
Aus der Klinik für Nephrologie 

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

Direktor: Prof. Dr. med. Lars Christian Rump 

 
 
 
 
 

Der Einfluss von GLEPP1 auf das Zytoskelett des Podozyten 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertation 
 
 
 
 

zur Erlangung des Grades eines Doktors der 

Medizin 

der Medizinischen Fakultät der Heinrich-Heine-Universität 
Düsseldorf 

 
vorgelegt von 

Laura Gerbaulet-Helling 

2022 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultät der 

Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf 

 

gez:  

Dekan: Prof. Dr. med. Nikolaj Klöcker  

Erstgutachter: Prof. Dr. med. Lorenz Sellin  

Zweitgutachter: Prof. Dr. med. Günter Niegisch  
 



I  

Zusammenfassung 
 
In den letzten Jahren wurden wichtige neue Erkenntnisse bezüglich des genauen 

Aufbaus der podozytären Schlitzmembran gewonnen. Daraus ließ sich ein neues 

Verständnis der glomerulären Schlitzmembran und der Pathogenese von vielen, mit 

Proteinurie assoziierten Nierenerkrankungen ableiten. Aufgrund der Anpassung der 

podozytären Fußfortsätze an Einflüsse aus der Umgebung wird der glomeruläre 

Filter nicht mehr als statisches Konstrukt angesehen, sondern als dynamisches 

Modell. Ziel dieser Arbeit ist es, GLEPP1 (glomerular epithelial protein-1) und seine 

Interaktionspartner und deren Funktion für den Podozyten zu untersuchen. 

Methodisch wurden unterschiedliche Ansätze verfolgt. Zum einen die Co- 

Immunopräzipitation zum Nachweis der Interaktion zwischen Proteinen, zum 

anderen die Immunfluoreszenz zur Darstellung von Proteinen und Zellstrukturen in 

unterschiedlichen Zellen. In vorherigen Arbeiten wurde gezeigt, dass GLEPP1 den 

Aufbau und die dynamischen Veränderungen der fokalen Adhäsionen modulieren 

kann. Wir bestätigten dies durch den Nachweis einer Interaktion von GLEPP1 mit 

Paxillin, einem wichtigen Protein der fokalen Adhäsionen. Die Interaktionsstellen 

von GLEPP1 mit Paxillin konnten durch Truncationmapping eingegrenzt werden. 

Unter Stimulation von FAK, einem wichtigen modulatorischen Protein der fokalen 

Adhäsionen, vermuten wir eine verstärkte Interaktion zwischen GLEPP1 und 

Paxillin. Durch die Inhibition von Src-Kinasen, die Paxillin phosphorylieren und 

dadurch die Zellmotilität beeinflussen, ließ sich die Tendenz einer verminderten 

Interaktion nachweisen. Ein weiterer modulatorischer Effekt auf die Interaktion von 

GLEPP1 und Paxillin scheint durch die Hinzugabe von Salicylsäure, die GLEPP1 

hemmt, erreicht zu werden. Zur Untersuchung des Einflusses von GLEPP1 auf das 

Aktinzytoskelett wurde mittels Immunfluoreszenz die Zellstruktur in stabil 

transduzierten Zellen untersucht. Hier zeigte sich, dass GLEPP1 keinen direkten 

Einfluss auf die Modulation des Aktinzytoskeletts hat, jedoch zu einer verstärkten 

Ausbildung von fokalen Adhäsionen führt. Daher hat GLEPP1 offenbar einen 

indirekten Einfluss auf die Migration. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

GLEPP1 die Zellmigration beeinflusst und somit essenziell für die 

Anpassungsfähigkeit des Podozyten und die Organisation des zytoskelettalen 

Aufbaus ist. 
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Abstract 
 
In recent years, new important insights have been gained regarding the construction 

of the podocyte slit diaphragm. This has resulted in a completely new understanding 

of the glomerular slit diaphragm and the pathogenesis of many proteinuria 

associated kidney diseases. Additionally, the glomerular filter is no longer 

considered a static construct, but instead as a dynamic model through the 

adaptation of the podocyte foot extension influenced by the environment. 

The goal of this dissertation was to investigate GLEPP1, its interaction partners and 

their function for the podocyte. 

Different approaches have been methodically used to perform co- 

immunoprecipitation to detect interactions between proteins. We also used 

immunofluorescence to visualize proteins and cell structures in different cells. A 

previous study demonstrated an interaction of GLEPP1 with paxillin, an important 

protein of focal adhesions. Interaction sites between GLEPP1 and paxillin was 

narrowed down using truncation mapping. Through the stimulation via FAK (focal 

adhesion associated kinase), an important modulatory protein of focal adhesions, 

an increased interaction between GLEPP1 and paxillin has been shown. Also, by 

inhibiting Src-Kinases, which phosphorylates paxillin and thereby affects cell 

motility, the interaction was weakened. Another modulatory effect on the interaction 

of GLEPP1 and paxillin was demonstrated by the addition of salicylic acid, which 

inhibits GLEPP1. To investigate the influence of GLEPP1 on the actin cytoskeleton, 

the cell structure in stably transduced cells was examined by immunofluorescence. 

This showed that GLEPP1 has no direct influence on the modulation of the actin 

cytoskeleton, but does lead to an increased formation of focal adhesions. Therefore, 

GLEEP1 appears to have an indirect impact on migration. 

To conclude, these findings have shown that GLEPP1 has an influence on cell 

migration and seems to be essential for the adaptability of the podocyte and the 

organization of the cytoskeletal structure. 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
AK Antikörper 

Anti-HA-Ak Anti-Hämagglutinin-Antikörper 

APS Ammoniumperoxiddisulfat 
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BSA Bovines Serum Albumin 

Cdc42 Cell divison cycle 42 

CD2AP CD2-assoziiertes Protein 

CD2 cluster of differentiation 2 
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C-terminal Carboxyl-terminal 
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DEP-1 Density-enhanced phosphatase 
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ECL Enhanced Chemiluminescence 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

ERK Extracellular-signal regulated Kinase 

EZM Extrazelluläre Matrix 

FAK Focal adhesion associated Kinase 

FITC Fluorescein Isothiocyanat 

FSGS Fokale segmentale Glomerulosklerose 

GAP GTPase-aktivierende Proteine 

GBM Glomeruläre Basalmembran 

GEF GTP-Austauschfaktor 

GFP Grün-Fluoreszierendes Protein 

GFR Glomeruläre Filtrationsrate 

GLEPP1 glomerular epithelial protein-1 

GTPase GTP-bindende Proteine 

GTP Guanosintriphosphat 
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PTPPRO Protein tyrosine phosphatase receptor type O 

PTP-PEST Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 12 

Rac1 Ras-related c3 botulinum toxin substrate 1 

Rho Ras homologue 

RhoA Ras homolog family member A 
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SDS Sodiumdodecylsulfat 

SH3 Src-homology 3 

sIg Surface Immunglobulin 

Src Sarcomoma 

TAE Tris-Acetat-EDTA 

TEMED N,N,N`,N`-Tetramethylethylendiamid 

xG Gravitation 

WT Wildtyp 

ZO-1 Zonula occludens-Protein 1 
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1 Einleitung 
 
 
1.1 Proteinurische Nierenerkrankungen 
 
Proteinurie beschreibt den Verlust von Eiweiß in den Urin. In den meisten Fällen 

entsteht ein Eiweißverlust durch Schädigung der Nierenkörperchen (Glomeruli). 

Seltener wird auch eine Proteinurie durch Beeinträchtigung des Tubulussystems 

ausgelöst oder verschlechtert. 

Die Schädigung der Glomeruli wird durch eine Vielzahl von Ursachen, wie zum 

Beispiel durch autoimmune Prozesse, hereditäre Ursachen oder durch 

metabolische Systemerkrankungen (z.B. Diabetes mellitus) hervorgerufen. 

Dies kann zu einer chronischen Niereninsuffizienz führen, die sich durch eine 

abnorme Nierenstruktur oder -funktion, durch die Dauer von mehr als 3 Monaten 

und mit Auswirkungen auf die Gesundheit definiert. Die abnorme Nierenstruktur 

oder -funktion beinhaltet eine GFR < 60 ml/min/1,73 m2, eine Albuminurie > 30 mg 

täglich, ein abnormes Urinsediment oder Elektrolytstörungen beziehungsweise eine 

renal tubuläre Azidose oder den Zustand nach einer Nierentransplantation (1). 

Chronische Nierenerkrankungen sind mit einer Vielzahl an Komplikationen 

vergesellschaftet, die unter anderem das kardiovaskuläre Risiko stark erhöhen (2). 

In den USA leiden 9,6% der Erwachsenen an einer terminalen Niereninsuffizienz 

und es ist mit einem progredienten Anstieg an Erkrankten zu rechnen (3). Die 

terminale Niereninsuffizienz beschreibt das Stadium 5 (glomeruläre Filtrationsrate 

< 15 ml/min Urin), die ein Nierenersatzverfahren nötig macht. Die erhöhte Prävalenz 

wird durch Studien aus Europa, Asien und Australien unterstützt (4). Aufgrund 

dessen ist es sehr wichtig, die Ursachenforschung und die damit verbundene 

Therapie weiter voranzutreiben. 

 
Bei einer glomerulären Proteinurie unterscheidet man zwischen einer 

Mikroalbuminurie, die eine Ausscheidung von 30 bis 300 mg Albumin/d beschreibt, 

und einer Makroalbuminurie, unter der man die Ausscheidung von mehr als 300 mg 

Albumin/d versteht (5). 

Zu Beginn der glomerulären Nierenerkrankung kommt es häufig zunächst zu einer 

selektiven Ausscheidung von Albumin (Mikroalbuminurie). Im weiteren Verlauf 
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findet eine Umstrukturierung der Filtrationsbarriere und des Tubulussystems statt 

und dies ist durch eine unselektive Proteinurie mit einer Ausscheidung von mehr als 

3,0 g Eiweiß/d ersichtlich. Bei der unselektiven Proteinurie lassen sich weitere Arten 

von Proteinen im Urin nachweisen, als Marker dienen zum Beispiel Albumin und 

IgG. Die selektive Proteinurie tritt als Zeichen der Schädigung der Podozyten bei 

der membranösen Glomerulonephritis, der fokal-segmentalen Glomerulosklerose 

und der Minimal-Change-Glomerulopathie im Erwachsenenalter auf. Im Gegensatz 

dazu sind die führenden Auslöser eines sekundären nephrotischen Syndroms z.B. 

der Diabetes mellitus, der chronische Lupus erythematodes und die Amyloidose. Je 

nach Alter der Patienten ändert sich die Ätiologie, denn beispielsweise ist im 

Kindesalter und bei Jugendlichen die Minimal-Change-Glomerulopathie die 

häufigste Ursache für ein nephrotisches Syndrom. 

 
 
1.2 Aufbau des glomerulären Filters 
 
Über die Nieren erfolgt die Ausscheidung von harnpflichtigen Substanzen aus dem 

Blut. Pro Tag werden durch Druckfiltration ca. 150-180 Liter eiweißfreier Primärharn 

im Glomerulum gebildet, der zum größten Teil im Tubulussystem rückresorbiert 

wird. Ausgeschieden wird dann nur noch eine tägliche Harnmenge von 1-1,5 Liter, 

die die Exkretionsstoffe enthält. 

Ort der Ultrafiltration sind die Glomeruli. Grundlage für das Verständnis einer 

strukturellen Schädigung des Glomerulums ist der Aufbau des glomerulären Filters 

aus drei Schichten. Dieser besteht aus dem fenestrierten glomerulären 

Kapillarendothel, der glomerulären Basalmembran (GBM) und den inter- 

digitierenden Fußfortsätzen der Podozyten (viszerale glomeruläre Epithelzellen). 

Das fenestrierte Endothel der Kapillaren bildet Poren von ca. 70 nm im 

Durchmesser (6-8). Zusätzlich weisen die glomerulären endothelialen Zellen eine 

negativ geladene Glykokalyx auf ihrer Oberfläche auf, die durch Sialoproteine und 

Proteoglykane gebildet wird (9). 

Die glomeruläre Basalmembran setzt sich vorrangig aus Typ-IV-Kollagen, das die 

Basis bildet und für eine hohe mechanische Stabilität sorgt, sowie Laminin, Nidogen 

(Entacitin) und Proteoglykanen zusammen. Diese bilden eine 300-350 nm dicke 

azelluläre, extrazelluläre Matrix, die durch die Proteoglykane eine negative Ladung 
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erhält und somit negativ geladenen Plasmaproteinen den Durchtritt durch den Filter 

erschwert (9-12). 

Die Podozyten sind viszerale Epithelzellen auf der Harnseite des Glomerulums, die 

der glomerulären Basalmembran aufsitzen. Sie setzen sich aus einem Zellkörper, 

den Primärfortsätzen und sich daraus entwickelnden Sekundärfortsätzen 

(Fußfortsätze) zusammen, die sich um die glomerulären Kapillarschlingen legen 

und mit den Fußfortsätzen des benachbarten Podozyten interagieren. Des Weiteren 

bauen sie zusammen mit der glomerulären Basalmembran die negativ geladene 

Glykokalyx auf, die sich aus Podoendin, GLEPP1 (protein tyrosine phosphatase 

receptor typ O) und Podocalyxin zusammensetzt (13-15). 

 
 
1.3 Der Podozyt 
 
Podozyten sind stark differenzierte epitheliale Zellen, die mit ihrem großen 

Zellkörper in den urinären Spalt ragen und über ihre primären Fortsätze an der 

glomerulären Basalmembran verankert sind. Die sich aus den Primärfortsätzen 

entwickelnden interdigitierenden, sekundären Fußfortsätze spannen sich über die 

Kapillarschlingen und interagieren mit dem benachbarten Podozyten. Der 

Podozytenzellkörper kann frei im glomerulären Filtrat flottieren und die Fußfortsätze, 

die mit der glomerulären Basalmembran verbunden sind, können sich durch 

kontraktile Eigenschaften an den wechselnden Druck im Glomerulum anpassen (16-

18). 

Allen proteinurischen Nierenerkrankungen ist gemeinsam, dass es zu einer 

Podozytenschädigung und zum Verlust dieser Zellen kommt. Wiggins et al. haben 

die Podozyten-Verlusthypothese aufgestellt, die besagt, dass bei 80-90% aller 

glomerulären Erkrankungen eine Schädigung des Podozyten vorliegt (19). Die 

Schädigung der Podozyten führt häufig zu einer Reorganisation des 

Aktinzytoskeletts der Fußfortsätze und der Schlitzmembran, sodass eine 

abgeplattete, oktopoide Struktur der Fußfortsätze entsteht (20). Zudem können sich 

ausdifferenzierte Podozyten nicht mehr teilen, mit der Folge, dass der Verlust dieser 

Zellen bei renalen Erkrankungen zu einer progredienten Verschlechterung der 

Nierenfunktion führt (21). 
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Der Podozyt besitzt in seinem Zellkörper Intermediärfilamente wie Vimentin und 
Desmin, die typisch für mesenchymale Zellen sind und dadurch den Wandaufbau 
des glomerulären Filters stützen (22, 23). Die sich anschließenden Primärfortsätze 
setzen sich aus Mikrotubuli und einigen Intermediärfilamenten zusammen. In den 
Fußfortsätzen (Sekundärfußfortsätzen) findet man einen kontraktilen Apparat, der 
auf Mikrofilamenten basiert und der sich unter anderem aus Aktin, Myosin II, 
Vinculin und alpha-Aktinin zusammensetzt (16). Über Focal contacts und deren 

Interaktion mit dem α3β1-Integrin-Komplex findet die Bindung an die extrazelluläre 

Matrix statt (24-26). 

