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Fur meinen Mann Kay



-Wir mussen unbedingt Raum fur Zweifel lassen, sonst gibt es keinen Fortschritt, kein
Dazulernen. Man kann nichts Neues herausfinden, wenn man nicht vorher eine Frage

stellt. Und um zu fragen, bedarf es des Zweifelns.”
Richard P. Feynman (1918-1988), US-amerikanischer Physiker und Nobelpreistrager
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1 Einleitung

1 Einleitung

Beim nephrotischen Syndrom handelt es sich um eine Nierenerkrankung, die sich klinisch durch
eine ausgepragte Proteinurie > 3,5 g/Tag/1,73 m? Korperoberflache, eine Hypoalbuminamie
(< 2,5 g/dl Serum) und eine Hyperlipidamie kennzeichnet. Ursache ist die erhéhte Permeabilitat
der glomerularen Kapillaren fir Plasmaeiweie mit konsekutiver Proteinurie. Das
kongenitale/infantile nephrotische Syndrom ist ein heterogenes Krankheitsbild und kann u.a. in
das nephrotische Syndrom vom finnischen Typ, welches durch Mutationen im NPHS1-Gen
verursacht wird (Kestila et al., 1998), und in die diffuse mesangiale Sklerose (DMS) unterteilt
werden. Diese tritt entweder isoliert oder im Rahmen des Denys-Drash Syndroms (DDS) auf
(Denys et al., 1967; Drash et al., 1970; Habib et al.,1993). Neben dem Hauptcharakteristikum
des DDS, der Glomerulopathie, kommt es zum Auftreten von urogenitalen Fehlbildungen, wie
dem Pseudohermaphroditismus masculinus, und bei einem Teil der Patienten zu einer friihen,
zum Teil beidseitigen Ausbildung von Wilms’-Tumoren der Nieren (Wilms, 1899). Das Risiko
eines DDS-Patienten, einen Wilms’-Tumor zu entwickeln, liegt zwischen 50-90 % (Coppes et
al., 1994). Die progressive Niereninsuffizienz geht der Tumormanifestation jedoch oft um Jahre

voraus.

1.1 Nierenentwicklung

Es ist von Bedeutung, die Vorgange wéhrend der Nierenentwicklung zu verstehen, um die
Entstehung des kongenitalen/infantilen nephrotischen Syndroms nachvollziehen zu kénnen.

Zu Beginn der Nierenentwicklung wachst aus dem WOLFF-Gang, kurz vor dessen
Einmindung in die Kloake, eine dorsal gerichtete Ausstllpung, die Ureterknospe. Diese nimmt
Verbindung mit dem kaudal verbleibenden Teil des nephrogenen Stranges, dem
metanephrogenen Blastem, auf und induziert dieses zur Kondensation. Das Blastem induziert
reziprok die Ureterknospe zur Verzweigung. Hieraus entsteht ein Sammelrohrsystem, dessen
Zweige jeweils mit einer terminalen Ampulle enden. Das jeder Ampulle aufsitzende
metanephrogene Gewebe kondensiert und entwickelt sich Uber Zwischenstufen (,renal vesicle*,
.comma-shaped“- und ,s-shaped body“) zu Glomeruli und Tubuli (siehe Abbildung 1.1). Jeder
Tubulus steht an einem Ende in Verbindung mit einem Sammelrohr, das in den Ureter fuhrt,
wahrend sich auf der entgegengesetzten Seite die BOWMAN-Kapsel entwickelt, die den
Glomerulus, in dem Flussigkeit aus dem Blut filtriert wird, umschlie3t. Zwischen diesen beiden
Endpunkten ist der Tubulus gewunden und besteht aus epithelialen Zellen, die sich auf die
Ruckresorption von verschiedenen lonen aus dem Primarharn spezialisieren. Tubuli und

Glomeruli bilden zusammen die funktionellen Einheiten der Niere, die Nephrone, von denen es
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in der Niere etwa eine Million gibt. Da am Ende der Embryonalentwicklung die terminalen

Ampullen verschwinden, kdnnen spater keine weiteren Nephrone nachgebildet werden.
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Abbildung 1.1: Entwicklung der Niere aus mesenchymalem Gewebe. (ibernommen aus ,The Kidney.
From normal development to congenital disease”; Vize et al., 2003). Die Niere entwickelt sich aus einem
lockeren Mesenchymverband, dem metanephrogenen Blastem, das von der Ureterknospe dazu angeregt
wird, Tubuli zu bilden. Umgekehrt veranlasst das Mesenchym die Ureterknospe dazu auszuwachsen und
sich zu verzweigen, um die mit dem Ureter verbundenen Sammelrohre der Niere hervorzubringen. Die
Mesenchymzellen schlieBen sich zu dichteren Zellgruppen zusammen, aus denen sich epitheliale
Kanalchen (Tubuli) entwickeln. Jedes von ihnen 6ffnet sich am einen Ende in das aus der Ureterknospe
entstandene Sammelsystem und bildet am anderen Ende die BOWMAN-Kapsel, die aus dem von ihr
umschlossenen Kapillarknauel (Glomerulus) den Primarharn aufnimmt.
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1.2 Aufbau und Funktion der Glomeruli

Am GefalBpol geht das parietale Epithel der BOWMAN-Kapsel in das viszerale Epithel
(Podozyten) Uber. Aus der parietalen Basalmembran entwickelt sich die glomerulare
Basalmembran (GBM), die gemeinsam mit den Podozyten die Kapillaren des Glomerulus vom
Kapselraum her Uberzieht. Das Kapillarknduel ist kompliziert gebaut. Direkt am Eintritt spaltet
sich die afferente Arteriole in mehrere Kapillaraste auf, die den Glomerulus durchlaufen und
sich schlieBlich wieder zur efferenten Arteriole vereinigen (Steinhausen et al., 1983) (siehe
Abbildung 1.2B).
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Abbildung 1.2: Glomeruldre und extraglomerulare Zellen (ibernommen aus , The Kidney. From normal
development to congenital disease”; Vize et al., 2003). A) zeigt einen Querschnitt durch den Glomerulus.
Die Mesangiumzellen sind in die mesangiale Matrix eingelagert und von Kapillaren umgeben, die durch
gefensterte Endothelzellen geformt werden. Die Kapillaren und Mesangiumzellen sind von der GBM (griin)
umgeben, auf der die Podozytenful3fortsétze aufsitzen (rot). B) zeigt den ganzen Glomerulus. Die
extraglomerularen Mesangiumzellen befinden sich zwischen der macula densa und dem vaskularen Pol
des Glomerulus. Die afferente Ateriole (AA) ist von spezialisierter glatter Muskulatur umgeben.

Die Funktion des Glomerulus besteht in der Produktion des Primarharns, indem selektiv
Komponenten des Blutes durch die Filtrationsbarriere abgepresst werden. Diese besteht aus
dem Gefallendothel, der glomerularen Basalmembran (siehe Abbildung 1.2A) und den
Podozyten der BOWMAN-Kapsel (siehe Abbildung 1.2B). Das spezialisierte GefaRendothel

besitzt Poren von 70-100 nm Grél3e (= gefenstertes Endothel). Dadurch kann es als Barriere fir

3
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die zellularen Komponenten des Blutes und grof3erer Makromolekiile dienen. Die GBM besteht
aus der Basallamina des GefaRendothels und der Basallamina der Podozyten. Sie setzt sich
aus einem Netzwerk von Collagen IV, Heparansulfatproteoglykanen, Lamininen und Fibronektin
zusammen (Abrahamson, 1987) und ist in drei Schichten gegliedert: der lamina rara interna, der
lamina densa und der lamina rara externa
(siehe Abbildung 1.3A). Die lamina densa
besteht hauptsachlich aus Collagen IV, Laminin
und Fibronektin, wéhrend sich in der lamina
rara interna und -externa die Endothelzellen
und die Podozyten mit der lamina densa

verbinden.

Abbildung 1.3 (Ubernommen aus ,The Kidney.
From normal development to congenital disease",
Vize et al., 2003): A) Elektronenmikroskopische
Aufnahme der Filtrationsbarriere im Glomerulus.
En: gefenstertes Endothel, Po: Podozyten, fp:
FuRfortsatz, GBM: glomerulare Basalmembran, Iri:
lamina rara interna, Id: lamina densa, Ire: lamina
rara externa, CL: Kapillarlumen, US: urinary space.
Die Pfeile kennzeichnen die Schlitzmembran
zwischen den Podozytenful3fortsatzen. B) Raster-
Elektronenmikroskopische Aufnahme der
Kapillaren und der Anordnung der
Podozytenzellkérper (1), priméaren- (2) und
sekundaren FuRRfortsatze (3).

Die &auRere Schicht der Filtrationsbarriere besteht aus den hoch spezialisierten
Podozyten. Diese Zellen besitzen lange FuR3fortsatze, die sie um die glomeruléaren Kapillaren
legen (siehe Abbildung 1.3B). Die primaren Fuf¥fortsatze spalten sich weiter in sekundare
Ful3fortsatze auf. Diese interagieren miteinander und formen ein Netzwerk, das die Oberflache
der glomerulédren Kapillaren bedeckt. Die sekundéren Ful3fortsdtze sind voneinander durch
Spalten von 30-40 nm getrennt, die den Filtrationsschlitz darstellen (Venkatachalam und Kriz,
1998). Eine diunne filamentbse Schicht, bekannt als Schlitzmembran, Uberbrickt den Schlitz
zwischen den benachbarten sekundéren Ful3fortsatzen. Die Schlitzmembran besteht aus
Nephrin, Podocin, ZO-1, NEPH1, NEPH2, NEPH3, FAT und CD2AP (Ransom, 2004). Die
Filtrationsbarriere ist ein mechanischer Filter, der Makromolekile zuriickhalt, die grol3er als
Albumin (69 kDa) sind. Zusatzlich sind viele Komponenten der Barriere, wie z.B. die Glykokalix
der sekundaren Ful3fortsétze, die GBM und die innere Membran des Gefal3endothels negativ
geladen. Dieses verhindert den Durchtritt von negativ geladenen Molekilen (z.B. Plasma-

Proteinen) durch die Filtrationsbarriere.
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Die extraglomeruldren Mesangiumzellen sind unregelmaRig geformt und in extrazellulare
Matrix (mesangiale Matrix) eingelagert. Diese liegt zwischen den Mesangiumzellen und dem
Gefallendothel oder der GBM. Abbildung 1.2A veranschaulicht diese Beziehung. Die
mesangiale Matrix besteht aus einem Netzwerk von elastischen Fasern und Glykoproteinen, die
die Mesangiumzellen mit der GBM und dem GefalRendothel verbinden (Sterzel et al., 2000).
Sowohl die Mesangiumzellen als auch die Matrix sind fur die strukturelle Integritdt des
Glomerulus wichtig und wirken gegen den hydrostatischen Kapillardruck.

Taglich entstehen in den circa zwei Millionen Glomeruli 180 Liter Primarharn. Die grof3te
Menge der Flissigkeit und auch viele Elektrolyte werden jedoch in den HENLE-Schleifen

resorbiert und wieder dem Blut zugefihrt.

1.3 Molekulare Struktur der Podozyten

Die Podozyten bilden die auf3erste Barriere im Filtrationssystem der Glomeruli. Diese Zellen
bestehen aus drei strukturell und funktionell verschiedenen Einheiten: dem Zellkérper, den
primaren und sekundaren Ful3fortsdtzen (Smoyer und Mundel, 1998). Die Ful3fortsatze
enthalten Biindel von Mikrofilamenten, wie z.B. Vimentin, Aktin, Myosin II, a-Actinin 4, Talin,
Paxillin und Vinculin, die ihnen eine kontraktile Kapazitat zuweisen (Mundel und Shankland,
1999). Die Aktin-Filament-Bindel verknipfen die vielen Fuldfortsédtze eines jeden Podozyten.
AulRerdem stehen sie Uber den kontraktilen Apparat in Verbindung mit der GBM. Hier spielen
bei der Verankerung die Transmembranproteine Integrin a3p1 und Dystroglycan eine
besondere Rolle. Sie ragen in die GBM hinein und sind dort mit Collagen IV, dem
Hauptbestandteil der GBM, mit Agrin, dem haufigsten Heparansulfatproteoglykan in der GBM
und mit Laminin 11 fest verbunden (siehe Abbildung 1.4).

Wie wichtig die Verankerung fur die korrekte Funktion der Podozyten ist, zeigen
verschiedene Knock-out Maus-Modelle (Kretzler et al., 2001). Die Integrin a3-Knock-out-Maus
weist eine Rickziehung der PodozytenfliRe und Veranderungen in der GBM auf (Kreidberg et
al., 1996). Laminin 11-Knock-out-Mause entwickeln einen Phéanotyp, der typisch fir das
kongenitale nephrotische Syndrom ist. Dabei kommt es vor allem zur Verschmelzung der
Podozytenful3fortsatze (Holthofer et al, 1999). Die GBM von Laminin £2-Knock-out-Mausen
erscheint zwar normal, aber sie ist reich an Laminin R1-Ketten, was auf einen unreifen
Phanotyp hindeutet (Noakes et al., 1995). Die massive Proteinurie dieser Mause ist mit einer
Rickziehung der Podozytenfli3e verbunden.

Bei einer Vielzahl von glomerularen Erkrankungen (z.B. membrantse Nephropathie,
diabetische Nephropathie) sind die Podozyten betroffen. Es kommt zu einer Umorganisierung

des Aktin-Zytoskeletts, zu einer Verschmelzung der Podozytenful3fortsdtze und zu einer
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massiven Proteinurie. Diese Veranderungen konnten auch bei Nullmutanten fur a-Actinin 4, das
bei der Verankerung der Podozyten in der GBM beteiligt ist, und flr Podocin, das bei der
Funktion der Schlitzmembran eine wichtige Rolle spielt, beobachtet werden. Andere
Veranderungen betreffen die glomerulare Schlitzmembran, die hauptsachlich von Nephrin
gebildet wird. Mutationen im NPHS1-Gen (kodiert fir Nephrin) verursachen das kongenitale
nephrotische Syndrom vom finnischen Typ (CNF). Sehr haufig gehen spéatere Stadien
glomerularer Erkrankungen mit einer Verschmelzung der Ful¥fortsatze, einer Ablésung von
Podozyten von der GBM und einer Podozytenhypertrophie sowie einer VergroRerung der

Mesangialzellmatrix einher.
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Abbildung 1.4: Proteinzusammensetzung der Podozyten (Ubernommen aus Ransom, 2004): Zu sehen
sind viele Proteine der Podozyten in ihren verschiedenen Doméanen (Kern, Zellkbrper, primarer
Ful3fortsatz, sekundéarer Fuf¥fortsatz, Schlitzmembran) oder der extrazellularen Umgebung (GBM,
Kapselraum).



1 Einleitung

1.4 Denys-Drash Syndrom (DDS)

Die genetische Ursache des Denys-Drash Syndroms ist ausschlie3lich in heterozygot
vorliegenden Punktmutationen des Wilms-Tumor 1-Gens (WT1) zu finden, bei denen es sich

oft (90 %) um de novo Keimbahnmutationen handelt.

1.4.1 Klinisches Bild und Pathologie

Bei Neugeborenen tritt das Denys-Drash Syndrom mit einer Haufigkeit von 1:100000 auf und
wurde erstmals von P. Denys und A. Drash beschrieben (Denys et al., 1967; Drash et al.,
1970). Es manifestiert sich Kklinisch als komplette oder inkomplette Form und wird wie folgt
definiert:
a) Komplettes DDS: Glomerulopathie und Wilms’-Tumor und intersexuelles Genitale.
b)  Inkomplettes DDS: Glomerulopathie und Wilms’-Tumor

oder Glomerulopathie und intersexuelles Genitale

oder Glomerulopathie.

Das Hauptcharakteristikum ist die Glomerulopathie. Histologisch zeigt sich hierbei in den
meisten Fallen eine diffuse mesangiale Sklerose (DMS) und seltener eine fokal-segmentale
Glomerulosklerose (FSGS) (Habib et al., 1985; Jadresic et al. 1990). Klinisch manifestiert sich
die Glomerulopathie als rasch progressives nephrotisches Syndrom, welches meist vor dem
2. Lebensjahr zum terminalen Nierenversagen fiihrt. Zu beobachten ist eine diffuse Zunahme
der fibrillaren mesangialen Matrix mit geringer Mesangialzellvermehrung. Dies fiihrt zu einer
Einengung und Sklerotisierung der Kapillarschlingen, die von hypertrophierten, vakuolisierten
Podozyten kranzartig umgeben sind. AuBerdem findet man eine teilweise verdickte
Basalmembran sowie ein fibrotisches Niereninterstitium und dilatierte Tubuli (Habib et al.,
1993).

Die Genitalanomalien manifestieren sich bei karyotypisch méannlichen Personen als ein
Pseudohermaphroditismus masculinus (weibliche Genitale und mannliche Gonaden). Es
kommen aber auch Hypospadie (Verlagerung der Harnréhrenmindung an die Unterseite des
Penis) und bilateraler Kryptochismus (weder sicht- noch tastbare Hoden) vor. Weibliche
Personen zeigen einen normalen weiblichen Phanotyp, weshalb sie oft nicht als DDS-Patienten
diagnostiziert werden. Die inneren Genitalien variieren bei beiden Geschlechtern sehr stark und
stimmen oft nicht mit den &uReren Genitalien tberein. Teilweise kommen Strukturen, die sich
vom WOLFF-Gang ableiten, wie Uterus oder Vagina und Strukturen, die vom MULLER-Gang

abstammen, wie Samenleiter und Nebenhodengang, gleichzeitig vor. Zusatzlich finden sich
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auch funktionsunfahige Gonaden, wie Stranggonaden oder unreifes, infantiles oder
rudimentares Hoden- und Ovargewebe (Ovotestis) (Eddy und Mauer, 1985).

Die Wahrscheinlichkeit, einen Wilms’-Tumor zu entwickeln, liegt bei 50-90 %. Deshalb
wird bei einem terminalen Nierenversagen eine prophylaktische bilaterale Nephrektomie in

Erwagung gezogen.

1.4.2 Molekulargenetische Grundlagen des Denys-Drash Syndroms

Wilms’-Tumor 1-Gen, -mRNA und -Protein

WT1 kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle wahrend der
Nierenentwicklung und —differenzierung spielt (Hastie, 1994; Englert, 1998; Little et al., 1999).
Das WT1-Gen liegt auf Chromosom 11pl13. Es besteht aus 10 Exons, verteilt auf 50 kBp
genomische DNA und kodiert ein Transkript von 3 kBp (siehe Abbildung 1.5) (Call et al., 1990;
Gessler et al., 1990).

[ 1 [ 21 s sMM el 7 [ 8l ol 10l
5 KTS
Ge=t
Splice | Splice 11
Proline/glutamine-rich domain Zinc-finger domain
DNA-binding < >
RNA-binding +—> 4 —p
Protein-binding < > - DR
WT1-dimerisation p53, PAR-4

HSP70, SF-1, UBC9

Activation < > <+
Transcription
regulation

Repression < >

Abbildung 1.5 (ibernommen aus ,The Kidney. From normal development to congenital disease"; Vize et
al., 2003): Struktur der WT1-mRNA und des -Proteins mit den zwei alternativen Spleil3stellen und den
verschiedenen funktionellen Doménen.

Vom Gen in 5”-Richtung findet man eine Promotorregion, die fur die Regulation des Gens

sorgt. Die WT1-Kontrollregion ist sehr GC-reich und enthalt weder eine TATA- noch eine
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CCAAT-Box (Hofmann et al., 1993), aber SP1-, Pax2- und auch WT1-Bindestellen. Diese WT1-
Bindestellen sind ein Hinweis dafir, dass sich WT1 selbst regulieren kann (Rupprecht et al.,
1994). WT1 besitzt viele Eigenschaften, die fir einen Transkriptionsfaktor charakteristisch sind:
es beinhaltet vier Zinkfinger-Motive (ZF) vom Cys2/His2-Typ im carboxyterminalen Ende (Haber
et al., 1991) und eine prolin- und glutaminreiche, transkriptionell aktive Doméane im
aminoterminalen Teil (Exons 1-6). Die WT1-Zinkfinger Doméanen (Exon 7-10) zeigen eine starke
Aminosauresequenz-Homologie zu anderen ZF-Proteinen, wie z.B. EGR1 (Rauscher et al.,
1990). Durch das Vorkommen von zwei alternativen Splei3stellen (Haber et al., 1991), drei
Translationsstartstellen (Bruening et al., 1996; Scharnhorst et al., 1999) und RNA-Editing
(Sharma et al.,, 1994) sind 24 Proteinisoformen mdglich (Mrowka und Schedl, 2000). Das
kodierte nukleare Protein hat je nach Isoform ein Molekulargewicht zwischen 52 und 65 kDa.
Die Rolle der alternativen Translationsstartstellen ist noch unklar.

Durch zwei alternative Splei3stellen in Exon 5 und 9 werden vier verschiedene
Transkripte synthetisiert. Die Spleifl3stelle in Exon 5 fiihrt zu Anwesenheit oder Fehlen des
kompletten Exons im Transkript, wahrend die Spleil3stelle in Exon 9 nur einen Unterschied von
neun Basenpaaren in der mRNA, also drei Aminosauren (Lysin, Threonin und Serin) im
resultierenden Protein ausmacht (+/- KTS). Die vier daraus resultierenden mRNA-Isoformen
WT1 (+Exon 5/+ KTS), WT1 (+Exon 5/- KTS), WT1 (-Exon 5/+ KTS) und WT1 (-Exon 5/- KTS)
liegen wahrend der Nierenentwicklung in einem Verhéltnis von 8,3 : 2,5 : 3,8 : 1 vor. Nach der
Geburt hat sich dieses Verhdltnis verandert und betragt dann 4,0 : 2,2 : 2,5 : 1 (Haber et al.,
1991). Die Isoformen unterscheiden sich in ihren DNA-Bindungseigenschaften, ihrem
Expressionsmuster und in ihrer Funktion. Larsson und Mitarbeiter (1995) entdeckten mit
Immunhistochemie, konfokaler Mikroskopie und Immunprazipitation, dass die verschiedenen
WT1-Isoformen eine unterschiedliche subnukledre Lokalisation aufweisen, wobei (-KTS)-
Formen mit Transkriptionsfaktoren und (+KTS)-Formen mit SpleiRkomplexen kolokalisieren.
WT1 (-KTS)-SpleiRvarianten  binden besonders gut an die GC-reiche EGR-1
Konsensussequenz 5-GCGGGGGCG-3' (Rauscher et al.,, 1990) und eine TC-reiche WT1-
Erkennungssequenz (Wang et al., 1993). (+KTS)-Isoformen kénnen zwar auch an DNA binden,
scheinen aber eine geringere Spezifitdt zu haben. Beruhend auf diesen Beobachtungen und der
Tatsache, dass WT1 (+KTS) Uber eine Erkennungssequenz an RNA binden kann (Caricasole et
al., 1996), wird postuliert, dass WT1 neben einer transkriptionellen auch eine post-
transkriptionelle Aktivitat besitzt (Charlieu et al., 1995; Caricasole et al., 1996; Kennedy et al.,
1996). Uber die Funktion von Exon 5 ist nicht besonders viel bekannt. Es wird vermutet, dass
es eine transkriptionsreprimierende Funktion hat (Wang et al., 1995). Neuere Untersuchungen
zeigen, dass die Funktion dieser 17 Aminosauren-Doméne bei transkriptioneller Aktivierung von
einer spezifischen Interaktion mit Par4 abhéngig ist (Richard et al., 2001). Mutationen in der 17
Aminosaure-Region fiihren zu einer gestdorten Par4-Interaktion und zu einer fehlenden

Aktivierung der Transkription.
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WT1-Expression

Bisher ist noch wenig Uber die Regulation des WT1-Gens bekannt. Die Expression von WT1
l&sst vermuten, dass es eine wichtige Rolle wahrend der Nephrogenese spielt. Wahrend andere
Transkriptionsfaktoren ubiquitéar exprimiert werden, findet man das WT1-Protein nur in
bestimmten Geweben und zu bestimmten Zeitpunkten. Im Laufe der Nierenentwicklung wird
WT1 zuerst schwach im uninduzierten metanephrischen Mesenchym, spater starker in den
Podozytenvorlauferzellen, der ,s-shaped bodies”, exprimiert (Armstrong et al., 1992; Pritchard-
Jones et al., 1990; Mundlos, 1993). In ausgereiften Glomeruli findet man hohe WT1-Level nur
noch in den Podozyten (Vize et al., 2003).

Eine WT1-Expression konnte ebenfalls in der Genitalleiste, den fétalen Gonaden, dem
Mesothel, der Milz, der Dezidua, Teilen des zentralen Nervensystems und dem
hamatopoetischen System nachgewiesen werden (Coppes und Pritchard-Jones, 2000).
Auffallig ist, dass WT1 in einer Reihe von Zelltypen (Niere, Gonaden, Mesothel) wahrend der
Differenzierung von Mesenchymgewebe zu Epithel exprimiert wird.

Den Beweis, dass WT1 bei der Entwicklung von Nieren und anderen Organen eine
essentielle Rolle spielt, liefert die WT1-Knock-out-Maus (Kreidberg et al., 1993). Homozygote
WT1 (-/-) Méause sterben vor der Geburt an Herz-, Lungen- und Mesothelfehlbildungen. Sehr
drastisch sind die Urogenitalfehlbildungen, wie das komplette Fehlen von Nieren und Gonaden.
Néhere Untersuchungen zeigten, dass die Ureterknospe nicht aus dem WOLFF-Gang sprosst
und dadurch eine massive Apoptose des metanephritischen Blastems eingeleitet wird.
Kreidberg und Mitarbeiter postulierten eine Rolle fiur WT1 bei der Signaliibertragung zwischen
Blastem und Ureterknospe. Diese fuhrt zu einer Differenzierung des Blastems und zu
Wachstum und Verzweigung der Ureterknospe. Mittlerweile hat diese Arbeitsgruppe
herausgefunden, dass die Signallibertragung durch sezerniertes VEGFA geschieht (Gao et al.,
2005). Patek und Mitarbeiter (1999) haben zudem gezeigt, dass Mause, die fir eine
trunkierende WT1-Mutation (ZF3, Codon 396) heterozygot sind, eine flr das Denys-Drash
Syndrom typische mesangiale Sklerose und Genitalfehlbildungen entwickeln. Bei einer Maus
trat zusatzlich ein Wilms’-Tumor auf. Uberraschenderweise fand man, dass das mutierte Protein
dabei nur 5 % des insgesamt exprimierten WT1 ausmacht. Eine geringe Menge des mutierten
Proteins reicht also fur die Entwicklungsstérungen aus.

Die WT1-Expressionslevel werden wahrend der Nierenentwicklung prézise reguliert,
weshalb man von verschiedenen Funktionen ausgeht, abh&ngig von der Protein-Menge. Es ist
nicht klar, ob die Isoformen in verschiedenen Zelltypen im gleichen Verhaltnis exprimiert
werden. Ein Shift im Verhaltnis der WT1-Isoformen kénnte Repression, Aktivierung oder auch

posttranskriptionelle regulatorische Funktionen spezifizieren.
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Mutationen beim Denys-Drash Syndrom

Bei Uber 95 % der DDS-Patienten ist eine Mutation im WT1-Gen nachweisbar. In 90 % der Félle
handelt es sich dabei um de novo Keimbahnmutationen in Exon 8 oder 9, die flr Zinkfinger 2
oder 3 kodieren.

Die haufigste Mutation betrifft den Zinkfinger 3 und ist ein Austausch von Tryptophan
gegen Arginin in Codon 394/Base 1180 (Exon 9) (Review: Little und Wells, 1997; Jeanpierre et
al., 1998). Arginin ist als positiv geladene Aminosdure wesentlich an der Interaktion mit der
DNA beteiligt (siehe Abbildung 1.6). Wird es durch das ungeladene Tryptophan ersetzt, ist die
Interaktion der Zinkfingerdomane mit den urspriinglichen Zielsequenzen gestdrt. Die Mutation
fuhrt folglich dazu, dass das mutierte Protein nicht mehr an seine urspringliche Zielsequenz
binden kann (Pelletier et al., 1991).

Abbildung 1.6: Schematische
Darstellung der WT1-
Zinkfingerdoménen (Uber-
nommen aus Laity et al., 2000).
Oben zu sehen ist die DNA-
Sequenz, an die die dargestellte
Isoform des WT1-Proteins
bindet. Bei der AS Arginin in
Zinkfinger 3 handelt es sich um
einen Hot Spot, der besonders
haufig von Mutationen beim DDS
betroffen ist. Die KTS-
Spleil3stelle zwischen Zinkfinger
3 und 4 ist angedeutet.

noncoding: 5' -A G A
coding 3'=-TC T

finger 1 finger 2 finger 3 finger 4

Andere Missense-Mutationen kommen in Exon 8 und 9 (ZF2, ZF3) des WT1-Gens vor
und betreffen Aminosauren, die an der Interaktion mit der DNA beteiligt sind oder eine
Interaktion mit Zn**-lonen eingehen (Histidin, Cystein). Deletionen, Insertionen und Nonsense-
Mutationen resultieren in der Synthese eines verkirzten Proteins, sind aber sehr selten.

All diese Mutationen andern die strukturelle Organisation der Zinkfingerregion, fihren zum
Verlust oder einer Verdnderung der DNA-Bindungseigenschaften (Little et al., 1995) und
beeintrachtigen damit die regulatorischen Funktionen des WT1-Proteins.

Mehrere Zielgene von WT1 wurden in vivo und in vitro untersucht, wobei man vor allem
negativ aber auch positiv regulierte Gene kennt. WT1 reprimiert eine Vielzahl von Genen, u.a.
Gene fiur Wachstumsfaktoren (IGF-Il, TGF-£, PDGFA) (Nichols et al., 1995; Dey et al., 1994;
Wang et al.,, 1992) und Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR, IGFIR) (Englert et al., 1995;
Karnieli et al., 1996). Zu den positiv regulierten Genen gehdren z.B. Syndecan 1, Bcl-2 (Mayo et
al., 1999) und IGF-Il (Werner et al., 1995). Die teilweise kontréaren Ergebnisse der in vitro-
Studien sind auf experimentell unterschiedliche Bedingungen zuriickzufuhren. Die Relevanz der

in vitro-Untersuchungen muss erst noch in vivo bestatigt werden (Reddy und Licht., 1996;
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Menke et al., 1998; Little et al., 1999).

Es wird postuliert, dass ein mutiertes WT1-Protein seine Zielgene nicht mehr in der
urspriinglichen Weise regulieren kann. Dies kann mafgeblich zur Entstehung des DDS-
Krankheitsbildes beitragen und wirde einem ,loss of function® oder dominant-negativen
Mechanismus entsprechen. Mdglicherweise bindet das mutierte WT1-Protein aber auch an
andere, bisher unbekannte Zielgene und reguliert diese falschlicherweise (,gain of function®).

Uber den molekularen Pathomechanismus beim DDS ist noch nicht viel bekannt. Eine
abnormale Expression von WT1 fuhrt bei einigen Patienten zu einer persistierenden PAX2-
Expression, die normalerweise ab dem ,s-shape” Stadium nicht mehr zu finden ist (Yang et al.,
1999). Diese persistierende Expression von Pax2 fuhrt bei transgenen M&ausen zu einem
abnormalen Glomerulus- und Tubulus-Epithel. Die Podozyten zeigen den Verlust der
Ful3fortsatze, und es tritt eine Proteinurie auf (Dressler et al., 1993). Es zeigen sich also
Veranderungen, wie sie auch beim kongenitalen nephrotischen Syndrom beschrieben sind.
Pricci und Mitarbeiter wiesen (Pricci et al.,, 1996) in Zellkulturversuchen mit humanen
Mesangiumzellen nach, dass IGF-lIl und TGFB1 die Synthese von extrazellularen Matrix-
Proteinen stimulieren, was auch bei der DMS zu finden ist. Andere Wissenschaftler
demonstrierten, dass eine Uberexpression von IGF-ll zu renalen Abnormalitaten in Form
unreifer und teilweise sklerotisierter Glomeruli und hypoplastischer Tubuli fuhrt (Morison et al.,
1996).

WT1 kann Homodimere bilden und interagiert auch mit anderen Proteinen, wie z.B. p53,
Par4 und Hsp70 (Rauscher, 1993), Ciaol (Johnstone et al., 1998) und WTAP (Little et al.,
2000a,b; Little et al., 1999). Diese sind an Prozessen wie Apoptose, Wachstum und
Differenzierung beteiligt. Da bei einigen dieser Interaktionen die Partner Uber die Zinkfinger-
Doméne von WT1 verbunden sind, kdnnte es auch auf diesem Weg zu einer Beeinflussung von

Entwicklungsprozessen durch das mutierte Protein kommen.

1.4.3 Therapie des Denys-Drash Syndroms

Wenn aufgrund der fortschreitenden Niereninsuffizienz die Entgiftung des Kdorpers uber die
Nieren nicht mehr gewahrleistet ist, besteht die Therapie des DDS wegen eines
Nichtansprechens auf Corticosteroide im Wesentlichen in der Dialyse des Blutes gefolgt von
einer unilateralen oder bilateralen Nephrektomie und Nierentransplantation. Die Nephrektomie
verhindert die Entstehung von Wilms'-Tumoren. Bei Kindern, die jinger als 3 Jahre sind,
werden die Nieren von Erwachsenen geteilt und nur Teile der Spenderniere transplantiert. Die
Prognose flir Kinder mit transplantierten Nieren ist gut. Es ist nicht mit einer erneuten

Entwicklung des nephrotischen Syndroms oder eines Wilms'-Tumors zu rechnen. Das
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intersexuelle Genital wird normalerweise in die Richtung des &ufReren Phanotyps nach

mannlichem oder weiblichem Genital angepasst.

1.5 Das kongenitale nephrotische Syndrom vom finnischen Typ (CNF)

Das kongenitale nephrotische Syndrom vom finnischen Typ ist eine autosomal rezessive
Krankheit und wird durch Mutationen im NPHS1-Gen verursacht (Ahvenainen et al., 1956).
Dieses kodiert fir das Zelladhasionsprotein Nephrin. Nephrin wird von den Podozyten
produziert und ist in der Schlitzmembran zwischen den Podozytenful3fortsatzen lokalisiert. Die
meisten Mutationen im NPHS1-Gen fuhren schon kurz nach der Geburt zu einer massiven

Proteinurie und zum nephrotischen Syndrom.

Klinisches Bild und Pathologie

Histologisch findet man eine Proliferation der mesangialen Zellen und eine Dilatation der
proximalen und manchmal auch distalen Tubuli. Das tubulare Epithel kann in fortgeschrittenen
Fallen atrophisch sein. Elektronenmikroskopisch findet man eine Fusion und Ruckziehung der
PodozytenfulR3fortséatze in den Glomeruli (Huttunen et al., 1980). Diese Erscheinung ist nicht
spezifisch fur CNF-Patienten, sondern kann bei vielen nephrotischen Nierenerkrankungen
beobachtet werden. Den CNF-Patienten fehlt h&aufig das Protein Nephrin wie auch die

Schlitzmembran zwischen den Podozytenful3fortsatzen (Patrakka et al., 2000).

Nephrin und seine Rolle in der Filtrationsbarriere

Nephrin besitzt eine zentrale Rolle in der Schlitzmembran. NPHS1 Knock-out Mausen fehlt die
Schlitzmembran. Sie sterben kurz nach der Geburt an einer schweren Proteinurie (Putaala et
al., 2001). Studien der humanen Glomerulogenese zeigen, dass die friihe Entwicklung und
Anordnung der Junction-Komplexe zwischen den sich entwickelnden Podozyten zwar normal
verlauft, aber die endgultige Reifung der Schlitzmembran fehlschlagt (Ruotsalainen et al.,
2000). Wahrend der normalen Nephrogenese beginnt die Expression von Nephrin ab dem
spaten ,s-shape” Stadium.

Die aktuelle molekulare Struktur der Schlitzmembran ist noch nicht vollstdndig geldst. Man
konnte eine Assoziation von Nephrin mit dem CD2-assoziierten Protein (CD2AP) in der Maus
nachweisen (Shih et al., 1999). Es ist moglich, dass dieses cytosolische Protein Nephrin in den
PodozytenfulR3fortséatzen verankert. Li et al. (2000) entdeckten eine Koimmunoprazipitation von
Nephrin mit CD2AP, was auch wieder eine Verbindung von Nephrin Uber CD2AP zum
Podozyten-Zytoskelett vermuten lasst. Andere extra- und intrazellulare Interaktionen von

Nephrin mit Podozytenmolekilen sind nicht bekannt.
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, Mechanismen, die aufgrund einer heterozygot
vorliegenden WT1-Mutation zur Entstehung der diffusen mesangialen Sklerose beim Denys-
Drash Syndrom fiihren, mit Hilfe verschiedener molekulargenetischer und biochemischer

Analysen zu untersuchen.

Zu Beginn der Arbeit war bekannt, dass es beim WT1l-assoziierten nephrotischen
Syndrom zu Veranderungen der Filtrationsbarriere in den Glomeruli und so zur Proteinurie
kommt. Betroffen von diesen Veranderungen sind vor allem die GBM, die stark verdickt
erscheint, und die Podozyten, bei denen es zu einer Verschmelzung der Ful¥fortsdtze und
einem gestorten Aufbau des Cytoskeletts kommt. Erste Ergebnisse deuteten darauf hin, dass
es sich um eine Entwicklungsstérung der Niere handelt. Der Transkriptionsfaktor WT1 kommt in
vier verschiedenen Proteinisoformen vor, die sich in ihren Eigenschaften unterscheiden. Zwei
der Isoformen (+Exon5/-KTS; -Exon5/-KTS) binden bevorzugt an DNA und regulieren die
Expression anderer Gene. Dagegen binden die beiden anderen Isoformen (+Exon5/+KTS;
-Exon5/+KTS) an RNA und scheinen eine Rolle beim Spleil3en zu spielen.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass WT1 Missense-Mutationen beim Menschen die
terminale glomeruldre Reifung stéren. Um dies zu bestéatigen, sollten Glomeruli von DDS-
Patienten mit fotalen ,s-shape“- und ,capillary-loop" Stadien sowie mit Glomeruli von Kindern
und Erwachsenen durch die Verwendung verschiedener Marker der Podozyten (WT1, VEGFA)

und der GBM (Laminin, Collagen 1V) verglichen werden.

WT1 nimmt sowohl direkt als Transkriptionsfaktor als auch in seiner Rolle als
Interaktionspartner flr andere Proteine bei der Entwicklung der Niere eine wichtige Stellung ein.
Dabei ist weitgehend unklar, auf welchem Weg Mutationen, wie sie beim DDS auftreten, die
Funktion von WT1 beeinflussen. Wahrscheinlich veréandern sie die Expressionslevel von WT1-
Zielgenen. Um herauszufinden, welche Gene in DDS-Podozyten fehlreguliert sind, sollten von
primaren Podozyten-Zellkulturen gesunder und erkrankter Personen Expressionsanalysen
durchgefuhrt werden. Dazu wurden zuerst die verwendeten primaren Zellkulturen auf

podozytenspezifische Marker untersucht.

Aufgrund der Tatsache, dass die primaren DDS-Podozyten-Zellkulturen von Patienten mit
terminaler Niereninsuffizienz stammen, wurde davon ausgegangen, dass die Expressionsprofile
einem fortgeschrittenen Stadium der Krankheit entsprechen. Wenn man an therapeutische
Targets denkt, ist es aber wichtig, die frihesten Anderungen zu analysieren, die durch einen

WT1-Verlust in den Podozyten zustande kommen. Zur Herunterregulierung von WT1 in
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Zelllinien wurde deshalb die Technik der RNA-Interferenz mit einer spezifischen WT1-siRNA
verwendet. Auch wurden Expressionsanalysen durchgefihrt, um herauszufinden, welche Gene
fehlreguliert sind. Durch dieses Experiment sollten putative WT1-Zielgene gefunden werden, die

frih in der Erkrankung involviert sind.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Ambion Ltd.
Amersham Biosciences
Bio-Rad

Biozym

Boehringer Mannheim
DAKO

Gibco BRL
Hoffmann-La Roche
Invitrogen

Life Technologies
MBI Fermentas
Merck

New England Biolabs
Peqglab

Promega
Roche-Diagnostics
Roth

Santa Cruz Biotechnology
Seromed

Serva

Shandon

Sigma

Stratagene

USB

Alle verwendeten Chemikalien wurden in der héchsten erhaltlichen Reinheitsstufe bezogen und

besallen den Reinheitsgrad pro analysis.

2.2 Radiochemikalien

Fir die Arrayanalysen wurde alpha-**P dCTP der Firma ICN verwendet.

2.3 Enzyme

2.3.1 Restriktionsenzyme

Bam HI MBI Fermentas
Eco RI MBI Fermentas
Hind IlI MBI Fermentas

2.3.2 Andere Enzyme

DNA-Ligase (E. coli)
DNA-Polymerase | (E. coli)

MMLV

Protease

Proteinase-K

Rnase H

RNasin

Superscript Il Reverse Transcriptase
Tag DNA-Polymerase, rekombinant
T7 RNA-Polymerase

T4 DNA Polymerase

Not | MBI Fermentas
Xba | MBI Fermentas
Xho | Roche

Invitrogen
Invitrogen
Clontech
Sigma
Roche
Invitrogen
Promega
Invitrogen
Invitrogen
Enzo
Invitrogen

Alle Enzyme wurden mit den entsprechenden kommerziell erhéltlichen Puffern verwendet.
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2.4 GroRenmarker
2.4.1 DNA-Marker
1 kBp-DNA-Leiter (Invitrogen):

12216/11198/10180/9162/8144/7126/6108/5090/4072/3054/2036/1636/1018/517/506/396/344/
298/220/201/154/134/75 Bp

100 Bp DNA Ladder (New England Biolabs):
1517/1200/1000/900/800/700/600/517,500/400/300/200/100 Bp

DNA Molecular Weight Marker 1V (Roche Applied Science):
2176/1766/1230/1033/653/517/453/394/298/298/234/234/220/154/154 Bp

Low DNA Mass Ladder (Invitrogen):
2000/1200/800/400/200/100 Bp

MassRuler DNA Ladder, Low Range (MBI Fermentas):
1031/900/800/700/600/500/400/300/200/100/80 Bp

PCR-Marker (New England Biolabs):
766/500/300/150/50 Bp

2.4.2 Proteinmarker

Precision Plus Protein Standards All Blue (Bio-Rad):
250/150/100/75/50/37/25/15/10 kDa

2.5 Zelllinien

HEK293-Zellen:
HEK?293-Zellen sind immortalisierte humane embryonale Nierenepithelzellen (DSMZ).

N13T-Zellen:
N13T-Zellen sind mit Telomerase (hTERT) immortalisierte humane Podozyten.
2.6 Bakterien

Die Transformationen wurden mit dem Bakterienstamm DH5a (Hanahan, 1985) durchgefihrt.

2.7 Vektoren und Konstrukte

WT1-Konstrukt:
Das verwendete WT1 cDNA Expressions-Konstrukt WIT-2F (+Exon5/+KTS) befindet sich in
einem pCMV-Vektor (P. Baird, Australien).

NPHS2:
NPHS2 befindet sich in dem pCDNAS3.1-Vektor der Firma Invitrogen (freundlicherweise von C.
Antignac (Paris) zur Verfugung gestellt).
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NPHS1:

NPHS1 befindet sich in dem pCDNA3-Vektor der Firma Invitrogen (freundlicherweise von K.
Tryggvason (Stockholm) zur Verfigung gestellt).

CD2AP:

CD2AP befindet sich in dem pCDNA3.1-Vektor der Firma Invitrogen (freundlicherweise von A.
S. Shaw (St. Louis) zur Verfugung gestellt).

2.8 Kulturmedien und Antibiotika-L6sungen

2.8.1 Angesetzte Medien und Losungen

Ampicillin
HEK293-Einfriermedium
LB- (Luria Bertani) Medium

LB-Agar

Mesangiumzellen-Einfriermedium

Podozyten-Einfriermedium

100 mg/ml in sterilem H,O; lagern bei —20°C

10 % DMSO, 10 % FCS, 80 % DMEM-Medium

10 g Bacto Trypton; 5 g Bacto Yeast; 10 g NaCl auf 1 |
H,0O; autoklavieren

10 g Bacto Trypton; 5 g Bacto Yeast; 10 g NaCl; 1,5 %
Agar (w/v); auf 1 | H,O; autoklavieren

20 % DMSO; 30 % FCS; 50 % Wachstumsmedium

10 % DMSO; 15 % FCS; 75 % RPMI-1640-Medium

TYM Medium 1 % Bacto-Trypton; 0,5 % Bacto-Yeast-Extrakt; 0,1 M
NaCl; 10 mM MgCl,

TfB1-Medium 30 mM CoAc; 50 mM MnCl,; 100 mM KCI; 15 % Glycerin

TfB2-Medium 10 mM Na-MOPS pH 7; 75 mM CaCl,; 10 mM KCI; 15 %
Glycerin

Medium fur HEK293 Zellen:

50 ml FCS Invitrogen

5ml Penicillin-Streptomycin-Mix (100x) PAA

auf 500 ml Dubelcco’s MEM-Earle (mit Glutamin) PAA

(high glucose)

Medium fir humane Podozyten und Mesangiumzellen:

50 ml Fotales Kélberserum (FCS) Invitrogen
5ml 1M L-Glutamin Invitrogen
5ml Penicillin-Streptomycin-Mix (100x) PAA
2,5ml 1M HEPES-Buffer Gibco
0,5ml NEA (Non-Essential Amino-Acids) (100x) Gibco

0,5 ml 1M Natrium Pyruvat Gibco
0,5 ml ITS (Insulin-Transferrin-Selenite)-Mix (1000x) Roche
auf 500 ml RPMI-1640-Medium PAA

2.8.2 Reagenzien fur die Transfektion eukaryotischer Zellen

Fur die Transfektion humaner Zellen wurden folgende kommerziell erhéltliche
Transfektionsreagenzien verwendet:

RNAI Fect Qiagen
FUGENE™ 6 Transfection Reagent Roche
Lipofectamine™ 2000-Reagent Invitrogen
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2.9 Puffer und Lésungen

2.9.1 Angesetzte Puffer und Losungen

APS (10 %)
Bindungspuffer
Block-Ldsung (WB)
Block-L6sung (IF)
Block-Lésung (IF)
Blotpuffer (WB)
Citratpuffer (10x)
DEPC-H,0

DAPI (Stammldsung)
Denaturierungslosung (AA)
DNA-Isolationspuffer
EDTA (0,5 M)

Elutionspuffer
Ethidiumbromid Stammlésung
Ficoll Ladepuffer (5x)

Fixierer (IF)

Formamid Ladepuffer

IPTG
Loading-Mix (3x, WB)

Natriumphosphat (1 M NaPi)
Natriumacetat (3 M)
Neutralisierungslosung (AA)
PBS (1x, WB)

PBS (10 x)

PBS-T (1x, WB)

PCR-Puffer Invitrogen (10x)
PCR-Puffer AF (10x)

Permeabilisierung (IF)
PK-Puffer (10x)
Ponceau-Farbelésung
Protease-Losung (IHC)
Proteinase-K

PMSF (100 mM)
Reservoirlosung (1x)
RIPA-Puffer

Sammelgelpuffer (10x)
SDS (10% wi/v)

SSC (20x)

Strip-Puffer fir (WB)

Strip-Lésung (AA)
TAE (50x)

TBE (10x)

TCA (100 % w/v)
TBS

1 g APS auf 10 ml H,0O; aliguotieren; bei —20°C lagern

20 mM Natriumphosphat pH 7,0

PBS-T + 5 % Milchpulver (w/v)

2 % FCS; 0,2 % Fischgelatine; 2 % BSA in 1 x PBS

4 % FCS; 0,1 % Tween20 in 1 x PBS

1 x Transferlésung; 20 % Methanol

10 mM NaCitrat pH 6,0 (HCI)

0,2 % DEPC auf 1 | H,O; Uber Nacht rihren

5 mg/ml in ddH,O

1 M NaOH; 10 mM EDTA

20 ug Proteinase K auf 50 pl 1 x PK-Puffer

186,1 g EDTA; 20 g NaOH; 800 ml H,O; pH auf 8,0
einstellen; ad 1 | H,O

20 mM Natriumphosphat; 2 M NacCl, pH 7,0

10 mg/ml in ddH,O

25 % Ficoll 70; 25 mM EDTA; 0,1 % Bromphenolblau

2 % Paraformaldehyd; 4 % Saccharose in 1 x PBS

98 % Formamid (deionisiert); 1 % EDTA; 1 %
Bromphenolblau

0,2 g/ml H,O

1,75 ml Sammelgelpuffer; 1,5 ml Glycerin; 5 ml 10 % (w/v)
SDS; 0,5 ml beta-Mercaptoethanol; Bromphenolblau; auf
89 g Na,HPO, x 2 H,0 auf 1 | H,O; pH 7,2 (H3POy)

408,24 g auf 1 | H,O

1 M NaH,PO,; pH 7,0

80 mM Na,HPO,; 20 mM NaH,PO,4; 100 mM NacCl (pH 7,5)
80 g NaCl; 2 g KClI; 14,4 g Na,HPO,; auf 1 1 H,O; pH 7,4

0,1 % Tween 20 (v/v) in 1 x PBS (pH 7,5)

200 mM Tris HCI pH 8,4; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,

100 mM Tris HCI pH 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCl,; 0,1 %
Gelatine

0,3 % TritonX100 in 1 x PBS

100 mM Tris pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0; 500 mM NaCl,
0,1 % Ponceau S (w/v); 5 % Essigsaure (v/v)

50 mg Protease (Sigma) auf 50 ml TBS

10 mg/ml in 10 mM Tris HCI pH 8,0; vor Gebrauch 2 h bei
37°C inkubieren; lagern bei —20°C

0,174 g auf 10 ml Isopropanol

1 x Transferlésung; 10 % SDS (w/v)

10 mM Tris/HCI pH 7,4; 150 mM NacCl; 1 % Triton X100; 1 %
SDS; 5 mM EDTA

1 M Tris-HCI (pH 6,8)

10 g SDS auf 100 ml H,O

3 M NacCl; 0,3 M NaCitrat; pH 7,0

100 mM beta-Mercaptoethanol; 2 % SDS; 62,5 mM Tris-HCI
pH 6,7

0,5 % SDS

2 M Tris Base; 5,71 % Eisessig (v/v); 50 mM EDTA

0,89 M Tris Base; 0,89 M Borsaure; 0,02 M EDTA

100 g TCA auf 100 ml H,O

pH 7,6 (DAKO, S1968)
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TBS-T

TCA + DOC

TE (1x)

Terminationsmix (10x, AA)
Transferldsung (10x, WB)
Trenngelpuffer (10x)
Tris-HCI (0,05M)

Triton X 100 (IF)

X-Gal

1 x TBS mit 0,1 % Tween20

10 ml 100 % w/v TCA; 40 mg Natriumdeoxycholat
10 mM Tris/HCI; pH 7,4; 1 mM EDTA

0,1 M EDTA,; 1,0 mg/ml Glycogen

250 mM Tris-Base; 1,9 M Glycin

3,0 M Tris-HCI (pH 8,8)

6,61 g Trizma HCI; 0,97 g Trizma Base (pH 7,4)
0,3 % Triton X 100 in 1 x PBS

20 mg/ml Dimethylformamid

Alle Losungen wurden mit entionisiertem H,O angesetzt und zum Teil autoklaviert oder steril
filtriert. Losungen zum Arbeiten mit RNA wurden mit 0,2% DEPC behandelt und anschlie3end
autoklaviert. WB: Western Blot. AA: Atlas Array. IF: Immunfluoreszenz.

2.9.2 Fertige Puffer/Losungen und verwendete Kits

30 % Acrylamid/Bisacrylamid (30:0,8) Roth

Atlas™ Human 3.6 Array Clontech

Atlas NucleoSpin Extraction Kit Clontech

Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems
BioArray ™ HighYield ™RNA Transcript Labeling Kit (T7) ENZO

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad
DAB-Chromogen Tabletten DAKO

DAKO Antibody Diluent DAKO

DAKO Biotin Blocking System DAKO

DAKO EnVision + System DAKO

DAKO Fluoreszenz-Einbettmedium DAKO

DAKO Labelled StreptAvidin Biotin-Kit (LSAB-Kit) DAKO

DAKO Peroxidase Blocking Reagent DAKO

DAKO Proteinblock Serum-free DAKO

DAKO Target Retrieval Solution pH 9,0 DAKO

DAKO Target Retrieval Solution (high pH) DAKO

dNTP Set (10 mM) Promega/Invitrogen
E.Z.N.A Plasmid Miniprep Kit | PegLab
Endofree Plasmid Maxi Kit Qiagen
Entwickler (Rontgenchemie) AGFA
ExpressHyb™ Hybridization Solution Clontech
Genechip Sample-Clean Up Module Affymetrix
Fixierer (Rontgenchemie) AGFA
Hamatoxylin Shandon/Merck
HiTrap Blue HP Amersham
IGFBP3 (I-5278) Sigma
Immu-Mount Shandon
Protease Sigma
Protease Inhibitor Roche
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
QIAshredder Qiagen

gPCR Core Kit Eurogentec
RNAI Starter Kit Qiagen
RNeasy Micro Kit Qiagen

RT Step- TagMan Reverse Transcription Reagents Applied Biosystems
Strataprep TotalRNA Microprep Kit Stratagene
SuperSignal West Femto Trial Kit Pierce

SYBR Green JumpStart Taq ReadyMix Sigma

TagMan Reverse Transcription Reagents

Applied Biosystems
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TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG

TNFalpha (T-0157)
ultraPURE Distilled Water

2.10 Oligonukleotide

Sigma
Gibco

Applied Biosystems

Die verwendeten Oligonukleotide wurden Uber die Firmen Metabion, MWG Biotech, Invitrogen,

Biomers und Eurogentec bezogen.

