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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Proteinurie ist neben einer Hypoproteinamie, peripheren Odemen und Hy-
perlipoproteinamie eines der Kriterien fur die Diagnose eines nephrotischen
Syndroms. Meist besteht die Proteinurie Uberwiegend aus einer Albuminurie.
Ein solcher Verlust von Albumin ist dabei der starkste Pradiktor fur das Auftre-
ten von Erkrankungen wie Herzinfarkten und Schlaganfallen (1).

Bei Schadigung des glomerularen Filters, welcher aus fenestriertem Endothel,
der glomerularen Basalmembran (GBM) und den Podozyten mit ihrer Schlitz-
membran besteht, kommt es zu solch einer Albuminurie. Die Ursachen fur eine
derartige Schadigung sind vielfaltig und reichen von erworbenen Schaden bis
zu angeborenen Gendefekten fur Proteine des glomerularen Filters. Eines die-
ser Proteine ist das Glomerular epithelial Protein 1 (GLEPP1). Patienten mit
einer GLEPP1-Defizienz entwickeln schon im Kindesalter ein idiopathisches
nephrotisches Syndrom.

GLEPP1 ist eine Rezeptortyrosinkinase in der Podozytenmembran, dessen ge-
naue Funktion bisher nicht bekannt ist. Die eigene Arbeitsgruppe konnte zei-
gen, dass alternde GLEPP1-KO-Mause morphologische Veranderungen im
Sinne von subpodozytaren Verbreiterungen der GBM aufweisen. Auch die Zu-
sammensetzung der Hauptkomponente der GBM, des Kollagens-IV zeigt bei
einem GLEPP1 knockout ein embryonales Muster (Kollagen Typ IV a1a2a1).
(Die embryonalen Kollagen-Ketten werden dabei von Podozyten, wie auch von
Endothelzellen produziert, wahrend das adulte Kollagen-IV (a3,4,5) nur von
Podozyten gebildet werden kann.)

In dieser Doktorarbeit wurde die extrazellulare Matrixsynthese von glomerula-
ren Zellen in primarer Zellkultur untersucht. Hierfir wurde ein homozygotes
GLEPP1-KO-Mausmodell (mit genetischem 129P3/J-Hintergrund) verwendet
und im Alter von 4 und 10 Monaten mit Wildtyp-Mausen verglichen.

Fiar die Untersuchungen wurden Glomeruli mittels Dynabead-Methode isoliert
und in primarer Zellkultur aufgenommen. Die aussprossenden glomerularen
Zellen wurden anschliefend mittels gqPCR anhand von spezifischen Zellmar-
kern charakterisiert. Hierbei zeigte sich eine heterogene Mischkultur aus Podo-
zyten, Endothelzellen und auch Mesangialzellen. Die Zellen wurden weiter kul-

tiviert und es wurde mit eigens modifizierten Protokollen die sezernierte extra-
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zellulare Matrix isoliert. Der Fokus lag hierbei auf den Hauptkomponenten der
GBM; den Kollagen Typ IV-Ketten (a 1,2,3,5) und dem Laminin (a1). Die Isolate
wurden enzymatisch verdaut und auf Proteinebene im Westernblot untersucht.
Es zeigten sich sehr geringe nachweisbare Proteinmengen, welche im Ver-
gleich zwischen WT und KO keine signifikanten Unterschiede zeigten. Die Kul-
tivierung von 10 Monate alten Mausglomeruli zeigte unabhangig vom Genotyp
keine adaquate extrazellulare Matrix-Protein-Produktion und war dadurch weite-
ren Untersuchungen nicht zuganglich. Zur Kontrolle der Proteinuntersuchungen
wurde aus den kultivierten Zellen RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben,
welche anschliefend gPCR-Untersuchungen zugefuhrt wurden. Hier zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen GLEPP1 WT und KO, und auch keiner
zwischen den beiden Altersgruppen. Zusammenfassend konnte gezeigt wer-
den, dass glomerulare Zellen in vitro eine extrazellulare Matrix sezernieren. Die
extrazellulare Matrix unterscheidet sich in vitro von den in vivo beobachteten
Veranderungen. Dies zeigte sich sowohl auf Protein-Ebene als auch auf der
Transkriptions-Ebene. Da sich bei einer Mischkultur die Sekretion einiger Prote-
ine und der RNA nicht eindeutig einer Zellart zuordnen lasst, waren ggf. noch
Untersuchungen mit primaren Zellisolaten von Podozyten und Endothelzellen
moglich.
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Abstract

Proteinuria is one of the criteria for the diagnosis of the nephrotic syndrome,
along with hypoproteinemia, peripheral edema, and hyperlipoproteinemia. In
most cases, proteinuria consists predominantly of albuminuria. Such loss of al-
bumin is the strongest predictor for the occurrence of diseases such as myo-
cardial infarction and stroke (1).

Damage to the glomerular filter, which consists of the fenestrated endothelium,
the glomerular basement membrane (GBM) and the podocytes with their slit
membrane, results in albuminuria. The reasons for this structural damage are
manifold and range from acquired damage to congenital genetic defects for
glomerular filter proteins. One of these proteins is the glomerular epithelial pro-
tein 1 (GLEPP1). Patients with GLEPP1 deficiency develop idiopathic nephrotic
syndrome in childhood.

GLEPP1 is a receptor tyrosine kinase in the podocyte membrane, where the
exact function is not yet known. Our own research group could show that aging
GLEPP1-KO mice show morphological changes such as subpodocytic broaden-
ing of the GBM. Also, the composition of the major component of the GBM, col-
lagen 1V, shows an embryonic pattern (collagen type IV a1a2a1) in a GLEPP1
knockout. (The embryonic collagen chains are produced by podocytes, as well
as by endothelial cells, whereas adult collagen IV (a3,4,5) can only be produced
by podocytes).

In this doctoral thesis, the extracellular matrix synthesis of glomerular cells was
studied in primary cell culture. For this purpose, a homozygous GLEPP1-KO
mouse model (with genetic 129P3/J background) was used and compared with
wild-type mice at 4 and 10 months of age.

For the studies, glomeruli were isolated by Dynabead method and transferred in
primary cell culture. The sprouting glomerular cells were subsequently charac-
terized by qPCR using specific cell markers. This revealed a heterogeneous
mixed culture of podocytes, endothelial cells, and also mesangial cells. The
cells were further cultured and the secreted extracellular matrix was isolated
using specially modified protocols. The focus here was on the major compo-
nents of the GBM; collagen type IV chains (a 1,2,3,5) and laminin (a1). The iso-
lates were enzymatically digested and analyzed at protein level by Western



blot. Very low detectable protein levels were found, which showed no significant
differences when comparing WT and KO. The cultivation of 10-month-old
mouse glomeruli did not show adequate extracellular matrix protein production
independent of the genotype and was therefore not accessible to further inves-
tigations. As a control for the protein assays, RNA was isolated from the cul-
tured cells and transcribed into cDNA, which was subsequently subjected to
gPCR assays. There was no significant difference between GLEPP1 WT and
KO, nor between the two age groups. In conclusion, glomerular cells were
shown to secrete an extracellular matrix in vitro. The extracellular matrix in vitro
differs from the changes observed in vivo. This was evident at both the protein
level and the transcriptional level. Since in a mixed culture the secretion of
some proteins and the RNA cannot be clearly assigned to a cell type, studies
with primary cell isolates of podocytes and endothelial cells might still be possi-
ble.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Proteinurische Erkrankungen/Nephrotisches Syndrom

Das nephrotische Syndrom wird definiert als Symptomkomplex aus Proteinurie
(>50 mg/kg/d oder >3,5 g/d), Hypalbuminamie, Hyperlipoproteindmie, periphe-
ren Odemen, sowie einer Hyperkoagulabilitat (2).

Es tritt bei einer Vielzahl von Erkrankungen mit Nierenbeteiligung auf, oftmals
verursacht durch eine Storung der Blut-Harn-Schranke. Meistens wird diese
durch eine primare oder sekundare Schadigung der glomerularen Basalmemb-
ran (GBM) ausgeldst (2).

Die haufigsten Glomerulonephritiden mit nephrotischem Syndrom sind auf his-
tologischer Ebene die minimal-change-disease (MCD), die Fokal segmentale
Glomerulonephritis (FSGS) und die Membranése Glomerulonephritis (MGN).
Die MCD stellt die haufigste Ursache im Kindesalter dar und tritt meist idiopa-
thisch oder durch medikamentdse Einflisse auf (3). Sie auldert sich als nephro-
tisches Syndrom mit einer selektiven Proteinurie, also einer isolierten Albuminu-
rie in der Urinelektrophorese. Die Prognose ist gut, in den meisten Fallen
kommt es zu keiner terminalen Niereninsuffizienz (4).

Die membrandse Glomerulonephritis ist mit einem Anteil von ca. 30 % die hau-
figste Ursache im Erwachsenenalter und tritt auch zum Teil sekundar unter an-
derem nach Medikamenteneinnahme, bei Malignomen oder Infekten auf. Hier
kommt es in ca. 25 % zur Progression in eine Niereninsuffizienz (4).

Die FSGS betrifft zum Grof3teil dunkelhdutige Menschen (Afroamerikaner, Afri-
kaner und Lateinamerikaner) und tritt idiopathisch, angeboren oder sekundar
auf. Bei ausbleibender Remission werden 60 % der Patienten nach 10 Jahren
terminal niereninsuffizient, bei Vollremission nur 10 % (4, 5).

Mogliche Ursachen fur ein sekundares nephrotisches Syndrom sind beispiels-
weise die diabetische Nephropathie, Amyloidosen, eine Sarkoidose oder

Leichtkettenerkrankungen (6).

Eine klinisch und prognostisch weitaus relevantere Einteilung als die Histologie

ist jedoch das Ansprechen der Erkrankung auf eine Therapie mit Kortikosteroi-
1
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den. Hierbei wird das Krankheitsbild in das steroidsensitive (SSNS) und das

steroidresistente nephrotische Syndrom (SRNS) eingeteilt.

Das steroidsensitive nephrotische Syndrom wird haufig sekundar durch andere
Erkrankungen verursacht und zeigt sich eher als MCD und im Alter von <5 Jah-
ren. Das SSNS hat meist einen milderen Verlauf und kann in 96 % der Falle bis

zur Adoleszenz im Sinne einer kompletten Remission austherapiert werden(7).

Den steroidresistenten Formen liegen als Ursache haufig angeborene Gende-
fekte zugrunde, und sie prasentieren sich histologisch haufiger als FSGS. Das
SRNS hat auch eine deutlich schlechtere Prognose, als das SSNS und resul-
tiert in ca. 15 % in einer chronischen Niereninsuffizienz, nur 46,6 % der Patien-
ten zeigen nach leitliniengerechter Steroid-Therapie eine komplette Remission
(7, 8).

Bei den steroidresistenten Formen wird die Therapie je nach Grunderkrankung
um weitere Immunsuppressiva (Tacrolimus, Cyclosporin A, Mycophenolat-

Mofetil u.a.) erganzt.
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1.2 Der glomerulare Filter

Die Niere hat als paarig angelegtes Organ vielfaltige Funktionen. Neben der
Regulation des Saure-Basen-Haushaltes, des Elektrolyt- und Wasserhaushal-
tes, wie auch der Bildung von Hormonen (Calcitriol, Erythropoetin) ist die Aus-
scheidung harnpflichtiger Substanzen eine der Hauptaufgaben der Nieren. Hier-
fur wird durch Filtration des Blutes innerhalb der Glomeruli Primar- und an-
schlie3end in den Tubuli der Endharn gebildet. Damit jedoch nicht auch jegliche
essenzielle Blutbestandteile, wie Proteine den Korper mit dem Urin verlassen,

bedarf es des spezialisierten glomerularen Filterapparates.
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Abb. 1 Schema einer glomerularen Kapillare mit den Komponenten des glomeruldren
Filters

Darstellung der Kompartimente des glomerularen Filters: endotheliale Glykokalix, fenestriertes Endothel,
glomerulare Basalmembran, Glykokalyx zwischen FuRfortsdtzen und GBM, Podozyten mit ihrer Schlitz-
membran zwischen den FuRfortsatzen. Weiterhin befinden sich Mesangialzellen als strukturstabilisierende
Komponente im Glomerulus (9).

Dieser besteht aus mehreren verschiedenen Komponenten, die mehr oder we-
niger zur Filtrationsbarriere beitragen. Dazu gehoren das Endothel mit seiner
Glykokalyx, die glomerulare Basalmembran, die Podozyten mit ihrer Schlitz-
membran und spezifischen basalen Glykokalyx und weitere Kompartimente,

wie Mesangialzellen und extrazellulare Matrixkomponenten (siehe Abb. 1) (10).

3
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Das fenestrierte Endothel des Glomerulus ist die erste Komponente des glome-
rularen Filters und wie jedes Endothel des menschlichen Korpers mit einer Gly-
kokalyx ausgestattet. Diese ist anionisch und besteht aus Sialoproteinen und in
den fenestrierten Abschnitten zusatzlich aus Hyaluronsaure und Heparansulfat
(11). Wird diese Glykokalyx in irgendeiner Form geschadigt, wie z.B. bei der
diabetischen Nephropathie, oder auch experimentell durch enzymatischen Ver-
dau, kommt es zu einer stark erhohten Ausscheidung von negativ geladenem
Albumin, nicht jedoch von gleich groRen neutral geladenen Molekulen. Dieser
Sachverhalt verdeutlicht die ausgepragte Ladungs-, jedoch nicht GroRenselek-
tivitat der endothelialen Glykokalyx (11).

Die Lamina densa der GBM dient als Barriere fur Molekule in der Grofze von
IgGs und Albumin, diese dringen im Normalfall nicht weiter als bis zur Lamina
rara interna ein. Kleinere Moleklle, wie Parvalbumin (12 kDa), oder Ovalbumin
(42 kDa) passieren hingegen die Lamina densa und akkumulieren knapp ober-
halb der podozytaren Glykokalyx, welche die Basis der Ful¥fortsatze mit der
GBM verbindet; diese Glykokalyx stellt also eine weitere Barriere fur Molekule
kleiner als Albumin dar (12).

Noch kleinere Partikel passieren den Filter komplett und werden von proxima-
len Tubulus-Zellen resorbiert, was gegen eine reine Filterfunktion der Schlitz-
membran spricht, da in dessen Nahe keine Partikel akkumulieren, bzw. die
Schlitzmembran nie verstopft (12, 13).

Die GBM und die podozytare basale Glykokalyx sind demnach im Gegensatz
zur endothelialen Glykokalyx groRenselektive Strukturen des glomerularen Fil-
ters (13).

Die Schlitzmembran und ihre genaue Funktion fur den glomerularen Filter ist
noch Gegenstand aktueller Forschung (14). Sie besteht aus verschiedenen
Transmembran-Proteinen (Nephrin, Neph1/2, FAT1/2, Podocin), die durch ihre
VerknUpfung mit dem Zytoskelett die Podozytenful3fortsatze mechanisch mitei-
nander verbinden. lhre intrazellularen Domanen zeigen allerdings auch vielzah-

lige (De)-Phosphorylierungsstellen, die zu unterschiedlichen Signalkaskaden
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innerhalb des Podozyten fuhren. So aktiviert beispielsweise die intrazellulare
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Nephrin-Domane durch eine Src-
Kinase anti-apoptotische Signalkaskaden (12). Hierbei werden Adaptorproteine
(Grb2, Nck) rekrutiert, welche podozytdre Schaden durch Reorganisation des
Aktin-Zytoskeletts reparieren (15).

Mutationen in vielen dieser Kinasen, wie z.B. der Fyn-Kinase fuhren zu Pro-

teinurie und Podozytenverlust (16).

Neuere Modelle versuchen zu erklaren, wieso jegliche Mutationen, welche die
Schlitzmembran oder dessen Verankerung am Zytoskelett einschranken, zu
einem nephrotischen Syndrom fuhren, die Schlitzmembran selber jedoch nie
verstopft (17). So wurde von Fissel und Miner diskutiert, dass die GBM sich wie
ein semipermeables Gel fur Molekule verhalt (17, 18) und sich diese im Normal-
fall in einem komprimierten Zustand befindet. Dieser Zustand wird durch die an
der GBM verankerten Podozyten gewahrleistet, die ihrerseits durch die
Schlitzmembran zusammengehalten werden (siehe Abb. 2). Ist nun die
Schlitzmembran geschadigt, laufen die Podozytenfullfortsatze auseinander und
konnen die GBM nicht mehr im komprimierten Zustand erhalten. Die Dichtigkeit
nimmt, ab und Makromolekdile, wie Albumin kénnen die GBM passieren (17).

NORMAL Abb. 2 Modell zur Funktion der
glomeruldren Schlitzmembran nach
Fissel & Miner

Gesund (oben): Die GBM wird als semiper-
meables Gel durch die Verankerung mit den
PodozytenfulRfortsatzen (und diese unterei-
nander durch die Schlitzmembran (griine
dicke Pfeile)) in einem komprimierten, ,dich-
ten“ Zustand gehalten. Lediglich Wasser
(blaue Pfeile) kann passieren. Erkrankt (un-
ten): Ist die Schlitzmembran gestort (griine
diinne Pfeile), weichen die Podozytenfullfort-
satze auseinander und flachen ab. Die Kom-
pression der GBM wird aufgehoben und sie
wird durchlassiger fir Molekiile, wie Albumin
(17).

Auch die Mesangialzellen als spezialisierte Fibroblasten innerhalb und auf3er-
halb des Glomerulus spielen eine gewisse Rolle fur den Filtrationsmechanis-

mus. So produzieren sie Komponenten der mesangialen Matrix, welche die
5
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Struktur des Glomerulus aufrechterhalten. AuRerdem erhohen ihre kontraktilen
Eigenschaften die glomerulare Dehnbarkeit in Abhangigkeit von hydrostati-
schen Kréften (10).
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1.3 Aufbau der glomerularen Basalmembran

Die glomerulare Basalmembran (GBM) ist ein integraler Bestandteil des glome-
rularen Filters. Sie ist durchlassig fur Wasser und kleine Molekule, halt Albumin
und andere Makromolekule jedoch im Blut zurlck (19, 20).

