1g 7-9 (975 bp). Die Groflenkontrolle erfolgte
mittels /00 bp DNA Ladder-Marker. Im Anschluss wurde die DNA-Sequenz als /nsert in den Plasmid-
Vektor CDM cey kloniert. bp: Basenpaar, Ig: Immunglobulin

3.1.1 Expression der Nephrin und Nephrin-Truncations in HEK-293T Zellen

Durch Hinzugabe von rekombinantem extrazelluliren Nephrin und Nephrin-
Truncations wahrend des Live Cell Imagings von stabil mit den Fusionsproteinen Eph-
B2-YFP bzw. ephrin-B1-CFP transduzierten humanen Podozyten, sollte der Einfluss
von Nephrin auf die Eph-ephrin-vermittelten Zellinteraktionen untersucht werden. Vor
Beginn der Live Cell Imaging-Untersuchungen musste erst gezeigt werden, dass die
klonierten Plasmide (vgl. 2.2.10) nach Transfektion tatsdchlich fiir extrazelluldres
Nephrin und die Nephrin-Truncations codieren. Hierzu exprimierten HEK-293T Zellen
den extrazelluliren Anteil von Nephrin, die Nephrin-Truncations Nephrin 1g 1-2,
Nephrin 1g 3—4, Nephrin 1g 5-6, Nephrin Ig 7-9 und die Kontrolle. Nach Zellernte und
SDS-Page-Gelelektrophorese wurde im Western Blot gegen Anti-Human-IgG geférbt
(vgl. 2.2.12). Es zeigte sich, dass extrazelluldres Nephrin (141 kDa), Nephrin Ig 1-2
(60 kDa), Nephrin 1g 3—4 (59 kDa), Nephrin 1g 5-6 (49 kDa), Nephrin 1g 7-9 (65 kDa)
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und die Kontrolle (57 kDa) korrekt von HEK-293T Zellen exprimiert werden (vgl. Abb.
7).

Neplrin Ig 7-9

' 4
' '“ ” tq - | Kontrolle

Nephrin Ig 1-2
Neplwin Ig 3-4
Nephrin Ig 5-6

Nephrin

Lysate

Abb. 7: Ganzzelllysate aus HEK-293T Zellen

HEK-293T Zellen wurden mit der Plasmid-DNA des rekombinanten extrazelluldren Nephrins, den Neph-
rin-Truncations 1g 1-2, 1g 3-4, Ig 5-6, Ig 7-9 sowie der Kontrolle transfiziert und exprimierten rekombi-
nantes extrazelluldres Nephrin (141 kDa), Nephrin Ig 1-2 (60 kDa), Nephrin 1g 3—4 (59 kDa), Nephrin 1g
5-6 (49 kDa), Nephrin 1g 7-9 (65 kDa) und die Kontrolle (57 kDa), nach Zellernte wurde im Western
Blot gegen anti-Human-IgG geférbt. Die GroBenkontrolle erfolgte mittels Prestained Protein Marker,
Broad Range (11-190kDa). Alle Konstrukte werden von HEK-293T Zellen in korrekter Grofe expri-
miert. Die vollstdndigen Blots finden sich im Anhang Abb. 15. Ig: Immunglobulin, kDa: Kilodalton

3.1.2 Expression von Nephrin und Nephrin-Truncations in COS-7 Zellen

Im Anschluss stellte sich die Frage, ob die von HEK-293T Zellen exprimierten Proteine
von COS-7 Zellen exprimiert und in den Uberstand sezerniert werden. Hierzu wurden
COS-7 Zellen mit rekombinantem extrazellulirem Nephrin sowie die Nephrin-

Truncations Nephrin 1g 1-2, Nephrin 1g 3—4, Nephrin 1g 5-6, Nephrin 1g 7-9 und der
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Kontrolle transfiziert. Nach 7 Tagen wurde der Zelliiberstand mittels Affinititschroma-
tographie aufgereinigt und die Korrektheit des eluierten Proteins im Western Blot ge-
zeigt. Es zeigte sich beim Farben gegen anti-Human-IgG, dass die rekombinanten Prote-
ine extrazellulires Nephrin (141kDa), Nephrin 1g 1-2 (60kDa), Nephrin 1g 34
(59 kDa), Nephrin 5—6 (49 kDa), Nephrin 7-9 (65 kDa) und die Kontrolle (57 kDa) von
COS-7 Zellen regelrecht in den Uberstand sezerniert werden. Das gewonnene Protein
wurde zur Stimulation der Zellen im Live Cell Imaging aliquotiert und bei -80 °C gela-
gert. In Abbildung 7 ist die Expression der rekombinanten Proteine in HEK-293T Zellen
und in COS-7 Zellen dargestellt.
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Nephrin Ig 3-4
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Abb. 8: Zelliiberstand von COS-7 Zellen

COS-7 Zellen wurden mit der Plasmid-DNA des rekombinanten extrazelluldren Nephrins, den Nephrin-
Truncations Ig 1-2, 1g 3-4, Ig 5-6, Ig 7-9 sowie der Kontrolle transfiziert. Die COS-7 Zellen sezernierten
die rekombinanten Proteine in den Uberstand. Die Zellernte wurde nach 7 Tagen durchgefiihrt, gefolgt
von der Aufreinigung des Proteins mittels Affinitdtschromatographie. Im Western Blot wurde anschlie-
Bend gegen anti-Human-IgG geférbt. Die Groenkontrolle erfolgte mittels Prestained Protein Marker,
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Broad Range (11-190 kDa). Hierbei zeigte sich, dass die rekombinanten Proteine extrazelluldres Nephrin
(141 kDa), Nephrin 1g 1-2 (60 kDa), Nephrin 1g 3—4 (59 kDa), Nephrin 1g 5-6 (49 kDa), Nephrin 1g 7-9
(65 kDa) und die Kontrolle (57 kDa) von COS-7 Zellen korrekt in den Uberstand sezerniert werden. Die
vollstindigen Western Blots finden sich im Anhang Abb. 16. Ig: Immunglobulin, kDa: Kilodalton

3.2 Effekt von Nephrin und Nephrin-Truncations auf die Eph-B2-ephrin-Bl

vermittelte Interaktion in Podozyten

Khoshnoodi konnte 2003 den Einfluss von Nephrin auf die Adhédsion humaner Podozy-
ten zeigen (Khoshnoodi et al., 2003). Um die Fragestellung zu kldren, ob Nephrin die
Eph-ephrin-vermittelte Interaktion humaner Podozyten beeinflusst, wurden Live Cell
Imaging-Untersuchungen durchgefiihrt. Den Eph-B2-Rezeptor bzw. ephrin-Bl-
Liganden exprimierende humane Podozyten wurden zur Ausdifferenzierung gebracht.
Der Eph-B2-Rezeptor war als Fusionsprotein mit dem gelb-fluoreszierenden Protein
YFP und der ephrin-BI-Ligand war mit dem blau-fluoreszierenden Protein CFP in die
Zelle transduziert. In Co-Kultur von Eph-B2-Rezeptor und ephrin-BI-Liganden expri-
mierenden Zellen wurden im Live Cell Imaging die Zell-Zell-Interaktionen untersucht.
Hierzu wurden tiiber 720 min jeweils im Abstand von 10min YFP und CFP-
Fluoreszenzaufnahmen gemacht. Aus den CFP- und YFP-Merge-Bildern wurden im

Anschluss Time Lapse Videos erstellt.

Abb. 9 zeigt Merge-Bilder der Stimulation im Live Cell Imaging durch extrazelluldres
Nephrin, durch Nephrin-Truncations und durch die Kontrolle jeweils zu 6 Zeitpunkten.
Nach Beginn des Live Cell Imagings zeigten sich Interaktionen zwischen Eph-B2 und
ephrin-B1 exprimierenden Podozyten. Hierbei kam es zur Transendozytose des Fusi-
onsproteins Eph-B2-YFP in die ephrin-BI-CFP exprimierenden Podozyten und umge-
kehrt. Bei der Interaktion der Zellen wurden Adhisionen, Repulsion und Sliding (ein
Aneinandergleiten von Zellen) definiert. Adhdrente Zellen konnten sich im Verlauf
durch Repulsion oder Sliding erneut trennen. Ebenfalls beobachtet wurde der ,,Zelltod*
einer der interagierenden Podozyten, der sich durch das im Video erkennbare Platzen
eines humanen Podozyten charakterisierte. Im Folgenden werden die zeitlichen Interak-
tionsverldufe der Merge-Bilder beschrieben. Die Auswertung erfolgte standardisiert und

randomisiert.