2.10.1 Oligonukleotide fir cDNA-Synthese

Random Primer (N6)

2.10.2 Oligonukleotide fur RT-PCR

5-(N)g-3’

Produkt

Gen for (5'-3") /rev (5'-3) (Bp)

alpha Actinin 4 (ACTN4) GAGGCCCAGAGGATCGCT 91
ACTTGGAGTTGATGATTTGCGG

CD2-associated protein (CD2AP) GAGGAATGTTCCCTGACAAT 132
GTCCATAGGTGCTTATTCGT

Collagen IV alpha %2 (COL4A1/2) CTACCTGGAACAAAAGGGACAA 272
CCTCTTTCACCTTTCAACAGCA

Collagen IV alpha 4 (COL4A4) GACTCCACCTCTTCCACTTAA 228
GGTTTTCCTGGAGCAGAATCA

Collagen IV alpha 5 (COL4Ab5) GATCGCAGTTCACAGTCAGACGATC 213
GAGTTGGCATAGTAGTTACAGGTACC

Decorin (DCN) TCTCCTACATCCGCATTGCTGATACC 236
CTTGTTGTTGTCCAAGTGAAGCTCCC

Densin (DN) GACAAGCCATCAGATAAC 76
GCATTTTACCACAGCTCT

Dystroglycan (DG) ACAGGGACCCTGAGAAGAGCA 98
AATGATGCCAGCAATGAGCAG

Endoglin (EG) CGGAGCTGCTCATGTCCTTGATCC 233
GATATTGACCACCGCCTCATTGCTG

Endothelin 2 (ENT2) CGCTCCCTGCCAAGGCGCTGTCAGT 232
CCCGCATGGCCTCCTGTTGTCGCTTG

Glomerular epithelial protein 1 (GLEPP1) TCACTGTGGAGATGATTTCAGAGG 75
CGTCAGCATAGTTGATCCGGA

Glyceraldehyde-3-phosphate GGCTCTCCAGAACATCATCCCTGC 269

dehydrogenase (GAPDH) GGGTGTCGCTGTTGAAGTCAGAGG

Insulin-like growth factor 2 (IGF2) CAGCCGTGGCATCGTTGAGGAGTGC 182
TGGACTGCTTCCAGGTGTCATATTGG

Integrin, alpha 5 (ITGA5) GCTGAGCTTCGGGTCACCGCCCC 273
GGAAACCACGTCGCTTTGCGAGTTGT

Integrin, beta 3 (ITGB3) ACACTGGCAAGGATGCAGTGAATTGTAC 335
CGTGATATTGGTGAAGGTAGACGTGGC

Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) GGGAGCTTCGTGTCCTGTATGGCC 379
AGTCTGTATTTCTTGATCTTCCGCTGGC

Laminin beta 1 (LAMB1) CTGGATTCCAGGATGGAAATCA 315
CCAGGTAAACAGCCATGTCAAA

Laminin beta 2 (LAMB2) GGCTCTGAAATTGAAACGGGCA 251

GCCGCTGCAGCTTGTCCTGA
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Produkt

Gen for (5'-3") /rev (5'-3") (Bp)

Lumican TTCCCAAATCTCTGGAGGATCTGCAG 275
CTTGAAATACTCATCAGGGATGTTGCTG

Matrix-metalloproteinase 2 (MMP2) GCTGGGAGCATGGCGATGGATACC 301
GGACAGAAGCCGTACTTGCCATCC

Natural killer cell transcript 4 (NK4) AAGCTGAAGGCCCGAATGGTAATGC 226
TCGACATCACCTGTCCACGTCCTG

Nephrin (NPHS2) CAACTGGGAGAGACTGGGAGAA 189
AATCTGACAACAAGACGGAGCA

Neuropilin-1 CTACAGTGTCTTGCAGAGCA 126
GCAGACCAGTTGGTGCTATA

Osteopontin TGGAAAGCGAGGAGTTGAATGGTGC 205
ATCACATCGGAATGCTCATTGCTCTC

Osteoprotegerin (OPG) CATATGTTCCGGAAACAGTGAATCAAC 205
GAAAGTCTGTTCTTGTGAGCTGTGTTG

PAX2 AGTGGTGTGGACAGTTTGCGGAAG 203
GCAGATAGACTCGACTTGACTTCATC

Pod-1 (TCF21) ATGCGAGTGCTGAGCAAGGCCTTC 194
ACCATAAAGGGCCACGTCAGGTTG

Podocin AAGAGTAATTATATTCCGACTGGGACAT 249
TGGTCACGATCTCATGAAAAGG

Podoplanin TTGACAACTCTGGTGGCAACA 113
GCTGTGGCGCTTGGACTT

Sex determining region Y-box 9 (SOX9) CCCTTCAACCTCCCACACTACAGC 249
TGTGTAGACGGGTTGTTCCCAGTG

Synaptopodin CCCAAGGTGACCCCGAAT 66
CTGCCGCCGCTTCTCA

Tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR1) GAAACAGAACACCGTGTGCA 255
GAGTAGAGCTTGGACTTCCA

Tumor necrosis factor receptor 2 (TNFR2) GGAATGCAAGCATGGATGCA 272
GACACAGTTCACCACTCCTA

Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1) TCGAGATGAGTGGTGGCCTCGTGAAT 394
GGAAAGCCCTGGCTCAAGCATGTCATAT

Vascular endothelial growth factor A GTAAGCTTGTACAAGATCCGCAGACG 135/200

(VEGFA Ex7a/ VEGF 3'UTR) ATGGATCCGTATCAGTCTTTCCT

Vascular endothelial growth factor receptor 1 GTAGCTGGCAAGCGGTCTTACCGGCTC 316

(VEGFR1) GGATTTGTCTGCTGCCCAGTGGGTAGAGA

Vascular endothelial growth factor receptor 2 GTGGTCTCTCTGGTTGTGTA 106

(VEGFR2) CCGTACATGTCAGCGTTTGA

Villin 2 (Ezrin) CTACAGCGCGGAGCTGTCTAGTGAG 272
GCTGTTACAGGGCCTCGAACTCGTC

Wilms’-Tumor 1 Gen (WT1) CCGGTGCTTCTGGAAACTACCAGGTG 388
GGCTGACCTCGGGAATGTTAGACACGAT

Tabelle 2.1: RT-PCR-Primer. Sequenzen und PCR-ProduktgréRen
2.10.3 Oligos fur SYBR Green-Real-Time RT-PCR (Sigma)
Produkt

Gen for (5'-3") /rev (5'-3") (Bp)

Collagen | alpha 1 (COL1A1) GATGCCAATGTGGTTCGTGA 243
GTTGGGGTCAATCCAGTACT

Collagen IV alpha 2 (COL4A2) ATGTGGGACAGATGGGTCCAGTTG 210
GATCTGGGTGGAAGGTGACTCCTG

Collagen IV alpha 4 (COL4A4) ATGTGGGACAGATGGGTCCAGTTG 210
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Produkt

Gen for (5'-3") /rev (5'-3") (Bp)
GATCTGGGTGGAAGGTGACTCCTG

Collagen 6 alpha 1 (COL6A1) GTCAAAGGAGCAAAGGGGTA 216
GACGAAGTCCTTGGCAATCT

Early growth response 1 (EGR1) TGGCTTCCAGGTTCCCATGATCCCC 287
GGCAAGCGTAAGGGCGTTCGTGGG

Fibronektin 1 (FN1) GAACTATGATGCCGACCAGA 186
GAGTAGGCAATGCATGTCCA

Glyceraldehyde-3-phosphate GGCTCTCCAGAACATCATCCCTGC 269

dehydrogenase (GAPDH) GGGTGTCGCTGTTGAAGTCAGAGG

Gremlin CATGTGACGGAGCGCAAATACCTG 229
AGTTGAGTGTGACCATCATGGTATGT

Hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF1A) TCACCACAGGACAGTACAGGATGC 303
CCAGCAAAGTTAAAGCATCAGGTTCC

Inhibin alpha (INHBA) GAGAGCCCGACGCTCAACTCCCC 355
TCCATCCGAGGTGGTGCGGACATG

Insulin-like growth factor binding protein 2 GCAAGGGTGGCAAGCATCACCTTGGC 391

(IGFBP2) AGGCACCGGCTGGCTGCGGTCTACT

Integrin beta 4 (ITGB4) TTCGGGCCAGAGCGCGAGGGCAT 340
GACGCCTAGTGGGACATGGCGGG

Lamin A/C CAAGAAGGAGGGTGACCTGA 200
GCATCTCATCCTGAAGTTGCTT

Laminin beta 1 (LAMB1) CTGGATTCCAGGATGGAAATCA 315
CCAGGTAAACAGCCATGTCAAA

p21 AGGTTCTTGCTGGTGTGAAATGACTGAG 356
GCACCATAGGTACATCATCCGAGTCTTT

Tumor necrosis factor alpha (TNFA) TCACCCACACCATCAGCCGCATCG 272
GGGAAGGTTGGATGTTCGTCCTCC

Vascular endothelial growth factor A CAGCGCAGCTACTGCCATCCAATCGAGA 424

(VEGFA) GCTTGTCACATCTGCAAGTACGTTCGTTTA

Wilms’-Tumor 1 Gen (WT1) CCGGTGCTTCTGGAAACTACCAGGTG 388
GGCTGACCTCGGGAATGTTAGACACGAT

Tabelle 2.2: SYBR Green RT-PCR-Primer. Sequenzen und PCR-ProduktgréfRen

2.10.4 Oligonukleotide und TagMan-Sonde fir Real-Time RT-PCR

WT1:

TagMan-Sonde 5"-AGCGATAACCACACAACGCCCATCC-3
Primer 1 5-AAATGGACAGAAGGGCAGAG-3’
Primer 2 5-CTGAAGGGCTTTTCACTTGTT-3’
Primer 3 5-TGAAGGGCTTTTCACCTGTAT-3’
Primer 4 5-CACCTTAAAGGGCCACAGC-3

Die TagMan-Sonde ist am 5"-Ende mit 6-FAM (Reporterfarbstoff) und am 3"-Ende mit TAMRA
(fluoreszierender Quencher) markiert.

2.10.5 Assay-on-Demand-Oligos und -Sonden fir Real-Time RT-PCR (Applied
Biosystems)

Genname Abkirzung Gen Katalognummer

Matrix-Metalloproteinase 2 MMP2 Hs00234422_ml
Eukaryotische 18S rRNA 18S rRNA Hs99999901_s1
Empty spiracles homolog 2 EMX2 Hs00244574_m1
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2.11 siRNAs (Qiagen)

WT1:

siRNA (sense):
SiRNA (antisense):
DNA-Target-Sequenz:

Negativkontrolle:
siRNA (sense):
SsiRNA (antisense):
DNA-Target-Sequenz:

r(UGACAUCCCAGCUUGAAUG)J(TT)
r(CAUUCAAGCUGGGAUGUCA)(TT)
5-AATGACATCCCAGCTTGAATG-3"

UUCUCCGAACGUGUCACGUdT dT
ACGUGACACGUUCGGAGAAdT dT
5-AATTCTCCGAACGTGTCACGT-3'

Als Kontrolle fur die Transfektionseffizienz diente eine Fluoreszein-markierte siRNA und fir die
Effizienz des Silencing-Effektes Lamin A/C (Positivkontrolle). Beide siRNAs sind im RNAI-
Starter-Kit der Firma Qiagen enthalten. Bei der Negativkontrolle handelte es sich um eine
siRNA ohne Homologie zu bekannten Saugergenen.

2.12 Antikorper

Die Antikorper wurden fir die Immunhistochemie, Immunfluoreszenz und Western-Blot-Analyse

verwendet.

2.12.1 Priméarantikorper

AntikOrper fur Immunfluoreszenz:

Antikoérper Art Herkunft Katalog-Nr./Klon Firma
CD2AP polyklonal Kanninchen A. Shaw (St. Louis, USA)
Cytokeratin monoklonal Maus T-1302 (Lu-5) BMA
IGFBP3 polyklonal Maus 611504 (4) BD
Nephrin monoklonal Maus 50A9 K. Tryggvason (Stockholm,
Schweden)
Podocin polyclonal Kanninchen P35 C. Antignac, (Paris)
sm-Aktin monoklonal Maus M0851 (1A4) Santa Cruz (F. Eitner, Aachen)
Talin monoklonal Maus T3287 (8D4) Sigma
Vimentin monoklonal Maus MO0725 (V9) DAKO
Vinculin monoklonal Maus CBL233 (V284) Cymbus Biotechnology
WTC19 polyklonal Kanninchen sc-192 (L2302) Santa Cruz
Tabelle 2.3: Antikorper fir Immunfluoreszenz.
Antikérper fir Immunhistochemie:
Antikorper Art Herkunft Katalog-Nr./Klon Firma
Collagen IV a1/2 monoklonal Maus M3F7 Developmental Studies Hybridoma
Bank
Collagen IV a4 polyklonal Kanninchen J. Miner (St. Louis, USA)
ICAM1 (M19) polyklonal Ziege sc-1511 Santa Cruz (K. Amann, Erlangen)
Laminin B1 monoklonal ~ Maus MAB1921 Chemicon
Laminin 2 monoklonal Maus C4 Developmental Studies Hybridoma
Bank
Laminin B2 (L) Maus 9G12 L. Sorokin (Lund, Schweden)
MMP7 monoklonal Maus IM71-100UG / Ab-3 Oncogene
SOX9 polyklonal Kanninchen  S6943 Sigma
VCAM1 monoklonal Maus M7106 / 1.4C3 DAKO
WT1 monoklonal Maus M3561 / 6F-H2 DAKO
WTC19 polyklonal Kanninchen  sc-192 (L2302) Santa Cruz

Tabelle 2.4: Antikorper fur Immunhistochemie.
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AntikOrper fur Western-Blot:

Antikérper Art Herkunft Katalog-Nr./Klon Firma
a-Tubulin monoklonal Maus T9026/ DM1A Sigma
IGFBP3 polyklonal Maus 611504 (4) BD
WTC19 polyklonal Kanninchen sc-192 (L2302) Santa Cruz

Tabelle 2.5: Antikorper fir Western-Blot-Analysen.

2.12.2 Sekundarantikorper

Western-Blot:
Anti-mouse Ig (monoklonal), Peroxidase linked
Anti-rabbit Ig (polyklonal), Peroxidase linked

Immunfluoreszenz (IF):
Anti-mouse Ig, FITC-konjugiert
Anti-rabbit Ig, FITC-konjugiert

2.13 Verbrauchsmaterial

96 well optical reaction plates
CapSure HS Caps

Coverplates

GelBond PAG Film

Klvetten

HiTrap Blue HP

Immun-Blot PVDF Membran (0,45 pum)
Micro Amp Optical Caps

Objekttrager, Adhasions-
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, gestopft
Plastik-Reaktionsgefalle

Rontgenfilm X-OMAT AR

Uvette 220-1600 nm

Westran Clear Signal Membran (0,45 um)
Whatman 3MM

Zellkulturflaschen

2.14 Software

Fir die Auswertungen der Experimente waren

ABI PRISM™ Sequence Detection Software (Vers. 1.6)

AIDA Image Analysis 2.11

AIDA Image Analysis 3.01

BAS Image Scanning

Dissociation Curves

Excel Tabellenkalkulation

GCOS

IrfanView 3.85 (http://www.irfanview.de/)
Isis (Fluoreszenz-Auswertung)

LIMMA 2.0.0 (http://www.bioconductor.org/)
Photoshop Bildbearbeitung

Powerpoint

Simpleaffy (http://www.bioconductor.org/)
Word Textverarbeitung

Amersham (NA 931)
Amersham (NA 934)

DAKO (F0261)
DAKO (F0205)

Applied Biosystems
Arcturus

Shandon

Biozym

Greiner

Amersham Biosciences
Bio-Rad

Applied Biosystems
Histobond

Biozym

Biozym

Eppendorf

Kodak

Eppendorf
Schleicher & Schill
Schleicher & Schiill
Falcon

folgende Computerprogramme notwendig:
Applied Biosystems
Raytest

Raytest

Raytest

Applied Biosystems
Microsoft
Affymetrix

Irfan Skiljan
Metasystems
BioConductor
Adobe

Microsoft
BioConductor
Microsoft
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2.15 Gerate

ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System
Agilent 2100 Bioanalyzer

CM1900 Cryostat

Fluoreszenzmikroskop Axioplan Il
Geldokumentationsanlage fiir Agarosegele
GeneChip Scanner 3000

Leica FW4000

Phasenkontrast / Durchlichtmikroskop (Axioplan)
Phosphorimager FLA 3000

PixCell® Il LCM System

PTC-200 Thermal Cycler

Schlittenmikrotom

Thermoblock

Ultraspec 2000 Photometer

Ultrazentrifuge Pro 80

Applied Biosystems
Agilent Technologies
Leica

Zeiss

Herolab

Affymetrix

Leica

Zeiss

Fuiji

Arcturus

MJ Research

Leica

Biometra
Pharmacia Biotech
Sorvall
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3 Patienten und Normalkontrollen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte humanes Nierengewebe von 11 Denys-Drash-Patienten mit
kongenitalem/infantilem  nephrotischen  Syndrom und zwei  CNF-Patienten  mit
kongenitalem/infantilem nephrotischen Syndrom vom finnischen Typ untersucht werden. Als
Kontrolle diente humanes Nierengewebe von 10 erwachsenen Personen, drei Kindern und drei
Foten, die nicht am nephrotischen Syndrom erkrankt waren. Bei den Gewebeproben handelte
es sich um Operationsmaterial, welches nicht zu diagnostischen Zwecken benétigt und fir
Forschungszwecke zur Verfigung gestellt wurde. Das Einverstandnis der betroffenen Personen
oder, falls die Personen zum Zeitpunkt der Gewebeentnahme noch nicht volljahrig waren, das
Einverstandnis eines Erziehungsberechtigten lag in allen Féllen vor. Fir die Studie liegt eine
Bewilligung von der hiesigen Ethikkommission vor.

Zusatzlich standen priméare Podozyten-Zellkulturen von drei verschiedenen Denys-Drash-
Patienten (N90, N100, DDS16), zwei CNF-Patienten (97-1, MD219) und zwei nicht erkrankten
Kontrollpersonen zur Verfugung (N13, MD283) sowie auch mit Telomerase immortalisierte
humane Podozyten einer nicht erkrankten Person (N13T).

In Tabelle 3.1 sind die in dieser Arbeit verwendeten Gewebe und Podozyten-Zellkulturen
zusammengestellt.

Zusatzlich wurde auch mit den beiden Zelllinien HEK293 (humane embryonale
Nierenzellen) und MesCC2559 (Mesangiumzellen) gearbeitet, wobei uns die Mesangiumzellen
im Rahmen einer Kooperation mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. F. Eitner (Aachen) zur

Verfiigung gestellt wurden.
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CNF-Nieren
97-1 CNF1  02.07.2001 7Mo
MD219 CNF2  21.09.1999 11.12.2003

KfH, Miinster
Kinderklinik, Essen

¢.1680delC homozygot

€.1699T>A / p.Cys567Ser homozygot

+

+

97-1 (Pavenstadt, Freiburg)
MD219

Name Bez Geb.datum  Alter bei Nephrektomie Herkunft Mutation Kryo  Paraffin Primarzellen hTERT
Normale adulte und kindliche Nieren
08.12.1999 NAK4  Adult 60-70J Urologie, Disseldorf +
02.02.2000 NAK5  Adult 60-70J Urologie, Disseldorf +
BO NAK7  Adult 60-70J Urologie, Diisseldorf +
BS NAK8  Kind 60Mo Prof. Royer-Pokora +
BP NAK9  Kind ? Prof. Royer-Pokora +
N13 NAK11 Adult ? Nephrologie, Freiburg N13 (Pavenstéadt, Freiburg) N13T
NAK15 Adult 70J Pathologie, Diisseldorf +
MD283 NAK23 Kind 84Mo Kinderklinik, Disseldorf + MD283
Normale embryonale Nieren
NEK1 Abort 24. SSW Prof. Royer-Pokora
NEK?2 Abort 16. SSW Pathologie, Berlin +
Denys-Drash Nieren
N90 (NS18) DDS16 16.05.1999 9Mo KinderkKlinik, Heidelberg Exon 8 366 Arg>His + N90 (Pavenstadt, Freiburg)
N92 (NS19) DDS2  13.08.1999 16Mo KfH, Minster Exon 8 373 His>Arg +
HI (NS10) DDS3  29.06.1995 14Mo KfH, Minster Exon 9 394 Arg>Trp + +
JL (NS9) DDS4  12.02.1994 24Mo Hamburg? Exon 8 379 Gly>Cys + +
MG (NS8) DDS9  28.03.1992 38Mo Pathologie, Heidelberg Exon 9 396 Asp>Asn + +
Cl DDS10 32Mo Pathologie, Kiel Exon 9 394 Arg>Trp +
MD152 (NS20) DDS11 24Mo Prof. Kosmehl Exon 9 394 Arg>Trp +
MD240 (NS21) DDS14 24.10.2001 21Mo KfH, Minster Exon 9 388 Cys>Arg + N100
DDS16 27.09.2004 13Mo Kinderklinik, Erlangen Exon 9 394 Arg>Trp + DDS16

Tabelle 3.1: Zusammenfassung der in dieser Arbeit verwendeten Gewebe und Zellkulturen von Patienten und Kontrollen. J = Jahr. Mo = Monat. L = links.
R =rechts. SSW = Schwangerschaftswoche. ? = Angabe nicht bekannt. Bez = Bezeichnung. Geb.datum = Geburtsdatum. + = vorhandenes Material.
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Schematische Ubersicht tiber die durchgefiihrten Analysen im Rahmen dieser Arbeit:

A Charakterisierung von Podozyten- B Untersuchung der glomeruléren
Zellkulturen Differenzierung beim Denys-Drash
Syndrom
C Expressionsanalysen von glomerularen D Auffinden putativer WT1-Zielgene
Nierenzellen
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4.1 Zellkultur

4.1.1 Kultur adhérenter Zellen

Humane Podozyten, Mesangiumzellen und HEK293-Zellen wurden in Zellkulturflaschen bei
37°C und 5% CO,-Begasung gezilchtet.

4.1.2 Auftauen der Zellen

Podozyten und HEK293-Zellen

o Kryoréhrchen mit den Zellen in der Hand antauen lassen.

e Angetaute Zell-Suspension (1-1,5 ml) in ein Falconréhrchen mit 5 ml Medium geben.
e 3 min bei 1200 rpm zentrifugieren und Pellet in frischem Medium resuspendieren.

¢ In eine Zellkulturflasche Uberfihren und im Brutschrank zlchten.

Mesangiumzellen

o Kryoréhrchen mit den Zellen unter flieRendem kalten Wasser antauen.

e Angetaute Zell-Suspension (1-1,5 ml) in ein Falconrohrchen mit 10 ml Wachstumsmedium
geben.

¢ 5 min bei 1200 rpm und 4°C zentrifugieren und Pellet in frischem Medium resuspendieren.

¢ In eine Zellkulturflasche uberfuhren und im Brutschrank ziichten.

4.1.3 Passagieren von adhéarenten Zellen

Dreimal in der Woche wurde das Medium gewechselt und die Zellen, wenn dicht gewachsen,

wie folgt passagiert:

e Medium absaugen.

e Trypsin/EDTA-Gemisch zu den Zellen in die Flasche geben, vorsichtig hin und her
schwenken und wieder abkippen.

e Vorgang wiederholen, bei 37°C inkubieren, nach 3-5 min unter dem Mikroskop beobachten,
ob sich die Zellen I6sen.

e 5 ml Medium dazugeben, 3 min bei 1200 rpm zentrifugieren, Pellet in frischem Medium
resuspendieren und in Zellkulturflasche Uberfihren.

¢ Im Brutschrank zilchten.

4.1.4 Selektion (fir mit Telomerase immortalisierte Podozyten)

Zur Selektion der mit Telomerase immortalisierten Podozyten wurde das Medium mit
Hygromycin B in einer Konzentration von 10 ug/ml versetzt.

4.1.5 Einfrieren der Zellen

Trypsinbehandlung (siehe 4.1.3).

Resuspendieren der Zellen in 5 ml Medium und Uberfiihren in ein Falconréhrchen.

3 min bei 1200 rpm zentrifugieren.

Pellet in 1-1,5 ml Einfriermedium pro Kryoréhrchen resuspendieren und in flissigem
Stickstoff lagern.
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4.2 Transfektion
4.2.1 Transfektion von DNA

Transfektion bezeichnet das stabile oder transiente Einbringen von DNA in eine eukaryotische
Zelle. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Lipofectamine™ 2000-Reagenz (Invitrogen) und
FUGENE™ 6 Transfection Reagenz (Roche) fiir die Liposomen-vermittelte Transfektion
verwendet.

Transfektion von HEK293-Zellen mit NPHS1, NPHS2 und CD2AP
Als Positivkontrollen fir die Immunfluoreszenz-Analysen zur Charakterisierung der Podozyten
wurden NPHS1-, NPHS2- und CD2AP cDNA-Plasmide in HEK293-Zellen transfiziert. Die
Transfektion erfolgte durch zwei unterschiedliche Transfektionsreagenzien:
a) Transfektion von HEK293-Zellen mit CD2AP oder NPHS2 mit dem FUGENE™ 6 Transfection
Reagenz (Roche-Diagnostics):
e Einen Tag vor Transfektion wurde eine dicht bewachsene Flasche (25 cm?) mit HEK293-
Zellen auf 20 Objekttrager ausgesat.
¢ Nach 24 h wurde die Transfektion nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt.
Es wurde 1 pg Vektor-DNA mit 3 pl Fugene-Reagenz kombiniert und fiir die Transfektion auf
den Objekttragern eingesetzt.
8 h nach Transfektion wurde das Medium gewechselt.
Die Zellen wurden fur 24-48 h bei 37°C inkubiert.
Das Waschen der Objekttrager erfolgte mit PBS.
Anschlielend wurden die Objekttrager getrocknet.
Die Lagerung der Objekttrager bis zur Immunfluoreszenz erfolgte bei —80°C.
) Transfektion von HEK293-Zellen mit NPHS1 mit dem Lipofectamine™ 2000 Reagenz
(Invitrogen):
e Einen Tag vor Transfektion wurde eine dicht bewachsene Flasche (25 cm?) mit HEK293-
Zellen auf 8 Objekttrager ausgesat.
e Nach 24 h wurde die Transfektion nach der Anleitung des Herstellers durchgefihrt.
Es wurden 4 ug Vektor-DNA mit 10 ul Lipofectamine 2000-Reagenz flir die Transfektion auf
den Objekttragern eingesetzt.
8 h nach Transfektion wurde das Medium gewechselt.
Die Zellen wurden fur 36 h bei 37°C inkubiert.
Das Waschen der Objekttrager erfolgte mit PBS.
Anschlielend wurden die Objekttrager getrocknet.
Die Lagerung der Objekttrager bis zur Immunfluoreszenz erfolgte bei —80°C.

T e e e e o

Transfektion von HEK293-Zellen mit WT1

Die Transfektion der HEK293-Zellen mit dem WT1-Konstrukt WIT-2F (+Exon5/+KTS) wurde mit
dem Lipofectamine™ 2000 Reagent (Invitrogen) durchgefiihrt (Protokoll siehe Nephrin-
Transfektion). Allerdings wurde hier 8 ug Vektor-DNA verwendet und die Zellen wurden 24 h bei
37°C inkubiert.

4.2.2 Transfektion von siRNA (Genabschaltung durch RNA-Interferenz)

Genabschaltung (,Silencing“) durch RNA-Interferenz (RNAI) ist ein 1998 entdecktes
biologisches Phanomen, das aus der Inaktivierung eines oder mehrerer Gene resultiert. Es wird
durch kurze interferierende RNA (siRNA, short interfering RNA) bewirkt. Dies sind kleine
doppelstrangige RNA-Molekile (dsRNA) von 21-23 Basenpaaren mit hoher Spezifitdt fir die
Nukleotid-Sequenz des Zielmolekiils, mRNA. siRNA-Molekiile assoziieren mit Helikase- und
Nuklease-Molekulen und bilden den RNA-induzierten Silencing Complex (RISC). Dies endet in
Stilllegung (,Silencing®) des betreffenden Gens nach der Transkription (posttranskriptionales
»ilencing®) (siehe Abbildung 4.1).
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sifMA-Mediated RMAj

Synthetic sikNA
11 [@21-23nmt

Transfection into cell line
of inferest

[ ' | sikMA/ profein complex (RISC)

l Tanget mEMA recognition

TOTT T Abbildung 4.1 (Ubernommen aus ,RNAi

mAbA L L1111 IGLl 1111111 Starter Kit Handbook; Qiagen, 2003):
Mechanismus  der  RNA-Interferenz  in

Tamget mRHA cleavoge Saugerzellen nach Transfektion mit siRNA. In

kultivierten Saugerzellen werden die siRNAs

Uber Transfektion in die Zelle geschleust und

mRHNA |||u_||"l| I |J_||_|L|| fuhren zur Degradierung von mRNA mit
LLLg LIl derselben Sequenz und damit zum ,Silencing*

der Genexpression.

Protokoll des WT1 Knock-downs in den mit Telomerase immortalisierten N13T-Podozyten und
den HEK293-Zellen

Die Etablierung dieser Methode mit den Transfektionsreagenzien Lipofectamine™ 2000-
Reagenz (Invitrogen) und RNAiFect (Qiagen) ist im Ergebnisteil 5.4.1 beschrieben. Die
Transfektionen erfolgten nach Angaben der Hersteller.

4.3 DNA-Analysen
4.3.1 Herstellung kompetenter Bakterien

Eine 5 ml Ubernachtkultur von DHa5-Bakterien wird in TYM-Medium angeimpft. Am n&achsten
Tag wird sie zum Animpfen in 100 ml TYM-Medium aufgenommen. Diese wird bis zu einer
ODggo von 0,5 bei 37°C in einem Schittler inkubiert. Danach werden die Bakterien in der
Zentrifuge bei 2500 g und 4°C pelletiert. Der Uberstand wird verworfen, und das Pellet auf Eis in
20 ml TfB1-Medium aufgenommen. Die Bakterien werden 20 min auf Eis inkubiert und
anschlieRend bei 2000 g und 4°C pelletiert. Das Pellet wird in 4 ml TfB2 resuspendiert und in
200 pl aliquotiert. Die Bakterien kdnnen schockgefroren bei —80°C aufbewahrt werden.

4.3.2 Transformation von Bakterien mit Plasmid

o Kompetente Zellen (DH5a) auf Eis auftauen lassen.

Fur die Transformation 200 uyl kompetente Zellen mit 10 ng Plasmid in ein vorgekihltes
Roéhrchen pipettieren.

Inkubation fur 30 min auf Eis.

Hitzeschock: 5 min bei 42°C im Wasserbad.

Zugabe von 1 ml bei 37°C vorgewarmten LB-Medium.

Im Schuttler 45 min bei 37°C inkubieren.
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o Agarplatten mit dem Antibiotikum Ampicillin (50 mg/ml) giel3en, fiir Blau-Weil3-Selektion
(B-Galaktosidase-Test) zusatzlich 70 pl X-Gal (20 mg/ml) und 30 ul IPTG (0,2 g/ml) auf jeder
Platte ausstreichen.

e Je 50 pl und den Rest des Transformationsansatzes auf einer Platte ausstreichen und lber
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubieren.

e Mit den Einzelkolonien je 5 ml Ampicillin-selektives LB-Medium als Starterkultur animpfen.

e Uber Nacht bei 37°C schiitteln.

4.3.3 DNA-Isolierung

Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid DNA wurde mit dem Silica-Matrix basierenden E.Z.N.A Plasmid Miniprep Kit von

Peqglab aus 5 ml-Kulturen und dem Endo Free Plasmid Maxi-Prap Kit von QIAGEN aus 100 ml-

Kulturen isoliert. Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren. Zur Kontrolle von

Plasmid- und Insert-DNA wurden Restriktionsverdaus mit den entsprechenden Enzymen

durchgeflhrt.

a) Minipraparation

e DNA-Isolierung aus 2 ml Ubernachtkulturen mit dem E.Z.N.A Plasmid Miniprep Kit der Firma
Peqlab nach Angaben des Herstellers.

b) Maxipraparation (Endotoxin-frei)

¢ Von den Kulturen, die das richtige Insert enthalten, wurde mit 20 pl der Starterkultur je
100 ml Ampicillin-selektives LB-Medium angeimpft.

e Uber Nacht bei 37°C schiitteln.

o Ernten der Bakterien durch Zentrifugation fir 15 min bei 4000 rpm.

e |[solierung der Plasmid-DNA erfolgt mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit von Qiagen
entsprechend den Angaben des Herstellers.

Die Isolierung erfolgt mit einem Endotoxin-freien Plasmid Kit, da Endotoxine die

Transfektionseffizienz stark vermindern.

e Zur dauerhaften Lagerung der Bakterien wurden Glycerin-Stocks angelegt. Dazu wurde 1 ml
Kultur mit 15 % Glycerin bei —80°C eingefroren.

DNA-Isolation aus Gewebeschnitten

Bei der DNA-Isolation aus Gewebeschnitten wird ein Proteinase K-Verdau durchgefiihrt, um die

Proteine zu lysieren und die DNA fiir weitere Analysen, z.B. PCR, zuganglich zu machen.

e Ein abgekratzter Schnitt wird mit 50 pl DNA-Isolationspuffer Uberschichtet und Uber Nacht
bei 56°C inkubiert.

¢ Die Inaktivierung der Proteinase K erfolgt fiir 30 min bei 68°C.

4.3.4. DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration einer DNA-L6sung bestimmt man durch eine Messung der Absorption des
Lichtes bei der Wellenlange ihres Absorptionsmaximums (260 nm) in einem
Spektralphotometer. Um Verunreinigungen durch andere Licht absorbierende Stoffe
auszuschlieRen, wird stets eine Nullkontrolle als Referenz verwendet, die aus dem
Lésungsmittel besteht, in dem auch die DNA verdinnt ist. Die Konzentration wird nach
folgender Formel berechnet:
10D260 = 50 pg/ml doppelstrangige DNA

Bestimmt man zusatzlich die Absorption bei 280 nm, so gibt das Verhaltnis OD250/OD2go an,
inwieweit die DNA-Losung mit Protein-Resten verunreinigt ist. Das Verhaltnis liegt fur reine
DNA-Praparationen bei 1,8.
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4.3.5 Gelelektrophoresen

Die Auftrennung von Nukleinsduren nach ihrem Molekulargewicht und ihrer Konformation
erfolgt durch Anlegen eines elektrischen Feldes an eine auf einer Tragermatrix aufgetragenen
DNA. Da die DNA eine negative Ladung tragt, wandern die Molekile in Richtung des positiven
Pols. Man unterscheidet je nach Grofle der aufzutrennenden Fragmente zwei Systeme von
Gelen: a) Polyacrylamid- (PAA-) Gele eignen sich fiir die Auftrennung von kleinen Fragmenten
(1-500 Bp) und unterscheiden DNA-Fragmente aufgrund ihrer Gréke und ihrer Konformation;
b) Agarosegele werden fiur die Auftrennung von grofieren Fragmenten (200 Bp - 50 kBp)
entsprechend ihrer GroRe verwendet.

Agarosegelelektrophorese

¢ Man schmilzt die Agarose in einem Puffer, der auch als Laufpuffer verwendet wird (1 x TAE
oder 1 x TBE) durch Aufkochen in einem Mikrowellenherd bis zur Homogenitat der Lésung.

e Der auf ungefahr 60°C abgekihlten geschmolzenen Agarose wird 1 pg/ml einer
Ethidiumbromid-Stocklésung (10mg/ml) zugegeben und in den Gelrahmen mit Kamm
luftblasenfrei gegossen.

e Nach Erstarren der Gelmatrix entfernt man den Kamm und flllt die Gelkammer mit
Laufpuffer so weit auf, bis der Fllssigkeitsspiegel Uber dem Gel liegt. Die Taschen werden
mit Pufferlésung ausgespililt.

¢ Die aufzutragenden Proben werden mit 1/5 Auftragsvolumen 5 x Ficoll Ladepuffer gemischt.

¢ Die Elektophorese findet in dem entsprechenden Puffer statt.

e Photographieren des Gels unter UV-Licht der Wellenlange 260 nm.

Polyacrylamidgele

Die Anwendung von Polyacrylamidgelen bietet sich fur folgende Analysen an (Beschreibungen
in den entsprechenden Kapiteln):

e Western-Blot (siehe 4.6.4).

e Sequenzierung (siehe 4.3.7).

4.3.6 Restriktionsverdau

Verdau von Plasmid-DNAs (NPHS1, NPHS2, CD2AP)

Zur Bestimmung der richtigen InsertgréRe werden die Plasmid-DNAs, die NPHS1, NPHS2 und

CD2AP enthalten, mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen verdaut.

e Verdau von 50 ng DNA in einem 10 pl Reaktionsansatz.

e Pufferkomponenten und Konzentrationen werden an die jeweiligen Angaben des Herstellers
angeglichen (siehe Tabelle 4.1).

Plasmid-DNA Enzym Hersteller Puffer Hersteller
CD2AP Bam HI MBI Y*/Tango MBI

Xho | Roche Y*/Tango MBI
NPHS2 Not | MBI Y*/Tango MBI

Eco RI MBI Y*/Tango MBI
NPHS1 Hind 11l MBI Y*/Tango MBI

Xba | MBI Y*/Tango MBI

Tabelle 4.1: Verwendete Restriktionsenzyme mit ihren Pufferbedingungen

e Reaktionsansatz: 50 ng Plasmid-DNA
10U pro Enzym
1/5 Vol 10 x Puffer
auf 10 ul H,O

e Inkubation bei 37°C fiir 1 h.
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e Auftragen des gesamten Ansatzes + 1/5 Volumen 5 x Ficoll-Ladepuffer auf ein 1 %iges
Agarosegel.
e Elektrophorese bei 80 Vin 1 x TAE.

4.3.7 Sequenzierung mit dem Big Dye Terminator-Kit (Applied Biosystems)

Sequenzierung von PCR-Produkten
Mastermix fur die Sequenzreaktion:

15 ng gereinigtes PCR-Produkt (QlAquick PCR Purification Kit, Qiagen)
1,5 ul Big Dye Reaction Buffer (5x)
1 ul Big Dye Terminator-Mix
0,5 ul spezifischer Primer (10 pM)
auf 10 pl steriles H,O
Sequenzreaktion:
94°C 2 min
96°C 10 sec
50°C 5 sec }25X
60°C 4 min
Produktaufreinigung erfolgt durch Prazipitation:
10 ul Sequenzierungs-Produkt
46 pl H.O
6,3 ul NaAc (3M)
156 pl 100 % EtOH (RT)

e Mischen und 30 min bei 4°C halten.

e 20 min bei 12000 rpm zentrifugieren.

e Uberstand abpipettieren und das unsichtbare Pellet zweimal mit 200 pyl 70 % EtOH
waschen.

e 10 min bei 12000 rpm zentrifugieren.

e Uberstand abpipettieren und das Pellet ca. 10 min bei 37°C trocknen.

Der Gellauf fur die Sequenzierungen wurde im Biomedizinischen Forschungszentrum (BMFZ)
der Universitat Disseldorf durchgeflihrt.

4.4 RNA-Analysen
4.4.1 RNA-Isolierung

RNA-Isolation nach Laser-Mikrodissektion

Die Laser Capture Mikrodissektion (LCM) ist eine Methode, um kleine Areale oder auch
einzelne Zellen aus einem histologischen Schnitt zu isolieren. Zellgenaue und kontaktfreie
Dissektionen aus heterogenen Gewebeschnitten ermdglichen Analysen von DNA, RNA und
Proteinen ohne Kontamination durch andere Zellsorten.

Mikrodissektion an Kryoschnitten:

a) Herstellung der Gefrierschnitte:

e Objekttrager wurden vor dem Auftrag des Nierenschnittes 5 h bei 200°C inkubiert,
getrocknet, luftdicht verpackt.

¢ Nach Anfertigung der 10 yum Kryoschnitte wurden die Schnitte auf Objekttrager aufgetragen
und direkt im Kryostaten eingefroren (keine Lufttrocknung).

o Objekttrager mit Schnitt bei —80°C lagern

b) Farbung und Entwasserung:

e Schnitte 30 sec in 70 % EtOH fixieren.

e Schnitte 30 sec in H,O-DEPC wassern.
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Schnitte 30 sec in Hamatoxylin farben.

Schnitte in H,O-DEPC entfarben.

Schnitte je 45 sec in 70 %, 100 % und 100 % EtOH entwassern.

Schnitte 3 min in Xylol entwassern.

Xylol abdampfen lassen (ca. 3 min).

c¢) Einstellungen am LCM-Gerat:

e Duration: 850 ns; Repeat: 0,2 s; Target: 0,205 V; Current: 18,0 mA; Spotsize: 30 um; Power:
80 mW

o Bei der Mikrodissektion flir RNA-Isolierung wurde darauf geachtet, dass weniger als eine
Stunde/Schnitt mikrodissektiert wurde.

d) RNA-Isolierung mittels StrataPrep total-RNA Microprep Kit (Stratagene):

e Zu 100 pl Lysepuffer wurden 0,7 pl beta-Mercaptoethanol gegeben und das LCM-Cap mit
Gewebeprobe aufgesetzt.

e Das Reaktionsgefald wurde dann mehrfach invertiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei
—80°C gelagert.

e Die RNA-Isolation wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Es wurde mit

mindestens 20 pl Elutionspuffer eluiert.

RNA-Isolation aus Gewebe und Zellen

Total RNA wurde aus Gefrierschnitten (10 uym dick) und Zellen mit dem RNA Microprep Kit von
Stratagene oder mit dem Rneasy Micro Kit von Qiagen nach Angaben des Herstellers isoliert.
Nachdem das Gewebe mit einem Lysepuffer, der das chaotrope Salz Guanidinthiocyanat
enthalt, lysiert wird, gibt man das Lysat auf eine Silicamatrix. Eine DNase-Behandlung erfolgt
direkt auf der Saule. Nach verschiedenen Waschschritten wird die RNA mit einem
Niedrigsalzpuffer von der Saule eluiert.

4.4.2. RNA-Konzentrationsbestimmung durch photometrische Messung

Die RNA-Konzentrationsbestimmung wurde wie bei der DNA-Analyse durchgefiihrt. Die
Berechnung erfolgte nach der Formel:

10D260 = 40 pug/ml RNA.
Die optische Dichte wurde bei 260nm gemessen und das Verhaltnis ODog/ODogg zur
Bestimmung des Grades an eventuellen Verunreinigungen mit Proteinresten berechnet. Es
sollte fur nicht verunreinigte RNA-Praparationen = 2,0 betragen.

4.4.3 RNA-Qualitatsbestimmung mittels Bioanalyzer (Agilent)

Diese Technik erlaubt die Analyse von biologischem Material (DNA, RNA, Protein) auf winzigen
Tragern (Glaschips), in die feinste Reaktionskammern und Transportkandlchen von weniger als
10 um Durchmesser eingeatzt sind. Das Detektionslimit liegt fir RNA bei 5 ng/ul. Die Software
stellt die Daten in Form eines Elektropherogramms oder eines Gelbildes dar.

Bestimmung der RNA-Menge

Eine RNA-Leiter dient als Referenz flr die Datenanalyse. Sie enthalt 6 RNA-Fragmente
zwischen 0,2 und 6 kBp mit einer Gesamtkonzentration von 150 ng/pl (siehe Abbildung 4.2A).
Die Software vergleicht nun die unbekannten Proben mit den Leiterfragmenten und bestimmt
daraus zum einen die Konzentration der Proben und zum anderen die Peaks der verschiedenen
ribosomalen RNAs. Die Konzentration der RNA wird bestimmt, indem die Flache unter der
gesamten Kurve bestimmt und mit der Flache unter der Kurve der RNA-Leiter verglichen wird.

Bestimmung der RNA-Qualitat
Die Bestimmung der RNA-Qualitat erfolgt anhand der Detektion der ribosomalen RNAs (siehe
Abbildung 4.2B). Peak 1 kann die 5.8S, 5S und die tRNA enthalten. Peak 2 enthalt die
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18S rRNA und Peak 3 die 28S rRNA. Die Baseline zwischen 29 sec und der 18S rRNA sollte
maoglichst flach sein. Die Software bestimmt das Verhaltnis des 18S- und 28S-Peaks. Dieses
Verhaltnis bestimmt weitgehend die Qualitdt der RNA-Praparation. Ein Verhaltnis von
18S/28S = 2 kennzeichnet eine optimale RNA-Praparation.
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Abbildung 4.2: A) Elektropherogramm der RNA-Leiter. B) Elektropherogramm einer optimalen RNA-
Praparation (Agilent).

4.4.4. Reverse Transkription

Die Reverse Transkriptase (RT) ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase. Unter Verwendung
einer komplementaren doppelstrangigen Startsequenz stellt die RT aus einer einzelstrédngigen
RNA-Matrize eine doppelstrangige Kopie (cDNA) her. Im Anschluss an die RT-Reaktion wird
eine PCR (RT-PCR) durchgefiihrt.

Protokoll der cDNA-Synthese fiir die semiquantitativen RT-PCRs und die quantitativen
SYBRgreen RT-PCRs bzw. Assay on demand RT-PCRs
e Fir die cDNA-Synthese wurden im ersten Schritt folgende Bestandteile flir das
Oligonukleotid-Annealing zusammengeflgt:
1-5 ug total RNA
1,0 pl Random Hexadesoxynukleotide (100 ng)
auf 9,2 pl H,O (DEPC)
e 10 min bei 70°C inkubieren, dann 2 min auf Eis abkihlen
e Fir die cDNA-Synthese wurde im zweiten Schritt folgende Bestandteile zugefigt:

1,3 pl BSA (1,5 mg/ml)

0,5 ul RNasin (40 U/ul)

2,0 ul 0,1 M DTT (Invitrogen)

1,0 pl 10 mM dNTP

4.0 ul 5 x RT-Puffer (Invitrogen)

1,0 ul Superscript RT Enzym (Invitrogen)

e 60 min bei 37°C inkubieren; Enzym 10 min bei 95°C inaktivieren, abzentrifugieren und bei
—20°C lagern.

e Als Kontrolle wird immer ein Ansatz ohne die Reverse Transkriptase Superscript Il
mitgeflhrt, um eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschlie3en.

cDNA-Synthese fiir die Real-Time RT-PCR der WT1-Isoformen
Die cDNA-Synthese wurde mit dem TagMan Reverse Transcription Reagents (Applied
Biosystems) nach Angaben des Herstellers durchgeflhrt.
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o Reaktionsansatz fur die vier WT1-Isoformen und 18S rRNA:

Komponente Volumen (ul) Endkonzentration

10 x TagMan RT Puffer 1,0 1x

25 mM MgCl, 20 5,5 mM

dNTPs 2,0 500 uM von jedem dNTP
Random Hexamers 0,5 2,5 uM

Rnase Inhibitor 0,2 0,4 U/l

MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/ul) 0,25 1,25 U/ul

DEPC-H,0 2,85 -

RNA 1,0 wie bendtigt

z 10,0

e PCR-Cycler-Bedingungen:

Reverse Transkription Inaktivierung der RT
Temperatur 25°C 48°C 95°C
Zeit 10 min 30 min 5 min

Als Kontrolle wird auch hier immer ein Ansatz ohne die ,MultiScribe Reverse Transcriptase“
mitgefuhrt, um eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschlief3en.

4.4.5 RT-PCR

Semiquantitative RT-PCR

Bei einer semiquantitativen RT-PCR muss immer ein interner Standard in den Reaktionen
mitgefuhrt werden. Dafur wahlt man ein in dem zu analysierenden Gewebe Kkonstitutiv
exprimiertes Gen (,Housekeeping-Gen*), mit dessen Expression dann die Expressionslevel der
zu analysierenden Gene verglichen werden. Dadurch kann eine starkere Amplifikation aufgrund
hdéherer cDNA-Konzentration ausgeschlossen werden. Die Standardisierung erfolgte anhand
des Nachweises des Housekeeping-Gens GAPDH.

Um eine quantitative Aussage Uber das PCR-Produkt treffen zu kénnen, muss eine
Messung der Amplifikation wahrend der exponentiellen Phase erfolgen. Um dies zu
gewahrleisten, werden von jeder Probe nach verschiedenen Zyklen 5-15 pyl PCR-Produkt
(angepasst an die exponentielle Phase der PCR) entnommen. Die Proben jeder PCR-Reaktion
werden auf einem 2- oder 3 %igen Agarosegel (je nach Grolke des PCR-Produktes)
elektrophoretisch aufgetrennt.

Die genaue Quantifizierung der Banden erfolgte mittels der AIDA Image Analysis 2.11-
Software (Raytest) nach Detektion der DNA mit Hilfe des Phosphorimager FLA 3000 (Fuiji). Die
Quantifizierung wurde nach Anleitung des Softwareherstellers durchgefihrt.

e Reaktionsansatz:

Komponenten Volumen (ul) Endkonzentration
10 x PCR-Puffer (Invitrogen)* 5,0 1x

10 mM dNTPs 1,0

Forward Primer (10pmol/ul) 1,0-25 wie bendtigt
Reverse Primer (10pmol/ul) 1,0-25 wie bendtigt

Taq DNA-Polymerase 0,5

H>O auf. 50,0

Template (cDNA) max. 5,0 unverdinnt

z 50,0

* falls nicht anders angegeben (siehe Tabelle 4.2 mit den Annealing-Temperaturen)
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e PCR-Cycler-Bedingungen:

. PCR (40 Zyklen)

Inltlelle. Finale

Denaturierung Denaturierung Annealing Extension Extension
Temperatur 95°C 95°C siehe Tabelle 4.2  72°C 72°C
Zeit 3 min (hot start) 1 min 1 min 1 min 10 min
e Annealing-Temperaturen der RT-PCR-Primer:
Gen Annealing-Temperatur [°C]
alpha Actinin 4 (ACTN4) 60
CD2-associated protein (CD2AP) 53
Collagen IV alpha 1/2'(COL4A1/2) 59
Collagen IV alpha 4" (COL4A4) 57
Collagen IV alpha 5 (COL4A5) 68
Decorin (DCN) 68
Densin (DN) 56
Dystroglycan (DG) 60
Endoglin 68
Endothelin 2 (ENT2) 68
Glomerular epithelial protein 1 (GLEPP1) 60
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 68
Insulin-like growth factor 2 (IGF2) 68
Integrin, alpha 5 (ITGA5) 68
Integrin, beta 3 (ITGB3) 68
Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) 68
Laminin beta 1 (LAMB1) 59
Laminin beta 2" (LAMB2) 64
Lumican 68
Matrix metalloproteinase 2 (MMP2) 68
Natural killer cell transcript 4 (NK4) 68
Nephrin (NPHS2) 60
Neuropilin-1 55
Osteopontin 68
Osteoprotegerin (OPG) 68
Pax2 68
Pod-1 (TCF21)* 65
Podocin 60
Podoplanin 60
Sex determining region Y-box 9 (SOX9) 68
Synaptopodin 60
Tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR1) 55
Tumor necrosis factor receptor 2 (TNFR2) 55
Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1) 68
Vascular endothelial growth factor A (VEGF Ex7a/ VEGF 3'UTR) 55
Vascular endothelial growth factor receptor 1 (VEGFR1) 68
Vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) 55
Villin 2 (Ezrin) 68
Wilms’ tumor 1 gene (WT1) 68

Tabelle 4.2: Annealing-Temperaturen der RT-PCR Primer. 'PCR mit 10% DMSO, “PCR mit Puffer AF
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Real-Time RT-PCR

a) Real-time RT-PCR mit TagMan-Sonden (WT1-Isoformen)

Bei der real-time PCR arbeitet man mit einer fluorogenen Sonde und macht sich die 5°-3'-
Exonukleaseaktivitdt der AmpliTaq DNA-Polymerase zunutze. Das 5-Ende der Sonde ist mit
einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff markiert, wahrend das 3‘-Ende einen Quencher-
Farbstoff tragt. Wird die Sonde mit einer Wellenlange von 488 nm angeregt, findet aufgrund der
raumlichen Nahe zueinander ein Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer zwischen Reporter
und Quencher statt, der die Fluoreszenz des Reporters verhindert. Wahrend der Annealing-
Phase der PCR binden sowohl die Primer, als auch die Sonde an die DNA-Matrize. In der
Extensionsphase trifft die DNA-Polymerase auf die Sonde und hydrolysiert diese aufgrund ihrer
5'-3'-Exonukleaseaktivitat. Damit wird die rdumliche Nahe zwischen Reporter und Quencher
aufgehoben und es kann kein Energietransfer mehr stattfinden. Nun kann die Fluoreszenz des
Reporters nach Anregung detektiert werden. Je mehr PCR-Produkt entsteht, umso starker
fluoresziert der Ansatz. Der erhaltene Ct-Wert (= ,threshold cycle*) driickt die Zyklenzahl aus,
bei der zum ersten Mal ein Anstieg der Reporter-Fluoreszenz Uber die Grundlinie erfasst wird.
Im sogenannten ,amplification plot* wird das normalisierte Reportersignal Uber der Zyklenzahl
dargestellt. Der normalisierte Reporter-Wert R, entspricht dem Quotienten der Emissions-
Intensitat des Reporterfarbstoffes dividiert durch die Emissions-Intensitat des passiven
Referenzfarbstoffs ROX. Unspezifische Einflisse wie Konzentrationsverdnderungen aufgrund
von Pipettierfehlern kdnnen so ausgeglichen werden. Der ,threshold” stellt einen Schwellenwert
fur die gemessene Reporterfluoreszenz dar.

Die Quantifizierung erfolgt relativ zu einem gewahlten Standard. Bei der Form der hier
gewahlten relativen Quantifizierung (AACt-Methode) wird die Zielsequenz relativ in ihrer
Expression zu einer zweiten, nicht verwandten Sequenz bestimmt. Dabei wird die unbekannte
Menge der Zielsequenz semiquantitativ bezogen auf das Signal der zweiten Sequenz
abgeschatzt. Als Standards dienen sogenannte Housekeeping-Gene wie z.B. hier die
18S rRNA. Um die AACt-Berechnung anwenden zu koénnen, muss die Effizienz der
Zielsequenz- wie auch der Referenzreaktion nahezu identisch sein. Eine sehr empfindliche
Methode, um zu Uberprifen, ob die Effizienzen zweier Amplicons gleich sind, bietet ein
Vergleich des ACt (= Ct gen — Cr Housekeeper) D€I Verschiedenen Verdinnungsstufen der Matrizen.
Die hierzu bendétigten Daten liefern die verwendeten Standardkurven der WT1-Isoformen und
der 18S rRNA. Man tragt den log der Startkonzentration Uber AC+t auf. Sind die Effizienzen fur
beide Amplicons ungefahr gleich, so nahert sich die Steigung der Geraden 0. Mit Hilfe dieses
Vorexperiments kann bei Anwendung der AACt Methode gezeigt werden, dass die Effizienzen
beider Reaktionen von Zielsequenz und Referenz ungefahr gleich sind. Dabei sollte der
absolute Wert der Steigung des Graphen <0.1 sein. Kann dies gezeigt werden, so kann die
AACt-Methode zur relativen Quantifizierung angewandt werden. Der ACt-Wert wird durch
Subtraktion des 18S rRNA-C+- Mittelwerts vom Mittelwert der Cts der einzelnen WT1-Isoformen
erhalten. Zur Berechnung des AC+ -Werts wird jeweils der ACt -Wert des Kalibrators von dem
der Zielsequenz abgezogen.

Protokoll fur die WT1-Isoformen:
Die Real-time RT-PCR-Reaktionen wurden in Quadruplikaten mit cDNA aus 50 ng Total-RNA

und der HotGold Star-Polymerase (Eurogentec) auf dem TagMan ABI 7700 Sequence
Detection System (PE Biosystems) durchgefuhrt.
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e Reaktionsansatz:

Komponenten Volumen (ul) Endkonzentration
10 x Reaktionspuffer 2,0 1x

25 mM MgCl, 1,92 1,38 mM

2,5 mM dNTPs 1,6 136 pM von jedem dNTP
Forward Primer 2,0 wie bendtigt
Reverse Primer 2,0 wie bendtigt
TagMan Sonde 2,0 200 nM

Hot GoldStar Enzym 0,1 0,025 U/l

H.O 4,38

Template 4,0

z 20,0

e Primerkonzentrationen (optimiert in Diplomarbeit Schuhen, 2002):

Isoform Primerkombination Konzentration (nM)
+Exonb/ +KTS 1/2 300/ 300
+Exonb/ -KTS 1/3 300/ 900
-Exon5/ +KTS 2/4 300/ 900
-Exon5/ -KTS 3/4 300/ 900

e PCR-Bedingungen:

PCR (40-60 Zyklen)

UNG- Aktivierung der

Inkubation AmpliTaq Gold Denaturierung Annealing/Extension
Temperatur 50°C 95°C 95°C 60°C
Zeit 2 min 10 min 15 sec 1 min

Abbildung 4.3 zeigt die Lage der vier Primer und der fluorogenen Sonde fur die Detektion der

vier WT1-Isoformen.
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Der 2-minttige Schritt bei 50°C wird flir eine optimale AmpEraseUNG (= Uracil-N Glykosylase)-

Aktivitat bendtigt.
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Protokoll fur die endogene Kontrolle 18S rRNA (Kit von Applied Biosystems):

Als endogene Kontrolle wurde die kommerziell erhaltlichen fertigen TagMan-Reagents mit
optimierten Primern und Sonde fir die humane 18S rRNA der Firma Applied Biosystems
verwendet.

e Reaktionsansatz:

Komponenten Volumen (ul) Endkonzentration

10 x Reaktionspuffer 2,0 1x

25 mM MgCl, 1,92 1,38 mM

2,5mM dNTPs 1,6 136 pM von jedem dNTP
Hot GoldStar Enzym 0,1 0,025 U/l

18S rRNA (Primer und Sonde) 1,0 1Xx

H20 9,38

Template 4,0

z 20,0

e PCR-Bedingungen:

Die PCR-Bedingung fir die 18S rRNA entspricht der fiir die vier WT1-Isoformen.

b) Real-time RT-PCR mit den Assays on demand (Applied Biosystems)

Bei den Assay on demand Produkten der Firma Applied Biosytems handelt es sich um
optimierte, gebrauchsfertige 5°-Nuklease-Assays fir die Detektion und Quantifizierung

spezifischer humaner Nukleinsduresequenzen.

e Reaktionsansatz:

Komponenten Volumen [ul] Endkonzentration
TagMan Universal PCR Master Mix (2x), No AmpErase UNG 10,0 1x
Assay-on-demand Gene Expression Assay Mix (20x) 1,0 1x

cDNA 2,0

H20 7,0

z 20,0

e PCR-Bedingungen:

PCR (40 Zyklen)
Initielle Denaturierung

Denaturierung Annealing/Extension
Temperatur 95°C 95°C 60°C
Zeit 10 min 15 sec 1 min

c) Real-time RT-PCR mit SYBR Green | (Sigma)

Der SYBR Green I-Farbstoff besitzt eine hohe Bindungsaffinitdt zur kleinen Furche
doppelstrangiger DNA. Das Excitationsmaximum liegt bei 497 nm und das Emissionsmaximum
bei 520 nm. Ungebunden zeigt der Farbstoff eine nur sehr schwache Fluoreszenz, erst bei
Bindung kommt es zu einem starken Anstieg. Die Fluoreszenzintensitat erreicht ihr Maximum in
der Elongationsphase bei der Verlangerung durch die Polymerase. Die Durchfiihrung von
Schmelzkurven ist bei der Bestimmung eventueller Primerdimere wichtig.
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e Reaktionsansatz:

Komponenten Volumen [ul] Endkonzentration
SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix (2 x) 10,0 1x

Interner Referenzfarbstoff 0,2

Primer forward (10pM/ul) 0,4 0,2 uM

Primer reverse (10pM/ul) 0,4 0,2 yM

cDNA 2,0

H.0 7,0

z 20,0

e PCR-Bedingungen:

PCR (40 zyklen)

Initielle Denaturierung Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 95°C 95°C 60°C 72°C
Zeit 10 min 15 sec 1 min 1 min
e Annealing-Temperatur der Primer:
Gen Annealing-Temperatur [°C]
Collagen | alpha 1 (COL1A1) 55
Collagen IV alpha 2 (COL4A2) 68
Collagen IV alpha 4 (COL4A4) 68
Collagen VIl alpha 1 (COL6A1) 55
Early growth response 1 (EGR1) 68
Fibronektin 1 (FN1) 55
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 68
Gremlin 68
Hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF1A) 68
Inhibin alpha (INHA) 68
Insulin like growth factor binding protein 2 (IGFBP2) 68
Integrin beta 4 (ITGB4) 68
Lamin A/C 60
Laminin beta 1 (LAMB1) 59
p21 68
Tumor necrosis factor alpha (TNFA) 68
Vascular endothelial growth facor A (VEGFA) 68
Wilms'’ tumor 1 gene (WT1) 68

Tabelle 4.3: Annealing-Temperaturen der SYBRgreen-Primer.

e Schmelzkurve
Die Anfertigung der Schmelzkurven erfolgte direkt im Anschluss an die PCR-Reaktion:

Denaturierung Ramp-Schritt
Temperatur 95°C 60°C 19,59 min 95°C
Zeit 15 sec 20 sec bis 95°C 30 sec

Im Falle eines Gelauftrags nach der Schmelzkurve sollte man noch einen Zyklus der PCR-
Reaktion anschlielen, um wieder das spezifische doppelstrangige PCR-Produkt zu erhalten.
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4.5 Array-Analysen
4.5.1 cDNA-Arrays (human 3.6 Array, Clontech)

Expressionsprofile primarer Podozyten- und Mesangiumzellkulturen

Es wurden Expressionsprofile von primaren Podozyten und Mesangiumzellen mit Hilfe von
cDNA-Arrays (Atlas 3.6 human cDNA Expression Arrays, Clontech) erstellt. Die RNA von
gesunden und erkrankten Podozyten sowie von Mesangiumzellen wurde extrahiert (siehe
4.4.1), cDNA synthetisiert, radioaktiv markiert und dann auf den cDNA-Array hybridisiert. Die
Arrays bestehen aus Nylonmembranen, auf die genau charakterisierte Oligonukleotide
gespottet sind. Bei dem Atlas 3.6 Array-Kit handelt es sich um drei Macro-Nylonarrays (je
8 x 12 cm) mit je 1188 einfach gespotteten cDNAs bekannter Gene.