Mit circa 300-350 nm ist sie im Vergleich zu anderen Basalmembranen relativ
dick (21). Diese messen im Durchschnitt nur 50-100 nm (22). Sie besteht aus 3
Schichten, der Lamina rara interna, der Lamina densa und der Lamina rara ex-
terna (23).
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Abb. 3 Interaktion von GBM-Komponenten untereinander und mit zelluldren
Oberflachenproteinen

Der glomerulare Filter besteht aus Podozyten (blau) auf der Primarharnseite (gelb), den En-
dothelzellen (violett) auf der Blutseite (rot) und dazwischen der glomerularen Basalmembran
(orange). Innerhalb der GBM selbst und an den Kontaktstellen von Podozyten/Endothelzellen
und der GBM zeigen sich komplexe Maschenwerke unzahliger Proteine, welche fir die Stabi-
litdt und Funktion der GBM unabdingbar sind (21).
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Im Laufe der Glomerulogenese
produzieren Podozyten und En-
dothelzellen jeweils eigene Basal-
membranschichten, die miteinander
verschmelzen und so die reife GBM
bilden (24, 25). Hierbei entsteht ein
komplexes Maschenwerk aus viel-
zahligen Proteinen (siehe ). Die
glomerulare extrazellulare Matrix,
zu der auch die GBM gehort, be-
steht aus mehr als 144 verschiede-
nen Proteinen(26). Die Hauptbe-
standteile sind hierbei Kollagen 1V,
Laminine, Nidogen und Heparan-
sulfat-Proteoglykane (HSPG) (27).
Diese werden nun naher beschrie-
ben.

Kollagen IV wird (wie jedes Kol-
lagen) als Heterotrimer (Protomer)
bestehend aus drei a-Ketten sekre-
tiert. Die Kollagen-Domane besteht
im zentralen Bereich aus zahlrei-
chen Gly-X-Y Aminosaure-Triplets,
welche die Grundlage fur die Bil-
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Abb. 4 Formation des Kollagen IV-Netzwerkes
Schematische Darstellung der Formation des Kollagen
IV-Netzwerkes. Drei einzelne a-Ketten (Monomere)
formieren sich zu einem Trimer (Protomer). Diese di-
merisieren uUber die NC1-Domanen und formieren sich
anschlielfend Uber die 7S-Domane zu Kollagen IV-
Tetrameren. Fir die Funktion innerhalb der GBM ist
eine solch komplexe Netzwerkbildung essentiell (21).

dung dieser Trimere sind. Am amino-terminalen Ende findet sich eine 7S-

Domane und am carboxy-terminalen Ende eine NC1-Domane. Beide sind am

Zusammenbau der Trimere zu einem Kollagen-Netzwerk beteiligt (siehe ). Die

NC1-Domane der jeweiligen Ketten fuhren zusatzlich dazu, dass sich nur die

Kombinationen a1a2a1, a3a04a5 und a506a5 zusammensetzen kdénnen (28,

29).

Kollagen IV(a1a2a1) ist dabei vor allem in der sich entwickelnden Basalmemb-

ran zu finden, wahrend in der adulten GBM hauptsachlich Kollagen IV(a3a4a5)

vorliegt. Es wird postuliert, dass dieser Wechsel der Isoformen wichtig fur die



Einleitung

Reifung und Erhaltung der adulten Filtrationsbarriere ist (30). Er soll zu einer
erhdhten Stabilitat fihren und vor proteolytischen Einflissen schitzen (31).
Immunelektronenmikroskopische und weitere Untersuchungen haben gezeigt,
dass Endothelzellen und Podozyten Kollagen IV(a1a2a1) sekretieren, das adul-
te Kollagen IV(a3a4a5) jedoch nur von Podozyten produziert wird (25).

Eine bestens erforschte Erkrankung der glomerularen Basalmembran ist das
Alport Syndrom. Hierbei fuhrt eine Mutation in einem der Gene des adulten Kol-
lagen IV (COL4A3/4/5) zu einem fehlerhaften Switch von embryonaler zu adul-
ter Form und folglich zur Desintegration der GBM mit Podozytenschadigung,
Glomerulosklerose und extrarenalen Manifestationen an Augen und Innenohr.
Patienten zeigen bereits nach der Geburt eine Proteinurie und Mikrohamaturie.
Unbehandelt erleiden Patienten im Durchschnitt mit 22 Jahren ein terminales
Nierenversagen (32).

Hier zeigt sich die aulierordentliche Rolle des Kollagen IV fur die Aufrechterhal-
tung der Struktur und Funktion der GBM.

Laminine sind grof3e Glykoprotei- % a-chain
Integrins ﬂ -
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Ketten, welche durch ihre Struktur e 8 LEb(va)  Netin13.G
ein GerUst fur die AnknlUpfung B_Chain\ LEQV) "'-w_\év_chain
unzahliger extrazellularer Mat- B
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Syndecans Dystroglycan
zung fur die Bildung der Basal- Abb. 5 Aufbau von Laminin und Interaktionen
) ) mit extrazellularen Matrixproteinen der GBM

membran st (33)- Die LG- Schematische Darstellung des Aufbaus von Laminin als
. . Heterotrimer, bestehend aus einer a- - und y-Kette.
Domanen am langen Arm intera- | aminin interagiert iber verschiedene Domanen mit
. . . . unzahligen extrazelluldren Matrixkomponenten innerhalb
gieren mit zellularen Oberflachen-  ger GBM (21). GBM: glomerulére Basalmembran, LF:
. . globuldare F-terminale Domane, LG: globuldare C-

rezeptoren, wie z.B. Integrinen terminale Domane, LN: globuldre N-terminale Domane

oder Dystroglykan. Fehlen diese
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Interaktionen, kommt es zu glomerularen Schaden (21).

Genau wie beim Kollagen IV gibt es auch beim Laminin einen Switch von emb-
ryonaler (a1B1y1, LM-111) zur adulten Form (a5B2y1, LM-521), die fir die Rei-
fung und Stabilitat der Filtrationsbarriere von Bedeutung zu sein scheint (30).
Die adulte Form von Laminin wird sowohl von Podozyten, als auch von En-
dothelzellen produziert (34).

Mutationen im Laminin-B2, kodiert durch das Gen LAMB2 fuhren zum Pierson-
Syndrom. Dieses ist charakterisiert durch ein kongenitales nephrotisches Syn-
drom, Mikroorie, respiratorische Insuffizienz und fruhes Nierenversagen mit
Notwendigkeit von Ersatzverfahren (21, 35). Hier zeigt sich auch die auferor-
dentliche Relevanz der Laminine fur den Erhalt der Funktionalitat der GBM;
diese haben nach dem Kollagen IV auch den zweitgroRten Anteil an der Ba-

salmembran (22).

Nidogene, auch Entactine genannt, sind hantelférmige Proteine der glomerula-
ren Basalmembran, die sowohl an Laminin y1, als auch an Kollagen IV binden,
und damit beide Proteinnetzwerke miteinander verbinden (28). Trotz dieser
Tatsache ist scheinbar keine der Isoformen (Nidogen-1, 2) fir die Aufrechter-
haltung einer funktionellen GBM nétig, da diese sich bei KO-Mausen auch bei
kompletter Abwesenheit von Nidogen bildet. Bei knockouts von Nidogen-2 zeig-
ten Mause bei normalem Phanotyp einen erhohten Blutdruck, und eine erhohte
Albuminausscheidung. Daher wird diskutiert, ob Nidogen eine reparative Rolle
in der GBM haben konnte. Die genaue Funktion fur die GBM ist allerdings noch
nicht bekannt (21).

Einen weiteren Bestandteil der GBM bilden die Heparansulfat-Proteoglykane
(HSPG). Dazu gehért neben Perlecan und Kollagen XVIII auch das Agrin (36).
Wahrend die Ubrigen HSPGs zum Grofteil in der sich entwickelnden Niere zu
finden sind, ist Agrin hauptsachlich in der reifen GBM in allen Schichten zu fin-
den (21, 36). HSPGs werden an ihren Seitenketten regelmafig sulfatiert, was
zu einer negativen Ladung der Proteoglykane fuhrt. Dies wurde als mogliche
Komponente der Ladungsselektivitat der GBM des glomerularen Filters disku-
tiert (21). Agrin als Haupt-Proteoglykan der reifen GBM scheint jedoch fir die
Permselektivitat des glomerularen Filters nicht von gro3er Bedeutung zu sein;
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das Fehlen dieses Molekuls, und damit die weitestgehende Aufhebung der an-
ionischen Ladung der lamina rara externa der GBM fiihrt zu keiner Anderung
der glomeruldaren Permeabilitat, auch nicht bei experimenteller Albumin-
Uberladung (37). Die Heparansulfat-Ketten spielen jedoch wahrscheinlich eine
entscheidende Rolle bei der Regulation des Komplementsystems innerhalb des

Glomerulus, es bedarf jedoch noch weiterer Forschung auf diesem Gebiet (38).

11
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1.4 Podozyten und glomerulare Endothelzellen

Podozyten als eine der Hauptkomponenten des glomerularen Filters sind post-
mitotische und enddifferenzierte Zellen mit primaren Zellauslaufern und sekun-
daren Ful¥fortsatzen. Diese ,interdigitieren® untereinander und sind durch die
dazwischenliegende Schlitzmembran miteinander verbunden (39, 40).

Die Podozyten befinden sich auf der Harnseite des Glomerulus und bilden das
viszerale Blatt der Bowman-Kapsel. Hierbei werden die glomerularen Kapillar-
schlingen nach auf3en von den Podozytenful3fortsatzen umgriffen (40).

Die FuRfortsatze enthalten ein Netzwerk aus kurzen, verzweigten Aktinfilamen-
ten und parallel angeordneten kontraktilen Aktinfilamentbiindeln. Anderungen
dieser Strukturen werden als Ursache fur Alterationen der Permeabilitat der Filt-
rationsbarriere diskutiert (39).

Die embryonale Entwicklung der Podozyten und der Ful¥fortsatze sowie der
Schlitzmembran erfordert ein komplexes Zusammenspiel von membran-
assoziierten Proteinen, bzw. dessen Transkriptionsfaktoren. So fuhren Disrupti-
onen von beispielsweise a3-Integrin, Protocadherin FAT1 oder Adaptorprotei-
nen wie Nck1/2, welche mit Nephrin und Podocin verknUpft sind zum Versagen
der Bildung funktionstuchtiger Fuldfortsatze und der Schlitzmembran (39). Auch
die Verknupfung der Podozyten mit der GBM ist essentiell fur die Funktion der
Zellen. Das Integrin-a3B31 ist hierbei eine Hauptverbindungskomponente zwi-
schen der ECM (Laminin) und den Podozyten (siehe ). Eine homozygote Muta-
tion in diesem Protein fuhrt daher zu Veranderungen der GBM- und Podozyten-

struktur und einem nephrotischen Syndrom (41).

Podozyten besitzen eine Vielzahl von struktur- und funktionsrelevanten Protei-
nen. Da eine ausfuhrlichere Beschreibung den Rahmen dieser Arbeit sprengen
wurde, wird hier nur auf die wichtigsten Proteine eingegangen, die in dieser Ar-
beit auch untersucht wurden.

Das WT1-Gen, welches fur das Wilms-Tumor-Protein kodiert, kann bei einer
Mutation zur Entwicklung eines Wilms-Tumors (auch Nephroblastom) fuhren.

12
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Dieser wurde erstmals 1899 von Max Wilms bei einer malignen Neoplasie der
Niere beschrieben (42).

Das Wilms-Tumor-Protein ist ein Zink-Finger-Transkriptionsfaktor und hat in
differenzierten Podozyten durch die Regulation einer Vielzahl von Genen eine
essentielle Rolle fur die Aufrechterhaltung von Struktur und Funktion der Zelle.
Es unterstitzt allerdings schon in der Embryogenese die MET (mesenchymale
epitheliale Transition) tUber die Aktivierung des Wnt4-Gens und ist auch danach
an der Tubulo- und Glomerulogenese beteiligt (43). Weitere Zielgene des WT1
sind unter anderem diejenigen fur Wachstumsfaktoren wie IGF-Il, TGF-f,
PDGFA und Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR, IGFR) (44-48). In der entwi-
ckelten Niere ist WT1 ausschlieB3lich in den Podozyten nachzuweisen und eig-
net sich daher optimal als Podozyten-Marker (43).

Synaptopodin (podocyte protein 44/pp44) ist ein Aktin-assoziiertes Protein, wel-
ches essentiell fur die Integritat des podozytaren Zytoskeletts ist und einen
wichtigen Mediator fur die Zellmigration darstellt. Dies wird Uber die Regulation
von Rho-GTPasen i.S. einer kompetitiven Hemmung von Smurf1 bewerkstelligt.
Smurf1 wiederum ubiquitiniert RhoA (49, 50). Fehlt nun Synaptopodin in der
Niere, zeigt sich eine reduzierte RhoA-Aktivitat, jedoch bestehen klinisch keine
Auffalligkeiten in sonst gesunden Mausen. Werden Synaptopodin-defiziente
Mause jedoch schadlichen Substanzen wie Adriamycin ausgesetzt, zeigt sich
eine deutlich erhdohte Empfindlichkeit fur das Auftreten einer Nephropathie. Sy-
naptopodin hat daher eher eine protektive Rolle im Rahmen von podozytaren
Schaden, am ehesten durch dessen Beteiligung an der Aktin-Reorganisation
(51).

Synaptopodin ist in hochdynamischen Zellkompartimenten, wie z.B. in dendriti-
schen spines zu finden. Innerhalb der Niere ist es spezifisch in Podozyten(-
Fulfortsatzen) exprimiert (49, 52).

Beim nephrotischen Syndrom im Rahmen von glomerularen Schaden sind die
primar affektierten Zellen haufig die Podozyten, wobei neben direkten Schadi-
gungen auch die zellulare Interaktion mit anderen glomerularen Zellen beein-

trachtigt sein kann (53).

13
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Solche angeborenen oder erworbenen Schaden an Podozyten auf3ern sich na-
hezu immer als sogenanntes podocyte (foot process) effacement, also einer
Verplumpung der
Strukturen  mit  Ab-
nahme der Interdigita-
tionen und Ver-
schmelzung der Fuld-
fortsatze. Auch die
GBM zeigt sich ver-
dickt (siehe Abb. 6)
(54).

Diese morphologi-

Abb. 6 Schema der glomeruléren Filtrationbarrierre

(Oben) Elektronenmikroskopische Aufnahme und Schema der normalen
Architektur der glomerularen Filtrationsbarriere. (Unten) EM-Aufnahme
und Schema von Defekten der glomerularen Filtrationsbarriere, mit Ver-

. lust der Schlitzmembran, podocyte foot process effacement und GBM-
mechanismen der Verdickung (41)

schen Veranderungen

werden als Schutz-

Podozyten vor AbI6-
sung und Zellverlust diskutiert (54, 55).

Da reife Podozyten in vivo unfahig zur Zellteilung und daher besonders vul-
nerabel gegenuber glomerularen Schaden sind, ist ein signifikanter Podozyten-
Verlust ein entscheidender Faktor fur die Entwicklung einer chronischen Nie-

reninsuffizienz (39).

Die andere Hauptkomponente der Filtrationsbarriere sind die Endothelzellen.
Diese bilden die zellulare Filterkomponente auf der Blutseite des Glomerulus.
Wie alle Endothelzellen besitzen sie eine anionische Glykokalyx bestehend aus
Proteoglykanen, Sialoproteinen und vielen weiteren Komponenten (56, 57). Die
Kapillaroberflache des glomerularen Endothels ist zu 20-50% fenestriert (58).
Die auRerordentliche Rolle der Endothelzellen fur die Aufrechterhaltung der Fil-
terfunktion zeigt sich beispielsweise bei der diabetischen Nephropathie. Hier
fuhrt neben anderen Mechanismen eine Schadigung der endothelialen Glyko-
kalyx zu einem Verlust der Ladungsselektivitat mit konsekutiver Albuminurie
(59-61).

14



Einleitung

Zusatzlich sind die Endothelzellen auch malRgeblich an der Bildung der GBM
beteiligt. Sie sekretieren im sich entwickelnden Glomerulus die unreifen Lami-
nin- und Kollagen-IV-Ketten, aber auch das reife Laminin (LM-521) zusammen
mit den Podozyten (25).

Das in dieser Arbeit als Endothelzellmarker verwendete ICAM-1 reguliert die
Interaktion zwischen Leukozyten und renalen Zellen und ist vor allem auf En-
dothelzellen, aber auch auf Mesangialzellen lokalisiert (62).

Auch das Fibronektin 1 (FN1) kann in beiden Zellen nachgewiesen werden
(63). Daher kann man diese auch als Marker fur nicht-podozytéare glomerulare
Zellen ansehen.
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1.5 Die Protein-Tyrosin-Phosphatase O (Ptpro/GLEPP1)

In einem Report aus dem Jahr 2011 wurde von zwei tlrkischen Familien berich-
tet, bei deren Nachkommen im Alter von 5-14 Jahren ein autosomal-rezessives
steroidresistentes nephrotisches Syndrom (SRNS) diagnostiziert wurde. Histo-
logisch zeigte sich bei einem Patienten eine fokal segmentale Glomerulosklero-
se (FSGS) und bei einem anderen eine minimal change disease (MCD). An-
hand von genetischen Untersuchungen konnten bei den betroffenen Kindern
homozygote Mutationen im Ptpro-Gen identifiziert werden, welche das Protein
protein tyrosine phosphatase, receptor type O/ glomerular epithelial protein 1
(GLEPP1) kodieren. Ptpro/GLEPP1 sind Synonyme, in dieser Arbeit wird der
Einheitlichkeit halber die Terminologie GLEPP1 verwendet. Bei einem der
sechs betroffenen Kindern entwickelte sich sogar eine Transplantationspflich-
tigkeit (64). Die GLEPP1-Defizienz ist eine von vielen Stérungen, bei denen
sich durch fehlerhafte podozytare Proteine das klinische Bild eines nephroti-
schen Syndroms zeigt (65-67).

Diese heterogene Gruppe podozytarer Proteinstérungen weist einen Anteil von
ca.15-20 % aller Patienten mit SRNS auf (64).