Bei der Stimulation mit dem Kontrollprotein zeigten sich im betrachteten Time Lapse

Video (vgl. Abb. 9 ,,con®) insgesamt sieben Interaktionen. Bei vier Interaktionen kam es
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initial zu einer Adhédsion, die 60 min bis 180 min andauerte und jeweils von einer Re-
pulsion der interagierenden Zellen gefolgt war. Bei zwei Interaktionen zeigte sich nach
initialem Kontakt unvermittelt eine Repulsion der interagierenden Zellen. Es wurde

zusitzlich ein Sliding mit einer Linge von 180 min beobachtet.

Bei der Stimulation mit extrazellulirem Nephrin zeigten sich im betrachteten Time
Lapse Video (vgl. Abb. 9 ,,Nephrin*) insgesamt fiinf Interaktionen. Hierbei kam es bei
vier Interaktionen zu einer initialen Adhésion mit einer Dauer von 180 bis 660 min. Drei
von vier Adhésionen endeten mit einer Repulsion der interagierenden Zellen. Bei der
vierten Interaktion dauerte die Adhésion iiber das Ende des Time Lapse Videos hinaus

an. Bei der flinften Interaktion kam es zu einem Sliding, welches 120 min dauerte.

Bei der Stimulation mit der Nephrin Truncation 1g 1-2 zeigten sich im betrachteten
Time Lapse Video (vgl. Abb. 9 ,Ig 1-2%) insgesamt neun Interaktionen. Hierbei kam es
bei 8 Interaktionen zu einer initialen Adhésion. Die Dauer variierte zwischen 180 min
und 600 min. Die eine Hélfte der Adhisionen endete mit einer Repulsion, bei der ande-
ren Hélfte der Adhdsionen dauerte diese iiber das Ende des Time Lapse Videos hinaus
an. Bei einer Interaktion kam es nach initialem Kontakt unvermittelt zu einer Repulsion

der interagierenden Zellen.

Bei der Stimulation mit der Nephrin Truncation 1g 3—4 zeigten sich im betrachteten
Time Lapse Video (Abb. 9 ,,Ig 3—4%) insgesamt drei Interaktionen. Die erste Interaktion
benachbarter Podozyten fiihrte zu einer Adhidsion, die 180 min andauerte und mit einer
Repulsion endete. Nach einer Latenzzeit kam es zu einer erneuten Adhésion der beiden
Zellen, die ebenfalls 180 min andauerte und erneut mit einer Repulsion endete. Die drit-
te Interaktion begann mit einer 120 min andauernden Adhésion, die in Sliding liberging,

welches tiber das Ende des Time Lapse Videos hinausging.

Bei der Stimulation mit der Nephrin Truncation 1g 5-6 zeigten sich im betrachteten
Time Lapse Video (Abb. 9 ,,Ig 5-6) insgesamt sieben Interaktionen. Bei allen Interak-
tionen kam es zu einer initialen Adhédsion, die 120 bis 480 min andauerte. Fiinf dieser
Adhisionen endeten mit einer Repulsion der interagierenden Zellen. Eine weitere Adha-
sion dauerte bis iiber das Ende des Time Lapse Videos hinaus an. Bei der siebten Adhi-
sion kam es nach einer Repulsion, die nach 180 min stattfand, zu einer Interaktions-
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freien Zeit von 420 min und anschlieend zu einer erneuten Adhédsion. Diese hielt dann

tiber das Ende des Time Lapse Videos hinaus an.

Bei der Stimulation mit der Nephrin Truncation Ig 7-9 zeigten sich im betrachteten
Time Lapse Video (Abb. 9 ,Ig 7-9%) insgesamt acht Interaktionen. Initial kam es bei
allen Interaktionen zu einer Adhéasion, die 120 bis 660 min andauerte. Fiinf Adhédsionen
dauerten iiber das Ende des 7Time Lapse Videos an. Eine Adhésion wurde durch eine
Repulsion der interagierenden Podozyten beendet. Bei zwei Adhdsionen kam es zum
durch ein optisch sichtbares ,,Platzen* der Podozyten definierten Zelltod einer der inter-
agierenden Podozyten. Es kam hierbei bei der einen Interaktion zum Zelltod des ephrin-
BI exprimierenden Podozyten nach 180 min Adhision und bei der anderen Adhésion

zum Zelltod des Eph-B2 exprimierenden Podozyten nach 300 min.

con

Ig 5-6 Ig 3-4 g 1-2 nephrin

Ig 7-9

0 min 60 min 240 min 420 min 600 min 720 min

Abb. 9: Live Cell Imaging humaner Podozyten mit Stimulation der podozytiren Interaktion

Die Abbildung zeigt Live Cell Imaging-Aufnahmen humaner Podozyten, die den Eph-B2-Rezeptor (YFP,
gelb) bzw. den ephrin-Bi-Liganden (CFP, blau) exprimierten. Die Interaktion der humanen Podozyten
wurde im Live Cell Imaging zum Zeitpunkt 60 min durch Hinzugabe von extrazelluldrem Nephrin, den
Nephrin-Truncations, Nephrin 1g 1-2, 1g 34, 1g 5-6, Ig 7-9 oder der Kontrolle stimuliert. Abgebildet
sind Aufnahmen der Zeitpunkte 0 min, 60 min, 240 min, 420 min, 600 min und 720 min. Dargestellt sind
Merge-Bilder aus YFP- und CFP-Fluoreszenz-Aufnahmen. Im zeitlichen Verlauf zeigten sich Interaktio-
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nen zwischen gegeniiberliegenden Podozyten, bei denen es zur Transendozytose des Fusionsproteins
Eph-B2-YFP in die ephrin-B1-CFP exprimierenden Podozyten und umgekehrt kam. Es folgt eine Phase
der Adhision, eine Repulsion oder ein Sliding der Podozyten aneinander entlang. Ebenfalls beobachtet
wurde der Zelltod einer der interagierenden Podozyten in zeitlicher Folge der Interaktion, der sich durch
ein ,,Platzen dieses Podozyten priasentierte. Ig: Immunglobulin, min: Minuten

3.2.1 Einfluss der Stimulation auf die Dauer der podozytiren Adhésion

Durch Stimulation mit rekombinantem extrazellulirem Nephrin und den Nephrin-
Truncations kommt es zu einer ldngeren Dauer der Adhésion interagierender Podozyten
im Live Cell Imaging. Die Dauer der Adhdsion war bei Stimulation mit Nephrin Ig 1-2
signifikant (Nephrin Ig 1-2 300 min; Kontrolle 120 min; p= 0,021) ldnger als in der
Kontrolle. Bei Stimulation mit extrazellulirem Nephrin und den Nephrin-Truncations
Ig 3—4, Ig 5-6 und Ig 7-9 zeigten sich keine signifikanten Verdnderungen der Dauer der
podozytiren Adhésion.
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Abb. 10: Dauer der Adhésion bei Stimulation der podozytiren Interaktion im Live Cell Imaging
Live Cell Imaging von humanen Podozyten, die stabil Eph-B2-YFP bzw. ephrin-BI-CFP exprimierten,
iiber 720 min, Stimulation mit rekombinantem extrazelluldrem Nephrin bzw. Nephrin-Truncations 60 min
nach Beginn. Im Diagramm zeigt sich die zeitliche Dauer der Adhésion interagierender Podozyten in min.
Die Stimulation der podozytiren Interaktion mit Nephrin 1g 1-2 (Nephrin Ig 1-2 300 min; Kontrolle
120 min; p=0,021) fiihrte zu einer signifikant langeren Dauer der Adhésion im Live Cell Imaging als in
der Kontrolle (n= 40 Nephrin/33 Nephrin 1g 1-2/28 Nephrin 1g 3-4/18 Nephrin 1g 5-6/32 Nephrin
Ig7-9/28 Kontrolle) (*:p <0,05). Ig: Immunglobulin, min: Minuten, n: Anzahl
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3.2.2 Einfluss der Stimulation auf den Beginn der podozytiren Adhision