Protokoll der Array Hybridisierung:

Die Markierung der Proben (cDNA-Synthese) und Hybridisierung der Filter erfolgten nach

Protokollen des Herstellers. Abweichungen sind im Folgenden aufgefihrt:

e Die Menge des Master Mix wurde verdoppelt, aber es wurden statt 7 pl [o. *P]JdCTP nur 5
verwendet.

e Es wurden zwischen 3,0 und 3,4 ug RNA pro Filter eingesetzt.

e Um die Genauigkeit und Effizienz zu erhéhen, wurde fir die cDNA-Synthese ein Gemisch
aus MMLYV (Clontech) und Superscript Il (Invitrogen) verwendet.

e Zur Reinigung der cDNA wurde die Probe auf 400 pl mit Puffer NT2 verdinnt.

Die Waschprozedur der Filter wurde wie folgt verandert:

e Im Anschluss an die Hybridisierung die Filter in eine Schale geben und fir 30 min in
Waschlosung 1 inkubieren, den Vorgang wiederholen.

e Einen zusatzlichen Waschschritt fiir 10 min mit Waschlésung 2 durchfiihren.

e Zur Entfernung der radiaoktiv markierten Proben wurden die Membranen 5 min bei 95°C im
Wasserbad mit 0,5 % SDS inkubiert.

Die Exposition der Filter erfolgte auf Imaging Plates der Firma Fuiji flr 72-96 h in einer Bleibox.

Die Auswertung der Arrays erfolgte mittels eines Fuji Phosphorimagers und der AIDA-Array-
Image-Auswertungssoftware der Firma Raytest (siehe 4.5.3).

4.5.2 cRNA-Arrays (human U133A Array und human Focus Array, Affymetrix)

Expressionsprofile primarer Podozytenkulturen

Im Unterschied zu den Arrays der Firma Clontech wird hier Biotin-markierte cRNA auf die
Arrays hybridisiert. Das Ausgangsmaterial betragt zwischen 1-15 pg Total-RNA, wobei die
Amplifikation der RNA in einem Zyklus erfolgte. Die RNA wird zuerst mit T7-Oligo(dT)-Primern
wahrend der Erststrangsynthese revers transkribiert. Nach der RNase H-vermittelten
Zweitstrangsynthese wird die doppelstrangige cDNA aufgereinigt und dient als Template fiur die
in vitro Transkription (IVT). Die IVT-Reaktion verlduft in Anwesenheit einer T7-RNA-Polymerase
und einem biotinylierten Nukleotid-Analogon/Ribonukleotid-Mix fiir komplementare RNA
(cRNA), Amplifikation und Biotinmarkierung. Die biotinylierte cRNA wird dann aufgereinigt,
fragmentiert und auf die GeneChip Expressionsarrays hybridisiert (siehe Abbildung 4.4).
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One-Cycle Target Labeling
(for 1-15 pg total RNA or 0.2-2 uyg mRNA)
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Used
-
CSE:::JE | Cleanup of double-stranded cDNA 0.5 hours
Products Apprmximalc Mmulg
Used Total RNA Sample Experiment Time L o
-w sTTTTTTTTTTTAMAA 3 Biotin labeling of antisense cRNA ¢ / L E;g:}'g\;";gﬁide 4 hours —
ight
T | A”alng avernig
Poly-ARNA\ | Poly-A RNA / Poly-A RNA Controls Labeding Kit
Control Kit Control addition J, . re I_UI’U v e
T7 - OligoldT) Primer L.
1% strand . 3 TTTTT — WS 15 hours o Cleanup of biotinylated cRNA ’ 0.5 hours
cDNA synthesis Cleanup |
SsTTTTTTTTT T AR 3 L Ll Fragmentation 4 1 hour
One-Cycle a0 0000000000TTTTT - st — y
cDNA | Hybridization ybridization controls
Synthesis e |
Kit 2 strand ’ 2 hours SO | * /
cDNA synthesis Hybridization é 16 hours
s E AAAAA — mmmmm 3
: = ‘ Streptavidin-phycoerythrin
sAL1M R0 RN LTTITTT - M- Biotinylated anti-streptavidin
- / antibody
Legend Washing/Staining ’ 1.5 hours
I I l I I ANA Scanning * <12 minutes

TOTOT ona
W T7 promoter ‘
®- Biotin L

U~ Pseudouridine

Abbildung 4.4: Ablauf der Probenvorbereitung fiir die GeneChip Expressionsarrays (Affymetrix).
Erklarung im Text.

Protokoll fur die in-vitro Transkription aus Total-RNA

a) Bestimmung der RNA-Qualitat mittels Bioanalyzer (siehe 4.4.3)
Die Qualitat der RNA ist flir das Ergebnis des ganzen Versuches von groer Bedeutung.
Gleichzeitig dienten die Bioanalyzer-Ergebnisse auch zur Quantifizierung und damit zur
Bestatigung der RNA-Mengen, die Uber das Spektrometer bestimmt wurden.

b) Herstellung von cDNA (Erststrangsynthese)
e Auf Eis Zugabe von:
x Ml total RNA (1-5 pg)
2,0 pl Oligo-dT-T7-Primer (50 uM)
mit dH,O auf 11 ul auffillen
10 min bei 70°C inkubieren (Thermoblock), dann sofort auf Eis stellen.
Zugabe von:
4 pyl Erststrang-Puffer (5 x)
2 ulDTT (0,1 M)
1yl dNTP (10 mM)
1 yl RNasin, (gesamt 19 pl)
Mittels Pipette vermischen, fiir 2 min bei 42°C inkubieren (Thermocycler).
Zugabe von 1 ul Superscript Il (200 U/pl), mittels Pipette vermischen.
1 h bei 42°C inkubieren (Thermocycler), kurz abzentrifugieren, dann auf Eis stellen.

¢) Herstellung von doppelstrangiger cDNA (Zweitstrangsynthese)
e Auf Eis Zugabe von:

20 yl cDNA-Probe

91 ul H,O-DEPC

30 ul Zweitstrang-Puffer (5 x)

3 M ANTP (je 10 mM)

1 ul E.coli DNA-Ligase (10 U/ul)

4 ul E.coli DNA-Polymerase | (10 U/ul)

1 I RNAse H (2 U/ul) (gesamt 150 pl)
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e Mittels Pipette vermischen und sofort 2 h bei 16°C (Thermocycler) inkubieren.
e Zugabe von 2 ul T4-DNA-Polymerase (10 U), 5 min bei 16°C inkubieren (Thermocycler).
e Zugabe von 10 pyl EDTA (0,5 M).

d) Aufreinigung der doppelstrangigen cDNA (Genchip Sample-Clean Up Module, Affymetrix)
nach Angaben des Herstellers

e dsDNA bei —20°C lagern oder direkt In vitro-Transkription.

e Aliquot von 1 yl fir Gel aufbewahren (Lagerung bei -20°C).

e) In vitro Transkription (ENZO): Synthese von Biotin-markierter cRNA
e Bei RT pipettieren:

12 yl dsDNA

10 pl dH,O

4 pyl HY-Reaction Buffer 10 x

4 ul Biotin Labeled Ribonucleotides 10 x

4 I DTT 10 x

4 ul RNase Inhibitor 10 x

2 ul T7-Polymerase (gesamt 40 pl)
e Mittels Pipette mischen, fiir 5 h bei 37°C inkubieren (Wasserbad), alle 30 min mischen.
Lagerung bei —20°C bzw. —80°C mdglich.
e Aliquot von 0,4 pl fur Gel aufbewahren (Lagerung bei -80°C).

f) Aufreinigung der Biotin-markierten cRNA (Genchip Sample-Clean Up Module, Affymetrix)
nach Angaben des Herstellers

e Lagerung der cRNA bei —80°C.

e Aliquot von 0,2 ul fur Gel aufbewahren(Lagerung bei -80°C).

g) Quantifizierung und Qualitatsbestimmung der Biotin-markierten cRNA
e Bestimmung der RNA-Menge im Photometer.
e Bestimmung der RNA-Qualitat mittels Bioanalyzer.

h) Fragmentierung der cRNA
Bei der Fragmentierung wird die cRNA in Fragmente zwischen 35-200 Basen durch Metall-
induzierte Hydrolyse zerlegt.
e Zugabe von:
14 ul cRNA-Probe (10-15 pg/Chip)
6 ul Fragmentierungspuffer (5 x)
mit dH,O auf 30 pl einstellen (10 pl)
e 35 min bei 94°C inkubieren (im Thermoblock), auf Eis stellen.
e Aliquot von 1 pl fir Gel aufbewahren (Lagerung bei -80°C).
e Fragmentierte cRNA bei —80°C lagern.

i) Hybridisierung
Das Hybridisieren, Waschen, Farben und Scannen erfolgte im Institut fir Onkologische
Chemie der Universitat Dusseldorf, da hier die bendtigten Reagenzien sowie der Scanner
zur Verfligung standen.

4.5.3 Auswertung der Expressionsanalysen

Clontech-Arrays

Die benutzten Nylonarrays wurden nach der Waschprozedur zwischen zwei Whatmanpapieren
kurz getrocknet, in Frischhaltefolie faltenfrei eingepackt und auf Imaging-Platten gelegt. Die
Imaging-Platten haben gegenuber Roéntgenfiimen den Vorteil, dass sie radioaktive Signale
verschiedener Intensitaten gleichmaliger detektieren kdnnen und die gemessenen Signale sich
digital quantifizieren lassen. Der Nachweis der Radioaktivitatssignale erfolgte Uber einen
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Phosphorimager. Die erhaltenen Messwerte gaben Auskunft 0(ber die vorhandene
Radioaktivitatsmenge eines Spots. Es wurde darauf geachtet, die Expositionszeiten immer
gleich lange (72-96 h) zu gestalten. Sie wurden in einer Bleibox ausgeflhrt, da durch diese die
unspezifische Hintergrundstrahlung um den Faktor funf reduziert wird.

Die Array-Scans wurden am Phosphorimager auf CD gebrannt und spater in die AIDA-
Array-lImage-Auswertungssoftware (Version 3.1) der Firma Raytest eingeladen. Fir die
Auswertung wurden die reinen Intensitatswerte (Integralwerte) mit Hilfe der Raytest-Software
nach Angaben des Herstellers ermittelt. Die Analyse der Daten erfolgte anschlieRend mit Hilfe
von LIMMA 2.0.0 (Linear Models for Microarray Data), einem Zusatzpaket zur Statistik-
Software-Umgebung R (R-Projekt). Die Wahl fiel auf diese Software, da sie speziell auf die
Detektion differenziell exprimierter Gene ausgelegte Algorithmen enthalt, die auch auf die
einkanaligen Experimente der Nylonarrays anwendbar sind. Einer Empfehlung von Smyth
folgend, wurden die Daten vor der eigentlichen Analyse, d.h. der Bestimmung von p-Werten fur
differenzielle Genexpression, mittels der ,vsn“-Methode normalisiert (Smyth, 2005).

Affymetrix-Arrays

Ist der Array eingescannt, wird ein sogenanntes ,image file“ (,.dat file“) angelegt, das nur das
Bild enthalt. Die Affymetrix GeneChip Operating Software (GCOS) erstellt dann aus dem Bild
Intensitats-Daten, die in dem ,image file* (,.cel file*) angelegt werden und durch den ,Cell
Analysis Algorithm* erstellt werden. Die Intensitatsdaten werden analysiert und als ,.chp file®
gespeichert. Dieses enthalt die qualitativen und quantitativen Informationen der Datenanalyse
fur jedes ,probe set” des Arrays sowie flr die Kontrollen. Aus diesem ,.chp file* wird wiederum
ein report file“ kreiert (,.rpt file“), in das als Text die Information der Datenqualitat eines jeden
Arrays zusammengefasst wird. Sowohl die Qualitdt der Bilder als auch die Qualitdt der RNA
und der Hybridisierung wurden tberprift (vergleiche Ergebnisse 5.3.2).

Zur Normalisierung und statistischen Auswertung der Daten standen nun zwei
Moglichkeiten zur Verfigung:
a) Die Affymetrix GeneChip Operating Software GCOS, der der MAS 5.0-Algorithmus zugrunde
liegt, bestimmt die Expressionslevel fir jedes ,probe set®. Der Algorithmus generiert aus den
,probe pair-Intensitdten einen ,detection p-value®, der gegen Benutzer-bestimmte ,cut-offs"
evaluiert wird und den ,detection call* bestimmt. Dieser ,call“ zeigt an, ob ein Transkript
detektiert (,present®) oder nicht detektiert (,absent®) wurde (Hubbell et al., 2002; Wilson und
Miller, 2005).
b) Zur Auswertung wurde jedoch das Statistikpaket Simpleaffy ausgewahlt, einer ebenfalls auf
R aufsetzenden Zusatzsoftware. Hierin steht neben dem MAS 5.0-Algorithmus auch der RMA-
Algorithmus zur Verfigung. Zunachst wurden fur die einzelnen Arrays sogenannte QC-Werte
zur Qualitatskontrolle erzeugt, um misslungene Hybridisierungen auszuschlie®en und die
Vergleichbarkeit der Experimente sicherzustellen. Die Parameter dieser QC-Werte, wie
durchschnittlicher Hintergrund, Anzahl der als ,present® detektierten Transkripte sowie der
normalisierende ,scale factor” zwischen den Arrays, wurden dabei vom MAS 5.0-Algorithmus
erzeugt. Erwies sich die Hybridisierung als gelungen, wurden die Daten vor der statistischen
Auswertung jedoch erneut Uber den RMA-Algorithmus normalisiert. Wahrend die erwahnten
MAS 5.0-Parameter hilfreich bei der Qualitatskontrolle waren, zeigte sich namlich die RMA-
Methode letztlich bei der Normalisierung Uberlegen (siehe Seite 86, Abbildung 5.18) (Miller,
2005).

4.6 Protein-Analysen
4.6.1 Protein-Isolierung

Protein-Extraktion aus Zellen (RIPA-Methode)

e Zellen abtrypsinieren und in PBS aufnehmen.

e Zellen fir 5 min bei 4°C und 1200 rpm abzentrifugieren.
e Zellen erneut mit PBS waschen und zentrifugieren.
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Zellen in 0,5 ml ReaktionsgefaR mit 50 ul Lyse-Puffer pro 5x10° Zellen (50 ul RIPA-Puffer +
0,5 yl PMSF) geben, wahrend einer 30-minttigen Inkubation mehrmals invertieren.

10 min bei 13000rpm und 4°C abzentrifugieren.

Proteinkonzentration bestimmen (siehe 4.6.3) und bei -80°C lagern.

Protein-Extraktion aus Zellkultur-Uberstinden

TCA-Fallung der Zellkulturiiberstande (siehe 4.6.2).
Pellet wurde in 3 x SDS-Ladepuffer aufgenommen.

Protein-Extraktion aus Blutplasma

Vollblut ohne Gerinnungsmittel wurde sofort nach Entnahme 15 min bei 2500 rpm und 4°C
abzentrifugiert.

Den Uberstand (Plasma) abnehmen und mit Protease Inhibitor-Tablette (Roche) nach
Angaben des Herstellers versetzen.

Enfernung von Albumin mit Hilfe von HiTrap Blue HP-Saulen der Firma Amersham
Biosciences nach Angaben des Herstellers, wobei das Plasma aber nicht mit dem
Bindungspuffer verdinnt wurde.

Nach Elution mit 5 ml Elutionspuffer erfolgte eine TCA-Fallung (siehe 4.6.2), nach der das
Pellet sofort in 3 x SDS-Ladepuffer aufgenommen wurde.

4.6.2 Aufkonzentrierung von Proteinen durch TCA-Féllung

1/4 Volumen TCA + DOC wird zum Protein gegeben und gevortext.
Inkubation auf Eis fur 30 min.

15 min bei 13000 rpm abzentrifugieren.

Uberstand abnehmen und verwerfen.

Zugabe von 3 Volumen Aceton.

Losen des Pellets, 10 min bei RT stehen lassen.

15 min bei 13000 rpm abzentrifugieren.

Uberstand abnehmen und verwerfen.

Pellet 10 min auf Eis mit offener Kappe stellen.

Pellet entweder in RIPA-Puffer oder in 3 x SDS-Ladepuffer aufnehmen.

4.6.3 Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Bio-Rad Protein Assay nach Angaben des
Herstellers. Zugrunde liegt diesem Assay die Tatsache, dass sich das Absorptionsmaximum
einer sauren Lésung von Coomassie Brilliant Blue G-250 nach Bindung von Proteinen von 465
nm nach 595 nm verschiebt. Je nach Proteinkonzentration verandert sich die Farbe.

Erstellung einer Verdiinnungsreihe mit einem Standard (1, 2, 5, 10, 20 ug/ml).
Vermischen von 0,8 ml Standard oder Proteinprobe im Reaktionsgefall mit 0,2 ml Dye
Reagent Concentrate.
Vortexen, 5 min bei RT inkubieren.
Messung der optischen Dichte der Standards bei 595 nm in Photometer.
Zuerst wird eine BSA-Eichkurve (ODsgs-Messung) angefertigt, aus deren Steigung dann mit
den ODsgs-Werten der Proteinextrakte die Proteinkonzentration (X) nach folgender Formel
errechnet werden kann:
y=ax X+b y = ODsgs
a = Steigung
b = Schnittpunkt mit y-Achse
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4.6.4 Western-Blot-Analysen

Beim Western-Blot werden Proteine, die zuvor in einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
wurden, auf eine PVDF-Membran transferiert und immunologisch mit Antikdrpern
nachgewiesen. Die Normalisierung erfolgte mittels des immunologischen Nachweises des
a-Tubulin-Proteins.

SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Gelelektrophorese ist eine Form der PAA-Gelelektrophorese (siehe 4.3.5). Bei der
SDS-PAGE werden Proteine in Gegenwart des Detergenz SDS und eines reduzierenden
Stoffes (z.B. DTT oder hier beta-Mercaptoethanol) in einem diskontinuierlichen Gelsystem
elektrophoretisch aufgetrennt (Laemmli, 1970). Das negativ geladene SDS steht in hydrophober
Wechselwirkung mit den Polypeptidketten (Micellenbildung), die dadurch eine etwa
gleichmaRige negative Ladung erhalten, so dass ihre Wanderungsgeschwindigkeit im
elektrischen Feld nur noch von ihrem Molekulargewicht abhangt.

Herstellung eines diskontinuierlichen PAA-Gels:

e Trenngel 10%: 13,3 ml PAA-L6sung 30 % (30:0,8)
5ml Trenngel-Puffer
0,4 ml 10 % SDS
0,32 ml 10 % APS
20,9 ml ddH,O
steril filtrieren, entgasen
32 ul TEMED

e Gel gielRen, mit Isopropanol Uberschichten und auspolymerisieren lassen. Isopropanol
abgiefien, vollstandig absaugen und das Sammelgel Uber das Trenngel gielden.

e Sammelgel: 3,3 ml PAA-L6sung 30 % (30:0,8)
5ml Sammelgel-Puffer
0,2 ml 10 % SDS
0,1 ml 10 % APS
11,4 mi ddH,0
20 pl TEMED

Probenvorbereitung:

e 100-400 pg Protein werden mit 10 mM Natriumphosphatpuffer pH 6,5 auf das gleiche
Volumen gebracht und mit 1/3 Volumen 3 x SDS Loading-Mix versetzt.

e Denaturierung fir 30 min bei 60°C im Wasserbad, 5 min in Eiswasser stellen, 5 min bei
13000 rpm und 4°C abzentrifugieren und den Uberstand auf das Gel laden.

e Der Proteinstandard wird 5 min in einem kochenden Wasserbad denaturiert und dann sofort
auf das Gel aufgetragen.

Gellauf:
e Einlauf ins Gel: 80 V, Lauf im Sammelgel: 100 V, Lauf im Trenngel: 150 V.

Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Der Transfer der Proteine erfolgt im sogenannten Nassblotverfahren in 1 x Transferlésung +
20 % Methanol Uber Nacht bei 4°C und 150 mA. Die PVDF-Membranen werden dafir zunachst
kurz in 100 % Methanol eingeweicht, dann 2-3 min in 1 x Transferpuffer + 20 % Methanol
aquilibriert. Auch das Trenngel wird vor dem Blot 15-20 min in 1 x Transferpuffer + 20 %
Methanol eingelegt.

Antikérpermarkierung und Immunodetektion

e Membran 1 h bei RT in Blocklésung (5 % Magermilchpulver in PBS-T) schutteln, um
unspezifische Bindungsstellen abzusattigen.

e 3 x 10 min mit PBS-T waschen.

e Primarantikorper in Blocklosung (0,5 % Magermilchpulver in PBS-T) verdinnen und
Membran 1 h darin schutteln:
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Antikdrper Verdinnung
WTC19 1:1000
a-Tubulin 1:2000
IGFBP3 1:250

e 4 x 15 min in PBS-T waschen.
e Sekundarantikdrper (HRP-gekoppelt) in Blockldsung (5 % Magermilchpulver in  PBS-T)
verdiinnen und Membran 1 h darin inkubieren.

Anti-mouse Ig (monoclonal), Peroxidase linked 1:7500 verdinnt
Anti-rabbit Ig (polyclonal), Peroxidase linked 1:7500 verdinnt

e 3 x 15 min in PBS-T waschen.

e Detektion mit dem ECL Western blotting detection Kit (Amersham) oder dem SuperSignal
West Femto Kit (Pierce) nach Angaben des Herstellers.

e Entwicklung erfolgt auf einem X-OMAT Rontgenfilm (Kodak).

Antikorper-Entfernung (Strippen von PVDF-Membranen)

Zur Wiederverwertung der Membran mit einem anderen Antikdrper missen die alten Antikérper
entfernt werden:

e Membran in 100 % Methanol anfeuchten.

e Membran fir 5 min in H,O schitteln.

e 5 minin 0,2 M NaOH schitteln.
[ ]
[ ]

Membran fir 5 min in H,O schitteln.
Membran trocknet leicht aus und kann durch Einweichen in 100 % MeOH immer wieder
angefeuchtet werden.

4.6.5 Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Ziel immunhistochemischer (IHC) und immunfluorimetrischer (IF) Techniken sind Nachweis und
Identifikation antigener Komponenten in Zellen und Gewebeschnitten durch spezifische priméare
und sekundare Antikorper, die durch Fluoreszenzfarbstoffe oder Enzyme markiert sind.

Zellkulturen

Zum Nachweis von Antigenen mittels immunhistochemischer oder -fluorimetrischer Methoden
wurden die zu untersuchenden Zellen in speziellen Objekttrager-Schalen bei den jeweiligen
Kulturbedingungen angeziichtet.

e Zellen in PBS waschen und Objekttrager trocknen lassen.

e Objekttrager bei —80°C lagern.

Anfertigung von Gefrierschnitten

e 7 um dicke Schnitte werden mit dem CM1900 Kryostat der Firma Leica angefertigt und fir
die normale Immunhistochemie flir mindestens 2 h bei RT luftgetrocknet.

e Lagern der Schnitte entweder bei —80°C oder direkte Weiterverarbeitung.

Anfertigung von Paraffinschnitten

e Fir die Anfertigung von Paraffinschnitten wurden die Paraffinblécke vor dem Schneiden
mindestens 1 h bei —20°C gelagert.

e 5 pm dicke Schnitte wurden mit einem Schlittenmikrotom der Firma Leica angefertigt.

Die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur.

e Vor der Weiterverarbeitung der Paraffinschnitte wurde eine Entwédsserung wie folgt
durchgeflhrt:

e Schnitte 30 min bei 55°C in Luftinkubator erwarmen.

Zweimal in Xylol geben: 30 min und 10 min.

e EtOH-Reihe: je 5 min 100 %, 100 %, 96 %, 80 %, 70 %.
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e AnschlieRend in PBS stellen.
e Blocken der endogenen Peroxidase: 20 min bei RT mit 3 % H,0,

Je nach verwendetem Antikdrper erfolgte bei Bedarf eine weitere Vorbehandlung der Schnitte,
um das Antigen zu demaskieren. Folgende Mdoglichkeiten standen zur Verfligung:
a) Behandlung in der Mikrowelle mit Citratpuffer

e 10 mM Na-Citrat (pH 6.0) in der Mikrowelle erhitzen.

e Schnitte 10 oder 20 min in der Mikrowelle in Citratpuffer bei 600 W kochen.

e 20 min bei RT abkuhlen, dann in PBS waschen.

b) Behandlung mit Target Retrieval Solution (high pH) (DAKO)

e Target Rertrieval Solution (TRS) im Wasserbad bei > 95°C erwarmen.

e Schnitte 5 min in TRS kochen.

e 20 min bei RT abkihlen, dann in TBS waschen.

c) Behandlung mit Target Retrieval Solution (pH 9,0) (DAKO)

e Target Rertrieval Solution (TRS) in der Mikrowelle erhitzen.

e Schnitte 5 min in der Mikrowelle in TRS kochen.

e 20 min bei RT abkihlen, dann in PBS waschen.

d) Behandlung mit Protease bei Raumtemperatur oder 38°C (Sigma P6911)

e 50 mg Protease in 50 ml TBS bei 38°C im Wasserbad vorwarmen.

e Schnitte 10 min bei 38°C mit Protease behandeln.

e Blocken der Protease durch Uberfiihren der Schnitte in H,O.

e Spilenin TBS.

e) Kombination aus Protease und Target Retrieval Solution (high pH)

e 50 mg Protease in 50 ml TBS bei 38°C im Wasserbad vorwarmen.

e Schnitte 10 min bei 38°C mit Protease behandeln.

e Blocken der Protease durch Uberfiihren der Schnitte in H,O.

e Uberflihren der Schnitte in die im Wasserbad auf >95°C vorgewarmte TRS fiir 5 min
e Spllen in H,O und dann in TBS.

Immunhistochemie (DAKO)

Verwendet wurde entweder der ,Labelled StreptAvidin Biotin-Kit* (LSAB-Kit) der Firma DAKO
oder der EnVision-Kit (DAKO). Vorteil der LSAB-Methode gegeniliber anderen Methoden (z.B.
ABC-Methode) ist eine gesteigerte Sensitivitat durch die verstarkende Wirkung eines
biotinylierten Brickenantikdrpers an den Primarantikérper. Diesem Schritt folgt eine Inkubation
mit einem StreptAvidin-Peroxidase-Konjugat, das durch die Reaktion mit einem
Substratchromogen (hier DAB 3‘, 3‘-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid) angefarbt wird. Als
Gegenfarbung zur besseren Kenntlichmachung der antikérpergefarbten Bereiche wird eine
Hamatoxylin Gegenfarbung eingesetzt. Die verschiedenen Primarantikbrper und ihre
Bedingungen finden sich in Tabelle 4.4.

Antikérper Fixierung Verdlinnung Methode/ Antigendemaskierung
Kryo Kryo Paraffin Waschpuffer Paraffin

Collagen IV a1/2 M 1:25 - LSAB, PBS

Collagen IV o4 M 1:100 - LSAB, PBS -—-

Gremlin - --- 1:100 EnVision, TBST 20 min Citratpuffer pH 6,0

ICAM1 - --- 1:100 LSAB ; PBS 5 min TRS (pH 9,0)

Laminin B1 1:500 - LSAB, PBS -

Laminin B2 M 1:5 LSAB, PBS

MMP7 - - 1:50 LSAB, PBS 10 min Protease bei RT

SOX9 - - 1:200 EnVision, TBST 10 min Protease, 5min TRS

high pH

VCAM1 - - 1:25 LSAB, PBS 5 min TRS (pH 9,0)

WT1 - -— 1:25 LSAB, TBST 10 min Protease

WTC19 AM 1:100 1:150 LSAB, PBS 10 min Protease

Tabelle 4.4: Antikdrperbedingungen fiir die Immunhistochemie. M: Methanol. A/M: Aceton/Methanol (1:1).
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e Fur die Kryoschnitte wurde der LSAB Kit nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

e Kryoschnitte wurden 10 min fixiert (Methanol oder Aceton/Methanol 1:1 bei —20°C, siehe
Tabelle 4.4).

e Fixiermedium abdampfen lassen und Schnitt in PBS &quilibrieren und mit der

Antikérperfarbung beginnen.

Bei den Paraffinschnitten wurde das Protokoll folgendermaf3en abgewandelt:

Je 10 min Avidin- und Biotin-Block (DAKO).

30 min Proteinblock (DAKO).

2 h Primarantikérper bei RT.

Je 30 min Biotinylated LINK und Streptavidin-HRP (LSAB).

10 min Substratchromogen (hier DAB 3, 3'-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid, DAKO).

Abstoppen der Reaktion mit Wasser.

e Gegenfarbung mit Hamatoxylin.

Zwischen den einzelnen Schritten erfolgten Waschschritte mit PBS oder TBST (vergleiche

Tabelle 4.4).

Die bei zwei Antikérpern verwendete Envision Technologie bindet eine grof’e Anzahl von
Molekilen an ein Dextranriickgrat und ermdglicht somit die Verklirzung der Zeit fir die
Immunhistochemie und die Verstarkung des IHC-Ergebnisses. Die Durchfihrung erfolgte wie
mit dem LSAB-Kit, wobei der Primarantikérper nur eine Stunde bei RT inkubiert wurde und der
EnVision Kit far 30 min.

Immunfluoreszenz-Methode

Bei der Immunfluoreszenzfarbung wird die Expression verschiedener Proteine in Zellen mit Hilfe
von Primar- und Sekundarantikorpern nachgewiesen. Der Primarantikorper ist spezifisch fiir ein
bestimmtes Antigen, der Sekundarantikérper bindet an den konstanten Teil des
Primarantikérpers und ist dabei spezifisch flr die Tierart, aus der der Primarantikdrper
gewonnen wurde.

Protokoll:
e Waschen der Zellen in PBS.
e Fixierung der Zellen (siehe Tabelle 4.5).

Antikdrper Fixierung Blockierung Verdinnung
CD2AP Methanol —20°C, 10min 4% FCS; 0,1% Tween20 in PBS 1:100
Cytokeratin Methanol —20°C, 10min 4% FCS; 0,1% Tween20 in PBS 1:500
IGFBP3 Aceton —20°C, 10min 2% FCS; 0,2% Fischgelatine; 2% BSA in PBS 1:25
Nephrin Methanol —20°C, 10min 4% FCS; 0,1% Tween20 in PBS 1:50
Podocin Methanol —20°C, 10min 4% FCS; 0,1% Tween20 in PBS 1:750
smAKktin Methanol —20°C, 10min 4% FCS; 0,1% Tween20 in PBS 1:500
Talin Methanol —20°C, 10min 4% FCS; 0,1% Tween20 in PBS 1:20
Vimentin Methanol —20°C, 10min 4% FCS; 0,1% Tween20 in PBS 1:20
Vinculin Methanol —20°C, 10min 4% FCS; 0,1% Tween20 in PBS 1:200
WTC19 2% Paraformaldehyd; 4% 4% FCS; 0,1% Tween20 in PBS 1:50
Saccharose in PBS, 15min

Tabelle 4.5: Antikrperbedingungen fir die Immunfluoreszenz.

Waschen in PBS.

Permeabilisierung mit Triton X100 (0,3 %) in PBS fur 10 min (nur far WTC19).
Waschen in PBS.

30 min Blockierung (siehe Tabelle 4.5).

Waschen in PBS.

1 h Inkubation des Primarantikorpers (siehe Tabelle 4.5).

Dreimaliges Waschen in PBS.

[}
[ J
[ J
[ ]
[ J
[ J
[ ]
e 1 h Inkubation des Sekundarantikérpers im Dunkeln:
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Anti-mouse Ig, FITC-konjugiert 1:40 verdunnt
Anti-rabbit Ig, FITC-konjugiert 1:50 verdinnt

e Dreimaliges Waschen in PBS.
e Einbetten in Fluoreszenz-Einbettmedium mit DAPI (1 ug/ml), Lagerung bei 4°C (dunkel).
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchung der glomeruléaren Differenzierung beim Denys-Drash Syndrom

Zur Frage, wie WT1-Missense-Mutationen zu Glomerulosklerose fuhren, wurde die glomerulare
Reifung bei Denys-Drash-Patienten mit Real-time RT-PCR, semiquantitativer RT-PCR und
Immunhistochemie in den zwei Komponenten Podozyten und GBM untersucht.

Als Ausgangsmaterial stand Paraffin- und Gefriermaterial von foétalen- (16. und 24. SSW),
kindlichen- und adulten Nieren sowie DDS-Nieren zur Verfigung. Die kindichen und adulten
Kontrollnieren stammten von makroskopisch normal erscheinenden Tumor-Nephrektomien. Das
Vorhandensein eines Denys-Drash Syndroms wurde von Nephropathologen diagnostiziert und
durch die Anwesenheit einer WT1-Missense-Mutation bestéatigt (Schumacher et al., 1998 und
im Rahmen der molekularen Diagnostik des Institutes). Dabei handelte es sich um Missense-

Mutationen in Exon 8 oder 9 von WT1 (siehe Patienten 3).

5.1.1 Bestimmung des Differenzierungsgrades von Podozyten

A) Bestimmung der podozytdren WT1-Expression

Zur Bestimmung des Differenzierungsgrades von Podozyten wurden die WT1 mRNA-Isoformen
mit Hilfe der quantitativen Real-time RT-PCR in verschiedenen Geweben untersucht.

Um die vier verschiedenen WT1-Isoformen miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden
zuerst die PCR-Bedingungen so optimiert, dass jede PCR mit der gleichen Effizienz ablauft
(siehe Methoden 4.4.5). Dazu wurde eine serielle Verdiinnungsreihe der Test-cDNA hergestellt.
Nach der Real-time RT-PCR, die in Triplikaten erfolgte, wurde der Logarithmus der
eingesetzten cDNA-Menge gegen den gemittelten Ci-Wert aufgetragen. Um ein optimales
Ergebnis zu erhalten, wurden verschiedene Primerkonzentrationen ausgetestet. Im
Methodenteil unter 4.4.5 sind die endgultigen Reaktionsanséatze sowie das PCR-Programm fir
die vier WT1-Isoformen zu finden. Die Steigungen der vier Geraden sollten nicht mehr als 0,1
voneinander abweichen. Wie in Abbildung 5.1 zu erkennen ist, variieren die Steigungen hier um

maximal 0,06 mit einem R? > 0,99.

Bestimmung der relativen Menge der WT1 mRNA-Isoformen

Zur Bestimmung der Menge der vier WT1 mRNA-Isoformen in unterschiedlichen Geweben

wurden die Glomeruli aus Kryogewebe von vier DDS-Patienten (milde bis moderat betroffene
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Abbildung 5.1: Effizienz der vier WT1-Isoformen. Die Steigungen sollten nicht mehr als um 0,1
voneinander abweichen. CT = ,threshold cycle”.

Glomeruli), von drei Erwachsenen, einem Kind und die ,capillary-loop* Stadien (= unreifes
Glomeruli-Stadium) zweier foétaler Nieren (16. und 24. SSW) mikrodissektiert. Dabei wurden
insgesamt zwischen 60 und 720 Glomeruli je nach Gewebe mikrodissektiert, RNA isoliert und
eine Real-time RT-PCR Reaktion in Quadruplikaten durchgefiihrt (siehe Methoden 4.4). Da
nicht alle mikrodissektierten Zellen WT1 exprimieren, sondern nur die Podozyten, konnte die
relative Menge einer Isoform in den verschiedenen Geweben nur unter Zuhilfenahme folgender
Formel, die die unterschiedliche Anzahl an WT1-exprimierenden Zellen (Podozyten) pro

mikrodissektierter Flache des Glomerulus in Betracht zieht, bestimmt werden:

By _n by 27
E, n, p 2"
Er, = Expression von Podozyten in einem betrachteten Gewebe
n= Durchschnittliche Anzahl von Zellen pro mikrodissektiertem Glomerulus
p= Durchschnittliche Anzahl von Podozyten pro mikrodissektiertem Glomerulus

AC; = (Cyvon WT1) - (Cy von 18S rRNA)

Zusétzlich wurde nach einer WT1-Immunhistochemie (siehe Methoden 4.6.5) die Anzahl an

WT1-positiven Zellen und Gesamtzellen pro Glomerulus bestimmt. Zwischen 4 und 20
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Glomeruli wurden ausgezahlt und der Mittelwert an WT1-positiven Zellen bestimmt (siehe
Tabelle 5.1). Die Zellzahl zwischen verschiedenen Glomeruli eines Gewebes variierte, aber das
Verhéltnis WT1-positiver Zellen zu den Gesamtzellen blieb nahezu konstant. In den fGtalen

Nieren wurden die Zellen des ,capillary-loop” Stadiums gezahlt.

WT1 pos. Zellen/
Gezahlte WT1 pos. Zellen Gesamtzellen Gesamtzellen
Gewebe Gruppe Glomeruli (Mittelwert) (Mittelwert) (Mittelwert)
NEK1 fotal (24. SSW) ¢ 8 41.3 (+/-8,5) 60.9 (+/-13,2) 0.68 (+/-0,04)
NEK2 fotal (16. SSW) ¢ 9 49.3 (+/-13,7) 73.0 (+/-15,5) 0.68 (+/-0,10)
NEK6 fotal (27. SSW) s 20 26.85 (+/-7.0) 71.4 (+/-20.9) 0.4 (+/-0.09)
NAK8 Kind 10 20.8 (+/-3,9) 41.3 (+-7,6) 0.50 (+/-0,01)
NAK4 Erwachsener 8 155 (+/-3,4) 47.9 (+/-10,1) 0.32 (+/-0,01)
NAK5 Erwachsener 10 28.0 (+/-6,9) 86.7 (+/-21,0) 0.32 (+/-0,00)
NS8 DDS 6 22.0 (+/-7,7) 68.2 (+/-24,0) 0.32 (+/-0,02)
NS10 DDS 4 6.8 (+/-3,1) 20.8 (+/-9,0) 0.33 (+/-0,01)
NS18 DDS 10 11.2 (+/-4,3) 25.3 (+/-9,7) 0.44 (+/-0,01)

Tabelle 5.1: Bestimmung der WT1-positiven Zellen und Gesamtzellzahl/mikrodissektierter Flache. ¢ =
,capillary-loop* Stadium. s = ,s-shape” Stadium. SSW = Schwangerschaftswoche.

Tabelle 5.2 zeigt die Berechnung der relativen WT1-mRNA-Menge in den Podozyten der
mikrodissektierten Glomeruli. Eine genaue Beschreibung der Berechnung ist im Methodenteil
4.45 zu finden. Abbildung 5.2 zeigt die Expressionslevel aller vier WT1-Isoformen in den
Podozyten von acht Geweben. Wie man erkennen kann, ist die Expression in den ,capillary-
loop* Glomeruli der Niere der 16. SSW am geringsten. Die Expression in den anderen
Geweben wurde relativ zur Expression in der Niere der 16. SSW bestimmt.

Bei Betrachtung der relativen mRNA-Expression in den Geweben stellt man fest, dass
wahrend der Entwicklung die Menge aller vier Isoformen ansteigt. Sie ist in den Glomeruli des
Kindes am hoéchsten und nimmt in denen der Erwachsenen wieder ab. Die Expression der
Isoformen A (-/-), B (+/-) und D (+/+) steigt zwischen der 16. und 24. SSW deutlich an, im Kind
nur noch schwach und fallt wieder bei den Erwachsenen. Dagegen steigt die Menge an Isoform
C (-/+) um das 5-fache zwischen der 16. und 24. SSW an und um ein weiteres 3-faches in den
Glomeruli des Kindes. Bei den DDS-Glomeruli sind die Expressionslevel aller vier Isoformen im
Vergleich zu den kindlichen Glomeruli geringer und liegen zwischen der Expression der 16. und
der 24. SSW. Besonders dramatisch ist der Verlust der Isoform C (-/+), die tber 6-fach geringer
als in den Glomeruli des Kindes und 4-fach geringer als in den Glomeruli der Erwachsenen
exprimiert wird. Zu beachten ist, dass die relativen Expressionslevel nur innerhalb einer Isoform

und nicht zwischen den verschiedenen Isoformen verglichen werden kénnen.
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Gewebe Cr Mittelwert AC+ A n_p, ZACTz
— X —= X
E n p 2ACT1
(+/-SDTF) (C1isoform=Cr 18s1RNA) P 2 !
18S rRNA Fotal 16SSW 16,30 (+/-0,09)
Fotal 24SSW 13,29 (+/-0,03)
NAKS 16,54 (+/-0,07)
NAKA4 18,26 (+/-0,11)
NAK5 19,08 (+/-0,10)
NS8 17,67 (+/-0,03)
NS18 18,03 (+/-0,12)
NS19 13,38 (+/-0,02)
WTL A (-/-) Fétal 16SSW 32,49 (+/-0,24) 16,19 1,0
Fotal 24SSW 26,95 (+/-0,08) 13,66 5,5
NAKS8 30,25 (+/-0,10) 13,71 7,3
NAK4 33,71 (+/-0,19) 15,45 3,5
NAKS5 34,18 (+/-0,24) 15,10 4.5
NS8 33,52 (+/-0,52) 15,85 2,7
NS18 32,75 (+/-0,20) 14,72 4,2
NS19 30,88 (+/-0,15) 17,50 3,8
WT1 B (+/-) Fétal 16SSW 33,78 (+/-0,27) 17,48 1,0
Fotal 24SSW 27,06 (+/-0,05) 13,77 13,1
NAKS 30,68 (+/-0,27) 14,14 13,2
NAK4 34,70 (+/-0,25) 16,44 4.9
NAKS5 34,36 (+/-0,00) 15,28 9,7
NS8 33,63 (+/-0,40) 15,96 6,0
NS18 33,64 (+/-0,09) 15,61 5,6
NS19 33,62 (+/-0,43) 20,24 7,8
WT1 C (-/+) Fotal 16SSW 32,09 (+/-0,03) 15,79 1,0
Fotal 24SSW 26,73 (+/-0,17) 13,44 51
NAK8 28,84 (+/-0,15) 12,30 14,6
NAK4 31,49 (+/-0,25) 13,23 12,4
NAKS5 33,41 (+/-0,27) 14,33 6,8
NS8 33,55 (+/-0,45) 15,88 2,0
NS18 33,07 (+/-0,10) 15,04 2,5
NS19 31,75 (+/-0,37) 18,37 2,5
WT1D (++4)  Fétal 16SSW 30,52 (+/-0,19) 14,22 1,0
Fotal 24SSW 26,14 (+1-0,07) 12,85 2,5
NAKS8 29,63 (+/-0,07) 13,09 2,9
NAK4 32,77 (+/-0,30) 14,51 1,7
NAKS5 34,08 (+/-0,06) 15,00 1,2
NS8 32,99 (+/-0,22) 15,32 1,0
NS18 32,38 (+/-0,09) 14,35 1,4
NS19 30,57 (+/-0,10) 17,19 2,4

Tabelle 5.2: Berechnung der relativen WT1 mRNA-Menge in den Podozyten der mikrodissektierten
Glomeruli. Ct = ,threshold cycle”. SDTF = Standardfehler. Fotal 16SSW = fotale Niere der 16. SSW. Fétal
24SSW = fotale Niere der 24. SSW. NAKS8 = kindliche Kontrollniere. NAK4+5 = adulte Kontrollnieren.
NS8+18+19 = DDS-Nieren. Beschreibung der angewendeten Formel im Text.
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Abbildung 5.2: Vergleich der
relativen mRNA-Menge jeder
WT1-Isoform zwischen
verschiedenen Geweben. Die
Expression ist fir jedes Gewebe
angegeben. Die relativen
Expressionslevel kénnen nur
innerhalb einer Isoform und nicht
zwischen den Isoformen
verglichen werden. Fétal 16SSW
= fotale Niere der 16. SSW. Fotal
24SSW = fotale Niere der 24.
SSW. NAKS8 = kindliche
Kontrollniere. NAK4+5 = adulte
Kontrollieren. NS8+18+10 =
DDS-Nieren.
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Verhéaltnis der WT1 mRNA-Isoformen

Um das Reifungsstadium der Podozyten in den DDS-Patienten zu bestimmen, wurde mit den

Real-time RT-PCR-Daten das Verhaltnis der vier WT1 mRNA-Isoformen berechnet. Die Tabelle
5.3 zeigt die zugrundeliegenden Berechnungen. Eine genaue Beschreibung befindet sich im
Methodenteil 4.4.5.

Abbildung 5.3 zeigt in den mikrodissektierten Proben die entwicklungsbedingten
Expressionsanderungen in den Kontrollen, die hauptsachlich die relative Menge der Isoform
C (-/+) und D (+/+) betreffen. Das Verhaltnis C/D steigt von 0,3 in der 16. SSW und 0,7 in der
24. SSW auf 1,7 in den Glomeruli des Kindes und 2,0 (1,6-2,4) in denen der Erwachsenen. Die
Glomeruli der DDS-Patienten zeigen ein Verhdltnis von 0,5 (0,3-0,7), was den fétalen ,capillary-
loop* Stadien entspricht. Betrachtet man das Verhéltnis der +/- Exon 5-Isoformen, kann man
eine Abnahme wahrend der Entwicklung beobachten: fétal (16. SSW) 1,9; fotal (24. SSW) 1,2;
Kind 0,6; Erwachsene 0,6 (0,4-0,7). Die DDS-Glomeruli zeigen ein dhnliches Verhaltnis von 1,2
(0,9-1,8) wie die ,capillary-loop* Stadien der fotalen Niere der 24. SSW. Die
entwicklungsbedingten Veradnderungen des +/- KTS Verhéaltnisses sind folgende:

Fotal D

Kind
100%— [ |

¥§>
N
\ C

iy,

80% —

60% —

40% —

Relative Expression WT1-Isoformen

20%

0% —

lggtsa\'N zig‘sa\'/v NAKS8 NAK4 NAK5 NAK7 NS8 NS10 NS18 NS19
D (+/+)| 58,95 36,19 25,89 2374 23,00 21,16 33,19 4753 3557 42,22
WC(/+) | 19,85 24,04 44,76 57,65 36,60 41,45 2252 1657 22,05 18,63
OB (+-) | 6,15 19,13 12,50 6,23 18,94 17,92 21,30 16,46 14,85 5,10
mA(/) | 1505 20,64 16,84 1237 21,46 1947 22,99 1944 2753 34,05

Abbildung 5.3: Verhaltnis der vier WT1-Isoformen innerhalb eines Gewebes. Fétal 16SSW = fétale Niere
der 16. SSW. Fotal 24SSW = fotale Niere der 24. SSW. NAK8 = kindliche Kontrollniere. NAK4+5+7 =
adulte Kontrollnieren. NS8+10+18+19 = DDS-Nieren.
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Gewebe Cr Mittelwert ACt 24T % Expression
(+/-SDTF) (CT 1soform-CT 1SSrRNA) (bezogen auf 100%)

18S rRNA Fotal 16SSW 16,30 (+/-0,09)

Fotal 24SSW 13,29 (+/-0,03)

NAKS 16,54 (+/-0,07)

NAK4 18,26 (+/-0,11)

NAK5 19,08 (+/-0,10)

NAK? 13,40 (+/-0,01)

NS8 17,67 (+/-0,03)

NS10 16,86 (+/-0,19)

NS18 18,03 (+/-0,12)

NS19 13,38 (+/-0,02)

WT1 A (-/-) Fotal 16SSW 32,49 (+/-0,24) 16,19 1,34E-05 15,05
Foétal 24SSW 26,95 (+/-0,08) 13,66 7,73E-05 20,64
NAKS8 30,25 (+/-0,10) 13,71 7,46E-05 16,84
NAK4 33,71 (+/-0,19) 15,45 2,23E-05 12,37
NAK5 34,18 (+/-0,24) 15,10 2,85E-05 21,46
NAK7 35,30 (+/-0,25) 21,90 2,56E-07 19,47
NS8 33,52 (+/-0,52) 15,85 1,69E-05 22,99
NS10 32,18 (+/-0,18) 15,32 2,44E-05 19,44
NS18 32,75 (+/-0,20) 14,72 3,71E-05 27,53
NS19 30,88 (+/-0,15) 17,50 5,39E-06 34,05

WT1 B (+/-) Fotal 16SSW 33,78 (+/-0,27) 17,48 5,47E-06 6,15
Fotal 24SSW 27,06 (+/-0,05) 13,77 7,16E-05 19,13
NAKS8 30,68 (+/-0,27) 14,14 5,54E-05 12,50
NAK4 34,70 (+/-0,25) 16,44 1,12E-05 6,23
NAK5 34,36 (+/-0,09) 15,28 2,51E-05 18,94
NAK7 35,42 (+/-0,31) 22,02 2,35E-07 17,92
NS8 33,63 (+/-0,40) 15,96 1,57E-05 21,30
NS10 32,42 (+/-0,11) 15,56 2,07E-05 16,46
NS18 33,64 (+/-0,09) 15,61 2,00E-05 14,85
NS19 33,62 (+/-0,43) 20,24 8,08E-07 5,10

WT1 C (-/+) Fotal 16SSW 32,09 (+/-0,03) 15,79 1,76E-05 19,85
Fotal 24SSW 26,73 (+/-0,17) 13,44 9,00E-05 24,04
NAKS8 28,84 (+/-0,15) 12,30 1,98E-04 44,76
NAK4 31,49 (+/-0,25) 13,23 1,04E-04 57,65
NAK5 33,41 (+/-0,27) 14,33 4,86E-05 36,60
NAK7 34,21 (+/-0,15) 20,81 5,44E-07 41,45
NS8 33,55 (+/-0,45) 15,88 1,66E-05 22,52
NS10 32,41 (+/-0,32) 15,55 2,08E-05 16,57
NS18 33,07 (+/-0,10) 15,04 2,97E-05 22,05
NS19 31,75 (+/-0,37) 18,37 2,95E-06 18,63

WT1 D (+/+) Fotal 16SSW 30,52 (+/-0,19) 14,22 5,24E-05 58,95
Fotal 24SSW 26,14 (+/-0,07) 12,85 1,35E-04 36,19
NAKS8 29,63 (+/-0,07) 13,09 1,15E-04 25,89
NAK4 32,77 (+/-0,30) 14,51 4,29E-05 23,74
NAK5 34,08 (+/-0,06) 15,00 3,05E-05 23,00
NAK7 35,18 (+/-0,22) 21,78 2,78E-07 21,16
NS8 32,99 (+/-0,22) 15,32 2,44E-05 33,19
NS10 30,89 (+/-0,06) 14,03 5,98E-05 47,53
NS18 32,38 (+/-0,09) 14,35 4,79E-05 35,57
NS19 30,57 (+/-0,10) 17,19 6,69E-06 42,22

Tabelle 5.3: Berechnung der Verhéltnisse der WT1-Isoformen in den Podozyten der mikrodissektierten
Glomeruli. Cy = ,threshold cycle”. SDTF = Standardfehler. Fotal 16SSW = fttale Niere der 16. SSW. Fotal
24SSW = fotale Niere der 24. SSW. NAK8 = kindliche Kontrollniere. NAK4+5+7 = adulte Kontrollnieren.
NS8+10+18+19 = DDS-Nieren.
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Die DDS-Glomeruli zeigen ein ahnliches Verhaltnis von 1,3-1,8 wie die ,capillary-loop“ Stadien
der fotalen Niere der 24. SSW mit 1,5. Wahrend der Entwicklung ist das Verhaltnis der +/- KTS-
Isoformen jedoch sehr heterogen: fétal (16. SSW) 3,7; fotal (24. SSW) 1,5; Kind 2,4;
Erwachsene 2,5 (1,5-4,4).

Zusatzlich dazu sollte mit einer Immunhistochemie die rein podozytare Expression von
WT1 bestatigt werden. Die Farbungen und die Bilder wurden mit freundlicher Genehmigung von
F. Eitner (Aachen) zur Verfigung gestellt (siehe Abbildung 5.6, Seite 65). Zu sehen ist die
Beschrankung von WT1 auf die Podozytenvorlaufer wahrend der Nierenentwicklung und auf die
Podozyten in kindlichen und adulten Glomeruli, was mit friiheren Studien einhergeht (Armstrong
et al., 1993; Mundlos et al., 1993). Eine WT1-Farbung ist in allen DDS-Glomeruli zu finden.
Allerdings sieht man in fortgeschrittenen Stadien eine reduzierte Anzahl an WT1-positiven
Kernen, was einen Verlust von Podozyten wahrend der Progression der Krankheit vermuten

[&sst.

B) Bestimmung der podozytaren VEGF165-Expression

VEGF165 repréasentiert die haufigste Isoform von VEGFA in differenzierten Podozyten und wird
alternativ in die angiogenetisch stimulierende Form VEGF165a und die inhibitorische Form
VEGF165b gespleifdt.

Zur Bestimmung der relativen Menge von VEGF165-mRNA (ohne die Unterscheidung
zwischen stimulatorischer und inhibitorischer Isoform) wurden die ,s-shaped bodies* und
.capillary-loop* Stadien einer fotalen Niere (16. SSW), die Glomeruli eines Kindes sowie die
Glomeruli einer adulten und einer DDS-Niere (milde bis moderat betroffene Glomeruli)
mikrodissektiert und anschlieend RNA isoliert. Ausgangsmaterial fir die cDNA-Synthese
waren 100 ng Total-RNA. In die SYBRgreen Real-time RT-PCR wurden 10 ng fur VEGF165
und die 18S rRNA zur Normalisierung eingesetzt (siehe Methoden 4.4.5).

Abbildung 5.4A zeigt die relative Menge von VEGF165 nach Normalisierung mit der 18S-
rRNA und nach Einberechnung der Anzahl der Podozyten (vergleiche Ergebnisse 5.1.1A). Die
VEGF165-Expression steigt zwischen dem ,s-shaped” Stadium und dem ,capillary-loop”
Stadium in der fétalen Niere um das 10-fache und féllt dann wieder in den reifen Glomeruli vom
Kind bis zum Erwachsenen. Dagegen zeigen die Glomeruli des DDS-Patienten eine 9-14-fach
héhere Expression als die Glomeruli der kindlichen- und erwachsenen Kontrolle.

Zusatzlich dazu wurde die Expression der angiogenetisch stimulatorischen VEGF165a-
und inhibitorischen VEGF165b-Isoform in den Podozyten der mikrodissektierten Glomeruli
bestimmt. Um mehr Proben untersuchen zu kdénnen, wurde auch noch Total-RNA aus

Gesamtnierenmaterial von vier kindlichen-, drei adulten- und funf DDS-Geweben isoliert.
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Ausgangsmaterial fur die cDNA-Synthese waren 100 ng Total-RNA (siehe Methoden 4.4.4). In
die semiquantitative RT-PCR wurden 25 ng fur die VEGF-Isoformen und 1/20 fir GAPDH zur
Normalisierung eingesetzt und so deren relative Expressionslevel bestimmt (siehe Abbildung
5.4, Methoden 4.4.5). Aliquots der PCR-Produkte wurden auf ein 2 %iges Agarosegel nach 30
und 40 Zyklen aufgetragen. Die gewahlten Primer (aus Cui et al., 2003) ergaben zwei PCR-
Produkte, deren grofl3eres die angiogenetische stimulatorische Isoform VEGF165a reprasentiert
und ein kleineres, welches die inhibitorische Isoform VEGF165b beinhaltet (siehe Abbildung
5.4C). Abbildung 5.4B zeigt das Verhéltnis der angiogenetischen stimulatorischen VEGF165a-
zu der inhibitorischen VEGF165b-Isoform. Wahrend der glomerularen Reifung steigt die

Expression der anti-angiogenetischen VEGF165b-Isoform ab dem ,capillary-loop*
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Abbildung. 5.4: Relative Expression von totalem VEGF165 und Verhaltnis von VEGF165a/VEGF165b.
Die Glomeruli wurden mikrodissektiert und die Expression tber SYBRgreen Real-time RT-PCR sowie
semiquantitative RT-PCR bestimmt. A) relative Expression von VEGF165 normalisiert auf die 18S rRNA.
B) Verhéltnis von VEGF165a/VEGF165b, bestimmt durch semiquantitative RT-PCR und Normalisierung
auf GAPDH (Fotal 16s/c, NAK23, NAK9, NAK7, NS18 wurden mikrodissektiert, die anderen nicht).
C) Gelbild mit den mikrodissektierten Proben: Aliquots der PCR-Produkte wurden nach 30 und 40 Zyklen
auf ein Agarosegel aufgetragen. M = Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). 0 = Negativkontrolle der PCR
mit H,O. -RT = Ansatz ohne Reverse Transkriptase; C1 = Positivkontrolle fiur VEGF165a. C2 =
Positivkontrolle fiir VEGF165b (freundlicherweise von D. Bates, Universitat Bristol, zur Verfiigung gestellt).
s = ,s-shaped bodies”. ¢ = “capillary-loop” Stadien. Gelbilder invertiert.
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Stadium bis zur adulten Niere stetig an, wohingegen die angiogenetische Form VEGF165a
abnimmt. Die Glomeruli der DDS-Nieren zeigen ein ahnliches Expressionsprofil wie die ,s-
shaped bodies” der fétalen Niere bezogen auf die VEGF165a- und VEGF165b-Expression.

5.1.2 Bestimmung des Differenzierungsgrades der glomerularen Basalmembran (GBM)

Zur Bestimmung der Expression unterschiedlicher Collagen- und Laminin-Ketten wurden die ,s-
shaped bodies" und ,capillary-loop” Stadien einer fétalen Niere (16. SSW), die Glomeruli eines
Kindes sowie die Glomeruli von adulten und DDS-Nieren (milde bis moderat betroffene
Glomeruli) mikrodissektiert und anschlieRend RNA isoliert. Ausgangsmaterial fur die cDNA-
Synthese waren 1,3 pug Total-RNA (siehe Methoden 4.4.4). Uber semiquantitative RT-PCR und
GAPDH zur Normalisierung wurden die relativen Expressionslevel von Collagen IV alpha 1,
-alpha 4 und Laminin beta 1, -beta 2 bestimmt (siehe Abbildung 5.5, Methoden 4.4.5). Aliquots
der PCR-Produkte wurden auf ein 2 %iges Agarosegel nach 30, 35 und 40 Zyklen aufgetragen.
Eine Kontrolle ohne Reverse Transkriptase wurde immer mitgefiihrt. Dabei kénnen die relativen
Expressionslevel nur innerhalb eines Gens und nicht zwischen verschiedenen Genen
verglichen werden, da aufgrund der unterschiedlich starken Expression fur die verschiedenen
Gene unterschiedliche cDNA-Mengen eingesetzt wurden, um PCR-Produkte aus der
exponentiellen Phase der PCR zu erhalten.