GLEPP1 ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase, welche in der apikalen Memb-
ran der podozytaren Fulfortsatze lokalisiert ist. Strukturell zeigt das Protein ei-
ne grolde extrazellulare Domane (bestehend aus acht Fibronektin Typ-Ill ahnli-
chen Schleifen), einen hydrophoben membranstandigen Teil und eine einzelne
intrazytoplasmatische katalytische Domane mit Phosphatase-Aktivitat (64, 68).
Die grole extrazellulare Domane scheint eine Funktion bei der Zell-Zell-
Interaktion zu vermitteln. So wurde in Versuchen, bei denen Zellen mit der
Phosphatase transfiziert wurden, eine verstarkte Adhasion mit konsekutiver
Verklumpung der Zellen festgestellt (68).

GLEPP1-mRNA wird neben den Glomeruli auch im zentralen Nervensystem

exprimiert (68). In der pranatalen Entwicklung zeigt sich eine starke Protein-

Expression unter anderem in den Interneuronen des bulbus olfactorius (69, 70).

Solche strukturhomologen Rezeptor-Protein-Tyrosin-Phosphatasen, wie das

GLEPP1 sind essenziell fur das Wachstum und die Entwicklung von Axonen im
16
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Rickenmark, so fuhrt der Verlust des im Rickenmark exprimierten Ptpro zu

Faszikulationen von bestimmten Motoneuronen, aber auch zur Unterentwick-

lung bzw. zur kompletten Agenesie der Neurone (71).
Das Verhalten der Tiere wird dabei durch einen GLEPP1-KO allerdings nicht

beeinflusst (72).

Die GLEPP1-Defizienz ist keine letale Mutation und fuhrt bei Mausen weder zu

einer Einschrankung der Fertilitdt noch zu Komplikationen wahrend der Gravidi-

tat. Auch die Nach-
kommen von Ptpro -/-
Mausen sind &auller-
lich unauffallig (72).

In der Nierenstruktur
ist lichtmikroskopisch
ebenfalls kein Unter-
schied zwischen Wild-
typ und KO-Tieren zu
erkennen. In raster-
elektronenmikrosko-
pischen (REM)-
Untersuchungen
konnten jedoch deut-
liche Unterschiede in
der podozytaren
Struktur  nachgewie-
sen werden. Es zeigt
sich bei Ptpro -/-
Mausen anstatt einer
oktopoiden eine eher
amoboide Struktur mit
verbreiterten und ver-
kirzten FulRfortsatzen
(siehe Abb. 7) (72).

Abb. 7 REM-Aufnahme von GLEPP1-WT und KO Mausen
Wildtyp- (Ptpro+/+, links) und knockout-Mause (Ptpro -/-, rechts). In der
geringsten VergrofRerung (3000x, oben) ist bei den Ptpro -/- Glomeruli
eine Verbreiterung der podozytaren Auslaufer zu erkennen. Diese sind
weitaus weniger definiert und abgrenzbar, als bei den Ptpro +/+ Mausen.
Es zeigt sich bei Ptpro -/- anstatt der normalen oktopoiden eine eher
amoboide Struktur. Bei starkster VergroRerung (10000x, unten) erkennt
man bei Ptpro -/- die verbreiterten und verkirzten Fulfortsatze mit eher
zehenartiger Erscheinung. Im Gegensatz dazu zeigen sich diese beim
Wildtyp als lange, dunne, fingerartige Fortsatze (Vergroflerung oben:
3000x, mittig: 5000x, unten 10000x) (72).
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Die Breite der Schlitzmembran zwischen den Fulfortsatzen ist jedoch nicht
verandert (72).

In Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass alternde
GLEPP1-KO Tiere (6 und 10 Monate) eine erhdhte Proteinurie und eine eher

{ GBM

Wild type adult

Ptpro -/-

s il 1250 = P

E 7 9 - |

3 IIE; g = 1000 e

E 7] 2 750 i

= 4 il (e = |

% ‘ l $ s I
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E s 250~

z A ] .
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Group:  WT Myole-/- Pipro-/ Group:s WT Myole-/- Ptpro-/-

Abb. 8 3D-EM-Untersuchung der FuRfortsatze und GBM bei Ptpro-KO Mausen

Querer Blick auf die Podozytenfullfortsatze (griin, magenta) und die GBM (blau). Es zeigen sich bei
Ptpro -/- Tieren verbreiterte und abgeflachte Fulfortsatze. Rechts erkennt man die starke Verdickung
der GBM im Vergleich zum Wildtyp. Die Plots zeigen die starke Verringerung der FulRfortsatze (links
unten) und das Ausmalf’ der GBM-Verdickung (rechts unten) durch einen knockout fiir Ptpro. ****P <
0.0001 (55).
unreife Zusammensetzung der glomerularen Basalmembran aufweisen (Kol-
lagen IV a1a2a1) (Doktorarbeiten L. Lennartz, C. Weigel, P. Schuppler) (73).
Bei jungen Tieren konnte keine erhdhte Durchlassigkeit der Basalmembran fir
Proteine gezeigt werden (Doktorarbeit Christian Weigel). Interessanterweise ist
die glomeruldre Basalmembran aber verdickt (siehe Abb. 8). und zeigt in 3-
dimensionalen Strukturanalysen sogar podozytare Zellinvasionen (55). Solche

morphologischen Veranderungen konnten auch im Alport-Mausmodell nachge-
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wiesen werden. Die genaue Ursache dafur ist noch nicht geklart, es wird jedoch
spekuliert, dass durch die verstarkte Auflosung der GBM-Matrix die Podozyten-
invasion als Verankerung dient, um die Ablésung der Zellen zu verhindern. Eine
andere Vermutung lautet, dass die einwandernden podozytaren Auslaufer dem
Wiederaufbau im Sinne eines ,remodelling“ der GBM dienen (55).
Interessanterweise zeigen sich beim GLEPP1 KO trotz ahnlichen affektierten
EZM-Proteinen elektronenmikroskopisch neben den oben genannten nur Ge-
meinsamkeiten auch viele Unterschiede zu anderen GBM-Erkrankungen. So
zeigt sich beim Alport-Syndrom neben einer Verdickung auch eine Aufspaltung
von Basalmembranabschnitten und je nach Auspragung auch eine Ausdinnung
der Basalmembran, welche beim GLEPP1 KO nicht nachgewiesen werden
konnte (74).

GLEPP1 als essenzielles podozytares Protein wird auch als Marker fur ver-
schiedene Erkrankungen der Niere mit podozytarem Schaden verwendet (75).
So korreliert beispielsweise eine verringerte Expression von GLEPP1 mit einem
schlechteren Ansprechen auf eine Steroidtherapie bei FSGS (76).
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1.6 Relevanz der Zusammensetzung der glomerularen Basal-

membran fur proteinurische Erkrankungen

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe (Dissertationen von Phillip Schippler, Christian
Weigel und Laura Lennartz) wie auch weitere Literatur konnten zeigen, dass
eine GLEPP1-Defizienz in vivo zu einer Veranderung der GBM fiihrt. Ahnliche
relevante Veranderungen der GBM zeigen sich auch beim Alport-Syndrom mit
Veranderungen des Kollagen IV und beim Pierson Syndrom mit Veranderungen

des Laminins.

Alport-Syndrom:

Das Alport-Syndrom prasentiert sich als Symptomkomplex aus persistierender
Mirkohamaturie in frihem Lebensalter und zeigt im Verlauf eine progressive
Proteinurie und Verschlechterung der Nierenfunktion. Haufig wird dieses Er-
krankungsbild von Hoérverlust und okularen Komplikationen begleitet (77).

Die Ursache hierflr ist eine Mutation in den Genen COL4A3, COL4A4 oder
COL4AS5. Diese kodieren fur die jeweiligen Kollagen IV-Monomere; COL4A3
(Kollagen 1V alpha 3), COL4A4 (Kollagen IV alpha 4), und COL4A5 (Kollagen IV
alpha 5. Der Erbgang erfolgt in ca. 80-85 % der Falle X-chromosomal und af-
fektiert dann das COL4A5-Gen. Mutationen in den Genen fur die a3 und a4-
Ketten verursachen die selteneren autosomal-rezessiven (10-15 %) oder die
autosomal dominanten (5 %) Formen des Alport-Syndroms (78, 79).

Die verschiedenen Mutationen fuhren zu einer veranderten Komposition der
GBM mit zunehmender Funktionsabnahme. Zu Beginn zeigt sich eine ausge-
dunnte Basalmembran, welche jedoch im Verlauf partiell verdickt und sich auf-
spaltet (55).

Wahrend der Glomerulogenese kommt es zu einer unzureichenden Sekretion
bzw. Aufnahme des Kollagen IV a3a4a5 in die GBM, was zu einem Verbleiben
von Kollagen IV a1a1a2 in der GBM fuhrt. Das Kollagen IV a1a1a2 halt die Ar-
chitektur der GBM allerdings wahrscheinlich temporar intakt, was das zeitver-
setzte Auftreten der Symptome erklart (Symptome nicht schon bei Geburt) (80).
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Eine ahnliche Zusammensetzung der GBM mit Fokus auf unreifen alala2-
Trimeren zeigt sich auch bei GLEPP1-defizienten Mausen im Laufe der Alte-
rung. (Vorarbeiten der Arbeitsgruppe)

Im Rahmen der glomerularen Filtration sind hohe hydrostatische Drucke fur die
Primarharnbildung notwendig. Das veranderte Kollagen-Netzwerk scheint je-
doch eine geringere mechanische Stabilitat aufzuweisen. Es wird diskutiert,
dass dies an der geringeren Anzahl an Cysteinresten der alala2-Trimere lie-
gen konnte. Diese besitzen deshalb weniger Disulfidbricken und kbnnen daher
weniger verzweigte Quervernetzungen (cross-links) ausbilden, als dies bei den
a304a5-Trimeren der Fall ist. Diese Quervernetzungen kann man sowohl auf
Ebene der Monomere untereinander, als auch auf der Ebene der Trimere un-
tereinander beobachten (81).

Zusatzlich scheint dieses ,unreife® Kollagen auch anfalliger fur den proteolyti-
schen Abbau durch Enzyme zu sein. Im Regelfall wirde wahrend der Glome-
rulogenese im Rahmen des Isotypen-switch das Kollagen IV a3a4a5 den phy-
siologischen proteolytischen Einflissen widerstehen, wahrend Kollagen IV
ala1a2 mit der Zeit durch Proteolyse ,herausgeldst® wird (31, 81).

Als weitere pathologische Zeichen, welche auch beim GLEPP1-KO zu sehen
sind, zeigt sich eine podozytare Invasion der GBM, welche wahrscheinlich
durch starkere Verankerung einen Podozytenverlust verhindern soll. Zusatzlich
ist das Kollagen IV a1a1a2 beim Alport-Syndrom in der Nahe der Podozyten
lokalisiert und es wird diskutiert, dass dieses die Zell-EZM-Interaktion bzw. die
GBM-Formierung stdren konnte (55).

Eine kausale Therapie des Alport-Syndroms existiert bisher nicht, die verwen-
deten Medikamente verlangsamen lediglich die Symptomatik. Hierzu gehoren
vor allem RAAS-Inhibitoren (82, 83). Die einzige effektive Therapie stellt bisher
die Nierentransplantation dar (84). Hierbei darf allerdings nicht vergessen wer-
den, dass extrarenale Symptome an Augen und Innenohr dadurch verstandli-
cherweise nicht therapiert werden kdnnen.

Pierson-Syndrom:

Das selten auftretende Pierson-Syndrom ist charakterisiert durch ein kongenita-
les nephrotisches Syndrom mit Nierenversagen innerhalb des ersten Lebens-
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jahrs und gelegentlich auch durch eine beidseitige Mikrokorie oder auch neuro-
logische Symptome mit méglicher Entwicklungsverzégerung (85).

Die Ursache dieser Erkrankung ist eine Mutation im LAMB2-Gen, welches fur
die Laminin-B2-Kette des adulten LM-521 kodiert. Der Vererbungsmodus ver-
lauft autosomal-rezessiv (86).

Untersuchungen mit dem Tracer-Protein Ferritin haben gezeigt, dass Mutatio-
nen im Laminin beta2 mit dessen Mangel zu einer ,porosen“ GBM-Struktur und
dadurch zu einer verstarkten Penetration von groReren Molekllen durch diese
fuhren. Ursachlich hierfur konnten unphysiologische anionische Ketten in der
GBM sein, welche eine weniger stabile Struktur bedingen (87).

Da Laminin jedoch auch als Ligand fur zellulare Rezeptoren, wie Integrine fun-
giert, konnte eine Mutation des Laminins neben einer reinen Storung der Archi-
tektur der GBM auch eine gestorte Zell-ECM-Interaktion hervorrufen. Als Kon-
sequenz wirden auch die Zellen des glomerularen Filters (v.a. Podozyten) und
deren Homdostase negativ beeinflusst werden (88, 89). Dieser Sachverhalt
konnte auch erklaren, wieso im Gegensatz zum Alport-Syndrom beim Pierson—
Syndrom die klinischen Symptome an der Niere bereits frih nach der Geburt
auftreten.

Ahnlich wie beim Alport-Syndrom kann als therapeutische MaRnahme neben
RAAS-Inhibitoren eine Nierentransplantation durchgefuhrt werden. Guler et. al.
haben 2017 uUber einen 2-jahrigen Patienten berichtet, welcher durch diese
Therapie eine dramatische Verbesserung seiner Symptomatik zeigte (neben
einer verbesserten Nierenfunktion auch einen Entwicklungsschub mit An-
schluss an gleichaltrige gesunde Kinder) (90). Ob die Verbesserung der neuro-
logischen Situation lediglich mit der Verbesserung des Allgemeinzustandes
nach wiederhergestellter Nierenfunktion zu erklaren ist, oder noch andere Me-
chanismen hierbei eine Rolle spielten, ist unklar und bedarf weiterer Untersu-

chungen.

Die Integritat der glomerularen Basalmembran scheint also fur Gesundheit und
Erkrankung eine hohe Relevanz zu haben. Der GBM Aufbau ist extrem kom-
plex und unterliegt im Laufe der Glomerulogenese bedeutenden Veranderun-
gen. Kommt es an irgendeiner Stelle im Rahmen der Assemblierung der GBM
zu Stdrungen (hereditér oder sekundar erworben), fuhrt dies neben morpholo-
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gischen Auffalligkeiten wie oben beschrieben haufig auch zu relevanten Klini-
schen Symptomen.

Relevant ist dies vor allem, weil im Rahmen von Erkrankungen mit Beteiligung
der GBM aktuell keine kurative Therapie besteht (91). Es existieren bisher nur
Therapien, welche die Progression der GBM-Schadigung und die Entwicklung
eines Nierenversagens inklusive Dialysepflichtigkeit hinauszogern. Ein Beispiel
hierfir stellen RAAS-Inhibitoren beim Alport-Syndrom (82, 83) oder Plasmaphe-
resen und Immunsuppressiva im Rahmen von Autoimmunerkrankungen, wie
dem Goodpasture-Syndrom (Anti-GBM-Krankheit) dar (92).

Neuere therapeutische Ansatze werden aktuell in Studien untersucht und konn-
ten die heute verfugbaren symptomatischen Therapieformen in Zukunft ergan-
zen oder sogar ersetzen.

So zeigten in Versuchen von Gomez et. al. subkutane Injektionen von Anti-
microRNA-Oligonukleotiden einen positiven Einfluss auf die Fibrose im Rahmen
von Mutationen des Kollagens IV (93).

Auch Therapien im Rahmen des gene-editing zeigen vielversprechende Ergeb-
nisse. Mithilfe der CRISPR-Cas9-Methode konnten Ende 2019 Daga et. al. ver-
schiedene Genmutationen, die bei Patienten zum Alport-Syndrom fuhrten, kor-
rigieren. Hierfur wurden im Urin ausgeschiedene Podozyten isoliert und in vitro
konnten mit der ,Genschere® die mutierten Genabschnitte in 44-58% entfernt
und die DNA modifiziert werden. In naher Zukunft kdonnten damit auch in vivo-
Untersuchungen durchgefiihrt werden (94).

Eine weitere potenzielle Ansatzstelle bieten Hybrid-Proteine, welche als ,linker"-
Proteine in der GBM fungieren konnten. So konnten McKee et. al. bei murinen
Zellen mit Mutationen im Laminin durch Hinzugabe von Hybrid-Proteinen (aus
Nidogen und der fehlenden Laminin-Doméane) eine Polymerisation des Lami-
nins erzeugen. Ohne diese Proteine war keine Polymerisation des Laminins
moglich, wie sie sonst bei einer intakten GBM notwendig und physiologisch wa-
re (95).

Solche ,Protein-Ersatztherapien® bei GBM-Erkrankungen stellen sehr vielver-
sprechende Ansatze dar, da die GBM theoretisch Uber den Blutstrom und das
fenestrierte Endothel im Glomerulus fur Proteine relativ direkt erreichbar ware.
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Allerdings darf man auch nicht vergessen, dass in vivo beispielsweise das La-
minin (und Kollagen 1V) als assembliertes Trimer sezerniert wird, und (aulRer
der alpha-Kette) nicht in Einzelketten sezerniert werden kann, welche sich in
der GBM formieren (96). Daher ware ein einfache Substitution der mutierten
Ketten beim Pierson-Syndrom nicht so einfach, und musste auch bei Konjugati-
on i.S. von linker-Proteinen zunachst in die sezernierenden Zellen erfolgen. Um
dieses Problem zu umgehen, haben Miner et. al 2018 bei Lamb2-mutierten
Mausen direkt das komplette LM-521-Trimer intravends injiziert (80, 97). Trotz
Verlangsamung der Entstehung einer Proteinurie konnte die Therapie den Pro-
gress zum nephrotischen klinischen Bild nicht verhindern. Mittels hochaufl6-
sender Bildgebung zeigte sich, dass das injizierte Laminin zwar in die GBM in-
tegriert wurde, allerdings nur auf der endothelialen Seite. Aufgrund seiner Gro-
Re konnte das LM-521 die mittlere Kollagen-IV-haltige Lamina densa der GBM
nicht penetrieren und bis zur podozytaren Seite eingebaut werden (80). Diese
Ergebnisse zeigen auch die bereits beschriebene Barrierefunktion der GBM fur
Makromolekdle.
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1.7 Ziele der Arbeit

Die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, dass GLEPP1-defiziente Glomeruli
von alternden Mausen in vivo eine unreife Zusammensetzung der glomerularen
Basalmembran aufweisen und zu Proteinurie filhren (Doktorarbeiten
L.Lennartz, C.Weigel, P.Schippler).

Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, ob diese veranderte Zusammenset-
zung der extrazellularen Matrix (ECM) in vitro in einer primaren glomerularen
Zellkultur reproduziert werden kann.

Hierfur sollen die Glomeruli nicht direkt fur molekulare Untersuchungen weiter-
verarbeitet werden, sondern in Zellkultur aufgenommen und zur Aussprossung
der glomerularen Zellen angeregt werden.

Da noch nicht untersucht wurde, wie primare glomerulare Zellen mit GLEPP-KO
in primarer Zellkultur proliferieren, sollen die Zellkulturen von WT und KO zuerst
mittels gPCR-Analysen auf ihren Anteil an Podozyten, Endothelzellen und Me-
sangienzellen untersucht und verglichen werden.

Anschlief3end soll untersucht werden, wie die GLEPP1 WT und KO Zellen sich
in der Zusammensetzung der ECM unterscheiden. Auch der beobachtete Al-
tersunterschied der GLEPP1 WT und KO Tiere in den in vivo Untersuchungen
soll in vitro nachvollzogen werden.

Das Ziel dieser Untersuchungen ist es, zu untersuchen, ob auch in Zellkultur
bei alternden Tieren die ECM der KO-Zellen ein unreifes Muster zeigt. Als Ver-
gleichsgruppe dienen die Jungtiere, bei denen noch kein Unterschied zwischen
WT und KO erwartet wird.

25



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriate

Bezeichnung

Hersteller

Agarosegel-Elektrophorese-Kammer

Biometra (D)

FluorChem FC2 Imaging System

Alpha Innotech (D)

Multimage™ Light Cabinet

Alpha Innotech (D)

Mikrowelle NN-E202CB

Panasonic (J)

Pharmacia™ Electrophoresis Power
Supply EPS 300

Pharmacia Biotech (SWE)

Warmeschrank Modell 200 D06058

Memmert, Schwabach (D)

Mini Protean Tetra Cell

Bio Rad, Minchen (D)

Reagenzglasschuttler REAX control

Heidolph, Schwabach (D)

Mini-Zentrifuge

Sprout

Zentrifuge Modell 5417R

Eppendorf, Hamburg (D)

Zentrifuge Modell 5427R

Eppendorf, Hamburg (D)

Pippetierhilfe Easypet/ Easypet 2/
Easypet 3

Eppendorf, Hamburg (D)

Tischabzug

Wesemann, Syke (D)

Zentrifuge Rotixa/RP Modell 4200 fur
Zellkultur

Hettich, Tuttlingen (D)

Heraeus™ Hera Safe KS18 Sicher-

heitswerkbank

Thermo Fischer Scientific,
Waltham (US)

Heraeus™ Hera Safe HS12 Sicher-

heitswerkbank

Thermo Fischer Scientific,
Waltham (US)

Schuttelwasserbad mit Digitalanzeige

Selecta J.P. (ESP)

Phasenkontrastmikroskop  Axiovert

40 CF

Zeiss, Oberkochen (D)
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Programmable Syringe Pump 11 Pi-
co Plus Perfusionspumpe flir Opera-
tionstisch

Harvard Apparatus, Hollis-
ton (US)

Heraeus™ Brutschrank Hera cell 240
fur Zellen

Thermo Fischer Scientific,
Waltham (US)

Heraeus™ Brutschrank Hera cell 150
fur Zellen

Thermo Fischer Scientific,
Waltham (US)

7300 Real Time PCR System

Applied Biosystems, Foster
City (US)

2.1.2 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

APS (Aluminiumperoxysulfat)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
(D)

BSA (Bovines Serum Albumin)

Serva, Heidelberg (D)

Collagen | Rat Tail

Thermo Fischer Scientific,
Waltham (US)

Ethidiumbromidlésung 0,025 %

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Methanol

AppliChem, Darmstadt (D)

dNTPs

Peglab, VWR Life Science
Competence Center, Erlan-
gen (D)

Hot Star Tag-Polymerase

Quiagen (NL)

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) 30 %
Acrylamid-Bisacrylamid-

Stammldsung

Carl Roth, Karlsruhe (D)
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TEMED 298,5 %, p.a. N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin CeH1sN2

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Isopropanol ROTIPURAN® 299,8 %,
p.a.

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Collagenase CLSPA

Worthington Biochemical
Corporation (US)

Lumi-Light™YS Western Blotting Sub-
strate

Roche (CHE)

Ammoniumhydroxid-L6sung 5M

Fluka Analytical (US)

Agarose NEEO Ultra-Qualitat
Roti®garose niedrige Elektro-
endoosmose EEO (0,05-0,13)

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Power SYBR® Green PCR Master
Mix

Applied Biosystems, Ther-
mo Fischer Scientific, Wal-
tham (US)
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2.1.3 Antikorper

2.1.3.1 Primarantikorper:

Bezeichnung

Verwendete Kon-

Hersteller, Cat.-Nr.

zentration
Rat Anti-Human Alpha 1 (V) 200 Chondrex, Inc., 7070
NC1 Monoclonal Antibody '
Rat Anti-Human Alpha 2 (IV) 200 Chondrex, Inc., 7071
NC1 Monoclonal Antibody '
Rat Anti-Human Alpha 3 (V) 200 Chondrex, Inc., 7076
NC1 Monoclonal Antibody '
Anti-Human Alpha 5 (IV) 200 Chondrex, Inc., 7078
NC1 Monoclonal Antibody '
Rabbit Anti-Laminin-Alpha1 Takako Sasaki (Oita Uni-
1:500
versity, JPN)
Agrin  (D-2):  sc-374117 Santa Cruz Biotechnology,
mouse monoclonal antibody 1:200 Inc., sc-374117
IgM
Nidogen (C-7): sc-133175 Santa Cruz Biotechnology,
mouse monoclonal antibody 1:500 Inc.. sc-133175
lgG+
WT1 (C-19): sc-192 rabbit 1-800 Santa Cruz Biotechnology,

polyclonal antibody I1gG

Inc., sc-192
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2.1.3.2 Sekundarantikorper:

Bezeichnung

Verwendete Kon-

Hersteller, Cat.-Nr.

zentration

ECL Anti-rabbit 1IgG Horse- GE Healthcare UK Limited,
radish Peroxidase linked LNA934V/AG

1:20.000
whole antibody (from don-
key)
ECL Anti-rat IgG Horseradish GE Healthcare UK Limited,
Peroxidase linked whole an- 1:7.500 LNA935V/AF
tibody (from goat)
Polyclonal Goat Anti-Mouse Dako, P0447

1:10.000
Immunglobulin HRP
Texas Red dye-conjugates Jackson  Immuno - Rese-
AffiniPure Donkey AntiRabbit arch, 711-075-152
lgG (geldst in 0,4 ml H20 + 1:500

0,4 ml Glycerol (c=1,5
mg/ml))

2.1.4 Gele, Puffer, Losungen

Bezeichnung

Komponenten

2 Trenngele & 3,9 ml (pH 8,8) 10 %

3 ml Rotiphorese

1,5 ml Wasser

4,5 ml Puffer A

kurz vor dem Gielden:
90 ul 10 % APS

15 pl Temed
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2 Trenngele & 3,9 ml (pH 8,8) 8 %

2,4 ml Rotiphorese
2,1 ml Wasser

4,5 ml Puffer A

kurz vor dem Gielden:
90 ul 10 % APS

15 pl Temed

2 Sammelgele a 3,9 ml (pH 6,9)
10 %, 8 %

0,535 ml Rotiphorese
1.135 ml Wasser
1,665 ml Puffer A
kurz vor dem Gielden:
40 pl 10% APS

5 ul Temed

Ketamin-Xylazin-Narkose fur Mause

10 % Ketamin
10 % Xylazin
80 % NaCl-Lésung

Puffer A (pH 8,8)

90 ml Tris HCI 2 M

285 ml Tris Base 2 M

10 ml SDS 20 %

auf 500 ml auffillen mit
Aqua dest.

Puffer B (pH 6,9)

121 ml Tris HCI 2 M
4 ml Tris Base 2M

10 ml SDS 20 %
auf 500 ml auffillen mit
Aqua dest.

Laufpuffer (10x)

24 g Tris

144 g Glyzin

10 g SDS

auf 1 | auffillen mit Aqua

dest.

Laufpuffer (1x)

100 ml Laufpuffer (10x)
auf 1 | auffillen mit Aqua
dest.
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Transferpuffer (10x)

75 g Tris Base

360 g Glyzin

auf 2 | auffillen mit Aqua
dest

Transferpuffer (1x)

100 ml Transferpuffer (10x)
200 ml Methanol

auf 1 | auffillen mit Aqua
dest.

Proteinwaschpuffer (25x)

340 ml Tris
680 ml 5M NacCl
20 ml Tween 20 %

Proteinwaschpuffer (1x)

40 ml Proteinwaschpuffer
(25x)
auf 1 | auffillen mit Aqua
dest.

TAE-Puffer (50x)

242 g Tris

57,1 ml Essigsaure 100 %
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8)
auf 1 | auffillen mit Aqua
dest.

1,5 % TAE-Agarose Gel

1,5 g Agarose

100 ml TAE-Puffer (1x)

vor dem Gielden 4 Tropfen
Ethidiumbromid hinzugeben

2.1.5 Nahrmedien und Chemikalien fiir die Zellkultur

Bezeichnung

Hersteller

3T3L1-Uberstand

ATCC (D)

VLE Dubecco’'s MEM mit 3,7 gl
NaHCOs, stabilem Glutamin, 4,5 g/l
Glukose

Biochrom, Berlin (D)

Dubecco’s MEM mit 3,7 g/l NaHCOs3,

stabilem Glutamin, 1 g/l Glukose

Biochrom, Berlin (D)

32



Material und Methoden

Fetales Kalberserum (FCS)

Biochrom, Berlin (D)

HAMS F-12 mit L-Glutamin

Biochrom, Berlin (D)

(Interferon-gamma (IFN- y))

Roche

ITS (Insulin, Selen, Transferrin) Lig-
uid Media Supplement (100x) von
gibco

Thermo Fischer Scientific,
Waltham (US)

Collagen Type |, Rat Tail

Millipore, nachbestellt Gber
Thermo Fischer Scientific,
Waltham (US)

Phosphate buffered saline (PBS) w/o
Ca?*, w/o Mg?*, low endotoxin

Biochrom, Berlin (D)

Penicillin/Streptomycin 10.000 U/ml

Biochrom, Berlin (D)

Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %)

Biochrom, Berlin (D)

L-Ascorbinsaure >98 %

Sigma Aldrich, Taufkirchen
(D)

2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

Aspirationspipette steril 2 ml

Sarstedt, Nurnbrecht (D)

Chirurgische Instrumente

Braun

Costar® Stripette-Pipetten steril (5,
10, 25 ml)

Corning Life Science. Corn-
ing (US)

Fine Bore Polyethylene Tubing Kath-
eter 0,28 mm ID (0,61 mm OD), 0,58
mm ID (0,96 mm OD)

Smiths medical, Grasbrunn

(D)

Gel Blot Paper

VWR, Darmstadt (D)

Kulturflaschen T75/T25 (Wachstums-
Oberflache in cm?)

Nunc, Thermo Fischer Sci-
entific, Waltham (US)

Mini Cell Buffer Dams

Bio-Rad, Minchen (D)

Mini Trans-Blot® Bio-Ice Cooling Unit

Bio-Rad, Minchen (D)

Mini Trans-Blot® Central Core

Bio-Rad, Minchen (D)
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Mini Trans-Blot® Foam Pads

Bio-Rad, Minchen (D)

Mini Trans-Blot® Gel Holder Cassette

Bio-Rad, Minchen (D)

Mini-PROTEAN® Casting Frame

Bio-Rad, Minchen (D)

Mini-PROTEAN® Gel Releasers

Bio-Rad, Minchen (D)

Mini-PROTEAN® Casting Stand

Bio-Rad, Minchen (D)

Mini-PROTEAN® Casting Stand Gas-
kets

(
(
(
(
(
(

Bio-Rad, Minchen (D)

Mini-PROTEAN® Combs 0,75 mm

Bio-Rad, Minchen (D)

Mini-PROTEAN® Tetra Electrode
Assembly

Bio-Rad, Minchen (D)

Pierce™ BCA Protein Kit

Thermo Fisher Scientific,
Walthman (US)

Rasierklingen

Apollo, Herkenrath Solingen
(D)

RNAse Away®-Losung zur Beseiti-

gung von RNAsen

Carl Roth, Karlsruhe (D)

Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml)

Sarstedt, Nurnbrecht(D)

Zellschaber 25 cm

Sarstedt, Nurnbrecht(D

Zellzahlkammer nach Neubauer (0,1
mm Tiefe, 0,0025 mm?)

LO - Laboroptik, Lancing
(UK)

96-Well PCR Plate, Semi Skirted

Star Lab, Hamburg (D)

2.1.7 Primer

2.1.7.1 Primer fiir GAPDH-Kontroll-PCR:

Spezi- Gen Rich-  Pro- An- Sequenz Hersteller
fitat tung dukt neal-
ing

5-GGT-CAT-CCA-

human, Eurofins
GAPDH for. 384 bp 58 °C TGA-CAA-CTT- .

mouse Genomics

TGG- TAT-CG-3
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5-GTC-GCT-GTT-
human, Eurofins
GAPDH rev. 384bp 58°C GAA-GTC-AGA- .
mouse Genomics
GGA- GAC-3
2.1.7.2 Primer fir Real-time-qPCR:
Spezi- Gen Rich- Pro- An- Foto Sequenz Her-
fitat tung dukt neal- stel-
ing ler
29 °C 5°-TCT-TCA-
mouse NPHS1 for. 152bp 58 °C 182 °C AAT-GCA-CAG- MWG
CCA-CCA-3’
78 °C 5"-AAA-GCC-
mouse NPHS1 rev. 152bp 58 °C (GAP) AGG-TTT-CCA- MWG
CTC-CAG-TC-3°
5"-TGA-AGC-
mouse SYNPO for. 105bp 58°C 81°C CCA-CAT-CTC- MWG
CAT-CAA-3’
5-CTT-CCT-
mouse SYNPO rev. 105bp 58°C 81°C CTG-AGT-ACC- MWG
CCT-CCA-3’
5-GAG-AGC-
mouse  WT1 forr. 128bp 58°C 81°C CAG-CCT-ACC- MWG
ATC-C-3°
5-GGG-TCC-
mouse  WT1 rev. 128bp 58°C 81°C TCG-TGT-TTG- MWG
AAG-GAA-3’
5-CTG-GTC-
mouse COL1A  for. 118bp 58°C 78°C CAC-AAG-GTT- MWG
TCC-AAG-3’
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5-AGC-TTC-
mouse COL1A rev. 118bp 58°C 78°C CCC-ATC-ATC- MWG
TCC-ATT-3’
5"-CGA-GGT-
mouse FN1 for., 149bp 58°C 79°C  GAC-AGA-GAC- MWG
CAC-AA-3’
5"-CTG-GAG-
mouse FN1 rev. 149bp 58°C 79°C TCA-AGC-CAG- MWG
ACA-CA-3’
56 5 5°-TTC-TCA-
mouse ICAM1 for. 99 bp C 80°C TGC-CGC-ACA- MWG
GAA-CT-3°
56 5 5-AGC-TGG-
mouse ICAM1 rev. ~ 99bp C 80 °C AAG-ATC-GAA- MWG
AGT-CCG-3’
5-CTG-GCA-
Col4a1
mouse St for. 238bp 58°C 78°C CAA-AAG-GGA- MWG
CGA-G-3
5-ACG-TGG-
Col4a1
mouse S1 rev. 238bp 58°C 78°C CCG-AGA-ATT- MWG
TCA-CC-3
5-TGC-TAC-
Col4a2
mouse s forr. 106bp 58°C 79°C  CCG-GAG-AAA- MWG
GGA-G-3
5-CTT-TGC-
Col4a2
mouse s rev. 106bp 58°C 79°C GGC-CCT-GTA- MWG
GTC-C-3
5-GGG-ACA-

Col4a3 745 TGT-AAC-TAC-
mouse for. 94 bp 58°C MWG
S7 °C TAC-TCA-AAC-

TCC-3
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mouse

Col4a3
S7

rev.

94 bp

58 °C

74,5
°C

5"-TCA-CAG-
TTG-ATG-GAA-
TAG-GTT-TTC-T-
3

MWG

mouse

Col4ab

for.

247 bp

63 °C

78 °C

5 -GGA-GAA-
CGG-GGG-TTT-
CCA-G-3

MWG

mouse

Col4ab

rev.

247 bp

63 °C

78 °C

5-CTC-CCT-
TGG-TTC-CAT-
TGC-ATC-3

MWG

mouse

Lama1

for.

165 bp

58 °C

78 °C

5-ACT-GTC-
ACC-CTG-GAC-
TTA-CGG-3°

MWG

mouse

Lama1

rev.

165 bp

58 °C

78 °C

5°-GCG-GGT-
CAA-ACA-CTC-
TGT-ATC-3°

MWG

mouse

Agrin

for.

137 bp

58 °C

78 °C

5-AGC-CCA-
CAA-GAA-TGA-
GTT-GAT-G-3

MWG

mouse

Agrin

rev.

137 bp

58 °C

78 °C

5°-ACA-CAT-
CAG-GAG-GCA-
TAG-AAG-G-3

MWG

mouse

Nid1

for.

126 bp

58 °C

78 °C

5’ -GAG-AGG-
TTC-CCT-CAG-
CAT-CAC-3

MWG

mouse

Nid1

rev.