 
Zwischen den Sekundärfußfortsätzen spannt sich die Schlitzmembran aus, die 40 

nm breit ist, Poren von 5-15 nm Größe besitzt und so die Passage von größeren 

Molekülen wie beispielsweise Albumin verhindert. Diese setzt sich aus 

verschiedenen Proteinen (unter anderem Nephrin, Podocin, NEPH1 und 2 (kin of 

IRRE-like protein), CD2AP (CD2-assoziiertes Protein), ZO-1 (zonula occludens- 

Protein 1)) zusammen, die für die strukturelle Integrität des glomerulären Filters und 

die interzelluläre Kommunikation wichtig sind (27-33). Mutationen in den für die 

Proteine codierenden Genen führen zu unterschiedlichen Nierenerkrankungen, die 

jedoch alle zu einer Veränderung des glomerulären Filters mit resultierender 

glomerulärer Proteinurie führen. 

So bewirkt eine Mutation des NPHS-1 Gens, kodierend für Nephrin, die Entwicklung 

eines kongenitalen nephrotischen Syndroms vom finnischen Typ (34). Auch eine 

Mutation in dem für Podocin kodierenden NPHS2-Gen führt zu einem frühkindlichen 

steroidresistenten nephrotischen Syndrom mit rasch fortschreitender 

Niereninsuffizienz (35). 

Des Weiteren bedingt eine Mutation im Gen, das für die Phosphatase GLEPP1 

kodiert, die Entwicklung des idiopathischen nephrotischen Syndroms bei Kindern 
(36) . 

 
 
Der Podozyt besitzt unterschiedliche Aufgaben, die alle für die einwandfreie 

Funktionalität des glomerulären Filters sorgen. Durch sein starkes Aktinzytoskelett 

unterstützt er die Kapillaren bei der Kontraktion, um dem hydrostatischen Druck von 

ca. 60 mmHg im Glomerulum standhalten zu können. 
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Darüber hinaus bildet er einen Teil der Filtrationsbarriere und synthetisiert Typ IV- 

Kollagen zum Einbau in die GBM (Glomeruläre Basalmembran). Zusätzlich 

kommuniziert er mit anderen glomerulären Zellen zur Aufrechterhaltung ihrer 

normalen Funktion und spielt in der Immunologie durch die Expression von Toll-like- 

Rezeptoren eine wichtige Rolle (17, 33). 

 
Verletzungen des Podozyten führen zu einer Störung des Aufbaus des 

glomerulären Filters und bedingen damit die Entwicklung der glomerulären 

Proteinurie sowie in der Maximalform das nephrotische Syndrom (12, 37). Diese 

Schädigungen können entweder durch die Beeinträchtigung der Integrität der 

Schlitzmembran oder durch die Verflachung und den Verlust der Fußfortsätze selbst 

entstehen (podocyte effacement). Zusätzlich kommt es zu einer Zellschwellung, 

dem Auftreten von Occluding junctions mit Verschiebung der apikalen 

Schlitzmembran und im schlimmsten Fall zum Ablösen der Podozyten von der 

glomerulären Basalmembran. Da in reifen Podozyten keine Zellteilung mehr 

stattfindet, können die durch die Loslösung der Podozyten entstandenen Freiräume 

nicht mehr durch neue Zellen gedeckt werden. Kompensatorisch hypertrophieren 

die verbleibenden Podozyten, um die entstandenen Freiräume zu überbrücken. Ist 

auch dieser Kompensationsmechanismus erschöpft, kommt es zum Verlust von 

Proteinen in den Urin (38-42). 

 
 
1.3.1 Für diese Arbeit relevante Proteine des Podozyten 

 
 
1.3.1.1 GLEPP1 
 
GLEPP1 (glomerular epithelial protein-1) ist ein ca. 200 kDa großes, zur Gruppe 

der Rezeptortyrosin-Phosphatasen gehörendes Protein, das auf der apikalen 

Zellmembran von Podozyten exprimiert wird. Das für GLEPP1 codierende Gen 

befindet sich beim Menschen auf Chromosom 12 (12p12-p13) (43). GLEPP1 wird 

auch als PTPRO (protein tyrosine phosphatase receptor type O) oder PTP-U2 

(protein tyrosine phosphatase U2) bezeichnet und gehört zur Gruppe der Typ III- 

Rezeptor-PTP. PTP-PEST (protein tyrosine phosphatase-PEST, PTPN12) ist eng 

verwandt mit GLEPP1 und wird ubiquitär exprimiert. Als integrales Membran- 
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protein weist GLEPP1 eine Extrazellulärregion, bestehend aus acht Fibronektin- 

Typ III-ähnlichen Domänen mit 14 putativen Glykosylierungsstellen, eine 

transmembranäre Domäne und eine einzelne intrazelluläre katalytische 

Phosphatasedomäne auf (44, 45). Als komplettes Protein GLEPP1-Fulllength wird 

es spezifisch in der Niere und dem Gehirn exprimiert (43, 44), während die 

verkürzte Form (PTPROt) vor allem in menschlichen Lymphozyten aufzufinden ist 

(46). 

Ebenso wird PTPRO in der Lunge und Leber exprimiert (47, 48). Je nach 

Organsystem übernimmt es unterschiedliche Aufgaben. In der Niere dient es auch 

als Marker für die glomeruläre Schädigung bei unterschiedlichen 

Nierenerkrankungen wie der IgA-Nephropathie, dem idiopathischen nephrotischen 

Syndrom, unterschiedlichen Formen der fokalen segmentalen Glomerulosklerose 

(FSGS) und der Minimal-Change Glomerulonephritits (14, 36, 49-52). GLEPP1 

scheint Einfluss auf den Phänotyp des Podozyten während der Schädigung des 

glomerulären Filters zu haben. Aufgrund des Verlustes von GLEPP1 kommt es zu 

einer Veränderung des zytoskelettalen Aufbaus des Podozyten. Dies resultiert aus 

dem Verlust und der Verklumpung der Fußfortsätze, der Loslösung der Podozyten 

von der glomerulären Basalmembran, dem Verlust der negativen Ladung des Filters 

sowie der lückenhaften Narbenbildung (40, 53-55). Ozaltin et al. haben gezeigt, 

dass es wegen der homozygoten Mutationen im Gen von GLEPP1 zum 

nephrotischen Syndrom im Kindesalter kommt (36). In Bezug auf das Immunsystem 

scheint PTPRO einen Einfluss auf die Chemotaxis von Neutrophilen, Monozyten 

und Makrophagen zu haben. Zudem steigert PTP phi, eine verkürzte Isoform von 

GLEPP1, die Motilität durch Dephosphorylierung seines Substrates Paxillin in 

Makrophagen (56). In der Lunge wirkt GLEPP1 als Tumorsuppressorgen, dieses 

resultiert aus einer verminderten Expression in Lungentumoren (47). Kitamura et al. 

verweisen darauf, dass in hepatischen Tumoren neoplastische Alterationen des 

Gens zu finden sind (48). 

Diese genannten Aufgaben von GLEPP1/PTPRO spiegeln den wichtigen Einfluss 

von GLEPP1 auf den zytoskelettalen Aufbau des Podozyten und damit die 

Aufrechterhaltung des intakten glomerulären Filters wider. Zum anderen scheint 

PTPRO Einfluss auf das Migrationsverhalten zu haben. Diese Annahme wird 

dadurch gestützt, dass in Fibroblasten PTP-PEST das Auflösen von Focal 

adhesions, die ein wichtiger Faktor für die Zellbewegung sind, bedingt und so die 
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Migration reguliert (57). Dies geschieht durch die Interaktion mit unterschiedlichen 

Proteinen, die für die Zellmigration und die Focal adhesions wichtig sind. Ein 

bedeutender Interaktionspartner ist Paxillin, ein Focal adhesion-assoziiertes 

Protein, wodurch Einfluss auf die Modulation der Focal adhesions genommen 

werden kann (58). 

 
 
1.3.2 Migration und die beteiligten Strukturen sowie die Rolle der 

Migration für den Podozyten 
 
 
1.3.2.1 Focal adhesions 
 
Focal adhesions sind ein Komplex aus mehreren Proteinen, die die extrazelluläre 

Matrix (EZM) mit dem zytoskelettalen Aktin verbinden. Die Adhäsion an die EZM ist 

für die Gewährleistung einer adäquaten Zellmorphologie, Migration, Proliferation 

und die Differenzierung der Zellen wichtig (59). Für die Adhäsion sind die Integrine 

essenziell, da sie über ihre extrazelluläre Domäne an die Strukturproteine der EZM 

wie Kollagen und Fibronektin binden. Dadurch kommt es zu einer 

Konformationsänderung (Clustering), sodass der kurze zytosolische Anteil der 

Integrin-Heterodimere indirekt an das Aktinzytoskelett binden kann (60, 61). 

Diese Bindung findet über verschiedene Proteine wie Talin, Vinculin, alpha-Aktinin 

statt (62, 63). Darüber können weitere Anker- und Signalproteine (u.a. Paxillin, FAK 

(focal adhesion associated kinase)) sowie Tyrosin-Kinasen und –Phosphatasen 

(u.a. PTP-PEST) an die Stellen rekrutiert werden (64, 65). So vergrößern sich die 

Focal adhesions auf über 180 Protein-Protein-Interaktionen. 

Im Rahmen der Migration bilden sich kleine, unreife Adhäsionen im Lamellipodium 

direkt unterhalb der Vorderkante der Zelle aus. Im Verlauf kommt es entweder zur 

Wiederauflösung dieser Verbindungen oder sie entwickeln sich durch Rekrutierung 

von weiteren Proteinen zu größeren, punktförmigen Adhäsionen, den sogenannten 

Focal complexes. Sie manifestieren sich ein Stück weiter innerhalb der Zelle an der 

Interaktionszone von Lamellipodium und dem Lamellum. Diese können für einige 

Minuten aufrechterhalten werden und entwickeln sich im Verlauf des 

Migrationszyklus in Focal adhesions. Letztere sind größer als Focal complexes (ca. 

2 μm breit und 3-10 μm lang), befinden sich an den Enden der Aktinbündel oder 
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Stressfasern und erstrecken sich von der Spitze der Zelle entlang der Seitenränder 

bis zum Zentrum des Zellrumpfes (66, 67). 

Die stärkste Form der Adhäsionen sind die fibrillären Adhäsionen, die aufgrund ihres 

langsamen Wachstums auf fibronektinhaltigem Untergrund und nur in sehr langsam 

migrierenden oder fixen Zellen entstehen. Je nach Zelltyp findet sich eine 

unterschiedliche Anzahl verschiedener Stadien der Adhäsionen. So kann man in 

sich schnell bewegenden Zellen, z.B. Makrophagen oder neutrophilen 

Granulozyten, viele unreife, kleine Adhäsionen sowie Focal complexes beobachten, 

die für eine schnelle Bewegung auf der EZM wichtig sind. Hingegen findet man in 

kontraktilen Zellen wie Fibroblasten, Endothel- und Muskelzellen eher reifere 

Adhäsionen wie Focal adhesions und nur einige Focal complexes (68, 69). In 

Podozyten sind die Focal adhesions sehr wichtig für die Verbindung des 

zytoskelettalen Aktins der Fußfortsätze mit der extrazellulären Matrix (70). Sie 

adaptieren sich dynamisch an die unterschiedlichen sensorischen und 

mechanischen Krafteinwirkungen, die auf den Podozyten einwirken. Ebenso sind 

sie entscheidend für das migratorische Verhalten der Podozyten, denn nur durch 

das Zusammenspiel des Auf- und Abbaus der Focal adhesions an unterschiedlichen 

Stellen der Zelle kann es zur gerichteten Migration kommen. 

 
 
1.3.2.2 Paxillin 
 
Paxillin ist ein 68-70 kDa großes Protein, das erstmalig 1989 als Substrat von Src- 

Onkogenen entdeckt wurde (71). Des Weiteren konnte es an den Focal adhesions 

durch die Interaktion mit Vinculin detektiert werden (72). Mit der Zeit entwickelte es 

sich zu einem zentralen Focal adhesion-assoziierten Protein, das als Adapterprotein 

fungiert. Als Adapterprotein rekrutiert Paxillin viele zytoskelettale und die 

Signaltransduktion beeinflussende Proteine und koordiniert somit die Weitergabe 

von nachgeschalteten Signalen. Dadurch kontrolliert Paxillin die dynamischen 

Wechsel bei der Zelladhäsion, dem zytoskelettalen Rearrangement und der 

Genexpression, die wichtig für die Migration und das Überleben der Zelle sind (73). 

Der C-terminale Anteil von Paxillin steuert Protein-Protein-Interaktionen durch 

Bindungen von verschiedenen Proteinen an die vier LIM-Domänen, die Doppel- 
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Zink-Finger-Motive besitzen (74, 75). LIM2 und LIM3 sind essenziell für die 

Rekrutierung von Paxillin an die Focal adhesions, denn durch die Integrin-induzierte 

Phosphorylierung von Paxillin durch FAK oder Src-Kinasen (76) kann das Andocken 

von Paxillin an den Focal adhesions stattfinden (77, 78). 

Zusätzlich zeigt der C-terminale Anteil Bindungsstellen für Struktur- und 

Regulationsproteine (beispielsweise Tubulin und PTP-PEST) auf, wodurch die 

Dynamik der Focal adhesions kontrolliert wird (79, 80). 

N-terminal weist Paxillin fünf Leucin- und Aspartat-reiche LD-Motive (LD1-5) auf, die 

wichtig für die Signalaktivität sind. Des Weiteren beinhaltet es Bindungsstellen für 

FAK und Vinculin (77, 81). Src-Kinasen können über ihre SH3-Domäne an die 

Prolin-reiche Region binden. 

Generell existieren viele Phosphorylierungsstellen am Paxillin-Molekül, die durch 

verschiedene Kinasen (PAK (p21-activated kinase), FAK, Src (sarcoma kinase), 

ERK (extracellular-signal regulated kinase) genutzt werden (81, 82). 

Paxillin ist wichtig für die Zellmigration, da es das Schlüssel- und 

Koordinationsprotein der Rho GTPasen Familie (cdc42 (cell divison cycle 42), Rac1 

(ras-related c3 botulinum toxin substrate 1), RhoA (ras homolog family member A) 

darstellt und somit die Zellpolarität über cdc42, die Bildung von Zellausläufern über 

Rac1 und die Zellkontraktilität mit Translokation über RhoA koordiniert (82, 83). 

Durch die Phosphorylierung von Paxillin über FAK und Src können GEFs (GTP- 

Austauschfaktoren), GAPs (GTPase-aktivierende Proteine) und Effektorproteine an 

die Focal adhesions rekrutiert, dort aktiviert und reguliert werden und dadurch die 

Zellmigration beeinflussen (84-87). Zusätzlich bindet der GIT1/2-PIX-PAK-NCK- 

Komplex an LD4 von Paxillin und sorgt für ein Focal adhesion-Turnover. Somit 

steuert Paxillin die Zellmigration (88-90). PTP-PEST reguliert nach Bindung an LIM3 

und 4 Domänen die Zellausbreitung, Migration und Protrusion durch Modulation der 

Rac1 und RhoA Aktivität (91-93). Zudem ist Paxillin essenziell für den Beginn der 

Migration an der Vorderkante der Zelle, da es den Aufbau und die Struktur der 

Adhäsionsstellen beeinflusst, indem es für deren Zusammensetzung und auch 

Auflösung sorgt (94, 95). 

Paxillin scheint auch für den Podozyten eine wichtige Rolle zu spielen, da es mit 

weiteren Focal Adhesion-assoziierten Proteinen im Glomerulum in vivo darstellbar 

ist (96). In der zitierten Arbeit von Zhang et al. (2010) konnte Paxillin als ein 

hochgradig  Tyrosin-phosphoryliertes  Protein  elektronenmikroskopisch  oder 
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immunhistochemisch an der basalen Membran der Fußfortsätze und der 

Schlitzmembran dargestellt werden und somit wurde ihm eine zentrale Rolle für die 

glomeruläre Ultrafiltration zugeschrieben (96). 