Eine reziproke Expression kann fur Collagen IV alpha 1 und -alpha 4 gesehen werden
(siehe Abbildung 5.5). Wahrend der glomerularen Reifung nimmt die Collagen IV alpha 1-
Expression ab, wahrend die -alpha 4-Expression zunimmt. Das Gleiche kann man auch fir die
Laminin beta 1 und -beta 2-Ketten beobachten. Beide, Collagen IV alpha 1- und Laminin beta 1-
Ketten, zeigen die hdchste Expression in den ,s-shaped bodies”. Die positive Expression, die
man spater sieht, reflektiert die Expression in der mesangialen Matrix. Im Gegensatz dazu
findet man keine Collagen IV alpha 4- und Laminin beta 2-Ketten in den ,s-shaped bodies" der
fotalen Niere; sie konnen erst ab dem ,capillary-loop” Stadium detektiert werden. Glomeruli
einer DDS-Niere zeigen ein &hnliches Expressionsprofil wie die ,s-shaped bodies" der fétalen
Niere. Die RT-PCR-Produkte wurden sequenziert, um die Spezifitdt der Primer fur jede Isoform
Zu bestatigen (siehe Methoden 4.3.7).

Zusatzlich wurde die Collagen IV alpha 4- und Laminin beta 2-Expression
immunhistochemisch untersucht (siehe Methoden 4.6.5). Dazu wurden insgesamt zwei fotale,
zwei kindliche, 5 adulte und 6 DDS-Nieren untersucht. Abbildung 5.6 zeigt exemplarisch die
Farbungen. Wahrend der fotalen Entwicklung kann die glomerulare Expression von Collagen IV
alpha 4 zuerst im Mesangium und der GBM des ,capillary-loop*“ Stadiums nachgewiesen

werden. Die starke Expression dieser Collagen-Isoform findet man auch in den kindlichen und
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Abbildung 5.5: Relative Expression von Collagen IV alpha 1, alpha 4 und Laminin beta 1, beta 2. Die
relativen Expressionslevel kénnen nur innerhalb eines Gens und nicht zwischen den verschiedenen
Genen verglichen werden. M = 1kb-Leiter (Invitrogen). 0 = 0-Wert der PCR-Reaktion. * = Ansatz ohne
Reverse Transkriptase. s = ,s-shaped bodies”. ¢ = “capillary-loop” Stadien. Fétal 16SSW = fotale Niere der
16. Schwangerschaftswoche. n.d. = kein PCR-Produkt detektierbar.

adulten Glomeruli; in den DDS-Glomeruli ist sie jedoch signifikant reduziert. Au3erdem ist die
glomerulare Expression eher segmental. Die glomerulére Expression von Laminin beta 2 zeigt
wahrend der Entwicklung ein ahnliches Muster wie Collagen IV alpha 4: keine Expression in
den frihen glomerularen Strukturen, stark positiv im Mesangium und der GBM der ,capillary-
loop” Stadien der Glomeruli und auch in den kindlichen und adulten Glomeruli. Die DDS-Nieren

zeigen eine reduzierte Laminin beta 2-Expression, einige Glomeruli sind auch vollig negativ.
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Colla4(1V) Lam 32

Abbildung 5.6: Ubersicht tiber die immunhistochemischen Farbungen in den fotalen-, kindlichen-,
adulten- und DDS-Glomeruli. Die WT1-Farbungen wurden mir mit freundlicher Genehmigung von F. Eitner
(Aachen) zur Verfiigung gestellt.
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5.2 Charakterisierung von Podozyten-Zellkulturen

Beim Anlegen primérer Podozyten-Zellkulturen besteht die Gefahr der Durchmischung mit
anderen Zelltypen der Niere, wie z.B. Mesangiumzellen, Endothelzellen und Parietalzellen. Um
herauszufinden, ob es sich bei den verwendeten Podozyten-Zellkulturen um mdéglichst reine
Kulturen handelt, wurden die Zellen immunfluorimetrisch auf Proteinebene und Uber
semiquantitative RT-PCR auf RNA-Ebene auf bekannte Podozytenmarker untersucht. Dies war
fur die anschlieBenden Versuche (Expressionsanalysen, siRNA-Experimente) notwendig.
Insgesamt standen fur die Charakterisierung drei Podozyten-Zellkulturen nicht erkrankter
Personen, drei DDS-Kulturen, zwei CNF-Kulturen sowie Mesangiumzellen (MesCC2559) und
embryonale Nierenzellen (HEK293) zur Verfigung (siehe Tabelle 5.4). Im Gegensatz zu den
DDS-Podozyten, die alle Mutationen im WT1-Gen besitzen, tragen die CNF-Podozyten
Mutationen im NPHS1-Gen, das fiur Nephrin kodiert und zum kongenitalen nephrotischen

Syndrom vom finnischen Typ fiihrt.

Zellkultur  Zelltyp Indikation Mutation Methode

N13 Podozyten gesund IF, SQ RT-PCR

N13T Podozyten gesund IF, SQ RT-PCR

MD283r Podozyten gesund SQ RT-PCR

N90 Podozyten DDS WT1 IF, SQ RT-PCR

N100 Podozyten DDS WT1 SQ RT-PCR

DDS16 Podozyten DDS WT1 SQ RT-PCR

97-1 Podozyten CNF NPHS1 IF, SQ RT-PCR Tabelle 5.4: Material fiir die

MD219 Podozyten CNF NPHS1 IHC Charakterisierung von

HEK293  embryonale  Kontrolle IF, SQ RT-PCR Podozyten-Zellkulturen. IF =
Nierenzellen Immunfluore_szenzj S_Q RT-

i PCR = semiquantitative RT-
CC2559 Mesangium Kontrolle IF, SQ RT-PCR PCR.

5.2.1 Nachweis von Podozytenmarkern mittels Immunfluoreszenz

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz (IF)-Methode wurden die Podozyten-Kulturen auf Proteinebene
charakterisiert. In den meisten Fallen erfolgte eine Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI.
Untersucht wurde die Expression der Proteine smAktin, Cytokeratin, Talin, Vinculin, Vimentin,
Nephrin, CD2AP, Podocin und WT1:

smAktin wird von mesangialen Zellen exprimiert und sollte in den Podozyten negativ sein
(Holthofer et al., 1995).

Cytokeratin ist ein Intermediarfilamentprotein, das charakteristisch fur epitheliale Zellen ist. Es
wird im reifen Nephron, allerdings nicht im Glomerulus und in den Parietalzellen der BOWMAN-

Kapsel, exprimiert (Holthofer et al., 1984).
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Vinculin ist Bestandteil des kontraktilen Apparates der PodozytenfulR3fortsatze und kann an Aktin
und Paxillin binden (Smoyer und Mundel, 2001; Nagata und Watanabe, 1997).

Vimentin ist ein Intermediarfilamentprotein, das charakteristisch fur mesenchymale Zellen ist
(Oosterwijk et al., 1990). Podozyten exprimieren ebenso wie Nieren-Stammzellen und
uninduziertes Mesenchym Vimentin aufgrund ihrer mesenchymalen Herkunft (Smoyer und
Mundel, 2001; Nagata und Watanabe, 1997).

Nephrin ist der Hauptbestandteil der Schlitzmembran, die von den Podozyten zwischen den
FuRfortsatzen gebildet wird (Holthofer et al., 1999; Holzman et al., 1999).

CD2AP verbindet das Cytoskelett der Podozyten mit Nephrin in der Schlitzmembran (Li et al.,
2000). Mause, denen CD2AP fehlt, sterben 6 Wochen nach Geburt aufgrund abnormaler
Podozytenful3fortsatze und Proteinurie (Shih et al., 1999).

Podocin ist Teil der Schlitzmembran in den Podozyten. Mutationen im entsprechenden NPHS2-
Gen resultieren in einem autosomal rezessiven steroid-resistenten nephrotischen Syndrom
(Boute et al., 2000).

WT1 ist ein kernlokalisiertes Protein, das als Transkriptionsfaktor in vollstdndig ausgebildeten
Nieren nur von Podozyten und wahrend der Entwicklung von uninduziertem und induziertem

Mesenchym sowie von Podozytenvorlauferzellen exprimiert wird (Palmer et al., 2001).

Als Positivkontrolle fir CD2AP, Nephrin, Podocin und WT1 wurden HEK293-Zellen mit
den jeweiligen cDNAs transfiziert (Herstellung siehe 4.2.1). Als Positivkontrolle fir smAktin
dienten die primaren Mesangiumzellen MesCC2559. Die vollstandige Charakterisierung ist in
Tabelle 5.5 zusammengefasst. In Abbildung 5.7 ist ein Teil der Immunfluoreszenz-

Untersuchungen dargestellt.

Zellkultur Antikérper

Cytokeratin Vimentin Talin Vinculin  sm-Aktin CD2AP  Podocin Nephrin WT1
N13 P24diff NN + + + + - + + n.a. +
N13T P10 + + + + + + n.a. +
N90 P4diff DDS + + + + + + n.a. +
N90 K1 P3 + + + + + + +
97/1 K7 P4 CNF + + + + + + + n.a. +
MD219 K2 P3 + + + + + + n.a. +
MD219 K1 P4 + n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. +
MD219 K1 P3 + + + + + + n.a. n.a.
MD219 K9 P3 n.a. n.a. n.a. n.a. - + - -
CC2559 Mesangium - - + + + -
HEK?293 transf. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. + + + +

Tabelle 5.5: Ergebnisse der immunfluorimetrischen Charakterisierung von Podozyten. P = Passage. K =
Klon. diff = ausdifferenzierte Zellen. + = Protein wird exprimiert. - = Protein wird nicht exprimiert. n.a. =
nicht analysiert. n.v. = Praparate nicht vorhanden. transf. = mit dem untersuchten Gen transfizierte
HEK293-Zellen (Positivkontrollen). NN = Podozyten nicht erkrankter Personen. DDS = Podozyten von
Denys-Drash Patienten. CNF = Podozyten von Patienten mit nephrotischem Syndrom vom finnischen Typ.

Abbildung 5.7 (siehe néachste Seite): Charakterisierung von Podozyten mittels Immunfluoreszenz. Alle
Bilder sind mit 100-facher VergréRerung aufgenommen. grin = FITC. blau = DAPI. Positivkontrollen =
HEK293-Zellen mit den jeweiligen cDNAs transfiziert.
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Alle Podozyten-Zellkulturen, bis auf die CNF-Podozyten MD219 K9 P3, die keine
Expression von Podocin und WT1 zeigten, exprimierten die Podozytenmarker Vinculin, WT1,
Vimentin, CD2AP und Podocin. Die Podozyten und die mit WT1-transfizierten HEK293-Zellen
zeigten eine kernstédndige WT1-Farbung. Eine cytoplasmatische WT1-Farbung konnte bei
Podozyten und Mesangium festgestellt werden. Nephrin als Hauptbestandteil der
Schlitzmembran wurde hingegen bei keiner Podozyten-Zellkultur nachgewiesen. Da allerdings
die mit einer Nephrin cDNA transfizierten HEK293-Zellen positiv waren, kann dies nicht an der
Methode an sich liegen (Abbildungen nicht gezeigt). Dass die Zellen kein Nephrin exprimieren,
liegt wohl daran, dass sie noch proliferieren und nicht ausdifferenziert sind. smAktin als
mesangialer Marker war erwartungsgemald in allen Podozyten, bis auf die CNF-Podozyten
97-1, negativ. Dagegen war Cytokeratin in allen Podozyten positiv, obwohl es als epithelialer

Zellmarker in allen Podozyten negativ sein sollte.

5.2.2 Nachweis von Podozytenmarkern mittels semiquantitativer RT-PCR

Die Immunfluoreszenz-Ergebnisse wurden auf mRNA-Ebene durch semiquantitative RT-PCRs
erganzt. Untersucht wurde die Expression der Gene WT1, NPHS2, GLEPP1, NPHS1, ACTN4,
Synaptopodin, Pod-1, CD2AP, Densin, Dystroglycan, Ezrin und Podoplanin. Durch die
zusatzlich untersuchten Marker sollte auch der Pool an bekannten podozytaren Markern
erweitert werden.

GLEPP1 ist eine Rezeptortyrosin-Phosphatase, die in der apikalen Membran der Podozyten
sitzt (Wiggins et al., 1995; Sharif et al., 1998).

a-Actinin 4 ist ein Podozyten-spezifisches Protein, das Aktin quervernetzt (Michaud et al.,
2003). Mutationen in dem entsprechenden ACTN4-Gen sind mit einer Form der autosomal
dominanten fokal-segmentalen Glomerulosklerose assoziiert.

Synaptopodin ist ein Protein differenzierter Podozyten (Mundel et al., 1991, 1997a) und ist dort
mit Aktin-Filamenten assoziiert.

Pod-1 wird in den Podozytenvorlaufern und den reifen Podozyten exprimiert (Quaggin et al.,
1999). Das Gen kodiert fur einen Transkriptionsfaktor des Helix-Loop-Helix-Typs. Pod-1 wird
wahrend der Embryonalentwicklung nur von mesodermalen Zellen gebildet.

Densin wird spezifisch von Podozyten in der adulten Niere exprimiert und interagiert mit
a-Actinin 4 (Ahola et al., 2003).

Dystroglycan wird von den Podozyten adulter Nieren exprimiert (Ferletta und Ekblom, 1999).
Ezrin ist entlang der apikalen Plasmamembran von Podozyten lokalisiert und mit dem
Cytoskelett Uber Aktin verbunden (Orlando et al., 2001).
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Podoplanin wird von Podozyten und Parietalzellen im adulten Glomerulus exprimiert
(Breiteneder-Geleff et al., 1997).

Die optimierten RT-PCR-Programme und —Reaktionsansatze fur die einzelnen Gene sind
im Methodenteil 4.4.5 aufgelistet. In die PCR wurden ca. 50 ng cDNA eingesetzt, fir GAPDH
als Housekeeping-Gen nur 1/20. Nach 30, 35 und 40 Zyklen wurden 10 pl PCR-Produkt
entnommen und auf ein 2- oder 3 %iges TAE-Agarosegel, je nach Produktgréfl3e, aufgetragen.
Die semiquantitative Auswertung der PCR-Produkte erfolgte mittels der AIDA 2.11-Software der

Firma Raytest. Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR sind in Tabelle 5.6 dargestellt.

Kontroll-Podozyten DDS-Podozyten CNF-Podozyten
MD283r N13Tel N13 N9O DDS16 N100 97/1 HEK?293 Mesangium

WT1 + + + + + + + - -
Synaptopodin + + + + + + +

Pod-1 + + + + + + +

NPHS1 + + + + + + +

NPHS2 + + + + + + + -

Densin + + + + + + + - -*
Podoplanin n.a. n.a. + + n.a. + + + +
Ezrin n.a. n.a. + + n.a. + + + +
Dystroglycan n.a. n.a. + + n.a. + + + +
ACTN4 n.a. n.a. + + n.a. + + + +
GLEPP1 + + + + n.a. + + + -
CD2AP n.a. n.a. + + n.a. + + + -*

Tabelle 5.6: Ergebnisse der Charakterisierung von Podozyten mittels semiquantitativer RT-PCR. + =
RNA wird exprimiert. - = RNA wird nicht exprimiert. n.a. = nicht analysiert. * = PCR-Produkt erst bei
Zyklus 40. Kontrollen = Podozyten nicht erkrankter Personen. DDS = Podozyten von Denys-Drash
Patienten. CNF = Podozyten eines Patienten mit nephrotischem Syndrom vom finnischen Typ.

Alle untersuchten Podozyten-Zellkulturen exprimierten die Gene WT1, Synaptopodin,
Pod-1, NPHS1, NPHS2 und Densin, die in den Mesangium- bzw. HEK293-Zellen nicht oder erst
bei Zyklus 40 der PCR-Reaktion detektiert wurden. Sie kdnnen deshalb als typische podozytare
Marker angesehen werden. Die untersuchten Marker Podoplanin, Ezrin, Dystroglycan, ACTNA4,
GLEPP1 und CD2AP konnten sowohl bei Podozyten als auch bei HEK293-Zellen sowie z.T.
auch bei den Mesangiumzellen nachgewiesen werden. Deshalb kénnen diese nicht zur
Charakterisierung von Podozyten verwendet werden. Abbildung 5.8 zeigt exemplarisch die
Gelbilder der semiquantitativen RT-PCR von GAPDH, NPHS1 und Densin.

Zuséatzlich wurde auch die Expression der einzelnen Gene untereinander verglichen
(siehe Abbildung 5.9), was durch die Normalisierung auf GAPDH als Housekeeping-Gen
ermoglicht wurde. Ausgangspunkt fiir diese Gegenuberstellung war die Uberlegung, dass
Nephrin, welches immunfluorimetrisch in den Podozyten nicht nachgewiesen werden konnte,

vielleicht unter der Nachweisgrenze liegt. Vergleicht man jedoch auf mRNA-Ebene die
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Abbildung 5.8: Gelbilder zur Charakterisierung von Podozyten mittels semiquantitativer RT-PCR am
Beispiel von GAPDH, NPHS1 und Densin. —RT = Ansatz ohne Reverse Transkriptase. GréRenmarker fr
GAPDH: 1kB-Leiter von Invitrogen. GrolRenmarker fur NPHS1 und Densin: PCR-Marker von New
England Biolabs. Mes = Mesangium. NN = Podozyten einer nicht erkrankten Person. DDS = Podozyten
von Denys-Drash Patienten. CNF = Podozyten eines Patienten mit nephrotischem Syndrom vom
finnischen Typ.

4 4
2
0,

:

% Expression bezogen auf GAPDH
[y
o

-
o

N, £ = o £ £ £ o £ = Q
° o %] c N

E o o] o] s c 5] o o g N
= S a @ @ = w 5 a
[=] o = a] o - g (@]
Q o ° 0] 2
g‘ o >
17) [a]

Gene

E NS0 mN100 ON13 @97-1 mHEK293 m Mes

Abbildung 5.9: Charakterisierung von Podozyten mittels semiquantitativer RT-PCR. Dargestellt ist die
prozentuale Expression bezogen auf GAPDH als Housekeeping-Gen. N90 und N100 = DDS-Podozyten.
N13 = Podozyten einer nicht erkrankten Person. 97-1 = CNF-Podozyten. Mes = Mesangium.
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Expression von NPHS1 mit CD2AP, welches in der Immunfluoreszenz ohne Probleme
detektiert werden konnte, stellt man eine &ahnlich starke Expression auf mRNA-Ebene fest.
Auffallig ist auch, dass die Expression der N13-Podozyten bei allen untersuchten Genen immer
sehr viel starker als in den anderen Podozyten und Zelllinien ist. Dies konnte aufgrund einer
schlechten Amplifikation der GAPDH-Normalisierungskontrolle in den N13-Podozyten zustande
gekommen sein. Hier kann man schon bei Zyklus 30 Primerdimere erkennen, die bei den
anderen Zellen erst spater oder gar nicht auftreten (siehe Abbildung 5.8). Dies fuhrt zu der
Vermutung einer eigentlich starkeren Expression von GAPDH bei Zyklus 30, was sich auch auf
die Berechnung der Expression der untersuchten Gene auswirken wirde.

Die durchgefiihrten Untersuchungen zeigen, dass es sich bei den Zellkulturen mit grof3er
Sicherheit um Podozyten handelt. Sowohl die Podozytenmarker, die spezifisch in den
Ful3fortsatzen zu finden sind, wie Densin, Synaptopodin, Podocin und Nephrin, als auch die
podozytenspezifischen Transkriptionsfaktoren WT1 und Pod-1 und das fiir Podozyten typische

Intermediarfilamentprotein Vimentin konnten in den untersuchten Zellen nachgewiesen werden.

5.3 Expressionsanalysen von glomerularen Nierenzellen

Zur Anfertigung der Expressionsprofile von Podozyten-Zellkulturen und Mesangiumzellen
wurden Arrays der Firma Clontech und Affymetrix verwendet.

Das Verfahren des ,Expression-Profiling” ermdglicht die simultane Expressionanalyse
tausender Gene innerhalb der zu untersuchenden Proben. Wichtig ist hier vor allem die
Auswahl einer guten Kontroll-RNA, die fir alle betrachteten Gene als ,nhormal exprimiert"
anzusehen ist, da die Genexpression von einer Vielzahl ortlicher, zeitlicher und exogener
Faktoren abhéngig ist.

Podozyten kénnen in Zellkultur zwei verschiedene Formen ausbilden (Mundel und Kriz,
1995): die kopfsteinpflasterahnliche, polygonale Form und die verzweigte Form, die eine
baumartige Struktur aufweist. Bisher wird vermutet, dass es sich bei den Podozyten mit der
verzweigten Struktur um starker ausdifferenzierte Zellen handelt. Fur die Ausdifferenzierung
scheint das WT1-Protein notig zu sein. Um vergleichbare Expressionsprofile zu erhalten, wurde
bei den verwendeten Podozyten-Zellkulturen fur die Expressionsanalysen darauf geachtet, dass
moglichst frithe Passagen mit polygonalen und somit undifferenzierten Zellen verwendet
wurden (siehe Abbildung 5.10). Von den Mesangiumzellen (MesCC2559) wurde ein
Expressionsprofil nur mit Hilfe der Clontech-Arrays erstellt.
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Abbildung 5.10: Zellkulturen von Podozyten und Mesangiumzellen. A-C: Podozyten von nicht erkrankten
Personen (A: N13 P17, B: N13T P46, C: MD283r P4); D-E: Podozyten von DDS-Patienten (D: N90/3 K1
P3, E: N100 K2 P2, F: DDS16); G: Podozyten von einem CNF-Patient (97-1 K29 P2); H: Mesangiumzellen
(CC2559 P6). Alle Zellen sind mit 10-facher VergréRerung aufgenommen.

5.3.1 Clontech-Arrays

In der vorliegenden Arbeit wurde das Human Atlas-Array-Set 3.6 flir die Erstellung der
Expressionsprofile verwendet. Der Ablauf einer Array-Analyse ist in Abbildung 5.11
zusammengefasst.

Es wurden Expressionsprofile einer Podozyten-Zellkultur einer nicht erkrankten Person
(NN, = Kontroll-Podozyten), zweier DDS-Kulturen (DDS) und einer CNF-Kultur (CNF) sowie von
Mesangiumzellen erstellt (siehe Methoden 4.5.1). In Tabelle 5.7 sind die verwendeten Proben

zusammengefasst.
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Isolierung von Total-RNA aus Podozyten-Zellkulturen und Mesangiumzellen

v

Qualitatsbestimmung der RNA mittels Agilent 2100 Bioanalyzer

v

Radioaktive Markierung der Proben mittels Reverser Transkriptase

v

Hybridisierung auf das Human Atlas-Array-Set 3.6

v

Exposition auf einen Image Screen, Detektion mittels Phosphorimager

Auswertung der Signale mit LIMMA 2.0.0 (BioConductor)

Abbildung 5.11: Ablauf der Array-Analyse nach der Clontech-Methode.

Zellen Passage Anzahl Anzahl Filter Anzahl
RNAs cDNA-Synthesen I Il I MeRwerte
NN N13 P17 1 2 3 3 3 8
N13 P17 1 2 3 3 3
N13 P22 1 1 2 2 2
NS CNF 97-1 K11 P2 1 2 3 3 3 7
97-1 K31 P2/K32 P1/ 3 1 2 2 2
K29 P2
97-1 K3 P3 1 1 2 2 2
DDS N90/3 K5 P4/K3 P4 2 2 3 3 3 6
N100 K2 P3/K3 P3 2 2 3 3 3
Mes CC2559 P7 1 1 2 2 2 2

Tabelle 5.7: Zellkulturmaterial fir die Clontech-Arrays. K = Klon. P = Zellkultur-Passage. NN =
Podozyten nicht erkrankter Personen. DDS = Podozyten von Denys-Drash Patienten. CNF = Podozyten
eines Patienten mit nephrotischem Syndrom vom finnischen Typ. NS = CNF + DDS. Mes = Mesangium.

Zuerst wurde die Qualitdt der isolierten RNAs mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzer
bestimmt (siehe Abbildung 5.12). Das Verhaltnis der Peaks der 28S/18S ribosomalen RNA lag
immer im Bereich 2:1, wie es bei einer hoch qualitativen RNA, also undegradierten RNA, sein
sollte (siehe Methoden 4.4.3).

Pro Filter wurden 3,4 pg Total-RNA radioaktiv mit a-**P dCTP markiert und iber Nacht
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Filter gewaschen, um unspezifisch gebundene
Radioaktivitat zu entfernen. Die radioaktiven Signale wurden nach 72 h gemessen. Es wurden
RNA-Proben aus Zellkulturen verschiedener Passagen hybridisiert (bis auf die
Mesangiumzellen) und im Anschluss die Ergebnisse gemittelt, um Zellzyklus- und Zelldichte-
abhangige Expressionsveranderungen so gering wie moglich zu halten. Die Proben wurden

teilweise getrennt voneinander markiert und auf die Filter hybridisiert (vergleiche Tabelle 5.7).
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Abbildung 5.12:

Qualitatsbestimmung der
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Die genaue Quantifizierung der Signale, die die Expressionsstarke der Gene darstellen,
erfolgte anschlieRend mit Hilfe des LIMMA 2.0.0-Programms (siehe Methoden 4.5.3). Erst wenn
mindestens ein Unterschied von Faktor 1,5 in der Signalstarke zwischen zwei unterschiedlichen

Proben zu beobachten war, wurde eine differentielle Genexpression in Erwagung gezogen.

Die Array-Analysen ergaben sehr groRe Datenmengen, die deshalb in dieser Arbeit nur in
Ausziigen wiedergegeben werden konnen. Listen der ausgesuchten Daten finden sich im
Anschluss bei dem Vergleich der folgenden Expressionsdaten:

a) DDS-Podozyten vs. CNF- und Kontroll-Podozyten (= DDS-spezifische Gene)
b)  Kontroll-Podozyten vs. DDS- und CNF-Podozyten (= NS-spezifische Gene)
c) CNF-Podozyten vs. DDS- und Kontroll-Podozyten (= CNF-spezifische Gene)

d) Podozyten vs. Mesangium

Durch den Vergleich der DDS-Podozyten mit den CNF- und Kontroll-Podozyten sollten
Expressionsunterschiede herausgefiltert werden, die auf das Vorhandensein einer WT1-
Mutation zurlickzufuihren sind. Expressionsunterschiede beim nephrotischen Syndrom (NS) im
Allgemeinen sollten durch den Vergleich der CNF- und DDS-Podozyten mit den Kontroll-
Podozyten erhalten werden. Durch den Vergleich von CNF-Podozyten mit den restlichen
Podozyten sollte man Expressionsunterschiede aufgrund des Vorhandenseins einer NPHS1-

Mutation erhalten. Dabei sind die beiden zuletzt genannten Vergleiche nur bedingt
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aussagekraftig, da nur eine CNF- und eine Kontroll-Zellkultur untersucht wurden. Hier zeigen
die Ergebnisse nur eine Richtung auf und missen in Zukunft durch die Analyse weiterer Proben
vervollstandigt bzw. mit den noch folgenden Ergebnissen der Affymetrix-Arrays verglichen
werden.

Durch den Vergleich der Podozyten mit den Mesangiumzellen sollten neue podozytare
wie auch mesangiale Marker gefunden werden. Problematisch war auch hier, dass nur eine
Mesangium-Zelllinie zur Verfigung stand und deshalb Schwankungen in den Expressionsdaten
mdglich sind.

Bei den unten aufgefiihrten Tabellen ist zu beachten, dass nur der p-Wert beim Vergleich
der zwei DDS-Zellkulturen mit der Kontroll- und CNF-Zellkultur eine Aussage Uuber die
biologische Varianz zuldsst. Bei allen anderen Vergleichen zeigt der p-Wert nur eine
experimentelle Varianz auf, da von den Kontroll-, CNF- und Mesangium-Zellen nur jeweils eine
Zellkultur mit teilweise unterschiedlichen Passagen untersucht wurde.

Die Gesamtzahl der differentiell exprimierten Gene bei den einzelnen Vergleichen ist in
Abbildung 5.13 zusammengefasst. Insgesamt sind 52 DDS-spezifische (FC > 1,5; p < 0,05), 47
CNF-spezifische (FC > 1,5; p < 0,05) und
129 NS-spezifische (FC > 2,0; p < 0,05)

Gene differentiell exprimiert, wobei es

DDS-spezifisch

CNF-spezifisch
zwischen den einzelnen Auswertungen

aufgrund der Festlegung der p-Wert-

Grenze zu Uberschneidungen kommt.

g1t
a8 v
FC>2,0
p <0,05

NS-spezifisch

Abbildung 5.13: Gesamtzahl der differentiell
exprimierten  Gene der  Clontech-Array
Analysen. Erklarung im Text. FC =
Expressionsunterschied. p = p-Wert.

In den folgenden stark geklrzten Listen (siehe Tabellen 5.8 — 5.10) wurden die
aufgefihrten Gene nach den gréf3ten Unterschieden und ihrer biologischen Funktion

ausgewahlt:

a) DDS-Podozyten vs. CNF- und Kontroll-Podozyten (NN)

DDS /NN + CNF
Filter Label Gen FC>15 p <0,05
I CO08f  tumor necrosis factor alpha (TNFA); cachectin 6,84 1,11E-07
I FO5m matrix metalloproteinase 7 (MMP7); matrilysin 3,66 3,35E-05
I FO8d  colony-stimulating factor 2 (CSF2) 3,41 3,98E-08
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DDS /NN + CNF

Filter Label Gen FC>15 p <0,05
| El14g intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1); CD54 antigen 2,81 3,98E-08
I EO7h  osteoprotegerin (OPG) 2,78 5,78E-04
small inducible cytokine subfamily subfamily B member 5 (SCYB5);
I F12g CXCL5 2,44 3,34E-03
Il E10n dual-specificity protein phosphatase 5 (DUSP5) 2,26 4,92E-05
I C02c  FIBULIN 1 ISOFORM C 2,15 2,86E-04
| BO5f  epithelial discoidin domain receptor 1 (EDDR1; DDR1) 2,08 3,35E-05
I BO5j natural killer cells protein 4 (NK4) 1,83 4,36E-03
I C09j IEX-1L anti-death protein; PRG-1; DIF-2 (IER3) 1,82 1,05E-02
I E10i integrin alpha 6 (ITGA6); VLA6 1,80 6,42E-03
| EO2g cadherin 3 (CDH3); placental cadherin (P-cadherin; CDHP) 1,77 1,24E-03
1 FO4d F-ACTIN CAPPING PROTEIN BETA SUBUNIT (CAPZ) 1,72 1,79E-04
Il B10d B-cell translocation gene 1 (BTG1) 1,71 2,68E-03
I EO5i integrin beta 6 (ITGB6) 1,68 3,34E-03
Il F1lk  NEUROFILAMENT TRIPLET L PROTEIN (NEFL) 1,66 8,47E-03
I EO6e insulin-like growth factor-binding protein 10 (IGFBP10) 1,64 4,98E-03
I B12n ras-related associated with diabetes protein (RRAD; RAD1) 1,60 1,55E-02
i EO5k GREMLIN 1,58 3,87E-03
1 BO6k MUCOSAL ADDRESSIN CELL ADHESION MOLECULE 1 (MADCAM-1) 1,56 1,31E-02
Il FO3I muscle/brain cAMP-dependent protein kinase inhibitor (PKIA) 0,61 3,26E-02
v-erbA related protein 3 (EAR3); nuclear receptor subfamily 2 group F
I Alld member 2 (NR2F2) 0,60 3,34E-03
| B12g smooth muscle & non-muscle myosin light chain kinase (MLCK) 0,55 7,89E-04
I C09e transformation/transcription domain-associated protein (TRRAP) 0,51 6,97E-03
I AO4m  thy-1 membrane glycoprotein; CDW90 antigen 0,47 5,78E-04
1 CO01n fibrillin 2 (FBN2) 0,46 1,79E-04
| FO3m matrix metalloproteinase 2 (MMP2); gelatinase A 0,46 1,23E-04
| A09g insulin-like growth factor-binding protein 2 (IGFBP2) 0,36 1,30E-02
| E11i integrin beta 4 (ITGB4) 0,33 7,89E-04

Tabelle 5.8: DDS-spezifische Gene. FC = Expressionsunterschied. p = p-Wert.

b) DDS- und CNF-Podozyten (=NS) vs. Kontroll-Podozyten (NN)

NS (DDS + CNF) / NN

Filter Label Gen FC>2,0 p <0,05
| F12h  insulin-like growth factor-binding protein 3 (IGFBP3) 14,44 4,38E-10
] EO5m insulin-like growth factor binding protein 5 (IGFBP5) 8,94 7,57E-10
| FO5k  protease inhibitor 1 (PI1); alpha-1-antitrypsin 5,55 1,23E-08
| C11f  TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL); APO2L; TNFSF10 5,10 1,74E-05
I A08g cell surface glycoprotein MUC18 (MCAM) 4,63 5,25E-10
I EO3h  vascular cell adhesion protein 1 (V-CAM1) 4,60 1,63E-05
| FO6f diphtheria toxin receptor (HBEGF, DTR) 4,08 4,78E-07
| Fo2f vascular endothelial growth factor (VEGF) 3,91 1,14E-07
I FO6j interleukin 11 (IL11) 3,78 1,16E-06
I FO3m MYOSIN HEAVY CHAIN, NONMUSCLE TYPE A (NMMHC-A) 3,47 2,86E-07
I F12n  actinin alpha 1 (ACTN1) 3,02 1,58E-04
| F12d transforming growth factor beta 2 (TGFB2) 2,98 5,03E-06
I EO9f procollagen IV alpha 2 subunit (COL4A2) 2,89 1,25E-05
I C14i BCL2/adenovirus E1B 19-kDa-interacting protein 3 (BNIP3; NIP3) 2,85 2,22E-03
] EO9k  myosin regulatory light chain 2 smooth muscle isoform (myosin RLC) 2,84 1,49E-03
| F12c  bone morphogenetic protein 1 (BMP1) 2,66 5,11E-04
| E13h integrin beta 3 (ITGB3) 2,64 2,59E-06

77




5 Ergebnisse

NS (DDS + CNF) / NN
Filter Label Gen FC>2,0 p <0,05
I FO9m  matrix metalloproteinase 1 (MMP14); MT-MMP1 2,64 7,14E-05
| FO4k  heregulin-beta3; glial growth factor; neuregulin 2,50 6,49E-04
| FO7e  neuroleukin (NLK) 2,46 9,26E-06
| E13k fibroblast growth factor receptorl (FGFR1) 2,45 1,06E-05
I F13a drebrin E 2,40 1,75E-03
| EOQ9i integrin beta 1 (ITGB1); fibronectin receptor beta subunit (FNRB) 2,40 1,27E-06
1] DO7h  antagonist decoy receptor for TRAIL/APO2L (TRID); TNFRSF10C 2,34 1,32E-03
I D02g neuregulin 1 (NRG1); heregulin alpha (HRGA; HGL) 2,29 6,19E-04
I E14j tumor necrosis factor alpha-induced protein 6 (TNFAIP6) 2,26 1,61E-05
| BO8m ras homolog gene family member B (RHOB; ARHB) 2,24 7,70E-05
Il C02f  secreted phosphoprotein 1 (SSP1); osteopontin (OPN) 2,24 1,32E-04

vitronectin receptor alpha subunit (VNRA); integrin alpha V subunit
I E12g (ITGAV) 2,20 4,17E-06
| EO8i fibronectin receptor alpha subunit (FNRA); integrin alpha 5 (ITGA5S) 2,19 2,37E-04
I FO7c  adisintegrin & metalloproteinase domain 10 (ADAM10) 2,13 1,32E-04
i co2d fibrillin 1 2,12 5,31E-03
| BO2j Janus tyrosine-protein kinase 1 (JAK1) 2,09 1,25E-05
I FO2I annexin VI (ANX6) 2,07 4,65E-03
| DO08;j hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF1 alpha) 2,06 4,28E-04
| D05k  microphthalmia-associated transcription factor (MITF) 2,02 1,06E-02
| FO1k follistatin-related protein 2,02 1,21E-02
| C12f  tumor necrosis factor superfamily member 7 (TNFSF7) 1,98 6,57E-03
] FO2k  microtubule-associated protein 4 (MAP4) 1,98 2,00E-05
I E10b  homeobox protein 7 (HOX7) 0,49 5,81E-03
Il EO7e  wingless-related MMTYV integration site 7a protein (WNT7A) 0,48 2,35E-03
| EO5b  interferon-stimulated gene factor 3 gamma subunit (ISGF3G) 0,45 3,36E-05
inhibitor of apoptosis proteinl (HIAP1; API1); TNFR2-TRAF signaling

| C09%k  complex protein 1; MIHC 0,45 1,53E-03
| Cosl DNA topoisomerase Il alpha (TOP2A) 0,44 2,07E-03
i A03h  TROPOMODULIN 0,39 1,06E-04
1] AO1i Human intestinal and liver tetraspan membrane protein (ilF-TMP); TM4SF4 0,39 3,09E-05
Il AO07I pre-B-cell leukemia transcription factor 3 (PBX3) 0,37 3,46E-06
1 DO3i RETINAL SHORT-CHAIN DEHYDROGENASE/REDUCTASE RETSDR1 0,32 3,39E-06
Il AO6c  membrane metalloendopeptidase (MME); neprilysin; CALLA 0,32 3,98E-06
| Cl2d emsl oncogene; cortactin (CTTN) 0,31 4,87E-04
| D09m basic transcription element-binding protein 2 (BTEB2) 0,29 6,76E-06
| C06h  caspase 4 (CASP4); CASP5 0,29 1,16E-06
] A10l hairy & enhancer of split protein 1 (HES1) 0,26 1,92E-06
I AO6a  p53-binding mouse double minute 2 homolog (MDM2) 0,24 1,23E-06
I C14f  annexin VIII (ANX8) 0,23 3,16E-08
| D11m inhibitor of DNA binding 2 protein (ID2) 0,22 2,59E-06
I D04k  cytochrome P450 VIIIAL (CYP8AL); PTGIS 0,17 5,70E-09
Il B11l aldehyde dehydrogenase (ALDH6) 0,14 3,46E-06
i AO0lh BONE MARROW STROMAL ANTIGEN 2 (BST-2) 0,14 9,29E-09
I Allh  cyclin A1 (CCNA1) 0,10 4,38E-10
1 C02b  MICROFIBRIL-ASSOCIATED GLYCOPROTEIN 2 (MAGP-2) 0,08 7,46E-12

Tabelle 5.9: NS-spezifische Gene. FC = Expressionsunterschied. p = p-Wert.
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¢) CNF-Podozyten vs. DDS- und Kontroll-Podozyten (NN)

CNF /NN + DDS

Filter Label Gen FC>15 p <0,05
I F11f  endothelin 2 (ET2) 2,80 8,55E-04
| E10k corticotropin-releasing factor receptor 1 (CRFR; CRF1) 2,33 4,44E-02
| Cl4i BCL2/adenovirus E1B 19-kDa-interacting protein 3 (BNIP3; NIP3) 2,24 3,16E-02
11} C02c FIBULIN 1 ISOFORM C 2,15 2,86E-04
| CO05j death-associated protein kinase 1 (DAPK1) 1,87 2,70E-03
i FO4d F-ACTIN CAPPING PROTEIN BETA SUBUNIT (CAPZ) 1,72 1,79E-04
I Cl2e zyxin 2 (ZYX) 1,69 5,42E-02
| FO7g platelet-derived growth factor A subunit (PDGFA; PDGF1) 1,67 2,53E-02
1 EO5k  GREMLIN 1,58 3,87E-03
| C02h  CDA40 receptor-associated factor 1 (CRAF1); TRAF3 1,57 3,46E-02
I BO6k MUCOSAL ADDRESSIN CELL ADHESION MOLECULE 1 (MADCAM-1) 1,56 1,31E-02
| D06d GABA-B receptor 2 subunit (GABA-BR2) 1,56 4,34E-02
| CO7m  nibrin (NBS1) 1,56 2,53E-02
I E13j platelet-derived growth factor receptor beta subunit (PDGFRB) 1,51 7,07E-03
Il D08a tumor necrosis factor alpha-induced protein 3 (TNFAIP3) 0,58 3,81E-02
| FO08g leukemia inhibitory factor (LIF) 0,58 1,84E-02
I Al10c  c-jun proto-oncogene 0,55 1,67E-03
| FO5h inhibin beta A subunit (INHBA) 0,55 8,55E-04
I CO01n fibrillin 2 0,46 1,79E-04
| A13k  sprouty 2 (SPRY?2) 0,46 8,21E-05
| AO03h  G1/S-specific cyclin D1 (CCND1); bcl-1 oncogene 0,41 7,04E-04
I DO01lb  growth arrest & DNA damage-inducible protein (GADDA45) 0,41 8,55E-04
I F12e  small inducible cytokine subfamily A member 2 (SCYA2) 0,23 1,04E-05
| El10a early growth response protein 1 (EGR1) 0,21 1,74E-08
| D14k activating transcription factor 3 (ATF3) 0,21 1,33E-07
| Fl4g interleukin 8 (IL8) 0,14 6,83E-05
| F10g macrophage inflammatory protein 2 alpha (MIP2A); CXCL2 0,10 3,64E-11
| F13i interleukin 6 (IL6); interferon beta 2 (IFNB2) 0,08 1,76E-08

Tabelle 5.10: CNF-spezifische Gene. FC = Expressionsunterschied. p = p-Wert.

d) Podozyten vs. Mesangium

Bei dem Vergleich der Podozyten mit den Mesangiumzellen sind insgesamt 40 Gene (FC > 3,0;

p < 0,001) differentiell exprimiert.

Davon sind 12 in den Podozyten und 28 in den

Mesangiumzellen héher exprimiert. Die in Tabelle 5.11 aufgefiihrten Gene wurden nach den

groRten Expressionsunterschieden und schon bekannter Lokalisation in der Niere ausgewahlt.

Podozyten/

Mesangium
Filter Label Gene FC>3,0 p <0,001
| F14l Kunitz-type serine protease inhibitor 2 (SPINT2) 9,47 1,38E-08
I E13h integrin beta 3 (ITGB3) 6,37 1,44E-04
Il BO5j natural killer cells protein 4 (NK4) 6,21 7,82E-06
| D14n  paired box protein 8 (PAX8) 5,83 6,49E-07
Il Cl4e  annexin Ill (ANX3) 4,60 3,94E-07
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Podozyten/
Mesangium
Filter Label Gene FC>3,0 p <0,001
Il C02f  secreted phosphoprotein 1 (SSP1); osteopontin (OPN) 3,66 9,88E-04
I A02j endoglin (ENG; END) 0,29 9,60E-07
| FO03g vascular endothelial growth factor C (VEGFC) 0,28 2,14E-06
i BO6b INTEGRIN BINDING PROTEIN DEL-1 0,27 3,03E-07
| F13m cathepsin D (CTSD) 0,26 3,28E-05
I E13j platelet-derived growth factor receptor beta subunit (PDGFRB) 0,25 7,68E-06
] CO01lm collagen VI alpha 1 subunit (COL6A1) 0,21 3,55E-07
1 BO5m OSTEOBLAST SPECIFIC FACTOR 2 (OSF2) 0,21 2,14E-08
| FO8f fibroblast growth factor 7 (FGF7) 0,18 6,51E-06
Il E14j regulator of G protein signaling 4 (RGS4; RGP4) 0,17 2,32E-09
I B06d NIDOGEN 2 (NID2) (OSTEONIDOGEN) 0,17 1,23E-06
| EO8i fibronectin receptor alpha subunit (FNRA); integrin alpha 5 (ITGA5S) 0,17 6,27E-05
| FO6n tissue inhibitor of metalloproteinase 2 (TIMP2) 0,16 5,23E-08
I C02j Lumican (LUM) 0,16 4,13E-07
I Allg matrix metalloproteinase 11 (MMP11) 0,15 6,08E-07
| FO5n tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP1) 0,14 2,99E-05
1 EO5k GREMLIN 0,12 1,72E-06
I Ellg Decorin (DCN) 0,11 2,00E-06
| FO3m matrix metalloproteinase 2 (MMP2) 0,08 4,29E-06
| FO6d  insulin-like growth factor Il (IGF2) 0,06 8,10E-11
| EOlg osteoblast specific factor 2 (OSF2) 0,05 2,36E-11

Tabelle 5.11: Expressionsunterschiede zwischen Podozyten und Mesangiumzellen. FC =
Expressionsunterschied. p = p-Wert.

5.3.2 Affymetrix Arrays

Mit Hilfe des hier verwendeten GeneChip Human Genome U133A-Array konnen die
Expressionslevel von 18400 Transkripten und deren Varianten analysiert werden, die ca. 14500
gut bekannte humane Gene représentieren. Ein Array besteht aus mehr als 22000 ,Probe
Sets”, deren Oligonukleotid-Ldnge 25 Basen betragt und eine multiple Bestimmung jedes
Transkriptes erlaubt. Zusatzlich ist eine groRe Zahl an Kontroll-Sequenzen vorhanden, die in

Tabelle 5.12 zusammengefasst sind.

Kontrollsequenzen

Hybridisierungs-Kontrollen bioB, bioC, bioD, cre
Poly-A-Kontrollen dap, lys, phe, thr
Normalisierungs-Kontrollset 100 “Probe-Sets”
Houskeeping-/Kontrollgene GAPDH, beta-Aktin, ISGF-3 (STAT1)

Tabelle 5.12: Kontrollsequenzen der GeneChip Human Genome Arrays (Affymetrix). Die Funktion wird im
Text erklart (siehe Seite 84f).

Der Ablauf der Untersuchung ist kurz in Abbildung 5.14 dargestellt und néher im

Methodenteil unter 4.5.2 beschrieben.
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Es wurden die Expressionsprofile zweier Podozytenkulturen nicht erkrankter Personen
(NN, = Kontroll-Podozyten), dreier DDS-Kulturen (DDS) und einer CNF-Kultur (CNF) erstellt. In

Tabelle 5.13 sind die verwendeten Proben zusammengefasst.

Isolierung von Total-RNA aus Podozyten-Zellkulturen

v

Qualitatsbestimmung mittels Agilent 2100 Bioanalyzer

v

Herstellung doppelstrangiger cDNA

Herstellung biotin-markierter cRNA durch in vitro Transkription (IVT),

Fragmentierung der cRNA

v

Qualitatsbestimmung mittels Agilent 2100 Bioanalyzer

v

Hybridisierung auf Arrays (fragmentierte cRNA zusammen mit Hybridisierungskontrollen,
BSA und herring sperm DNA)

Hybridisierung, Waschen, Farben

v

Scannen der Signale und Datenanalyse mittels Simpleaffy (BioConductor)

Abbildung 5.14: Ablauf der Array-Analyse nach der Affymetrix-Methode.

Zellen Passage

NN N13 P19
MD283r P4

CNF 97-1 P3 . . .

DDS N9O P3 Tabelle 5.13_: Zellkulturmaterial fur Affymetrix-Arrays. NN =

Podozyten nicht erkrankter Personen. DDS = Podozyten von

N100/2 P2 Denys-Drash Patienten. CNF = Podozyten von einem
DDS16 P2 Patienten mit nephrotischem Syndrom vom finnischen Typ.

Die Qualitat der RNAs wurde mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzer bestimmt (siehe
Abbildung 5.15, vergleiche Ergebnisse 5.3.1).

Da viele der Podozyten-Zellkulturen nur sehr schlecht proliferierten, wurde von allen
Zellkulturen nur je eine IVT-Reaktion durchgefuhrt und ein Chip hybridisiert. Im Gegensatz zu
den Clontech-Arrays standen hier aber die Podozytenkulturen von zwei Kontrollen, drei DDS-
Patienten sowie eines CNF-Patienten zur Verfugung. In die Erststrang-Synthese wurden
zwischen 4 und 8 pg Total-RNA eingesetzt und dann, wie im Methodenteil unter 4.5.2
beschrieben, fortgefahren. Um genug Probenmaterial fir die Erstellung der Expressionsprofile

zu erhalten (15 pg), wurde die RNA mittels der T7-RNA-Polymerase amplifiziert.
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RNA-Leiter
NN (N13)

NN (MD283)
CNF (97-1)
DDS (DDS16)
DDS (N90)
DDS (N100)

Abbildung 5.15:

Qualitatsbestimmung der

RNA mittels Bioanalyzer.

i ———— ]SS Dargestellt ist das
Peakprofil am Beispiel

BRS (N109) - der N100-Podozyten und
i das Gelbild aller

_ verwendeter Proben. NN
"1 | H — = Podozyten von nicht
erkrankten Personen.

| [ | DDS = Podozyten von
‘H Denys-Drash Patienten.

|
°""T’"'_{“_F'"[LJ'""i/&'i""‘f.r\”_ —V—— T CNF = Podozyten von
R T einem Patienten  mit
Peakbild Gelbild nephrotischem Syndrom

vom finnischen Typ.

cDNA nach Aufreinigung

IVT vor Aufreinigung
IVT nach Aufreinigung
fragmentierte cRNA

S
o]
=
]
=

Abbildung 5.16: Qualitatsbestimmung der doppelstrangigen
cDNA, der IVT-Produkte und der fragmentierten cRNA am
Beispiel der N2100-Podozyten auf einem 3 %igen TAE-
Agarosegel. DDS = Podozyten eines Denys-Drash Patienten.
GroRenmarker: MassRuler DNA Ladder, Low Range von MBI
N100 (DDS) Fermentas. Erklarung im Text.
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Die Qualitat und GroRe der aufgereinigten doppelstrdngigen cDNA, das nicht-
aufgereinigte und das aufgereinigte IVT-Produkt sowie die fragmentierte cRNA wurden
anschlieend auf einem Gel Uberprift (siehe Abbildung 5.16). Die HauptgrofRe der
fragmentierten RNA lag im Bereich von 35 und 200 Bp, wobei sich der Hauptpeak zwischen 80
und 100 Bp befand.

Zusatzlich wurde die Qualitat und die Menge der unfragmentierten cRNA mit dem Agilent
2100 Bioanalyzer bestimmt. Dabei sollte im Elektropherogramm die NukleotidgroRe ihr
Maximum bei 1580 Nukleotiden haben. Das in Abbildung 5.17 dargestellte Elektropherogramm
zeigt beispielhaft die Probe der N13-Podozyten. Diese besitzt ein Maximum zwischen 2000 und
6000 Nukleotiden. Aufgrund des Materialmangels konnte die Herstellung dieser Probe nicht

wiederholt werden.

RNA-Leiter
N13 (NN)

N13 (NN)

Abbildung 5.17;
: = Qualitatsbestimmung der

Fluorescence

unfragmentierten cRNA
: am Beispiel der N13-
= Podozyten. RNA-Leiter
”-“i—dj s von unten nach oben

19 2!4 2|Q 3!4 3‘9 4I4 4I9 5:4 5‘9 a|4 alg 96|esen: 0!2/015/1’0/210/
Time (secun'ds) 410/6,0 kB. NN =
Peakbild Gelbild Podozyten einer nicht

erkrankten Person.

&0 L —

Die Reinheit der cRNA wurde Uber ein Spektrometer bestimmt und lag im Bereich von
AzsolAogo = 1,8-2,1. Verhaltnisse unter 1,8 sprechen fir eine Kontamination mit Proteinen und
uber 2,1 fur verkurzte cRNA-Transkripte und/oder freie Nukleotide. Die Bestimmung der
Gesamt-cRNA-Menge erfolgte Uber folgende Formel:

cRNA-Menge = RNA, — (Total-RNA)) (y)

RNA,, = Menge an cRNA nach IVT (ug)
Total-RNA, = Start-Menge an Total-RNA (ug)
y = Menge der cDNA-Reaktion, die in die IVT eingesetzt wurde
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Es wurden insgesamt 15 pg cRNA in die Fragmentierungsreaktionen eingesetzt. Nach der

Fragmentierung erfolgte im Institut fur Onkologische Chemie die Hybridisierung der

fragmentierten cRNA auf den Chip, sowie das Waschen, Farben und Scannen, da dort die

bendtigten Gerate und Reagenzien zur Verfigung standen.

Es gibt verschiedene Anhaltspunkte, anhand derer die Qualitat der Hybridisierung und der

verwendeten RNA-Probe geprift werden kann (vergleiche Methoden 4.5.3, siehe Tabelle 5.12):

a)

b)

d)

f)

Inspektion des Array-Bildes (,.dat file)

Zu beachten sind hier Bildartefakte, wie z.B. hohe/geringe Intensitatsspots, Kratzer, hoher
regionaler oder gesamter Hintergrund.

B2 Oligo-Hybridisierung (,,.dat file*)

Die B2-Oligos werden dem Hybridisierungsmix (d.h. der fragmentierten CcRNA)
zugemischt und dienen als positive Hybridisierungskontrolle. Eine Hybridisierung findet
man entlang des ganzen Arrayrandes, als spezifisches Muster in den Ecken sowie in
Form des Array-Namen.

Hintergrund/ Rauschen (,,.rpt file®)

Von Affymetrix liegen die vorgeschriebenen Hintergrundswerte zwischen 20 und 100.
Arrays, die miteinander verglichen werden, sollten vergleichbare Hintergrundwerte
besitzen. Das Rauschen beschreibt die Pixel-Pixel-Variation der sogenannten ,probe
cells“. Darin flieBen das elektrische Rauschen des Scanners sowie die Qualitat der Probe
ein. Auch hier sollten die Werte der Arrays untereinander vergleichbar sein.
Hybridisierungskontrollen bioB, bioC, bioD und cre (,,.rpt file*)

Die Gene stammen aus dem Biotin-Synthese-Pathway von E. coli und werden dem
Hybridisierungsmix in verschiedenen Konzentrationen beigefligt. Sie sind im Gegensatz
zu den B2 Oligos unabhangig von der Proben-Praparation und dienen deshalb zur
Bestimmung der Hybridisierungseffizienz der Probe auf eukaryotischen Arrays. BioB,
dessen Konzentration an der unteren Nachweisgrenze liegt, sollte in 50 % aller Arrays
vorhanden (="present”) sein. Die anderen drei, die in héheren Konzentrationen vorliegen,
sollten immer detektierbar sein.

Interne Kontrollgene (,.rpt file*)

Mit den Genen beta-Aktin und GAPDH kann die Qualitat der RNA-Probe festgestellt
werden. Dazu werden die ,signal values* des 3"-Probensets fir Aktin und GAPDH mit den
,Signal values" der dazugehorigen 5 -Probensets verglichen. Das Verhéltnis 3'/5" sollte
den Wert 3 nicht Uberschreiten, da dies ansonsten fur degradierte RNA oder fir eine
ineffiziente Transkription der dsDNA bzw. der biotinylierten cRNA sprechen kann.

Anzahl an Genen, die detektierbar (=,present,) sind (,..rpt file®)

Die Anzahl der detektierbaren ,probe sets” relativ zur Gesamtzahl der ,probe sets" ist von
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g)

vielen Faktoren wie Zell-/Gewebstyp, biologische- oder umweltbedingte Stimuli, Arraytyp
und auch der Qualitat der RNA abhangig. Der Wert sollte bei allen zu vergleichenden
Arrays ahnlich sein. Ein geringer Wert konnte fur eine schlechte Qualitat der Probe
sprechen.

Skalierungsfaktoren/ Normalisierungsfaktoren (,,.rpt file)

Bei der Mehrzahl der Experimente, bei denen sich nur ein kleiner Teil der Transkripte
zwischen den Proben andert, sollte die Gesamintensitat der Arrays ahnlich sein.
Unterschiede liegen meist an Pipettierfehlern, Hybridisierung, Waschen und Farben, die
alle unabhangig von der relativen Transkriptkonzentration sind. Diese Faktoren sollten
zwischen verschiedenen Arrays vergleichbar sein. GroRRere Diskrepanzen, d. h. > 2-fach,
sprechen fur eine signifikante Variabilitdt der Versuche oder fur die Degradierung einer

Probe, die zu mehr Rauschen flihrt.

Die in Tabelle 5.14 zusammengefassten Qualitatsmerkmale sprechen fiir eine sehr gute
Qualitat der Proben, der Hybridisierung und der Chips. Die in Tabelle 5.12 (siehe Seite 80)

aufgefuhrten Poly-A-Kontrollen, die normalerweise auch dem Hybridisierungsmix beigemischt

werden, wurden hier nicht verwendet.

Qualitatsmerkmale Array NN CNF DDS
N13 MD283 97-1 N9O N100 DDS16
Bild-Artefakte nein nein nein nein nein nein
B2 Oligo-Hybridisierung Rand vorh. vorh. vorh. vorh. vorh. vorh.
Ecke vorh. vorh. vorh. vorh. vorh. vorh.
Arrayname vorh. vorh. vorh. vorh. vorh. vorh.
Hintergrund 86.18 81.05 57.13 63.27 87.14 86.66
Rauschen 3.170 2.930 2.470 2.670 2.950 3.180
Egg[irgi”ﬂf””gs' bioB (5/M'/3) PIPIP  PIPIA | PIPIP | PIMIP  PIPIP  PIPIA
bioC (5'/3") P/PIP P/PIP P/PIP P/PIP P/PIP P/P/P
bioD (5'/3") P/PIP P/P/IP P/P/IP P/P/IP P/PIP P/P/IP
cre (5'/3") P/P/IP P/P/IP P/P/IP P/PIP P/P/IP P/P/P
'(gflesr,r_‘sefﬁglt{r‘]’i's'g’e“e beta-Aktin 0.96 111 | 085 | 08 086 1.02
GAPDH 0.89 0.80 0.87 0.83 0.86 0.79
% Gene "present” 52.7 50.5 49.9 48.8 48.5 51.1
Skalierungsfaktor 0.405 0.412 0.525 0.500 0.535 0.382
Normalisierungsfaktor 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Tabelle 5.14: Zusammenfassung der Qualitatsmerkmale der Arrayanalysen. Erklarung im Text. P =
spresent”. M = jmarginal“. A = ,absent”. NN = Podozyten nicht erkrankter Personen. DDS = Podozyten
von Denys-Drash Patienten. CNF = Podozyten von einem Patienten mit nephrotischem Syndrom vom
finnischen Typ.
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Die genaue Quantifizierung der Signale, die die Expressionsstarke der Gene darstellen,
erfolgte Uber Simpleaffy, ein Software-Paket von BioConductor. Die p-Werte wurden mit Hilfe
des RMA-Algorithmus ermittelt (siehe Methoden 4.5.3), da der in Abbildung 5.18 dargestellte
Scatterplot der beiden Podozyten-Zellkulturen N13 und MD283 eine bessere Normalisierung
durch den RMA-Algorithmus gegenlber des von Affymetrix verwendeten MAS 5.0 Algorithmus
aufzeigte. Erst wenn mindestens ein Unterschied von Faktor zwei in der Signalstarke zwischen
den unterschiedlichen Proben zu beobachten war, wurde eine differentielle Genexpression in

Erwagung gezogen.