126 bp

58 °C

78 °C

5°-CAC-GGA-
GCA-CTG-GTG-
TCT-ATT-3

MWG
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2.1.8 Verwendete Programme

Bezeichnung Verwendet fiir:

AlphaView Zur Bearbeitung und densitometri-

schen Auswertung der Westernblots

FluorChem FC2 Fur Darstellung der Westernblots und
Agarose-Gelelektrophorese

Endnote X9 Fur professionelle Literaturverwaltung

Microsoft Office 2011 fur Mac Fir die Auswertung der Rohdaten und
Niederschrift der Dissertation

7300 System SDS Software fur gPCR: Messung der cDNA-Menge

GraphPad Prism 8 Fur statistische Auswertung und Dar-

stellung der Ergebnisse

2.2 Methoden

2.2.1 Verwendete Versuchstiere

Es wurden Wildtyp- (WT) und GLEPP1-Knockout (KO)-Mause im Alter von 4
und 10 Monaten miteinander verglichen. Die Zucht dieser Tiere erfolgte durch
het/het-Verpaarungen auf den urspringlichen 129P3/J Hintergrund. Die Ver-
suchstiere wurden gemal} des Tierschutzgesetzes in der Zentralen Einrichtung
fur Tierversuche und Tierschutz Dusseldorf (ZETT Duisseldorf) gezichtet und
gehalten. Das Projekt ist mit der Projekthummer O68/08 im Landesamt fur Na-
tur-/Umwelt- und Verbraucherschutz angemeldet und durch die Behoérde ge-
nehmigt. Die versuchstierkundlichen Fachkenntnisse nach FELASA B-
Richtlinien wurden vom 26.04.17-02.02.18 (Theorie: 26.04.17 - 31.05.17, Pra-
xis: 31.01.18 - 02.02.18) in der ZETT erworben.

2.2.2 Perfusion der Nieren und Organentnahme

Die Organentnahme (siehe Abb. 9) und Isolation der Glomeruli (siehe Abb. 10)
erfolgte mit Hilfe eines modifizierten Protokolls von S. Potthoff et. al. (98).
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Die Totung des Tieres erfolgte mittels zervikaler Dislokation nach Ketamin-
Xylazin-Narkose.

Die ventrale und laterale Bauchwand wurde mit 70 %-Isopropanol desinfiziert.
Nach Fixierung des Tieres mit Pflasterstreifen erfolgte eine mediane Inzision
der Haut auf Hohe des Beckens und eine stumpfe Praparation der Haut von der
darunterliegenden Muskelschicht bis zum Xiphoid. Die Bauchhaut wurde vom
Becken bis zum Xiphoid aufgeschnitten und zur Entlastung und besseren Uber-
sicht wurden auch laterale Hautschnitte durchgefuhrt. Dasselbe Vorgehen wur-
de auch bei der abdominellen Muskulatur gewahlt.

Die oberen beiden Muskel-/ und Hautlappen wurden mittels Klemmen fixiert
und zur verbesserten Einsicht ins Abdomen nach kranial verlagert.

Die abdominellen Organe wurden mit einer sterilen Mullkompresse so weit zur
rechten Seite des Tieres verlagert, bis die linke Niere komplett sichtbar war.
Eine Durchtrennung des Ligamentum Hepatophrenicum war in den meisten
Fallen fur eine bessere Verlagerung der Organe notwendig.

Eine Ligatur mit einem 5/0-Seidenfaden wurde um die mesenterialen und hepa-
tischen Arterien vorbereitet. Es erfolgte eine Praparation der abdominellen Aor-
ta (AO) und Vena Cava inferior (VCI) mit Entfernung von Faszien, Fett und wei-
terem retroperitonealem Gewebe.

Die retroperitonealen Gefalle wurden mithilfe des umliegenden Gewebes leicht
hochgezogen und eine Ligatur der infrarenalen AO und VCI unterhalb der Bifur-
kation vorbereitet. Die infrarenale AO und VCI wurden mit einer Klemme nach
ventral verlagert und damit hervorgehoben.

Kranial der linken Nebenniere wurde eine Ligatur der suprarenalen AO vorbe-
reitet und direkt festgezogen. Auch die Ligatur um die mesenterialen und hepa-
tischen Arterien wurde festgezogen.

Direkt im Anschluss wurde die infrarenale AO mit einer Rundschere links lateral
inzidiert. Diese wurde luftblasenfrei mit einem Spulkatheter kanuliert und der
Katheter ca. 1-2mm innerhalb des Gefalles vorgeschoben.

Der Katheter wurde aus einer 23-G Kanule und Polyethylenschlauchen zu-
sammengebaut (20 cm eines 0,96 mm breiten Schlauches zur Verbindung mit
der Kanule und 10 cm eines 0,61 mm breiten Schlauches an der Spitze schrag
angeschnitten zur Kanulierung der Aorta).
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Der einliegende Katheter wurde mit der kaudalen Ligatur in seiner Position fi-
xiert.

Die Perfusion mit eiskaltem, sterilem PBS wurde mit einer Flussrate von 1,5
ml/min gestartet. Nach 5 sec. wurde die linke Nierenvene zur Druckentlastung
inzidiert. Die unbehandelte Niere stellte sich aufgrund des darin enthaltenden
Blutes rot dar. Nach Perfusion mit 5 ml PBS entfarbten sich die Nieren kom-
plett. Die PBS-Losung wurde anschliefend sofort durch eine Dynabeads-
Lésung (200 uyl Dynabeads auf 5 ml PBS-Lésung) ausgetauscht und die ent-
farbten Nieren damit bei einer Flussrate von 1,5 ml/min perfundiert. Da die Dy-
nabeads aufgrund ihres Durchmessers in den Kapillarschlingen der Glomeruli
stecken bleiben, konnte man nach Perfusion mit 5 ml der Losung schon makro-
skopisch eine fleckige Braunfarbung der Nieren erkennen. Durch die magneti-
schen Eigenschaften der Dynabeads-Partikel konnten die Glomeruli im spate-
ren Isolationsprozess von den Tubuli getrennt werden.

AnschlieRend wurde die Nierenkapsel entfernt, die Nieren ohne Harnleiter aus

dem Tier entnommen und in eine 10 cm-Petrischale mit Primar-Podozyten-
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Abb. 9 Organentnahme

1) Desinfektion und Rulckenlagerung des Tieres mit angedeuteten Hautschnittlinien 2) Muskel-
schnittlinien 3) er6ffneter Situs 4) Einsicht ins Retroperitoneum, linke Niere gut sichtbar 5) Hervor-
hebung der Aorta mittels Klemme und Ligaturen um a) mesenteriale/hepatische Arterien, b) infra-
renale AO und VCI (hier ist der Perfusionskatheter in der Aorta mit der Ligatur fixiert) und c) supra-
renale AO 6) Nahaufnahme unbehandelte Niere 7) komplett entfarbte Nieren nach Perfusion mit
PBS, vorher wird die V. renalis zur Druckentlastung angeritzt 8) Punktférmige Braunfarbung der
Nieren nach Perfusion mit magnetischer Dynabeads-Ldsung (99).
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Medium (siehe Tabelle 1) auf Eis Uberfuhrt. Alle weiteren Schritte erfolgten un-

ter der Sterilbank.

2.2.3 Isolierung von Glomeruli mittels Dynabeadmethode

Die Nieren wurden in eine neue 10 cm-Schale Uberfuhrt und mit einem sterilen
Skalpell so lange zerhackt, bis eine homogene Masse daraus entstand. 2-4
zerhackte Nieren wurden in ein 2 ml-Reaktionsgefaly uberfuhrt, in dem 1 ml ei-
ner Collagenase A-Lésung (1,5 mg/ml in sterilem PBS, steril filtriert mit 0,22 um
PorengréfRe) vorgelegt wurde. Die Suspension wurde durch eine angeschnitte-
ne Pipettenspitze mit einer 1 ml-Pipette mehrfach ,geschert” und far 30 min im
Wasserbad bei 37 °C angedaut. Das angedaute Gewebe wurde wieder mit der
Pipette geschert und auf ein 100 ym Zellsieb gegeben. Die Glomeruli und Tu-
buli wurden mit insgesamt 25-50 ml Primar-Podozyten-Medium (je nachdem,
wie viele Nieren verwendet wurden) durch das Sieb gewaschen und in ein 50
ml-Zentrifugenrohrchen aufgenommen. Wahrend des Waschvorgangs wurde
verbliebenes Gewebe vorsichtig mit einem sterilen Spritzenstempel durch das
Sieb gedruckt. Die Suspension wurde bei 4 °C fur 5 min bei 436 x g zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 1 ml Medium resus-
pendiert und in ein frisches 2 ml-Réhrchen Uberfuhrt. Die Suspension bestand
zu diesem Zeitpunkt hauptsachlich aus Tubuli.

Das Rohrchen wurde in einen Magnetcatcher gesteckt und die Glomeruli fur 1
min auf die magnetische Seite verlagert. Der Uberstand wurde mit einer 1000

Pipette entfernt, wahrend das 2 ml-Réhrchen im Magnetcatcher verblieb (1.

Abb. 10 Waschen der Glomeruli

Zunehmende Reinheit der Glomeruli durch wiederholte Waschschritte: 1) Vor dem Waschen iberwiegt der
Anteil der Tubuli. 2) Nach 4-5 Waschritten sind zunehmend Glomeruli sichtbar. 3) Nach 8-9 Waschschrit-
ten liegt die Reinheit der Gomeruli bei > 90 %. 4) Einzelner Glomerulus mit sichtbaren Dynabeads-
Partikeln im GefaRBkonvolut (99). (1-3: VergroRerung 100x, 4: aus 3 digital 8-fach vergroRert) MaRstabs-
balken: 100 pm
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Und 2. Waschgang: 250 pl Waschmedium sollten im Rohrchen verbleiben, um
moglicherweise den Uberstand auf verbleibende Tubuli zu untersuchen). Das
Rohrchen wurde aus dem Magnetcatcher entfernt, circa 1 ml Medium ins Rohr-
chen gegeben, hoch- und runter pipettiert und die Suspension mit dem Vor-
texmischer vorsichtig homogenisiert. Das Rohrchen wurde wieder in den Mag-
netcatcher gesteckt und die Waschschritte wiederholt, bis die Reinheit der
Glomeruli bei > 90 % lag. (siehe Abb. 10) Die Glomeruli wurden fur 4-5 Tage
auf selbst kollagenisierten T75 Flaschen (ggf. T25 Flaschen, je nach Ausbeute)
kultiviert. Es wurde kein Mediumwechsel durchgefuhrt und die Flaschen wurden

ruhig stehen gelassen.

Primar-Podozyten-Medium (648 ml)

3T3L1-Uberstand 300 ml
DMEM-Medium (1 g/l Glucose) 204 ml
Ham’s F-12 mit L-Glutamin 102 ml
Fetales Kalberserum (FCS) 30 mi
Penicillin/Streptomycin 6 ml
ITS Liquid Media Supplement (100x) 6ml

Tabelle 1 Zusammensetzung des Zellkulturmediums fiir die
primare glomerulédre Zellkultur

2.2.4 Kollagenisierung von Zellkulturflaschen und Schalen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte auf mit Kollagen-I beschichteten T75 (oder
T25) Zellkulturflaschen. Die Kollagenisierung (Coating) soll ein besseres
Wachstum der Podozyten gewahrleisten. Hierzu wurde zuerst eine Kollageni-
sierungslésung angesetzt. Diese wurde aus einer 0,02 N-Essigsaure (siehe Ta-
belle 2) hergestellt, welche mit Kollagen-I versetzt wurde; kollagenisiert wurde

mit einer Kollagenkonzentration von 0,1 mg/ml.

0,02N-Essigsaure

Aqua bidest 500mi

Essigsaure (100 %) 570ul

Tabelle 2 Verdiinnte Essigsaure fiir Ansetzen der
Kollagenisierungslésung
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Die Kollagenisierungslésung wurde in die Flaschen/Schalen gegeben, so dass
die Wachstumsoberflache komplett mit der Lésung bedeckt war (bei T75/25-
Flaschen 6/2,5 ml, bei 15 cm-Schalen 12,5 ml) und fir eine Stunde bei 37 °C 5
% COz2 inkubiert. Die Lésung wurde abgesaugt und die Flaschen mit sterilem
PBS gewaschen, um ungebundenes Kollagen zu entfernen. Die Fla-
schen/Schalen wurden anschlief3end fiir eine Stunde bei 37 °C 5 % CO:2 ge-
trocknet und anschlieend bei 33 °C 5 % CO- gelagert.

2.2.5 Etablierung einer Primarzelllinie glomeruléarer Zellen in der Zellkul-

tur

Nach ca. 4 Tagen sprossten aus den kultivierten Glomeruli Zellen aus. (siehe
Abb. 11 ) Bei geringer Aussprossung wurde gegebenenfalls noch 1-2 Tage lan-
ger gewartet. Das Medium wurde
abgesaugt und die restlichen
Glomeruli mit 10 ml PBS grind-
lich abgewaschen und abge-

saugt.

3,5 ml frisches, bei 37°C vorge-
warmtes Trypsin/EDTA wurde auf
die Zellen gegeben und fur 5-7
min bei 37 °C inkubiert. Weiterhin
adharente Zellen wurden durch
Beklopfen der Flasche oder mit
einem Zellschaber abgelost. Es

wurden 10 ml Primar-Podozyten- Abb. 11 Aussprossen von Zellen aus Glomeruli

Medium hinzugegeben, um die

Mikroskopische Darstellung der Aussprossung von Zellen
aus isolierten Glomeruli nach ca. 4 Tagen. Nicht aus allen
Glomeruli wachsen erfolgreich Zellen heraus (links oben)

Trypsinwirkung zu stoppen und (VergréBerung 100x)

die Suspension wurde in ein 15

ml-Zentrifugenrohrchen tberfuhrt. Das Rohrchen wurde in einen Magnetcatcher
gesteckt und fur 1 min dort belassen. Die Dynabeads und ggf. restliche Glome-
ruli hafteten nun an der Wand des Rohrchens. Die Suspension wurde vorsichtig
aufgenommen, in ein neues 15 ml-Zentrifugenréhrchen umgefullt und fur 5 min

bei 234 x g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt,
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das Pellet homogenisiert und im Podozytenmedium resuspendiert. Die Zellen
wurden in Zellkulturflaschen bei 37 °C 5 % CO: kultiviert.

2.2.6 Passagieren/Expansion der glomeruldren Zellen

Alle 2-3 Tage wurden die Zellen bei einer Konfluenz von circa 70-80 % zur Ex-
pansion in neue Kulturflaschen passagiert. Bei langsamem Wachstum wurde
lediglich das Medium gewechselt.

Zum Passagieren wurde zuerst das Medium abgesaugt und die Flasche mit 10
ml sterilem PBS gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurde 3,5 ml warmes
Trypsin/EDTA auf die Zellen gegeben und fur 5-7 Minuten bei 37 °C 5 % CO-
inkubiert. Die Zellen kugelten sich ab und I6sten sich vom Zellkulturboden. Die
Ablosung wurde unter dem Mikroskop kontrolliert und bei schlechter Ablésung
im Anschluss ein Zellschaber verwendet.

Es wurde 10 ml Kulturmedium zur Zell-Suspension gegeben, und die restlichen
Zellen mit der Pipettierhilfe vom Boden gespdult. Die Suspension wurde in ein
Zentrifugenréhrchen (50 ml) Gberfuhrt und bei 234 x g fir 5 Minuten bei Raum-
temperatur herunterzentrifugiert.

Im Anschluss wurde der Uberstand abgesaugt und das Zell-Pellet durch Schla-
gen des Rohrchens auf die Hand gelost. Zu diesem wurde nun je nach Split-
ting-Verhaltnis Medium hinzugegeben und die Zellen mechanisch mit der Pip-
petierhilfe vereinzelt. Die Zellsuspension wurde auf neue kollagenisierte Zellkul-
turflaschen verteilt. FUr eine gleichmallige Zellverteilung innerhalb der Flaschen

wurden diese im Brutschrank leicht geschwenkt.

2.2.7 Aussaat der glomerularen Mischkultur zur Produktion von extrazel-

lularer Matrix (Basalmembran)

Zur Untersuchung der extrazellularen Matrix wurden die glomerularen Zellen in
Passage 3 in kollagenisierte 15 cm-Schalen (fur Kollagen V) und 6-Well-
Schalen (fir Laminin a1) ausgesaet. Die Zellen wurden fir 5 Tage kultiviert,
damit die Zellen ausreichend ECM sekretieren und ablagern konnen. Alle zwei
Tage wurde das Medium gewechselt und mit Ascorbinsaure (50 mg/ml) ver-
setzt, um die Kollagenfibrillen zu stabilisieren. Die Ascorbinsaure wurde in Aqua
bidest. geldst und steril filtriert (Filter Porengrof3e: 0,22 ym).
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Da die Zellen in dieser frihen Passage noch stark proliferieren, wurde fur die
Aussaat eine Zellzahl gewahlt, bei der die Zellen erst am 4. Tag zu 90 % konflu-
ieren. Dies sollte verhindern, dass sich die Zusammensetzung der ECM veran-
dert.

FUr die 15 cm-Schalen wurden nach Austestung mehrerer verschiedener Aus-
saaten daher 250.000 Zellen (fur Kollagen 1V) ausgesaet und fur die 6-Well-
Schalen 18.000 Zellen (fur Laminin a1). Nach weiteren Versuchen wurden an-
statt 15 cm-Schalen jeweils 4 10cm-Schalen (je 102.500 Zellen) fur die Kol-
lagen-IV-Untersuchung verwendet, da die Zellen in diesen Schalen einfacher zu
verteilen sind und bei 4 Schalen eine grofiere Menge an Zellen kultiviert werden
kann (410.000 Zellen anstatt 250.000).

2.2.8 Isolation der extrazellularen Matrix zur Charakterisierung von Kol-
lagen IV (NC1-Domaénen)

Zur |Isolation der extrazellularen Matrix aus murinen glomerularen Zellen wurde
zur Untersuchung der NC1-Doméanen des Kollagen IV ein Protokoll von Rachel
Lennon et al. 2014 modifiziert (100).

Am 4./5. Tag nach der Aussaat wurden die 10 cm-Schalen zweimal in eiskaltem
PBS ohne Ca?*/Mg?* gewaschen.

Anschlieflend wurde die erste Schale in 3,5 ml Alkaline Detergent Buffer (siehe
Tabelle 3) gekratzt, um die Zellen zu lysieren und die extrazellulare Matrix frei-
zulegen. Die Suspension wurde in die nachste Schale pipettiert und wieder ge-
kratzt, um mit jeder Schale die Konzentration der extrazellularen Matrix in der
Probe zu erhdhen. Die Suspension wurde in ein § ml-Zentrifugenréhrchen uber-
fuhrt und far 30 min bei 4 °C inkubiert, um die restlichen Zellen zu lysieren. Aus
friheren Untersuchungen mit Fluoreszenzfarbungen konnte nachgewiesen
werden, dass die ECM durch den Alkaline Detergent Buffer nicht beeinflusst
wird.