Die Stimulation mit rekombinantem extrazellulirem Nephrin und den Nephrin-
Truncations hat Einfluss auf den Zeitpunkt des Beginns der Adhédsion interagierender
Podozyten im Live Cell Imaging. Bei Stimulation der Podozyten mit Nephrin Ig 1-2
war der Beginn der Adhésion signifikant spéter (Nephrin Ig 1-2 300 min; Kontrolle
120 min; p= 0,0009) als in der Kontrolle. Bei Stimulation mit extrazellulairem Nephrin
und den Nephrin-Truncations 1g 3—4, Ig 5—6 und Ig 7-9 zeigten sich keine signifikanten

Verdnderungen des Beginns der podozytiren Adhision.
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Abb. 11: Beginn der Adhision bei Stimulation der podozytiren Interaktion im Live Cell Imaging
Live Cell Imaging von humanen Podozyten, die stabil Eph-B2-YFP bzw. ephrin-B1-CFP exprimierten,
iiber 720 min, Stimulation mit rekombinantem extrazelluldrem Nephrin bzw. Nephrin-Truncations 60 min
nach Beginn. Im Diagramm zeigt sich der Zeitpunkt des Beginns der Adhésion interagierender Podozyten
(min nach Beginn des Live Cell Imagings). Die Stimulation der podozytiren Interaktion mit Nephrin und
den Nephrin-Truncations fihrte zu einem spiteren Beginn der podozytiren Adhésion. Die Stimulation
mit Nephrin Ig 1-2 (Nephrin Ig 1-2 300 min; Kontrolle 120 min; p =0,0009) fiihrt zu einem signifikant
spéteren Beginn der Adhdsion im Live Cell Imaging als in der Kontrolle (n= 40 Nephrin/33 Nephrin 1g
1-2/28 Nephrin 1g 3—4/18 Nephrin 1g 5-6/32 Nephrin 1g7-9/28 Kontrolle) (***:p < 0,001). Ig: Immun-
globulin, min: Minuten, n: Anzahl
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3.2.3 Einfluss der Stimulation auf das Ende der podozytiren Adhision

Die Stimulation mit extrazelluldirem Nephrin und den Nephrin-Truncations hat Einfluss
auf den Zeitpunkt des Endes der Adhédsion interagierender Podozyten. Der Zeitpunkt
des Endes der Adhdsion war bei Nephrin Ig 1-2 (Nephrin Ig 1-2 600 min; Kontrolle
420 min; p=0,012) und Nephrin Ig 3—4 (Nephrin 1g 3—4 660 min; Kontrolle 420 min;
p=0,013) signifikant spéter. Bei Stimulation mit extrazellulirem Nephrin und den
Nephrin-Truncations 1g 5-6 und Ig 7-9 zeigten sich keine signifikanten Veranderungen
des Endes der podozytiren Adhdsion (n= 40 Nephrin/33 Nephrin 1g1-2/28 Nephrin
1g3—4/18 Nephrin 1g 5-6/32Nephrin 1g7-9/28 Kontrolle).
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Abb. 12: Ende der Adhésion bei Stimulation der podozytiren Interaktion im Live Cell Imaging

Live Cell Imaging von humanen Podozyten, die stabil Eph-B2-YFP bzw. ephrin-BI1-CFP exprimierten,
iiber 720 min, Stimulation mit rekombinantem extrazelluldrem Nephrin bzw. Nephrin-Truncations 60 min
nach Beginn. Im Diagramm zeigt sich der Zeitpunkt des Endes der Adhésion interagierender Podozyten
(min nach Beginn des Live Cell Imagings). Die Stimulation der podozytiren Interaktion mit Nephrin 1g
1-2 (Nephrin 1g 1-2 600 min; Kontrolle 420 min; p= 0,012) und Nephrin 1g 3—4 (Nephrin 1g 3-4
660 min; Kontrolle 420 min; p=0,013) fiihrte zu einem signifikant spiteren Ende der Adhésion im Live
Cell Imaging als in der Kontrolle (n= 40 Nephrin/33 Nephrin 1g 1-2/28 Nephrin 1g 3—4/18 Nephrin 1g 5—
6/32 Nephrin 1g 7-9/28 Kontrolle) (*:p < 0,05). Ig: Immunglobulin, min: Minuten, n: Anzahl
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3.2.4 Einfluss der Stimulation auf die podozytire Adhision zu definierten

Zeitpunkten

Die Stimulation mit extrazellulirem Nephrin und den Nephrin-Truncations hat Einfluss
auf die Adhédsion der interagierenden Podozyten zu definierten Zeitpunkten wéhrend
des Live Cell Imagings. Zum Zeitpunkt 600 min nach Beginn des Live Cell Imagings
zeigte sich signifikant mehr Adhésion bei Stimulation mit Nephrin 1g 1-2 (Nephrin Ig
1-2 0,43; Kontrolle 0,14; p=0,035) und Nephrin Ig 3—4 (Nephrin Ig 3—4 0,61; Kontrol-
le 0,14; p=0,035) als in der Kontrolle. Die Stimulation mit extrazellulirem Nephrin
und den Nephrin-Truncations 1g 5-6 und Ig 7-9 zeigten keine signifikanten Verénde-

rungen der Adhédsion zum Zeitpunkt 600 min.
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Abb. 13: Adhiision zum Zeitpunkt 600 min bei Stimulation der podozytiiren Interaktion im Live
Cell Imaging

Live Cell Imaging von humanen Podozyten, die stabil Eph-B2-YFP bzw. ephrin-B1-CFP exprimierten,
iiber 720 min, Stimulation mit rekombinantem extrazelluldrem Nephrin bzw. Nephrin-Truncations 60 min
nach Beginn. Im Diagramm zeigt sich der Anteil der podozytiren Interaktionen, die zum Zeitpunkt
600 min in Adhésion sind, an allen Interaktionen. Die Stimulation der podozytaren Interaktion mit Neph-
rin 1g 1-2 (p=10,035) und Nephrin Ig 3—4 (p=0,035) fithrte zum Zeitpunkt 600 min zu signifikant mehr
Adhiésion im Live Cell Imaging als in der Kontrolle (n=40 Nephrin/33 Nephrin 1g 1-2/28 Nephrin 1g 3—
4/18 Nephrin 1g 5-6/32 Nephrin 1g 7-9/28 Kontrolle) (*:p <0,05). Ig: Immunglobulin, min: Minuten, n:
Anzahl
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3.2.5 Einfluss der Stimulation auf die podozytire Repulsion

Im néchsten Schritt wurden der Einfluss der Stimulation mit extrazellulirem Nephrin
und den Nephrin-Truncations auf die Repulsion interagierender Podozyten untersucht.
Die Stimulation der podozytiren Interaktion mit extrazellulirem Nephrin und den
Nephrin-Truncations hat keinen signifikanten Einfluss auf den Zeitpunkt des Beginns
der Repulsion interagierender Podozyten im Live Cell Imaging. Ebenfalls zeigt sich
kein signifikanter Unterschied in dem Ende der Repulsion interagierender Podozyten im

Live Cell Imaging.
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Abb. 14: Beginn und Ende der Repulsion bei Stimulation der podozytiren Interaktion im Live Cell
Imaging

Live Cell Imaging von humanen Podozyten, die stabil Eph-B2-YFP bzw. ephrin-B1-CFP exprimierten,
iiber 720 min, Stimulation mit rekombinantem extrazelluldrem Nephrin bzw. Nephrin-Truncations 60 min
nach Beginn. Im Diagramm links zeigt sich der Zeitpunkt des Beginns der Repulsion interagierender
Podozyten. Die Stimulation mit extrazellulirem Nephrin und den Nephrin-Truncations fiihrt zu keiner
signifikanten Anderung des Beginns der Repulsion interagierender Podozyten. Im Diagramm rechts zeigt
sich der Zeitpunkt des Endes der Repulsion interagierender Podozyten. Die Stimulation mit extrazellula-
rem Nephrin und den Nephrin-Truncations fiihrt zu keiner signifikanten Anderung des Endes der Repul-
sion interagierender Podozyten (n =40 Nephrin/33 Nephrin 1g 1-2/28 Nephrin 1g 3—4/18 Nephrin 1g 5—
6/32 Nephrin 1g 7-9/28 Kontrolle). Ig: Immunglobulin, min: Minuten, n: Anzahl