 
 
1.3.2.3 Zellmigration 
 
Die Zellmigration ist ein wichtiger Prozess, der für die Entwicklung und Erhaltung 

des Organismus im Allgemeinen von großer Bedeutung ist. Andererseits spielt sie 

aber auch in verschiedenen pathologischen Zuständen eine wichtige Rolle, wie z.B. 

bei entzündlichen Erkrankungen oder der Metastasierung von Tumoren (97). Durch 

Einflussnahme auf das kontrollierte Gleichgewicht zwischen dem Strukturerhalt und 

der gleichzeitigen Fähigkeit, das Gewebe dynamisch zu verändern, stellt die 

Migration eine zentrale Rolle dar. 

Sie beinhaltet die kontinuierliche Formation und Wiederauflösung der Adhäsionen 

und die damit verbundene Veränderung der zytoskelettalen Organisation. Der 

Prozess der Migration gliedert sich in mehrere Einzelprozesse: die Polarisierung mit 

anschließender Protrusion, die Bildung von Adhäsionen und im Anschluss die 

Ablösung von der EZM und Kontraktion (98). 

Als erste Voraussetzung muss die Zelle polarisiert sein, das heißt, dass sie einen 

klaren apikalen und basalen Pol hat, der neben strukturellen auch funktionelle 

Unterschiede aufweist. Zusätzlich sind die Zellorganellen sowie das Aktinzytoskelett 

der Zelle in einer für die Zelle spezifischen Anordnung aufzufinden. 

Die Protrusion, also der Beginn der Migration, wird durch extrazelluläre Signale 

eingeleitet, die durch Wachstumsfaktoren, Chemokine, EZM-Proteine oder 

mechanische Krafteinwirkungen abgesandt werden (68, 99, 100). 

Daraufhin breitet sich die vordere Zellmembran in Richtung des Signals aus, indem 

sie breite Lamellipodien, spitze Filopodien und Lamellen entwickelt, die durch die 

Polymerisierung der Aktinfilamente gestützt werden. Diese Prozesse werden durch 

die Aktivität der kleinen Rho-GTPasen gesteuert, die durch Aktivierung weiterer 

Komplexe Einfluss auf die Aktinpolymerisierung haben (101-103). Innerhalb des 

Lamellipodiums sind die Aktinfilamente unterhalb der Membran verzweigt 

angeordnet. Durch einen starken retrograden Fluss, der durch den Widerstand an 

der Membran verursacht wird, kommt es zu einer Beeinflussung der darunter 
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liegenden Adhäsionen. An den Stellen, an denen das Lamellipodium mit dem 

Lamellum zusammenläuft (Transitionszone), findet die Reorganisation der 

verzweigten Aktinfilamente statt (104, 105). Die Kontraktion und die Formierung der 

Aktinbündelbildung werden durch Myosin-II kontrolliert. Myosin-II sorgt dafür, dass 

die antiparallel laufenden Aktinfasern gegeneinander gezogen werden (106). Die 

Aktivität des Myosin-II wird durch seine Phosphorylierung, die durch Kinasen und 

Phosphatasen gesteuert wird, beeinflusst. Durch die durch Myosin-II induzierte 

Spannung der Aktinstressfasern werden die Adhäsionen, die zuerst im 

Lamellipodium direkt unterhalb der Vorderkante der Zelle detektierbar sind, 

beeinflusst, obwohl Myosin II dort nicht lokalisierbar ist (107). Durch die 

Zusammenlagerung von vielen Adhäsions-assoziierten Proteinen wie Integrinen, 

Talin, Vinculin und Paxillin kommt es zu einer verstärkten Signalvermittlung 

innerhalb der Zelle (108-111). Wenn die Vorderkante der Zelle sich während der 

Migration vorwärtsbewegt, verändern sich die unreifen Adhäsionen, indem sie sich 

entweder auflösen oder es zu der Ausbildung von reiferen, größeren so genannten 

Focal complexes kommt. Dies ist wiederum induzierbar durch die auf die Zelle 

wirkende Spannung und Kontraktilität, die Myosin-II anhängig ist (112). Zusätzlich 

kommt es zu einer Konformationsänderung innerhalb der Adhäsions-assoziierten 

Proteine, die daraufhin z.B. phosphoryliert werden und somit weitere Andockstellen 

für zusätzliche Proteine und regulatorische Komponenten bereitstellen. Auch alpha- 

Aktinin beeinflusst durch die neue Aktinpolymerisierung oder die Reorganisation der 

Aktinfilamente am Übergang des Lamellipodiums und des Lamellums die 

Ausgangsfläche für eine weitere Reifung der Adhäsionen (105). Aus den fokalen 

Komplexen entstehen im Verlauf der Migration, wenn die Zelle über die Adhäsionen 

wandert, so genannte Focal adhesions. 

Diese Adhäsionen sind am Zellende mit großen und langen Aktinfilament-Bündeln 

assoziiert, die Myosin-II enthalten und die Retraktion am Ende der Zelle mit der 

damit verbundenen Auflösung der Adhäsionen einleiten. 

Die Retraktion und damit die Ablösung der Zelle von der EZM, die notwendig für die 

Bewegung der Zelle ist, wird durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst und 

gesteuert. Für die Retraktion ist die Auflösung der Focal adhesions wichtig. Dies 

erfolgt durch die stärkere Ausbildung von Mikrotubuli, worüber dann 

unterschiedliche Proteine, die die Auflösung der Focal adhesions induzieren, 

rekrutiert werden (113). So wird unter anderem FAK mobilisiert (114). Diese sorgt 
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über Induzierung von unterschiedlichen Kaskaden, wie z.B. die Rekrutierung von 

Dynamin, das für die Internalisierung der Integrine wichtig ist, für die Bereitstellung 

von anderen Proteinen, die essenziell für die Auflösung der Focal adhesions sind 

(115). FAK-defiziente Zellen zeigen eine reduzierte Rate an Focal adhesion- 

Umwandlungen und mehr Focal adhesions im Steady State, was ein weiteres 

Zeichen für die wichtige Rolle ist, die FAK für die Auflösung der Focal adhesions 

und damit für die Migration spielt (116). Über FAK kommt es auch zur Rekrutierung 

von verschiedenen Phosphatasen, wie der PTP-PEST, an die Focal adhesions (65). 

PTP-PEST, eine verkürzte Form von GLEPP1, ist ein essenziell wichtiger Regulator 

der Zellmigration und Adhäsion, denn über seine Bindung an FAK via P1N1 

(Isomerase) kann es die Dephosphorylierung wichtiger Focal adhesion-assoziierter 

Proteine steuern (117). Zum einen dephosphoryliert es FAK an Tyrosin 397 und 

kann somit diese Stelle für die erneute Phosphorylierung durch Src-Kinasen, die 

auch ein weiteres Substrat darstellen, bereitstellen. Folglich stellt PTP-PEST einen 

sehr wichtigen Regulator der Focal adhesions dar. Ebenso reguliert m-Calpain, eine 

Ca2+-abhängige Protease, die Auflösung der Focal adhesions, da sie Proteine wie 

Paxillin, Talin und FAK von diesen trennt (117). Auch das Adapterprotein ZF21 sorgt 

über die Dephosphorylierung von FAK an Tyr 397 für den Abbau der Focal 

adhesions in Mikrotubuli-Abhängigkeit (118, 119). 

 
Zusammengefasst lässt sich sagen, dass die Migration, die die unterschiedlichen 

Stadien der Aktinpolymerisierung und der Focal adhesion-Bildung beinhaltet, ein 

sehr komplexer Vorgang ist, der auch noch nicht in all seinen Einzelschritten 

vollends erforscht ist. 

 
 
1.3.2.4 Migration des Podozyten 
 
Die glomeruläre Filtrationsbarriere wurde bisher als statisches Modell angesehen. 

In mehreren Arbeiten wurde jedoch gezeigt, dass diese Grundidee verlassen 

werden sollte, da der glomeruläre Filter als dynamisches Konstrukt, das vor allem 

durch die Beweglichkeit der podozytären Fußfortsätze reguliert wird, funktioniert 

(120). Durch die Migrationsfähigkeit kann der Podozyt das dynamische Modell der 

glomerulären Filtrationsbarriere aufrechterhalten. 
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Aufgrund der unterschiedlichen Einflüsse und Kräfte, die von außen auf den 

Podozyten einwirken, muss er die Fähigkeit besitzen, sich gegebenenfalls durch 

Migration und Reorganisation des Aktinzytoskeletts zur Aufrechterhaltung eines 

konstanten Filters an diese anzupassen. 

Whang et al. haben gezeigt, dass eine gewisse basale Beweglichkeit der Podozyten 

zur Aufrechterhaltung der intakten Filtrationsfunktion vorhanden sein muss, jedoch 

eine zu starke oder keine Beweglichkeit der podozytären Fußfortsätze dem 

glomerulären Filter schadet (121). Nach Reiser et al. lösen Stimuli, die zu einer 

Verflachung und Verklumpung der Fußfortsätze des Podozyten führen, eine 

Hypermobilität kultivierter Podozyten im Migrationsassay aus. Dies kann somit 

primär schädigend für den Filter sein (122, 123). 

Generell hat der Podozyt einen klar geordneten zytoskelettalen Aufbau. Es können 

sich je nach Status des Podozyten Stress Fibers, auch Filopodien und 

Lamellipodien ausbilden. Die globale Organisation des Aktinzytoskeletts wird wie in 

oben beschriebenen Zelltypen durch kleine GTPasen gesteuert und durch weitere 

andere Aktin-bindende Proteine beeinflusst. 

Durch die veröffentlichten Daten der mikroskopischen 2-Photonen-Untersuchung 

der lebenden Podozyten in Mäusen und Ratten wurde die Filtrationsbarriere der 

Niere, in der die Podozyten je nach Beeinflussung von außen sich durch Migration 

den Umständen dynamisch anpassen, als dynamisches Modell dargestellt (124, 

125). 

Zusätzlich zeigten Saleem et al. 2008, dass der Podozyt stark einer glatten 

Muskelzelle ähnelt, da er zum Teil gleiche charakteristische Proteine (wie 

Smoothelin und Calponin) exprimiert. So kann das dynamische Modell der 

Filtrationsbarriere durch die kontraktile Eigenschaft zusätzlich aufrechterhalten 

werden und sich den unterschiedlichen Krafteinwirkungen anpassen (126). 
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1.4 Ziele der Arbeit 
 
Für die Aufrechterhaltung einer adäquaten Nierenfunktion ist ein intakter 

glomerulärer Filter essenziell. 

In den letzten Jahren wurden wichtige neue Erkenntnisse bezüglich des genauen 

Aufbaus der podozytären Schlitzmembran, die insbesondere die einzelnen Proteine 

und deren Interaktionen betreffen, gewonnen. 

Daraus leitete sich ein völlig neues Verständnis der glomerulären Schlitzmembran 

und der Pathogenese von vielen, mit Proteinurie assoziierten Nierenerkrankungen 

ab. Ein entscheidender prognostischer Faktor für den Verlauf der Erkrankungen ist 

der Grad der Proteinurie. Abhängig des Schweregrades kann dies in einer 

terminalen Niereninsuffizienz enden (127). 

Des Weiteren hat sich die Annahme, der glomeruläre Filter sei ein statisches 

Konstrukt, dahingehend verändert, dass sich der glomeruläre Filter durch die 

Beweglichkeit der podozytären Fußfortsätze als dynamisches Modell zeigt. 

Deshalb wollten wir in dieser Arbeit zum einen spezifische Proteine, vor allem 

GLEPP1 und seine Interaktionspartner, die für den glomerulären Filter wichtig sind, 

und zum anderen die Struktur und Funktion des Podozyten im Rahmen eines 

dynamischen Konstruktes untersuchen. 
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2 Methodik 
 
 
2.1 Materialien und Lösungen 

 
 
2.1.1 Zellkultur 
 
HEK 293T-Zellen (Human embryonic kidney) 

DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) mit 4,5 g/l Glucose und mit L- 

Glutamin und Zusatz von 10 % Kälberserum und Eisen (Biochrom, Deutschland) 

Trypsin/EDTA 0,05 %/0,02 % in PBS ohne Magnesium und Calcium (Biochrom, 

Deutschland) 

PBS Dulbecco (Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung) ohne Magnesium und 

Calcium (Biochrom, Deutschland) 

 
 
2.1.2 Transfektion 
 
Calciumchlorid 0,25 M 

2x HEBS pH 7,05 (HEPES-gepufferte Kochsalzlösung) 

- 49,9 mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazinethansulfonat); 280,6 mM 

NaCl; 1,5 mM Na2HPO4*H2O 

 
 
2.1.3 Plasmide und Vektoren 
 
cdm.sIg.7 (Surface Immunglobulin Domäne + Transmembrandomäne CD7) 

cdm.sIg.7.GLEPP1 

cdm.sIg.7.GLEPP1 843-936 

cdm.sIg.7.GLEPP1 843-1197 

cdm.sIg.7. GLEPP1 936-1197 

cdm.sIg.7. GLEPP1 936-1217 

cdm.sIg.7. GLEPP1 1197-1217 

cdm.sIg.7. GLEPP1.WPA 
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DEP1-HA (zur Verfügung gestellt von PD Dr. Jörg Müller, Institut für molekulare 

Zellbiologie Jena, Deutschland) 

Paxillin-GFP (zur Verfügung gestellt von Edward Manser, IMCB Singapore) 

Cdm8 

FAK-GFP (zur Verfügung gestellt von Ph.D, M.D. Kenneth M. Yamada, National 

Institutes of Health, Bethesda, USA) 

 
 
2.1.4 Inhibitoren 
 
PP2 10 mM (Calbiochem, USA) 

Salicylsäure 0,01 mM (Sigma, USA) 

Na3VO4 0,1 mM 

 
 
2.1.5 Detergenzien und Puffer 
 
2x Laemmli 

- 900 μl 2x stock (Tris pH 6,8 100mM; SDS (Sodiumdodecylsulfat) 4%; 

Glycerin 20%; 1 mg Bromphenol Blau) 

- 100 μl DTT 1 M 

IP- Puffer 

- 1 % Triton X-100; 20 mM Tris HCl pH 7,5; 1 mM EDTA; 150 mM KCl; 20 mM 

Na2VO4; 
1 Complete Mini (Protease Inhibitor Cocktail Tablets) (Roche, Deutschland); 

0, 004 mM PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) (Sigma, USA) 

 
 
2.1.6 Co-Immunopräzipitation 
 
Protein-G-Sepharose (GE Health Care) 

Zentrifuge 

- Eppendorf Centrifuge 5417R 
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2.1.7 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot 
 
Polyacrylamidgel Zusammensetzung ( 1 Gel à 3,9 ml) 10% 

 

 Trenngel Sammelgel 

Trenngelpuffer 2,25 ml 0 ml 

Sammelgelpuffer 0 ml 0,8325 ml 

Acrylamid 30 % 1,5 ml 0,2675 ml 

Wasser 0,75 ml 0,5675 ml 

APS 10 % 45 μl 20 μl 

(Ammonium- 

peroxidisulfat) 

TEMED ( N, N, N', N'- 

Tetra-Methyl- 
 

7,5 μl 
 

2,5 μl 

ethylendiamid) 

 
Trenngelpuffer pH 8,8 

- 360 mM Tris HCl pH 7,5; 1140 mM Tris Base; 0,4% SDS 

Sammelgelpuffer pH 6,8 

- 484 mM Tris HCl ph 7,5; 16 mM Tris Base; 0,4 % SDS 

Laufpuffer 

- 191,8 mM Glycin; 3,5 mM SDS; 247,7 mM Tris Base 

Transferpuffer 

- 30,9 mM Tris Base; 239,8 mM Glycin; 20 Vol % Methanol 

Waschpuffer 

- 12,9 mM Tris-HCl pH 7,5; 129 mM NaCl; Tween 20 0,13% 

BSA (Bovines Serum Albumin Protease Free) (VWR Prolabo, Deutschland) 5 % in 

Waschpuffer 

Membran 

- Nitrocellulose Transfer Membran (Whatman Protran, England) 

Antikörper 

Primärantikörper: 

- Anti-human-IgG (HRP) (GE Healthcare, England), Western Blot: 