MAS RMA

HuGeN13
HuGeN13

HuGeMD283 HuGeMD283

Abbildung 5.18: Scatterplot der beiden Zellkultur-Podozyten N13 und MD283 nach dem MAS- bzw. dem
RMA-Algorithmus.

Die Array-Analysen fiihrten zu sehr gro3en Datenmengen, die deshalb in dieser Arbeit nur
in Auszigen wiedergegeben werden konnen. Listen mit ausgewdahlten Daten finden sich im
Anschluss bei dem Vergleich der folgenden Expressionsdaten (vergleiche auch Seite 75):
a) DDS-Podozyten vs. CNF- und Kontroll-Podozyten (DDS-spezifische Gene)
b)  Kontroll-Podozyten vs. DDS- und CNF-Podozyten (NS-spezifische Gene)
c) CNF-Podozyten vs. DDS- und Kontroll-Podozyten (CNF-spezifische Gene)

Der Vergleich der CNF-Podozyten zu den Kontroll- und DDS-Podozyten ist nur bedingt
aussagekraftig, da auch hier nur eine CNF-Kultur zur Verfigung stand. Hier zeigen die
Ergebnisse wieder nur eine Richtung auf und muissen in Zukunft durch die Analyse weiterer
Proben vervollstandigt bzw. mit den Ergebnissen der Clontech-Arrays verglichen werden.

Die Gesamtzahl der differentiell exprimierten Gene bei den einzelnen Vergleichen ist in

Abbildung 5.19 zusammengefasst. Insgesamt wurden 142 DDS-spezifische (FC > 2,0;
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p < 0,05), 111 CNF-spezifische (FC > 2,0) und 917 NS-spezifische (FC > 2,0; p < 0,05) Gene
gefunden, wobei es auch hier zwischen den einzelnen Auswertungen aufgrund der Festlegung

der p-Wert-Grenze zu Uberschneidungen

kommt.

CNF-spezifisch DDS-spezifisch

Abbildung 5.19: Gesamtzahl der differentiell
exprimierten Gene der Affymetrix-Array

203 4

624 v Analysen. Erklarung im Text * = die drei
FC>2,0 Gene, die sich in der CNF- und DDS-
p < 0,05 Auswertung  Uberschneiden, sind in

NS-spezifisch unterschiedliche Richtungen exprimiert. FC =

Expressionsunterschied. p = p-Wert.

In den folgenden stark geklrzten Listen (siehe Tabellen 5.15 — 5.17) wurden die
aufgefiihrten Gene nach den gro3ten Unterschieden und ihrer biologischen Funktion

ausgewahlt.

a) DDS-Podozyten vs. CNF- und Kontroll-Podozyten (NN)

DDS /NN + CNF

Probe Set Gen FC>2 p <0,05
202286_s_at TACSTD2 tumor-associated calcium signal transducer 2 19,36 1,95E-03
202687_s_at TNFSF10 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 10,28 2,80E-02
201839 _s at TACSTD1 tumor-associated calcium signal transducer 1 8,83 1,18E-02

chemokine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte chemotactic
206336_at CXCL6 protein 2) 6,01 3,02E-02
205113 at NEF3 neurofilament 3 (150kDa medium) 4,83 3,64E-02
206758_at EDN2 endothelin 2 4,66 4,63E-04
213974 _at ADAMTSL3 ADAMTS-like 3 4,11 6,16E-04
33323_r_at SFN stratifin 4,08 2,36E-02
208083_s_at ITGB6 integrin, beta 6 4,02 4,95E-03
207943 x_at PLAGL1 pleiomorphic adenoma gene-like 1 3,84 4,37E-02
202510_s_at TNFAIP2 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 3,50 6,98E-03
205730_s_at ABLIM3 actin binding LIM protein family, member 3 3,36 2,78E-02

solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter,
203908 _at SLC4A4 member 4 3,11 1,36E-02
205207 _at IL6 interleukin 6 (interferon, beta 2) 2,94 1,73E-02

solute carrier family 3 (cystine, dibasic and neutral amino

acid transporters, activator of cystine, dibasic and neutral
205799 s _at SLC3A1l amino acid transport), member 1 2,94 4,03E-03
203120_at TP53BP2 tumor protein p53 binding protein, 2 2,75 1,22E-02

intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus
202638 _s at ICAM1 receptor 2,74 3,31E-02
201627_s_at INSIG1 insulin induced gene 1 2,71 1,01E-02
204803_s_at RRAD Ras-related associated with diabetes 2,62 4,52E-03
201428 at CLDN4 claudin 4 2,57 2,05E-02
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DDS /NN + CNF

Probe Set Gen FC>2 p <0,05
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B
206421 s at SERPINB7 (ovalbumin), member 7 2,52 3,25E-03
solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters),
205234 _at SLC16A4 member 4 2,43 2,78E-02
E74-like factor 3 (ets domain transcription factor, epithelial-
210827_s_at ELF3 specific ) 2,43 3,93E-02
202237 _at NNMT nicotinamide N-methyltransferase 2,39 1,33E-02
204802_at RRAD Ras-related associated with diabetes 2,38 6,27E-04
202790_at CLDNY7 claudin 7 2,37 2,14E-02
208650_s_at CD24 CD24 antigen (small cell lung carcinoma cluster 4 antigen) 2,36 4,99E-02
TNFSF12- tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12-
209499 x_at TNFSF13 member 13 2,27 3,25E-02
203139 _at DAPK1 death-associated protein kinase 1 2,26 5,22E-03
203685_at BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2 2,26 3,25E-02
221805_at NEFL neurofilament, light polypeptide 68kDa 2,25 2,81E-03
221578_at RASSF4 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 4 2,24 2,79E-02
200920_s_at BTG1 B-cell translocation gene 1, anti-proliferative 2,23 2,83E-02
205980_s_at ARHGAP8 Rho GTPase activating protein 8 2,20 3,34E-02
206167_s_at ARHGAP6 Rho GTPase activating protein 6 2,14 4,35E-03
207517 _at LAMC2 laminin, gamma 2 2,11 2,32E-02
208460_at GJA7 gap junction protein, alpha 7, 45kDa (connexin 45) 2,04 1,51E-04
204442 _x_at LTBP4 latent transforming growth factor beta binding protein 4 2,03 4,51E-02
209500_x_at TNFSF13 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13 2,00 4,77E-04
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6b,
206467_x_at TNFRSF6B decoy 1,97 1,12E-02
214701_s_at FN1 fibronectin 1 0,51 3,65E-02
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter),
202499 s _at SLC2A3 member 3 0,50 1,40E-02
210790_s_at SARA1l SAR1a gene homolog 1 (S. cerevisiae) 0,49 3,79E-02
209094 _at DDAH1 dimethylarginine dimethylaminohydrolase 1 0,48 3,21E-03
206157_at PTX3 pentaxin-related gene, rapidly induced by IL-1 beta 0,47 1,45E-02
212256_at GALNT10 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine 0,46 1,20E-02
203349 s _at ETV5 ets variant gene 5 (ets-related molecule) 0,46 3,64E-02
204589 _at ARK5 AMP-activated protein kinase family member 5 0,46 2,54E-02
208893 _s_at DUSP6 dual specificity phosphatase 6 0,44 4,89E-04
208711 s_at CCND1 cyclin D1 (PRAD1 0,42 1,63E-02
inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-
201565_s_at 1D2 helix protein 0,41 2,44E-02
218585 s _at RAMP RA-regulated nuclear matrix-associated protein 0,39 2,52E-02
201508 _at IGFBP4 insulin-like growth factor binding protein 4 0,39 3,10E-02
203417 _at MFAP2 microfibrillar-associated protein 2 0,34 4,03E-04
matrix metalloproteinase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase,
201069_at MMP2 72kDa type IV collagenase) 0,34 1,33E-02
205003 _at DOCK4 dedicator of cytokinesis 4 0,34 5,51E-05
209101 _at CTGF connective tissue growth factor 0,30 8,68E-03
204464 _s_at EDNRA endothelin receptor type A 0,28 4,80E-03
201667_at GJAL gap junction protein, alpha 1, 43kDa (connexin 43) 0,27 2,81E-02
tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (Sorsby fundus
201150_s_at TIMP3 dystrophy, pseudoinflammatory) 0,26 3,16E-02
204612_at PKIA protein kinase (CAMP-dependent, catalytic) inhibitor alpha 0,25 2,42E-02
210605_s_at MFGES8 milk fat globule-EGF factor 8 protein 0,25 2,99E-02
gremlin 1 homolog, cysteine knot superfamily (Xenopus
218468 s _at GREM1 laevis) 0,24 2,09E-02
204475 _at MMP1 matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) 0,24 2,99E-02
221729 at COL5A2 collagen, type V, alpha 2 0,22 2,15E-03
204337 _at RGS4 regulator of G-protein signalling 4 0,22 5,23E-04
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DDS /NN + CNF
Probe Set Gen FC>2 p <0,05
203889 _at SGNE1 secretory granule, neuroendocrine protein 1 (7B2 protein) 0,19 2,71E-02
a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with

219935 _at ADAMTS5 thrombospondin type 1 motif, 5 (aggrecanase-2) 0,18 2,69E-02
208892_s_at DUSP6 dual specificity phosphatase 6 0,17 1,22E-02
207173 x_at CDH11 cadherin 11, type 2, OB-cadherin (osteoblast) 0,13 7,67E-04
Tabelle 5.15: DDS-spezifische Gene. FC = Expressionsunterschied. p = p-Wert.

b) CNF-Podozyten vs. Kontroll (NN)- und DDS-Podozyten

CNF / NN + DDS
Probe Set Gen FC>2,0
209990_s at GPR51 G protein-coupled receptor 51 12,18
212488_at COL5A1 collagen, type V, alpha 1 6,11
205290_s_at BMP2 bone morphogenetic protein 2 5,06
214520 _at FOXC2 forkhead box C2 (MFH-1, mesenchyme forkhead 1) 4,35
203889 _at SGNE1 secretory granule, neuroendocrine protein 1 (7B2 protein) 4,33
201438 _at COL6A3 collagen, type VI, alpha 3 4,33
206204 _at GRB14 growth factor receptor-bound protein 14 4,24
218469_at GREM1 gremlin 1 homolog, cysteine knot superfamily (Xenopus laevis) 4,24
217077_s_at GPR51 G protein-coupled receptor 51 4,18
216005_at TNC tenascin C (hexabrachion) 3,87
202404 _s_at COL1A2 collagen, type I, alpha 2 3,81
221009 _s at ANGPTL4 angiopoietin-like 4 3,73
201667_at GJA1 gap junction protein, alpha 1, 43kDa (connexin 43) 3,67
209765_at ADAM19 a disintegrin and metalloproteinase domain 19 (meltrin beta) 3,48
201801_s at  SLC29A1 solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 1 3,38
201893 x_at DCN decorin 3,33
205990 s at  WNT5A wingless-type MMTYV integration site family, member 5A 3,26
transglutaminase 2 (C polypeptide, protein-glutamine-gamma-
211003_x_at TGM2 glutamyltransferase) 3,16
212091_s at COL6A1 collagen, type VI, alpha 1 3,12
201744 s at  LUM lumican 3,07
201185 at PRSS11 protease, serine, 11 (IGF binding) 3,02
201860_s_at  PLAT plasminogen activator, tissue 3,00
209946 _at VEGFC vascular endothelial growth factor C 2,94
209763_at CHRDL1 chordin-like 1 2,72
solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter,
209884 _s at  SLC4A7 member 7 2,62
209789 _at CORO2B coronin, actin binding protein, 2B 2,57
211756_at PTHLH parathyroid hormone-like hormone 2,57
205289 _at BMP2 bone morphogenetic protein 2 2,45
211876_x_at PCDHGAL1l protocadherin gamma subfamily A, 11 2,38
204396_s_at GRK5 G protein-coupled receptor kinase 5 2,37
216352_x_at PCDHGAS protocadherin gamma subfamily A, 3 2,33
33767_at NEFH neurofilament, heavy polypeptide 200kDa 2,31
204751_x_at DSC2 desmocollin 2 2,28
218638_s_at SPON2 spondin 2, extracellular matrix protein 2,15
204457_s_at  GAS1 growth arrest-specific 1 2,12
205924 at RAB3B RAB3B, member RAS oncogene family 2,09
217279 x_at  MMP14 matrix metalloproteinase 14 (membrane-inserted) 2,02
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CNF /NN + DDS
Probe Set Gen FC>2,0
203964 _at NMI N-myc (and STAT) interactor 0,50
201559 s at CLIC4 chloride intracellular channel 4 0,49
213085 s_at KIBRA KIBRA protein 0,49
208727_s_at CDC42 cell division cycle 42 (GTP binding protein, 25kDa) 0,48
209267_s_at  SLC39A8 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 8 0,48
214175 x_at  PDLIM4 PDZ and LIM domain 4 0,48
203275_at IRF2 interferon regulatory factor 2 0,46
200864 _s_at RAB11A RAB11A, member RAS oncogene family 0,45
202085_at TIP2 tight junction protein 2 (zona occludens 2) 0,43
neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated
212445 s _at  NEDDA4L 4-like 0,43
203726_s_at LAMAS3 laminin, alpha 3 0,43
202546_at VAMP8 vesicle-associated membrane protein 8 (endobrevin) 0,42
200783_s at STMN1 stathmin 1/oncoprotein 18 0,42
200706_s_at  LITAF lipopolysaccharide-induced TNF factor 0,42
213979 s at CTBP1 C-terminal binding protein 1 0,38
209369 at ANXA3 annexin A3 0,30

Tabelle 5.16: CNF-spezifische Gene. FC = Expressionsunterschied.

c) DDS-und CNF-Podozyten (=NS) vs. Kontroll-Podozyten (NN)

NS (DDS + CNF) / NN

Probe Set Gen FC>4,0 p < 0,05
202310_s_at COL1A1 collagen, type |, alpha 1 57,30 5,30E-04
211959 at IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 23,20 7,15E-03
212143 s_at IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3 20,21 1,80E-05
210869 s at MCAM melanoma cell adhesion molecule 17,85 5,14E-04
206924 _at IL11 interleukin 11 12,70 1,08E-02
chemokine (C-X-C motif) ligand 6 (granulocyte chemotactic
206336_at CXCL6 protein 2) 9,41 3,89E-03
202997 _s_at LOXL2 lysyl oxidase-like 2 9,39 1,44E-03
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade A (alpha-1
202833 _s_at SERPINA1L antiproteinase, antitrypsin), member 1 9,19 1,26E-04
203868 s _at VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 8,68 9,63E-05
207002_s_at PLAGL1 pleiomorphic adenoma gene-like 1 8,44 6,26E-04
221950 _at EMX2 empty spiracles homolog 2 (Drosophila) 8,08 3,91E-03
209098 _s at JAG1 jagged 1 (Alagille syndrome) 7,40 4,20E-03
214974 x_at CXCL5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5 7,38 7,69E-04
205113 at NEF3 neurofilament 3 (150kDa medium) 7,18 4,86E-03
201506_at TGFBI transforming growth factor, beta-induced, 68kDa 7,03 1,56E-02
diphtheria toxin receptor (heparin-binding epidermal growth
203821 _at DTR factor-like growth factor) 6,95 3,64E-04
203951 at CNN1 calponin 1, basic, smooth muscle 6,76 8,94E-03
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b
204933 _s_at TNFRSF11B (osteoprotegerin) 6,16 1,18E-02
210512_s_at VEGF vascular endothelial growth factor 6,14 2,37E-03
206025_s_at TNFAIP6 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 6 5,94 1,84E-04
205646_s_at PAX6 paired box gene 6 (aniridia, keratitis) 571 8,43E-04
204368_at SLCO2A1 solute carrier organic anion transporter family, member 2A1 5,30 1,02E-03
neural precursor cell expressed, developmentally down-
202150 s at NEDD9 regulated 9 4,90 4,04E-05
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NS (DDS + CNF) / NN

Probe Set Gen FC>40 p<0,05

218574_s_at LMCD1 LIM and cysteine-rich domains 1 4,79 3,14E-05

204259 at MMP7 matrix metalloproteinase 7 (matrilysin, uterine) 4,56 3,40E-03

206893 _at SALL1 sal-like 1 (Drosophila) 4,50 6,63E-04

205730_s_at ABLIM3 actin binding LIM protein family, member 3 4,23 5,08E-03
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade G (C1

200986_at SERPING1 inhibitor), member 1, (angioedema, hereditary) 4,20 5,35E-03

205978 _at KL klotho 4,10 9,61E-04

49306_at RASSF4 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family 4 4,01 5,81E-03

209278 _s_at TFPI2 tissue factor pathway inhibitor 2 3,89 1,13E-02
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E (nexin,

212190_at SERPINE2 plasminogen activator inhibitor type 1), member 2 3,84 6,50E-04
SRY (sex determining region Y)-box 9 (campomelic

202935 s at SOX9 dysplasia, autosomal sex-reversal) 3,76 3,41E-03

216627_s_at BA4GALT1 UDP-Gal 3,75 5,10E-04

221748 s_at TNS tensin 3,65 3,26E-04

213428_s_at COL6Al collagen, type VI, alpha 1 3,60 2,82E-03

207233_s_at MITF microphthalmia-associated transcription factor 3,44 1,72E-04

201849 at BNIP3 BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3 3,40 2,23E-03
fibroblast growth factor receptor 1 (fms-related tyrosine

210973_s_at FGFR1 kinase 2, Pfeiffer syndrome) 3,40 1,44E-02

201744 s at LUM lumican 3,17 3,17E-02

207595_s_at BMP1 bone morphogenetic protein 1 3,07 1,90E-02

209457_at DUSP5 dual specificity phosphatase 5 3,01 3,80E-03
platelet-derived growth factor beta polypeptide (simian

204200_s_at PDGFB sarcoma viral (v-sis) oncogene homolog) 2,96 5,23E-04

201625 _s_at INSIG1 insulin induced gene 1 2,95 2,89E-02
solute carrier family 3 (cystine, dibasic and neutral amino
acid transporters, activator of cystine, dibasic and neutral

205799 s at SLC3A1 amino acid transport), member 1 2,87 1,97E-02
intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus

202638_s_at ICAM1 receptor 2,86 3,77E-02

219911_s_at SLCO4Al solute carrier organic anion transporter family, member 4A1 2,82 1,63E-02
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter,

213843 x _at SLC6A8 creatine), member 8 2,76 7,82E-04

209260_at SFN stratifin 2,72 4,44E-02
a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with

222162_s_at ADAMTS1 thrombospondin type 1 motif, 1 2,68 2,90E-04
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline

207543 s at P4HAl 4-hydroxylase), alpha polypeptide | 2,68 1,76E-05

201428 _at CLDN4 claudin 4 2,62 9,56E-03
tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated

213258_at TFPI coagulation inhibitor) 2,58 3,34E-02

212110 _at SLC39A14 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 14 2,56 1,05E-04
solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters),

205234 _at SLC16A4 member 4 2,54 1,85E-02

221479 s _at BNIP3L BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like 2,53 2,04E-03
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline

202733 _at P4HA2 4-hydroxylase), alpha polypeptide Il 2,47 1,94E-04

211981 _at COL4A1 collagen, type IV, alpha 1 2,45 1,43E-03

204803 s at RRAD Ras-related associated with diabetes 2,44 2,51E-02

201645_at TNC tenascin C (hexabrachion) 2,40 1,86E-02

207298 _at SLC17A3 solute carrier family 17 (sodium phosphate), member 3 2,38 2,82E-03

205975_s_at HOXD1 homeo box D1 2,34 2,52E-03

213823_at HOXA11 homeo box A1l 2,34 7,24E-04

TNFSF12- tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12-

209499 x_at TNFSF13 member 13 2,31 3,77E-02

213260_at FOXC1 forkhead box C1 2,30 2,59E-04

205366_s_at HOXB6 homeo box B6 2,27 6,53E-03
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NS (DDS + CNF) / NN

Probe Set Gen FC>40 p<0,05
208191_x_at PSG4 pregnancy specific beta-1-glycoprotein 4 2,27 1,64E-02
procollagen-lysine 1, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase (lysine
200827_at PLOD1 hydroxylase, Ehlers-Danlos syndrome type VI) 2,25 4,93E-02
204983 s at GPC4 glypican 4 2,21 1,33E-03
218404 _at SNX10 sorting nexin 10 2,19 2,76E-02
200982_s_at ANXA6 annexin A6 2,19 3,80E-02
207113 s _at TNF tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) 2,18 2,83E-02
221805_at NEFL neurofilament, light polypeptide 68kDa 2,17 2,08E-02
202765_s_at FBN1 fibrillin 1 (Marfan syndrome) 2,16 2,53E-04
207517 _at LAMC2 laminin, gamma 2 2,15 1,90E-02
205409 _at FOSL2 FOS-like antigen 2 2,14 2,58E-02
202403_s_at COL1A2 collagen, type I, alpha 2 2,13 3,34E-02
218237 s at SLC38A1 solute carrier family 38, member 1 2,13 4,81E-03
solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters),
202856_s _at SLC16A3 member 3 2,13 3,43E-02
202827_s_at MMP14 matrix metalloproteinase 14 (membrane-inserted) 2,12 1,34E-02
201250_s_at SLC2A1 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), 1 2,11 9,95E-04
206228 _at PAX2 paired box gene 2 2,10 5,11E-04
204626_s_at ITGB3 integrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, antigen CD61) 2,09 1,44E-03
206237_s_at NRG1 neuregulin 1 2,08 2,24E-02
BMP and activin membrane-bound inhibitor homolog
203304_at BAMBI (Xenopus laevis) 2,07 1,81E-02
203890 s at DAPKS death-associated protein kinase 3 2,04 1,30E-02
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6b,
206467_x_at TNFRSF6B  decoy 2,04 1,15E-02
33767_at NEFH neurofilament, heavy polypeptide 200kDa 2,04 3,04E-02
218638_s_at SPON2 spondin 2, extracellular matrix protein 2,03 3,83E-02
solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter,
215812 s at SLC6A10 creatine), member 10 2,01 1,30E-02
213150_at HOXA10 homeo box A10 1,99 3,32E-02
214581 x_at TNFRSF21 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 1,98 4,41E-02
213400_s_at TBL1X transducin (beta)-like 1X-linked 1,98 1,12E-02
solute carrier family 1 (neutral amino acid transporter),
208916_at SLC1A5 member 5 1,96 1,71E-02
202284 s _at CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl) 0,50 4,22E-03
200965 _s_at ABLIM1 actin binding LIM protein 1 0,50 4,04E-02
216973_s_at HOXB7 homeo box B7 0,50 2,08E-02
208796_s_at CCNG1 cyclin G1 0,50 3,40E-02
213844 _at HOXAS homeo box A5 0,48 8,01E-04
203418 _at CCNA2 cyclin A2 0,47 2,11E-02
214587 _at COL8A1 collagen, type VIII, alpha 1 0,47 4,95E-03
205014 _at FGFBP1 fibroblast growth factor binding protein 1 0,47 7,50E-04
208944 at TGFBR2 transforming growth factor, beta receptor Il (70/80kDa) 0,47 2,98E-03
203417_at MFAP2 microfibrillar-associated protein 2 0,45 3,14E-02
204011_at SPRY2 sprouty homolog 2 (Drosophila) 0,45 3,78E-04
212907 _at SLC30A1 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 1 0,45 5,46E-03
210674_s_at PCDHAC2 protocadherin alpha subfamily C, 2 0,44 1,82E-03
212148 at PBX1 pre-B-cell leukemia transcription factor 1 0,44 2,38E-02
208712_at CCND1 cyclin D1 (PRAD1 0,43 1,52E-03
203725_at GADDA45A growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 0,43 1,22E-04
217234 _s_at VIL2 villin 2 (ezrin) 0,42 1,23E-03
inhibitor of DNA binding 2, dominant negative helix-loop-
201565 _s_at ID2 helix protein 0,42 5,19E-03
219304 _s_at PDGFD platelet derived growth factor D 0,42 1,69E-03
204422 s at  FGF2 fibroblast growth factor 2 (basic) 0,41 4,17E-02
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NS (DDS + CNF) / NN

Probe Set Gen FC>40 p<0,05
209364 _at BAD BCL2-antagonist of cell death 0,40 1,44E-02
203218 _at MAPK9 mitogen-activated protein kinase 9 0,40 7,14E-04
integrin, beta 2 (antigen CD18 (p95), lymphocyte function-
202803_s_at ITGB2 associated antigen 1 0,40 4,20E-02
210118_s_at IL1A interleukin 1, alpha 0,39 5,13E-05
221729 at COL5A2 collagen, type V, alpha 2 0,39 4,61E-02
209101 _at CTGF connective tissue growth factor 0,38 2,90E-02
212843 at NCAM1 neural cell adhesion molecule 1 0,37 1,91E-04
203276_at LMNB1 lamin B1 0,37 7,38E-04
202535 _at FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain 0,36 2,80E-05
solute carrier family 12 (sodium/potassium/chloride
204404 _at SLC12A2 transporters), member 2 0,36 2,06E-02
214710 _s_at CCNB1 cyclin B1 0,36 4,73E-03
204345 _at COL16A1 collagen, type XVI, alpha 1 0,35 1,26E-03
206067_s_at WT1 Wilms tumor 1 0,35 5,22E-03
202704 _at TOB1 transducer of ERBB2, 1 0,35 1,00E-03
204464_s_at EDNRA endothelin receptor type A 0,34 1,71E-02
210248_at WNT7A wingless-type MMTYV integration site family, member 7A 0,34 4,08E-03
208886 _at H1FO0 H1 histone family, member O 0,34 4,08E-02
202095 _s_at BIRC5 baculoviral IAP repeat-containing 5 (survivin) 0,34 7,35E-03
200953 s_at CCND2 cyclin D2 0,34 6,58E-04
205034_at CCNE2 cyclin E2 0,33 1,42E-03
206295_at IL18 interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor) 0,32 4,50E-04
TPX2, microtubule-associated protein homolog (Xenopus
210052_s_at TPX2 laevis) 0,32 2,05E-03
210559 s at CDC2 cell division cycle 2, G1to Sand G2to M 0,31 2,14E-03
202580_x_at FOXM1 forkhead box M1 0,31 3,75E-02
Mdm2, transformed 3T3 cell double minute 2, p53 binding
217373_x_at MDM2 protein (mouse) 0,31 2,71E-04
209310_s at CASP4 caspase 4, apoptosis-related cysteine protease 0,31 1,99E-05
204114 at NID2 nidogen 2 (osteonidogen) 0,29 1,76E-04
214073 _at CTTN cortactin 0,29 1,61E-04
205067_at IL1B interleukin 1, beta 0,28 5,65E-04
caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin
211368 s at CASP1 1, beta, convertase) 0,28 3,74E-06
cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDK2-associated dual
209714_s_at CDKN3 specificity phosphatase) 0,28 5,82E-03
204612_at PKIA protein kinase (CAMP-dependent, catalytic) inhibitor alpha 0,27 5,58E-03
211506_s_at IL8 interleukin 8 0,27 4,16E-04
210143 at ANXA10 annexin A10 0,27 3,19E-04
210605_s_at MFGES8 milk fat globule-EGF factor 8 protein 0,26 5,84E-03
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+
201195_s_at SLC7A5 system), member 5 0,26 2,39E-02
208850_s_at THY1 Thy-1 cell surface antigen 0,26 2,50E-02
tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (Sorsby fundus
201150_s _at TIMP3 dystrophy, pseudoinflammatory) 0,26 6,53E-03
215719 x_at TNFRSF6 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6 0,26 1,21E-03
204475_at MMP1 matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) 0,26 5,77E-03
204082_at PBX3 pre-B-cell leukemia transcription factor 3 0,25 5,87E-04
220115_s_at CDH10 cadherin 10, type 2 (T2-cadherin) 0,25 6,89E-05
208891 _at DUSP6 dual specificity phosphatase 6 0,24 1,12E-02
203493 s_at KIAA0092 translokin 0,21 1,79E-03
201060_x_at STOM stomatin 0,21 2,78E-05
205347_s_at TMSNB thymosin, beta, identified in neuroblastoma cells 0,21 7,34E-05
201292_at TOP2A topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa 0,20 4,56E-03

93




5 Ergebnisse

NS (DDS + CNF) / NN
Probe Set Gen FC>4,0 p < 0,05
213110_s_at COL4AS5 collagen, type IV, alpha 5 (Alport syndrome) 0,19 2,71E-04
205399 _at DCAMKL1 doublecortin and CaM kinase-like 1 0,19 1,07E-06
213992_at COL4A6 collagen, type IV, alpha 6 0,18 1,98E-02
a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with
219935 _at ADAMTS5 thrombospondin type 1 motif, 5 (aggrecanase-2) 0,18 7,68E-03
217028 _at CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 0,18 1,06E-02
203184 _at FBN2 fibrillin 2 (congenital contractural arachnodactyly) 0,17 9,44E-04
204989 s at ITGB4 integrin, beta 4 0,15 4,02E-02
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B
204614 _at SERPINB2 (ovalbumin), member 2 0,15 4,01E-02
membrane metallo-endopeptidase (neutral endopeptidase,
203434_s at MME enkephalinase, CALLA, CD10) 0,15 1,75E-03
203661 s at TMOD1 tropomodulin 1 0,14 4,75E-02
210538 _s_at BIRC3 baculoviral IAP repeat-containing 3 0,14 3,78E-03
204969_s_at RDX radixin 0,14 5,19E-06
204105_s_at NRCAM neuronal cell adhesion molecule 0,13 2,63E-05
221589 _s_at ALDH6A1 aldehyde dehydrogenase 6 family, member A1 0,12 7,84E-03
206987_x_at FGF18 fibroblast growth factor 18 0,10 2,11E-04
213921 at SST somatostatin 0,10 2,74E-03
209937_at TMA4SF4 transmembrane 4 superfamily member 4 0,09 2,66E-06
211480 _s_at SLCO1A2 solute carrier organic anion transporter family, member 1A2 0,09 2,63E-05
219993_at SOX17 SRY (sex determining region Y)-box 17 0,08 1,04E-04
201641_at BST2 bone marrow stromal cell antigen 2 0,08 1,43E-05
205130_at RAGE renal tumor antigen 0,06 1,33E-05
204602_at DKK1 dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis) 0,06 2,10E-05
201858_s at PRG1 proteoglycan 1, secretory granule 0,05 2,33E-03
203074 _at ANXAS8 annexin A8 0,05 3,76E-05
205899_at CCNAl cyclin A1 0,04 1,74E-02
208131_s_at PTGIS prostaglandin I12 (prostacyclin) synthase 0,02 2,70E-04
209758_s_at MFAP5 microfibrillar associated protein 5 0,02 6,28E-05
Tabelle 5.17: NS-spezifische Gene. FC = Expressionsunterschied. p = p-Wert.

5.4 Auffinden putativer WT1-Zielgene

Die Human Focus Arrays (Affymetrix) und Atlas Arrays 3.6 (Clontech) wurden verwendet, um

differentiell exprimierte Gene nach WT1 Knock-down zu finden. Durch dieses Experiment

sollten putative WT1-Zielgene gefunden werden, die in die frihen Schritte der Erkrankung

involviert sind. Durch den Vergleich des Knock-down Experimentes mit den DDS-spezifischen

Genen der Podozyten-Arrays sollte zudem die Hypothese eines dominant-negativen Effektes

der DDS-Mutationen getestet werden.
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5.4.1 Optimierung des siRNA vermittelten WT1 Knock-downs

Ein erfolgreiches siRNA-Experiment ist zum einen von der Qualitat und dem Design der siRNA
als auch von den Transfektionsparametern abhéngig, die sorgféltig optimiert werden missen.
Die Aufgabe des Designs wurde von der Firma Qiagen Gbernommen, von der die verwendeten
siRNAs bezogen wurden. Als Kontrollen dienten hier

1) eine Fluoreszein-markierte Kontrolle zur Bestimmung der Transfektionseffizienz

(Affymetrix- und Clontech-Arrays),
2)  eine Negativkontrolle ohne Homologie zu Saugergenen (Affymetrix-Arrays) und
3) eine Positivkontrolle gegen Lamin A/C fur die Effizienz des Silencing-Effektes (Clontech-

Arrays).

Optimierung der Versuchsbedingungen

a) N13T-Podozyten

Begonnen wurden die ersten Transfektionen mit Telomerase immortalisierten Podozyten
(N13T) einer nicht erkrankten Person mit dem RNAiFect-Transfektionsreagenz der Firma
Qiagen. Dieses basiert auf einer Lipidformel, die speziell fir die Transfektion von siRNA in
eukaryotische Zellen entwickelt wurde. Der verwendete RNAi Starter-Kit enthielt das
Transfektionsreagenz, eine Fluoreszein-markierte siRNA als Transfektionskontrolle und eine
positive (Lamin A/C) Kontroll-siRNA.

Variiert wurde die Zellzahl, die Menge an siRNA und Transfektionsreagenz. Auf3erdem
wurde neben dem Wachstumsmedium fir die Komplexbildung auch der Puffer EC-R
ausgetestet. Da aber der maximal erreichte ,Silencing“-Effekt von ca. 70 % unter den
angestrebten 80 % lag und sich auch nicht als reproduzierbar herausstellte, wurde deshalb im
weiteren Verlauf der Optimierung ein zweites Transfektionsreagenz von Invitrogen ausgetestet:
Lipofectamine™ 2000-Reagenz. Die Durchfiihrung erfolgte laut Hersteller-Protokoll. Dabei
erwies sich folgender Versuchsansatz als optimal: 24 h vor Transfektion wurden 1 x 10* Zellen
pro ,well* (12-,well*-Format) ausgesetzt, um eine 30-50 %ige Konfluenz zum Zeitpunkt der
Transfektion zu erhalten. Fir die Transfektion wurden pro ,well* 1 ul (= 0,25 pg) siRNA mit
100 pl Medium ohne FCS und Antibiotika gemischt. Von dem Transfektionsreagenz wurden
2 ul*well* eingesetzt. 4 h nach Transfektion wurde die Transfektionseffizienz anhand der
Fluoreszein-markierten siRNA fluorimetrisch ausgewertet (siehe Abbildung 5.20). 48 bzw. 72 h
nach Transfektion wurde RNA und Protein isoliert. Der Grad des ,Silencings* wurde durch
SYBRgreen Real-time RT-PCR auf mRNA-Ebene und Western-Blot Analyse auf Proteinebene
analysiert. Sowohl die Transfektionseffizienz als auch der ,Silencing®-Effekt lagen nahe bei
100 %.
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Abbildung 5.20: Transfektionseffizienz anhand der Fluoreszein-markierten Kontroll-siRNA. Zu sehen ist
eine cytoplasmatische Farbung in den mit siRNA transfizierten N13T-Podozyten.

b) HEK293-Zellen

Bei den HEK293-Zellen erwies sich das Transfektions-Protokoll fir die Podozyten als nicht
optimal. Daher wurde versucht, die Transfektion weiter zu verbessern. Da dies mit dem
Lipofectamine™ 2000-Reagenz nicht gelang, wurde die Transfektion mit dem RNAiFect mit den
folgenden Parametern erfolgreich optimiert (Protokoll nach Angaben des Herstellers): 24 h vor
Transfektion wurden 5 x 10° Zellen pro Zellkulturschale (5 cm Durchmesser) ausgesetzt, um
eine 50-80 %ige Konfluenz zum Zeitpunkt der Transfektion zu erhalten. Fur die Transfektion
wurden pro Zellkulturschale 38,5 ul (10 pg) siRNA mit 161,5 pl Vollmedium gemischt. Von dem
Transfektionsreagenz wurden 60 pl/Zellkulturschale eingesetzt. 4 h nach Transfektion wurde die
Transfektionseffizienz anhand der Fluoreszein-markierten siRNA ausgewertet. 24 bzw. 48 h
nach Transfektion wurde RNA und Protein isoliert. Der Grad des ,Silencings® wurde wieder
durch SYBRgreen Real-time RT-PCR auf mRNA-Ebene und Western-Blot Analyse auf
Proteinebene analysiert. Sowohl die Transfektionseffizienz als auch der ,Silencing“-Effekt lagen
bei >80 %. Problematisch war hier die fotografische Darstellung der Transfektionseffizienz, da
trotz gutem Waschens der Zellen mit PBS die Uberschissigen Komplexe aus siRNA und
Transfektionsreagenz nicht von den Zellen heruntergespilt werden konnten. Diese
Uberstrahlten im Mikroskop die eigentliche Fluoreszenz der Zellen, so dass keine Aufnahmen

gemacht werden konnten.
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5.4.2 Erstellung der Expressionsprofile von Podozyten und HEK293-Zellen, in denen WT1

Uber eine spezifische siRNA herunterreguliert wurde

Zur Anfertigung der Expressionsprofile von Podozyten-Zellkulturen und HEK293-Zellen nach

einem WT1 Knock-down wurden Arrays der Firma Clontech und Affymetrix verwendet.
A) Clontech-Arrays
In der vorliegenden Arbeit wurde, wie unter 5.3.1 beschrieben, das Human Atlas-Array-Set 3.6

fur die Erstellung der Expressionsprofile verwendet. Der Versuchsablauf ist in Abbildung 5.21

zusammengefasst.

Isolierung von Total-RNA und Protein aus immortalisierten Podozyten (N13T) einer nicht erkrankten

Person nach Transfektion mit WT1 siRNA und Uberpriifung der Transfektionseffizienz

Verifikation des WT1 Knock-downs tber SYBRgreen Real-time PCR und Western-Blot

v

Radioaktive Markierung der Proben mittels Reverser Transkriptase (RT)

v

Hybridisierung auf das Human Atlas-Array-Set 3.6

Exposition auf einen Image Screen, Detektion mittels Phosphorimager

v

Auswertung der Signale mit LIMMA 2.0.0 (BioConductor)

Abbildung 5.21: Versuchsablauf und Probenvorbereitung fur die Clontech-Arrays.

Die Transfektion wurde, wie unter 5.4.1 beschrieben, durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten
die nur mit Transfektionsreagenz aber ohne siRNA behandelten N13T-Podozyten und die mit
Lamin A/C transfizierten Podozyten (Positivkontrolle). 4 h nach Transfektion wurde die
Transfektionseffizienz mit der Fluoreszein-markierten siRNA fluorimetrisch dokumentiert
(vergleiche auch Abbildung 5.20), wobei die Transfektionseffizienz deutlich bei >80 % lag. 24
bzw. 48 h nach Transfektion wurde Total-RNA und Protein isoliert (siehe Methoden 4.4.1 und
4.6.1). Die Verifikation des Knock-downs erfolgte dann Uber SYBRgreen Real-time RT-PCR
(vergleiche Methoden 4.4.5) und eine Western-Blot Analyse (siehe Methoden 4.6.4).

Die Real-time RT-PCR Reaktionen wurden in Triplikaten durchgefihrt, unter Verwendung
von 50 ng Total-RNA, die in cDNA umgeschrieben wurde. Zuséatzlich zu WT1 und Lamin A/C
wurde auch die Expression von GAPDH als Housekeeping-Gen untersucht. Tabelle 5.18 zeigt
die prozentuale WT1- und Lamin A/C-Expression in den transfizierten und untransfizierten

Podozyten.
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Die Abbildungen 5.22 und 5.23 zeigen eine niedrigere Expression von WT1 und Lamin
A/C 24 h nach Transfektion. Nach 48 h steigt die Expression auf mRNA-Ebene schon wieder
an. Die Schmelzkurvenanalyse der SYBRgreen Real-time RT-PCRs war notwendig, um
eventuelle Primerdimere auszuschliel3en (siehe Abbildung 5.22).

In den Western-Blot Analysen ist mit einem Antikérper gegen WT1 eine etwa gleichstarke
WT1-Expression der nur mit Lipofectamine2000 behandelten Kontrollen und der mit Lamin A/C-
transfizierten Podozyten zu sehen, wahrend 24 h nach Transfektion mit WT1-siRNA die WT1-
Expression stark abnimmt und nach 48 h fast verschwunden ist. Als Housekeeping- Kontrolle

diente die Expression von a-Tubulin (siehe Abbildung 5.23).

Primer Cr Mittelwert ACt AACT 2-AACT %
(+/- STDF) (Gen-GAPDH) (ACT-ACT 24h/48h K) (ACT-ACT 24h/48h K) Expression

Kontrollen ohne siRNA

24h K GAPDH 14,49 (+/-0,02)
WT1 23,40 (+/-0,05) 8,90 0,00 1,00 100
Lamin A/IC 19,09 (+/-0,04) 4,60 0,00 1,00 100
48h K GAPDH 14,56 (+/-0,02)
WT1 23,27 (+/-0,05) 8,71 0,00 1,00 100
Lamin A/IC 19,88 (+/-0,14) 5,31 0,00 1,00 100

Transfektion mit Lamin A/C siRNA
24h Lamin A/C GAPDH 14,56 (+/-0,02)

WT1 23,34 (+/- 0,08) 8,79 -0,12 1,09 109
Lamin A/C 29,39 (+/-0,36) 14,83 10,24 0,0008 0,08
48h Lamin A/IC GAPDH 14,61 (+/-0,01)
WT1 23,23 (+/-0,03) 8,62 -0,09 1,06 106
Lamin A/IC 26,43 (+/-0,32) 11,82 6,51 0,01 1
Transfektion mit WT1 siRNA
24h WT1 GAPDH 14,54 (+/-0,04)
WT1 29,16 (+/-0,03) 14,62 571 0,02 2
Lamin A/C 19,60 (+/-0,06) 5,06 0,46 0,73 73
48h WT1 GAPDH 14,50 (+/-0,01)
WT1 27,30 (+/-0,08) 12,80 4,09 0,06 6
Lamin A/IC 19,46 (+/-0,02) 4,96 -0,35 1,27 127

Tabelle 5.18: Berechnung der prozentualen WT1- und Lamin A/C-Expression im Knock-down nach 24
und 48 Stunden. K = Kontrolle ohne siRNA. STDF = Standardfehler. C = ,threshold cycle*®.

Abbildung 5.22 (siehe nachste Seite): Ergebnisse der Real-time RT-PCR des WT1- und Lamin A/C
Knock-downs nach 24 und 48 Stunden. GréRenmarker = 1kb-Leiter (Invitrogen). 0 = Negativkontrolle der
PCR mit H,O. —RT = Ansatz ohne Reverse Transkriptase. Lipo = Kontrolle ohne siRNA und nur mit
Transfektionsreagenz. Lam = Behandlung der Zellen mit Lamin A/C siRNA. WT1 = Behandlung der Zellen
mit WT1 siRNA. t = Zeitpunkt nach Transfektion. Die Schmelzkurvenanalyse war notwendig, um eventuelle
Primerdimere auszuschliel3en. Die Gelbilder dienen nur zur Bestimmung der richtigen Produktgro3e. Die
eventuell unterschiedlichen Intensitaten der Banden auf den Gelbildern lassen keine Rickschlisse auf die
Menge des gebildeten Produktes zu, da sich die PCR-Reaktion nicht mehr in der exponentiellen Phase
befindet.
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Abbildung 5.23: Grafische Darstellung der prozentualen WT1- und Lamin A/C-Expression auf mRNA-
Ebene sowie der Ergebnisse der Western-Blot Analyse nach 24 und 48 Stunden. Die WT1- und Lamin
A/C-Expression in den Kontrollen wurde als 100% gesetzt. K = Kontrolle ohne siRNA. Lamin A/C =

Behandlung der Zellen mit Lamin A/C siRNA. WT1 = Behandlung der Zellen mit WT1 siRNA. o-Tubulin =
Housekeeping-Kontrolle.

Pro Clontech-Filter wurde 3 pg Total-RNA eingesetzt und, wie schon unter 4.5.1
beschrieben, fortgefahren. Die dazu verwendeten RNAs umfassten die 48 h-Werte der
untransfizierten, mit Lamin A/C- und mit WT1 transfizierten Proben, da der WT1 Knock-down
hier auf Proteinebene am starksten war. Die radioaktiven Signale wurden nach 96 h gemessen.
Pro RNA-Probe wurden je zwei Filter hybridisiert.

Die genaue Quantifizierung der radioaktiven Signale erfolgte mit Hilfe der LIMMA 2.0.0-
Software (siehe Methoden 4.5.3). Erst wenn mindestens ein Unterschied von Faktor 1,5 in der
Signalstarke zwischen den zu vergleichenden Proben zu beobachten war, wurde eine
differentielle Genexpression in Erwagung gezogen. Die Sortierung der Daten erfolgte tUber den
p-Wert, wobei zu beachten ist, dass der p-Wert nur eine Aussage Uber die experimentelle
Varianz der Methode zul&sst, nicht aber Uber die Varianz des WT1 Knock-downs, da dieser
kein zweites Mal wiederholt und die Hybridisierung mit keiner neuen RNA durchgefihrt werden
konnte. Hier zeigen die Ergebnisse nur eine Richtung auf und missen in Zukunft durch die
Analyse neuer siRNA-Experimente vervollstandigt bzw. mit den noch folgenden Ergebnissen
der Affymetrix-Arrays verglichen werden.

Durch den Vergleich beider Kontrollen (Lamin A/C und nur Transfektionsreagenz ohne
siRNA) mit den siRNA-transfizierten Zellen wurden insgesamt 96 Gene (FC > 1,5; p < 0,05) als
differentiell exprimiert identifiziert. Davon waren 24 im WT1 Knock-down héher und 72 niedriger
exprimiert. In der folgenden stark gekirzten Liste (siehe Tabelle 5.19) wurden die aufgefuhrten

Gene nach den grof3ten Unterschieden und ihrer biologischen Funktion ausgewahlt:
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WT1 48h/
K 48h

Filter Label Gen FC>15 p <0,05
i EO5k GREMLIN 2,13 2,42E-05

xeroderma pigmentosum group C complementing protein
I C13n (XPC) 1,73 4,48E-03
I EO9f procollagen IV alpha 2 subunit (COL4A2) 1,71 3,05E-03
| FO5m matrix metalloproteinase 7 (MMP7); matrilysin 1,65 4,62E-03
| AO03| prothymosin alpha (PTMA) 1,56 3,50E-02
| D11m inhibitor of DNA binding 2 protein (ID2) 1,54 1,31E-02
] FO3a skeletal muscle tropomyosin alpha subunit 1,54 1,42E-03
| DO08§j hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF1 alpha) 1,53 2,63E-02
] B13m cellular retinol-binding protein | (RBP1; CRBP1) 1,52 8,56E-03
| FO5e hepatoma-derived growth factor (HDGF) 1,52 9,92E-03
I A08k cyclin-dependent kinase inhibitor 3 (CDKN3) 1,51 3,32E-02
| E13e neu differentiation factor 1,50 1,64E-02
| AO5i cell division protein kinase 6 (CDK6) 0,66 2,88E-02
| B12m transducin beta 1 0,66 8,18E-03
I Al0e epidermal growth factor receptor (EGFR) 0,65 7,94E-03
| Al3i cyclin-dependent kinase 10 (CDK10) 0,64 2,75E-02

SWI/SNF related matrix-associated actin-dependent regulator
I D13m of chromatin subfamily a member 1 (SMARCAL) 0,64 1,22E-02
I CO04i BCL2-binding athanogene 1 (BAG1) 0,64 4,61E-02
I F1if endothelin 2 (ET2) 0,64 1,05E-02
| E14i integrin alpha L (ITGAL) 0,63 2,03E-02
| BO3k serine/threonine-protein kinase NRK2; STK2 0,63 2,60E-02
I CO06e stratifin (SFN) 0,62 2,71E-02
| B08e transferrin receptor (TFRC) 0,62 2,20E-02
| EO1l interleukin 2 receptor alpha subunit (IL2RA) 0,62 1,04E-02
| AO6a p53-binding mouse double minute 2 homolog (MDM2) 0,61 8,79E-03

tumor necrosis factor receptor superfamily member 5
I E09k (TNFRSF5) 0,59 5,08E-03
| F10e small inducible cytokine subfamily A member 5 (SCYADb) 0,58 7,93E-03
I C04m mannose-binding lectin (LMAN1) 0,57 4,49E-05
| Clic activating transcription factor 2 (ATF2); CREBP1 0,57 1,09E-02
| A03g n-ras proto-oncogene; transforming protein p21 0,56 1,91E-03
1 Cl4g ORNITHINE AMINOTRANSFERASE 0,56 1,79E-03
I AO8a MOESIN-ezrin-radixin-like protein (MERLIN) 0,54 5,58E-04
| F12e small inducible cytokine subfamily A member 2 (SCYA2) 0,53 3,75E-03

signal transducer and activator of transcription 1 alpha/beta
I C13c (STAT1) 0,52 8,69E-04
I D04k cytochrome P450 VIIIAL1 (CYP8AL) 0,52 1,33E-05

transformation/transcription domain-associated protein
I C09%e (TRRAP) 0,48 2,79E-04
I Cl2e zyxin 2 (ZYX) 0,47 1,07E-02
| C02h CD40 receptor-associated factor 1 (CRAF1) 0,47 2,62E-02
| C13h calpain 1 large (catalytic) subunit 0,44 3,01E-03
| C04a protein-tyrosine phosphatase 2C (PTP-2C) 0,43 6,77E-05
I E10a early growth response protein 1 (EGR1) 0,40 3,60E-05
| F12f hepatocyte growth factor-like protein 0,36 4,52E-02
I Clilh caspase 10 (CASP10) 0,34 3,66E-05

TROPOMYOSIN. FIBROBLAST NON-MUSCLE TYPE (TM30-
11} FO3d PL) 0,33 8,32E-06
| Fl4g interleukin 8 (IL8) 0,31 4,62E-04

Tabelle 5.19: Differentiell exprimierte Gene im WT1 Knock-down nach 48 Stunden. FC =
Expressionsunterschied. p = p-Wert. K = Kontrollen ohne siRNA und mit Lamin A/C siRNA transfiziert.
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B) Affymetrix-Arrays

Mit Hilfe des Human Focus-Arrays kénnen die Expressionslevel von 8500 Transkripten
analysiert werden, die ca. 8400 gut bekannte humane Gene reprasentieren. Der Array besteht
aus mehr als 8700 ,Probe Sets" und verschiedenen Kontroll-Sequenzen (siehe Tabelle 5.12,
Seite 80). Der Ablauf der Untersuchung ist in Abbildung 5.24 dargestellt und im Methodenteil

unter 4.5.2 beschrieben.

Isolierung von Total-RNA und Protein aus immortalisierten Podozyten (N13T) einer nicht erkrankten Person

und HEK293-Zellen nach Transfektion mit WT1 siRNA und Uberpriifung der Transfektionseffizienz

v

Verifikation des WT1 Knock-downs tber SYBRgreen Real-time PCR und Western-Blot

v

Herstellung doppelstrangiger cDNA
Herstellung biotin-markierter cRNA durch in vitro Transkription (IVT), Fragmentierung der cRNA

Qualitatsbestimmung mittels Agilent 2100 Bioanalyzer

v

Hybridisierung auf Arrays (fragmentierte cRNA zusammen mit Hybridisierungskontrollen,
BSA und ,herring sperm*“ DNA)

v

Hybridisierung, Waschen, Farben

Scannen der Signale und Datenanalyse mittels Simpleaffy (BioConductor)

Abbildung 5.24: Versuchsablauf und Probenvorbereitung fur die Affymetrix-Arrays

Die Transfektion der N13T-Podozyten und der HEK293-Zellen erfolgte wie unter 5.4.1
beschrieben. Als Kontrollen dienten die mit einer Negativkontrolle (keine Homologie zu
bekannten Saugergenen) transfizierten HEK293-Zellen und N13T-Podozyten. Bei den
Podozyten wurde die Transfektion zweimal durchgefiihrt. 4 h nach Transfektion wurde die
Transfektionseffizienz mit der Fluoreszein-markierten siRNA fluorimetrisch dokumentiert.
Sowohl bei den Podozyten als auch bei den HEK293-Zellen lag die Transfektionseffizienz
deutlich bei >80 %. Zusétzlich wurde Wachstum und Aussehen der Zellen vor Transfektion und
nach den verschiedenen Stundenwerten dokumentiert (siehe Abbildung 5.25). Auffallig war bei
den mit der WT1 siRNA transfizierten Podozyten, im Gegensatz zu der Kontrolle, bei der die
Zellen mehr kopfsteinpflasterférmig aussahen, die spindelférmige Form 72 h nach Transfektion.

Auch waren grolRere Bereiche der Kulturschale der mit WT1 siRNA transfizierten Podozyten
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Abbildung 5.25 (siehe vorherige Seite): Dokumentation der HEK293-Zellen und N13T-Podozyten vor
und nach Transfektion mit WT1 siRNA. NegK = mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen. WT1 = mit
WT1 siRNA transfizierte Zellen.

nicht bewachsen, wahrend die Kontrollen keine Licken mehr zeigten. Bei den HEK293-Zellen

waren hingegen beziiglich Form und Wachstum keine Unterschiede zu erkennen.

Primer Cr Mittelwert ACr AACr 288CT %
(+/- STDF) (Gen-GAPDH) (ACT-ACT 24h/48h K) (ACT-ACT 24h/48h K) Expression

N13T A
48h NegKk  GAPDH 17,29 (+/-0,05)

WT1 22,14 (+/-0,04) 4,85 0,00 1,00 100
48h WT1  GAPDH 17,16 (+/-0,06)

WT1 27,65 (+/-0,13) 10,49 5,64 0,02 2
72h WT1 GAPDH 17,26 (+/-0,06)

WT1 27,49 (+/- 0,10) 10,21 5,36 0,02 2
N13T B
48h Negk GAPDH 17,55 (+/-0,04)

WT1 21,87 (+/-0,04) 4,26 0,00 1,00 100
48h WT1 GAPDH 17,51 (+/-0,12)

WT1 27,57 (+1-0,17) 10,06 5,80 0,02 2
72hWT1  GAPDH 17,94 (+/-0,10)

WT1 27,80 (+/- 0,06) 9,85 5,59 0,02 2

Tabelle 5.20: Prozentuale WT1-Expression nach WT1 Knock-down in den N13T-Podozyten nach 48 und
72 Stunden. NegK = mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen. STDF = Standardfehler. A und B =
Ergebnisse zweier unabhangiger Transfektionen. Ct = ,threshold cycle.
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Abbildung 5.26: Grafische Darstellung der prozentualen WT1-Expression auf mRNA-Ebene sowie der
Ergebnisse der Western-Blot Analyse der N13T-Podozyten nach 48 und 72 Stunden. Der WT1 Knock-
down wurde zweimal durchgefuhrt (A und B). Die WT1-Expression in den Kontrollen wurde als 100%
gesetzt. NegK = mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen. WT1 = Behandlung der Zellen mit WT1
SiRNA. a-Tubulin = Housekeeping-Kontrolle.
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48 bzw. 72 h nach Transfektion wurde Total-RNA und Protein der N13T-Podozyten
isoliert. Bei den HEK293 Zellen wurde schon nach 24 und 48 h RNA und Protein isoliert, da sich
die Zellen aufgrund des sehr schnellen Wachstums bereits nach 72 h ablésten. Die Verifikation
des Knock-downs erfolgte dann wie bei den Clontech-Arrays Uber SYBRgreen Real-time RT-
PCR (siehe Tabellen 5.20 und 5.21) und eine Western-Blot Analyse (siehe Abbildungen 5.26
und 5.27).

HEK293 Primer Cr Mittelwert ACt AACt 27AACT %
(+/- STDF) (Gen-GAPDH) (ACT-ACT 24h/48h K) (ACT-ACT 24h/48h K) Expression
24h Negk GAPDH 15,23 (+/-0,05)

WT1 23,53 (+/-0,09) 8,30 0,00 1,00 100
24hWT1  GAPDH 15,24 (+/-0,03)

WT1 26,33 (+/-0,05) 11,08 2,78 0,15 15
48h WT1  GAPDH 15,47 (+/-0,07)

WT1 27,89 (+/- 0,39) 12,41 4,11 0,06 6

Tabelle 5.21: Prozentuale WT1-Expression hach WT1 Knock-down in den HEK293-Zellen nach 24 und 48
Stunden. NegK = mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen. STDF = Standardfehler. C; = ,threshold

cycle®.
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Abbildung 5.27: Grafische Darstellung der prozentualen WT1-Expression auf mRNA-Ebene sowie der
Ergebnisse der Western-Blot Analyse der HEK293-Zellen nach 24 und 48 Stunden. Die WT1-Expression
in den Kontrollen wurde als 100% gesetzt. NegK = mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen. WT1 =

Behandlung der Zellen mit WT1 siRNA. a-Tubulin = Housekeeping-Kontrolle.

Die Real-time RT-PCR Reaktionen wurden in Duplikaten durchgeftihrt, wobei 50 ng Total-
RNA, die in cDNA umgewandelt wurde, eingesetzt wurde. Zusatzlich zu WT1 wurde auch die
Expression von GAPDH als Housekeeping-Gen untersucht. Die Tabellen 5.20 und 5.21 zeigen
die prozentuale WTI1-Expression in den mit WT1 siRNA transfizierten und mit der

Negativkontrolle transfizierten Zellen. Bei den Podozyten ist die WT1-Expression 48 und 72 h
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nach Transfektion gleich schwach (siehe Abbildung 5.26). Die Abbildung 5.27 zeigt in den
HEK?293-Zellen stetig abnehmende mRNA WT1-Level 24 bzw. 48 h nach Transfektion.

Auch auf Proteinebene ist zu sehen, dass die Menge von WT1 nach Transfektion mit WT1
siRNA sowohl in den HEK293-Zellen als auch in den N13T-Podozyten dramatisch abnimmt
(siehe Abbildungen 5.26 und 5.27).

Im Rahmen der Arbeit konnte von allen RNA-Proben nur je eine IVT-Reaktion
durchgefiihrt und ein Chip hybridisiert werden. In die Erststrang-Synthese wurden 7 pg Total-
RNA eingesetzt und dann, wie im Methodenteil unter 4.5.2 beschrieben, fortgefahren. Die
Qualitat und Grol3e der aufgereinigten doppelstrangigen cDNA, das nicht-aufgereinigte und das
aufgereinigte IVT-Produkt sowie die fragmentierte cRNA wurden anschlieBend auf einem Gel
Uberpruft (Beispiel siehe Abbildung 5.28). Die HauptgroR3e der fragmentierten RNA lag im
geforderten Bereich von 35 und 200 Bp, wobei sich der Hauptpeak zwischen 80 und 100 Bp
befand. Zusatzlich wurde die Qualitdt und die Menge der unfragmentierten cRNA mit dem
Agilent 2100 Bioanalyzer bestimmt (vergleiche auch Abbildung 5.17). Die Reinheit der cRNA
wurde Uber ein Spektrometer bestimmt und lag im Bereich von Ajs/Ae = 1,8-2,1. Die

Berechnung der Gesamt-cRNA-Menge erfolgte wie unter 5.3.2 (siehe Seite 83) beschrieben.