3.2.6 Einfluss der Stimulation auf das podozytire Sliding

Im nichsten Schritt wurde der Einfluss der Stimulation mit extrazellulirem Nephrin und
den Nephrin-Truncations auf das Sliding interagierender Podozyten untersucht. Das
Sliding ist charakterisiert durch eine aneinander entlang driftende Bewegung eines in-
teragierenden Rezeptor-Liganden-Paars. Die Dauer des Slidings ist dabei variabel. Es

wurden Zeitrdume zwischen 60 min und 360 min fiir ein Sliding beobachtet. Bei insge-
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samt 179 ausgewerteten Zell Interaktionen kam es bei elf Interaktionen zu einem Sli-
ding. Ebenfalls konnte der Zelltod einer der interagierenden Zellen in zeitlicher Folge
der Interaktion beobachtet werden. Es kam bei insgesamt 179 ausgewerteten Zell-
Interaktionen in 21 Fillen zum Absterben einer der interagierenden Zellen. Der Zelltod
war fast ausschlieflich nach vorheriger Adhésion zu beobachten. Die Dauer der voran-
gegangenen Adhésion war hierbei variabel. Aufgrund der geringen Anzahl der beobach-
teten Slidings und Zelltode in Relation zur Gesamtzahl der Interaktionen wurde auf eine

statistische Auswertung verzichtet.
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4 Diskussion

Chronische Nierenerkrankungen sind ein bedeutsames Problem weltweiter Gesund-
heitssysteme (Currie and Delles, 2013). Der renale Verlust von Albumin (Albuminurie)
als frithestes klinisch messbares Zeichen einer Proteinurie ist ein Marker renaler Schi-
digung, der hiufig schon eher messbar ist als eine konkrete Abnahme der glomerulédren
Filtrationsrate (Currie and Delles, 2013). Die Albuminurie ist hierbei Ausdruck der
Schiadigung des glomeruldren Filters, der dreischichtig aus fenestriertem Kapilla-
rendothel, der glomeruldren Basalmembran, den Podozyten und der zwischen ihnen
ausgebildeten glomeruldren Schlitzmembran aufgebaut ist. Podozytidre Schidigung
zeigt sich in vielen Erkrankungen der humanen Niere, unter anderem bei Minimal
Change Glomerulonephritis, fokal segmentaler Glomerulosklerose und diabetischer
Nephropathie (Asanuma, 2015). Die genauen Mechanismen der Positionierung der Po-
dozyten zueinander sowie der glomeruldren Schlitzmembran, die sich zwischen ihren
sekunddren FuBfortsidtzen ausbildet, blieben bislang unklar. In anderen Organsystemen
hat die Eph-ephrin-Interaktion groflen Einfluss auf die Positionierung von spezialisier-
ten Zell-Zell-Kontakten (Egea and Klein, 2007, Himanen et al., 2007, Pasquale, 2005).
Ephrin-B1 konnte im humanen Glomerulum nachgewiesen werden und kolokalisiert mit
Nephrin, dem Hauptbestandteil der glomeruldren Schlitzmembran. Eph-B2 ist dabei der
mit dem ephrin-Bl-Liganden interagierende Rezeptor (Hashimoto et al., 2007). Die
Expression des Eph-Bl-, Eph-B2- und Eph-B3-Rezeptors im humanen Glomerulum
konnte im Vorfeld durch die eigene Arbeitsgruppe gezeigt werden (Dr. Konigshausen,

personliche Kommunikation).

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Nephrin auf die Eph-ephrin vermittelte In-
teraktion humaner Podozyten im Live Cell Imaging zu zeigen. Hierfiir exprimierten
humane Podozyten den Eph-B2-Rezeptor bzw. den ephrin-BI-Liganden und wurden
wihrend des Live Cell Imagings mit extrazellulirem Nephrin und seinen Truncations
stimuliert. Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die Stimulation mit den extrazel-
luldren Nephrin-Immunglobulindoménen Ig 1-2 die Adhésion zwischen Eph-B2 und
ephrin-B1 exprimierenden humanen Podozyten verlidngert. Dieser Effekt wird von den
Immunglobulindoménen Ig 1-2 vermittelt. Die Stimulation der Eph-ephrin vermittelten
Interaktionen mit Nephrin Ig 1-2 fiihrt zu einem spdteren Beginn der Adhdsionen im
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Live Cell Imaging. Durch Stimulation mit Nephrin Ig 1-2 und Nephrin 1g 3—4 wird das
Ende der Eph-ephrin vermittelten Adhédsionen verzogert. Ebenfalls kommt es durch
Stimulation mit Nephrin 1Ig 1-2 und Nephrin 1g 3—4 zu vermehrten Adhédsionen zum
Zeitpunkt 600 min im Live Cell Imaging. Bei Stimulation mit dem gesamten extrazellu-
laren Nephrin konnte keine signifikante Beeinflussung der Adhédsion gezeigt werden. Es
war kein Einfluss von extrazellulirem Nephrin und seinen Truncations auf die Eph-

ephrin-vermittelte Repulsion humaner Podozyten sichtbar.
4.1 Einfluss von Nephrin auf die Adhision von Podozyten

In der Literatur ist beschrieben, dass die Expression von Nephrin in HEK-293T Zellen
und in murinen Podozyten zu deren Adhésion fiihrt (Khoshnoodi et al., 2003). Bei phy-
siologischer Ca?* Konzentration sind die beschriebenen Adhisionen um das zweifache
erhoht (Khoshnoodi et al., 2003). Der Verlust von Nephrin fiihrt zu einem fehlenden
Ausbilden der Schlitzmembran, einem podozytiren Effacement und massiver Proteinu-
rie (Putaala et al., 2001). Eph-Rezeptoren regulieren durch gradienten-abhédngige Adha-
sionen und Repulsionen die topographische Anordnung von Zellen (Feldheim and
O'Leary, 2010, Triplett and Feldheim, 2012, Pasquale, 2008). Ziel dieser Arbeit war die
Beantwortung der Frage, ob Nephrin die Interaktion zwischen Eph-B2 und ephrin-Bl

zugunsten von Adhisionen beeinflusst.

Die Stimulation mit den Immunglobulin Doménen Nephrin Ig 1-2 zeigte signifikant
langere Adhésionen als die Kontrolle. Es kommt zu einem signifikant spateren Beginn
und Ende der Adhision im Live Cell Imaging durch Stimulation mit Nephrin Ig 1-2.
Zum Zeitpunkt 600 Minuten kommt es zu signifikant mehr Adhédsionen nach Stimulati-

on mit Nephrin Ig 1-2 als in der Kontrolle.

Zusatzlich zeigte sich auch bei Stimulation mit den Immunglobulin-Doméanen Nephrin
Ig 3—4 ein signifikanter Einfluss auf das Adhdsionsverhalten humaner Podozyten. Die
Stimulation mit Nephrin 1g 3—4 fiihrt zu einem spéteren Ende der Adhésionen im Live
Cell Imaging sowie zu einer signifikant vermehrten Adhésion zum Zeitpunkt 600 Minu-
ten. Eine signifikante Verldngerung der Adhésion durch Stimulation mit Nephrin Ig 3—4

zeigte sich nicht.
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Hieraus ist zu schlieen, dass die Immunglobulin-Doméanen Nephrin Ig 1-2 und Neph-
rin Ig 3—4 das Adhisionsverhalten humaner Podozyten beeinflussen. Dies geschieht
moglicherweise tiber die direkte Interaktion mit dem Eph-B2 Rezeptor und seinem kor-
respondierenden ephrin-B1 Liganden, die eine Bindung von Eph-B2 und ephrin-BI ver-
hindert. Diese Ergebnisse unterstreichen die bereits beschriebene adhdsive Wirkung von
Nephrin aut HEK-293T Zellen und murine Podozyten (Khoshnoodi et al., 2003). Aus
den Ergebnissen ldsst sich ebenfalls schlieBen, dass die Interaktionsstelle zwischen

Nephrin und Eph-B2 und ephrin-B1 im Bereich Nephrin 1g 1-4 liegt.

Im Gegensatz hierzu konnte bei 40 untersuchten Interaktionen mit dem gesamten extra-
zelluldren Nephrin kein signifikanter Unterschied fiir das Adhésionsverhalten der Podo-
zyten im Vergleich zur Kontrolle aufgezeigt werden (vgl. Abb. 10— Abb. 13). In der
eigenen Arbeitsgruppe konnte bereits im Vorfeld in Co-Immunoprizipitationen gezeigt
werden, dass Nephrin mit dem Eph-B2-Rezeptor interagiert. Die Interaktion findet da-
bei mit dem extrazelluldren Anteil von Nephrin statt (Dr. Konigshausen, personliche
Kommunikation). In Zusammenschau der im Vorfeld gezeigten Interaktion zwischen
extrazellulirem Nephrin und dem Eph-B2-Rezeptor und dem hier gezeigten Effekt von
Nephrin Ig 1-2 wire der Einfluss von extrazellulirem Nephrin auf die Eph-ephrin-
vermittelte Adhdsion humaner Podozyten zu erwarten. Dem steht entgegen, dass im
Rahmen dieser Arbeit kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte. Dieses
Ergebnis gilt es in weiteren Untersuchungen durch eine Erhéhung der Versuchszahl zu

verifizieren.