Verdünnung 
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1:500 (gegen das humane IgG gerichteter Antikörper) 

- Anti-Phosphotyrosine/4G10, monoklonaler Antikörper (Merck Millipore, 

Deutschland), Western Blot: Verdünnung 1:1500 

- Anti-Paxillin, monoklonaler Antikörper (Santa Cruz, USA), Western Blot: 
Verdünnung 1:800 

- Anti-HA, monoklonaler Antikörper (Roche, Deutschland), Western Blot: 

Verdünnung 1:500 

- Anti-GLEPP1, monoklonaler Antikörper (Bio Genex, Deutschland) , Western 

Blot: Verdünnung 1:200 

- Anti-FAK, monoklonaler Antikörper (Invitrogen, USA), Western Blot: 

Verdünnung 1:1000 

Sekundärantikörper 

- gegen den Fc-Teil von Mausantikörpern gerichtete Ziegen-Immunglobuline 

(Dako, Deutschland), Western Blot: Verdünnung 1:10 000 

- gegen den Fc-Teil von Hasenantikörpern gerichtete Affen-Immunglobuline 

(GE Health Care, England), Western Blot: Verdünnung 1:7 500 

ECL 

- Lösung A: H2O; 100 mM Tris pH 8,5; 2,5 mM Luminol (Fluka, USA); 0,4 mM 
Coumarin (Sigma, USA) 

- Lösung B: H2O; 100 mM Tris pH 8,5; 1,5 % H2O2 

 

Membran für Westernblotentwicklung: Protan BA 95 Whatman 0,45 μm (GE 

Healthcare, England) 

Bildwandler: Fluor Chem FC2 (Alpha Innotec, Deutschland) 
 
 

2.1.8 DNA-Subklonierung 
 
 
2.1.8.1 Ligation 
 
1,5 % Low melting Agarose (Sigma, USA) 

Laufpuffer (1xE) 

- 2 ml 50xTAE (242 g Tris Base; 57,1 g Essigsäure; 0,5 M EDTA) 

- 98 ml H2O 
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- 5 μl Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml) 

15 μl (0,5 μg) Vektor-DNA nach Restriktionsenzymverdau 

15 μl PCR-Produkt (Insert) nach Restriktionsenzymverdau 

1 μl geschmolzener Vektoransatz (im Agarose Gel) 
4 μl geschmolzener Insertansatz (im Agarose Gel) 

2,5 μl 10x Ligationspuffer (MBI Fermentas, Litauen) von NEB 

17,5 μl ddH2O 
0,2 μl T4-DNA-Ligase (400 000 U/ml; MBI Fermentas, Litauen) von NEB 

 
 

2.1.8.2 Transformation/Amplifikation 
 
50 μl E. coli MC1061 (für Ampicillin-und Kanamycinresistenz, MC1061 P3 für 

Tetracyclinresistenz) 

1 μg zu amplifizierendes Plasmid bzw. 5 μl Ligationsprodukt 

LB-Agar-Platte (Ampicillin-/Tetracyclinresistenz) (Lenox L-Agar) 

-  250 ml H2O, 8g LB-Agar, 75 μl 10M NaOH 
 
 
2.1.8.3 Minikultur und –präparation 
 
Bakterienkolonien der Platten 

Medium 

- 20 g LB-Broth-Base (Sigma) auf 1000 ml ddH2O 

- 7 ml Ampicillin + 3 ml Tetracyclin (0,1 g/100 ml ddH2O) 

Qiagen® Plasmid Purification Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland 

 
Restriktionsenzymverdau 

- 26 μl ddH2O 
- 3 μl Reaktionspuffer (10x NEBuffer 2 bzw. 3; New England Biolabs Inc., 

England) 

- 0,3 μl (Restriktionsendonuklease 1) 

- 0,3 μl (Restriktionsendonuklease 2) 

- 0,4 μl 100x BSA (Albumin Protease-freies Rinderserum) (VWR Prolabo, 

Deutschland) 
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Agarosegel 

- 1 % Agarose Type II Medium EEO (Sigma, USA) 

- 5 μl Lambda DNA-BstEII-Digest (New England Biolabs Inc., England) 
 
 
2.1.8.4 Maxikultur und –präparation 
 
200 μl Bakteriensuspension aus der Minikultur (siehe 2.1.8.3.) 

200 ml LB-Medium (siehe 2.1.8.3.) 

Qiagen® Plasmid Purification Kit, Qiagen, Hilden, Deutschland 

100 % Isopropanol 

70 % Ethanol zum Waschen 

0,5 ml ddH2O 
Photometer 

- Biophotometer Eppendorf 
 
 
2.1.9 Immunfluoreszenz 
 
Cos7-Zellen (Affen- Zellen) 

Zellkultur ( siehe 2.1.1.) 

Transfektion (siehe 2.1.2.) 

- zusätzlich FuGENE 6 Transfection Reagent (Roche, Deutschland) 

- zusätzlich DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium) mit 4,5 g/l Glucose 

und mit L-Glutamin ohne/mit Zusatz von 5% Kälberserum und Eisen 

 
Permeabilisierung und Fixierung 

- BSA (Bovines Serum Albumin Protease Free, VWR Prolabo, Deutschland) 4 

% in 1% PBS 

- 0,5% Triton X-100 in BSA 4% 

- 4% Paraformaldehyd: 0,4 g PFA 1,0 ml dH2O, 100 μl NaOH, 1% PBS (auf 

10 ml) 
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Antikörper 

- gelöst in 300 μl BSA (Bovines Serum Albumin Protease Free, VWR Prolabo, 

Deutschland) 4 % in PBS 

Primärantikörper 

- Anti-Phosphotyrosin/4G10, monoklonaler Antikörper (Millipore), 

Immunfluoreszenz: Verdünnung 1:100 

- Anti-Paxillin, monoklonaler Antikörper (Santa Cruz, USA), 

Immunfluoreszenz: Verdünnung 1:50 

- Anti-FAK, monoklonaler Antikörper (Invitrogen, USA), Immunfluoreszenz: 
Verdünnung 1:200 

- Anti-Vinculin, monoklonaler Antikörper (Invitrogen, USA), Immunfluoreszenz: 

Verdünnung 1:20 

- Anti-Villin-1, monoklonaler Antikörper (Cell Signaling, USA), 

Immunfluoreszenz: Verdünnung 1:20 

- Anti-HA, monoklonaler Antikörper (Roche, Deutschland), Immunfluoreszenz: 

Verdünnung 1:200 

Sekundärantikörper 

- gegen das Fc-Teil von humanen Antikörpern gerichtete Hasen- 

Immunglobuline (Texas Red) (Jackson Immuno Research, USA), 

Immunfluoreszenz: Verdünnung 1:50 

- gegen das Fc-Teil von humanen Antikörpern gerichtete Ziegen- 

Immunglobuline (FITC) (ICN Biomedicals, Deutschland), Immunfluoreszenz: 

Verdünnung 1:500 

- gegen das Fc-Teil von Maus-Antikörpern gerichtete Ziegen-Immunglobuline 

(FITC) (Jackson Immuno Research, USA), Immunfluoreszenz: Verdünnung 

1:50 

- gegen das Fc-Teil von Maus-Antikörpern gerichtete Hasen-Immunglobuline 

(Texas Red) (Jackson Immuno Research, USA), Immunfluoreszenz: 

Verdünnung 1:500 

- gegen das Fc-Teil von Maus-Antikörpern gerichtete Ziegen-Immunglobuline 

(Alexa Fluor® 555) (Invitrogen, USA), Immunfluoreszenz: Verdünnung 

1:1000 
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- gegen das Fc-Teil von Hasen-Antikörpern gerichtete Ziegen-Immunglobuline 

(Alexa Fluor® 555) (Invitrogen, USA), Immunfluoreszenz: Verdünnung 

1:10.000 

- gegen das Fc-Teil von Hasen-Antikörpern gerichtete Ziegen-Immunglobuline 

(Alexa Fluor® 594) (Invitrogen, USA), Immunfluoreszenz: Verdünnung 1:500 

- gegen das Fc-Teil von Hasen-Antikörpern gerichtete Ziegen-Immunglobuline 

(Alexa Fluor® 647) (Invitrogen, USA), Immunfluoreszenz: Verdünnung 1:500 

- gegen das Fc-Teil von humanen Antikörpern gerichtete Hasen- 
Immunglobine (Phalloidin Texas Red) (Jackson Immuno Research, USA), 

Immunfluoreszenz: Verdünnung 1:40 

Mounting Medium 

- ProLong Gold Antifade with Dapi (Invitrogen, USA) 

Mikroskop 

- Zeiss Axio Observer Z1 

- Objektive: EC Plan-Neofluar 63x/1,25 Oil; EC Plan-Neofluar 20x/0,5 M27 

- Filter 

- Filtersatz 49 DAPI shift free ( EX G 365, BS FT 395, EM BP 445/50) 

- Filtersatz 38 HE eGFP shift free ( EX BP 470/40, BS FT 495, EM BP 

525/50) 

- Filtersatz 43 HE Cys 3 shift free ( EX BP 550/25, BS FT 570, EM BP 

605/70) 

- Filtersatz 47 HE CFP shift free ( EX BP 436/25, BS FT 455, EM BP 
480/40) 

 
 
2.2 Zellkultur 
 
Für die Zellkulturversuche wurden HEK 293T-Zellen verwendet. Diese wurden in 10 

cm Schalen in DMEM-Medium, das mit 10 % Kälberserum und Eisen versetzt 

wurde, kultiviert und in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Eine 

Subkultivierung der konfluenten Zellen erfolgte durch eine Trypsinisierung und eine, 

abhängig von der Dichte der Zellen, entsprechende Passage (1:6-1:8). Das alte 

Medium wurde dabei abgesaugt und die Platte anschließend mit 5 ml sterilem PBS 

gewaschen. Daraufhin wurde 1 ml Trypsin auf die Zellen gegeben und die Schale 
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wurde für fünf Minuten in den Brutschrank zur Inkubation gestellt. Dadurch lösten 

sich die auf dem Schalengrund anhaftenden Zellen. Anschließend wurden die 

Zellen in DMEM-Medium aufgenommen und durch mehrmaliges Auf-und 

Abpipettieren suspensiert. Zum Schluss wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension auf 

entsprechend viele 10 cm Schalen aufgeteilt und über Nacht (8-12 Stunden) im 

Brutschrank kultiviert, um am nächsten Tag transfiziert werden zu können. 

 
 
2.3 Transfektion 
 
Zur Transfektion der am Vortag gesplitteten HEK 293T-Zellen wurde die Calcium- 

Phosphat-Methode angewendet. Diese Methodik basiert auf der Fähigkeit der 

Zellen, Calciumsphosphatkristalle zu phagozytieren. Dadurch kann die 

kopräzipierte Plasmid-DNA durch die Verbindung mit den Calciumkristallen von der 

Zelloberfläche absorbiert und so in die Zellen eingebracht werden. 

Dafür wurde in Eppendorf-Gefäßen 8-10 μg DNA vorgelegt und unter dem sterilen 

Abzug erfolgte die Hinzugabe von 500 μl 0,25 M Calciumchlorid. Anschlieβend 

wurden 500 μl HEBS tropfenweise unter konstantem Vortexen des Eppendorf- 

Gefäßes hinzugefügt. Daraufhin wurde diese Transfektionslösung gleichmäβig auf 

das Kulturmedium der Zellen verteilt. Nach Inkubation im Brutschrank erfolgte nach 

6-8 Stunden der Transfektionsstopp durch den Wechsel des Mediums. 

 
 
2.4 Zellernte 
 
Um die Zellen am nächsten Tag zu ernten, wurde das alte Medium abgesaugt und 

anschließend jede Schale mit 5 ml gekühltem PBS (4°C) abgelöst. Die nun in der 

PBS-Lösung befindlichen Zellen wurden in ein 15 ml Falcon-Röhrchen überführt 

und dann für fünf Minuten bei 1500 rpm und 4°C zentrifugiert. Das nun entstandene 

Pellet wurde nach Absaugen des Mediums gemäß seiner Größe in entsprechender 

Menge Triton 1% Lysis-Puffer (250 - 500 μl) resuspensiert und in ein neues 

Eppendorf-Gefäß überführt. 

Nach einer 15-minütigen Zelllyse auf Eis schloss sich eine 15-minütige 

Zentrifugation bei 15288 × g und 4°C an. Der so gewonnene Überstand wurde zu 

10 % für die Lysatherstellung und die restliche Lösung wurde für die Co- 
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Immunopräzipitation verwendet. Der Überstand für die Lysatherstellung wurde mit 

der gleichen Menge 2x Laemmli versetzt, anschließend für fünf Minuten bei 95 °C 

denaturiert und auf Eis gesetzt. 

 
 
2.5 Co-Immunopräzipitation 
 
Durch eine Co-Immunopräzipitation können Protein-Interaktionen nachgewiesen 

werden. 

Hierfür wurden die zuvor transfizierten HEK 293T-Zellen wie oben beschrieben in 

PBS geerntet, in 250-500 μl IP-Puffer lysiert und nach Zentrifugation bei 15288 × g 

(15 Minuten, 4°C) wurde der entstandene Überstand zu 10% für das Lysat 

verwendet und der restliche Überstand für die eigentliche Co-Immunopräzipitation 

genutzt. Dazu wurde dieser mit 30 μl Protein-G-Sepharose versetzt und 

anschließend bei 4°C 60 Minuten auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Protein G 

ist ein bakterielles Zelloberflächenantigen aus Streptokokken, das die Eigenschaft 

besitzt, über eine spezifische Affinität zum Fc-Teil von IgG an die sIg-Epitope der 

verwendeten Konstrukte zu binden, wodurch ein Protein-Sepharose-Komplex 

entsteht. Dieser Komplex wurde durch Zentrifugation (756 × g (3000 rpm), drei 

Minuten) am Boden der Eppendorf-Gefäße konzentriert und anschließend durch 

drei Waschgänge mit Triton 1% Lysis-Puffer mit zwischenzeitlicher Zentrifugation 

(756 × g, drei Minuten) gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt erfolgte die 

Resuspension des Protein-Sepharose-Komplexes in 30 μl 2x Laemmli und die 

Proben wurden für fünf Minuten bei 95°C denaturiert, um im Western Blot 

weiterverwendet werden zu können. 

 
 
2.6 SDS-Gelelektrophorese und Western Blot 
 
Durch elektrophoretische Auftrennung können Proteine dauerhaft auf einer 

Membran fixiert und anschließend durch spezifische Antikörper angefärbt und somit 

sichtbar gemacht werden. Die exprimierten Proteine können durch diese Methode 

nach ihrer Größe und der relativen Menge eingeteilt werden. Zusätzlich sorgt das 

Detergenz SDS dafür, dass diese solubilisiert werden und zusätzlich eine negative 

Ladung erhalten, damit ihre Beweglichkeit im Gel allein von der Größe abhängig ist. 
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Die in der zuvor durchgeführten Zellernte und Co-Immunopräzipitation mit 

anschließender Denaturierung der Proteine entstandenen Lysate und IP-Proben 

wurden so aufgetrennt. 

Je 15 μl einer Probe wurden in die Taschen des zuvor hergestellten 8 oder 10 %- 

igen Gels aufgetragen. Die Proteine wanderten dann im Sammelgel bei 70 Volt für 

30 Minuten in Richtung Anode. Anschließend folgte die Auftrennung der Proteine 

im Trenngel bei 20 mA für zwei Stunden. Durch das Tank-Blot-Verfahren folgte der 

elektrophoretische Transfer auf eine proteinbindende Membran, die aus 

Nitrozellulosemembran besteht. 

Um überschüssige, unspezifische Bindungsstellen auf der Membran zu entfernen, 

wurde diese für mindestens eine Stunde in BSA (5% in Waschpuffer) bei 37°C oder 

über Nacht bei 4°C inkubiert. 

Die Durchführung der nun folgenden Inkubationsschritte fand unter 

Raumtemperatur statt. 