2 2 2
2 o2 _ 392 _ 3 o082
£ £ 335 £ 33 c:c E 5 g
S EFE L 25 EE P E
< g § g < 38 5§ g < p §
5 < © 5 < o 5 < o .
§ < £ £ § 2 £ £ § < = £ Abbildung 5.28:
$ g 88 &8 g8 8 € g 8 & £ 8 Qualitatsbestimmung der
s 3858 g3gt55 855865 g ¢g doppelstréangigen cDNA, der IVT-
— e e e Produkte und der fragmentierten
- - — — — cRNA am Beispiel der N13T-
' ! Podozyten-RNA 48 und 72
- ’ = ww Stunden nach Transfektion mit
- ww SIRNA auf einem 3 %igen TAE-
- = Agarosegel. GroRenmarker:
PCR-Marker (New England
150 bp—p- - " Bjolabs). Gelbild invertiert. Negk
' = mit einer Negativkontrolle
50 bp —> B . 5 W sfizierte zellen, WT1 =
Behandlung der Zellen mit WT1
NegK 48h WT1 48h WT1 72h SiRNA 9

Bei den Podozyten wurde von beiden Transfektionen je eine unabhangige IVT-Reaktion
durchgefiuhrt. Fir die Fragmentierung wurden die beiden Proben gepoolt. Es wurden insgesamt
13 ug cRNA in die Fragmentierungsreaktionen eingesetzt und hybridisiert. Die Datenanalyse
erfolgte wie unter 5.3.2 beschrieben.

Die Qualitat der Hybridisierung und der verwendeten RNA-Probe wurden Uberpriift (siehe
Tabelle 5.12, ndhere Beschreibung Seite 84f). Wie in Tabelle 5.22 zu sehen ist, ist die Qualitat
der Proben N13T WT1 48h und HEK293 WT1 48h bezlglich der Hybridisierung nicht optimal.
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Problematisch ist hier die Tatsache, dass die Hybridisierungskontrollen bioC und bioD sowie cre
nicht immer vorhanden sind (vergleiche Seite 84). Die Auswertung erfolgte hauptséachlich fir die

anderen Proben. Die beiden problematischen Arrays wurden nur zum Vergleich hinzugezogen.

Qualitatsmerkmale Array Podozyten (N13T) HEK293-Zellen
NegK 48h  WT148h  WT172h | NegK 24h WT124h WT1 48h
Bild-Artefakte nein nein nein nein nein nein
B2 Qllgq- Rand vorh. vorh. vorh. vorh. vorh. vorh.
Hybridisierung
Ecke vorh. vorh. vorh. vorh. vorh. vorh.
Arrayname vorh. vorh. vorh. vorh. vorh. vorh.
Hintergrund 73.32 70.09 65.45 62.3 59,36 64.81
Rauschen 2.680 2.540 2.440 2.360 2.290 2.350
Hybridisierungs- bioB
Kontrollen (5''M'/3") A/P/A A/AIA A/AIA M/P/A P/P/A A/AIA
bioC (5'/3") P/P P/A P/P P/P P/P P/A
bioD (5'/3") P/M AIA P/P P/P P/P P/A
cre (573" P/P P/P P/P P/P P/P A/P
|Interne Kontrollgene ALt
(3/5-Verhaltnis) beta-Aktin 0.96 0.98 1.02 1.04 1.16 0.76
GAPDH 0.88 0.95 0.98 0.78 0.91 1.17
% Gene "present” 46.4 38.4 46.9 52 52.5 33.2
Skalierungsfaktor 0.790 1.466 0.774 0.726 0.719 2.130
Normalisierungsfaktor 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Tabelle 5.22: Zusammenfassung der Qualitditsmerkmale der Arrayanalysen (vergleiche 5.3.2). P
.present’. M = marginal“. A = ,absent’. NegK = mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen. WT1
Behandlung der Zellen mit WT1 siRNA.

Die genaue Quantifizierung der Signale, die die Expressionsstarke der Gene darstellen,
erfolgte Uber Simpleaffy (siehe Methoden 4.5.3). Erst wenn mindestens ein Unterschied von
Faktor 1,5 in der Signalstarke zwischen den unterschiedlichen Proben zu beobachten war,
wurde eine differentielle Genexpression in Erwagung gezogen. Ein T-Test war aufgrund der
einzelnen Datenpunkte nicht méglich. Deshalb zeigen die Ergebnisse hier nur eine Richtung auf
und muissen in Zukunft durch die Analyse weiterer Proben vervollstandigt bzw. mit den
Ergebnissen der Clontech-Arrays verglichen werden.

Die Array-Analysen ergaben sehr groRe Datenmengen, die deshalb in dieser Arbeit nur in
Auszigen wiedergegeben werden konnen. In den folgenden stark gekirzten Listen (siehe
Tabelle 5.23 und 5.24) wurden die aufgefiihrten Gene nach den gré3ten Unterschieden und
ihrer biologischen Funktion ausgewahlt. Verglichen wurden folgende Expressionsdaten:

a) NI13T NegK48 (Negativkontrolle) vs. N13T WT1 48 (WT1 Knock-down nach 48 h)

N13T NegK48 (Negativkontrolle) vs. N13T WT1 72 (WT1 Knock-down nach 72 h)

Es wurden insgesamt 158 Gene (FC > 1,5) differentiell exprimiert. Davon waren 14 im

WT1 Knock-down héher und 144 niedriger exprimiert.
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b) HEK293 NegK24 (Negativkontrolle) vs. HEK293 WT1 24 (WT1 Knock-down nach 24 h)
HEK293 NegK24 (Negativkontrolle) vs. HEK293 WT1 48 (WT1 Knock-down nach 48 h)
Es wurden insgesamt 148 Gene (FC > 1,5) differentiell exprimiert. Davon waren 25 im
WT1 Knock-down héher und 123 niedriger exprimiert.
Im Folgenden wurden dann nur die Gene angesehen, die einen FC > 1,5 bei beiden

Stundenwerten zeigten.

a) WT1 Knock-down in den N13T-Podozyten

Podozyten FC>15
WT 48*  WT 72/
Probe-Set Gen NegK 48 NegK 48
gremlin 1 homolog, cysteine knot superfamily (Xenopus
218469 at GREM1 laevis) 1,73 4,84
204083_s_at TPM2 tropomyosin 2 (beta) 2,24 3,45
210305_at PDE4DIP phosphodiesterase 4D interacting protein (myomegalin) 2,11 3,24
202237_at NNMT nicotinamide N-methyltransferase 1,69 2,53
inhibitor of DNA binding 1, dominant negative helix-loop-helix
208937_s_at ID1 protein 2,14 2,20
205547_s_at TAGLN transgelin 3,17 2,13
inhibitor of DNA binding 3, dominant negative helix-loop-helix
207826_s at ID3 protein 2,59 2,12
212481_s_at TPM3 tropomyosin 3 1,64 2,03
208131_s_at PTGIS prostaglandin 12 (prostacyclin) synthase 0,22 0,66
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth
204470_at CXCL1 stimulating activity, alpha) 0,29 0,65
203531_at CUL5 cullin 5 0,44 0,65
203075_at SMAD2 SMAD, mothers against DPP homolog 2 (Drosophila) 0,43 0,64
201034 _at ADD3 adducin 3 (gamma) 0,36 0,63
39402_at IL1B interleukin 1, beta 0,45 0,63
210130_s_at TM7SF2 transmembrane 7 superfamily member 2 0,43 0,62
202088_at SLC39A6 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 6 0,46 0,62
secreted phosphoprotein 1 (osteopontin, bone sialoprotein I,
209875_s_at SPP1 early T-lymphocyte activation 1) 0,37 0,62
203243 s_at PDLIM5 PDZ and LIM domain 5 0,49 0,62
203476_at TPBG trophoblast glycoprotein 0,44 0,62
solute carrier family 7, (cationic amino acid transporter, y+
209921 at SLC7A11 system) member 11 0,37 0,61
202658 _at PEX11B peroxisomal biogenesis factor 11B 0,50 0,61
201859 at PRG1 proteoglycan 1, secretory granule 0,46 0,61
procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-
202733 _at P4HA2 hydroxylase), alpha polypeptide II 0,45 0,60
212586_at CAST calpastatin 0,49 0,60
202076_at BIRC2 baculoviral IAP repeat-containing 2 0,44 0,60
33304_at 1ISG20 interferon stimulated gene 20kDa 0,48 0,59
209016_s_at KRT7 keratin 7 0,46 0,59
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade B (ovalbumin),
204614 _at SERPINB2 member 2 0,29 0,58
201315_x_at IFITM2 interferon induced transmembrane protein 2 (1-8D) 0,41 0,57
200600 _at MSN moesin 0,32 0,55
a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with
219935 _at ADAMTS5 thrombospondin type 1 motif, 5 (aggrecanase-2) 0,39 0,53
202688 _at TNFSF10 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10 0,40 0,53
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Podozyten FC>15
WT 48*  WT 72/
Probe-Set Gen NegK 48 NegK 48
209272_at NAB1 NGFI-A binding protein 1 (EGR1 binding protein 1) 0,45 0,53
210143_at ANXA10 annexin A10 0,48 0,53
214988 s at SON SON DNA binding protein 0,30 0,53
203313_s_at TGIF TGFB-induced factor (TALE family homeobox) 0,29 0,53
211506_s_at IL8 interleukin 8 0,14 0,53
203473 _at SLCO2B1  solute carrier organic anion transporter family, member 2B1 0,43 0,52
204070_at RARRES3 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 3 0,34 0,52
202041_s_at FIBP fibroblast growth factor (acidic) intracellular binding protein 0,40 0,51
205014 _at FGFBP1 fibroblast growth factor binding protein 1 0,52 0,49
204608_at ASL argininosuccinate lyase 0,64 0,48
206157_at PTX3 pentraxin-related gene, rapidly induced by IL-1 beta 0,48 0,48
potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member
219564 at KCNJ16 16 0,43 0,46
201010_s_at TXNIP thioredoxin interacting protein 0,49 0,46
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-
201502_s_at NFKBIA cells inhibitor, alpha 0,42 0,46
213348 _at CDKN1C cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) 0,38 0,45
212508 _at MOAP1 modulator of apoptosis 1 0,34 0,45
201798_s_at FER1L3 fer-1-like 3, myoferlin (C. elegans) 0,31 0,45
202510_s_at TNFAIP2 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 0,44 0,45
212203 _x_at IFITM3 interferon induced transmembrane protein 3 (1-8U) 0,35 0,44
206332_s_at IFI116 interferon, gamma-inducible protein 16 0,39 0,44
204747_at IFIT3 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3 0,53 0,42
205476_at CCL20 chemokine (C-C motif) ligand 20 0,48 0,42
202644 _s_at TNFAIP3 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 0,40 0,42
208029_s_at LAPTM4B  lysosomal associated protein transmembrane 4 beta 0,24 0,41
202446_s_at PLSCR1 phospholipid scramblase 1 0,30 0,41
203595 s _at IFITS interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 5 0,36 0,40
217846_at QARS glutaminyl-tRNA synthetase 0,37 0,40
207339_s_at LTB lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 0,46 0,39
211564 s_at PDLIM4 PDZ and LIM domain 4 0,29 0,37
solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters),
202855 _s_at SLC16A3 member 3 0,29 0,37
200887_s_at STAT1 signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa 0,23 0,36
solute carrier family 22 (organic cation transporter), member
204981 _at SLC22A18 18 0,39 0,36
T-cell, immune regulator 1, ATPase, H+ transporting,
204158 s_at TCIRG1 lysosomal VO protein a isoform 3 0,28 0,35
204475_at MMP1 matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) 0,30 0,35
201599 at OAT ornithine aminotransferase (gyrate atrophy) 0,22 0,33
205552_s_at OAS1 2' 5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 0,38 0,32
204439 at IF144L interferon-induced protein 44-like 0,33 0,30
204679 at KCNK1 potassium channel, subfamily K, member 1 0,27 0,29
201641 _at BST2 bone marrow stromal cell antigen 2 0,35 0,28
209774 _x_at CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 0,32 0,28
204415 _at G1P3 interferon, alpha-inducible protein (clone IFI-6-16) 0,27 0,26
214453 s_at IF144 interferon-induced protein 44 0,34 0,25
208436_s_at IRF7 interferon regulatory factor 7 0,29 0,25
218400_at OAS3 2'-5'-oligoadenylate synthetase 3, 100kDa 0,43 0,24
204972_at OAS2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 0,29 0,21
205483 _s_at G1P2 interferon, alpha-inducible protein (clone IFI-15K) 0,24 0,16
202411 _at IFI127 interferon, alpha-inducible protein 27 0,12 0,14
214022 s at IFITM1 interferon induced transmembrane protein 1 (9-27) 0,20 0,13
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Podozyten FC>15
WT 48*%  WT 72/

Probe-Set Gen NegK 48 NegK 48

203153_at IFIT1 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 0,20 0,12
myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible

202086 _at MX1 protein p78 (mouse) 0,17 0,12

Tabelle 5.23: Differentiell exprimierte Gene nach WT1 Knock-down in N13T-Podozyten nach 48 und 72
Stunden. FC = Expressionsunterschied. NegK = mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen. WT1 =
Behandlung der Zellen mit WT1 siRNA. * = Dieser Array wurde aufgrund der teilweise fehlenden
Hybridisierungskontrollen nur zum Vergleich hinzugezogen.

b) WT1 Knock-down in den HEK293-Zellen

HEK293 FC>15
WT 24/  WT 48%/
Probe-Set Gen NegK 24 NegK 24
201111 at CD33 CD33 antigen (gp67) 1,71 3,61
208616_s_at SIX3 sine oculis homeobox homolog 3 (Drosophila) 1,50 3,52
201599 at CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 2,25 3,41
203403_s_at ANG angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 1,62 3,00
201088_at MYL7 myosin, light polypeptide 7, regulatory 1,52 2,93
sarcoglycan, alpha (50kDa dystrophin-associated
208319 s _at SGCA glycoprotein) 1,53 2,87
221841 s _at THBS4 thrombospondin 4 1,71 2,60
200608_s_at INHA inhibin, alpha 1,66 2,13
213139 _at GABRP gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, pi 1,63 2,12
213262_at CCRS8 chemokine (C-C maotif) receptor 8 1,53 2,11
212449 s at ANXA9 annexin A9 1,57 2,09
214651 s at ONECUT2 one cut domain, family member 2 1,60 2,08
204165_at SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial 0,51 0,47
v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene
203531 _at KIT homolog 0,32 0,46
214636_at INVS inversin 0,63 0,46
214988 s at IFITS interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 5 0,62 0,45
solute carrier family 1 (glutamate/neutral amino acid
200020 _at SLC1A4 transporter), member 4 0,56 0,45
202446_s_at PHLDA2 pleckstrin homology-like domain, family A, member 2 0,64 0,45
213313 _at SPOP speckle-type POZ protein 0,51 0,43
Meis1, myeloid ecotropic viral integration site 1 homolog 2
202107_s_at MEIS2 (mouse) 0,51 0,42
203130_s_at PEX1 peroxisome biogenesis factor 1 0,29 0,42
221523 s_at PIK3R3 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 3 (p55, gamma) 0,57 0,42
218649 x_at PEX11B peroxisomal biogenesis factor 11B 0,60 0,41
202265_at CDC42EP3 CDC42 effector protein (Rho GTPase hinding) 3 0,57 0,40
serine (or cysteine) proteinase inhibitor, clade E (nexin,
222011 _s_at SERPINE2 plasminogen activator inhibitor type 1), member 2 0,58 0,39
202418 at CAPZA2 capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 2 0,66 0,39
208822_s_at LEMD3 LEM domain containing 3 0,54 0,39
215498 s_at TOB1 transducer of ERBB2, 1 0,57 0,38
spastic paraplegia 7, paraplegin (pure and complicated
205122_at SPG7 autosomal recessive) 0,54 0,34
202911 _at BCAT1 branched chain aminotransferase 1, cytosolic 0,51 0,34
209185_s_at ING3 inhibitor of growth family, member 3 0,61 0,34
200733_s_at SYNJ1 synaptojanin 1 0,60 0,32
212990 _at PTP4A1 protein tyrosine phosphatase type IVA, member 1 0,52 0,32
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HEK293 FC>15
WT 24/  WT 48%/
Probe-Set Gen NegK 24 NegK 24
39966_at LIN7C lin-7 homolog C (C. elegans) 0,47 0,31
205070_at IRS2 insulin receptor substrate 2 0,60 0,30
transmembrane protein with EGF-like and two follistatin-like
202104_s_at TMEFF1 domains 1 0,65 0,29
202704 _at MAP2K3 mitogen-activated protein kinase kinase 3 0,66 0,29
218604 _at DAP3 death associated protein 3 0,57 0,29
209054_s_at FOXG1B forkhead box G1B 0,67 0,27
204407 _at CSNK1G3 casein kinase 1, gamma 3 0,63 0,26
221168 _at LEF1 lymphoid enhancer-binding factor 1 0,58 0,25
204873 _at KIF5C kinesin family member 5C 0,55 0,24
209803_s_at PLSCR1 phospholipid scramblase 1 0,61 0,22
203595_s_at SON SON DNA binding protein 0,63 0,21
205051_s_at CUL5 cullin 5 0,54 0,20
216841 _s_at WASF1 WAS protein family, member 1 0,40 0,20
203791 _at ADAM9 a disintegrin and metalloproteinase domain 9 (meltrin gamma) 0,44 0,19
207676_at HOXA9 homeo box A9 0,53 0,17
213409 _s_at NEK4 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 4 0,41 0,16
protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, alpha

220050_at PRKAR1A  (tissue specific extinguisher 1) 0,54 0,16
203673_at ADD3 adducin 3 (gamma) 0,65 0,14
208527_x_at GJA1 gap junction protein, alpha 1, 43kDa (connexin 43) 0,62 0,11
216598 s_at OAT ornithine aminotransferase (gyrate atrophy) 0,58 0,10
206634 _at PTP4A2 protein tyrosine phosphatase type IVA, member 2 0,64 0,09

Tabelle 5.24: Differentiell exprimierte Gene nach WT1 Knock-down in HEK293-Zellen nach 24 und 48
Stunden. FC = Expressionsunterschied. NegK = mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen. WT1 =
Behandlung der Zellen mit WT1 siRNA. * = Dieser Array wurde aufgrund der teilweise fehlenden
Hybridisierungskontrollen nur zum Vergleich hinzugezogen.

5.5 Validierung der differentiell exprimierten Gene aus den Array-Analysen

Zur Validierung der differentiell exprimierten Gene aus den gesamten Arrayexperimenten
standen funf Methoden zur Auswahl: die semiquantitative RT-PCR und die Real-time RT-PCR
fur die Verifikation auf mRNA-Ebene sowie die immunhistochemische-, immunfluorimetrische-

und die Western-Blot Analyse fir die Verifikation auf Protein-Ebene.

5.5.1 Auswahl der zu verifizierenden Gene

Zur Eingrenzung des Sets an differentiell exprimierten Genen, fur die Verifikation mit anderen
Methoden, wurden erstens die Ergebnisse der Podozyten-Arrays von Clontech und Affymetrix
und zweitens die DDS-spezifischen Gene der Podozyten-Arrays mit den WT1 Knock-down
Ergebnissen der N13T-Podozyten verglichen. Bei der Auswahl der zu verifizierenden Gene

wurde der biologische Zusammenhang zwischen den differentiell exprimierten Genen aus

111



5 Ergebnisse

bekannten Literaturdaten erstellt. Dabei lag ein besonderer Schwerpunkt auf Genen der
extrazellularen Matrix (MMPs), Entwicklungsgenen (Gremlin, SOX9, EMX2, PAX2), Genen die
zu Akkumulation von extrazellularer Matrix fihren (TNFA, IGFBP3) und Genen, die mit
Angiogenese in Verbindung stehen (VEGFA). Ausgehend von vier ausgesuchten Genen
(Gremlin, TNFA, IGFBP3 und VEGFA), die aufgrund von Literaturdaten eine wichtige Rolle bei
der Entstehung des nephrotischen Syndroms spielen konnten, wurden
Signaltransduktionswege mit Hilfe einzelner Literaturdaten zusammengestellt (siehe
Abbildungen I-1V).

Im Folgenden sind fur einige differentiell exprimierte Gene die in der Literatur bereits
beschriebenen Funktionen mit ihren mutmalllichen Wirkungen aufgefihrt. Auch hier handelt es
sich um Gene, die aufgrund ihrer biologischen Funktion eine wichtige Rolle bei der Entstehung
des nephrotischen Syndroms spielen kénnten. Diese Gene wurden ausgewahlt, um deren
differentielle Expression in den durchgeflihrten Arrayexperimenten mit verschiedenen Methoden
zu verifizieren:

Collagen 1V alpha 2 (COL4A2) wird wahrend der Nephrogenese zusammen mit COL4Al1 im

frihen Glomerulus exprimiert und ab dem ,capillary-loop“ Stadium durch COL4A3-5 ersetzt
(Miner, 1998).

Collagen IV _alpha 5 (COL4A5) ist ein Bestandteil der reifen glomeruldren Basalmembran

(Gunwar et al., 1998) und wird von den Podozyten synthetisiert. Mutationen in COL4AS5 fiihren
zum Alport-Syndrom (Heidet et al., 2000).

Early growth response 1 (EGR1) wird als direktes Target von WT1 negativ reguliert (Madden et
al., 1991).

EMX2: EMX2 spielt als Homeoboxgen eine wichtige Rolle in der Nierenentwicklung und

reguliert die Interaktionen zwischen dem metanephrischen Mesenchym und der sich
verzweigenden Ureterknospe (Miyamoto et al., 1997). Es wird wahrend der Nierenentwicklung
von epithelialen Komponenten exprimiert.

Endothelin 2 (ET2)-transgene Ratten zeigen eine starke Farbung von ET2 in den Glomeruli,

gekoppelt an die Entwicklung von Glomerulosklerose und eine signifikant erhdhte Protein-
Exkretion (Hocher et al., 1996).
Gremlin (GREM1): Der BMP-Antagonist Gremlin spielt eine Schlusselrolle wahrend der

Nierenentwicklung, indem er Ureterwachstum und —verzweigung induziert (Michos et al., 2004).
Knock-out Mause sterben schon postnatal an renaler Aplasie (Dolan et al., 2005). Bei der

diabetischen Nephropathie findet man eine Uberexpression von Gremlin (Lappin et al., 2002).

Abbildungen I-IV (siehe nachste Seiten): Zusammengestellte Signaltransduktionswege mit Hilfe von
Literaturdaten anhand von vier ausgesuchten Genen (grine Kéasten): | = Gremlin, Il = IGFBP3, 1ll = TNFA
und IV = VEGF. Ergebnisse der Array-Analysen = gelbe Késten: (A) = Ergebnisse der Affymetrix-Arrays,
(C) = Ergebnisse der Clontech-Arrays, Roter Pfeil = in den Arrays hochreguliert, Griiner Pfeil = in den
Arrays herunterreguliert. DDS = in den Denys-Drash Patienten fehlreguliert, NS = in den DDS- und CNF-
Patienten fehlreguliert, KO = im WT1 Knock-down fehlreguliert. Kasten mit rotem Rand = Funktion der
Gene.
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Hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF1A) ist ein Transkriptionsfaktor, der z.B. VEGFA als

Angiogenesefaktor aktiviert (Kamura et al., 2000).

Inhibin alpha (INHA) (ein Wachstumsfaktor) ist ein direktes transkriptionelles Target von WT1

(Sim et al.,, 2002) und wird von WT1 negativ reguliert (Hsu et al., 1995). Es wurde in den
Gonaden als Hormon identifiziert, das die FSH-Sekretion reguliert (Bremner, 1989).

Insulin like growth factor binding protein 2 (IGFBP2)-Expression wird zu Beginn der frihen

epithelialen Induktion eingeleitet und ist auf die sich entwickelnden Podozyten im reifenden
Glomerulus beschrankt (Matsell et al., 1994).

Insulin like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) moduliert die mitogenen und metbolischen
Effekte der IGFs (Cubbage et al., 1990). Adulte Glomeruli exprimieren kein IGFBP3.
Diabetische Glomeruli zeigen jedoch eine erhéhte Expression von IGFBP3, auch begleitet von
einer erhdhten IGFBP5-Expression (Park et al., 1998). Zudem kann IGFBP3 zur Produktion von

extrazellularer Matrix wie Collagen | und Fibronektin fuhren (Pilewski et al., 2005).

Intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1), ein Zell-Zell-Adhasionsmolekul, findet man in vivo

auf renalem GefalRendothel (Pober und Cotran, 1991; Miiller et al., 1991). Eine Induktion von
ICAM1 wurde auf Mesangiumzellen bei FSGS (Del Canton et al., 1992) und parietalem und
tubularem Epithel bei der proliferativen Glomerulonephritis beschrieben (Bruijn und Dinklo,
1993; Adler und Brady, 1999; Arrizabalaga et al., 1998).

Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP2) ist fur die Degradierung der Komponenten der
extrazellularen Matrix von Bedeutung (Woessner, 1991; Matrisian, 1992 und 1994). Die MMP2-

Expression ist wahrend der Entwicklung im ,capillary-loop* Stadium auf die sich entwickelnden
Podozyten und Parietalzellen beschrénkt. Im adulten Glomerulus verschwindet die Expression
ganz (Tanney et al., 1998).

Matrix-Metalloproteinase 7 (MMP7): Das Enzym MMP7 degradiert Heparansulfat-Proteoglycane

der ECM und spielt eine Rolle bei Wundheilungsprozessen. MMP7 kommt bei physiologischen
Prozessen in der Embryonalentwicklung oder bei Gewebe-Neuorganisierung vor (Shiozawa et
al., 2000; Obermidiller et al., 2001).

Osteoprotegerin (OPG) schitzt Endothelzellen vor Apoptose. Durch die Induktion von Apoptose

in endothelialen Zellen kommt es normalerweise zur Inhibierung von alpha5beta3-Integrinen
und damit zur Hemmung der Angiogenese (Malyankar et al., 2000).

p21 wird als Target von WT1 positiv reguliert (Englert et al., 1997). Bei experimenteller
Glomerulonephritis ist ein Wiedereinstieg der Podozyten in den Zellzyklus mit einem Verlust der
WT1- und p21-Expression assoziiert (Kim et al., 1999).

PAX2: PAX2 ist ein friher Regulator des sich entwickelnden Urogenitalsystems. Homozygot
mutanten Mausen fehlen die Nieren und der gesamte Genitaltrakt (Torres et al., 1995). Die
Expression wahrend der Nierentwicklung beschrankt sich auf das induzierte nephrogene

Mesenchym. PAX2 wird als Target von WT1 negativ reguliert (Ryan et al., 1995).
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SOX9 spielt als Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle bei der mannlichen
Geschlechtsdifferenzierung von Saugern. Defekte in SOX9 sind mit einer XY
Geschlechtsumkehrung verbunden (Houston et al., 1983).

Tumor necrosis factor alpha (TNFA) ist ein wichtiger Vermittler von Apoptose, Inflammation und

Immunitat und ist in die Pathogenese vieler humaner Krankheiten, wie z. B. Diabetes und
Krebs, involviert (Chen und Goeddel, 2002). Bei der experimentellen und humanen
Glomerulonephritis findet man eine Erhéhung von TNFA. (Ortiz et al.,, 1995). Patienten mit
FSGS und MCNS zeigen eine Korrelation von TNFA im Blut und dem Grad der Proteinurie,
mesangialer Hyperzellularitat und Glomerulosklerose (Bakr et al., 2003).

Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM1) findet man als Zell-Zell-Adh&sionsmolekil im

Glomerulus auf den Parietalzellen exprimiert (Seron et al., 1991).

Vascular _endothelial growth factor A (VEGFA) ist ein Vermittler von Angiogenese und

Vaskulogenese (Carmeliet, 2000). VEGFA induziert die Proliferation und die Verbreitung von
adulten Endothelzellen und erhdht auch die glomerulare Permeabilitdt von Kapillaren, teilweise
durch die Fenstrierung (Roberts und Palade, 1995; Esser et al., 1998).

Mit verschiedensten Methoden wurden die oben beschriebenen Gene exemplarisch verifiziert
(siehe Tabelle 5.25). In Abbildung 5.29 ist der biologische Zusammenhang der untersuchten

Gene dargestellt.

Gen Real-time Immun- Immun- Western-Blot
SQ RT-PCR histochemie fluoreszenz (Zellkultur-

RT-PCR (SYBRgreen) (Paraffingewebe) (Zellen) Uiberstande)

COL4A2 X

COL4A5 X

EGR1 x*

EMX2 X

ENDT2 X

Gremlin X X

HIF1A X

ICAM1 X X

IGFBP2 X

IGFBP3 X X

INHA x*

MMP2 X

MMP7 X

OPG X

p21 X

PAX2 X

SOX9 X X

TNFA X

VCAM1 X X

VEGFA X

Tabelle 5.25: Zusammenfassung der Methoden zur Verifikation differentiell exprimierter Gene. * = Assay
on demand Real-time RT-PCR (Applied Biosystems). SQ RT-PCR = semiquantitative RT-PCR.
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Abbildung 5.29 (siehe vorherige Seite): Verifizierte Gene (grune Kasten) und deren biologischer
Zusammenhang/biologische Funktion (Zusammenfassung der Abbildungen I-1V, siehe Seite 112ff)

Ergebnisse der Array-Analysen = gelbe Kéasten: (A) = Ergebnisse der Affymetrix-Arrays, (C) = Ergebnisse
der Clontech-Arrays, Roter Pfeil = in den Arrays hochreguliert, Griner Pfeil = in den Arrays
herunterreguliert. DDS = in den Denys-Drash Patienten fehlreguliert, NS = in den DDS- und CNF-
Patienten fehlreguliert, KO = im WT1 Knock-down fehlreguliert. Funktion der Gene = Kasten mit rotem

Rand.

5.5.2 Verifikation auf mRNA-Ebene

Verifikation differentiell exprimierter Gene mittels semiquantitativer RT-PCR
Fur die semiquantitativen RT-PCRs wurden dieselben RNA-Extrakte wie fir die

Expressionsanalysen benutzt. Es wurden in die cDNA-Synthese ca. 500 ng Total-RNA
eingesetzt. Im Anschluss an die cDNA-Synthese wurden direkt die verschiedenen PCRs
durchgefihrt. Dazu wurde jeweils 1/10 des cDNA-Ansatzes (50ng) auf die PCR-Reaktionen
verteilt. Fir GAPDH wurde nur 0,5 ng cDNA eingesetzt. Um auf Kontaminationen durch
genomische DNA zu testen, wurde immer eine —RT-Kontrolle mitgefuihrt. Die optimierten RT-
PCR-Programme und —Reaktionsansatze fir die einzelnen Gene sind im Methodenteil 4.4.5
aufgelistet. Nach unterschiedlichen Zyklen wurde jeweils ein Aliquot (5-15 pl) der PCR-Produkte
entnommen und auf ein 2- oder 3 %iges TAE-Agarosegel, je nach Produktgrol3e, aufgetragen.
Zusatzlich zu den Genen OPG, ICAM1, SOX9, PAX2, ENDT2, VCAM1 und COL4A5 wurde
auch die Expression von GAPDH als Housekeeper untersucht. Die Quantifizierung der PCR-
Produkte erfolgte mit der AIDA Image Analysis 2.11-Software (Raytest) (siehe Methoden 4.4.5).

In Abbildung 5.30 sind beispielhaft die semiquantitativen RT-PCR-Analysen von PAX2

und COL4AS5 dargestellt.

9§ 5§ § § &§ 5§ § & § §
¢ 5 £ 2 £ X £ 2 x X £ X X
e W W <4— 269hp
GAPDH
{ & R R & & & R R R
0 o 0 o wn o n o 0 (=]
— e o ML S L Abbildung 5.30:
v Semiquantitative RT-PCRs am
—t Beispiel von PAX2 und COL4AS5.
- <— 203b -
PAX2 w - - P GAPDH = Housekeeping-Gen.
GroRenmarker = DNA Molecular
Weight Marker IV (Roche Applied
- Science). PAX2 und COL4A5: 15pl
- 4 PCR-Produkt nach 35 und 40
COL4A5 Zyklen entnommen. GAPDH: 10ul
- - <—213bp PCR-Produkt nach 25 und 30
Zyklen enthommen. —RT = Ansatz
ohne Reverse Transkriptase. 0 =
NI3  MD283 N9 N100 971 0-Wert der PCR-Reaktion. Bilder
(NN) (NN)  (DDS)  (DDS)  (CNF) invertiert.
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Dabei zeigt PAX2 eine erhdhte Expression in den DDS- und CNF-Podozyten gegeniiber den

Kontroll-Podozyten (NN), wahrend COL4A5 in den Kontroll-Podozyten starker exprimiert wird.
Alle untersuchten Gene zeigen die gleiche Expressionstendenz wie in den Arrays, wobei

der Faktor aufgrund der unterschiedlich verwendeten Methoden variiert. Eine

Zusammenfassung aller Ergebnisse ist in Tabelle 5.26 dargestellt.

Arrays SQ Real-time RT-PCR IHC IF wWB
Clontech Affymetrix RT-PCR SYBRgreen AOD (Paraffin) (Zellen) (zZK-Uberstande)
héher in NS/DDS/KO
COL4A2 |KO: 1,7 NS: 2,9 NS: 4,2
EMX2 NS: 8,1 NS: 5,2
ENDT2 |KO: 1,6 ; CNF: 2,8 DDS: 4,7 DDS. 4,0
Gremlin |DDS: 1,6; KO: 2,1 KO: 1,7/ 4,8; DDS: 4,1 NS: 2,0
HIF1IA |KO: 1,5;NS: 2,1 NS: 3,3; KO: 3,0
ICAM1 |DDS: 2,8 DDS: 2,7; NS: 2,9 DDS: 41,0 DDS hoch
IGFBP3 [NS: 14,4 NS: 20,2 NS hoch NS hoch
INBA KO(HEK): 1,7/ 2,1 KO: 2,9/ 18,6
MMP7 |NS:3,7; KO: 1,7 NS: 4,6 DDS hoch
OPG NS: 2,8 NS: 6,2 DDS: 4,3
PAX2 NS: 2,1 NS: 2,4
SOX9 NS: 3,8 DDS: 4,8 DDS hoch
TNFA DDS: 6,9 NS: 2,2 DDS: 3,0
VCAM1 |NS: 4,6 NS: 8,7 NS: 3,1 DDS hoch
VEGF [NS: 3,9 NS: 6,1 NS: 3,1
niedriger in NS/DDS/KO
COL4AS5 NS: 5,2 NS: 5,4
EGR1 DDS: 4,7, KO: 2,5 KO: 20,5
IGFBP2 |DDS: 2,8 DDS: 4,4
MMP2 |DDS: 2,2 DDS: 2,9 DDS: 10,0
p21 KO: 1,8 NS: 2,0 KO: 7,8

Tabelle 5.26: Zusammenstellung aller Expressionsdaten aus unterschiedlichen Experimenten. Rot = in
NS/DDS/KO niedriger exprimierte Gene. KO = Knock-down. SQ RT-PCR = semiquantitative RT-PCR. IHC
= Immunhistochemie. IF = Immunfluoreszenz. WB = Western-Blot. AOD = Assay on demand. Angegeben
sind die Faktoren der Expressionsunterschiede. NS = fehlregulierte Gene bei beiden nephrotischen
Syndromen (DDS und CNF). DDS = fehlregulierte Gene bei Denys-Drash-Patienten. KO = fehlregulierte
Gene im WT1 Knock-down.

Verifikation differentiell exprimierter Gene mittels Real-time RT-PCR

Zur Verifikation der Arrays wurden einige Gene, die einen Expressionsunterschied > 2 zeigten,
mit Hilfe der Real-time RT-PCR untersucht. Zwei unterschiedliche Anwendungen standen hier
zur Auswahl: zum einen die SYBRgreen Real-time RT-PCR (Sigma) und zum anderen die
Assay on demand-Produkte (EMX2, MMP2) der Firma Applied Biosystems (siehe Methoden
4.4.5). Die Real-time RT-PCR Reaktionen wurde in Duplikaten, Triplikaten oder Quadruplikaten
durchgefihrt, wobei 50 ng Total-RNA in cDNA umgewandelt wurde. Zusétzlich zu den Genen
Gremlin, EMX2, TNFA, MMP2, VEGFA, HIF1A, IGFBP2 und COL4A2 wurde auch die
Expression von GAPDH oder 18S rRNA als Housekeeping-Gen untersucht.

Die Abbildungen 5.31 und 5.32 zeigen als Beispiel der SYBRgreen- und Assay on
demand Real-time RT-PCRs die Expression von VEGFA und MMP2. VEGFA zeigt dabei eine
hohere Expression und MMP2 eine niedrigere Expression in den DDS-Podozyten. Die
Schmelzkurvenanalysen der SYBRgreen Real-time RT-PCRs waren notwendig, um eventuelle

Primerdimere auszuschlief3en.
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Abbildung 5.31: Ergebnisse der SYBRgreen Real-time RT-PCR fir VEGFA und GAPDH als
Housekeeping-Gen. GrolRenmarker = Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). 0 = 0-Wert der PCR-Reaktion.
—RT = Ansatz ohne Reverse Transkriptase. Gelbilder invertiert. DDS = Podozyten der Denys-Drash
Patienten. NN = Podozyten von Nieren nicht erkrankter Personen. CNF = Podozyten von Patienten mit
nephrotischem Syndrom vom finnischen Typ. Die Gelbilder dienen nur zur Bestimmung der richtigen
Produktgrof3e. Unterschiede zwischen den Proben kdnnen hier nicht identifiziert werden, da sich die PCR-

Reaktionen schon in der Plateau-Phase befinden.
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Abbildung 5.32: Ergebnisse der Assay on demand Real-time RT-PCR fur MMP2 und 18S rRNA als
Housekeeping-Gen. GrolRenmarker = PCR-Marker (New England Biolabs). 0 = 0-Wert der PCR-Reaktion.
—RT = Ansatz ohne Reverse Transkriptase. DDS = Podozyten der Denys-Drash Patienten. NN =
Podozyten von Nieren nicht erkrankter Personen. CNF = Podozyten von Patienten mit nephrotischem

Syndrom vom finnischen Typ. Gelbilder invertiert. Die Gelbilder dienen nur zur Bestimmung der richtigen
ProduktgroRle.
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Die Ergebnisse aller Real-time RT-PCRs sind in Tabelle 5.26 zusammengestellt. Auch
hier stimmten die Expressionstendenzen weitgehend mit denen der Arrayergebnisse Uberein,
wobei auch hier der Faktor zwischen den beiden Methoden variierte.

Die einzige Ausnahme betraf die Verifikation von Gremlin. Wéhrend die DDS-Podozyten
in den Affymetrix-Arrays eine 4,1-fach schwachere Expression zeigten, wiesen sie bei der
Verifikation eine 2-fach héhere Expression auf. In Tabelle 5.27 sind alle Gremlin-Ergebnisse
aus den Verifikationen der Expressionsanalysen, sowohl die der Zellkultur- als auch die der
Knock-down Experimente, prozentual zusammengefasst. Die Berechnung ist im Methodenteil
4.4.5 beschrieben.

Gen Zellkultur Cr Mittelwert ACT AACt il %
(+/-SDTF) (CT Gen-CT1 GAPDH) (ACT - ACTK) EXpI'ESSiOI"I
WT21 Knock-down in N13T (Clontech)
GAPDH K 48h 14,76(+/-0,04)
Lamin A/C 48h  14,87(+/-0,05)
WT1 48h 14,85(+/-0,06)
Gremlin K 48h 22,20(+/-0,07) -7,43 0,00 1,00 100
Lamin A/C 48h  22,16(+/-0,01) -7,30 0,13 0,91 91
WT1 48h 18,97(+/-0,15) -4,12 3,31 0,10 10
\WT1 Knock-down in N13T (Affymetrix)
GAPDH NegK 48h 17,55(+/-0,04)
WT1 48h 17,51(+/-0,12)
WT1 72h 17,94(+/-0,10)
Gremlin NegK 48h 20,39(+/-0,12) 2,84 0,00 1,00 100
WT1 48h 18,11(+/-0,04) 0,61 -2,24 4,72 472
WT1 72h 17,29(+/-0,02) -0,65 -3,94 11,24 1124
WT1 Knock-down in HEK293 (Affymetrix)
GAPDH NegK 24h 15,23(+/-0,05)
WT1 24h 15,24(+/-0,03)
WT1 48h 15,47(+/-0,07)
Gremlin NegK 24h 28,96(+/-0,16) 13,73 0,00 1,00 100
WT1 24h 28,84(+/-0,13) 13,60 -0,13 1,09 109
WT1 48h 28,13(+/-0,25) 12,66 -1,07 2,10 210
Gremlin-Expression in primaren Podozyten-Kulturen (Affymetrix)
GAPDH N13 (NN) 18,73(+/-0,01)
MD283 (NN) 18,83(+/-0,20)
N90 (DDS) 18,66(+/-0,08)
N100 (DDS) 18,73(+/-0,11)
97-1 (CNF) 18,76(+/-0,15)
Gremlin N13 (NN) 25,10(+/-0,66) 6,37 0,00 1,00 100
MD283 (NN) 25,52(+/-0,23) 6,69 0,33 0,80 80
N90 (DDS) 24,37(+/-0,28) 5,72 -0,65 1,57 157
N100 (DDS) 24,39(+/-0,03) 5,66 -0,71 1,64 164
97-1 (CNF) 23,92(+/-0,23) 5,16 -1,20 2,30 230

Tabelle 5.27: Berechnung der prozentualen Gremlin-Expression in primaren Podozyten-Kulturen und
nach WT1 Knock-down. SDTF = Standardfehler. C; = ,threshold cycle“. Bei den Clontech-Filtern war
Gremlin in DDS-Podozyten erhoht, wurde aber hier nicht verifiziert. NegK = Negativkontrolle mit Lamin
A/C siRNA. K = Kontrolle ohne siRNA. DDS = Podozyten von Denys-Drash Patienten. NN = Podozyten
von Nieren nicht erkrankter Personen. CNF = Podozyten von Patienten mit nephrotischem Syndrom vom
finnischen Typ.
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5 Ergebnisse

Die graphische Darstellung der Ergebnisse in Abbildung 5.33 (nur WT1 Knock-down)
zeigt auf den Clontech-Filtern eine abnehmende Expression von Gremlin in den N13-Podozyten
nach WT1 Knock-down, wahrend auf den Affymetrix-Arrays sowohl fur die N13T-Podozyten als
auch HEK293-Zellen die Expression ansteigt. Vergleicht man dieses kontrére Ergebnis mit den
Arrays der primaren Podozytenzellkulturen, stellt man folgendes fest:

a) Die erhdhte Gremlin-Expression in den DDS-Podozyten auf den Clontech-Arrays (wurde
hier nicht verifiziert) sowie die Verifikation der Affymetrix-Arrays mit Real-time RT-PCR
bestatigt die erhéhte Expression auf den Affymetrix-Arrays nach WT1 Knock-down.

b) Die niedrigere Gremlin-Expression in den DDS-Podozyten auf den Affymetrix-Arrays

bestatigt die niedrigere Expression auf den Clontech-Filtern nach WT1 Knock-down.
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Abbildung 5.33: Darstellung der prozentualen Gremlin-Expression in den verschiedenen Knock-down
Experimenten. K = Kontrolle ohne siRNA. NegK = Negativkontrolle mit Lamin A/C siRNA.

Einfluss von TNFA und IGFBP3 auf primére Podozyten- und Mesangium-Zellkulturen
Aufgrund der erhohten Expression von TNFA und IGFBP3 in den DDS- bzw. NS-Podozyten

(siehe Arrayergebnisse) wurde untersucht, wie sich die Expression von Matrixgenen unter
TNFA- und IGFBP3-Gabe in Podozyten- und Mesangiumkulturen nicht erkrankter Personen
andert.

Dazu wurden Mesangiumzellen und die mit Telomerase transfizierten N13T-Podozyten in
normalem Wachstumsmedium mit 10 % FCS geziichtet, 24 h danach die Zellen mit HBSS
gewaschen und in ein Medium mit 0,5 % FCS aufgenommen. Nach 72 h wurde wieder mit
HBSS gewaschen und die Zellen entweder mit 10 ng/ml TNFA oder mit 100 ng/ml IGFBP3 in
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5 Ergebnisse

Gen Cr Mittelwerte ACt AACt 28ACT %
(+/- STDF) (CT(Gen)'CT(GAPDH)) (ACTK-ACT) Expression
Mesangium
Kontrolle GAPDH 15,18 (+/-0,04)
FN1 14,61 (+/-0,03) -0,57 0,00 1,00 100
COL1A1 15,55 (+/-0,07) 0,38 0,00 1,00 100
Laminin beta 1 18,28 (+/-0,02) 3,12 0,00 1,00 100
TNFA 48h GAPDH 15,29 (+/-0,05)
FN1 14,68 (+/-0,06) -0,61 0,04 0,97 97
COL1A1 15,46 (+/-0,06) 0,17 0,21 0,86 86
Laminin beta 1 18,38 (+/-0,14) 3,09 0,03 1,02 102
TNFA 72h GAPDH 15,25 (+/-0,06)
FN1 14,51 (+/-0,05) -0,74 0,17 0,89 89
COL1A1 15,27 (+/-0,06) 0,02 0,35 0,78 78
Laminin beta 1 18,23 (+/-0,11) 2,99 0,13 1,09 109
IGFBP3 48h GAPDH 15,34 (+/-0,03)
FN1 14,73 (+/-0,18) -0,62 0,04 0,97 97
COL1A1 16,12 (+/-0,25) 0,77 -0,40 1,32 132
Laminin beta 1 18,60 (+/-0,19) 3,26 -0,15 0,90 90
IGFBP3 72h GAPDH 15,47 (+/-0,15)
FN1 14,67 (+/-0,01) -0,80 0,23 0,85 85
COL1A1 15,55 (+/-0,03) 0,08 0,30 0,81 81
Laminin beta 1 18,73 (+/-0,04) 3,26 -0,15 0,90 90
Podozyten
Kontrolle GAPDH 15,37 (+/-0,14)
FN1 14,33 (+/-0,01) -1,04 0,00 1,00 100
COL1A1 24,85 (+/-0,16) 9,48 0,00 1,00 100
COL6A1 29,45 (+/-0,05) 14,08 0,00 1,00 100
COL4A4 34,25 (+/-0,06) 18,88 0,00 1,00 100
LAMB1 18,94 (+/-0,10) 3,57 0,00 1,00 100
TNFA 48h GAPDH 15,29 (+/-0,02)
FN1 14,36 (+/-0,03) -0,93 -0,11 1,08 108
COL1A1 24,84 (+/-0,31) 9,56 -0,08 0,93 93
COL6A1 31,28 (+/-0,11) 15,99 -1,91 3,76 376
COL4A4 34,32 (+/-0,13) 19,04 -0,16 0,90 90
LAMB1 19,02 (+/-0,04) 3,74 -0,17 0,89 89
TNFA 72h GAPDH 15,68 (+/-0,02)
FN1 14,26 (+/-0,06) -1,42 0,38 0,77 77
COL1A1 24,66 (+/-0,05) 8,98 0,49 0,81 81
COL6A1 31,91 (+/-0,37) 16,24 -2,16 4,47 447
COL4A4 34,78 (+/-0,14) 19,10 -0,22 0,86 86
LAMB1 19,06 (+/-0,14) 3,38 0,19 1,14 114
IGFBP3 48h GAPDH 15,25 (+/-0,05)
FN1 14,49 (+/-0,02) -0,76 -0,28 1,21 121
COL1A1 25,71 (+/-0,04) 10,46 -0,98 1,97 197
COL6A1 29,99 (+/-0,03) 14,74 -0,66 1,58 158
COL4A4 34,74 (+/-0,29) 19,50 -0,62 0,65 65
LAMB1 19,16 (+/-0,02) 3,91 -0,34 0,79 79
IGFBP3 72h GAPDH 15,51 (+/-0,12)
FN1 14,38 (+/-0,04) -1,13 0,09 0,94 94
COL1A1 24,95 (+/-0,07) 9,44 0,04 0,97 97
COL6A1 31,22 (+/-0,07) 15,71 -1,63 3,10 310
COL4A4 35,03 (+/-0,03) 19,52 -0,64 0,64 64
LAMB1 19,07 (+/-0,02) 3,56 0,01 1,01 101

Tabelle 5.28: Berechnung der prozentualen Expression von FN1, COL1A1, COL6A1, COL4A4 und
LAMB1 in den mit TNFA und IGFBP3 behandelten N13T-Podozyten und Mesangiumzellen nach 48 und
72 Stunden. SDTF = Standardfehler. Kontrolle = unbehandelte Zellen. C; = ,threshold cycle“.
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5 Ergebnisse

Medium mit 0,5 % FCS gezuchtet. Als Kontrolle dienten die Zellen ohne Zugabe der beiden
Wachstumsfaktoren. 48 bzw. 72 h danach wurde RNA mit dem Micro-Prep Kit (Qiagen) isoliert.

In die cDNA-Synthese wurde 1 pg RNA eingesetzt. Zusatzlich wurden auch —RT-
Kontrollen mitgefuhrt, um auf Kontaminationen mit genomischer DNA zu testen. Eine
Quantifizierung erfolgte fir Gene, die fur Matrix-Proteine kodieren: FN1, COL1Al, COL6AL,
COL4A4, LAMB1 und GAPDH als Housekeeper mit Hilfe der SYBRgreen Real-time RT-PCR
(siehe Methoden 4.4.5). Dazu wurden 40 ng cDNA in die PCR-Reaktion eingesetzt. In Tabelle
5.28 sind die Ergebnisse zusammengestellt.
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Abbildung 5.34: Prozentuale Expression von FN1, COL1Al, COL6A1, COL4A4 und LAMBL1 in den mit
TNFA und IGFBP3 behandelten N13T-Podozyten und Mesangiumzellen nach 48 und 72 Stunden. K =
unbehandelte Zellen, deren Expression gleich 100% gesetzt wurde.
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5 Ergebnisse

Bei den Mesangiumzellen konnten nur FN1, COL1A1 und LAMB1 untersucht werden, da
eine Expression von COL6A1 und COL4A4 nicht nachgewiesen wurde. Wie in Abbildung 5.34
zu erkennen ist, konnten weder TNFA noch IGFBP3 bei den Mesangiumzellen die Expression
der Gene Fibronektin 1, COL1Al1 und Laminin beta 1 steigern. Lediglich 48 h nach Gabe von
IGFBP3 findet man eine leicht erhéhte Expression von COL1Al (132 %) gegenlber der
Kontrolle (100 %), die nach 72 h schon wieder verschwunden ist. Bei den Podozyten hingegen
findet man eine starke Steigerung der Expression von COL6A1 durch TNFA (376 bzw. 447 %)
und IGFBP3 (158 bzw. 310 %) und auch eine Steigerung von COL1A1 (197 %) durch die Gabe
von IGFBP3. IGFBP3 konnte jedoch keine Steigerung der Expression von FN1, COL4A4 und
LAMB1 bewirken.

Expression der beiden TNFA-Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 auf Mesangiumzellen und

Podozyten
Aufgrund der stark erhdhten Expression von TNFA in den DDS-Podozyten (siehe Clontech-

Arrays) und der unterschiedlichen Signaltransduktionskaskaden, die TNFA durch die beiden

Rezeptoren TNFR1 und TNFR2 auslésen kann, wurde untersucht, ob es bei DDS-Podozyten
eine veranderte Verteilung dieser Rezeptoren gegeniuber Podozyten nicht erkrankter Personen
gibt (Chen und Goeddel, 2002; Al-Lamki et al., 2005). Als Kontrolle dienten Mesangiumzellen,
die beide Rezeptoren exprimieren.

In die cDNA-Synthese wurde 1 pg RNA von Mesangiumzellen, Podozyten einer nicht
erkrankten Person (N13) sowie von DDS (N90, N100)- und CNF-Podozyten (97-1) eingesetzt.
Fir die PCR-Reaktionen wurden 40 ng cDNA verwendet, fir GAPDH nur 1/20 (siehe Methoden
4.4.5).

In Abbildung 5.35 ist zu sehen, dass TNFR2 nur auf Mesangiumzellen zu finden ist,

wahrend TNFR1 von Mesangiumzellen und Podozyten exprimiert wird.
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Abbildung 5.35: Ergebnisse der RT-
PCR fur TNFR1 und TNFR2 von
Mesangiumzellen und Podozyten-
Zellkulturen. GroBenmarker fur TNFR1
3= 255/272p  ng TNFR2: 100 Bp-Leiter (Biolabs).
GrolRenmarker fiur GAPDH: Low DNA
Mass Ladder (Invitrogen). O-Wert:
Negativkontrolle der PCR mit H,O. NN
TNFR1 TNFR2 = Podozyten einer nicht erkrankten

Person. DDS = Podozyten von Denys-
~— 269bp Drash Patienten. CNF = Podozyten
eines Patienten mit nephrotischem

GAPDH Syndrom vom finnischen Typ.
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Expression verschiedener VEGF-Rezeptoren auf Mesangiumzellen und Podozyten

Aufgrund der stark erhéhten Expression von VEGFA in den Podozyten von Patienten mit
nephrotischem Syndrom (DDS und CNF) (siehe Clontech- und Affymetrix-Arrays) wurde
untersucht, ob sich die Verteilung der Rezeptoren VEGFR1, VEGFR2 und Neuropilin-1 fir
VEGFA auf erkrankten Podozyten von den Kontrollen unterscheidet.

Fur die semiquantitative RT-PCR wurde 1 ug RNA von Mesangiumzellen, Podozyten nicht
erkrankter Personen (N13, MD283) sowie von DDS (N90, N100)- und CNF-Podozyten (97-1) in
die cDNA-Synthese eingesetzt. In die PCR-Reaktionen wurden 40 ng cDNA eingesetzt, fir
GAPDH nur 1/20 (siehe Methoden 4.4.5).

Abbildung 5.36 zeigt das Ergebnis der RT-PCRs auf einem 2 %igen TAE-Agarosegel.
Auffallig ist, dass VEGFR1 und Neuropilin-1 von allen Podozyten und Mesangiumzellen

exprimiert wird, wahrend die

E g 2 g n VEGFR2-Expression  auf  die
(o)) R
g % § = § 8 = % Mesangiumzellen und Podozyten
8 = 8 3 o § S
= 3 = 2 5 2 2§ von Patienten mit nephrotischem
- — S s === <4—316bp Syndrom beschrankt ist.
VEGFR1
- —
VEGFR2 Abbildung 5.36: Ergebnisse der RT-
— —— <4—106bp pPCR fir VEGFR1, VEGFR2 und
Neuropilin-1 von Mesangiumzellen und
Podozyten-Zellkulturen.  GréRBenmar-
— ker: Low DNA Mass Ladder
” (Invitrogen). O-Wert: Negativkontrolle
Neuropilin-1 - - e wm q—126bp der PCR mit H,O. Bilder invertiert. NN
= Podozyten nicht  erkrankter
Personen. DDS = Podozyten von
— Denys-Drash  Patienten. CNF =
GAPDH W ——— ——4—260Dp Podozyten eines Patienten  mit

nephrotischem Syndrom vom
finnischen Typ.

5.5.3 Verifikation auf Protein-Ebene

Immunhistochemische Analysen an Kryo- und Paraffinschnitten und Immunfluoreszenz an

Podozyten-Zellkulturen

Die immunhistochemischen Analysen konnten mit Antikérpern gegen MMP7, SOX9, ICAM1 und
VCAM1 an DDS- und adulten Nieren-Paraffinschnitten (Kontrolle) durchgeftihrt werden (siehe
Methoden 4.6.5). Ziel dieser IHC-Analysen war, festzustellen, ob sich die

Expressionsunterschiede auf mRNA-Ebene auch auf Protein-Ebene nachweisen lassen. Es ist
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bekannt, dass Expressionsunterschiede auf mRNA-Ebene nicht immer mit der auf Protein-
Ebene korrelieren (Spirin et al., 1999).

Abbildung 5.37: Immunhistochemische Untersuchungen von ICAM1, VCAM1, MMP7 und SOX9 am
Beispiel einer nicht erkrankten (NN)- und einer DDS-Niere (DDS).
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5 Ergebnisse

Abbildung 5.37 zeigt die Ergebnisse der Immunhistochemie, exemplarisch an jeweils
einer nicht erkrankten- und einer DDS-Niere.

Die Expression fur VCAM1 und ICAM1 ist in den adulten Glomeruli auf das Cytoplasma
und vor allem die Membran der Parietalzellen beschrankt, wéahrend bei den DDS-Glomeruli eine
deutliche Anfarbung auch in den Podozyten zu erkennen ist (laut Aussage von Dr. J. Becker,
Pathologie Essen). Die Untersuchung fir das MMP7-Protein bei den adulten- und DDS-
Glomeruli zeigt eine intensivere cytoplasmatische Braunfarbung in den Podozyten der DDS-
Gewebe. Auch bei der SOX9-Immunhistochemie kann man eine starkere Kernfarbung der
DDS-Podozyten gegeniber den Podozyten der adulten Niere erkennen.

Die Ergebnisse der Array-Analysen von VCAM1, ICAM1, MMP7 und SOX9 konnten hier

somit auch auf Proteinebene bestétigt werden (vergleiche Tabelle 5.26, Seite 117).

Zusatzlich wurde die Expression von IGFBP3 an nicht erkrankten (= Kontrolle)-, CNF- und
DDS-Podozyten in Kultur immunfluorimetrisch untersucht (siehe Methoden 4.6.5), da eine
Farbung an Gewebe nicht erzielt werden konnte. Als Sekundarantikorper wurden FITC-
konjugierte (Fluorescein Isothiocynanat) Antikrper benutzt. Eine Gegenfarbung der Zellkerne
erfolgte mit DAPI.