Fukusumi konnte zeigen, dass die Koexpression von ephrin-B1 und Nephrin in HEK-
293T Zellen zu deren Interaktion fiihrt. Bei dieser cis-Interaktion wird die Interaktions-
stelle zwischen Nephrin und ephrin-B1 in den basalen Dominen beider Proteine ange-
geben. Bei Nephrin befindet sich die Interaktionsstelle innerhalb der Immunglobulin-

Domine Ig 8 (Fukusumi et al., 2018).

Die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit weisen allerdings darauf hin, dass sich die
Interaktionsstelle von Nephrin fiir die Interaktion mit Eph-B2 und ephrin-B1 innerhalb
der Nephrin Immunglobulin-Doméanen Ig 1-4 befindet. Beim Vergleich der Ergebnisse

gilt es zu beriicksichtigen, dass in dem von Fukusumi verwendeten Modell ausschlief3-
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lich die Interaktion zwischen Nephrin und dem ephrin-Bl-Liganden in HEK-293T
Zellen in Uberexpression iiberpriift wird. Das Ziel dieser Arbeit war es jedoch, den Ein-
fluss von Nephrin auf die Eph-ephrin-vermittelte Interaktion humaner Podozyten zu
untersuchen, sodass neben dem ephrin-Bl-Liganden auch der korrespondierende Eph-
B2 Rezeptor zu betrachten war. Aufgrund des Rezeptor-Liganden-Verhiltnisses von
Eph-B2 und ephrin-Bl ist davon auszugehen, dass die Interaktion primir zwischen
Nephrin und Eph-B2 stattfindet. Daher ist es denkbar, dass die von Fukusumi beschrie-
bene Interaktion zwischen Nephrin und ephrin-B1 von der Interaktion zwischen Eph-B2
und Nephrin tiberlagert wird. Zur Verifizierung dieser Annahme sollte analog zum Vor-
gehen von Fukusumi in Zell Adhidsionsassays iiberpriift werden, ob die in der vorlie-
genden Arbeit beschriebene Interaktionsstelle von Nephrin spezifisch fiir Eph-B2 oder
ephrin-B1 ist. Im Anschluss sollte zur weiteren Validierung eine Deletion der Gense-
quenz der beschriebenen Interaktionsstelle erfolgen. In Zell Adhésionsassays zwischen
dem mutierten Nephrin und dem Eph-B2-Rezeptor bzw. dem ephrin-BI-Liganden sollte

dann aufgrund fehlender Interaktion die Interaktionsstelle bestdtigt werden.

Ein weiterer Unterschied zwischen dem Versuchsaufbau von Fukusumi und dem dieser
Untersuchung ist, dass Fukusumi die cis-Interaktion zwischen Nephrin und ephrin-B1
tiberpriift. Die von uns durchgefiihrte Stimulation mit freiem extrazellulirem Nephrin
entspricht jedoch am ehesten einer trans-Interaktion. Fiir die Eph-Rezeptoren ist be-
schrieben, dass diese ihre ephrin-Liganden in cis- und trans-Position in unterschiedli-
chen Dominen binden. Die globuldre Domine des Eph-Rezeptors dient dabei als eph-
rin-Liganden-Bindungsdoméne in trans-Position. Die Fibronectin Typ III-Doménen
dienen zur Bindung von ephrinen in cis-Position (Labrador et al., 1997, Himanen et al.,
1998, Himanen et al., 2001, Himanen et al., 2007). Fiir andere Oberflichenrezeptoren
wie z.B. Ly494 ist die Interaktionsstelle in cis- und frans-Position identisch, jedoch ist
fiir die cis-Interaktion ein Konformationsdanderung des Rezeptors notwendig (Held and

Mariuzza, 2011).

Homophile Nephrin-Interaktionen in trans-Position konnen durch Antikorper gegen die
Immunglobulin Domédnen Nephrin Ig 1-2 unterbunden werden (Khoshnoodi et al.,
2003). Heterophile Interaktionen zwischen Nephrin und NEPH1 konnen iiber unter-
schiedliche Ig Domidnen beider Proteine vermittelt werden (Gerke et al., 2003). Ob
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Nephrin fiir die cis- und trans-Interaktion mit seinen Bindungspartnern dieselbe Interak-
tionsstelle nutzt, ist bislang nicht hinreichend geklart. Erweiternd konnte daher iiber-
priift werden, ob Nephrin ephrin-Bl an unterschiedlichen Interaktionsstellen bindet,

abhingig davon, ob die Interaktion in cis- oder trans-Position stattfindet.

Sollte die Interaktionsstelle fiir die cis- und trans-Interaktion von Nephrin mit ephrin-
B1 identisch sein und sich in den basalen Doménen beider Proteine befinden, miisste es
bei trans-Interaktion aufgrund der deutlich unterschiedlichen Gréen von Nephrin
(1241 AS davon 1033 AS extrazelluldr) und ephrin-B1 (346 AS davon 210 AS extrazel-
luldr) zu einer Konformationsdnderung von Nephrin kommen, damit eine Interaktion
moglich ist (Lin et al., 1999, Tryggvason, 1999). Zur Ausbildung der glomeruldren
Schlitzmembran ist eine Uberlappung zweier gegeniiberliegender Nephrin-Molekiile
notwendig, daher erscheint solch eine Konformationsanderung nicht plausibel

(Wartiovaara et al., 2004).
4.2 Einfluss von Nephrin auf die Repulsion von Podozyten

Poliakov konnte 2008 zeigen, dass es in stabil mit dem Eph-B2-Rezeptor bzw. dem eph-
rin-Bl-Liganden transduzierten HEK-293T Zellen nach Interaktion zur Repulsion der
gegeniiberliegenden Zellen kommt. Die Interaktion von Eph-B2 exprimierenden Zellen
untereinander fiithrte nicht zur Repulsion, sondern teilweise zu einer Adhésion und nur
zu einem transienten Kollabieren der Zellfortsdtze. Bei Interaktion zwischen Eph-B2
und ephrin-B1 gegeniiberliegender Zellen kam es zur Repulsion sowie einem Kollabie-
ren der Zellfortsitze und einer Abrundung der Zelle. Durch Phosphorylierung des unge-
bundenen Eph-B2-Rezeptors wird die Interaktion mit ephrin-B1 verhindert. Dies fiihrt
zur Inhibition der sonst durch den Ras-MAPK-Signalweg vermittelten Trennung und

Repulsion der Zellen (Poliakov et al., 2008).

In der eigenen Arbeitsgruppe wurden Live Cell Imaging Untersuchungen mit humanen
Podozyten, die stabil mit dem Eph-B2-YFP- bzw. ephrin-BI-CFP-Fusionskonstrukt
transduziert waren, durchgefiihrt. Hier zeigte sich nach Interaktion zwischen Eph-B2
und ephrin-B1 exprimierenden Podozyten eine Repulsion der interagierenden Zellen

(Doktorarbeit von Julius Hoffacker). In den eigenen Untersuchungen konnte die be-
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schriebene Repulsion nach Interaktion zwischen Eph-B2 und ephrin-B1 exprimierenden

Podozyten ebenfalls beobachtet werden.

Die Stimulation der podozytdren Interaktion mit extrazellulirem Nephrin und den
Nephrin-Fragmenten zeigte keine statistisch signifikante Anderung des Zeitpunktes
einer Repulsion. Dariiber hinaus war der Anteil der Interaktionen, die bei Stimulation
mit extrazellulirem Nephrin und den Nephrin-Fragmenten mit einer Repulsion endeten
im Vergleich zur Kontrolle, nicht signifikant verdandert (Daten hier nicht gezeigt). Hie-
raus ist zu schlieBen, dass die Stimulation mit extrazellulirem Nephrin in diesem Mo-
dell keinen Einfluss auf die Eph-Rezeptor vermittelte Repulsion humaner Podozyten

hat.