Die Membran wurde nach drei Waschschritten à fünf Minuten mit Waschpuffer für 

mindestens eine Stunde mit dem Primärantikörper (Konzentration siehe 2.1.7.) 

inkubiert. Daraufhin folgte ein erneutes Waschen der Membran, um den 

überschüssigen Antikörper, der keine Antigen-Antikörper Bindung eingegangen 

war, zu entfernen. Zur Detektion der Antigen-Antikörper-Bindung wurde der Blot mit 

dem Sekundärantikörper inkubiert, der gegen den Fc-Teil des Primärantikörpers 

gerichtet und an das Enzym Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. 

Nach einer 30-minütigen Inkubation wurde die Membran erneut dreimal gewaschen. 

Anschließend wurde sie in einer ECL-Lösung für eine Minute inkubiert, um durch 

die folgende Chemilumineszenz Reaktion die Proteine sichtbar machen zu können. 

Danach erfolgten die Entwicklung der Membran im Imager und die Dokumentation 

der entstandenen Lichtemissionen. 
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2.7 DNA-Subklonierung 
 
 
2.7.1 Ligation 
 
Als Ligation bezeichnet man den Einbau von Protein-kodierenden DNA-Abschnitten 

(Inserts) in Expressionsvektoren (bakterielle Plasmide). Dabei werden zwei DNA- 

oder RNA-Segmente an ihren Enden enzymkatalytisch verknüpft. 

Der Vektor und der als Insert benutzte DNA-Abschnitt wurden für drei Stunden bei 

37°C mit den gleichen Restriktionsendonukleasen verdaut. Es schloss sich eine 

Gelelektrophorese für 30 Minuten bei 80 mV auf einem 1,5 %igen Low-melting- 

Agarose-Gel an. Das Insert und der Vektor wurden anschließend aus dem Gel 

ausgeschnitten und bei 70°C geschmolzen. Nun wurde ein neuer Reagenzansatz 

angesetzt, der sich aus 1 μl des geschmolzenen Vektors, 4 μl des geschmolzenen 

Inserts, 2,5 μl 10x Ligasepuffer, 0,2 μl T4-DNA-Ligase und 17,5 μl H2O 

zusammensetzte und dann bei Raumtemperatur für zwei Stunden inkubiert wurde. 

Es folgte die Transformation des Ligationsansatzes in chemisch kompetenten 

Bakterien. 

 
 
2.7.2 Transformation und Amplifikation 
 
Bei der Transformation wird von kompetenten Bakterienstämmen fremde DNA 

(Plasmid-DNA) aus der Umgebung aufgenommen. Aufgrund der Vermehrung der 

Bakterien werden die Plasmide dann vervielfältigt und an die Tochterzellen 

weitergegeben, wodurch eine schnelle Amplifikation von rekombinanter DNA 

möglich ist. 

Für die durchgeführten Versuche wurden MC1061/P3-Bakterienstämme, die eine 

Ampicillin- und Tetracyclin-Resistenz ausbilden, verwendet. 

1 μg des zu amplifizierenden Plasmids wurde mit 50 μl der Bakteriensuspension 

vermischt, anschließend für 15 Minuten auf Eis und danach für fünf Minuten bei 

37°C inkubiert. Dann wurde das komplette Volumen der transformierten Zellen auf 

einer mit den entsprechenden Antibiotika behandelten Agarplatte mittels eines 

Drigalskyspatels ausgestrichen und zur Inkubation über Nacht bei 37°C in den 
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Brutschrank gestellt. Der Erfolg einer Transformation konnte am nächsten Morgen 

anhand des Wachstums der Bakterienkolonien auf der Agarplatte überprüft werden. 

 
 
2.7.3 Erzeugung einer GLEPP1-Mutante mittels site-directed 

Mutagenesis 
 
Zur Erzeugung einer Mutante des GLEPP1 Gens wurde die Methode der site- 

directed mutagenesis (ortsspezifische Mutagenese) angewendet. Hierbei werden 

einzelne Basen in einer bestimmten DNA-Sequenz ausgetauscht und somit ändert 

sich die genetische Information. 

Zur Erzeugung von GLEPP1 WPA wurde eine PCR mit folgenden Primern benutzt: 

Forward primer 5’ CTACACTGCATGGCCTGCTCATGGTGTG CCACAGC 3’ und 

der reverse primer 5’ CACCATGAGCAG GCCATGCAGTGTAGTTAAAATGC 3’. 

Das PCR-Produkt wurde anschließend durch eine Phenol-Extraktion gereinigt, mit 

dem Restriktionsenzym Dpn I behandelt und in kompetente Bakterienstämme 

transformiert (128). 

Der zytoplasmatische Teil des GLEPP1 WPA-Konstruktes wurde mit MluI/NotI in 

den CD16.7 Vektor oder in die pCDM8 Kassette, die führende Sequenz von CD5, 

gebunden an die CH2 und CH3 Domänen des humanen IgG1 mit anschließender 

transmembranärer CD7 Region, geklont. 

 
 
2.7.4 Minikultur und Minipräparation 
 
Zwei der bei der Transformation gewonnenen Bakterienkolonien wurden mit einer 

sterilen Pipettenspitze aufgenommen und jeweils in ein mit 3 ml LB-Medium und 

den entsprechenden Antibiotika (entsprechend den bakteriellen Resistenzen 

Tetracyclin und/oder Ampicillin) gefülltes Röhrchen gegeben. Anschließend 

inkubierten diese für mindestens 8 Stunden bei 37°C auf einem Rotor (220 U/min), 

bis es zu einer Trübung des Mediums kam. Die Gewinnung der bakteriellen 

Plasmid-DNA erfolgte gemäß dem Hersteller Protokoll (Maxi QIAfilterTM Plasmid 

Kit) von QIAGEN. 
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2.7.5 Maxikultur und Maxipräparation 
 
Um eine weitere Vervielfachung der bakteriellen Plasmid-DNA zu erreichen, wurde 

nach erfolgreicher Amplifikation eine Maxikultur in einem sterilen Erlenmeyer- 

Kolben mit 200 μl Bakteriensuspension aus der Minikultur und 200 ml LB-Medium 

unter Zugabe der entsprechenden Antibiotika (entsprechend den bakteriellen 

Resistenzen Tetracyclin und/oder Ampicillin) angesetzt. Diese wurde für 12 Stunden 

bei 37°C auf einem Rotor (220 U/min) inkubiert. In einem ersten Schritt wurde hierfür 

die Kultur zunächst bei 1478 v (4400 rpm, 4°C, 15 Minuten) zentrifugiert und der 

entstandene Überstand verworfen. Die anschließende Isolation der DNA aus dem so 

gebildeten Bakterien-Pellet erfolgte entsprechend dem Protokoll des Herstellers 

(Maxi QIAfilterTM Plasmid Kit) von QIAGEN. 

Das so gewonnene DNA-Pellet wurde in 200 μl ddH2O aufgenommen und es 

erfolgte die Bestimmung der DNA-Konzentration in dieser Lösung bei 260 nm 
Wellenlänge (Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren in Lösung) im Photometer. 
Die Konzentration ergab sich dabei entsprechend dem Lambert-Eaton-Gesetz in 

μg/ml. 

Um den Erfolg der Amplifikation zu sehen, wurde nach einem diagnostischen 

Restriktionsenzymverdau entsprechend den eingebauten Schnittstellen eine 

Gelelektrophorese in einem Agarosegel durchgeführt. 

 
 
2.8 Immunfluoreszenz 
 
Ziel der Immunfluoreszenz ist es, mit Hilfe von Antikörpern Proteine oder 

Zellstrukturen sichtbar zu machen. Dabei wird ein spezifisch gegen das zu 

detektierende Protein (Antigen) gerichteter Antikörper verwendet. 

Für die Versuche wurden Cos7 Zellen benutzt. Diese wurden in 10 cm Schalen in 

DMEM-Medium, das mit 10 % Kälberserum und Eisen versetzt worden war, kultiviert 

und in einem Brutschrank bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Eine Subkultivierung 

wurde denen der HEK293T entsprechend durchgeführt. Im Anschluss daran wurden 

diese dann jedoch in 12-Well Platten, die zuvor mit jeweils einem autoklavierten 

Glasplättchen pro Well versehen worden waren, aufgeteilt. Anschließend erfolgte 

am nächsten Morgen die Durchführung der Transfektion 
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mittels Fugen®, bei dem es sich um ein lipophiles Transfektionsreagenz handelt. 

Dafür wurden zuerst pro Datenpunkt je 3 μl Fugen®-Reagens mit je 50 μl 

Hungermedium (ohne Zusatz von FCS) für fünf Minuten inkubiert. Anschließend 

wurde dem geplanten Versuch gemäß 1μg DNA hinzugefügt und für 30-45 Minuten 

unter der Sterilbank inkubiert. Die so entstandene Transfektionslösung wurde nun 

gleichmäßig auf das Kulturmedium der Zellen verteilt. Nach 24 Stunden Inkubation 

im Brutschrank folgte der Transfektionsstopp durch Wechseln des Kulturmediums 
auf ein Medium, das mit 5% FCS versetzt ist. Nach weiteren 24 Stunden konnte 

dann die eigentliche Immunfluoreszenz untersucht werden. Dafür wurde das alte 

Medium abgesaugt und jedes Well der 12-Well-Platte mit ca. 1 ml gekühltem PBS 
(4°C) dreimal vorsichtig durch Pipettieren des PBS an den Rand gewaschen. Bei 

allen durchgeführten Versuchspunkten war darauf zu achten, dass die 
Glasplättchen immer mit Lösung bedeckt waren. Anschließend wurde die Fixierung 

der Zellen auf den Plättchen vorgenommen, indem 500 μl 4 % Paraformaldehyd 

vorsichtig in jedes Well pipettiert wurden und nach einer Inkubation von 10 Minuten 

erfolgte durch dreimaliges Waschen mit PBS die komplette Entfernung des 
Fixiermediums. Daraufhin schloss sich die Permeabilisierung der Zellen durch die 

Hinzugabe von 0.5 % Triton in 4% BSA für fünf Minuten an. Durch die folgenden 

drei Waschschritte wurde auch der Puffer entfernt. Als zweite Fixierungs- und 
Permeabilisierungsmethode wurde Methanol-Aceton verwendet, was in einem 

Verhältnis von 80 zu 20% angemischt und bei -20°C kühl gelagert wurde. Dabei 

wurden 500 μl der Lösung anstatt des PFA und des Tritons auf die Zellen gegeben. 

Das Auftreten eines weißlichen Filmes auf den Deckgläschen nach ein paar 

Sekunden spricht für die Aufnahme der Lösung in die Zellen. Nun wurde das 

Deckgläschen aus dem Well entfernt und es folgten drei Waschschritte mit PBS. 
Es schloss sich die 30-minütige Inkubation der Zellen mit dem spezifisch gegen das 

zu untersuchende Protein gerichteten Primärantikörper, von dem 300 μl in jedes 

Well gegeben wurden, an. Nach dreimaligem Waschen mit PBS folgte die 

Inkubation für 30 Minuten mit dem Sekundärantikörper, der den Primärantikörper 
spezifisch erkennen kann und der zusätzlich noch mit Fluoreszenzfarbstoff 

gekoppelt war. Zum Entfernen des nicht gebundenen Antikörpers schlossen sich 

drei Waschschritte in PBS an. Anschließend wurden die Deckgläschen mit 
Mounting Medium, das Dapi zur Darstellung des Zellkerns enthält, auf dem vorher 
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beschrifteten Objektträger eingedeckt. Für die Negativkontrolle wurde die Färbung 

mit einer dem Antikörper-Isotyp entsprechenden sIg-Kontrolle verwendet. 

Für die Darstellung der angefärbten Zellen wurden diese nun mit einem Zeiss Axio 

Mikroskop mit 63x Öl-Immersionsobjektiv unter Verwendung der entsprechenden 

Filter (siehe 2.1.9.) fotografiert. 

 
 
2.9 Densitometrie und Statistik 
 
Zur quantitativen Auswertung der Proteinbanden der Immunoblots wurde von Alpha 

Innotech das Software-Programm FluorChem AlphaEase FC2 zur Durchführung 

densitometrischer Messungen benutzt. 

Der zu messende Bereich der Proteinbande wurde manuell mittels rechteckiger Box 

um die Bande festgelegt und die Anzahl der Grauton-Pixel wurde dann in diesem 

Bereich mittels Densitometrie gemessen. 

Nach Abzug der Hintergrund-Pixel können die gemessenen Pixel als direkt 

proportional zur Proteinmenge angesehen werden, sodass dadurch Rückschlüsse 

auf die vorhandene Proteinmenge in dem gemessenen Bereich gezogen werden 

können. 

Pro Experiment wurden mehrere Versuche durchgeführt und die erhobenen Daten 

gemittelt. Zur statistischen Auswertung wurde die Software Graph Pad Prism 

Version 6.0c. verwendet. Angegeben wurden die Mittelwerte mit 

Standardabweichung. Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs wurde keine 

Normalverteilung angenommen und daher wurde, sofern nicht anders angegeben, 

der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert < 

0,05 angenommen. 

Zusätzlich wurde der ANOVA mit Kurskal-Wallis-Test bei einem Experiment 

angewendet, da mehr als zwei Stichproben vorlagen. 
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1 GLEPP1 interagiert mit Proteinen der Focal adhesions 

 
 
3.1.1 Interaktion von GLEPP1 mit Paxillin 
 
Es wurde in vorherigen Publikationen gezeigt, dass GLEPP1 den Aufbau von Focal 

adhesions und die damit assoziierten Proteine und Bindungspartner beeinflussen 

und folglich Einfluss auf die dynamischen Veränderungen der Focal adhesions 

haben kann. Bereits in Makrophagen wurde dargelegt, dass Paxillin ein wichtiges 

Protein der Focal adhesions ist, sodass wir dies in epithelialen Zellen (HEK 293T 

Zellen) überprüfen wollten. 

Dafür wurden HEK 293T-Zellen mit GFP-markiertem Paxillin und N-terminal sIg.7.- 

markiertem GLEPP1 und GLEPP1 WPA (einer Mutante von GLEPP1) bzw. mit 

leerem sIg.7.-Vektor als Kontrolle cotransfiziert. 

Nach anschließender Co-Immunopräzipitation mit Protein-G-Sepharose 

(Präzipitation von sIg.7) wurden die Proben mittels SDS-Gelelektrophorese 

aufgetrennt und durch Western-Blotting auf eine Membran gebracht. Danach 

erfolgte eine Inkubation mit einem anti-Paxillin-Antikörper. Es konnte gezeigt 

werden, dass Paxillin und GLEPP1 sowie GLEPP1 WPA interagieren (Abb. 1). Im 

Expressionsvergleich wurde der Blot mit anti-human-IgG-Färbung inkubiert und es 

lässt sich eine gleichmäßige Expression für GLEPP1 in allen Ansätzen nachweisen. 
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Abb. 1: GLEPP1 interagiert mit Paxillin. HEK293T-Zellen wurden mit einem Kontrollvektor (sIg.7), 
sIg.7.GLEPP1, einer GLEPP1 Mutante (sIg.7.GLEPP1 WPA) und Paxillin-GFP cotransfiziert. sIg, 
GLEPP1 und GLEPP1 WPA wurden mit Protein-G-Sepharose immunopräzipiert und die 
entstandenen Immunkomplexe mittels SDS-Gelpage aufgetrennt und nach Western-Blotting mit anti- 
Paxillin-Antikörpern inkubiert. Bei gleicher Expression von Paxillin in den Lysaten zeigt sich eine Co- 
Immunopräzipitation von sIg.7.GLEPP1 und sIg.7.GLEPP1 WPA mit Paxillin. 

 

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob Paxillin mit DEP1-HA (Protein 

Tyrosin Phosphatase J) interagiert. DEP1-HA ist eine weitere Phosphatase aus der 

gleichen Familie der Tyrosin-Phosphatasen, zu der auch GLEPP1 gehört, die mit 

dem HA-Vektor markiert wurde. Ziel der Untersuchung war es, die Spezifität der 

Interaktion zwischen GLEPP1 und Paxillin aufzuzeigen. 