Um die ECM vom Zellinhalt zu trennen, wurde die Probe bei 3750 x g fur 30
min bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand bis ca. 0,5 ml abgesaugt. Das Pel-
let wurde in dieser Restflussigkeit resuspendiert und in ein 1,5 ml-
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Nach einer Inkubationszeit von weiteren 5 min
bei 4 °C wurde die Probe bei 20817 x g fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Das

entstandene Pellet mit der extrazellularen Matrix (und Zellmembranresten) wur-
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de nun in 80 pl Collagenase-Lésung (siehe Tabelle 4) aufgenommen und flr 2
h bei 37 °C im Thermoblock inkubiert. In diesem Verdauschritt spaltet die Col-
lagenase die gesuchten NC1-Domanen vom Kollagen IV ab.

Im Anschuss an den Verdau wurde mit 20817 x g fur 15 min bei 4 °C zentrifu-
giert, um die Zellmembranreste und die Collagenase zu pelletieren. 75 pl des
Uberstandes, der nun die NC1-Domanen enthielt, wurde in ein frisches 1,5 ml-
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt, mit 25 pl 4x-Laemmli ohne DTT versetzt und fur
20 min bei 70 °C inkubiert. Die generierten Proben konnten entweder direkt mit-
tels SDS-Gel-Elektrophorese weiterverarbeitet, oder bei -28° C zwischengela-

gert werden.

Alkaline Detergent Buffer (extraction buffer)

10 %-Triton-X-100 2,5ml
Ammoniumhydroxid-L6sung 2mi
PBS ohne Ca?*/Mg?* Auf 50 ml auffiillen

Tabelle 3 Puffer zur Lyse der glomeruldren Zellen

Collagenase-Ansatz

Collagenase Worthington CLSPA 16 pl
(> 500 units / mg dry weight)

CaCl 0,5 M (in Aqua dest) 0,8 pl
PBS ohne Ca?*/Mg?* 63,2 ul

Tabelle 4 Collagenase-Losung zur Abspaltung der NC1-Doménen
von den Kollagen-lV-Fibrillen

2.2.9 Isolation der extrazellularen Matrix zur Charakterisierung der Lami-

nin-alpha1-Untereinheiten

Auch fur die Untersuchung der Laminin-a1-Untereinheiten wurde ein modifizier-
tes Protokoll von Rachel Lennon et al. JASN 2014 verwendet (100).

Wie auch bei 2.1.10 wurde die ECM am 4. Tag nach Aussaat der Zellen isoliert.
Die 6-Well-Platten wurden mit 2 ml eiskaltem PBS gewaschen und anschlie-
Rend die ECM durch Lyse mit 1 ml Alkaline Detergent Buffer (siehe Tabelle 3)
fur 30 min auf Eis freigelegt. Der Uberstand mit den Zellresten wurde abge-
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saugt und die Platte mit Desoxyribonukleasepuffer (DNAse-Puffer) (siehe Ta-
belle 5) fur 30 min bei 4 °C inkubiert. Der Uberstand wurde wieder abgesaugt
und die freigelegte ECM wurde in 50 pl 2xLaemmli + DTT gekratzt. Dieses
musste bei 70°C vorgeheizt werden. Anschlie3end wurde die Probe in ein 1,5
ml-Zentrifugenrohrchen tberfuhrt und die Proteine fur 20 min bei 70 °C denatu-
riert.

Die generierten Proben konnten ebenfalls entweder direkt mittels SDS-Gel-
Elektrophorese weiterverarbeitet, oder bei -28 °C zwischengelagert werden.

DNAse-Puffer

DNAse | 10 pl
CaCl 1 M (in Aqua dest) 10 pl
MgCl 0,5 M 1 (in Aqua dest) 10 pl
PBS ohne Ca?*/Mg?* Auf 10 ml auffillen

Tabelle 5 Desoxyribonukleasepuffer zur Entfernung von DNA

2.2.10 Westernblot-Analyse

Einen Tag vor der Elektrophorese wurden die notigen Gele hergestellt, damit
diese ausreichend auspolymerisieren. Dazu wurden die gereinigten Glasplatten
in die entsprechende Haltevorrichtung eingespannt, und die Gele (0,75 mm Di-
cke) nach Protokoll gegossen (siehe 2.1.4). Zuerst wurde das Trenngel ange-
setzt und zwischen die Glasplatten pipettiert. Sofort danach wurde dieses mit
Isopropanol (100 %) Uberschichtet, um mdgliche Luftblasen im Gel zu entfer-
nen. Dieses wurde kurz vor dem Giel3en des Sammelgels abgegossen und ge-
trocknet.

Nun konnte das nach dem Trenngel angesetzte Sammelgel zwischen die Plat-
ten pipettiert werden. Ein Kamm zur Herstellung der Ladetaschen wurde in das
Sammelgel geschoben, bis die Zahnchen komplett darin verschwanden. Die
Flussigkeit wurde verdrangt und sollte bis zur Kante des niedrigeren Glases
reichen. Nachdem die Gele auspolymerisiert waren, konnten diese innerhalb
der Glasplatten wieder aus den Haltevorrichtungen herausgenommen werden

und fur die Elektrophorese mit Proben beladen werden.
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Die Glasplatten mit dem Gel wurden in die Elektrophoresekammer gesetzt, und
der Raum zwischen den Gelen bis zum Rand mit Laufpuffer aufgefullt. Dieser
Schritt erfolgte zunachst zur Prufung der Dichtigkeit; anschlieRend wurde die
Kammer luftblasenfrei bis zur Markierung mit Laufpuffer aufgefulit.

Die Ladetaschen wurden mit den Proben beladen (7 ul Proteinstandard und 20
ul Proben) und die Elektrophorese gestartet.

Die Elektrophorese wird in zwei Phasen eigeteilt; in der Sammelphase wurden
die Proteinproben in den Sammeltaschen fur 30 min bei einer Spannung von 70
V ankonzentriert. In der anschliefenden Trennphase wurden die Proteine flr
ca. 1 h 30 min (Laminin a1) bzw. fur 1 h 15 min (Kollagen 1V) bei einer Strom-
starke von 20 mA/Trenngel nach GréRe aufgetrennt.

Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel von den Glasplatten geldst,
das Sammelgel entsorgt, und das Trenngel in eine Schale mit Transferpuffer
uberfuhrt.

Anschlielend wurde das Gel luftblasenfrei in die Haltekassette eingelegt. Alle
Komponenten sollten dabei mit Transferpuffer benetzt sein und in folgender
Reihenfolge zusammengesetzt und anschlieRend verschlossen werden:
Kassette (schwarz, als Orientierung fur die Kathode) - Schwamm - Filterpa-
pier 2> Gel mit darin enthaltenem Protein = Nitrozellulosemembran - Filterpa-
pier > Schwamm > Kassette (weil}, als Orientierung fir die Anode). Die Prote-
ine wurden entsprechend ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld in Rich-
tung Kathode vom Gel auf die Membran Ubertragen.

Nach dem Blotten bei 200 mA wurde die Nitrozellulosemembranen in eine
Glasschale mit einer 5 %-BSA-L6sung gegeben. Diese wurde fir 1 h bei 37 °C
auf einem Schuttler inkubiert (oder bei 4 °C Uber Nacht). Der Zweck dieser
,Blockierung“ lag darin, unspezifische Bindungen von Antikorpern an der
Membran einzuschranken.

Die Membranen wurden danach fur einige Sekunden in Proteinwaschpuffer
Uberfihrt und anschlie3end in eine Schale mit verdunnter Primar-Antikdrper-
Losung gegeben. Diese wurden bei 4 °C auf dem Schuttler iber Nacht inku-
biert.

Far die Kollagen-IV-Untersuchung wurden Rat Anti-Human (IV) NC1-Antikdrper
(a1,2,3,5) verwendet. Als loading-control wurde Agrin verwendet. Die Membra-
nen wurden zerschnitten, um die loading-control bei der Bildentwicklung parallel

49



Material und Methoden

untersuchen zu koénnen. Fur Laminin wurde Rabbit Anti-Laminin-Alpha1-
Antikorper verwendet. Dieser wurde freundlicherweise von Takako Sasaki aus
der Oita University, Japan zur Verfigung gestellt. Hier wurde Nidogen als loa-
ding-control verwendet.

Es folgten 3 Waschschritte von jeweils 5 min in Proteinwaschpuffer auf dem
Schattler (V=60).

Danach wurden die Membranen in eine Glasschale mit der verdinnten Sekun-
dar-AK-Losung gegeben und fur 1 h bei Raumtemperatur auf dem Schuttler
inkubiert (V=50). Anschliel3end folgten wieder 3 Waschschritte.

Die Entwicklung erfolgte mit dem Lumi-Light Western Blotting Substrate. Die
angesetzte Losung wurde auf eine Schale gegeben und die Membran mit der
Proteinseite zur Losung platziert. Diese wurde lichtgeschutzt auf dem Schuttler
fur 5 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Membran luftblasenfrei auf einer
Schale platziert und die Entwicklungsldsung gleichmaRig auf der Membran ver-
teilt.

Die Aufnahmen wurden mit dem FluorChem FC2 Imaging System Multimage
Light Cabinet durchgefuhrt. Die Belichtungszeit betrug durch die geringen Pro-

teinmengen bis zu 7 min.

2.2.11 Isolation von RNA aus Podozyten

Fir die RNA-Isolation wurden in der 3. Passage jeweils 25.000 Podozyten in
kollagenisierte 6-Well-Schalen ausgesaet und am 2.-3. Tag unter RNAse-freien
Bedingungen unter der Sterilbank in RLT-Plus-Puffer (aus RNeasy-Mini Kit von
Qiagen) mit einem Zellschaber geerntet und bei -28 °C eingefroren. Der RLT-
Plus-Puffer lysiert die Zellen, sodass die RNA freiliegt und fur die folgende
RNA-Isolation zuganglich ist. Um moglichst RNAse-freie Bedingungen zu schaf-
fen, wurden alle Oberflachen mit ,RNAse-Away“ behandelt und RNAse-freie,
steril verpackte Verbrauchsmaterialien verwendet. Es wurden Filter-Spitzen fur
die Pipetten verwendet.

Zur RNA-Isolation der Proben wurde folgendes Protokoll von Quiagen verwen-
det:
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RNA-Isolation aus Zellen mit RNeasy-Mini Kit von Qiagen

1. 2 min zentrifugieren bei max. Geschwindigkeit RT

2. Uberstand auf gDNA-S&ule pipettieren

3. 15 sec zentrifugieren bei 8.000 x g, RT, gDNA-Saule verwerfen

4. Eluat + 350 pl 70 %-Ethanol mit der Pipette mischen (Ethanol und RLT-
Puffer im gleichen Verhaltnis!)

5. Mischung auf RNA-Saule geben (bei mehr Volumen in 2 Steps beladen)

6. 15 sec zentrifugieren bei 8.000 x g, RT, Flussigkeit verwerfen

7. 700 pyl RW1-Puffer hinzugeben

8. 15 sec zentrifugieren bei 8.000 x g, RT, Flussigkeit verwerfen

9. 500 pl RPE-Puffer hinzugeben

10. 15 sec zentrifugieren bei 8.000 x g, RT, Flussigkeit verwerfen

11. 500 pl RPE-Puffer hinzugeben

12. 15sec zentrifugieren bei 8.000 x g, RT, Flussigkeit verwerfen, RNA-Saule
in frisches Auffanggefaf

13. 1 min zentrifugieren bei max. Geschwindigkeit RT, Flussigkeit verwerfen,
RNA-Saule in steriles 1,5 ml Eppi

14. Eluat mit 40 yl RNAse-freiem Wasser versetzen

15. 1 min zentrifugieren bei 8.000 x g, RT

16. RNA-Saule verwerfen und Eppis mit RNA-L6sung gut beschriften
- 0,5 ylin 0,5 mI-PCR-Tube fur GAPDH-Kontroll-PCR Uberfuhren, einfrieren

Proben konnen bei -28 °C eingefroren werden

Tabelle 6 Protokoll zur RNA-Isolierung von Zellen RNeasy-Mini Kit von Qiagen

2.2.12 Umschreibung der RNA in cDNA

Fur die geplante gqPCR wurde die isolierte RNA mittels reverser Transkriptase in
cDNA (komplementare DNA) umgeschrieben. Fir die Reverse Transkription
wurde das Quanti Tect Reverse Transcription Kit von Quiagen verwendet. Die
Umschreibung in cDNA ist nétig, da RNA durch die Uberall vorkommenden
RNAsen sehr instabil ist und komplett RNAse-freie Bedingungen kaum einzu-
halten sind.

Bevor die RNA umgeschrieben wurde, musste sie von potentieller Verunreini-

gung mit gDNA (genomischer DNA) befreit werden. Daflr wurde die RNA mit
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einem gDNA-Wipeout buffer behandelt. Der gDNA-Verdau-Mix (Tabelle 7) wur-
de fur 3 min bei 42 °C in einem Thermoblock inkubiert und anschlieRend sofort

auf Eis gelegt.

gDNA-Verdau-Mix

RNA (maximal 750 ng) 12 pl
gDNA-Wipeout Puffer 2yl
H20 (RNAse-frei) nur, falls <12 yl RNA X ul

Summe 14 ul

Tabelle 7 Ansatz fiir den Verdau von gDNA in der isolierten RNA

Von diesen 14 ul wurden 0,5 pl fur die GAPDH-Kontroll-PCR als Negativkontrol-
le enthommen, und in 0,5 mI-PCR-Tubes uberfuhrt. Anhand dieser Proben
wurde der Erfolg des g-DNA-Verdaus beurteilt.

Zu den ubrigen 13,5 yl wurde fur die Reverse Transkription ein RT-Mix (siehe
Tabelle 8) hinzugegeben.

RT-Mix

H20 (RNAse-frei), da 0,5 pl fur GAPDH- 0,5 ul

Kontroll-PCR entnommen wurden

Quantiscript RT-Puffer 4 ul

RT-Primer Mix 1 ul

Quantiscript Reverse Transkriptase 1 ul
Summe 6,5 ul

Tabelle 8 Ansatz fiir Reverse Traskription der RNA in cDNA

Die RNA-Proben mit dem RT-Mix wurden anschlieend in einen vorgeheizten
Thermocycler gesteckt und die Transkription gestartet. Die cDNA wurde fur 25
min bei 42 °C synthetisiert und anschief3end die Reaktion durch Inkubation bei
95 °C fur 3,5 min gestoppt. Von den nun generierten cDNA-Proben wurden
wieder 0,5 pl als Positivkontrolle in 0,5 mI-PCR-Tubes uberfuhrt. Die Proben
wurden alle bei -28 °C gelagert.
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2.2.13 GAPDH-Kontroll-PCR

Zum Ausschluss einer Verunreinigung der Proben (RNA, umgeschriebene
cDNA) mit genomischer DNA (gDNA), wurde eine GAPDH-Kontroll-PCR durch-
gefuhrt.

Bei der GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) handelt es sich
um ein ubiquitar vorkommendes Enzym der Glykolyse, welches Phosphat auf
ADP ubertragt. Es handelt sich um ein sogenanntes housekeeping-Protein.

Fir die PCR wurde der HotStarTaq Master Mix von Quiagen nach Hersteller-
angaben verwendet.

Um Verunreinigungen mit gDNA nachzuweisen, wurde zuerst der folgende An-
satz fUr die PCR auf Klihlakkus angesetzt (Tabelle 9):

Ansatz fiir GAPDH-Kontroll-PCR

H20 HPLC 678 1
10 x Puffer 2 ul
dNTP's 0.4 4
Primer sense GAPDH h+m 0,1 ul
Primer antisense GAPDH h+m 0,1 ul
Hot Star Taqg-Polymerase Quiagen 0,12 pl

Summe 19,5 ul

Tabelle 9 Zusammensetzung des GAPDH-Kontroll-PCR-Ansatzes

Dieses Gemisch von 19,5 ul/Probe wurde jeweils den zu untersuchenden Pro-
ben (immer 0,5 pl) hinzugegeben (RNA, RNA nach gDNA-Verdau (Negativ-
Kontrolle), cDNA (Positiv-Kontrolle), H2O-Kontrolle).

Die Proben wurden im Anschluss in einem Thermocycler vervielfaltigt.

Die PCR lauft in folgenden Schritten ab:

Zuerst wird die TagMan-Polymerase fur 15 min bei 95 °C aktiviert. Anschlie-
Rend folgen 40 Zyklen aus Denaturierung der cDNA-Doppelstrange (95 °C 30
sec), Anlagerung/Annealing der Primer an die DNA-Strange (58 °C 30 sec) und
anschliefend die Elongation des Stranges bei einer optimalen Temperatur fur
die Polymerase (72 °C 30 sec). Nach diesen Zyklen wird die Temperatur fur 5
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min beibehalten und anschlieBend auf 4 °C gesenkt, um die Amplifikation zu

beenden.

2.2.14 Agarose-Gelelektrophorese

Die in der GAPDH-Kontroll-PCR amplifizierte cDNA wurde mit einer Agarose-
Gelelektrophorese weiter untersucht. Hier werden Nukleinsdurestrange (DNA
oder RNA) nach ihrer GréRe getrennt und mittels Standard-Proben bekannter
GroRe charakterisiert.

Zuerst wurde ein 1x-TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) mit 1,5 % Agaro-
sepulver versetzt und bis zur Auflosung der Agarosekristalle aufgekocht. An-
schlieBend wurde noch Ethidiumbromid (4 Tropfen/100 ml) zum Nachweis der
DNA-Banden unter UV-Licht hinzugegeben werden. Ethidiumbromid interkaliert
in der cDNA und in anderen Nukleinsaurestrangen und fuhrt zu einer Verande-
rung des eigenen Anregungsspektrums. Dies fuhrt zu einer starken Erhdhung
der Fluoreszenz unter ultraviolettem Licht.

Die Gel-Losung wurde in die entsprechenden Gestelle gegossen und ein Kamm
in die noch heilRe Agarose gesetzt, um bei Ausharten die Ladetaschen fur die
Proben zu bilden. Das polymerisierte Gel wurde in der mit TAE-Puffer gefullten
Elektrophoresekammer platziert und der Kamm vorsichtig entfernt.