Eine mdgliche Erkldarung fiir den fehlenden Einfluss von Nephrin auf die Eph-ephrin
vermittelte Repulsion in der vorliegenden Untersuchung ist, dass die Nephrin-Eph-B2-
und die Nephrin-ephrin-BI-Interaktionen potentiell adverse Effekte auf die Repulsion
haben konnten. Diese Vermutung wird dadurch untermauert, dass in HEK-293T Zellen
und in murinen Podozyten gezeigt werden konnte, dass die Stimulation mit ephrin-B1
den durch Eph-B2 vermittelten stabilisierenden Effekt auf Nephrin verringert, indem es
die Nephrintyrosinphosphorylierung reduziert (Dr. Konigshausen, personliche Kommu-

nikation).

Der Tyrosinphosphorylierungszustand von Nephrin ist liber die Interaktion mit intrazel-
luldiren Adapterproteinen wie NCK entscheidend fiir die Ausbildung der podozytdren
FuBfortsdtze und die Integritdt der glomeruldren Schlitzmembran (Jones et al., 2006,
Jones et al., 2009, New et al., 2013). Die Tyrosinphosphorylierung an den spezifischen
NCK-Bindungsstellen wird von den Src-Kinasen vermittelt (Verma et al., 2006, Yu et
al.,, 2001). In der eigenen Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Nephrin durch
Eph-B1 und Eph-B2 an NCK-Bindungsstellen Nephrin Y1176/1193 sowie Y1217 tyro-
sinphosphoryliert wird. Quack et al. konnten zeigen, dass die Phosphorylierung von
Nephrin Y1193 zur Stabilisierung von Nephrin in der glomeruldren Schlitzmembran
durch Inhibition der B-Arrestin 2 vermittelten Endozytose fiihrt (Quack et al., 2006).
New et al. konnten in einem Maus-Knockin-Modell (Nephrin-Y3F) durch den Aus-
tausch der Tyrosinreste an den drei NCK-Bindungsstellen durch Phenylalanin die Neph-
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rin Tyrosinphosphorylierung unterbinden ohne jedoch die Proteinstruktur zu verdandern
(New et al., 2013). Die zentrale Rolle von NCK ist es, Nephrin mit dem Aktin-
Zytoskelett zu verbinden (Jones et al., 2006). Obwohl die Nephrin-Y3F-Miuse ohne
messbare Einschrinkungen geboren werden, entwickeln diese frith ein RPGN, welches
durch ein Fullfortsatz-Effacement, eine Verdickung der GBM und Proteinurie imponiert
(New et al., 2016). Die Interaktion zwischen Nephrin und NCK ist bei verschiedenen
Erkrankungen mit akuter Nierenschidigung gestort, wie der Minimal-Change-
Glomerulonephritis (Uchida et al., 2008), der membrandsen Glomerulonephritis (O-
hashi et al., 2010) und der Nephrosklerose (Konigshausen et al., 2016). Dies zeigt, dass
die Nephrintyrosinphosphorylierung in vivo und in vitro kritisch fiir die Stabilisierung
der podozytiren Zytoarchitektur und die Wiederherstellung nach Verletzung ist. Durch
Differenzierung und anschlieBende Deletion der individuellen Interaktionsstellen von
Nephrin mit Eph-B2 und Nephrin mit ephrin-B1 konnte im weiteren Verlauf iiberpriift
werden, ob der fehlende Einfluss von extrazellulirem Nephrin auf die Eph-ephrin ver-

mittelte Repulsion aufgrund adverser Effekte von Eph-B2 und ephrin-B1 vorliegt.

Abhingig von der Effektstirke des Einflusses von Nephrin auf die Eph-ephrin vermit-
telte Repulsion wire es moglich, dass das stochiometrische Verhéltnis von Nephrin und
Eph-ephrin-Molekiilen von Bedeutung ist. Im Rahmen einer Dosis-Wirkungsbeziehung
konnte lberpriift werden, ob bei einer Steigerung der Konzentration des fiir die Stimula-

tion verwendeten Nephrins ein Einfluss auf die Repulsion aufzeigbar ist.
4.3 Transendozytose von Eph-B2 und ephrin-B1

Die bidirektionale Signaltransduktion bei Eph-ephrin-Interaktionen fiithrt zur Trans-
Endozytose von Rezeptor und Ligand und zur kontakt-abhéngigen Repulsion (Zimmer
et al., 2003, Marston et al., 2003, Pitulescu and Adams, 2010). Sowohl die Transendo-
zytose als auch die folgende Repulsion werden durch Racl und Cbll vermittelt
(Marston et al., 2003). In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe waren humane Podo-
zyten stabil mit dem Eph-B2-YFP- bzw. dem ephrin-BI-CFP-Fusionsprotein transdu-
ziert worden. Die Eph-B2 exprimierenden Podozyten zeigten somit eine gelbe Fluores-
zenz und die ephrin-B1 exprimierenden Podozyten eine blaue Fluoreszenz. In unserer

Untersuchung zeigte sich nach Kontakt zwischen Eph-B2 und ephrin-Bl exprimieren-
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den Zellen die Verschiebung von Fluoreszenz in die gegeniiberliegende Zelle. Da Re-
zeptor und Ligand jeweils ein Fusionskonstrukt mit dem fluoreszierenden Protein bil-
den, werteten wir dies als Transendozytose. Unsere Ergebnisse unterstreichen somit die
zuvor verdffentlichten Ergebnisse zur Transendozytose von Eph-Rezeptoren nach Inter-
aktion mit ithrem ephrin-Liganden (Zimmer et al., 2003, Marston et al., 2003, Pitulescu
and Adams, 2010). In murinen Podozyten konnte in der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dass die Stimulation mit dem ephrin-B1-Liganden den durch Eph-B2 vermittel-
ten stabilisierenden Effekt auf Nephrin reduziert (Dr. Konigshausen, personliche Kom-
munikation). Eine Inhibition der Eph-B2-Transendozytose fiihrt zur Verzogerung der
Zell-Repulsion (Zimmer et al., 2003). In weiteren Versuchen konnte untersucht werden,
ob die Richtung der Transendozytose Einfluss auf die Interaktion von Eph-B2 und eph-
rin-B1 hat. Wenn die Inhibition der Eph-B2-Transendozytose die Zell-Repulsion verzo-
gert, wire es denkbar, dass ephrin-B1 diese verstirkt. Dies konnte analog zur von Zim-
mer und Marston durchgefiihrten Inhibition der Eph-B2 Transendozytose durch Inhibi-

tion der ephrin-B1-Transendozytose liberpriift werden.

Die Transendozytose ist dariiber hinaus beim auf regulatorischen T-Zellen exprimierten
Cytotoxic T lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) beschrieben. Durch Transendozytose seiner
beiden Liganden (CD80 und CD86) wird die Co-Stimulation von CD28 unterdriickt.
Hierdurch inhibiert CTLA-4 die Aktivierung von regulatorischen T-Zellen (Hou et al.,
2015). CTLA-4-Mutationen fiihren zu einem Immun Dysregulation Syndrom (Schubert
et al., 2014). CTLA-4 wird ebenfalls eine Bedeutung bei der Remissionsinduktion eines
idiopathischen Nephrotischen Syndroms zugeschrieben (Tsuji et al., 2017). Die Tran-
sendozytose scheint somit eine Moglichkeit fiir Zelloberflichen-Rezeptoren zur

Regulierung ihrer Interaktion mit benachbarten Zellen zu sein.
4.4 Funktionelle Bedeutung der Interaktion der Eph-Rezeptoren mit Nephrin

Fir die Integritit der glomeruldren Schlitzmembran ist die Interaktion zwischen be-
nachbarten Podozyten von gro3er Bedeutung. Bereits der Verlust einzelner Bestandteile
der glomeruldaren Schlitzmembran flihrt zur Schidigung des glomeruldren Filters
(Donoviel et al., 2001, Kestila et al., 1998). Die Proteine der glomeruldren Schlitz-

membran regulieren dabei die Zell-Polaritit, die Organisation des podozytiren
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Zytoskeletts und das Uberleben der Podozyten (Huber and Benzing, 2005). Nephrin ist
Hauptbestandteil der glomeruldren Schlitzmembran. Die homophilen und heterophilen
Interaktionen von Nephrin und Nephl fixieren diese (Barletta et al., 2003, Gerke et al.,
2003). Hierdurch wird eine Adhidsion zwischen benachbarten podozytdren FuBfortsit-
zen geschaffen, die fiir die Integritdt des Filters essentiell ist. Der Verlust von Nephrin
fiihrt zu einem podozytiren Effacement, bei dem sich die Verzweigung der podozytéren
Fortsétze verringert und die Ausbildung der glomeruldren Schlitzmembran gestort ist
(Topham et al., 1999). Eph-Rezeptoren vermitteln wihrend der embryonalen Entwick-
lung des Zentralen Nervensystems durch gradienten-abhingige Adhisionen und Repul-
sionen ein Neural Guiding zur topographischen Anordnung von Nervenzellen (Triplett
and Feldheim, 2012, Feldheim and O'Leary, 2010, Pasquale, 2008). Ephrin-B1 ist im
sich entwickelnden Glomerulum von Ratten bereits im Stadium des s-shaped-body zu
finden, wohingegen der Nachweis von Nephrin erst im capillary-loop-stage zu finden ist

(Fukusumi et al., 2018).