Dafür wurden HEK293T-Zellen mit einem Ansatz von GFP-markiertem Paxillin und 

DEP1-HA inkubiert. Als Kontrollansatz wurde F.GFP verwendet. Nach der 

folgenden Co-Immunopräzipitation unter Inkubation mit einem Paxillin-Antikörper 

und anschließender Verwendung von Protein-G-Sepharose folgten die SDS- 

Gelelektrophorese und Western-Blotting mit einem HA-Antikörper. Es konnte keine 

Interaktion zwischen DEP1-HA und Paxillin nachgewiesen werden (Abb. 2). 

Dieses Experiment legt daher die Vermutung nahe, dass die Interaktion zwischen 

GLEPP1 und Paxillin spezifisch ist. 
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Abb. 2: Paxillin interagiert nicht mit DEP1-HA. HEK293T-Zellen wurden mit einem Kontrollvektor 
(F.GFP), Paxillin-GFP und DEP1-HA cotransfiziert. Paxillin wurde mit einem Paxillin-Antikörper für 
eine Stunde inkubiert und mit Protein-G-Sepharose immunopräzipiert. Der entstandene 
Immunkomplex wurde mittels SDS-Gelpage aufgetrennt und nach Western-Blotting mit einem HA- 
Antikörper inkubiert. Bei gleichmäßiger Expression von DEP1-HA zeigt Paxillin keine Interaktion mit 
DEP1-HA. Die Expression von Paxillin-GFP wurde durch Färbung mit einem Paxillin-Antikörper 
überprüft. 

 

Es konnte gezeigt werden, dass GLEPP1 ein spezifischer Interaktionspartner von 

Paxillin ist. Da Paxillin multiple Domänen zur Bindung von unterschiedlichen 

Interaktionspartnern zur Rekrutierung und Signalweitergabe besitzt, stellte sich die 

Frage nach der näheren Charakterisierung der Interaktionsstelle auf Seiten von 

GLEPP1. Dafür wurden zunächst GLEPP1-Truncations, die als Plasmide 

unterschiedliche Aminosäure-Abschnitte des kompletten GLEPP1-Plasmids 

darstellen, generiert (sIg.7.GLEPP1 843-1217 entspricht dem kompletten 

zytoplasmatischen Anteil von GLEPP1, sIg.7.GLEPP1 843-936, sIg.7.GLEPP1 

843-1197, sIg.7.GLEPP1 936-1197, sIg.7.GLEPP1 936-1217, sIg.7.GLEPP1 1197- 

1217) (Abb. 3). Diese GLEPP1-Truncations stellen verkürzte Formen des 

zytoplasmatischen GLEPP1-Abschnittes dar (Abb. 3). 
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Abb. 3: GLEPP1-Truncations. Die Abbildung zeigt in der oberen Zeile den zytoplasmatischen Anteil 
von GLEPP1 mit der Phosphatase Region (PTP-Region) und darunter die Truncations 1-5 mit 
Beschreibung der Länge anhand ihrer Aminosäuren. 

 

Die N-terminal sIg.7.-markierten GLEPP1-Truncations wurden in separaten 

Ansätzen mit GFP-markiertem Paxillin in HEK 293T-Zellen cotransfiziert. Nach der 

durchgeführten Co-Immunopräzipitation mittels Protein-G-Sepharose, SDS- 

Gelelektrophorese, Western Blot und anschlieβender Inkubation mit einem Paxillin- 

Antikörper zeigte sich eine Interaktion von GLEPP1 und Paxillin-GFP an Truncation 

2 (AA 843-1197) und Truncation 5 (AA 1197-1217) (Abb. 4). 
 
 
 

 
Abb. 4: Eingrenzung der GLEPP1-Paxillin-Interaktion. HEK293T-Zellen wurden mit einem 
Kontrollvektor (sIg), den verschiedenen GLEPP1-Truncations (sIg.7.GLEPP1 843-936, 
sIg.7.GLEPP1 843-1197, sIg.7.GLEPP1 936-1197, sIg.7.GLEPP1 936-1217, sIg.7.GLEPP1 1197- 
1217) und jeweils Paxillin-GFP cotransfiziert. Die Truncations wurden mit Protein-G-Sepharose 
immunopräzipiert. Die entstandenen Immunkomplexe wurden mittels SDS-Gelpage aufgetrennt und 
nach Western-Blotting mit einem Paxillin-Antikörper inkubiert. Bei GLEPP1 und den Truncations 2 
und 5 zeigte sich ein starkes Signal im Western Blot, wohingegen die anderen Truncations nicht mit 
Paxillin interagieren. Unten: Lysate zum Nachweis der gleichmäßigen Paxillin-Expression. 
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3.1.2 Keine Interaktion von GLEPP1 mit FAK 
 
Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Focal adhesions ist FAK (focal adhesion 

associated kinase). Daher wollten wir untersuchen, ob auch GLEPP1 eine 

Interaktion mit FAK eingeht. 

Dafür wurden HEK 293T-Zellen mit FAK-GFP und sIg.7.GLEPP1 bzw. sIg.7. als 

Kontrolle cotransfiziert. Anschließend erfolgte die Co-Immunopräzipitation mittels 

SDS-Gelpage und Western Blot. Durch die Inkubation mit einem FAK-Antikörper 

konnte keine Interaktion zwischen GLEPP1 und FAK-GFP detektiert werden (Abb. 

5). 
 
 
 
 

 
Abb. 5: GLEPP1 interagiert nicht mit FAK. HEK293T-Zellen wurden mit einem Kontrollvektor 
(sIg.7), sIg.7.GLEPP1 und jeweils FAK-GFP cotransfiziert. sIg und sIg.7.GLEPP1 wurde mit Protein- 
G-Sepharose immunopräzipiert und die entstandenen Immunkomplexe mittels SDS-Gelpage 
aufgetrennt und nach Western-Blotting mit einem FAK-Antikörper inkubiert. Es findet keine 
Interaktion zwischen sIg.7.GLEPP1 und FAK-GFP statt. Unten: Lysate zum Nachweis der 
gleichmäßigen FAK-Expression. 

 
 
3.2 Modulatoren der GLEPP1-Paxillin-Interaktion 

 
 
3.2.1 Mögliche Verstärkung der Interaktion von GLEPP1 und 

Paxillin durch FAK 
 
FAK (focal adhesion associated kinase) nimmt als zytosolische Tyrosinkinase eine 

zentrale Rolle in der Plastizität der Focal adhesions ein. Obwohl keine direkte 

Interaktion für GLEPP1 und FAK gezeigt werden konnte, sollte überprüft werden, 

ob FAK Einfluss auf die Bindung von GLEPP1 und Paxillin hat. Da keine direkte 

Bindung zwischen GLEPP1 und FAK gezeigt werden konnte, stellten wir die 
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Hypothese auf, dass FAK aufgrund der Fähigkeit der direkten Phosphorylierung von 

Paxillin Einfluss auf die Interaktion zwischen GLEPP1 und Paxillin nehmen könnte. 

Daher führten wir eine Co-Immunopräzipitation mit Paxillin-GFP und jeweils 

sIg.7.GLEPP1 bzw. sIg.7. mit FAK-GFP bzw. dem Kontrollvektor durch. 

Nach Präzipitation von sIg.7., SDS-Gelelektrophorese, Western Blot und 

anschlieβender Inkubation mit einem Paxillin-Antikörper ließ sich eine verstärkte 

Interaktion zwischen GLEPP1 und Paxillin in Anwesenheit von FAK vermuten, dies 

konnte jedoch nicht als statistisch signifikant nachgewiesen werden (Abb. 6). 
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Abb. 6: Beeinflussung der Interaktion zwischen GLEPP1 und Paxillin durch FAK. 6.1. 
HEK293T-Zellen wurden mit einem Kontrollvektor (sIg.7), sIg.7.GLEPP1 und FAK- GFP oder dem 
Kontrollvektor und jeweils Paxillin-GFP cotransfiziert. sIg.7 und sIg.7.GLEPP1 wurden mit Protein- 
G-Sepharose immunopräzipiert und die entstandenen Immunkomplexe mittels SDS-Gelpage 
aufgetrennt und nach Western-Blotting mit einem Paxillin-Antikörper inkubiert. Es zeigt sich eine 
verstärkte Interaktion von sIg.7.GLEPP1 und Paxillin-GFP in Anwesenheit von FAK. Unten: Lysate 
zum Nachweis der gleichmäßigen Paxillin-Expression. 6.2. Die Ergebnisse von drei unabhängig 
voneinander durchgeführten Experimenten wurden densitometrisch ausgewertet und die Werte als 
Quotient der IP-Werte durch die Lysat-Werte (IP/Lysat) grafisch dargestellt. Die statistische 
Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test (MWU-Test), n=3, p=0,7, MW = 1,92 +/-0,923. 

 
 
3.2.2 Abschwächung der Interaktion von GLEPP1 und Paxillin 

durch Src-Inhibition 
 
In den durchgeführten Versuchen zeigte sich, wenn auch nicht statistisch signifikant 

nachweisbar, dass die Interaktion von GLEPP1 und Paxillin unter FAK zunimmt. 

Zusätzlich beeinflusst Paxillin nach seiner Aktivierung durch Phosphorylierung 

entweder durch FAK direkt oder über Src-Kinasen die Zellmotilität. Daher wurde die 

Hypothese aufgestellt, dass unter einer Hemmung der Src-Kinasen durch PP2, 
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einem spezifischen Tyrosin-Kinase–Inhibitor, die Interaktion beeinflusst werden 

könnte. 

Hierfür wurden HEK 293T-Zellen mit Paxillin-GFP und sIg.7.GLEPP1 bzw. sIg.7. als 

Kontrolle cotransfiziert. Eine Stunde vor der Ernte erfolgte die Zugabe von 10 μM 

PP2 zu einem Ansatz mit sIg.7.GLEPP1 und dem Kontrollvektor. Nach der Co- 

Immunopräzipitation mittels Protein-G-Sepharose, SDS-Gelelektrophorese und 

Western Blot erfolgte die Inkubation mit einem Paxillin-Antikörper. Durch die 

Hemmung der Src-Kinasen durch PP2 ließ sich eine abgeschwächte Interaktion 

zwischen GLEPP1 und Paxillin nachweisen, die sich jedoch nicht als statistisch 

signifikant darstellen ließ (Abb. 7). Dies legt jedoch die Vermutung nahe, dass die 

Interaktion von GLEPP1 und Paxillin durch Tyrosin Kinasen (Src-Kinasen) positiv 

beeinflusst werden kann. 
 
 
 
 

 
Abb. 7: Die Interaktion zwischen GLEPP1 und Paxillin wird durch PP2 (Tyrosin-Kinase- 
Inhibitor) abgeschwächt. HEK293T-Zellen wurden mit einem Kontrollvektor (sIg.7.), sIg.7.GLEPP1 
und jeweils Paxillin-GFP cotransfiziert. Eine Stunde vor Zellernte erfolgte die Zugabe von 10 μM 
PP2, einem Src-Kinase-Inhibitor. sIg.7. und sIg.7.GLEPP1 wurde mit Protein-G-Sepharose 
immunopräzipiert und die entstandenen Immunkomplexe mittels SDS-Gelpage aufgetrennt und nach 
Western-Blotting mit Paxillin-Antikörper inkubiert. Im Westernblot zeigt sich eine verminderte 
Interaktion von GLEPP1 und Paxillin unter der Zugabe von PP2. Unten: Lysate zum Nachweis der 
gleichmäßigen Paxillin-Expression. 

 
 
3.2.3 Abgeschwächte Interaktion mit Paxillin als Folge der 

Hemmung von GLEPP1 durch Salicylsäure 
 
Salicylsäure-Derivate hemmen die Phosphatase-Aktivität von GLEPP1 (129). Um 

die Inhibition der Phosphataseaktivität von GLEPP1 zu untersuchen, setzten wir 
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Salicylsäure als Inhibitor ein. Zunächst sollte die Interaktion von GLEPP1 mit Paxillin 

unter Inhibition der Phophataseaktivität von GLEPP1 beleuchtet werden. 

Es wurden HEK 293T-Zellen mit Paxillin-GFP und sIg.7.GLEPP1, 

sIg.7.GLEPP1.WPA bzw. sIg.7. als Kontrolle cotransfiziert. Eine Stunde vor der 

Ernte erfolgte die Zugabe von 10 mM Salicylsäure zu je einem Ansatz mit GLEPP1 

oder der WPA-Mutante. 

Anschließend wurde die Co-Immunopräzipitation wie unter 2.8. beschrieben 

durchgeführt. Die Inkubation mit einem gegen Paxillin gerichteten Antikörper wies 

die Interaktion von GLEPP1 und Paxillin nach. 

Wie in Abb. 8 gezeigt werden konnte, kam es zu einer Abschwächung dieser 

Interaktion unter Einfluss von Salicylsäure, die jedoch statistisch nicht signifikant 

war. 
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Abb. 8: Die Interaktion zwischen GLEPP1 und Paxillin wird durch Salicylsäure (Phosphatase- 
Inhibitor) abgeschwächt. 8.1. HEK293T-Zellen wurden mit einem Kontrollvektor (sIg.7.), 
sIg.7.GLEPP1, sIg.7.GLEPP1 WPA und jeweils Paxillin-GFP cotransfiziert. Eine Stunde vor 
Zellernte erfolgte die Zugabe von 10 mM Salicylsäure, einem Phosphatase-Inhibitor. sIg.7., 
sIg.7.GLEPP1 und sIg.7.GLEPP1 WPA wurden mit Protein-G-Sepharose immunopräzipiert und die 
entstandenen Immunkomplexe mittels SDS-Gelpage aufgetrennt und nach Western-Blotting mit 
Paxillin-Antikörper inkubiert. Im Westernblot ließ sich eine verminderte Interaktion von 
GLEPP1/GLEPP1 WPA und Paxillin unter der Zugabe von Salicylsäure vermuten. 8.2. Die 
Ergebnisse von vier unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten wurden densitometrisch 
ausgewertet und die Werte als Quotient der IP-Werte durch die Lysat-Werte (IP/Lysat) grafisch 
dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels ANOVA (Kruskal-Wallis-Test), n=4, Kontrolle 
(GLEPP1) vs. GLEPP1+SS: p=0,36, MW = 0,85 +/-0,47. Kontrolle (GLEPP1 WPA) vs. GLEPP1 
WPA+SS: p=0,03, MW = 0,54+/-0,22, * = p ≤ 0,05. 
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3.3 Die Rolle von GLEPP1 für die zytoskelettale Architektur der 
Zelle 

 
 
3.3.1 GLEPP1 hat keinen Einfluss auf die Modulation des 

Aktinzytoskeletts 
 
Für GLEPP1 sind je nach Organsystem unterschiedliche spezifische Funktionen 

bekannt. In GLEPP1-knock-out-Mäusen wurde gezeigt, dass eine fehlende 

Expression von GLEPP1 zu strukturellen Veränderungen der Fußfortsätze 

(Verklumpung, Verlust der oktopoiden Struktur) führt und somit die dynamische 

Regulation der podozytären Fußfortsätze beeinflusst. Daher sollte die potentielle 

Rolle von GLEPP1 auf das Aktinzytoskelett und die Zellstruktur untersucht werden. 