Vor dem Beladen der Taschen wurden die PCR-Proben mit 2 pl des anioni-
schen Farbstoffes Orange G versetzt, um anhand der Farbfront den Elektropho-
reseprozess verfolgen zu konnen.

In die dulReren Taschen wurden 7 pl DNA-Langenstandards (100 bp DNA-
ladder) pipettiert und in die restlichen jeweils 9 pl der Proben.

Aufgrund ihrer negativen Ladung wandern die DNA-Molekule im elektrischen
Feld in Richtung der Kathode und trennen sich nach ihrer Grofie auf.

Die kleineren Molekile konnen dabei leichter durch die Struktur der Gel-Matrix
wandern und kommen daher am Ende der Elektrophorese weiter von den Lade-
taschen entfernt zu liegen. Die groferen Molekile bleiben in dieser Matrix ver-
starkt hangen und erscheinen weiter vorne in der Nahe der Ladetaschen.

Nach Auftrennung der DNA-Molekdle fur 35 min bei 85 V und 350 mA wurden
die Banden mit dem Imager aufgenommen. Das Gel wurde dafur fur 30 sec mit
UV-Licht belichtet.
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Banden mit einer Gro3e von 382 bp wurden als Zielbande gewertet. Diese soll-
ten nur bei der Positivkontrolle (cDNA) erscheinen. Banden bei den RNA-
Proben oder bei der Negativkontrolle (RNA-Proben nach gDNA-Verdau) wur-

den als Kontamination angesehen.

2.2.15 Real-Time-PCR (qPCR)

Die Real-Time-PCR (auch gPCR) ist eine Methode zur Amplifikation von Nukle-
insauren. Sie basiert auf der herkdbmmlichen Polymerasekettenreaktion, mit
dem Vorteil, dass die gewonnene DNA auch quantifiziert werden kann. Es wur-
de eine farbstoffbasierte Methode verwendet, bei der die Fluoreszenz des
Farbstoffs SYBR® Green gemessen wurde. SYBR® Green zeigt eine schwache
Hintergrundfluoreszenz, die bei Bindung an doppelstrangige DNA stark zu-
nimmt. So kann anhand der Fluoreszenz die Menge an DNA bestimmt werden.
Zur Charakterisierung der glomerularen Zellkultur wurden spezifische Marker
verwendet. Fur die murinen Podozyten wurden Synaptopodin und WT1 ver-
wendet. Die Endothelzellen (und Mesangialzellen) wurden mit Fibronektin 1
(FN1) und intercellular adhesion molecule 1 (ICAM1) charakterisiert (und fur die
Fibroblasten wurde Collagen1 verwendet.)

Zum Vergleich mit den Western-Blot-Ergebnissen wurden die Proben auch auf
Kollagen IV (a1,2,3,5), Laminin a1, Agrin und Nidogen untersucht.

Die gPCRs wurden mit dem Power Sybr. Green PCR Master Mix Nr.4367659
von Life Technologies durchgefiihrt. Zu Beginn wurden die gqPCR-Ansatze (sie-
he Tabelle 10) fur die jeweilige Anzahl an Proben (ohne cDNA) hergestellt. Fir
die Primer von QuantiTect (in diesem Fall nur das GAPDH als Referenzkontrol-
le) wurde der Ansatz aus dem Kit verwendet. Fur die sehr spezifisch bindenden
eigenen Primer, die von MWG hergestellt wurden, wurde ein anderer Ansatz
verwendet. Zu beachten beim Ansetzen der richtigen Menge der Primer-Mixe
war hier, dass jede Probe zur Kontrolle als Doppelwert untersucht wurde. Auf-
grund der spezifischen Bindung der Primer wurden die cDNA-Proben vorher mit
RNAse-freiem Wasser im Verhaltnis 1:2 verdunnt.
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gPCR-Ansatz QuantiTect Primer Eigene Primer
H20 (RNAse frei) 7 ul 8,8 ul
Sybr. Green 2x 10 pl 10 pl
QuantiTect Pr 10x 2 ul jeweils 0,1 pl for./rev.
cDNA 1 ul 1 ul

Summe 20 pl 20 pl

Tabelle 10 Zusammensetzung der qPCR-Ansétze

Die 19 ul des Ansatzes wurden mit einer elektronischen Pipette in die 96-Well-
Platten verteilt und anschlieRend die 1 yl cDNA eingespdilt.

Neben den Proben wurden auch NTCs (No Template Control/\WWasserkontrolle)
als Doppelwerte gemessen, um Verunreinigungen des gPCR-Ansatzes oder
unspezifische Bindungen der Primer miteinander auszuschlief3en.

Die 96-Well-Platten wurden anschlieend mit einer Verschlussfolie abgedichtet
und anschlie3end im 7300 Real Time PCR System platziert.

Der gPCR-Zyklus wurde daraufhin mit der ,7300 System SDS Software“ vor-
programmiert und anschlielend die qPCR gestartet. Die Rohdaten der qPCR
wurden exportiert und mit Microsoft Excel weiterbearbeitet. Die ACT-Werte der
GAPDH-Kontrolle wurden von den ACT-Werten der Proben subtrahiert und die
entstandenen Werte wurden anschlieBend mit dem Programm ,GraphPad
Prism® statistisch ausgewertet und dargestellt. Zusatzlich wurde fur die Auswer-
tung der Ergebnisse die AACT-Methode verwendet, um neben den absoluten
Werten auch relative Veranderungen zwischen WT und KO darstellen zu kén-
nen (101). Diese Methode zur Auswertung ist flr die Charakterisierung von
primaren Zellkulturen auf Transkriptom-Ebene bereits etabliert (102, 103). Zur
statistischen Auswertung der Ergebnisse wurden aufgrund des geringen Stich-
probenumfangs (n<=5) nichtparametrische Tests (Mann-Whitney-U-Test) ver-

wendet. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der glomerularen Primar-Zellkultur

Da die primaren Zellen mikroskopisch trotz bekannter morphologischer Eigen-
schaften nicht eindeutig voneinander zu unterscheiden sind, wurden zur detail-
lierteren Charakterisierung der primaren Zellkultur gPCR-Untersuchungen auf
unterschiedliche Zellmarker durchgefuhrt. Hierfur wurde die isolierte RNA wie
im Methodenteil beschrieben in cDNA umgeschrieben und mittels gPCR mit

den Primern der entsprechenden Zellmarker amplifiziert.

20
Bl WT 4 Monate
154 [ KO 4 Monate
=1 WT 10 Monate
= 104
o 10 [ KO 10 Monate
<
5_.
0 |

T T T T T
SYNPO WT1 ICAM1 FN1 COL1A

Abb. 12 ACT-Werte der gPCR von cDNA aus Zellkultur auf verschiedene Zellmarker
Darstellung der ACT-Werte fiir die absolute Expression von Synaptopodin (SYNPO), Wilms-Tumor-
Protein1 (WT1), ICAM1. Fibronektin1 (FN1) und Kollagen 1a (Col1a). Die RNA wurde hierbei aus
GLEPP1 WT- und KO-Zellen aus primarer Zellkultur isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels
gPCR amplifiziert und ausgewertet. Da die ACT-Werte fir PCR-Zyklen stehen, bei denen ein Signal
aufgetreten ist, bedeuten hohe Werte geringe nachgewiesene RNA-Mengen und umgekehrt. Betrach-
tet man die einzelnen Zellmarker fiir sich alleine und vergleicht die Altersgruppen miteinander, bzw.
auch GLEPP1 WT und KO miteinander, so zeigten sich bei keinem der Zellmarker signifikante Unter-
schiede. Bei Betrachtung der Zellmarker untereinander erkennt man bei FN1 deutlich geringere Wer-
te, als bei den anderen Markern, also eine deutlich groRere Menge an nachgewiesener RNA.
GLEPP1: Glomerular Epithelial Protein 1, WT: Wildtyp, KO: Knockout (n=4 (4 Monate), n=5 (10 Mo-
nate),

Bei den mit der GAPDH-Kontrolle verrechneten ACT-Werten (siehe Abb. 12)
zeigten sich bei nahezu allen Primern ahnliche hohe Werte. Da diese Werte
indirekt anzeigen, in welchem PCR-Zyklus ein Signal fur den jeweiligen Primer
aufgetreten ist, bedeutet dies fur die Werte von SYNPO, WT1, ICAM1 und
COLA1A, dass dort geringe RNA-Mengen nachgewiesen wurden. Lediglich beim
FN1 zeigten sich um ein vielfaches geringere Werte, also bei friheren PCR-
Zyklen bereits nachweisbare Signale und damit hdhere RNA-Mengen. Dieses

Ergebnis wurde sowohl bei den WT als auch den KO-Zellen in beiden Alters-
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gruppen (4 und 10 Monate) nachgewiesen. Es zeigten sich zwischen den Al-

tersgruppen, wie auch zwischen GLEPP1 WT und KO keine signifikanten Un-

terschiede.

Um fir den Vergleich zwischen GLEPP1 WT und KO die Darstellung eines Un-
terschieds in der relativen Expression der RNA zu ermoglichen, wurden im Fol-

genden bei den gPCRs die AACT-Werte berechnet und verwendet.

3.1.1 Zell-Marker fiir Podozyten

Zum Nachweis der murinen Podozyten wurden die Marker WT1 und Synapto-

podin (SYNPO) verwendet.

3.1.1.1 qPCR von Synaptopodin

In Abb. 13 (oben) sieht man die rela-
tive Expression des Podozytenmar-
kers Synaptopodin bei GLEPP1 WT
und KO-Zellen. Es zeigt sich in kei-
ner der Gruppen ein signifikanter
Unterschied zwischen WT und KO.
Dies konnte in beiden Altersgruppen
reproduziert werden (p>0,05).

3.1.1.2 qPCR von WT1

In Abb. 13 (unten) sieht man, ahnlich
wie bei Synaptopodin, dass beim
WT1 ebenfalls in beiden Altersgrup-
pen zwischen GLEPP1 WT und KO
kein signifikanter Unterschied zu er-
kennen ist (p>0,05). Jedoch zeigt
sich eine minimal verringerte, statis-
tisch nicht signifikante Expression
des WT1 bei den 4 Monate alten KO-

Tieren.
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1.0
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4 Monate 10 Monate
1.5+ 2.5+
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WT1 WT1

Abb. 13 AACT-Werte der qPCR von cDNA fiir
Podozytenmarker (SYNPO, WT1) bei 4 und 10
Monate alten GLEPP1 WT- und KO-Mausen
Darstellung der AACT-Werte fir die relative Expression
von Synaptopodin (SYNPO) Wilms-Tumor-Protein1
(WT1). Die RNA wurde hierbei aus GLEPP1 WT- und
KO-Zellen aus primarer Zellkultur isoliert, in cDNA
umgeschrieben und mittels gPCR amplifiziert und aus-
gewertet. Dargestellt sind sowohl 4 Monate alte Tiere
als auch 10 Monate alte Mause. Es zeigt sich bei bei-
den Markern sowohl zwischen GLEPP1 WT und KO in
beiden Altersgruppen kein signifikanter Unterschied.
(n=4 (4 Monate), n=5 (10 Monate), p>0,05, GLEPP1:
Glomerular Epithelial Protein 1, SYNPO: Synaptopodin,
WT1: Wilms-Tumor-Protein 1, WT: Wildtyp, KO:
Knockout
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3.1.2 Zell-Marker fiir Endothelzellen und Mesangialzellen

Zum Nachweis der murinen En-
dothelzellen und Mesangialzellen
wurden die Marker Intercellular ad-
hesion molecule 1 (ICAM1) und Fib-

ronektin 1 (FN1) verwendet.

3.1.21 qPCR von Fibronektin 1
(FN1)

In Abb. 14 (oben) wird die relative
RNA-Expression
FN1 bei GLEPP1 WT und KO-Zellen
dargestellt. Es zeigt sich zwischen

des Zellmarkers

Wildtyp und knockout kein signifikan-
ter Unterschied. Dies gilt sowohl fur
die 4 Monate alte Tiere als auch fur
die 10 Monate alten Mause (p>0,05).

3.1.2.2 qPCR von intercellular ad-
hesion molecule 1 (ICAM1)

Die Ergebnisse fur die relative Ex-
pression von intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM1) zeigen ahnliche
Ergebnisse, wie fur das FN1 (siehe
Abb. 14 unten). Es ergeben sich kei-
ne signifikanten Unterschiede in der

4 Monate 10 Monate
1.5 2.5
T 2.0
1.0
- - 1.5"
(%) (3
< <
< < 1.0
0.54
0.5+
0.0- T 0.0- T
WT KO WT KO
FN1 FN1
4 Monate 10 Monate
1.5 2.5+
2.0
1.0
- - 1.5
(T o
< <
< < 1.0
0.5
0.5
0.0- T 0.0- T
WT KO WT KO
ICAM1 ICAM1

Abb. 14 AACT-Werte der qPCR von cDNA fiir
Endothelzell- und Mesangienzellmarker (FN1,
ICAM1) bei 4 und 10 Monate alten GLEPP1
WT- und KO-Méusen

Darstellung der AACT-Werte fir die relative Expression
von ICAM1 und FN1 bei Wildtyp und knockout-Tieren.
Die RNA wurde hierbei aus GLEPP1 WT- und KO-
Zellen aus primarer Zellkultur isoliert, in cDNA umge-
schrieben und mittels gPCR amplifiziert und ausgewer-
tet. Dargestellt sind sowohl 4 Monate alte Tiere als
auch 10 Monate alte Mause. Es zeigt sich bei beiden
Markern sowohl zwischen WT und KO in beiden Al-
tersgruppen kein signifikanter Unterschied. (n=4 (4
Monate), n=5 (10 Monate), p>0,05, GLEPP1: Glome-
rular Epithelial Protein 1, ICAM1: intercellular adhesion
molecule 1, FN1: Fibronektin 1, WT: Wildtyp, KO:
Knockout

Wildtyp- zur knockout-Gruppe; und dies unabhangig von der Altersgruppe

(p>0,05).
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3.1.3 Zell-Marker fiir Fibroblas-

ten

Zur Charakterisierung der murinen
Fibroblasten wurde der Marker Kol-
lagen 1 (Col1) verwendet

3.1.3.1 qPCR von Kollagen 1

Dargestellt in Abb. 15 wird die rela-
tive RNA-Expression des Zellmar-
kers Kollagen 1 (Col1) bei GLEPP1
WT und KO-Zellen. Es zeigt sich in
keiner der Gruppen ein signifikanter
Unterschied. Dies gilt sowohl fur
die 4 Monate alten Tiere als auch
fur die 10 Monate alten Mause

4 Monate 10 Monate
4 2.5+
2_ -
3 0
- — 1.57

9 2- 9

< < 1.0
7 0.5+
0- 0.0-!

WT KO WT KO

Col1 Col1

Abb. 15 AACT-Werte der qPCR von cDNA fiir
den Fibroblastenmarker Kollagen 1 (Col1) bei
4 und 10 Monate alten GLEPP1 WT und KO-
Mausen

Darstellung der AACT-Werte fir die relative Expression
des Fibroblastenmarkers Collagen1 bei Wildtyp und
knockout-Tieren. Die RNA wurde hierbei aus GLEPP1
WT- und KO-Zellen aus primarer Zellkultur isoliert, in
cDNA umgeschrieben und mittels qPCR amplifiziert
und ausgewertet. Dargestellt sind sowohl 4 Monate alte
Tiere als auch 10 Monate alte Mause. Es zeigt sich bei
beiden Markern sowohl zwischen WT und KO, als auch
zwischen den verschiedenen Altersgruppen kein signi-
fikanter Unterschied. (n=4 (4 Monate), n=5 (10 Mona-

te), p<0,05, GLEPP1: Glomerular Epithelial Protein 1,

. Col1: Kollagen 1, WT: Wildtyp, KO: Knockout
(p<0,05). Bei den 4 Monate alten

Tieren zeigte sich beim GLEPP1-

KO jedoch eine leichte Hochregulation des Kollagen 1 auf RNA-Ebene.

3.2 Basalmembranproduktion in primarer glomerularer Zellkul-

tur bei 4 Monate alten Tieren

Nach Charakterisierung der glomerularen Zellkultur mittels gPCR-Untersuchung
von Zellmarkern wurde die Basalmembranproduktion und -Sekretion dieser
Mischkultur untersucht. Das Ziel hierbei war eine Bestimmung der unterschied-
lichen Expressionsmuster von Wildtyp- und GLEPP1-defizienten Mausen auf
RNA- und Proteinebene. Auch hier wurden zwei Altersgruppen (4 vs. 10 Mona-
te) untersucht. Fur die RNA-Untersuchungen wurde erneut die qPCR aus um-
geschriebener RNA in cDNA verwendet. Fir die Untersuchung der Proteinpro-
duktion wurden Kollagen IV (NC1) und Laminin a1 mittels Westernblot unter-
sucht.
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3.2.1 gPCR-Ergebnisse von Kollagen IV (4 Monate)

In Abb. 16 ist die relative Expression
(NC1) auf
4 Monate alten

von Kollagen-1V-Ketten
RNA-Ebene bei
GLEPP1 WT- und KO-Tieren darge-
stellt. Hierfur wurde die RNA aus den
ausgesaeten primaren glomerularen
Zellen isoliert, in die stabilere cDNA
umgeschrieben und mittels gqPCR
weiterverarbeitet. Fur die Darstellung
der relativen anstatt der absoluten
Unterschiede wurde die AACT-
Methode verwendet.

Es zeigt sich bei den unreifen Kol-
lagen IV a1- und a2-Ketten kein sig-
nifikanter Unterschied zwischen WT
und KO. Die a1-und a2-Ketten sind
bei den KO-Zellen nur minimal ver-
ringert.

Bei den a3- und a5-Ketten, welche
das reife Kollagen IV bilden zeigte
sich bei den 4 Monate aten Tieren
ebenfalls kein signifikanter Unter-
schied. Auch hier ist die Expression
beim KO tendenziell geringer ausge-

pragt.