Analog zur Funktion der Eph-Rezeptoren im sich entwickelnden Nervensystem scheint
es plausibel, dass sie auch im sich entwickelnden Glomerulum an der Positionierung
von Podozyten beteiligt sind. Eine stabile glomeruldre Schlitzmembran kann sich nur
ausbilden, wenn die Podozyten und damit ihre sekunddren Fullfortsidtze zueinander kor-

rekt positioniert sind (Donoviel et al., 2001, Kestila et al., 1998).

Im adulten Glomerulum ist die ausgebildete Schlitzmembran dabei nicht statisch, son-
dern befindet sich in einem dynamischen Prozess, in dem sie sich wechselnden Anfor-
derungen anpasst (Benzing, 2004, Huber and Benzing, 2005, Tryggvason et al., 2006).
Das 2006 von Quack et al. entwickelte Modell der dynamischen Regulation der glome-
ruldren Schlitzmembran zeigt Nephrin, das als Sensor flir den Zustand der glomeruldren
Schlitzmembran agiert. Bei intakter Schlitzmembran bindet Nephrin extrazelluldr mit
NEPH] oder Nephrinen von gegeniiberliegenden Zellen (Quack et al., 2006). Der Tyro-
sinphosphorylierungszustand von Nephrin ist dabei liber die Interaktion mit intrazelluli-
ren Adapterproteinen wie NCK entscheidend fiir die Funktion der glomeruldren
Schlitzmembran (Jones et al., 2006, Jones et al., 2009, New et al., 2013). Bleiben die
extrazelluliren Interaktionen aus, kommt es zur Dephosphorylierung der NCK-

Bindungsstellen und in der Folge zur B-arrestin2 vermittelten Endozytose von Nephrin
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(Quack et al., 2006). In der eigenen Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Eph-B2
die Nephrin Tyrosinphosphorylierung an den NCK-Bindungsstellen verstiarkt (Dr.

Konigshausen, personliche Kommunikation).

Bei podozytirer Schiadigung kommt es zu einer verstirkten Phosphorylierung von eph-
rin-B1 (Fukusumi et al., 2018). Die Phosphorylierung von ephrin-B1 fordert die Phos-
phorylierung von C-Jun-N-terminalen Kinasen (JNK), die fiir die ephrin-B1 vermittelte
Zell-Motilitit benotigt wird. Eine verstérkte Phosphorylierung der JNK weist auf podo-
zytdre Schiadigung hin, denn sie ist verstarkt als Reaktion auf zelluldren Stress und ist
somit von grofler Bedeutung bei Zelltod und Entziindungsprozessen (Yu et al., 2014).
Die Aktivierung des JNK Signalings ist dabei in den meisten Formen humaner Nieren-
schiddigung zu finden sowohl in glomeruldren wie auch in tubuléren Zellen (de Borst et
al., 2007, de Borst et al., 2009). Ahnliche Muster der JNK-Aktivierung sind in Tiermo-
dellen akuter und chronischer Nierenschadigung zu finden (Ma et al., 2007, Flanc et al.,
2007). In den Glomeruli von konditionierten ephrin-B1-Knockout-Mausen zeigt sich
keine verstirkte Phosphorylierung der JNK (Fukusumi et al., 2018). Fukusumi et al.
konnten zeigen, dass phosphoryliertes ephrin-Bl die Tyrosinphosphorylierung von
Nephrin verstirkt. Aufgrund des Fehlens einer Kinase-Doméne kann ephrin-B1 diese
Tyrosinphosphorylierung nur iiber downstream-Effektoren vermitteln. Es ist beschrie-
ben, dass es nach Bindung mit einem Eph-Rezeptor zur ephrin-B-Phosphorylierung
durch Src-Kinasen kommt (Cowan and Henkemeyer, 2001, Palmer et al., 2002). Dies
schafft Bindungsstellen flir die SH2-Doménen von Signal-Proteinen, die dann wiede-
rum mit ihrer Kinasefunktion tyrosinphosphorylieren kénnen. Die hieraus resultierende
erhohte Tyrosinphosphorylierung von Nephrin verstirkt seine Verankerung in der
Schlitzmembran. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass bei podozytirer Schiadigung
iiber die verstdarkte Phosphorylierung von ephrin-B1 Nephrin in der Schlitzmembran
stabilisiert wird. Bei Verletzungen des Zentralen Nervensystems kommt es zur verstérk-
ten Expression von Eph-Rezeptoren und ihren ephrin-Liganden, sie sind dabei am
Wachstum von Axonen, zellulirem Remodelling und Narbenbildung beteiligt (Du et al.,
2007). Wnuk et al. konnten zeigen, dass Eph-B4 eine protektive Rolle bei der mesangio-
lytischen Thy-1.1-Nephritis in Ratten hat. Die Inhibition von Eph-B4 fiihrt bei der me-
sangiolytischen Thy-1.1-Nephritis zum Verlust und zur Schiadigung von Podozyten,

Albuminurie und behindert die Regeneration der mesangialen Zellen. Die Autoren ver-
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muten, dass der Eph-B4-Rezeptor auf mechanischen Stress des Podozyten reagiert

(Wnuk et al., 2012).

In der humanen Niere ist eine erhohte Expression von Eph-Rezeptoren und ihren eph-
rin-Liganden bislang nicht beschrieben. Ziel weiterer Untersuchungen konnte es sein zu
iiberpriifen, ob podozytire Schidigung ebenfalls zur vermehrten Expression von Eph-

Rezeptoren fiihrt.

Rodriguez-Franco et al. konnten zeigen, dass an der Formation und Aufrechterhaltung
von zelluldren Grenzfldchen neben den beschriebenen lokalen subzelluliren Mechanis-
men auch langwéhrende mechanische Prozesse beteiligt sind. Hierbei wurde die Forma-
tion von repulsiven epithelialen Grenzflachen, von denen die eine Eph-B2 und die ande-
re ephrin-B1 exprimierte, analysiert. Im zeitlichen Verlauf kam es zu einer permanenten
Trennung der beiden Zellgruppen durch adhdsive Zellverbindungen, die entgegen der
Grenzflache gerichtet waren (Rodriguez-Franco et al., 2017). Der beschriebene Mecha-
nismus ist bislang in MDCK-Zellen (canine Tubulus-Epithelzellen) untersucht worden.
Dass dieser Mechanismus auch in Podozyten (viszerale Epithelzellen) von Bedeutung
ist, scheint nicht abwegig. Analog zum Vorgehen von Rodriguez-Franco et al. konnte
dies auch flir humane Podozyten untersucht werden. Ein Fullfortsatz-Effacement durch
zu starke Adhédsion zwischen Podozyten konnte auf diese Weise unterbunden werden.
Diese These wird dadurch unterstiitzt, dass der Podozyten-spezifische Knockout von
ephrin-Bl in Maiusen zu einem FuBfortsatz-Effacement mit Proteinurie fiihrt. Der
Knockout fiihrte ebenfalls zu einem verdnderten Expressionsmuster von Nephrin,
NEPH]I und anderen podozytdren Markern, jedoch nicht zu einer verdnderten Menge
der Proteine (Fukusumi et al., 2018). Dies zeigt noch einmal, dass die Interaktion von
Eph-B2 und ephrin-B1 von gro3er Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der glomerulé-
ren Schlitzmembran sein konnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Interak-
tion von Nephrin mit Eph-B2 und ephrin-BI zu einer erhohten und verlangerten Adhi-
sion von humanen Podozyten fiihrt. Hieraus resultiert, dass die korrekte Interaktion von
Nephrin mit den Eph-Rezeptoren entscheidend fiir die Integritit der glomeruldren