Hierfür wurden Cos7-Zellen, die GLEPP1 oder den Kontrollvektor (sIg) exprimierten, 

verwendet. Die Zellen wurden entweder mittels der Methanol-Aceton- Methode oder 

durch Zugabe von Paraformaldehyd und Triton Lysispuffer permeabilisiert und 

fixiert, mit unterschiedlichen Antikörpern inkubiert und anschließend folgte das 

Eindeckeln auf dem Objektträger mittels Mounting-Medium. Zur Darstellung des 

möglichen Einflusses von GLEPP1 auf das Aktinzytoskelett wurden diese jeweils 

unterschiedlich angefärbt. Die Anfärbung von GLEPP1 erfolgte mittels eines FITC-

markiertem anti-human-IgG. Um das Zytoskelett fluoreszenz-mikroskopisch 

darstellen zu können, wurde Phalloidin Texas Red verwendet, der spezifisch die 

Aktinfilamente rot anfärbt. Zur Detektierung des möglichen Einflusses von GLEPP1 

auf Veränderungen des Aktinzytoskelettes wurden Zellen, die den Kontrollvektor sIg 

exprimierten, mit denen, die GLEPP1 exprimierten, verglichen. Es zeigte sich 

jedoch kein Einfluss von GLEPP1 auf den zytoskelettalen Aufbau der Zellen. Die 

Anfärbung von GLEPP1 ließ kleine wabenartige Strukturen mit Darstellung von 

kleineren zytosolischen Ansammlungen erkennen. Je nach Motilität der Zelle lagen 

diese entweder näher am Nucleolus oder aber an den Ausläufern der Zelle. 
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9.1. 

9.2.  
 
Abb. 9: Keine Beeinflussung des Aktinzytoskeletts durch GLEPP1. 9.1.: Anfärbung von Cos7- 
Zellen, die sIg als Kontrollvektor exprimieren, mit anti-human-IgG-FITC (grün) und des 
Aktinzytoskeletts durch Phalloidin (rot). Mittig ist der Merge zur Darstellung beider Färbungen 
gemeinsam gezeigt. 9.2.: Anfärbung von Cos7-Zellen zur Darstellung des exprimierten GLEPP1 
durch anti-human-IgG-FITC (grün) und des Aktinzytoskeletts durch Phalloidin (rot). Mittig der Merge 
zur Darstellung der Lokalisation von GLEPP1 am zytoskelettalen Aktin. Mikroskop: Zeiss Axio 
Observer Z1, Objektive: EC Plan-Neofluar 63x/1,25 Oil (Endvergrößerung 78,75). 

 
 
3.3.2 GLEPP1 colokalisiert nicht mit Proteinen der Focal 

adhesions 
 
Da GLEPP1, wie in den vorherigen Ergebnissen aufgeführt, mit Paxillin, einem 

Focal-adhesion-assoziiertem Protein, interagiert, wollten wir untersuchen, ob 

GLEPP1 in den Focal adhesions, die wichtig für das Anheften der Zelle an die 

extrazelluläre Matrix, aber auch die Migration sind, lokalisierbar ist. 

GLEPP1-exprimierende Cos7-Zellen wurden dafür nach Permeabilisierung und 

Fixierung durch die Methanol-Aceton-Methodik und anschließender Inkubation mit 

anti-human-IgG-FITC (grün) dargestellt. Zusätzlich wurden die Focal adhesions 

durch die Anfärbung mit anti-4G10 (Phosphotyrosin) und dem Sekundär-Antikörper 

anti-Maus Alexa 555 (rot) veranschaulicht. Des Weiteren wurde FAK durch anti- 

FAK und den sekundären Antikörper anti-rabbit Alexa 594 (blau) angefärbt. So 

konnte die Focal adhesion detektiert werden. Im anschließend durchgeführten 

Merge konnte eine Colokalisation von FAK in den Focal adhesions gezeigt werden, 

die sich durch das überlappende Anfärben der Focal adhesions (pink) darstellte. 

GLEPP1 jedoch konnte nicht mit diesen colokalisiert werden. 
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10.1. 

 

10.2. 
 
Abb. 10: GLEPP1 kann nicht in den Focal adhesions lokalisiert werden. 10.1.: Anfärbung von 
Cos7-Zellen, die sIg als Kontrollvektor exprimieren, mit anti-human-IgG-FITC (grün), der FAK (focal 
adhesion associated kinase) durch den primären Antikörper anti-FAK und sekundär durch anti-rabbit 
Alexa 594 (blau) und von Phosphotyrosin als Marker für die Focal adhesions (rot). Der Merge zeigt, 
dass FAK an den Focal adhesions colokalisierbar ist, jedoch Ig nicht. 10.2.: Anfärbung von Cos7- 
Zellen, die GLEPP1 exprimieren, mit anti-human-IgG-FITC (grün), der FAK durch den primären 
Antikörper anti-FAK und sekundär durch anti-rabbit Alexa 594 (blau) und von Phosphotyrosin als 
Marker für die Focal adhesions (rot). Der Merge zeigt, dass FAK an den Focal adhesions 
colokalisierbar ist (pink), jedoch GLEPP1 nicht in den Focal adhesions detektierbar ist. Mikroskop: 
Zeiss Axio Observer Z1, Objektive: EC Plan-Neofluar 63x/1,25 Oil (Endvergrößerung 78,75). 

 
 

3.3.3 GLEPP1 führt zur verstärkten Ausbildung von Focal 
adhesions 

 
GLEPP1 konnte nicht in den Focal Adhesions lokalisiert werden, jedoch stellten wir 

uns die Frage, ob GLEPP1 trotzdem die Ausbildung dieser beeinflussen könnte. 
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Dafür wurden GLEPP1 und sIg-exprimierende Cos7-Zellen mittels der Methanol- 

Aceton-Methodik fixiert sowie permeabilisiert. Anschließend wurden die 

Immunfluoreszenz-Färbungen von den Focal adhesions durch anti-4G10 

(Phosphotyrosin) und den Sekundär-Antikörper anti-mouse Alexa 555 (rot) und von 

GLEPP1 bzw. dem Kontrollvektor durch anti-human-IgG-FITC (grün) angefertigt. 

Die Ergebnisse in Abb. 11 zeigten, dass GLEPP1-exprimierende Zellen eine 

erhöhte Anzahl an Focal adhesions aufweisen. 
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Abb. 11: GLEPP1 führt zur verstärkten Ausbildung von Focal adhesions. 11.1.: Anfärbung von 
Cos7-Zellen, die sIg als Kontrollvektor exprimieren, mit anti-human-IgG-FITC (grün) und von 
Phosphotyrosin als Marker für die Focal adhesions (rot). Mittig der Merge zur Darstellung beider 
Färbungen gemeinsam. 11.2.: Anfärbung von Cos7-Zellen zur Darstellung des exprimierten 
GLEPP1 durch anti-human-IgG-FITC (grün) und Phosphotyrosin als Marker für die Focal adhesions 
(rot). Mittig der Merge zur Darstellung der Lokalisation von GLEPP1 an den Focal adhesions. 
Mikroskop: Zeiss Axio Observer Z1, Objektive: EC Plan-Neofluar 63x/1,25 Oil. 11.3.: Graphische 
Darstellung der Anzahl der Focal adhesions in Cos7-Zellen, die sIg als Kontrollvektor oder GLEPP1 
exprimieren. Auf der x-Achse sind jeweils die Expression von sIg (Kontrolle) und GLEPP1 und auf 
der y-Achse die Anzahl der Focal adhesions dargestellt. Unter dem Einfluss von GLEPP1 kommt es 
zur verstärkten Ausbildung von Focal adhesions in Cos7-Zellen. n=16, p= 0,0122, *. 
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4 Diskussion 
 

4.1 Übersicht 
 
Wesentlich für die Ultrafiltration des Plasmas ist der glomeruläre Filter, der aus drei 

Schichten aufgebaut ist: dem gefensterten Endothel der Kapillarschlingen, der 

Basalmembran und der Schlitzmembran, die durch die Fußfortsätze der Podozyten 

gebildet wird (131). 

Bezüglich des genauen Aufbaues der Schlitzmembran, insbesondere der 

interagierenden Proteine, wurden in den letzten Jahren viele neue Erkenntnisse 

gewonnen. 

Daraus resultierte ein neues Verständnis der Pathogenese vieler mit einer 

Proteinurie assoziierten Nierenerkrankungen (127). 

Zusätzlich hat sich durch verschiedene Publikationen das alte Bild des glomerulären 

Filters als statisches Konstrukt dahingehend verändert, dass durch die 

Beweglichkeit der podozytären Fußfortsätze der glomeruläre Filter eher als 

dynamisches Modell anzusehen ist. 

Daher sollten in dieser Arbeit die Interaktion spezifischer Proteine der 

Schlitzmembran und zum anderen die Struktur und Funktion des Podozyten im 

Rahmen eines dynamischen Konstruktes untersucht werden. 

In Zellkulturmodellen wurde gezeigt, dass GLEPP1 mit Paxillin, einem Protein der 

Focal adhesions, das für die Zellmigration und -stabilität zuständig ist, interagiert 

(56, 91, 132). Zusätzlich scheint diese Interaktion durch FAK (focal adhesion 

associated kinase) gestärkt zu werden. Da Paxillin nach seiner Aktivierung durch 

Phosphorylierung entweder durch FAK direkt oder über Src-Kinasen die Zellmotilität 

beeinflusst, wurde die Hypothese aufgestellt, dass unter einer Hemmung der Src- 

Kinasen durch PP2, einem spezifischen Tyrosin-Kinase-Inhibitor, die Interaktion 

beeinflusst werden könnte (95). Dies ließ sich auch in den durchgeführten 

Versuchen nachweisen, jedoch aufgrund der niedrigen n-Zahl nicht als statistisch 

signifikant. Das Gleiche zeigte sich auch bezüglich der durch die Hemmung von 

GLEPP1 durch Salicylsäure geminderten Interaktion mit Paxillin. Somit konnte ein 

weiterer Einflussfaktor für die Zellmotilität dargestellt werden (129). 

In den durchgeführten Immunfluoreszenzen wurde durch Darstellung von GLEPP1 
und unterschiedlichen Zellkomponenten deutlich, dass GLEPP1 keinen Einfluss auf 
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das Aktinzytoskelett hat und auch nicht mit Proteinen der Focal adhesions 

colokalisiert, jedoch zu einer verstärkten Ausbildung der Focal adhesions führt (57). 
 
 

4.2 Relevanz des podozytären Proteins GLEPP1 für die 
Entstehung einer Proteinurie 

 
GLEPP1, das zu den Rezeptortyrosinphosphatasen gehört, wird auf der apikalen 

Zellmembran von Podozyten exprimiert (44). 

Es wird in unterschiedlichen Organen exprimiert und übernimmt je nach 

Organsystem unterschiedliche Aufgaben (43, 44, 46). In der Niere dient es unter 

anderem als Marker für die glomeruläre Schädigung bei unterschiedlichen 

Nierenerkrankungen, wie der IgA-Nephropathie, dem idiopathischen nephrotischen 

Syndrom, unterschiedlichen Formen der fokal segmentalen Glomerulosklerose und 

der Minimal-Change Glomerulonephritits (14, 36, 49-52). Ozaltin et al. bestätigten 

2011, dass es durch eine Mutation des Gens, das für GLEPP1 kodiert, zu der 

Ausbildung des nephrotischen Syndroms in der Kindheit kommt (36). Histologisch 

konnte bei zwei Indexpatienten eine Minimal-Change Erkrankung bzw. eine fokal 

segmentale Glomerulosklerose gesichert werden. Aus tierexperimentellen 

Versuchen mit GLEPP1 defizienten Mäusen ist zudem bekannt, dass GLEPP1- 

defiziente Mäuse verkürzte und verplumpte Fußfortsätze aufweisen (130). Bei 

GLEPP1 defizienten Mäusen im Alter von 6-8 Wochen konnten jedoch keine 

Unterschiede in der Proteinurie im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren gefunden 

werden. 

 
Zwischenzeitlich wurde in Arbeiten aus der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt, dass 

GLEPP1-defiziente Mäuse im Alter von 6 Monaten eine Eiweißausscheidung im 

Mikroalbuminuriebereich entwickeln. Histologisch fällt hier zudem eine 

Verschmelzung der podozytären Fußfortsätze in bestimmten Arealen des 

Glomerulums auf. Weitere tierexperimentelle Daten unterstützen die Wichtigkeit von 

GLEPP1 für die Integrität des Podozyten. Im Modell der PAN-induzierten Nephritis 

fällt eine verminderte GLEPP1 Expression bei verplumpten und reduzierten 

Fußfortsätzen auf (133). 
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Somit weisen die oben genannten Erkenntnisse aus humanen und 

tierexperimentellen Studien einvernehmlich darauf hin, dass GLEPP1 für die 

Integrität des Podozyten unter physiologischen als auch pathophysiologischen 

Umständen essenziell ist. Insbesondere scheint der Verlust von GLEPP1 mit dem 

podozytären Zytoskelett zu interferieren (verplumpte und verkürzte Fussfortsätze in 

GLEPP1-defizienten Mäusen) (130). Ziel dieser Arbeit war es daher, die molekulare 

Funktion von GLEPP1 für das podozytäre Zytoskelett zu identifizieren. 

 
Das Konstrukt des glomerulären Filters erwies sich als dynamisches Modell, in dem 

den podozytären Fußfortsätzen eine wichtige Rolle zugeschrieben wird. Für die 

Beweglichkeit der Fußfortsätze ist das Zusammenspiel mehrerer Proteine 

notwendig, die die Focal adhesions bilden und die die Verbindung der Zelle zur 

extrazelluären Matrix darstellen (134). Daher sollte in dieser Arbeit unter anderem 

den Einfluss von GLEPP1 auf die Focal adhesions und damit auf die 

Migrationsfähigkeit der Zellen untersucht werden. 

 
 
4.3 Bedeutung und Modulation von Focal adhesions im 

Podozyten durch GLEPP1 
 

4.3.1 Podozyten und Focal adhesions 
 
In Podozyten kommt den Focal adhesions eine bedeutende Aufgabe als 

Bindungselement zur extrazellulären Matrix (EZM) zu. Dies erfolgt über das 

zytoskelettale Aktin der Fußfortsätze (70). 

Die Focal adhesions sorgen dafür, dass der Podozyt seine Rolle als 

Filtrationsbarrierenelement effektiv wahrnehmen kann und für einen intakten Filter 

sorgt. 

Die Focal adhesions adaptieren sich dynamisch an die unterschiedlichen 

sensorischen und mechanischen Krafteinwirkungen, die auf den Podozyten 

einwirken. Des Weiteren sind sie für das migratorische Verhalten der Podozyten 

verantwortlich, denn nur durch das Zusammenspiel des Auf- und Abbaus der Focal 

adhesions an unterschiedlichen Stellen der Zelle kann es zur gerichteten Migration 

kommen (134). 
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Daher sorgt eine Veränderung der Focal adhesions im Sinne einer Auflösung und 

Veränderung der Zusammensetzung für eine veränderte Struktur des Podozyten 

und führt zu einer Beeinflussung der Dynamik desselben. 

Mehr als 180 Proteine bilden in dem Podozyten die Focal adhesions, die den 

Podozyten an die extrazelluläre Matrix über das Integrin-Clustierung binden (135). 

Eine wichtige Kinase ist unter anderem FAK (focal adhesion associated kinase), die 

im Rahmen der Podozytenschädigung aktiviert wird. In Mausmodellen konnte 

gezeigt werden, dass durch die Hemmung von FAK die Podozyten vor einem 

glomerulären Schaden geschützt wurden und die Tiere keine Proteinurie 

entwickelten (136). Zusätzlich konnte dargestellt werden, dass es in durch 

Doxorubicin verletzten Podozyten zu einer Veränderung der Focal adhesions 

kommt und somit die zytoskelettale Struktur bis hin zur Fußfortsatzverflachung 

verändert wird (137). 

Somit stellen die Focal adhesions einen zentralen, beeinflussbaren Punkt für die 

Dynamik des Podozyten dar. Aufgrund dieser Tatsache sollte untersucht werden, in 

wieweit GLEPP1 die Migration über die Beeinflussung der Focal adhesions steuern 

kann. 

 
 
4.3.2 GLEPP1 und die Beeinflussung Focal adhesions- 

assoziierter Proteine 
 
Um den Einfluss von GLEPP1 auf die Focal adhesions nachzuweisen, galt es, die 

Interaktionen von GLEPP1 mit Focal adhesion-assoziierten Proteinen (unter 

anderem Paxillin und FAK) darzustellen. 