Abbildung 5.38 zeigt die Ergebnisse der Untersuchung. Aufféllig ist eine starke
cytoplasmatische Reaktivitdt in den CNF- und DDS-Podozyten gegeniber den Kontroll-

Podozyten.

N13T (NN) N9O (DDS) 97-1 (CNF)

Abbildung 5.38: Immunfluoreszenz von IGFBP3 an Zellkultur-Podozyten. NN = Podozyten einer nicht
erkrankten Person. DDS = Podozyten eines Denys-Drash Patienten. CNF = Podozyten eines Patienten
mit nephrotischem Syndrom vom finnischen Typ.

Die Array-Ergebnisse fir IGFBP3 konnten hier also auch auf Proteinebene bestatigt
werden (vergleiche Tabelle 5.26, Seite 117).

Western-Blot-Analysen

Zusatzlich zu den immunfluorimetrischen Daten wurde mit einem Antikérper gegen IGFBP3 die
Menge an sekretiertem IGFBP3 in den Zellkulturiberstanden von DDS-, CNF- und nicht

erkrankten Podozyten (= Kontrolle) bestimmit.
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Da es sich um Zellkulturiberstande handelte, war a-Tubulin als cytoplasmatisches Protein
als Standard ungeeignet. Fur die Western-Blot-Analyse wurde deshalb ein Protein-Extrakt von
zwei Kontroll-, zwei DDS- und einer CNF-Zellkultur hergestellt, indem der Zellkulturiiberstand
bezogen auf 0,5 x 10* Zellen mit TCA gefallt, in 3 x Ladepuffer aufgenommen und auf ein
Proteingel geladen wurde (siehe Methoden 4.6.2). Als Positivkontrolle diente ein Proteinextrakt
von Blutplasma (Herstellung siehe Methoden 4.6.1).

In Abbildung 5.39 ist das Ergebnis des IGFBP3-Nachweises dargestellt. Unter
Einbeziehung des mitgefihrten GréRenmarkers, konnten die Signale IGFBP3 (40 und 44 kDa)
zugewiesen werden, wobei die 44 kDa-Form dem glykosylierten Protein entspricht. In den zwei
Kontroll-Podozyten-Zellkulturen N13T und MD283 liegt die Proteinmenge unter der
Nachweisgrenze. Demgegenuber zeigen die beiden DDS- und die CNF-Zellkulturen deutliche
Signale, wenn auch recht unterschiedlich starke. Dabei zeigt die 40 kDa-Form immer eine sehr
viel stérkere Expression als die 44 kDa-Form, wahrend in der Plasmakontrolle beide Formen

gleich stark exprimiert werden.

Abbildung 5.39: Ergebnisse der
Western-Blot Analyse von Podozyten-
Zellkulturen mit anti-IGFBP3. Plasma =
Positivkontrolle. NN = Podozyten von
nicht erkrankten Personen. DDS =
Podozyten von Denys-Drash
Patienten. CNF = Podozyten eines
Patienten mit nephrotischem Syndrom
vom finnischen Typ.
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Auch diese Ergebnisse bestatigen die Array-Untersuchungen und die oben beschriebene

Verifikation mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Methode (vergleiche Tabelle 5.26, Seite 117)

Zusammenfassung der Array-Verifikationen

Die mittels funf unterschiedlicher Untersuchungsmethoden gemessenen Expressionslevel sind
in Tabelle 5.26 zusammengefasst (siehe Seite 117). Im Vergleich dazu sind auch die Daten der
Array-Untersuchungen mit aufgefthrt.

Die Arraydaten (Clontech und Affymetrix) konnten auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR fir
die Gene COL4A2, EMX2, ENDT2, HIF1A, ICAM1, INBA, PAX2, VCAM1, VEGFA, COL4A5,
EGR1, IGFBP2, MMP2 und p21 tendenziell bestéatigt werden. Dagegen zeigten sich OPG,
SOX9 und TNFA, die in den Affymetrix-Arrays als NS-spezifische Gene (= DDS und CNF)
detektiert wurden, in den Verifikationen als DDS-spezifisch.

Bei Gremlin zeigte sich als einziges Gen ein Unterschied zwischen dem Ergebnis der
Affymetrix-Analysen, bei denen es in den DDS-Podozyten um den Faktor 4,1 herunterreguliert
war und der RT-PCR, bei der es in den NS-Podozyten (= DDS und CNF) um den Faktor zwei
hochreguliert war.
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Auf Protein-Ebene konnten die Array-Daten fur IGFBP3, ICAM1 und SOX9 bestatigt
werden. Auch die Daten fir MMP7 und VCAM1 konnten zumindest fur DDS bestétigt werden.

CNF-Patienten wurden hier nicht untersucht.

5.5.4 Verifikation podozytarer und mesangialer Marker

Zusatzlich zu den zu Beginn der Arbeit schon feststehenden Podozytenmarkern sollten durch
den Vergleich der Genexpression in Podozyten- und Mesangiumzellen mit Hilfe der Clontech-
Arrays weitere Marker zur Charakterisierung der beiden Zelltypen gefunden werden, um in
Zukunft noch besser zwischen den beiden Zelltypen unterscheiden zu kénnen und um weitere
Proteine zu finden, die in der Biologie der Podozyten- bzw Mesangiumzellen eine wichtige Rolle
spielen. Die Auswahl der zu verifizierenden Gene mittels semiquantitativer RT-PCR wurde
aufgrund des hohen Expressionsunterschieds und deren schon bekannter Funktion oder
Lokalisation getroffen (siehe Beschreibung der Gene unten).

Untersucht wurde die Expression der Gene Osteopontin, NK4, ITGB3 als potentielle
Podozytenmarker und Decorin, IGF2, MMP2, Lumican, ITGA5 und Endoglin als eventuelle
Mesangiummarker:

Osteopontin wird im Glomerulus von Podozyten und Parietalzellen exprimiert (Endlich et al.,
2002).
NK4 und ITGB3 wurden aufgrund der hohen Expression in Podozyten (6,2-fach und 6,4-fach

héher) ausgewahilt.

Decorin gehort zur Gruppe der Proteoglycane und wird in Kultur von humanen glomerularen
Mesangiumzellen exprimiert (Davies et al., 1992).

IGF2 wurde aufgrund der hohen Expression in den Mesangiumzellen (16-fach) ausgewahlt.
MMP2 (eine Matrixmetalloproteinase) wird von Mesangiumzellen sekretiert (Martin et al., 1994).
Lumican gehort auch zu den Proteoglycanen und wird auch von Mesangiumzellen exprimiert
(Schaefer et al., 2001).

ITGA5 wurde in Kolokalisation mit Tensin gefunden, das von humanen Mesangiumzellen
exprimiert wird (Yamashita et al., 2004).

Endoglin wird in kultivierten humanen Mesangiumzellen exprimiert und spielt bei der Regulation

der ECM-Level von Collagenen eine Rolle (Diez-Marques et al., 2002).

In die PCR wurden ca. 50 ng cDNA eingesetzt, fir GAPDH als Housekeeping-Gen nur
1/20. Nach unterschiedlichen Zyklen wurden 5-15 pl PCR-Produkt entnommen und auf ein 2-
oder 3 %iges TAE-Agarosegel, je nach Produktgrof3e, aufgetragen. Die semiquantitative

Auswertung der PCR-Produkte erfolgte mittels der AIDA 2.11-Software der Firma Raytest nach
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Angaben des Herstellers. Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR sind in Tabelle 5.29

dargestellt.
Kontroll-Podozyten DDS-Podozyten CNF-
Podozyten
MD283r  N13Tel N13 N90 N100 97/1 HEK293 Mesangium
Podozyten- Osteopontin + + + + + + - _*
Marker NK4 + + + + + * *
ITGB3 + + + + + + *
Mesangium-  Decorin -* +
Marker IGF2 - +
MMP2 * +
Lumican +
ITGAS n.a. n.a. -* - - + +
Endoglin n.a. n.a. -* + + * +

Tabelle 5.29: Charakterisierung von Podozyten- und Mesangiumzellmarkern mittels semiquantitativer RT-
PCR. + = RNA wird exprimiert. - = RNA wird nicht exprimiert. n.a. = nicht analysiert. * = PCR-Produkt erst
bei Zyklus 40. Kontrollen = Podozyten von nicht erkrankten Personen. DDS = Podozyten von Denys-
Drash Patienten. CNF = Podozyten eines Patienten mit nephrotischem Syndrom vom finnischen Typ.

Abbildung 5.40 zeigt exemplarisch die Gelbilder der semiquantitativen RT-PCR am

Beispiel von GAPDH (als Housekeeper), Osteopontin (als Podozytenmarker) und Decorin (als

Mesangiummarker).
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Abbildung 5.40: Gelbilder der semiquantitativen RT-PCR zur Charakterisierung von Podozyten- und
Mesangiumzellmarkern am Beispiel von GAPDH, Osteopontin und Decorin. GrolRenmarker (GAPDH):
1 kB-Leiter von Invitrogen. GréRenmarker (Osteopontin, Decorin): 100bp DNA Ladder von New England
Biolabs. —RT = Ansatz ohne Reverse Transkriptase. 0-Wert = Negativkontrolle der PCR-Reaktion mit H,O.
NN = Podozyten einer nicht erkrankten Person. DDS = Podozyten von Denys-Drash Patienten. CNF =
Podozyten eines Patienten mit nephrotischem Syndrom vom finnischen Typ.
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Alle untersuchten Podozyten-Zellkulturen zeigten eine spezifische Expression der Marker
Osteopontin und NK4, die in den Mesangium- bzw. HEK293-Zellen nicht oder erst bei Zyklus 40
der PCR-Reaktion detektiert wurden und deshalb als typische podozytdre Marker angesehen
werden kénnen. Der untersuchte Marker ITGB3 hingegen wurde sowohl bei Podozyten als auch
bei den HEK293-Zellen nachgewiesen. Deshalb ist dieser nicht zur eindeutigen
Charakterisierung von Podozyten geeignet.

Die untersuchten Marker Decorin, IGF2, MMP2 und Lumican wurden nur bei den
Mesangiumzellen nachgewiesen, wahrend ITGA5 und Endoglin auch in einem Teil der
Podozyten nachgewiesen werden konnte. Sie sind deshalb nicht zur eindeutigen

Charakterisierung von Mesangiumzellen geeignet.
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6 Diskussion

Zu Beginn der Arbeit war bekannt, dass eine heterozygote Missense-Mutation im WT1-Gen

eine diffuse mesangiale Sklerose (DMS) bei Denys-Drash Patienten (DDS) verursacht (Pelletier

et al.; 1991, Smeets et al., 1996; Schumacher et al.; 1998, Yang et al.,, 1999). Die

Mechanismen, die schlief3lich zu dem beobachteten dramatischen Phénotyp flhren, sind jedoch

weitgehend unbekannt.

Mittlerweile sind verschiedene Zielgene von WTL1 in vitro beschrieben worden: IGFBP5
(Baudry et al., 2002), TGFB1, PDGFA, IGF2 (Miyoshi et al., 2002), Pax2, EGR1, WT1, CTGF,
INHA, EGFR (Sim et al., 2002), GLEPP1, Vimentin, Synaptopodin (Yang et al., 2002), BCL2,
Amphiregulin, p21 (Hastie, 2001) und viele mehr. Ob es sich dabei auch um physiologische
Zielgene handelt, ist oft nicht bekannt. Die oben genannten Gene sind an Proliferation,
Differenzierung und Zelluberleben beteiligt. Die Fehlregulation dieser Gene koénnte fur die
Wilms’-Tumor Entstehung und die Entstehung der diffusen mesangialen Sklerose verantwortlich
sein. Bei einem anderen Teil der Zielgene handelt es sich um Proteine der extrazellularen
Matrix und der PodozytenfuRRfortsatze, deren fehlgesteuerte Transkription direkt zu einer
fehlerhaften glomerularen Filtrationsbarriere flihren kann.

Es wird davon ausgegangen, dass es beim Denys-Drash Syndrom nicht nur zu einem
Gen-Dosis-Effekt durch den Ausfall eines der beiden WT1-Allele kommt - dies ist beim WAGR-
Syndrom mit der Deletion eines Allels der Fall - sondern es wird angenommen, dass das
Produkt des mutierten WT1-Gens in noch unbekannter Art und Weise Einfluss auf die
Transkriptionskontrolle anderer Gene nimmt. Es gibt zwei verschiedene Annahmen, wie das
mutierte WT1-Protein die Vorgénge in der Zelle beeinflusst:

a) Das mutierte WT1-Protein hemmt bei der Dimerisierung mit einem Wildtyp WT1-Protein
dessen Funktion (dominant-negativ). Dies fuhrt dazu, dass nahezu tberhaupt kein Wildtyp
WT1-Protein zur Verfigung steht. Wie in einigen Vertffentlichungen postuliert wurde
(Moffett et al, 1995; Holmes et al., 1997; Patek et al., 1999), kann mutiertes WT1 mit
wildtypischem WT1 Heterodimere bilden und somit zu einer Reduktion an funktionellem
Protein flhren.

b)  Die zweite Mdglichkeit ist die Annahme eines gain of function. Dies wirde bedeuten, dass
das mutierte WT1-Gen ein Produkt bildet, das aufgrund einer Missensmutation im
Zinkfinger-Bereich nicht mehr die Gblichen WT1-Bindestellen erkennt, sondern an andere
oder zusatzliche DNA-Sequenzen sowie auch an andere Protein-Interaktionspartner
bindet.

Beide Annahmen gehen grundsatzlich davon aus, dass ein Protein von dem mutierten WT1-

Allel gebildet wird, was jedoch noch nicht bewiesen wurde.
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In der vorliegenden Arbeit sollten Mechanismen, die bei der Pathogenese des WT1-
assoziierten Denys-Drash Syndroms eine Rolle spielen, erforscht werden.

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass WT1 Missense-Mutationen beim Menschen die
terminale glomerulare Reifung storen. Deshalb wurde zur Untersuchung der glomerularen
Entwicklung in DDS-Patienten der Differenzierungsgrad der Podozyten und die
Zusammensetzung der glomerularen Basalmembran untersucht.

Eine angenommene veranderte WT1-Funktion aufgrund einer DDS-Mutation hat
wahrscheinlich wichtige Effekte auf die Expressionslevel von WT1-Zielgenen. Ein weiteres
Hauptziel war es deshalb, Expressionsprofile von DDS-Podozyten und Kontrollen (Podozyten
von Patienten mit nephrotischem Syndrom vom finnischen Typ und Podozyten nicht erkrankter
Personen) zu erstellen, um fehlregulierte Gene aufgrund der WT1-Mutation zu identifizieren.
Erganzt wurden diese Versuche durch Expressionsprofile von immortalisierten Podozyten
(N13T) einer nicht erkrankten Person und embryonalen immortalisierten Nierenzellen (HEK293)
nach WT1 Knock-down durch RNAI. Durch dieses Experiment sollten putative WT1-Zielgene
gefunden werden, die in frihe Schritte der Erkrankung involviert sind. Ausgangspunkt war die
Uberlegung, dass die Expressionsprofile der primaren Zellkulturen einem fortgeschrittenen
Stadium der Krankheit entsprechen, da diese Zellen von Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz stammten.

Fur die Experimente mit den Zellkultur-Podozyten erfolgte dafir zuerst deren
Charakterisierung auf RNA- und Protein-Ebene zur Bestatigung ihres podozytéaren Ursprungs.

Die Verifikation der Arrayergebnisse erfolgte dann mit verschiedensten Methoden auf der

Ebene des Transkriptoms und Proteoms.

6.1 WT1l-Missensemutationen fuhren zu einer gestérten glomeruldaren Reifung beim

Denys-Drash Syndrom

Wahrend der Nephrogenese fihren reziproke Interaktionen zwischen dem metanephrischen
Mesenchym und der Ureterknospe Uber mehrere Differenzierungsschritte (,vesicles”, ,comma-
shaped bodies”, ,s-shaped bodies”) zur Bildung von Glomeruli (Saxen und Sariola, 1978). Bei
diesen Prozessen spielt WT1 als Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle (Ribes et al., 2003).
Der Glomerulus reprasentiert die Filtrationseinheit der Niere und beinhaltet eine selektive
Ultrafiltrationsbarriere aus gefensterten Endothelzellen, der glomeruldren Basalmembran (GBM)
und den Ful3fortsatzen der Podozyten mit ihrer Schlitzmembran. Einige Hauptkomponenten der
GBM sind Collagen IV und Laminin, die wahrend der Reifung der Glomeruli einen Wechsel in
ihren Isoform-Ketten zeigen (Miner, 1998).
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Waéhrend der Nierenentwicklung wird WT1 zellspezifisch und auch zeitlich spezifisch
exprimiert, wobei die beginnende Differenzierung des metanephrischen Mesenchyms
unabhangig von WT1 ist (Donovan et al., 1999). Zum Zeitpunkt des Ubergangs von
Mesenchym zu Epithel steigt die WT1-Expression sehr stark im proximalen Teil der ,s-shaped
bodies" an. Diese werden als Podozyten-Vorlauferzellen angesehen. Die Expression ist in der
adulten Niere dann nur noch auf die Podozyten beschréankt (Armstrong et al., 1993; Mundlos et
al., 1993).

Es gibt verschiedene Maus-Modelle, die vom kompletten Verlust von WT1 (Kreidberg et
al., 1993), reduzierten Mengen von WT1 (Moore et al., 1999; Guo et al., 2002; Menke et al.,
2003), Mausen, die nur spezifische WT1-Isoformen exprimieren (Hammes et al., 2001; Natoli et
al., 2002a; Natoli et al., 2002b), einer Maus mit einer heterozygoten Trunkierung (Natoli et al.,
2002a; Patek et al., 1999; Patek et al., 2003) bis hin zum mutierten Protein reichen (Gao et al.,
2004). All diese Mause zeigen eine beeintrachtigte Nierenentwicklung und/oder
Glomerulosklerose. Die verschiedenen Maus- sowie auch Organkultur-Modelle haben eine
Kopplung der Nephrogenese und Glomerulogenese an bestimmte WT1-Level gezeigt
(Kreidberg et al., 1993; Moore et al., 1999; Natoli et al., 2002a; Guo et al., 2002; Menke et al.,
2003; Davies et al., 2004). Erstaunlicherweise zeigen Mause, die fiir die DDS Hotspot-Mutation
R394W heterozygot sind (Little et al., 1993), keine Beeintrachtigung in der Nierenentwicklung
und auch keine Gonadendefekte (Gao et al.,, 2004). Dagegen entwickeln Maus-Modelle mit
reduzierten WT1-Mengen héufig eine Glomerulosklerose (Guo et al., 2002; Menke et al., 2003;
Natoli et al.,, 2002a; Patek et al., 1999; Patek et al., 2003; Gao et al., 2004) und kdnnen
interessante Einblicke in die Pathogenese der Erkrankung zeigen. Die Mechanismen, wie eine
WT1-Missense-Mutation zur Glomerulosklerose fuhrt, sind noch nicht richtig verstanden. Yang
und Mitarbeiter demonstrierten eine anhaltende Expression von PAX2 in den DDS-Podozyten
und diskutierten Ahnlichkeiten zu Pax2 transgenen Mausen, die ein nephrotisches Syndrom
entwickeln (Yang et al., 1999). Auch fanden sie einen Anstieg von TGFbetal und PDGFA und
eine abnehmende GBM-Expression der Heparansulfat-Ketten des Heparansulfat-
Proteoglykans, was eine Verbindung mit der Proteinurie vermuten lasst (Yang et al., 2001).
Patek und Mitarbeiter konnten einen Anstieg von TGFbetal in einem ,DDS"-Mausmodell zeigen
(Patek et al., 2003). Hier handelte es sich aber um eine trunkierende Mutation im Bereich des
dritten Zinkfingers und nicht um eine Missense-Mutation. In einem neuen Konzept der DDS-
Glomerulopathie implizieren sie einen komplexen Mechanismus, der zur Eliminierung von
Podozyten durch Apoptose und deren Ersetzung durch tubulére und / oder parietale Zellen fiihrt
(Yang et al., 2004).
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6.1.1 Bestimmung der Podozytenreifung bei Denys-Drash Patienten

A) WT1 als Marker fiir die Podozytendifferenzierung

Um herauszufinden, ob es einen Zusammenhang zwischen WT1-Missense-Mutationen in Exon
8 oder 9 und einer fehlerhaften terminalen glomerularen Reifung gibt, wurde das
Reifungsstadium von Podozyten und der GBM in fétalen, kindlichen, adulten und DDS-
Glomeruli untersucht. In den Podozyten wurden die relativen Mengen und die Verhaltnisse der
vier WT1 mRNA-Isoformen quantifiziert. Frihere Arbeiten haben sich schon mit der
Quantifizierung des Verhaltnisses der vier WT1-Isoformen beschéftigt, die allerdings zu
unterschiedlichen Ergebnissen aufgrund unterschiedlicher Methoden kamen (Haber et al.,
1991; Brenner et al.,, 1992; Renshaw et al., 1997; Baudry et al., 2000). Auch sind die
Verhaltnisse der Isoformen der fotalen Nieren dort auf die globale Expression und nicht auf ein
spezifisches Entwicklungsstadium, wie z.B. ,s-shaped bodies* oder ,capillary-loop" Stadien,
bezogen. Deshalb wurden in dieser Arbeit spezifisch nur die ,capillary-loop* Stadien von zwei
verschiedenen fotalen Nieren mikrodissektiert (16. und 24. SSW) und die WT1-Expression
dieses Stadiums mit mikrodissektierten Glomeruli kindlicher, adulter und DDS-Nieren tiber Real-
time RT-PCR verglichen. Zudem wurde auch die WT1-Expression in zwei Podozyten-

Zellkulturen (nicht erkrankt und DDS) angesehen.

Verglichen mit den kindlichen und erwachsenen Glomeruli zeigen DDS-Glomeruli eine
verzogerte Podozytenreifung. Wahrend der normalen Glomerulireifung verandert sich die
Expression aller vier Isoformen. Die hochste Expression kann in den kindlichen (60 Monate
alten) Glomeruli festgestellt werden. Sie nimmt in den adulten Glomeruli wieder ab. Die
Isoformen A (-/-), B (+/-) und D (+/+) steigen zwischen der 16. und 24. SSW an, danach aber
nur noch sehr schwach. Dies lasst vermuten, dass diese eine wichtige Rolle in der frihen
Podozytendifferenzierung spielen. Betrachtet man das Verhaltnis, reprasentiert die +KTS-
Isoform D (+/+) die haufigste Isoform im ,capillary-loop* Stadium, was wiederum zu der
Annahme einer wichtigen Rolle in der frihen Podozytendifferenzierung fihrt. Im Gegensatz
dazu steigt die Expression der +KTS-Isoform C (-/+) stetig zwischen der fotalen und der
kindlichen Niere an und représentiert dann die starkste Isoform in den kindlichen und adulten
Glomeruli. Diese Isoform ist wahrscheinlich in der spateren Differenzierung und in der
Aufrechterhaltung der Podozytenfunktion von grof3er Bedeutung. Die Wichtigkeit der +KTS-
Isoformen fiir die Podozytenreifung und die Homdostase wird in Patienten mit Frasier-Syndrom
deutlich, die eine Reduktion der +KTS-Varianten aufgrund von intronischen WT1-Mutationen
zeigen und die zu einer Glomerulopathie im Erwachsenenalter filhren (Barbaux et al., 1997;
Klamt et al.,, 1995). AuRerdem zeigt ein Maus-Modell fur das Frasier-Syndrom schwere

Beeintrachtigungen der Podozyten-FulR3fortsatze (Hammes et al., 2001).

134



6 Diskussion

Interessant ist, dass das Verhéltnis der WT1-Isoformen C (-/+) / D (+/+) in den DDS-
Glomeruli dem der ,capillary-loop” Stadien der fotalen Nieren &hnelt. Man weil3 bis jetzt nur sehr
wenig Uber die Funktion des alternativ gespleil3ten Exon 5, welches fir 17 Aminosauren kodiert
und nur in Sdugern gefunden wird (Kent et al., 1995). Es kann hier eine kontinuierliche
Abnahme des + Exon 5/- Exon 5 Verhdltnisses wahrend der Entwicklung festgestellt werden,
weshalb die + 17 Aminoséauren-Isoformen wahrscheinlich eine wichtige Rolle in den frihen
Schritten der Glomerulogenese spielen, wahrend die — 17 Aminosauren-lsoformen fur die
terminale Reifung und die Podozyten-Homoéostase von Bedeutung sein kdnnten. Es wurde
schon friher die Anwesenheit einer unabhangigen transkriptionellen Aktivierungsdomane
innerhalb der 17 Aminosauren-Domane gezeigt, die mit pard interagiert und die Zellen vor
Apoptose schitzen kann (Richard et al., 2001). Wahrend der Nierenentwicklung ist der Schutz
vor Apoptose des metanephrischen Mesenchyms fur die Bildung des Nephrons wichtig.
Deshalb ware es interessant zu bestimmen, ob hohe Level an + Exon 5 mRNA-Isoformen in der
fotalen Niere fur den Schutz des metanephrischen Mesenchyms vor Apoptose verantwortlich
sind. In Konflikt mit dieser Hypothese stehen Daten, die von Natoli und Mitarbeitern publiziert
wurden. Sie konnten keine Defekte in bis zu 7 Monate alten Mausenieren, denen Exon 5 fehlt,
nachweisen (Natoli et al., 2002b). Diese Daten fihren zu der Vermutung, dass in Mausen die
17 Aminosauren keinen dramatischen Einfluss auf die Glomerulogenese haben, wobei
Langzeitstudien noch laufen.

In den DDS-Patienten sind die Mengen aller vier WT1 mRNA-Isoformen im Vergleich zu
der kindlichen Kontrolle reduziert. Das Verhéltnis gleicht dem des fétalen ,capillary-loop”
Stadiums und fiuhrt zu der Hypothese einer Entwicklungsverzégerung der Podozyten.
Betrachtet man die pathologischen Veranderungen der Podozyten, kénnte die dramatische
Reduktion der +KTS-Isoform C (-/+) eine Uberlappung von DDS- und Frasier-Erkrankung
bedeuten, die damit durch ahnliche molekulare Mechanismen verursacht wirden. Zuséatzlich zu
einer reduzierten Expression der WT1 mRNA, die mit Daten von Yang und Mitarbeitern
Ubereinstimmen (sie fanden eine reduzierte Expression von WT1 in der Immunhistochemie;
Yang et al., 1999), konnte auch die Anwesenheit eines mutierten Transkripts bei DDS-Patienten
nachgewiesen werden (Schumacher et al.,, 2007), das in einer dominant negativen Art auf
Protein-Ebene wirken soll (Little et al., 1993; Moffett et al., 1995). Diese zwei Beobachtungen
konnten zu einem dramatischen Verlust des funktionellen WT1-Proteins fitlhren. Deshalb ist
eine abnormale glomerulare Entwicklung bei DDS-Patienten aufgrund des Verlustes von

wildtypischem WT1 sehr wahrscheinlich.
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B) VEGF165 als Marker fur die Podozytendifferenzierung

Die Interaktion von Podozyten und Endothel ist fir die Entwicklung und Aufrechterhaltung der
glomerularen Architektur und der glomerularen Filtrationsbarriere von grof3er Bedeutung.
Eremina und Mitarbeiter konnten zeigen, dass VEGFA als Schlusselsignal die Interaktion
zwischen Podozyten und Endothel vermittelt (Eremina et al., 2003). Podozyten, die heterozygot
fur VEGFA sind, zeigen glomerulare Reifungsdefekte, Glomerulosklerose (Eremina et al., 2006;
Eremina et al., 2003) und ein ,geschwollenes” Endothel (Endotheliose), die man als Teil der
renalen Lasion bei Praeklampsie-Patienten findet (Kincaid-Smith, 1991). Die Defekte bei
Mausen fuihren zum nephrotischen Syndrom und terminaler Niereninsuffizienz. Interessant sind
die Ahnlichkeiten zwischen dem Phanotyp von VEGFA-heterozygoten Mausen und Denys-
Drash Patienten. Zusammen mit der Darstellung, dass WT1 die Expression von VEGFA
wahrend der normalen renalen Entwicklung kontrolliert (Gao et al., 2005), ist es fraglich, ob eine
loss of function-Mutation im podozytenspezifischen WT1-Gen bei Denys-Drash Patienten in
einer Deregulierung von VEGFA in den Podozyten resultiert, die dann zum DDS-Phéanotyp
fuhrt. Zur Untersuchung einer moglichen gestdrten Verstandigung zwischen Podozyten und
endothelialen Zellen habe ich die Expression von VEGF165 untersucht, die eine Hauptisoform
von VEGFA in Podozyten darstellt (Kretzler et al., 1998; Robert et al., 2000; Bates et al., 2002),

von diesen sekretiert und durch Rezeptoren auf den Endothelzellen gebunden wird.

Es konnte gezeigt werden, dass wahrend der fotalen Entwicklung die totale VEGF165-
Expression am hdchsten im ,capillary-loop* Stadium ist und danach abnimmt und dass ein
Isoformen-Wechsel zugunsten der VEGF165b-Isoform stattfindet. Diese Isoform kann erstmals
im ,capillary-loop* Stadium detektiert werden, steigt dann kontinuierlich an und zeigt die héchste
Expression in den Glomeruli der adulten Kontrolle. Weiter wurde gezeigt, dass das Verhaltnis
der angiogenetischen stimulierenden (VEGF165a) und hemmenden VEGF-Isoform
(VEGF165b) in den Glomeruli der DDS-Patienten mit denen der ,s-shaped bodies" in der
fotalen Niere vergleichbar ist. Bei beiden kann ausschliel3lich die angiogenetische Isoform
VEGF165a detektiert werden, wahrend in den adulten Podozyten ein leichter Uberschuss der
anti-angiogenetischen Isoform VEGF165b zu finden ist.

Sich entwickelnde Podozyten exprimieren VEGF als wichtigsten Initiator fur die
glomerulare Kapillarentwicklung. Die Sekretion von VEGF durch die unreifen Podozyten kann
Angioblasten uber deren VEGF-Rezeptoren anlocken, die dann die Bildung der Glomeruli
ermoglichen. Podozyten exprimieren VEGF auch im voll ausgereiften Stadium weiter.
Zusatzlich dazu findet man auch eine weitergefuhrte Expression der VEGF-Rezeptoren auf den
glomerularen Endothelzellen. Deshalb vermutet man eine weitere Aufgabe von VEGF in den
reifen Glomeruli, die Gber die Initierung der glomerularen Kapillaren hinausgeht, wie z. B. die

Aufrechterhaltung des Differenzierungsstadiums.
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In der Literatur sind viele Krankheiten mit einer Hoch- oder Herunterregulation von VEGF
beschrieben. Transgene Mause sterben einige Tage nach der Geburt mit renalen Blutungen
(Eremina et al., 2003). Eine Inhibierung von VEGF in vivo mit Antikdrpern oder l8slichen
Rezeptoren fuihrt zum nephrotischen Syndrom bei erwachsenen Mausen (Sugimoto et al.,
2003). Die Inhibierung von VEGF in einem Glomerulonephritis-Modell fiihrt zu einer
verminderten glomeruldren Reparatur (Ostendorf et al., 1999), wéahrend die Inhibierung von
VEGEF in Streptomycin-induzierten diabetischen Tieren zu einer Reduktion der Proteinurie flhrt
(De Vriese et al., 2001). All diese Daten lassen vermuten, dass eine richtige VEGF-Balance fur
die glomeruldre Reparatur und Funktion von groRRer Bedeutung ist. Ausgangspunkt dieser
Untersuchungen war aber immer die Annahme einer proangiogenetischen Wirkung von VEGF-
Isoformen.

Erst kirzlich konnten Cui und Mitarbeiter (2004) die anti-angiogenetische Isoform
VEGF165b in Podozyten nachweisen, die zur Unterstiitzung der Hypothese einer neuen
Funktion von VEGF in ausgereiften Glomeruli fihrt. Diese Isoform ist in Nierenzellkarzinomen
und Prostatakrebs herunterreguliert. Sie inhibiert die VEGF165-vermittelte Endothelproliferation,
-migration und Vasodilatation und ist in vivo nicht angiogenetisch. Aul3erdem ist sie die
dominierende Isoform in differenzierten humanen Podozyten. Die Autoren stellten die
Vermutung auf, dass es in den Podozyten gesunder Personen eine Balance zwischen den
angiogenetischen und anti-angiogenetischen Isoformen gibt und dass es in dedifferenzierenden
oder verletzten Podozyten zu einem Wechsel der inhibitorischen VEGF-Isoformen zu den
angiogenetischen stimulatorischen Isoformen kommt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
unterstutzen diese Hypothese, da in den DDS-Podozyten genau dieser Wechsel zu beobachten
ist.

Besonders interessant ist der Isoformen-Wechsel von VEGF165 nach VEGF165b
wahrend der glomeruldaren Entwicklung und die parallele Anderung der Ratio der +KTS WT1
MRNA-Isoformen C nach D, was vermuten lasst, dass die +KTS Isoformen in den Splei3ing-
Prozess von VEGF165 involviert sein konnten. Die DDS-Patienten zeigen eine erhéhte Menge
von totalem VEGF165, aber einen kompletten Verlust von VEGF165b, was beweist, dass der

Isoformen-Wechsel betroffen ist und dies in einer gestdrten Podozytenreifung resultiert.

6.1.2 Bestimmung der GBM-Reifung bei Denys-Drash Patienten

Weiterhin konnte aufgezeigt werden, dass es bei den Nierenglomeruli von DDS-Patienten auch
zu einer fehlerhaften Reifung der GBM kommt. Diese wird durch Podozyten und Endothelzellen

gebildet. Wahrend der Entwicklung der GBM zeigen Collagen IV und Laminin einen Wechsel in

ihren Isoform-Ketten (Miner, 1998). Der friihe Glomerulus exprimiert Collagen IV alpha 1,
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alpha 2 und Laminin beta 1. Bei Reifung des Glomerulus kommt es zu einer Akkumulation von
Collagen IV alpha 3-5 und Laminin beta 2 im ,capillary-loop* Stadium.

In den DDS-Glomeruli finden sich hohe Mengen von fétal exprimierter Collagen 1V alpha 1
und Laminin beta 1 mRNA. Auch ist ein dramatischer Verlust von adult exprimiertem Collagen
IV alpha 4- und Laminin beta 2 in den DDS-Glomeruli festzustellen, die normalerweise in
grolien Mengen in reifen Glomeruli exprimiert werden. Ein fehlerhaftes Muster der Collagen-
und Laminin-Expression bei DDS-Patienten wurde auch schon von Yang und Mitarbeitern
beschrieben. Sie zeigten einen Anstieg von Collagen IV alpha 1 und eine Akkumulation von
Laminin beta 1, aber eine normale Expression von Collagen IV alpha 4 und Laminin beta 2 in
den Glomeruli (Yang et al.,, 2001). Diese von meinen Untersuchungen abweichenden
Ergebnisse kdnnten an unterschiedlichen Primarantikdrpern liegen. Wie Ekblom und Mitarbeiter
fur die Laminin beta 1-Kette zeigten, kdnnen unterschiedliche Antikdrper zu verschiedenen
Farbeergebnissen fihren (Ekblom et al., 1998). Die Diskrepanz zu den hier vorliegenden
Laminin beta 2-Ergebnissen, die einen Verlust von Laminin beta 2 in den DDS-Glomeruli
zeigen, kann allerdings nicht durch den Antikdrper erklart werden, da der gleiche Antikorper
benutzt wurde. Jedoch wurden die Ergebnisse der Immunhistochemie auf RNA-Ebene uber
semiquantitative RT-PCR verifiziert, bei der auch nach 40 Zyklen kein Signal zu sehen war, so
dass das hier erzielte Ergebnis auf RNA-Ebene bestatigt werden konnte.

Einige Hinweise fuhren zu der Vermutung, dass Collagen IV alpha 4 und Laminin beta 2
eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der GBM-Funktion spielen. Interessanterweise
fuhren Mutationen in COL4A4 (kodiert fur Collagen 1V alpha 4) zum Alport-Syndrom (Kashtan et
al.,, 1999). Als eine Konsequenz der Abwesenheit von Collagen IV alpha 3-5-Ketten werden
fotale Isoformen reexprimiert, wie z.B. Collagen IV alpha 1- und 2-, Laminin beta 1- und Laminin
alpha 2-Ketten (Kashtan et al., 1992; Miner et al., 1996; Kashtan et al., 2001). Es findet zwar
eine normale Glomerulogenese statt, letztendlich kommt es aber doch zu einer renalen
Fehlentwicklung. Zenker und Mitarbeiter zeigten kirzlich, dass Mutationen in LAMB2 (kodiert
fur Laminin beta 2) das Pierson-Syndrom verursachen, welches mit einem steroidresistenten
kongenitalen nephrotischen Syndrom und einer diffusen mesangialen Sklerose assoziiert ist
(Zenker et al.,, 2004). Diese Daten zusammen mit den Daten der mutanten Mause, denen
Laminin beta 2 fehlt und die eine massive Proteinurie entwickeln (Noakes et al., 1995), geben

Hinweise dafir, wie kritisch die Anwesenheit einer reifen GBM ist.

Es gibt auch Untersuchungen zu einer anderen Komponente des Glomerulus. Unser
Kooperationspartner Dr. F. Eitner (Nephrologie, Aachen) untersuchte im Rahmen dieses
gemeinsamen Projektes das Reifungsstadium von Mesangiumzellen mit alpha smAktin als
Marker. Dieses Experiment zeigt, dass die Entwicklung der Mesangiumzellen in den DDS-

Glomeruli abnormal verlauft (Schumacher et al., 2007). Wahrend der Entwicklung kann man
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alpha smAktin zuerst im Cytoplasma der einwandernden mesangialen Zellen in die ,capillary-
loop* Stadien detektieren. In menschlichen Nieren ist die Expression auf aktivierte und/oder
proliferierende mesangiale Zellen beschrankt. In kindlichen oder adulten Nieren findet man kein
alpha smAktin in den Glomeruli. Bei Denys-Drash Patienten kann man alpha smAktin haufiger
innerhalb der Glomeruli detektieren, was auf die Anwesenheit von aktivierten oder
proliferierenden mesangialen Zellen hinweist. Dies kénnte auf eine verzégerte Entwicklung oder
eine Transdifferenzierung, wie in anderen glomeruldaren Erkrankungen gesehen, hindeuten.
Zudem zeigen histopathologische Befunde von Denys-Drash-Patienten lichtmikroskopisch eine
diffuse mesangiale Sklerose. Dabei kann man verschiedene Stadien unterscheiden, mit einem
Gradienten vom Cortex zur Medulla, wobei die innersten Glomeruli am wenigsten betroffen sind
(Habib et al., 1985; Habib et al., 1993). Durch Transmissions-Elektronenmikroskopie konnten
massive Hyalinablagerungen mit Fibrin-&hnlichen Strukturen innerhalb der sklerotisierten
Glomeruli und eine weitverbreitete Rlckziehung der Podozyten-Ful3fortsdtze beobachtet
werden (Schumacher et al.,, 2007). Dies ist auch mit Beobachtungen von Habib und
Mitarbeitern zu vereinbaren (Habib et al., 1985). Zusétzlich dazu konnte auch ,geschwollenes”
Endothel mit diffusem Verlust der Fensterung gefunden werden. Diese Daten fihren zur
Vermutung einer Storung der endothelialen Zell- und GBM-Reifung. Da das DDS-Krankheitsbild
durch Mutationen im WT1-Gen, das nur in den Podozyten exprimiert wird, verursacht wird, sind
die pathologischen Veranderungen vermutlich die Konsequenz der gestorten Podozyten und
einer fehlerhaften Kommunikation zwischen Podozyten und endothelialen Zellen. Vermutet
wird, dass der Verlust von VEGF165b in den DDS-Podozyten, der schon oben beschrieben
wurde, eine Schlusselrolle in diesem Prozess spielt. Die Hypothese basiert auf der Tatsache,
dass eine Reduktion von totalem Vegfl64 (otholog zum humanen VEGF165) in Maus-
Podozyten zu Glomerulosklerose und pathologischen Verdnderungen fiihrt, die ahnlich den
oben beschriebenen sind (Eremina et al., 2003). Hier wurde aber nicht zwischen der Vegfl64a-
und Vegf164b-Isoform unterschieden. Aufgrund der Ahnlichkeiten zum DDS kann aber vermutet
werden, dass Teile des Maus-Phanotyps auf eine Reduktion von Vegfl64b zurtickzufiihren

sind.

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass DDS-Glomeruli in Bezug auf
spezifische Podozyten- und GBM-Marker unreif sind. Die Tatsache, dass verschiedene
glomerulare Komponenten (zusammen mit dem mesangialen Marker alpha smAktin und den
beschriebenen histopathologischen Veréanderungen beim DDS) betroffen sind, fuhrt zur
Favorisierung der Hypothese einer Entwicklungsverzégerung und nicht der der
Transdifferenzierung. Die Ergebnisse zeigen zusammen mit den Literaturdaten eine komplexe

Stérung der glomeruléaren Entwicklung beim DDS, namlich eine ,Schwellung” des endothelialen
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Cytoplasmas, Fehlen oder Verlust der Fensterung, unvollstdndig verschmolzenen
Basalmembranen mit dramatischer Abnahme von Collagen IV alpha 4- und Laminin beta 2-
Ketten, die Anwesenheit unreifer Podozyten, die eine Ruckziehung der Podozytenfiil3e zeigen
und die Anwesenheit unreifer oder aktivierter Mesangiumzellen.

Diese Ergebnisse filhren zu der Vermutung, dass die komplexen histologischen
Veranderungen beim Denys-Drash Syndrom durch ein veradndertes SpleiRen von VEGF165 in
den WT1-mutanten Podozyten ausgeldst worden sein kénnte und zum Teil durch das Fehlen
von VEGF165b zustande kommen, was zu einer gestdrten Signalibermittiung zwischen
Podozyten, Endothel- und Mesangiumzellen fihrt. Eine solche Stérung der Signalliibermittlung
kénnte bei der Entstehung der Endotheliose, der GBM- und Mesangium-Veranderungen eine
zentrale Rolle spielen und letztendlich zu Glomerulosklerose fuhren. Die Podozyten kdnnten auf
diese sekundéaren Effekte durch die Hochregulierung der stimulatorischen VEGF165-Isoform
reagieren, was wiederum zur Erhéhung der glomeruldren Permeabilitéat, zu Albuminurie und
Akkumulation von mesangialer Matrix fihren kénnte. Dies wurde auch schon fir die diabetische
Nephropathie postuliert (Del Prete et al., 1998).

Ein verandertes SpleiRen von VEGF kdnnte auch in andere Erkrankungen involviert sein.
Bates und Mitarbeiter konnten zeigen, dass bei praeklamptischen Plazenten inhibitorische
VEGF-Isoformen herunterreguliert werden, wahrend es zu einer moderaten Hochregulierung
der angiogenetischen stimulatorischen Isoformen kommt (Bates et al., 2006). Andere Studien
zeigen bei der diabetischen Retinopathie einen Wechsel im Spleien von inhibitorischer nach
stimulatorischer Isoform (Perrin et al., 2005) und eine Herrunterregulierung der inhibitorischen
Isoform VEGF165b bei renalen Zellkarzinomen (Bates et al., 2002). Diese Beispiele beweisen
die Wichtigkeit einer korrekten Balance zwischen stimulatorischen und inhibitorischen VEGFA-
Isoformen. Diese Beobachtungen und die Phanotyp-Ahnlichkeiten zwischen DDS-Patienten und
VEGFA-heterozygoten Mausen lassen vermuten, dass ein Teil des Maus-Phanotyps auf ein
Ungleichgewicht der VEGF-Isoformen Verhdltnisse und die Reduktion der VEGF164b-
Expression zurlickzufuhren ist.

Die hier gezeigten Daten zeigen, wie wichtig es ist, das Verhaltnis zwischen
stimulatorischen und inhibitorischen VEGFA-Isoformen bei Erkrankungen zu bestimmen, im
Gegensatz zu bisherigen Versuchen, bei denen nur die gesamte VEGFA-Expression gemessen
wurde. In Zukunft konnte die Bestimmung der verschiedenen Isoformen bei nicht
ubereinstimmenden Berichten helfen, die Rolle von VEGF bei glomeruléren Erkrankungen zu
l6sen.

Es konnte hier ein erster mechanistischer Einblick gewonnen werden, wie eine aberrante
WT1-Expression das VEGF165-Splei3ing betreffen konnte und zu Glomerulosklerose bei DDS
fuhrt.
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6.2 Charakterisierung von Podozyten-Zellkulturen

Die primaren Nierenkulturen von DDS- und CNF-Patienten sowie normaler Kontrollen
exprimieren podozytenspezifische Marker. Immunfluorimetrisch konnten die Proteine WT1,
Vimentin, CD2AP und Podocin nachgewiesen werden und auf mRNA-Ebene Synaptopodin,
POD1, Nephrin und Densin.

Es waren einige der untersuchten Zellen fir Cytokeratin positiv, das in Podozyten nicht
exprimiert wird. Dies konnte darauf hindeuten, dass die Zellkulturen entweder mit nicht-
podozytaren Zellen verunreinigt sind oder sich die Zellen unter Kulturbedingungen verandern.
Betrachtet man das positive Ergebnis der Cytokeratinfarbung in Zusammenhang mit der
Tatsache, dass die Podozyten in Zellkultur sich — anders als in vivo — hoch einige Male teilen
kénnen, ergibt sich eine dritte Erklarungsmaoglichkeit. Es kann angenommen werden, dass in
den Podozyten eine Ruckdifferenzierung stattfindet, denn wahrend der Nierenentwicklung sind
die proliferierenden Zellen des kondensierenden Mesenchyms positiv fiir Cytokeratin. Mit
zunehmender Reifung und Differenzierung nimmt die Cytokeratinexpression ab, bis schlie3lich
in adulten Podozyten kein Cytokeratin mehr nachgewiesen werden kann. Diese dritte
Moglichkeit konnte bei der Auswertung der Arrayanalysen ein Problem darstellen, da eine
Ruckdifferenzierung auch zu einem veranderten Expressionsmuster fuhren kann. Da aber alle
bei den Arrayanalysen verwendeten Podozyten eine positive Cytokeratinfarbung zeigten und
somit demselben Differenzierungsgrad angehdren, kann dieser Punkt vernachléassigt werden.

Aufgrund der hier vorliegenden Ergebnisse kann mit groRer Sicherheit davon
ausgegangen werden, dass es sich bei den kultivierten Zellen hauptsachlich um Podozyten
handelt.

Bestimmung neuer Podozyten- und Mesangium-Marker mittels Expressionsanalysen

Durch den Vergleich der Expressionsprofile von Podozyten und Mesangiumzellen sollten
weitere Marker zur Charakterisierung der beiden Zelltypen aufgedeckt werden. Ein Teil der
Expressionsdaten konnte mit Hilfe einer semiquantitativen RT-PCR durch den Vergleich von
Podozyten und Mesangiumzellen sowie die Hinzunahme von HEK293-Zellen verifiziert werden.
Dabei wurden Osteopontin und NK4 als typische podozytare Marker und Decorin, IGF2, MMP2
sowie Lumican als mesangiale Marker identifiziert. Von Osteopontin war schon bekannt, dass
es podozytar exprimiert wird (Endlich et al., 2002), wahrend NK4 nur aufgrund des
Expressionsunterschieds ausgesucht wurde. Von Decorin, MMP2 und Lumican war auch schon
eine mesangiale Expression aus der Literatur bekannt (Davies et al., 1992; Martin et al., 1994;
Schaefer et al., 2001), wahrend IGF2 wieder aufgrund der hohen Expression in den
Mesangiumzellen ausgesucht wurde. In Zukunft sollte die Expression dieser Gene auch in vivo

auf Protein-Ebene bestatigt werden.
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6.3 Expressionsprofile von Podozyten-Zellkulturen

Um Einblicke in die Pathogenese des Denys-Drash Syndroms (DDS) zu bekommen, wurden
Expressionsprofile von primaren Podozyten-Zellkulturen mit den Atlas-Arrays 3.6 der Firma
Clontech und den 133A Affymetrix-Arrays erstellt. Durch die Analysen sollten differentiell
exprimierte Gene identifiziert werden und damit moégliche Ursachen der Erkrankung. Bis jetzt
kennt man nur einen Teil der Gene, die von WTL1 reguliert werden. Inwieweit diese zur
Entwicklung des DDS-Krankheitshildes beitragen, ist oft noch unklar.

Fur die Erstellung der Expressionsprofile standen primare kindliche—, adulte-, DDS- und
CNF-Podozytenkulturen zur Verflgung. Zu beachten waren einige Unterschiede bei der
Erstellung der Expressionsprofile je nach verwendetem Array (Clontech oder Affymetrix). Zum
einen wurde die RNA je nach Arraytyp mit zwei unterschiedlichen Kits extrahiert, zum anderen
unterliegen Podozyten in Kultur artifiziellen Wachstumsbedingungen. Die unterschiedlich
verwendeten Passagen und auch die Kulturdauer sowie Dichte kénnen zur Verdnderung der
Expression einzelner Gene und ganzer Gengruppen fuhren (z.B. Interleukine, Cytokine,
Interferone).

Auffallig ist, dass viele Ergebnisse von Clontech- und Affymetrix-Arrays bezuglich der
DDS- und NS-spezifischen Gene (= DDS und CNF) gut ubereinstimmen, wéhrend es bei den
CNF-spezifischen Genen zwischen den beiden Auswertungen zu grof3en Differenzen kommt.
Das liegt vor allem daran, dass nur eine CNF-Kultur fir die Expressionsanalysen zur Verfigung
stand.

Die identifizierten differentiell exprimierten Gene sind moglicherweise spezifisch auf die
WT1-Mutation oder die NPHS1-Mutation zurickzufuhren oder sekundar durch eine
Podozytenschadigung bedingt und allgemein beim nephrotischen Syndrom (DDS und CNF) zu
finden. Mit den Clontech-Arrays an sich konnten insgesamt 52 DDS-spezifische (FC > 1,5), 47
CNF-spezifische (FC > 1,5) und 129 NS-spezifische (DDS und CNF) differentiell exprimierte
Gene (FC > 2,0) identifiziert werden, wahrend mit den Affymetrix-Arrays 142 DDS-spezifische,
111 CNF-spezifische und 917 NS-spezifische Gene (FC > 2,0) gefunden wurden. Die
Verifikation der Expressionsdaten erfolgte nur fir DDS- und NS-spezifische Gene, da nur eine
CNF-Kultur zur Verfigung stand. Weitere Expressionsanalysen an CNF-Kulturen missen die
hier erhaltenen Ergebnisse zuerst bestétigen, um Aussagen Uber einen Effekt der NPHS1-
Mutation treffen zu kénnen.

Von allen differentiell exprimierten Genen wurden exemplarisch 17 DDS- und NS-
spezifische Gene mit verschiedensten Methoden auf mRNA- und Proteinebene verifiziert. Es
wurden besonders die Gene betrachtet, die aufgrund einer Literaturrecherche in einem engen
biologischen Zusammenhang zueinander stehen und fiur die Entstehung des DDS-

Krankheitsbildes von Bedeutung sein konnten (vergleiche Abbildung 5.29, Seite 115). Bei fast
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allen untersuchten Genen konnten die Expressionstendenzen der Arrays bestatigt werden. Die
einzige Ausnahme betraf die Expression von Gremlin, das auf den Affymetrix-Arrays eine
niedrige Expression in den DDS-Podozyten zeigte, wahrend bei der Verifikation durch die
guantitative SYBRgreen-RT-PCR eine hohere Expression in den DDS- und CNF- Podozyten im
Vergleich zu den Podozyten nicht erkrankter Personen festgestellt werden konnte. Da sich die
Array-Daten nicht immer bestatigen lassen, ist es wichtig, die Ergebnisse immer durch eine
unabhangige Methode zu verifizieren. Von grol3er Bedeutung ist zudem die Verifikation in vivo
auf Proteinebene, da eine veranderte Expression auf mRNA-Ebene nicht immer eine
veranderte Proteinexpression zur Folge hat (Fink et al., 2002). AuRerdem sollten in vitro-
Untersuchungen immer in vivo bestétigt werden, um Differenzen, z.B. Zellkulturartefakte,
auszuschlieen. Auch auf Proteinebene in vivo konnte eine differentielle Expression von vier

Genen bestatigt werden.

Biologische Relevanz der differentiell exprimierten Gene

Die differentiell exprimierten Gene, die als DDS-, CNF- und NS-spezifisch eingeordnet wurden,
bieten aufgrund der unterschiedlichen Mutationen interessante Einblicke in die Pathogenese
der beiden Krankheiten. Es konnten viele Gene gefunden werden, die bei beiden Erkrankungen
differentiell exprimiert sind, aber nur wenige, die fur die einzelnen Erkrankungen (DDS oder
CNF) spezifisch sind, was zu der Vermutung fuhrt, dass eine Schadigung der Podozyten selber,
unabhéngig von der primaren Ursache, automatisch eine Kaskade sekundérer Prozesse
auslost, die bei beiden Krankheitsbildern sehr &hnlich ist. Nur die deregulierten Gene, die auf
die WT1- oder NPHS1-mutierten Podozyten beschrénkt sind, représentieren wahrscheinlich
einen primaren Effekt durch die spezifische Mutation.

Besonders interessant in diesem Zusammenhang ist die erhéhte Expression von MT1-
MMP (auch MMP14 genannt) in den DDS- und CNF-Podozyten, welches bei der
Aufrechterhaltung der Schlitzmembran eine wichtige Rolle spielt (Gerke et al., 2005). Es scheint
in die Abspaltung des extrazellularen Teils von NEPH2, einem mit Podocin, ZO-1 und Nephrin
interagierendem Schlitzmembranprotein, involviert zu sein. Eine erhéhte Aktivitat von MT1-MMP
und erhdhte Mengen des abgespaltenen NEPH2-Peptids im Urin konnten kirzlich von Gerke
und Mitarbeitern bei Patienten mit membranéser Glomerulonephritis nachgewiesen werden.
Deshalb kénnten erhohte NEPH2-Spiegel im Urin von Patienten als ein neuer Biomarker fir
glomerulare Erkrankungen und als Angriffspunkt neuer Therapiekonzepte dienen. Durch eine
verstarkte Abspaltung der extrazellularen Doméane von NEPH2 bei DDS und CNF konnte die
Interaktion von NEPH2 mit Nephrin gestort werden und somit auch die Aufrechterhaltung der
Schlitzmembran, was dann zu einer Riickziehung der Podozytenfii3e und zu Proteinurie fihren
konnte. Diese Mdglichkeit unterstreicht die Ahnlichkeit des DDS- und CNF-Krankheitshildes.
Diese Gemeinsamkeit zwischen beiden Krankheitsbildern resultiert dann mdoglicherweise in

ahnlichen sekundaren Effekten.
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Die Ergebnisse der Arrayanalysen wurden in folgende vier Gruppen unterteilt:

a) Zelladhéasions- und Cytoskelettproteine,

b)  Proteine, die bei der Angiogenese beteiligt sind,

c) Proteine, die bei der ECM-Produktion eine wichtige Rolle spielen und

d) Proteine, die fur Differenzierungsprozesse wahrend der Nierenentwicklung von
Bedeutung sind.

Die im Folgenden unter diesen Punkten diskutierten differentiell exprimierten Gene spielen laut

Literatur moglicherweise eine wichtige Rolle bei der Entstehung des nephrotischen Syndroms.

Ihre biologische Vernetzung ist zum Teil in Abbildung 5.29 (siehe Seite 115) zusammengefasst.

A) Zelladhéasion und Cytoskelett

Bei den differentiell exprimierten Genen, die bei der Zelladhdsion und im Cytoskelett eine
wichtige Rolle spielen, handelt es sich um ITGAG, verschiedene Collagene, um VCAM1 und
ICAML1, die hier als Beispiele diskutiert werden.

Das spezifische Integrin alpha6betal (ITGA6/B1) wird zu Beginn der Basalmembran-
Entwicklung wéhrend der Nephrogenese voriibergehend auf den sich entwickelnden Podozyten
exprimiert (Ekblom et al., 1998; Korhonen et al., 1990). Dieses Integrin dient als Rezeptor fur
Laminin alpha 1 (Falk et al., 1996). Die gefundene erh6hte Expression von ITGA6 in den DDS-
Podozyten (Clontech-Arrays) konnte auf eine unvollstandige Ausreifung und eine nicht
abgeschlossene Differenzierung der DDS-Podozyten hindeuten.

Bezuglich der differentiell exprimierten Collagene waren besonders COL4A1l, COL4A2
und COL4A5 von besonderem Interesse. Wéahrend der Glomerulogenese bildet sich zuerst das
Collagen IV alphal-alpha2 Netzwerk im sich entwickelnden Glomerulus, spater in der adulten
GBM findet man nur noch Collagen alpha3-alpha4-alpha5-Ketten (Miner und Sanes, 1996;
Harvey et al., 1998; Heidet et al., 2000). In den DDS und CNF-Podozyten konnte hier eine
gesteigerte Expression von COL4Al (Affymetrix-Arrays) und COL4A2 (Clontech-Arrays und
Verifikation mittels Real-time RT-PCR) und eine verminderte Expression von COL4A5
(Affymetrix-Arrays und Verifikation mittels semiquantitativer RT-PCR) gefunden werden, was
wiederum auf eine unvollstandige Ausreifung und eine nicht abgeschlossene Differenzierung
der DDS- und CNF-Podozyten hindeutet. Interessanterweise fihren Mutationen u.a. in COL4A5
zum Alport-Syndrom (Barker et al., 1990; Mochizuki et al., 1994; van der Loop et al., 2000)
(vergleiche mit 6.1.2). Elektronenmikroskopisch findet man beim Alport Syndrom eine irregulare
Verdickung und Multilaminierung der GBM (Atkin et al., 1988), die nur Collagen alphal und
alpha2-Ketten enthalt (Kalluri et al., 1997). Mdglich ist, dass Anderungen in der GBM-
Zusammensetzung zu einer Veranderung der Homdostase der GBM-Remodellierung fuhrt, was
durch Veranderungen in der Interaktion mit Zell-Adhasions-Molekilen, wie z. B. Integrinen,
verursacht wird (Sayers et al., 1999). Ein ganz &hnlicher Mechanismus kdnnte auch bei DDS fiir

eine Verdickung der GBM verantwortlich sein.
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Auch die beiden Zelladhasions-Proteine ICAM1 und VCAM1 zeigten sich in den
Expressionsanalysen als differentiell exprimiert. ICAM1 wird sehr stark von Monozyten und
Lymphozyten exprimiert und ist in vitro auf Gefaendothel, z.B. durch TNFA, hochreguliert
(Pober und Cotran, 1991). Die Hochregulation von TNFA in den DDS-Podozyten kdnnte auch
hier zu einer Hochregulation von ICAM1 in den DDS-Podozyten (Clontech- und Affymetrix-
Arrays sowie Verifikation mittels semiquantitativer RT-PCR und Immunhistochemie) flhren.
Eine erhéhte ICAM1-Expression wurde auch schon auf kultivierten Podozyten der
nekrotisierenden proliferierenden Glomerulonephritis (NCGN) nachgewiesen (Coers et al.,
1994). Coers und Mitarbeiter gehen bei dieser Krankheit von einer Aktivierung der Podozyten
im Prozess der lokalen oder systemischen Inflammation aus. Nach einer Aktivierung spielen sie
durch die Expression von Adhasions-Molekilen, die einen verlangerten Aufenthalt von
inflammatorischen Zellen erleichtern, eine Rolle in der Aufrechterhaltung des inflammatorischen
Prozesses.