Schlitzmembran sein konnte.
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4.5 Limitationen der Arbeit

In einer Zellkultur-Untersuchung kann immer nur ein zweidimensionales Modell des
sonst dreidimensionalen Glomerulums erschaffen werden. Hinzu kommt, dass die hu-
manen Podozyten in der Zellkultur zwar die Proteine der glomeruldren Schlitzmembran
in geringer Menge exprimieren, aber die in vivo bestehende Interaktion zur glomerula-
ren Basalmembran nicht abgebildet werden kann. Die basale Zellmembran der Podozy-
ten ist iiber ein Netz aus verschiedenen Adhédsionsproteinen in der glomeruldren Basal-
membran verankert (Kerjaschki, 2001). Das Alport-Syndrom und das Pierson-Syndrom,
jeweils mit Verdnderungen der glomeruldren Basalmembran, zeigen nephrotische
Krankheitsbilder mit Fullfortsatz-Effacement und mangelnder Ausbildung der Schlitz-
membran. Dies zeigt, dass eine intakte Verbindung der Podozyten zur glomeruldren
Basalmembran essentiell fiir die Ausbildung einer intakten podozytiren Schlitzmemb-
ran ist (Mochizuki et al., 1994, Barker et al., 1990, Chew and Lennon, 2018, Zenker et
al., 2004). Somit fehlt im Modell immer ein wichtiger Bestandteil des glomerulédren
Filters. Zudem wird eine glomerulére Schlitzmembran auch bei konfluenten Podozyten
nicht ausgebildet. Leider sind bis heute keine anderen 3-D-Modellsysteme etabliert, die

eine in vitro-Untersuchung des Glomerulums ermoglichen.

In unseren Untersuchungen exprimierten ausdifferenzierte humane Podozyten den Eph-
B2-Rezeptor bzw. den ephrin-Bl-Liganden. Die podozytire Interaktion wurde durch
Hinzugabe von extrazelluldirem Nephrin und Nephrin-Fragmenten im Live Cell Imaging
stimuliert und fiir weitere 660 min beobachtet. Die podozytiren Interaktionen wurden
standardisiert und randomisiert analysiert. Die Auswertung erfolgte jedoch ohne Zuhil-
fenahme von Software, da aufgrund des geringen Fluoreszenzmusters der Zellen eine
Software gestiitzte automatisierte Zell-Erkennung nicht moglich war. Ziel weiterer Un-
tersuchungen sollte es sein, die Interaktionen automatisiert auszuwerten, um weitere
und noch préizisere Messparameter zu erhalten. Dies wire moglich, indem die Fluores-
zenzkraft der Podozyten erhoht wiirde. Dariiber hinaus bestiinde die Moglichkeit, mit-
tels eines Live Zell Analyse Systems (z.B. IncuCyte® S3 Live-Cell Analysis System
der Firma Sartorius) eine groflere Anzahl von Zellinteraktionen parallel zu beobachten
und diese dann automatisiert auszuwerten. In unseren Untersuchungen war es aus tech-

nischen Griinden lediglich mdéglich, einen Bildausschnitt im zeitlichen Verlauf zu be-
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obachten. Das bereits erwéhnte Live Zell Analyse System wiirde die Moglichkeit bie-
ten, parallel eine Vielzahl von Bildausschnitten zu beobachten. Hierdurch wiirde sich
die Anzahl der sichtbaren podozytiren Interaktionen um ein Vielfaches erhdhen. Der
Auswahl des Bildausschnitts im Live Cell Imaging kommt in unseren Untersuchungen
eine groBe Bedeutung zu. Durch eine automatisierte Erfassung vieler Bildausschnitte
parallel wiirde sich ein mdglicher Auswahlbias verhindern lassen. Ebenfalls konnte so-
mit parallel die Stimulation mit extrazellulirem Nephrin und den Nephrin-Fragmenten
z.B. in mehreren Kammern einer 6-well-Platte erfolgen, sodass alle Podozyten exakt
den gleichen Bedingungen ausgesetzt sind, was bei einer sequentiellen Versuchsanord-

nung nur bedingt moglich ist.
4.6 Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit konnte den Einfluss von Nephrin auf die Eph-ephrin vermittelte
Interaktion humaner Podozyten im Live Cell Imaging aufzeigen. Die Simulation mit
extrazelluldirem Nephrin verlangert die Adhésion zwischen Eph-B2 und ephrin-Bl ex-
primierenden humanen Podozyten. Ebenfalls kommt es zu einem spéteren Beginn und
spateren Ende der Adhédsionen. Zum Zeitpunkt 600 min kommt es zu vermehrter Adha-
sion. Dieser Effekt wird von den Immunglobulindoménen Nephrin Ig 1-4 vermittelt.
Ein Einfluss des gesamten extrazelluldren Nephrins konnte nicht gezeigt werden, dies
gilt es in weiteren Untersuchungen zu validieren. Die in dieser Untersuchung identifi-
zierte Interaktionsstelle von Nephrin mit Eph-B2 und ephrin-Bl steht im Widerspruch
zu den von Fukusumi verdffentlichten Untersuchungen zur Interaktion von Nephrin und
ephrin-B1 (Fukusumi et al., 2018). Weitere Versuchsreihen sollten die Interaktionsstelle
iiberpriifen und spezifizieren, ob diese fiir Eph-B2 und ephrin-B1 identisch ist. Es konn-
te kein Einfluss von Nephrin und seinen Truncations auf die Eph-ephrin-vermittelte

Repulsion humaner Podozyten gezeigt werden.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass durch Interaktion von Nephrin mit Eph-B2
und ephrin-B1 vermehrte und langere Adhésionen im Live Cell Imaging zwischen hu-
manen Podozyten stattfinden. Dies kdnnte in vivo eine Stabilisierung der Podozyten und

der glomeruldren Schlitzmembran im Glomerulum bedingen. Die Interaktion von Neph-
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rin mit Eph-B2 und ephrin-B1 scheint damit fiir die Aufrechterhaltung einer korrekten

Filterfunktion des Glomerulums von Bedeutung zu sein.
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6 Anhang
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Abb. 15: Expression von extrazellulirem Nephrin und Nephrin-Truncations Lysate

HEK-293T Zellen wurden mit der Plasmid-DNA des rekombinanten extrazelluldren Nephrins, den Neph-
rin-Truncations 1g 1-2, Ig 3—4, Ig 5-6, Ig 7-9 sowie der Kontrolle transfiziert. Sie exprimierten rekombi-
nantes extrazelluldres Nephrin (141 kDa), Nephrin 1g 1-2 (60 kDa), Nephrin 1g 3—4 (59 kDa), Nephrin 1g
5-6 (49 kDa), Nephrin 1Ig 7-9 (65 kDa) und die Kontrolle (57 kDa). Nach der Zellernte wurde im Western
Blot gegen anti-Human-IgG geféarbt. Alle Konstrukte werden von HEK-293T Zellen in korrekter Grof3e
exprimiert. Ig: Immunglobulin, kDa: Kilo Dalton
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Abb. 16: Expression von extrazellulirem Nephrin und Nephrin-Truncations Zelliiberstand

COS-7 Zellen wurden mit der Plasmid-DNA des rekombinanten extrazelluldren Nephrins, den Nephrin-
Truncations Ig 1-2, 1g 3-4, Ig 5-6, Ig 7-9 sowie der Kontrolle transfiziert. Die COS-7 Zellen sezernierten
die rekombinanten Proteine in den Uberstand. Nach 7 Tagen erfolgte die Zellernte. Nach Aufreinigung
des Proteins mittels Affinitdtschromatographie wurde im Western Blot gegen anti-Human-IgG gefirbt.
Hierbei zeigte sich, dass die rekombinanten Proteine extrazelluldres Nephrin (141 kDa), Nephrin 1g 1-2
(60 kDa), Nephrin 1g 3—4 (59 kDa), Nephrin 1g 5—6 (49 kDa), Nephrin 1g 7-9 (65 kDa) und die Kontrolle

(57 kDa) von COS-7 Zellen korrekt in den Uberstand sezerniert werden. Ig: Immunglobulin, kDa: Kilo
Dalton
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