Paxillin ist ein 68-70 kDa großes Protein, das in den Focal adhesions exprimiert 

wird, dort eine wichtige Rolle als Adapterprotein einnimmt und somit den 

dynamischen Wechsel bei der Zelladhäsion, dem zytoskelettalen Rearrangement 

und der Genexpression, die wichtig für die Migration und das Überleben der Zelle 

sind, kontrolliert (73). 

 
In Makrophagen konnte die Interaktion von GLEPP1 und Paxillin schon aufgezeigt 

werden. PTP-PEST (protein tyrosine phosphatase PEST), ein verkürztes Homolog 

von GLEPP1, bindet an die LIM3 und 4 Domäne von Paxillin und reguliert darüber 
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die Zellausbreitung, Migration und Protrusion durch Modulation der Rac1 und RhoA 

Aktivität (91-93). 

Da sich Makrophagen jedoch in ihrer Morphologie und ihrem Verhalten stark von 

epithelialen Zellen unterscheiden, untersuchten wir die Interaktion auch in 

epithelialen Zellen. Mittels Immunpräzipitation und anschließendem Western- 

Blotting konnte die Interaktion zwischen GLEPP1 und Paxillin in HEK293T-Zellen 

nachgewiesen werden. Weiterführend konnten durch Truncation-Mapping die 

Aminsosäuresequenzen AA 843-1197 (Truncation 2) und AA 1197-1217 

(Truncation 5) als Interaktionsstellen von Paxillin mit GLEPP1 detektiert werden. Die 

Truncation 2 beeinhaltet die Phosphatasedomäne. Weitere Domänen wurden 

bisher im GLEPP1 C-Terminus nicht beschrieben. Diese Beobachtung lässt den 

Schluss zu, dass diese beiden GLEPP1-Domänen notwendig für die GLEPP1- 

Paxillin-Bindung sind. Die anderen GLEPP1-Truncations zeigten 

überraschenderweise jedoch keine Interaktion mit Paxillin-GFP, obwohl Truncation 

2 die Truncations 1 (AA 843-936) und 3 (AA 936-1197) beinhaltet und Truncation 5 

einen Teil der Truncation 4 (AA 936-1217) bildet. 

Dies legt den Verdacht nahe, dass möglicherweise zwei Bindungsstellen 

(Truncation 2 und 5) vorhanden sein müssen, damit eine spezifische Bindung 

stattfinden kann. Alternativ liegt eine regulatorische Domäne vor, die die 

Bindungsdomäne moduliert. 

Eine Interaktion zwischen GLEPP1 und FAK als Bestandteil der Focal adhesions 

konnte nicht nachgewiesen werden. Jedoch wurde der positive Einfluss von FAK 

auf die Bindung von Paxillin und GLEPP1 in Makrophagen beschrieben (58). Dieses 

konnte auch in epithelialen Zellen (HEK293T) nachgewiesen werden, jedoch 

bislang aufgrund einer niedrigen n-Zahl als nicht statistisch signifikant, sodass 

weitere Versuche erfolgen sollten. 

Möglicherweise kommt es durch die Phosphorylierung von Paxillin durch FAK zur 

Ausbildung der möglichen Bindungsstelle zwischen GLEPP1 und Paxillin. Diese 

Vermutung müsste jedoch durch weitere Versuche bestätigt werden. 

Gobert et al. zeigten in Makrophagen, dass durch Inhibierung von PTPRO durch 

Salicylsäure-Derivate die Chemotaxis aufgrund von Hemmung der 

Dephosphorylierung von Paxillin und Syk1 blockiert wird (129). 

Daran anlehnend konnten wir darlegen, dass durch Hinzugabe von Salicylsäure die 

Interaktion von GLEPP1 und Paxillin geschwächt wird und somit auch das 
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Migrationsverhalten beeinflusst werden könnte. Dies sollte in weiteren Versuchen 

bestätigt werden. 

 
Ein wichtiger Interaktionspartner von Paxillin sind die Src-Kinasen, die Paxillin direkt 

oder indirekt über Phosphorylierung aktivieren können. Src-Kinasen sind in der 

Lage, so weitere für die Ausbildung der Focal adhesions wichtige Proteine zu 

aktivieren und zu rekrutieren (82). GLEPP1 könnte daher als Phosphatase diese 

unterschiedlichen Mechanismen beeinflussen. Daher galt es zu untersuchen, 

inwieweit die Interaktion von GLEPP1 und Paxillin durch die Hemmung der Src- 

Kinasen beeinflusst werden könnte. 

Es wurde deutlich, dass es durch Hemmung mittels PP2, einem Src-Kinase- 

Inhibitor, zu einer geschwächten Interaktion kommt, was jedoch aufgrund der 

geringen Versuchsanzahl nicht statistisch ausgewertet werden konnte, jedoch die 

Vermutung nahelegt, dass die Interaktion von GLEPP1 und Paxillin Src-abhängig 

ist. 

Diese Annahme wird durch Daten von Harder et al. unterstützt, die zeigen konnten, 

dass in Epidermoid-Karzinom-Zellen die erhöhte Expression von PTPalpha, einer 

Rezeptorthyrosin-Phosphatase, verwandt mit GLEPP1, zu einer erhöhten 

Expression von Src-Kinasen führt und Paxillin in erhöhtem Maße in seiner 

phosphorylierten Form vorliegt (138). 

Wiggins et al. stellten dar, dass es in GLEPP1 defizienten Mäusen zu einer 

Veränderung der Fußfortsätze im Sinne einer Verplumpung und Verkürzung kommt 

und somit zu vermuten ist, dass Veränderungen in der GLEPP1-Expression eine 

Veränderung der Adhäsion an der glomerulären Basalmembran (GBM) zur Folge 

haben kann (19). Diese Veränderung kann unter anderem durch die Beeinflussung 

der Focal adhesions, die in den podozytären Fußfortsätzen sitzen und die 

Verbindung zur GBM darstellen, zustande kommen. Somit wollten wir die Rolle von 

GLEPP1 für die Migration und die Beeinflussung der Focal adhesions in weiteren 

Experimenten untersuchen, denn auch in der Arbeit von Whang et al. wurde gezeigt, 

dass eine gewisse basale Beweglichkeit der podozytären Fußfortsätze zur 

Aufrechterhaltung eines intakten Filters notwendig zu sein scheint, sodass 

diesbezüglich die Rolle von GLEPP1 gegebenenfalls als migrationskoordinierend 

einzuschätzen ist. Extreme wie eine statische Rolle des Podozyten oder auch die 
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Hypermobilität scheinen eine Fußfortsatz-Veränderung herbeizurufen, die sich 

negativ auf die Filtrationsbarriere auswirkt (121). 

 
 
4.4 Einfluss von GLEPP1 auf die Migration im Allgemeinen 

 
 
Es konnte in tierexperimentellen Versuchen aufgezeigt werden, dass PTPRO 

(protein tyrosine phosphatase receptor typ O), Synonym für GLEPP 1, einen 

Einfluss auf die Chemotaxis von Neutrophilen, Monozyten und Makrophagen hat 

(56, 129). Durch Inhibition von PTPRO konnte die Phosphorylierung der PTPRO- 

Substrate Paxillin und Syk1 gehemmt und dadurch die Chemotaxis dieser Zellen im 

Modell der experimentellen chronisch entzündlichen Darmerkrankung blockiert 

werden (129). Des Weiteren steigert PTP phi (protein tyrosine phosphatase phi), 

eine verkürzte Isoform von GLEPP1, die Motilität von Makrophagen durch 

Dephosphorylierung seines Substrates Paxillin (56). 

Es konnte somit der Einfluss von GLEPP1/PTPRO bzw. dessen verkürzter Form 

PTP phi auf den zytoskelettalen Aufbau von hämatologischen Zellen dargestellt 

werden. Wir vermuteten daher, dass GLEPP1 auch in der epithelialen Zelle des 

Glomerulums, dem Podozyten, analog das Migrationsverhalten und den Aufbau der 

Focal adhesions durch Paxillin beeinflussen könnte. Diese Annahme wird durch die 

Tatsache unterstützt, dass PTP-PEST (protein tyrosine phosphatase PEST), eine 

zytosolische Phosphatase in Fibroblasten, das Auflösen von Focal adhesions, die 

Migration sowie die Zytokinese reguliert. 

In PTP-PEST-defizienten Zellen zeigten sich eine Abnahme der Migration und eine 

Zunahme der Focal adhesions mit zusätzlicher Hyperphosphorylierung von 

p130Cas, FAK und Paxillin (57). 

Die Wirkung von PTP-PEST wird vornehmlich über die Interaktion oder indirekte 

Beeinflussung unterschiedlicher Proteine, die für die Zellmigration und die Focal 

adhesions wichtig sind, gesteuert (57, 65). Ein wichtiger Interaktionspartner ist 

Paxillin, ein Focal adhesion-assoziiertes Protein, das direkt mit PTP-PEST 

interagiert und über das FAK indirekt eine Interaktion eingehen kann, sodass es 

Einfluss auf die Modulation der Focal adhesions nehmen kann (58). 
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2013 wurde erstmals das hochdynamische Konzept der Schlitzmembran und somit 

der Podozyten mittels Multiphotonen-Mikroskopie untersucht. Es wurde gezeigt, 

dass es sowohl in der intakten Niere als auch anschließend vermehrt durch 

Induktion einer Schädigung der Nephrone in vivo zu einer Migration der 

entdifferenzierten Podozyten kommt (125). Dies belegt die These, dass durch die 

Beweglichkeit der Podozyten das dynamische Modell des glomerulären Filters auch 

nach Schädigung aufrechterhalten bleiben kann (120). Aufgrund der 

unterschiedlichen Einflüsse und Kräfte, die von außen auf den Podozyten einwirken, 

muss er die Fähigkeit besitzen, sich individuell zur Aufrechterhaltung eines 

konstanten Filters an diese, möglicherweise durch Migration und Reorganisation 

des Aktinzytoskeletts, anzupassen. Dies wird durch die Daten von Whang et al. 

belegt, die besagen, dass eine gewisse basale Beweglichkeit der Podozyten zur 

Aufrechterhaltung der intakten Filtrationsfunktion vorhanden sein muss (121). 

Durch die dargestellte Beeinflussung der Migration durch GLEPP1 und die 

verwandten Phosphatasen in anderen Zellentitäten sowie die Darstellung der 

Schlitzmembran als hochdynamisches Modell wird die These, dass GLEPP1 

möglicherweise die Migration des Podozyten durch eine Veränderung der 

Expression in unterschiedlichen Erkrankungen, die mit einer Schädigung der 

Nephrone assoziiert sind, beeinflussen könnte, unterstützt. 

 
 
4.5 Einfluss von GLEPP1 auf die Migration des Podozyten 
 
Die Focal adhesions sind ein essenziell wichtiger Bestandteil für den reibungslosen 

Ablauf der Zellmigration und Proliferation. 

In anderen Zellreihen konnte man sehen, dass GLEPP1 einen positiven Einfluss auf 

die Zellmigration hat, und wir wollten daher untersuchen, ob dies auch auf 

epitheliale Zellen/Podozyten übertragbar ist, denn das dynamische Gleichgewicht 

zwischen Beweglichkeit und Arrest ist auch für den Podozyten und das 

Aufrechterhalten des glomerulären Filters entscheidend. 

In neuesten Untersuchungen konnte erstmalig die Migrationsfähigkeit von 

Podozyten durch die Multiphotonen-Mikroskopie dargestellt werden (125). 
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Die Focal adhesions, die sich an den Zellausläufern in migrierenden Zellen 

ausbilden, sind für die Migration relevant (139). Da GLEPP1 einen möglichen pro- 

migratorischen Effekt auch auf epitheliale Zellen hat, wollten wir dies anhand eines 

möglichen Effektes von GLEPP1 auf die Focal adhesions überprüfen. Dafür stellten 

wir im ersten Schritt diese in GLEPP1 exprimierenden Cos7-Zellen (epitheliale 

Nierenzellen des Affen) mittels Immunfluoreszenz dar. Es konnte keine 

Colokalisation von GLEPP1 an den Focal adhesions gezeigt werden. Es kam jedoch 

zu einem vermehrten Auftreten von Focal adhesions unter Anwesenheit von 

GLEPP1, was eine mögliche indirekte Beeinflussung dieser durch GLEPP1 zeigt. 

Dies könnte möglicherweise über die Aktivierung von Src-Kinasen durch GLEPP1 

via direkter Dephosphorylierung erfolgen, die dann an die Focal adhesions rücken 

und somit Einfluss darauf nehmen können. Zum anderen kann über die Aktivierung 

von Paxillin durch seine Dephosphorylierung GLEPP1 Einfluss auf die Focal 

adhesions ausüben. Die Focal adhesions sind in ihrer komplexen Form einerseits 

für die Stabilisierung der Zelle am Untergrund zuständig, andererseits sorgen sie 

auch durch die weitere Rekrutierung von Focal adhesion-assoziierten Proteinen 

dafür, dass eine Bewegung der Zelle stattfinden kann. Durch die Ausbildung von 

Focal adhesions werden Verbindungen zu den am Zellende ausgebildeten 

Aktinfilament-Bündeln hergestellt, die dann die Retraktion auslösen und somit die 

Migration einleiten (67, 139). 

 
 
4.6 Schlussfolgerung 
 
Zusammenfassend unterstützen die durchgeführten Versuche unsere aufgestellte 

Hypothese, dass GLEPP1 durch die Interaktion mit spezifischen 

Schlitzmembranproteinen einen Einfluss auf die Zellmigration hat und somit 

essenziell für die Beweglichkeit des Podozyten und die Organisation des 

zytoskelettalen Aufbaus zu sein scheint. 

Dies wurde sowohl durch die Durchführung von Co-Immunopräzipitationen von 

Proteinen der Schlitzmembran in Epithelzellen (HEK293T) als auch durch die 

Immunfluoreszenz mit Darstellung des strukturellen Aufbaus der Zelle belegt. 
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Es soll an dieser Stelle jedoch auch auf die begrenzenden Faktoren einiger 

Versuchsergebnisse hingewiesen werden. 

Bei den durchgeführten Versuchen an HEK 293T-Zellen handelt es sich um 

Überexpressionsversuche, in denen die untersuchten Proteine in ihrer Menge auf 

das Vielfache der physiologischen Expression gesteigert wurden. 

 
Ebenso zeigte sich die niedrige n-Zahl in den durchgeführten Co- 

Immunopräzipitationen als Limitation, sodass zum Teil keine statistische Signifikanz 

erreicht wurde. Diesbezüglich gilt es, die n-Zahl noch zu erhöhen. 

 
Zusätzlich wurde in den durchgeführten Experimenten der zytoplasmatische Anteil 

von GLEPP1 (GLEPP1.cyt), in dem die Phosphatase-Domäne zu finden ist, und 

nicht das gesamte GLEPP1 Molekül (GLEPP1 Full length) benutzt. 

 
Des Weiteren muss berücksichtigt werden, dass es sich bei den hier beschriebenen 

Daten lediglich um Zellkulturdaten handelt, die an primären Zellen und in vivo 

(idealerweise mit 2-Photon-Imaging) bestätigt werden müssen. 

 
Da wir in unseren Versuchen molekulare Prozesse im Sinne eines dynamischen 

Konstruktes untersuchten, ist die Durchführung der Versuche im Zellmodell sowie 

durch Überexpression legitim. 

 
Insgesamt lässt sich die klinische Relevanz regulatorischer Proteine wie GLEEP1 

für den glomerulären Filter als dynamisches Modell durch die durchgeführten 

Versuche bestätigen und die wichtige Funktion dieser Proteine für das Verständnis 

einer Vielzahl proteinurischer Nierenerkrankungen wird hierdurch hervorgehoben. 
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6 Anhang 
 
Protokoll von Kapitel 2.7.4. und 2.7.5. Mini-und Maxi-Präparation (Seiten 27-28) 

vom Maxi QIAfilterTM Plasmid Kit von QIAgen (140): 
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