Nicht nur TNFA, sondern auch VEGFA, das in den DDS- und CNF-Podozyten erhoht ist
(Clontech- und Affymetrix-Arrays sowie Verifikation mittels Real-time RT-PCR), kann die
Expression von ICAM1 (Lu et al., 1999) sowie VCAM1 auf GefaRendothelzellen erhdhen (Kim
et al., 2001). Literaturdaten beziglich einer podozytaren Expression von VCAML1 liegen bis jetzt
noch nicht vor. In der hier vorliegenden Arbeit wurde jedoch eine erhohte VCAM1-Expression in
den DDS- und CNF-Podozyten (Clotech- und Affymetrix Arrays sowie Verifikation mittels
semiquantitativer RT-PCR und Immunhistochemie) detektiert, das eine ahnliche Funktion wie
ICAM1 haben kdnnte.

Zusammengenommen konnten all diese Veranderungen in der Cytoskelett-
Zusammensetzung und den verschiedenen Zelladhdsions-Molekilen zu einer gestdrten

Verankerung der Podozyten mit der GBM und letztendlich zu Proteinurie fiihren.

B) Angiogenese

Bei den Proteinen, die bei der Angiogenese eine wichtige Rolle spielen und hier als differentiell
exprimiert gefunden wurden, handelt es sich um VEGFA, HIF1A, IGFBP3, MMP1, MMP2,
MMP14, TIMP3 und TGFBL1.

Eine veranderte Expression bestimmter VEGFA-Isoformen in den DDS-Glomeruli wurde
schon ausfihrlich im Diskussionsteil beschrieben (siehe Seite 136f). In den DDS- und CNF-
Podozyten konnte zudem eine stark erhdhte Expression von VEGFA (Clontech- und Affymetrix-
Arrays sowie Verifikation mittels Real-time RT-PCR) detektiert werden. Aufgrund dieses
Expressionsunterschiedes wurde zusétzlich untersucht, ob es eine unterschiedliche Verteilung
der Rezeptoren VEGFR1, VEGFR2 und Neuropilin-1 auf Mesangiumzellen und Podozyten gibt.

In der Literatur ist eine Expression der drei Rezeptoren auf Endothelzellen und fir Neuropilin-1
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sowie VEGFR1 auch auf Podozyten beschrieben (Eremina und Quaggin, 2004; Chen et al.,
2004). VEGFR2 hingegen wurde bis jetzt noch nicht auf menschlichen Podozyten, sondern nur
auf immortalisierten Maus-Podozyten nachgewiesen (Guan et al.,, 2006). Auch von
Mesangiumzellen ist in vitro eine Expression von VEGFR1, VEGFR2 und Neuropilin-1 bekannt;
allerdings konnte bis jetzt in vivo nur eine sehr schwache Expression von VEGFR2 auf
Mesangiumzellen identifiziert werden (Thomas et al., 2000). Eine Expression von VEGFR1 und
Neuropilin-1 wurde in dieser Arbeit in allen gesunden- und erkrankten Podozyten sowie den
Mesangiumzellen nachgewiesen. AufRerdem konnte hier auch die Expression von VEGFR2 in
beiden Zelltypen festgestellt werden. Interessant ist, dass eine VEGFR2-Expression aber nur in
den DDS- und CNF- und nicht in den gesunden Podozyten gefunden wurde. Bekannt ist, dass
durch die Rezeptoren unterschiedliche Signaltransduktionswege aktiviert werden kénnen. Die
Aktivierung von VEGFR1 auf Endothelzellen fihrt zu Zellmigrationen und zur Rekrutierung von
Monozyten (Sato et al., 2000; Esser et al., 1998; Clauss et al., 1996). VEGFR2 ist dagegen fur
die embryonale Vaskularisierung und Hamatopoese von Bedeutung. Adult spielt es eine Rolle
bei der Endothelproliferation und —differenzierung (Neufeld et al., 1999; Millauer et al., 1993).
Die Aktivierung von VEGFR2 inhibiert Apoptose durch den Phosphatidylinositol 3’-Kinase/AKT
Signaltransduktionsweg (Gerber et al., 1998). Neuropilin-1 hingegen fungiert als Korezeptor und
férdert die Bindung einer spezifischen Isoform von VEGFA, ndmlich VEGF165 an VEGFR2 auf
Endothelzellen. (Fuh et al., 2000). Da in dieser Arbeit nicht zwischen der angiogenetischen
Isoform VEGF165a und der inhibitorischen Isoform VEGF165b unterschieden wurde, ist es
vorstellbar, dass ein Fehlen von VEGF165b in den DDS-Podozyten (wie schon unter 6.1.1
beschrieben) die Aktivitdt von VEGFR2 mindert und so die Apoptose der DDS-Podozyten
gefordert wird. Die Arbeit von Fuh und Mitarbeitern (2000) erklart auch die Expression von
Neuropilin-1 in den DDS- und CNF-Podozyten, die auch VEGFR2 exprimieren. Was eine
Neuropilin-1 Expression in den Podozyten nicht erkrankter Personen bedeuten kann, die kein
VEGFR2 exprimieren, ist noch unklar. Vielleicht gibt es hier nur eine geringe oder transiente
Expression von VEGFR2, die durch die verwendete Methode nicht detektiert wurde. Aul3erdem
konnte schon fiir Brustkrebs-Zellen in vitro gezeigt werden, dass es ein VEGFR2-unabhangiges
autokrines VEGF-Signaling gibt, das durch Neuropilin-1 vermittelt wird (Bachelder et al., 2001).
Dieser Mechanismus konnte auch fur die Podozyten nicht erkrankter Personen gelten.

Bei der vaskularen Entwicklung spielen auch HIF1 und HIF2 eine wichtige Rolle. Beide
stimulieren die Expression von VEGFA und werden in der sich entwickelnden Niere und den
Podozyten exprimiert (Freeburg et al., 2003). Wahrend der Nierenentwicklung findet man eine
starke HIF1A-Expression in sich entwickelnden Maus-Podozyten (Freeburg et al., 2003),
wohingegen bei neugeborenen Mausen kein HIF1A mehr gefunden wird. In den hier
durchgefuhrten Expressionsanalysen konnte HIF1A in den DDS- und CNF-Podozyten
(Clontech-Arrays und Verifikation mittels Real-time RT-PCR) als leicht erhéht identifiziert
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werden. Dies konnte ein Hinweis auf eine unvollstandige Ausreifung und eine nicht
abgeschlossene Differenzierung der DDS- und CNF-Podozyten sein.

Auch Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), besonders MMP1, MMP2 und MMP14 (MT1-
MMP), spielen eine wichtige Rolle bei der Angiogenese. Diese MMPs werden besonders fir die
Aktivierung und Freisetzung von VEGFA benétigt (Moses, 1997; Sounni et al., 2002). Ein
Fehlen von MMP1 und MMP2 fiihrt zu einer gestdrten Angiogenese (Fisher et al., 1994; Rivilis
et al., 2002; Lin et al., 2002). MMP14 spielt eine wichtige Rolle bei der Umstrukturierung von
extrazellularer Matrix, entweder durch deren direkte Degradierung oder indirekt durch
Aktivierung von pro-MMP2 (Sounni et al., 2002). MMPs kdnnen aufRerdem an Heparansulfat-
Proteoglykane gebunden sein. Die Freisetzung dieser gebundenen MMPs wird zur
Umstrukturierung der extrazellularen Matrix, zur Degradierung von Basalmembranen und
Aktivierung und Freisetzung von VEGFA bendétigt. Wie eine Deregulierung von MMPs die
VEGFA-Verfugbarkeit verandern konnte, ist allerdings noch nicht geklart (Eremina und
Quaggin, 2004). Die Aktivitat der MMPs kann entweder durch die oben genannte enzymatische
Aktivierung von pro-MMPs oder durch Inhibierung der aktivierten MMPs durch endogene
Inhibitoren wie TIMPs moduliert werden. Dabei ist jedes TIMP (1-3) in der Lage, alle MMPs zu
inhibieren (Moses, 1997). Die Ergebnisse der Podozyten-Expressionsanalysen zeigen
komplexe Veranderungen der MMP-Expression: Die Herunterregulierung von MMP1
(Affymetrix-Arrays) und MMP2 (Clontech- und Affymetrix-Arrays sowie Verifikation mittels Real-
time RT-PCR) in den DDS-Podozyten sowie die Hochregulierung von MMP14 (Clontech- und
Affymetrix-Arrays) in den DDS- und CNF-Podozyten. Zusammen mit der Herunterregulierung
von TIMP3 in den DDS- und CNF-Podozyten (Affymetrix-Arrays) ist eine Veranderung der
VEGFA-Expression und damit eine gestbrte Angiogenese bei den DDS-Patienten gut
vorstellbar. Aufgrund der oben beschriebenen komplexen Zusammenhange zwischen
Aktivierung und Inhibierung der MMPs ist es aber nur sehr schwer zu verstehen, welche MMPs
letztendlich zu einer erhéhten VEGFA-Aktivitat in den DDS-Podozyten beitragen kdnnten.

Auch von TGFBL1 ist bekannt, dass es die Expression von VEGFA in Podozyten aktivieren
kann (Iglesias-de la Cruz et al., 2002). TGFBL1 ist in den DDS- und CNF-Podozyten (Affymetrix-
Arrays) hochreguliert und kénnte auch hier zu der beschriebenen erhéhten VEGFA-Expression
fuhren. TGFB1 wiederum kann die Expression von Collagen IV und anderen extrazelluldren
Matrixproteinen stimulieren (Ziyadeh et al., 1994). Chen und Mitarbeiter vermuten deshalb eine
Funktion von VEGFA fir die Podozyten-Defunktion bei der diabetischen Nephropathie, die eine
Verdickung der GBM und eine veranderte makromolekulare Permeabilitdt zeigt (Chen et al.,
2004), was auch bei den beiden nephrotischen Syndromen mit ein Grund fiir die Entstehung

der Proteinurie sein kdonnte.
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All diese beschriebenen Fehlregulationen fihren zu der Vermutung einer gestérten
Angiogenese bei den Patienten mit beiden nephrotischen Syndromen sowie einer Veréanderung

der GBM, die letztendlich zur Entstehung der Proteinurie fihren kdnnte.

C) ECM-Produktion

Bei den differentiell exprimierten Genen, die bei der ECM-Produktion eine wichtige Rolle spielen
konnten, handelt es sich u.a. um IGFBP3, IGFBP5, TNFA, ET-2, MMP1, MMP2 und MMP7, die
hier diskutiert werden und sich teilweise mit den letzten Paragraphen Uberschneiden. Der

biologische Zusammenhang dieser Gene ist in Abbildung 6.1 dargestellt.

IGFBP5
Bindungl
: _ aktiviert durch
ECM-Produktion (- IGFL Dissoziation von IGFBPs
A
Bindung
IGFBP3
steigert
Expression
aktiviert durch
Degradierung
MMP7 ——» TNFA ———P ET-2
steigert
blockiert Expression :
Produktion/ |
Aktivierung * Abbildung 6.1: Biologischer Zusammen-
v hang der in den Arrays differentiell
|\'>|A|\'>|A§129 - — 9| ECM-Produktion exprimierten Gene, die bei der ECM-
: Produktion eine wichtige Rolle spielen.

Von TNFA ist bekannt, dass es viele Signaltransduktionswege aktivieren kann (Vilceck
und Lee, 1991). Die Signale durch TNFA werden Uber unterschiedliche Rezeptoren (TNFR1
und TNFR2) weitergegeben, wobei die meisten TNFR1-vermittelt sind. Die Bindung von TNFA
an TNFRL1 steuert eine Serie interzellularer Ereignisse, die zu der Aktivierung der zwei Haupt-
Transkriptionsfaktoren NF-kB und c-Jun fuhrt (Chen und Goeddel, 2002). Diese aktivieren
wiederum Gene, die fur diverse biologische Prozesse, wie z.B. Zellwachstum, Zelltod,
Entwicklung, Onkogenese, Immunantwort, inflammatorische- und Stressantwort von Bedeutung
sind. TNFR2 ist dagegen nur fir Prozesse des Zelliberlebens von Bedeutung, nicht aber in
Prozesse der Apoptose involviert. Aufgrund der erhdhten Expression von TNFA in den DDS-
Podozyten (Clontech-Arrays und Verifikation mittels Real-time RT-PCR) und der
unterschiedlichen Signaltransduktionskaskaden, die TNFA durch beide Rezeptoren TNFR1 und
TNFR2 auslésen kann (Chen und Goeddel, 2002; Al-Lamki et al., 2005), wurde untersucht, ob

es eine unterschiedliche Verteilung dieser Rezeptoren auf Mesangiumzellen und Podozyten
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gibt. Es zeigte sich, dass die Expression von TNFR2 nur auf die Mesangiumzellen beschrankt
ist, wahrend TNFR1 von Mesangiumzellen und Podozyten exprimiert wird. Da TNFR1 die
Mehrzahl der biologischen Aktivitdten durch TNFA steuert, ist fraglich, ob das Fehlen der
TNFR2-Expression in den Podozyten Giberhaupt eine entscheidende Auswirkung hat.

Viele Daten zeigen zudem, dass ein erhohter TNFA-Spiegel eine Rolle in der
Pathogenese verschiedener glomerularer Erkrankungen spielt, wie bei Glomerulonephritis
(Egido et al., 1993), beim idiopathischen nephrotischen Syndrom (Bustos et al., 1994) und beim
nephrotischen Syndrom von Ratten (Gémez-chiarri et al., 1994). Bakr und Mitarbeiter konnten
eine positive Korrelation zwischen der TNFA-Produktion und dem Grad der Proteinurie und
Glomerulosklerose beim humanen priméren nephrotischen Syndrom finden (Bakr et al., 2003).
AuBerdem ist bekannt, dass TNFA die Expression und Sekretion von IGFBP3 in glatten
Muskelzellen von Gefal3en aktivieren kann (Anwar et al., 2002). Auch IGFBP3 ist hier in den
DDS- und CNF-Podozyten (Clontech- und Affymetrix-Arrays sowie Verifikation mittels
Immunfluoreszenz und Western-Blot) sehr stark hochreguliert. Fraglich ist, ob eine relativ
schwache Hochregulierung von TNFA eine solch starke Erhdhung von IGFBP3 bedingen kann,
oder ob weitere Faktoren an dieser Hochregulation beteiligt sind.

IGFBPs spielen eine wichtige Rolle bei der extrazellularen Matrixbildung. Sie haben einen
Einfluss auf die Aktivitat von IGFs, z.B. kann IGF1 durch IGFBP3 aktiviert werden (Jones und
Clemmons, 1995). Durch die Bindung von IGFBP3 an IGF1 wird der Zugang von IGF1 an
seinen Rezeptor reguliert. Ein aktives IGF1 fordert wiederum die extrazellulare Matrixbildung
(Tyler, 1989; Bird und Tyler, 1995) durch die Produktion von Collagenen und
Herunterregulierung der Collagenase-Produktion (Jones und Clemmons, 1995). Bekannt ist,
dass IGF1, wenn es an losliche IGFBPs gebunden ist, nicht an seinen Rezeptor binden kann
(Arai et al., 1994). Eine IGF1-Bindung an zelloberflachengebundene oder ECM-assoziierte
IGFBPs fiihrt jedoch zu einer Potenzierung der zellularen Aktionen von IGF1. Dabei ist noch
nicht bekannt, wie es zu Dissoziation des IGFBP-IGF1-Komplexes kommt, IGF1 freigesetzt wird
und an seinen Rezeptor binden kann. Eine gemeinsame Lokalisation von IGFBP3 und IGF1
konnte schon in Podozyten und Mesangiumzellen festgestellt werden (Sandra et al., 1998). Bei
diabetischen Nieren mit extrazellularer Matrix-Ablagerung findet man zudem eine erhéhte
Expression von IGFBP3 und -5 in den Glomeruli (Park et al., 1998; Pilewski et al., 2005). In der
vorliegenden Arbeit wurde eine Erhéhung von IGFBP3 (Clontech- und Affymetrix-Arrays sowie
Verifikation mittels Immunfluoreszenz und Western-Blot) und IGFBP5 (Clontech- und
Affymetrix-Arrays) in den DDS- und CNF-Podozyten gezeigt. IGFBP3 und -5 kdnnen, wie oben
beschrieben, zelloberflachen- oder ECM-assoziiert und z.B. an Heparansulfat-Proteoglykane
gebunden sein (Jones et al., 1993; Hwa et al., 1999). Zellassoziiertes IGFBP3 besitzt eine
geringere Affinitat fur IGF1 (Yang et al., 1996), was zur Folge hat, dass eine leichtere

Dissoziation von IGF1 von Heparansulfat-gebundenem IGFBP3 und -5 zu einer gesteigerten
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Aktivitdt von IGF1 und deshalb auch bei beiden nephrotischen Syndromen zu einer
gesteigerten Matrixsynthese und damit zu Glomerulosklerose fiihren kdnnte.

Aufgrund der erhdhten Expression von TNFA und IGFBP3 in den Podozyten von DDS-
und CNF-Patienten wurde in vitro deren Wirkung durch Zugabe in das Zellkulturmedium von
Mesangiumzellen und immortalisierten Podozyten (N13T) einer nicht erkrankten Person
untersucht. Die Annahme war, dass durch die beiden sekretierten Proteine die
Mesangiumzellen zur Akkumulation von Matrix angeregt wirden, was auch schon zuvor von
unterschiedlichen Arbeitsgruppen beschrieben wurde (Pilewski et al., 2005; Pawluczyk und
Harris, 1998). Bei den Mesangiumzellen konnte nur die Expression von FN1, COL1Al und
LAMBL1 untersucht werden, da COL6AL1 und COL4A4 nicht exprimiert wurden. Nach Gabe von
IGFBP3 war nur eine leicht erhdhte Expression von COL1Al in den Mesangiumzellen zu
sehen. Die Podozyten hingegen zeigten eine starke Zunahme der Expression von COL6AL
durch TNFA und IGFBP3 und auch eine Steigerung von COL1A1 durch die Gabe von IGFBP3.
Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Expressionsanalysen, kann man auch dort eine
gesteigerte Expression von COL1A1 und COL6Al in den DDS- und CNF-Podozyten
(Affymetrix-Arrays) finden. Diese konnte durch eine erhdhte Expression von TNFA und IGFBP3
zustande gekommen sein. Von Collagen VI ist bekannt, dass es bei FSGS-Patienten in
erhohter Konzentration in mesangialer Matrix und der GBM zu finden ist (Cai et al., 1995). Auch
bei der diabetischen Nephropathie konnte eine erhdhte Collagen VI-Expression in der GBM
nachgewiesen werden (Schena und Gesualdo, 2005). Bei beiden Erkrankungen wird die
Proteinurie unter anderem auf die Verdickung der GBM zurtickgefuhrt. Dementsprechend ist es
auch bei den DDS-Podozyten vorstellbar, dass sie UbermafRig Collagen VI synthetisieren,
welches in die GBM eingelagert wird, dessen Struktur verandert und somit bei der Entstehung
der Proteinurie mit eine Rolle spielt. Interessant ware es in Zukunft zu untersuchen, ob auch die
schon oben beschriebene Erhéhung von COL4Al1 und COL4A2 in den DDS- und CNF-
Podozyten auf TNFA und IGFBP3 zuriickzufiihren ist. Die in der Literatur beschriebene erhdhte
Matrixakkumulation von Mesangiumzellen durch TNFA und IGFBP3 konnte hier nicht bestatigt
werden. Da hier nur mit einer Konzentration von TNFA und IGFBP3 gearbeitet wurde, ist es
deshalb wichtig, in Zukunft weitere Konzentrationen auszutesten, um zu sehen, ob sich die
beobachteten Effekte bestatigen lassen, oder ob es bei anderen Konzentrationen zu
verénderten Effekten kommt.

Verschiedenste Studien zeigen eine Korrelation zwischen einem aktivierten Endothelin-
System und einer Glomerulonephritis oder Glomerulosklerose (Murer et al., 1994; Orisio et al.,
1993; Roccatello et al., 1994). Eine Uberexpression von ET-2 in Glomeruli von Ratten fiihrt zu
der Entwicklung von Glomerulosklerose und einer signifikant erhdhten Proteinurie (Hocher et
al.,, 1996). Aulerdem kann ET-2 die Matrix-Proteinsynthese in vivo induzieren (Hocher et al.,
1996). Hier wurde eine Hochregulierung von ET-2 in den DDS-Podozyten (Affymetrix-Arrays
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und Verifikation mittels semiquantitativer RT-PCR) gefunden, die Uber einen &hnlichen
Mechanismus eine Proteinurie und eine verstarkte Matrixbildung férdern konnte. Die Erh6hung
von ET-2 konnte, wie bereits von Lambert und Mitarbeitern beschrieben, z.B. auf die
gesteigerte TNFA-Expression in den DDS-Podozyten zuriickzufihren sein (Lambert et al.,
1998).

Die Proteolyse spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Matrixsynthese und
-degradierung. Die Matrix-Metalloproteinasen gehéren zur Familie der Endopeptidasen, die
Collagenasen, Gelatinasen, Stromelysine und membrangebundene MMPs umfassen. Sie
zeigen ein groBes Spektrum an proteolytischen Aktivitaiten gegen extrazellulare
Matrixkomponenten (Sato et al., 1994; Freije et al., 1994; Birkedal-Hansen, 1995). Beziiglich
der Substrate Collagen und Laminin ist Uberwiegend noch nicht geklart, welche Collagen- bzw.
Laminin-Ketten von welchen MMPs gespalten werden (siehe Tabelle 6.1). Eine Verdickung der
GBM beim DDS und CNF kénnte aufgrund einer gesteigerten Synthese und Akkumulation von
ECM-Makromolekilen wie Collagenen, Fibronektin, Lamininen und Proteoglycanen zustande
kommen, was durch ein Ungleichgewicht zwischen Matrixsynthese und —degradierung erklart

werden konnte.

MMP Substrat Arrayergebnis Literatur
MMP1 Collagen | reduziert in DDS und CNF Uchio et al., 2000

IGFBP3/-5 Fowlkes et al., 1994; Manes et al., 1999; Thrailkill et al., 1995
MMP2 Collagen IV, V, VI, IX reduziert in DDS und CNF Matrisian, 1992; Nagase und Woessner 1999

Collagen VI alpha 3 Myint et al., 1996

Fibronektin Matrisian, 1992; Nagase und Woessner 1999

IGFBP3/-5 Fowlkes et al., 1994; Manes et al., 1999; Thrailkill et al., 1995
MMP7 Collagen IV, V, VI, IX erhéht in DDS und CNF  Matrisian, 1992; Nagase und Woessner 1999

Fibronektin Matrisian, 1992; Nagase und Woessner 1999

Laminin Wilson und Matrisian, 1996

Proteoglycan Murphy et al., 1991; Wilson und Matrisian, 1996

IGFBP3 Miyamoto et al., 2004

TNFA Gearing et al., 1994

Osteopontin Agnihotri et al., 2001
MT1-MMP  Laminin 5 gamma 2 erhoht in DDS und CNF  Koshikawa et al., 2005
(MMP14) Laminin 5 beta 3 Udayakumar et al., 2003

Tabelle 6.1: Zusammenfassung der in den Arrays differentiell exprimierten MMPs mit ihren Substraten.

Bei Mausen mit hereditarem nephrotischen Syndrom (ICGN, Ursache unbekannt) wurde
in den Nieren eine geringere MMP1- und MMP2-Expression gefunden (Uchio et al., 2000), die
in den Glomeruli eine abnormale ECM-Akkumulation von Collagen I, Il und IV zeigten. Dabei
fuhrt die gesteigerte ECM-Produktion und die geringere ECM-Degradierung zu einer Zunahme
an ECM. Eine geringere MMP1 (Affymetrix-Arrays)- und MMP2-Expression (Clontech- und
Affymetrix-Arrays sowie Verifikation mittels Real-time RT-PCR) konnte auch hier in den
Podozyten der DDS-Patienten detektiert werden. Dies kdnnte also auch dort eine gesteigerte
ECM-Akkumulation erklaren. Die MMP2-Produktion und Aktivierung kann z.B. durch TNFA
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Urogenitaltraktes wichtig. Bei EMX2-mutanten Mausen findet keine Nieren- und Kkeine
Gonadenentwicklung statt (Miyamoto et al., 1997; Ogata et al., 2000). Wahrend der
Nierenentwicklung héangt die Entwicklung der Ureterknospe und deren Verzweigung von EMX2
ab (Davies und Fisher, 2002). Trotz seiner wichtigen Rolle in vielen Bereichen der
Embryonalentwicklung konnte EMX2 auch in adulten neuralen Stammzellen in vitro
nachgewiesen werden (Galli et al., 2002; Gangemi et al., 2001). Eine Uberexpression von
EMX2 in adulten neuralen Stammzellen hat nur einen anti-proliferativen Effekt, fihrt aber nicht
zur Beeinflussung eines speziellen Differenzierungsweges. Eine Uberexpression in den DDS-
und CNF-Podozyten kdnnte einen mehr fotalen Differenzierungszustand unterstreichen.

SOX9 konnte als ein in den NS- bzw. DDS-Podozyten héher exprimiertes Gen identifiziert
werden. Die Daten der Affymetrix-Arrays zeigten eine NS-spezifische Expression, wéhrend bei
der Verifikation mit semiquantitativer RT-PCR eine DDS-spezifische Expression nachgewiesen
wurde. Die bisher publizierten Studien Uber SOX9 beschranken sich hauptsachlich auf seine
Rolle bei der Skelett- und Gonaden-Entwicklung. Bis jetzt konnte SOX9 wahrend der
Nierenentwicklung nur in den sich entwickelnden Sammelrohren der metanephrischen Niere
nachgewiesen werden (Kent et al., 1996). Eine mdgliche Rolle von SOX9 in Podozyten wurde
noch nicht publiziert. Es gibt mittlerweile schon eine Reihe bekannter SOX9-Targetgene, zu
denen viele verschiedene Collagene gehéren, u.a. auch COL1A2 (Ylostalo et al., 2006).
COL1AZ2 ist in den DDS- und CNF-Podozyten (Affymetrix-Arrays) hochreguliert. SOX9 kénnte
also bei beiden nephrotischen Syndromen an den komplexen Cytoskelettverdnderungen der
Podozyten beteiligt sein und so deren Funktion bei der Ultrafiltration beeinflussen.

Gremlin ist wahrend der Embryonalentwicklung ein wichtiger Regulator der BMP-Aktivitét.
Knock-out Mause sterben postnatal an renaler Aplasie (Khokha et al., 2003; Michos et al.,
2004). Auch seine Targetgene BMP2, -4 und —7 spielen eine wichtige Rolle wahrend der
renalen Entwicklung (Dudley et al., 1995; Karsenty et al., 1996; Miyazaki et al., 2000; Piscione
et al, 1997; King et al., 1994; Luo et al.,, 1995). Sie regulieren dort Wachstum und
Differenzierung der Ureterknospe und des metanephrischen Mesenchyms. Interessant in
diesem Zusammenhang ist eine Entdeckung der Arbeitsgruppe von Miyazaki und Mitarbeitern,
die eine Expression von BMPs im Glomerulus mit mesangialer Matrixexpansion in Verbindung
gebracht haben (Miyazaki et al., 2006). Wéahrend der Entwicklung werden BMP4 und BMP7
sehr hoch in den zukinftigen Podozyten exprimiert (Dudley et al., 1995). Von BMP7 weil3 man,
dass es auch in den reifen Podozyten exprimiert wird (Simon et al., 1999; Gould et al., 2002).
Die Funktion der beiden BMPs im Glomerulus ist jedoch noch nicht klar. Miyazaki und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass transgene Mause, die ektopisch auf den Podozyten einen
BMP-Inhibitor exprimieren, eine Verringerung mesangialer Zellen und eine mesangiale
Expansion aufgrund der Akkumulation von Fibronektin, aber nicht von Collagen | oder IV bzw.

Laminin aufweisen. Deshalb wird davon ausgegangen, dass endogenes BMP auf die
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Mesangiumzellen wirkt und zur Aufrechterhaltung der normalen Struktur von Bedeutung ist. Die
erhdhte Expression von Gremlin in den DDS-Podozyten (Clontech-Arrays) kdnnte ebenfalls die
Aktivitat dieser BMPs inhibieren und dies wiederum zu einer Akkumulation von Matrix in den
Mesangiumzellen fuhren. Normalerweise findet man in der humanen adulten Niere keine
Gremlin-Expression. Bei der diabetischen Nephropathie konnte jedoch in Patienten mit milder
mesangialer Hyperzellularitat und Matrixexpansion eine glomerulare Expression von Gremlin in
den Podozyten und parietalen Epithelzellen gefunden werden (Michos et al., 2004). Dies ist die
einzige Literaturstelle, die eine podozytare Expression beschreibt und zu den hier gefundenen

Ergebnissen passt.

Zusammenfassung

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Array-Analysen neue Einblicke in die
Entstehung der diffusen mesangialen Sklerose beim DDS gegeben haben. Dabei handelt es
sich vor allem um eine unvollstandige Reifung der Podozyten und der GBM. Zusatzlich gibt es
sekundéare Effekte, wie die Akkumulation von extrazelluldarer Matrix durch ein Ungleichgewicht
von Matrixsynthese und -degradierung. Um die Daten zu festigen, muss in Zukunft ein noch
grolReres Kollektiv untersucht werden. Die Tatsache, dass die Hauptzahl aller fehlregulierten
Gene bei beiden nephrotischen Erkrankungen vorkommt, lasst vermuten, dass die Podozyten-
Schadigung selber, unabhangig von der primaren Ursache, eine Kaskade von sekundaren
Prozessen startet. Im Gegensatz dazu reprasentieren die Gene, die nur aufgrund der WT1-
oder NPHS1-Mutation fehlreguliert sind, wahrscheinlich den primaren Effekt der jeweiligen

Mutation.

6.4 WT1 Knock-down in adulten Podozyten (N13T) einer nicht erkrankten Person und
embryonalen Nierenzellen (HEK293) mittels RNAIi-Technik

WT1 wird wahrend der Nierenentwicklung in einem komplexen Muster exprimiert und spielt zu
verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung eine wichtige Rolle: Festlegung der Nierengegend,
Differenzierung des Nephrons und Reifung der Glomeruli. WT1 Knock-out Mause bekréftigen
die Wichtigkeit von WT1 fur den Beginn der Nierenentwicklung. Es bilden sich keine
metanephrischen Nieren (Kreidberg et al., 1993). Die beginnende Differenzierung des
Mesenchyms ist normal (Donovan et al., 1999), aber das Auswachsen der Ureterknospe bleibt
aus und das Mesenchym stirbt durch Apoptose (Kreidberg et al., 1993). Der dramatische
Phéanotyp der homozygoten WT1 Knock-out Mause zeigt dessen Wichtigkeit fur die renale
Entwicklung. Es gibt mehrere Grinde, weshalb man von einer Rolle von WT1 zu

unterschiedlichen Zeitpunkten der metanephrischen Entwicklung ausgehen kann. Zuerst wird
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WT1 in einem komplexen raumlich-zeitlichen Muster in drei Stadien in der sich entwickelnden
Niere exprimiert: anfangs zu Beginn der metanephrischen Entwicklung schwach, dann wird es
im Mesenchym zu Beginn der Differenzierung der Nephrone hochreguliert und steigt dann noch
einmal in den glomerulédren Podozyten an (Armstrong et al., 1993; Pritchard-Jones et al., 1990).
Zum Zweiten verursachen spezifische WT1-Mutationen (wie z.B. Missense-Mutationen) Defekte
bei der glomerularen Reifung (Denys-Drash Syndrom), was fir die Notwendigkeit von WT1 fir
die glomerulare Reifung spricht (Pelletier et al., 1991; Kohsaka et al., 1999). Zu guter Letzt gibt
es Mause, denen WT1 komplett fehlt und die keine Nieren anlegen.

Die siRNA vermittelte RNA-Interferenz erlaubt eine Inhibierung der Genexpression zu
bestimmten Zeitpunkten (Elbashir et al., 2001a,b; Harborth et al., 2001). Durch den spezifischen
Knock-down von WT1 in den mit Telomerase immortalisierten Podozyten (N13T) und
immortalisierten embryonalen Nierenzellen (HEK293) sollte die Funktion von WT1 zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten der Entwicklung (adult und embryonal) mittels Expressionsanalysen
untersucht werden und Riickschliisse auf potentielle WT1-Zielgene geben.

Durch in vitro Studien sind schon eine Vielzahl potentieller WT1-Targetgene bekannt, von
denen viele eine wichtige Rolle wahrend der Nierenentwicklung spielen. Zu erwarten wéare
demnach eine veranderte Expression mdglicher WT1-Zielgene bei den embryonalen HEK293-
Zellen, die eine Rolle wahrend der Nierenentwicklung spielen, wahrend bei den adulten
Podozyten ein anderes Zielgen-Spektrum aufgrund einer verénderten WT1-Funktion in der
adulten Niere vorauszusehen ist. AufRerdem erwartet man ein unterschiedliches
Zielgenspektrum allein aufgrund der unterschiedlichen Zelltypen. Wahrend man sich bei den
vorangegangenen Expressionsanalysen der Podozyten-Zellkulturen das Endstadium der
Krankheit ansieht, erhofft man sich durch den WT1 Knock-down Einblicke in den Beginn der
Erkrankung zu gewinnen. Voraussetzung dafiir ist die Annahme eines dominant-negativen
Effektes durch die DDS-Mutation.

Bei den Knock-down Experimenten gab es sehr gro3e Unterschiede zwischen den beiden
Arraytypen bzw. den verwendeten N13T-Podozyten und HEK293-Zellen. Die Unterschiede
zwischen diesen sind wahrscheinlich Zelltyp-bedingt sowie auch durch die Immortalisierung mit
Telomerase beeinflusst, wahrend die Unterschiede zwischen den beiden Arraytypen zum einen
an den unterschiedlich verwendeten Arraytypen und zum anderen an der nur einmaligen
Hybridisierung / RNA liegen kdnnten. Aus diesen Grinden wurde auch ein Vergleich zwischen
den Clontech- und Affymetrix-Ergebnissen der N13T-Podozyten sowie zwischen den beiden
verwendeten Zelltypen nicht in Erwéagung gezogen.

Durch den Vergleich der Expressionsprofile vor und nach WT1 Knock-down konnten
vermeintliche Zielgene von WT1 identifiziert werden, die zum einen schon aus der Literatur
bekannt waren und zum anderen fur die Nierenentwicklung eine wichtige Rolle spielen konnten.

Mit Hilfe der Clontech-Arrays konnten nach WT1 Knock-down in den N13T-Podozyten
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insgesamt 96 (FC > 1,5) differentiell exprimierte Gene identifiziert werden. Die Auswertung der
Affymetrix-Arrays ergab 158 differentiell exprimierte Gene bei den N13T-Podozyten und 148 bei
den HEK293-Zellen (FC > 1,5). Auffallig war bei allen Arrays, dass es sich bei der Hauptzahl
der differentiell exprimierten Gene um reprimierte Gene im Knock-down handelte, d.h. um
mdglicherweise durch WT1 hochregulierte Gene.

Von allen differentiell exprimierten Genen wurden exemplarisch drei im Knock-down hoch-
(HIF1A, INHBA, Gremlin) und zwei herunterregulierte Gene (EGR1, p21) auf mRNA-Ebene
verifiziert. Bei allen untersuchten Genen konnten die Tendenzen der Expressionsdaten bestatigt
werden. Wichtig ist aber, die hier erhaltenen Ergebnisse in Zukunft durch weitere Experimente

Zu bestatigen.

Biologische Relevanz der differentiell exprimierten Gene nach WT1 Knock-down

Verglichen wurden zum einen die Ergebnisse vom WT1 Knock-down in den N13T-Podozyten
mit den DDS-spezifischen Genen der Podozyten-Arrays. Dabei wurden nur die gleichen
Arraytypen untereinander verglichen, da ein Vergleich zwischen verschiedenen Arraytypen
aufgrund der unterschiedlich zugrunde liegenden Methodik problematisch ist. Zum anderen
wurde die Expression von bereits bekannten WT1-Zielgenen nach WT1 Knock-down in N13T-
Podozyten und HEK293-Zellen angesehen. Die differentiell exprimierten Gene nach WT1
Knock-down in N13T- und HEK293-Zellen waren so unterschiedlich, dass von einem Vergleich

zwischen diesen beiden Zelltypen abgesehen wurde.

Nach WT1 Knock-down zeigten sich fehlregulierte Gene, wie z.B EGFR, EGR1 und INHA,
bei denen es sich laut Literatur um schon bekannten WT1-Zielgene handelt.

EGFR ist ein Transmembranprotein und eine Tyrosinkinase und wird in vitro von WT1
negativ reguliert (Englert et al., 1995; Haber et al., 1996; Vicanek et al., 1997; Scharnhorst et
al., 1997; Thate et al., 1998; Hosono et al., 1999; Sim et al., 2002). In der sich entwickelnden
Niere exprimieren die renalen Vorlaufer-Zellen mit steigender WT1-Expression immer weniger
EGFR (Englert et al., 1995). Im Tierversuch konnte nachgewiesen werden, dass EGF Uber
EGFR epitheliale Gewebe zu gesteigerter Wachstumsaktivitat veranlassen kann (Schlessinger
et al., 1992). Ferner wurde beobachtet, dass EGFR bei Aktin-Rearrangements des Cytoskeletts
involviert ist (Suzuki et al., 2001; Boonstra et al., 1995) und bei der Nephrogenese die
Differenzierung und Proliferation der Zellen reguliert (Voldborg et al., 1997). In den N13T-
Podozyten ist EGFR im Knock-down (Clontech-Arrays) herunterreguliert, was eine
normalerweise positive Regulation durch WT1 bedeuten wirde und deshalb nicht mit den
Literaturdaten Ubereinstimmt. Dieser Unterschied kdnnte auf die unterschiedlich verwendeten
Zelltypen zuriickzufihren sein, was auch in der Literatur schon ofter, z.B. fur ODC oder IGF2,
beobachtet wurde (Moshier et al., 1996; Idelman et al., 2003). Bei DDS-Patienten konnte
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zudem laut Literatur keine abnormale EGFR-Expression festgestellt werden (Vicanek et al.,
1997). Auch hier wurde in den DDS-Podozyten keine verdnderte EGFR-Expression beobachtet,
was die Literaturdaten bestatigen. Vicanek und Mitarbeiter konnten zudem zeigen, dass alle
WT1-Isoformen die EGFR-Promotoraktivitdt supprimieren kénnen, jedoch WT1-Isoformen mit
Deletionen in den Zinkfingern oder der N-terminalen Domane nicht. Dagegen zeigten WT1-
Isoformen mit der DDS-Mutation R394W weiterhin die Fahigkeit, den EGFR-Promotor zu
supprimieren. Eine Herunterregulierung von EGFR durch ein mutiertes WT1 bei DDS-Patienten
kann also nicht flir die Abnormalitditen wahrend der Glomerulogenese von DDS-Patienten
verantwortlich sein. Dieses Ergebnis zeigt auch, dass ein WT1 Knock-down eine andere
Wirkung als ein mutiertes WT1 bei DDS-Patienten hervorrufen kann.

EGR1 gehort zur Gruppe der Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren (Gashler und Sukhatme,
1995). Die Zinkfinger 1, 2 und 3 von EGR1 zeigen eine 61 %ige Aminosdure-Homologie mit den
Zinkfingern 2, 3 und 4 von WT1 (Rauscher, 1993). Beide Proteine kdnnen an ahnliche DNA-
Sequenzen binden, weshalb man von einer Regulation der gleichen Targetgene ausgeht.
Verschiedene Arbeiten zeigen die Aktivierung einiger Promotoren durch EGR1, aber deren
Repression durch WT1 (Wang et al., 1992; Madden et al., 1991; Ryan et al., 1995; Kinane et al,
1994, 1996; Moshier et al., 1996). Eine reziproke Expression von EGR1 und WT1 wurde auch
schon beobachtet (Kinane et al., 1994, 1996). EGR1 konnte bis jetzt als ein negativ und positiv
reguliertes WT1-Zielgen gefunden werden (Madden et al., 1991; Englert et al., 1995; Reddy et
al., 1995; Maheswaran et al., 1993; Haber et al.,, 1993). Dabei waren die gefundenen
Expressionstendenzen, trotz gleicher Zelltypen und auch der Verwendung gleicher WT1-
Isoformen, unterschiedlich. Die im Knock-down gefundene Herunterregulierung von EGR1 in
den N13-Podozyten (Clontech-Arrays) bestatigt die Literaturdaten, die eine positive Regulation
von EGR1 durch WT1 zeigen. Krones-Herzig und Mitarbeiter konnten zeigen, dass EGR1 zu
einer Hochregulierung einiger Collagene fiihrt, u.a. von COL4A5. Schon bei den Ergebnissen
der Podozyten-Expressionsanalysen konnte in den DDS- und CNF-Podozyten eine verminderte
Expression von COL4A5 (Affymetrix-Arrays und Verifikation mittels semiquantitativer RT-PCR)
gefunden werden, das schon mit einer unvollstdndigen Ausreifung und eine nicht
abgeschlossenen Differenzierung der DDS- und CNF-Podozyten in Verbindung gebracht wurde
(vergleiche Seite 144). Bei den DDS-Podozyten kénnte dies u.a. durch eine Herunterregulation
von EGR1 zustande gekommen sein.

INHA wurde bis jetzt als negativ reguliertes WT1-Zielgen identifiziert (Thate et al., 1998;
Sim et al., 2002; Hsu et al., 1995). Hsu und Mitarbeiter konnten dabei eine Repression durch
die —Exon5/-KTS- Isoform beobachten. Die erhéhte INHA-Expression im WT1 Knock-down der
HEK?293-Zellen bestétigt dieses Ergebnis. INHA kann die Interaktion von Activin-Rezeptoren mit
Mitgliedern der TGFB-Superfamilie, z.B. den BMPs, zerstéren (Cook et al., 2004). Von BMP7 ist

bekannt, dass es wahrend der Nierenentwicklung bei der Vermittlung der mesenchymal-
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epithelialen Interaktionen eine Rolle spielt und fiir eine normale metanephrische Entwicklung
bendtigt wird. Eine erhthte INHA-Expression wahrend der Nierenentwicklung konnte die
Activin-Rezeptor-BMP7-Verbindung stdéren und zu einer fehlerhaften Nierenentwicklung fiihren
(Gupta et al., 1999; Vukicevic et al., 1996).

Weiterhin wurden durch den Vergleich beider Experimente (DDS-Podozyten und WT1
Knock-down in N13T) differentiell exprimierte Gene wie Gremlin und MMP7 mit den Clontech-
Arrays sowie TNFSF10, TNFAIP2, NNMT, PTX3, Gremlin und MMP1 mit den Affymetrix-Arrays
gefunden. Dabei stimmen die Expressionsergebnisse der DDS-Podozyten fir TNFSF10 und
TNFAIP2, die beide hochreguliert sind, nicht mit dem Knock-down Experiment Uberein, wo man
eine Herunterregulierung der Expression beobachten kann. Als besonders interessant stellen
sich die Ergebnisse bezuglich MMP1 und Gremlin dar, die hier diskutiert werden.

Gremlin wurde schon im Rahmen der Podozyten-Expressionsanalysen diskutiert
(vergleiche Seite 153f), wo eine erhdhte Expression in den DDS-Podozyten (Clontech-Arrays)
gefunden und dies in Zusammenhang mit einer Akkumulation von Matrix in den
Mesangiumzellen gebracht wurde. Auch nach WT1 Knock-down in N13T-Podozyten findet man
eine erhdhte Gremlin-Expression mit beiden Arraytypen, was eine negative Regulation durch
WT1 in der Niere vermuten lasst. Moglicherweise wird Gremlin wahrend der Nephrogenese friih
exprimiert und spater durch das Auftreten von WT1 reprimiert. Eine anhaltende Expression von
Gremlin wéhrend der Nephrogenese konnte bei den DDS-Patienten die Akkumulation von
Matrixproteinen unterstitzen.

MMP1 ist eine Collagenase, die primar fur die Degradierung von Collagen [, 1l und llI
zustandig ist (Werb, 1997). Bei Mausen mit einem hereditaren nephrotischen Syndrom (ICGN,
Ursache unbekannt) konnten Uchio und Mitarbeiter eine verminderte MMP1-Expression im
Gegensatz zu den Kontrollen feststellen (Uchio et al., 2000). Dies fiuhrt zu einer abnormalen
Akkumulation von ECM, besonders von Collagen 1, lll und IV. Auch hier wurde in DDS-
Podozyten eine verminderte MMP1-Expression (Affymetrix-Arrays) gesehen. Dies konnte nach
WT1 Knock-down in den N13T-Podozyten (Affymetrix-Arrays) bestétigt werden.

Zusammenfassung

Ausgangspunkt der Untersuchung war die Uberlegung, dass eine WT1 Missense-Mutation
dominant-negativ wirkt und somit funktionelles WT1-Protein dramatisch reduziert. Aufgrund der
Tatsache, dass die primaren DDS-Podozyten-Zellkulturen von Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz stammen, wurde davon ausgegangen, dass die entsprechenden
Expressionsprofile einem fortgeschrittenen Stadium der Krankheit entsprechen. Durch den
Knock-down von WT1 sollten nun Einblicke in frihe Stadien der DDS-Erkrankung gewonnen

werden.
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Insgesamt konnten nur wenige aus der Literatur bekannte WT1-Zielgene im Knock-down
als differentiell exprimiert gefunden werden, wobei die Expressionstendenz in einem Fall
(EGFR) nicht mit den Literaturdaten Ubereinstimmte. Warum nur so wenige bekannte Zielgene
gefunden wurden, obwohl der Knock-down auf mRNA- und Proteinebene sehr gut funktionierte,
dariiber kann nur spekuliert werden. Eine Mdglichkeit besteht z.B. in der Verwendung anderer
Zellen als in der Literatur angegeben. Die Ergebnisse deuten zum Teil auf eine direkte
Regulation durch WT1, zum Teil aber auch auf eine indirekte Regulation hin. Ob es sich wirklich
um physiologische Zielgene handelt, muss in Zukunft durch weitere Untersuchungen, wie z.B.
durch die Suche nach moglichen WT1-Erkennungssequenzen in den Promotoren der
beschriebenen Gene, geklart werden. Durch eine Chromatin-Immunpréazipitation (= ChIP)
kénnte man zusatzlich die Bindung von WT1 an die hier gefundenen potentiellen Zielgene
Uberprufen.

Bei den Genen, die sich durch zukinftige Untersuchungen als nicht durch WT1 direkt
reguliert herausstellen, kdnnte es sich um indirekt regulierte Gene handeln sowie um Artefakte
der Methode. Wichtig ist es deshalb, die hier erhaltenen Ergebnisse in Zukunft durch weitere

Experimente zu festigen.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnten auf molekularer Ebene neue Einblicke in die
Pathomechanismen der diffusen mesangialen Sklerose beim Denys-Drash Syndrom (DDS)

gewonnen werden.

Zu Beginn der Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass im Transkriptionsfaktor WT1
Missense-Mutationen beim Menschen die terminale glomeruldre Reifung stéren. Um dies zu
bestétigen, wurden Glomeruli von DDS-Patienten mit den foétalen ,s-shape®- und ,capillary-loop*
Stadien sowie mit Glomeruli von Kindern und Erwachsenen verglichen. Durch die Verwendung
verschiedener Marker konnte eine Entwicklungs-Verzégerung in DDS-Patienten betreffend
Podozyten und GBM festgestellt werden. Dabei waren drei Feststellungen von besonderem
Interesse:

1) Die DDS-Podozyten exprimieren reduzierte Mengen an WT1 mRNA, und das Verhéltnis
der vier alternativ gespleiRten WT1 mRNA Hauptisoformen entspricht eher dem der
wcapillary-loop” Stadien als dem der reifen Glomeruli.

2) Die DDS-Podozyten exprimieren ein Verhaltnis der angiogenetischen stimulatorischen
Isoform VEGF165a zur inhibitorischen Isoform VEGF165b, das dem fotalen ,s-shape”
Stadium entspricht. Interessant ist dabei die Uberlegung, dass die +KTS WT1-Isoformen
in den SpleiBing-Prozess von VEGF165 involviert sein kdnnten.

3) Wahrend der GBM-Entwicklung gibt es normalerweise einen entwicklungsbedingten
Switch von Collagen IV alpha 1, -alpha 2 zu Collagen IV alpha 3, -alpha 4, -alpha 5 und
von Laminin beta 1 zu Laminin beta 2. Dies scheint bei DDS beeintrachtigt zu sein, da

den DDS-Glomeruli Collagen 1V alpha 4 und Laminin beta 2 fehlt.

Die reduzierten WT1 mRNA-Mengen in den DDS-Podozyten und die dominant-negative
Art und Weise, in der die heterozygoten Missense-Mutationen wahrscheinlich agieren,
resultieren in einer dramatischen Abnahme von wildtypischem WT1 in den Podozyten. Dieses
hat wahrscheinlich wichtige Effekte auf die Expressionslevel von WT1-Zielgenen. Um
herauszufinden, welche Gene in DDS-Podozyten fehlreguliert sind, wurden von primaren
Podozyten-Zellkulturen Expressionsprofile erstellt und mit denen von Kontrollen verglichen. Zu
den Kontrollen zahlten kindliche- und adulte Podozyten sowie Podozyten eines Patienten mit
einem kongenitalen nephrotischen Syndrom vom finnischen Typ (CNF) mit NPHS1-Mutation.
Alle Kulturen exprimierten dabei die spezifischen Podozytenmarker WT1, Podocin, Nephrin,
CD2AP, Synaptopodin, Densin, POD1 und Vimentin. Die Tatsache, dass die Hauptzahl der

differentiell exprimierten Gene bei beiden nephrotischen Erkrankungen (DDS und CNF)
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fehlreguliert war, lasst vermuten, dass die Podozyten-Schadigung selber, unabhéngig von der

priméaren Ursache, eine Kaskade von sekundéren Prozessen auslost. Im Gegensatz dazu

reprasentieren die Gene, die nur aufgrund der WT1- oder NPHS1-Mutation fehlreguliert sind,

wahrscheinlich den primaren Effekt der jeweiligen Mutation. Verifiziert wurden insgesamt 17

Gene mit verschiedenen Methoden auf mRNA- oder Proteinebene, die entweder bei DDS

differentiell exprimiert waren oder bei DDS und CNF. Die differentiell exprimierten Gene aus

den Arrayanalysen wurden aufgrund ihrer Funktion folgenden Gruppen zugeteilt:

1)  Zelladhé&sion und Cytoskelett (ITGA6, COL4A1, COL4A2, COL4A5, ICAM1, VCAM1),

2)  Angiogenese (VEGFA, HIFlalpha, IGFBP3, MMP1, MMP2, MMP14, TIMP3, TGFbetal),

3) Produktion von extrazellularer Matrix (IGFBP3, IGFBP5, TNFA, ET2, MMP1, MMP2,
MMP7) und

4) Nierenentwicklung (PAX2, SOX9, EMX2, Gremlin).

Eine Fehlregulation dieser Proteine fuhrt vermutlich zu einer unvollstandigen Reifung und nicht

abgeschlossenen Differenzierung der Podozyten, einer gestdrten Verankerung der Podozyten

mit der GBM und zu einer extrazellularen Matrixakkumulation, was letztendlich eine Proteinurie

und Glomerulosklerose zur Folge haben kdnnte.

Aufgrund der Tatsache, dass die primaren DDS-Podozyten-Zellkulturen von Patienten mit
terminaler  Niereninsuffizienz  stammten, wurde davon ausgegangen, dass die
Expressionsprofile einem fortgeschrittenen Stadium der Krankheit entsprechen. Wenn man an
therapeutische Targets denkt, ist es aber wichtig, die friihesten Anderungen zu analysieren, die
durch einen Verlust von WT1 in den Podozyten zustande kommen. Zur Herunterregulierung von
WT1 in immortalisierten Podozyten (N13T) einer nicht erkrankten Person und embryonalen
Nierenzellen (HEK293) wurde deshalb die Technik der RNA-Interferenz mit einer spezifischen
WT1-siRNA verwendet. Nach Optimierung der Transfektion wurde eine dramatische Reduktion
von >98% (N13T) bzw. 85% (HEK293) der WT1 mRNA-Mengen nach 24h und von >90% des
WT1-Proteins nach 24h, 48h und 72h erreicht. Um die Effekte eines WT1 Knock-downs zu
untersuchen, wurden Expressionsanalysen mittels Arrays durchgefuhrt. Durch dieses
Experiment sollten putative WT1-Zielgene gefunden werden, die in die frihen Schritte der
Erkrankung involviert sind. Verifiziert wurden funf differentiell exprimierte Gene mit Real-time
RT-PCR. Neben schon bekannten WT1-Zielgenen (EGFR, EGR1 und INHA) konnten auch
einige neue putative Zielgene (Gremlin und MMP1) identifiziert werden, die eine Rolle wahrend
der Nierenentwicklung und Pathogenese der Glomerulosklerose spielen kdnnten. Inwieweit es

sich um physiologische Targets handelt, muss in Zukunft weiter untersucht werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass, obwohl es sich beim Denys-Drash

Syndrom um eine monogene Erkrankung handelt, mutiertes WT1 direkt oder indirekt in
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verschiedene Prozesse der Zelle eingreift (Zelladhasion, Cytoskelett, Angiogenese, ECM-
Produktion). Eine der friihesten Veranderungen ist sicherlich eine Entwicklungsverzégerung in
den Podozyten, die sich wiederum auf benachbarte Zellen aber auch auf die Homdbostase der
Podozyten auswirkt und letztlich eine Glomerulosklerose verursacht.
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The purpose of the present thesis was to gain new insights into how heterozygous WT1
mutations ultimately lead to diffuse mesangial sclerosis in patients with Denys-Drash syndrome.

Therefore different molecular genetic and biochemical analyses were used.

To test if WT1 missense mutations in humans interfere with terminal glomerular
maturation, glomeruli of DDS patients were compared to fetal stages and to glomeruli of a child
and adults. A developmental delay could be demonstrated in DDS patients:

1) DDS-podocytes express reduced levels of WT1 mRNA, and the ratio of the four
alternatively spliced WT1 mRNA isoforms resembles that of fetal capillary-loop stages.
2) DDS-podocytes express a ratio of angiogenetic isoform VEGF165a to inhibitory isoform

VEGF165b that resembles fetal s-shape stages.

3) DDS-glomeruli lack collagen IV alpha 4 and laminin beta 2, two components of the mature

GBM.

The reduced level of WT1 mRNAs in DDS-podocytes and the dominant negative manner
in which heterozygous missense mutations are expected to act results in a decrease of wildtyp
WT1 in podocytes. This in turn is expected to have important effects on the expression level of
WT1 target genes. To find out which genes are deregulated in DDS-podocytes, expression
profiles were generated from primary podocyte cell cultures and compared to those of controls
(podocytes of children and adults; podocytes of a patient with congenital nephrotic syndrome of
the Finnish type (CNF) due to a NPHS1 mutation). All cell cultures expressed specific podocyte
markers like WT1, Podocin, Nephrin, CD2AP, Synaptopodin, Densin POD1 and Vimentin. The
finding that most of the genes are deregulated in both nephrotic syndrome diseases (DDS and
CNF) suggests that podocyte injury itself, independent of its primary cause, may start
automatically a cascade of secondary processes. In contrast, genes only deregulated in WT1-
mutated or NPHS1-mutated podocytes may represent a primary effect of the underlying
mutation. Due to their function differential expressed genes were assigned to the following
groups:

1) cell adhesion and cytoskeleton (ITGA6, COL4Al, COL4A2, COL4A5, ICAM1, VCAMI),

2) angiogenesis (VEGFA, HIFlalpha, IGFBP3, MMP1, MMP2, MMP14, TIMP3, TGFbetal),
3) production of extracellular matrix (IGFBP3, IGFBP5, TNFA, ET2, MMP1, MMP2, MMP7),
4)  nephrogenesis (PAX2, SOX9, EMX2, Gremlin).

A deregulation of these proteins may lead to an incomplete maturation of podocytes, a

disturbed anchorage of podocytes within the GBM and to an expansion of extracellular matrix.
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This could lead at last to proteinuria and glomerulosclerosis.

Due to the fact that the primary DDS podocyte cell cultures were established from patients
with end-stage renal failure, the expression profiles probably correspond to an advanced stage
of disease. To analyze the earliest changes caused by a dramatic decrease of WT1 in
podocytes, the RNAi technology was used to knockdown WT1 in normal immortalyzed
podocytes and embryonic kidney cells with a specific WT1-siRNA. This technology was
combined with array analyses to identify putative WT1 target genes. Beside already known WT1
target genes (EGFR, EGR1 und INHA) new putative target genes (Gremlin und MMP1) which

play a role during nephrogenesis were identified.

Although Denys-Drash syndrome is a monogenetic disease, mutant WTL1 interferes
directly or indirectly with a variety of cellular processes (cell adhesion, cytoskeleton,
angiogenesis, production of extracellular matrix). One of the earliest changes is certainly a
delay in podocyte maturation which in turn affects neighbouring cells as well as the homeostasis

of podocytes and ultimately leads to glomerulosclerosis.
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