4 Monate 4 Monate
1.5 1.5
1.0 1.0 T
G 5
3 L 3
< <
0.5+ 0.5+
0.0- T 0.0- T
WT KO WT KO
Colda1 Colda2
4 Monate 4 Monate
1.5+ 1.5+
1.0 1.0 T
I~ L =
3 (3)
< <
< <
0.5+ 0.5+
0.0- T 0.0- T
WT KO WT KO
Col4a3 Col4a5

Abb. 16 qPCR-Ergebnisse (AACT) aus
umgeschriebener cDNA von priméaren
glomeruladren Zellen fiir Col4 a1,2,3,5 bei 4
Monate alten GLEPP1 WT und KO-Mausen
Darstellung der AACT-Werte fir die relative Expression
von Kollagen IV-Ketten bei 4 Monate alten GLEPP1
Wildtyp und knockout-Tieren. Die RNA wurde hierbei
aus GLEPP1 WT- und KO-Zellen aus primarer Zellkul-
tur isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels gPCR
amplifiziert und ausgewertet. Bei den unreifen Kollagen
IV-Ketten a1 und a2 (oben) zeigte sich in beiden Al-
tersgruppen kein signifikanter Unterschied in der Ex-
pression zwischen WT und KO. Ebenfalls konnten bei
den reifen Ketten a3 und a5 (unten) keine Unterschie-
de zwischen WT und KO nachgewiesen werden. (n=4,
p>0,05, GLEPP1: Glomerular Epithelial Protein 1, Col4:
Kollagen IV, WT: Wildtyp, KO: Knockout
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3.2.2 gPCR-Ergebnisse von La-
minin a1, Nidogen und Ag-
rin (4 Monate)

In Abb. 17 wurden die relativen
RNA-Expressionen der 4 Monate
alten Gruppe fur die restlichen
struktur- und funktionsgebenden
Komponenten der GBM dargestellt:
Laminin, Nidogen und Agrin.
Hierbei zeigte sich beim Laminin a1
durch den GLEPP1-KO kein signifi-
kanter Unterschied zu den WT-
Tieren.

Beim Agrin und Nidogen, welche
beide in den folgenden Protein-
untersuchungen als Ladekontrolle
verwendet wurden zeigten sich
ebenfalls keine signifikanten Ver-
anderungen zwischen WT und KO.

4 Monate 4 Monate
2.0 2.0+
1.5 1.5
5 T 3
S 1.0 S 1.0
< <
—
0.5 0.5
0.0- T 0.0- T
WT KO WT KO
Laminin a1 Nidogen
4 Monate
2.0
1.5+
5
1.0
2 1
0.5
0.0~ T
WT KO
Agrin

Abb. 17 qPCR-Ergebnisse (AACT) aus
umgeschriebener cDNA von priméaren
glomerulédren Zellen fiir Laminin a1 ,Nidogen
und Agrin bei 4 Monate alten GLEPP1 WT und
KO-Mausen

Darstellung der AACT-Werte fir die relative Expression
von Laminin a1, Agrin und Nidogen bei 4 Monate alten
GLEPP1 Wildtyp und knockout-Tieren. Die RNA wurde
hierbei aus GLEPP1 WT- und KO-Zellen aus primarer
Zellkultur isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels
gPCR amplifiziert und ausgewertet. Bei keiner der
dargestellten extrazellularen Matrixproteine zeigte sich
ein signifikanter Unterschied in der Expression zwi-
schen WT und KO. (n=4, p>0,05, GLEPP1: Glomerular
Epithelial Protein 1, WT: Wildtyp, KO: Knockout
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3.2.3 Westernblot von Kollagen IV und Laminin alpha 1 (4 Monate)

In diesem Experiment wurde die Expression der Kollagen-IV-Untereinheiten
und von Laminin a1 bei 4 Monate alten GLEPP1 WT- und KO-Mausen unter-
sucht. Hierfur wurde die ECM aus den kultivierten glomerularen Zellen wie oben
beschrieben isoliert und die Proteine gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die
Menge an Protein wurde mithilfe von densitometrischer Dichtemessung der
Banden gemessen und bei der Darstellung die KO-Werte auf die WT-Werte

bezogen; diese wurden jeweils auf 1 normiert.

Fiar die densitometrische Auswertung der Kollagen |IV-Untereinheiten wurden
ausschlieRlich die Dimere (ca. 46 kDa) verwendet, da lediglich bei der a2-
Untereinheit auch Monomere (ca. 25 kDa) nachgewiesen werden konnten. Die-
se Werte wurden jeweils mit denen von dem auch nachgewiesenen ECM-
Protein Agrin als loading control in einen Quotienten gesetzt. Beim Laminin a1
(ca. 300 kDa) wurde hierfur Nidogen verwendet. Beide Proteine bleiben in ihrer

Expression vom GLEPP1-KO unbeeinflusst.

Bei der densitometrischen Auswertung zeigten sich sowohl beim Kollagen IV
(Abb. 18 A-D), als auch beim Laminin a1 (Abb. 18 E) keine signifikanten Unter-
schiede in der Expression zwischen Wildtyp-Mausen und Glepp1-defizienten
Tieren (p>0,05).

Auch zeigte sich bei beiden Gruppen eine insgesamt sehr geringe Proteinaus-
beute, was unter anderem daran zu erkennen ist, dass die hier erkennbaren
schwachen Banden erst bei einer Belichtungsdauer von 7 min aufgenommen
wurden. Am schwachsten sind die Banden bei den Kollagen IV-Untereinheiten
a3 & ab ausgepragt. Dies zeigt sich im starken Hintergrundrauschen der Foto-
grafien. Die loading-control Agrin zeigt im Gegensatz dazu in allen Experimen-

ten ein ahnlich ausgepragtes Signal.
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Abb. 18 Vergleich der Proteinexpression von Kollagen IV- und Laminin a1-
Untereinheiten bei glomeruldaren Mischkulturen von 4 Monate alten Tieren im
Westernblot

Glomeruli aus 4 Monate alten Mausen wurden isoliert und 5 Tage in Zellkultur gehalten, bis Po-
dozyten und andere glomerulare Zellen aus diesen herausgesprosst sind. Diese Zellen wurden
weiter kultiviert und aus diesen das Kollagen IV (NC1) und Laminin a1 isoliert. Die Proteine wur-
den im Westernblot gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit spezifischen Antikérpern markiert.
A-D zeigen die Ergebnisse der Kollagen IV-Expression. In der densitometrisch durchgefiihrten
Auswertung der Dimere zeigte sich bei keiner Untereinheit ein Unterschied zwischen GLEPP1
WT und KO-Mausen. E zeigt die Ergebnisse der Laminin-a1-Expression. Auch hier zeigte sich
kein Unterschied zwischen WT und KO. (n=3, p>0,05, GLEPP1: Glomerular Epithelial Protein 1,
CollV: Kollagen IV, kDa: kilo Dalton, WT: Wildtyp, KO: Knockout

Diese Ergebnisse zeigen, dass bei 4 Monate alten Tieren die von den glome-
rularen Zellen sezernierte ECM hauptsachlich aus Kollagen a1 und a2 besteht,
die Zusammensetzung jedoch nicht durch den GLEPP-KO beeinflusst wurde.
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3.3 Basalmembranproduktion in primarer glomerularer Zellkul-

tur bei 10 Monate alten Tieren

3.3.1 gqPCR-Ergebnisse von Collagen IV (10 Monate)

In Abb. 19 ist die relative Expression

10 Monate 10 Monate
von Kollagen-IV-Ketten auf RNA- 2.5 2.5-
Ebene bei 10 Monate alten GLEPP1 2.07 207
. 1.5+ 1.5+
WT- und KO-Tieren dargestellt. g L T g N i
Die Gewinnung und Aufbereitung
0.5+ 0.5
des Materials wurde bereits bei der 0.0 0.0
. WT KO WT KO
4-Monatskohorte beschrieben. Coldat Colda2
Es zeigt sich bei den unreifen Kol- 10 Monate 10 Monate
lagen-IV a1 und a2-Domanen kein 257 227
.01 2.0
signifikanter Unterschied zwischen * T
- 1.5 - 1.57
GLEPP1 WT und KO. Jedoch er- 9, | LN
kennt man im Vergleich zu den 4 0.5 0.5 —
Monate alten Tieren (siehe Abb. 16) 0.0- T 0.0- l
WT KO WT KO
bei den alten Tieren tendenziell eine Col4a3 Col4a5

minimal starkere Expression der un- Abb. 19 qPCR-Ergebnisse (AACT) aus
) . umgeschriebener cDNA von priméren
reifen Ketten beim GLEPP-KO. glomeruléren Zellen fiir Col4 a1,2,3,5 bei 10

. . .. Monate alten GLEPP1 WT und KO-M&usen
Bei den reifen a3- und a5-Domanen Darstellung der AACT-Werte fir die relative Expression

. . . . von Kollagen IV-Ketten bei 10 Monate alten GLEPP1
ist ebenfalls keine Signifikanz zwi-  iigtyp und knockout-Tieren. Die RNA wurde hierbei

aus GLEPP1 WT- und KO-Zellen aus primarer Zellkul-
schen WT und KO errechnet worden. tur isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels gPCR

. . . amplifiziert und ausgewertet. Bei den unreifen Kollagen
Das Kollagen IV a5 ist hier jedoch |y.ketten a1 und a2 (oben) zeigte sich in beiden Al-

. . tersgruppen kein signifikanter Unterschied in der Ex-
trotz  fehlender Slgmf'kanz beim pression zwischen WT und KO. Ebenfalls konnten bei

. . den reifen Ketten a3 und a5 (unten) keine Unterschie-
knockout leicht vermindert und das ge zwischen WT und KO nachgewiesen werden. (n=5,

. p>0,05, GLEPP1: Glomerular Epithelial Protein 1, Col4:
Kollagen IV a3 leicht vermehrt ex-  kojiagen Iv, WT: Wildtyp, KO: Knockout

primiert.
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3.3.2 gPCR-Ergebnisse von La-
minin alpha 1,
und Agrin (10 Monate)

Nidogen

In Abb. 20
Ergebnisse der

sind die qPCR-
RNA-

Expression von Laminin a1, Nido-

relativen

gen und Agrin bei 10 Monate alten
Tieren zu sehen.

Keiner der untersuchten Primer fur
die ECM-Proteine wies einen signi-
fikanten  Unterschied zwischen
GLEPP1 WT und KO auf.

Beim knockout scheint die Expres-
leicht

sion bei allen drei Primern

vermindert zu sein.
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Abb. 20 qPCR-Ergebnisse (AACT) aus
umgeschriebener cDNA von priméaren
glomerulédren Zellen fiir Laminin a1, Nidogen
und Agrin bei 10 Monate alten GLEPP1 WT
und KO-Mausen

Darstellung der AACT-Werte fir die relative Expression
von Laminin a1, Agrin und Nidogen bei 10 Monate
alten GLEPP1 Wildtyp und knockout-Tieren. Die RNA
wurde hierbei aus GLEPP1 WT- und KO-Zellen aus
primarer Zellkultur isoliert, in cDNA umgeschrieben und
mittels gPCR amplifiziert und ausgewertet. Bei keiner
der dargestellten extrazelluldren Matrixproteine zeigte
sich ein signifikanter Unterschied in der Expression
zwischen WT und KO. (n=5 p<0,05, GLEPP1: Glome-
rular Epithelial Protein 1, WT: Wildtyp, KO: Knockout
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3.3.3 Westernblot von Kollagen IV und Laminin alpha 1 (10 Monate)

Fur die Untersuchung der extrazellularen Matrixproteine Kollagen IV und Lami-
nin a1 wurde nach demselben Prinzip vorgegangen, wie bei den 4 Monate alten
Tieren (siehe 3.2.3).

In Abb. 21 sind die Westernblot-Ergebnisse fur die Proteinexpression von Kol-
lagen IV und Laminin a1 bei 10 Monate alten GLEPP1 WT- und KO-M&ausen

dargestellt.
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Abb. 21 Vergleich der Proteinexpression von primaren glomeruldren Zellen im
Westerblot von 10 Monate alten GLEPP1 WT- und KO-Tieren

Glomeruli aus 10 Monate alten Mausen wurden isoliert und 5 Tage in Zellkultur gehalten, bis Podozy-
ten und andere glomerulare Zellen aus diesen herausgesprosst sind. Diese Zellen wurden weiter
kultiviert und aus diesen das Kollagen IV (NC1) und Laminin a1 isoliert. Die Proteine wurden im Wes-
ternblot gelelektrophoretisch aufgetrennt und mit spezifischen Antikérpern markiert. A-D zeigen die
Ergebnisse der Kollagen IV-Expression. Da in nahezu keinem Versuch Banden nachweisbar sind,
erfolgte auch keine densitometrische Auswertung. E zeigt die Ergebnisse der Laminin-a1-Expression.
Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen GLEPP1 WT und KO. (n=4, p>0,05, WT=1)
GLEPP1: Glomerular Epithelial Protein 1, CollV: Kollagen 1V, kDa: kilo Dalton, WT: Wildtyp, KO:
Knockout

In A-D zeigten sich mehrere Auffalligkeiten bei der Untersuchung der NC1-
Kollagendomanen. Zum einen sind lediglich beim a2-Segment in der KO-
Gruppe (B) NC1-Monomere nachweisbar. Fir alle anderen Proteine konnte
keine durchgehende Expression i.S. von Banden nachgewiesen werden. Zu-
satzlich ist in A-D bei den GLEPP1-KO-Zellen das als Ladungskontrolle ver-
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wendete Agrin kaum nachweisbar. Diese Ergebnisse im Westernblot wurden
durch 2-fache Wiederholung bestatigt.

Daher ist hier auch keine densitometrische und statistische Auswertung inklusi-
ve graphischer Darstellung moglich gewesen.

Beim Laminin a1 konnte bei GLEPP1 WT- als auch bei KO-Zellen Protein fir
eine Auswertung nachgewiesen werden.

Hier zeigte sich bei den KO-Tieren in der Proteinexpression eine leichte Hoch-
regulation des unreifen Laminin a1 ohne statistische Signifikanz.

Im Vergleich zu den Aufnahmen der 4 Monate alten Tiere zeigt sich hier bei den
auswertbaren Banden insgesamt eine stark verminderte Proteinexpression.
Dies erkennt man am verminderten Kontrast der Banden im Vergleich zum Hin-

tergrund, vor allem bei Kollagen IV a1 und a2.
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4 Diskussion

Eine GLEPP1-Defizienz fihrt beim Menschen zu einem steroidresistenten ne-
phrotischen Syndrom im Kindesalter (64). Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgrup-
pe (Doktorarbeiten von Laura Lennartz, Christian Weigel und Phillip Schippler)
konnten im Mausmodell bei einer GLEPP1-Defizienz bereits das Auftreten einer
Proteinurie im Alter, sowie histologische, wie molekulare Veranderungen der
GBM in vivo zeigen. So wies die GBM bei einem Verlust von GLEPP1 eine ver-
dickte Struktur mit einem Verlust von podozytaren Fortsatzen auf. Ebenfalls
zeigte sich bei der Zusammensetzung auf Protein- und RNA-Ebene eine Herab-
regulation der reifen und unreifen Kollagen IV-Ketten bei 4 Monate alten Tieren
und bei den alteren Tieren eine teilweise verminderte Expression der reifen Ket-

ten mit insgesamt eher unreifem Muster.

In dieser Dissertation konnte die Sekretion von primaren glomerularen Zellen
aus GLEPP1-defizienten Mausen im Alter von 4 und 10 Monaten auf RNA- und
Proteinebene in vitro nachgewiesen und in ihrer molekularen Zusammenset-
zung bestimmt werden.

Die untersuchten primaren Zellen haben RNA von Zellmarkern aller glomerula-
ren Zellpopulationen mit Fokus auf Fibronektin 1 (FN1) exprimiert.

Sowohl auf RNA-, als auch Proteinebene zeigten sich in beiden Altersgruppen
keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp- und GLEPP1-defizienten
Mausen. Bei den 10 Monate alten Tieren zeigte sich eine kaum nachweisbare
Proteinexpression, wobei unreifen Kollagen-1V-Ketten (a2) bei den KO-Tieren
starker ausgepragt schienen. Auf RNA-Ebene konnten allerdings sowohl reife,

als auch unreife Kollagen-1V-Ketten nachgewiesen werden.

4.1 Die primare glomerulare Kultur ist eine Mischkultur mit

Hochregulation von FN1

Bei den Zellpopulationen, welche von uns mittels qPCR auf zellulare Marker-
proteine untersucht wurden, zeigte sich eine glomerulare Mischkultur aus Po-
dozyten (WT1 (=Wilms-Tumor-Protein 1), SYNPO (=Synaptopodin)), Endothel-

zellen (ICAM1 (=intercellular ahesion molecule 1), FN1 (=Fibronektin 1)) und
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Mesangialzellen (FN1). Die hohen Werte (frihes Signal bei qPCR) fur den Mar-
ker Fibronektin 1 (FN1) kdnnten auf ein Ubergewicht an Mesangialzellen (und
Endothelzellen) schliel3en lassen.

Es konnte sich jedoch auch um eine Hochregulation des FN1 ohne ein solch
starkes Uberwiegen dieser Zellen handeln. FN1 ist ein extrazellulares Matrix-
protein, welches Integrine, Kollagen und weitere ECM-Komponenten bindet und
auch als Adhasionsmolekul zwischen verschiedenen Zellen fungiert (104). Die
Interaktion von FN1 und Kollagen wird hierbei durch mechanische Krafte regu-
liert (105). In einer Studie aus 2019 konnte gezeigt werden, dass FN1 bei an-
dauerndem mechanischem Stress in immortalisierten Podozytenkulturen auf
mMRNA- und Protein-Ebene signifikant hochreguliert ist, obwohl Podozyten ei-
gentlich nur sehr wenig FN1 exprimieren (106). Hierbei zeigten die Untersu-
chungen bei kontinuierlichem Scherstress bereits nach 3 Tagen eine auf das
doppelte hochregulierte FN1-Expression im Vergleich zur Kontrolle (106). Un-
sere primaren glomerularen Zellen wurden bis zur RNA-Analyse zwar nicht so
kontinuierlich unter mechanischen Stress gesetzt, jedoch wurden diese im Zeit-
raum von uber 2 Wochen immer wieder von der Isolation der Glomeruli bis zum
regelmaligen Passagieren der Zellen punktuell einer hohen mechanischen
(und chemischen) Belastung ausgesetzt. Dies konnte die Podozyten und die
anderen Zellen zu einer kompensatorischen Hochregulation des FN1 veranlasst
haben. Die vermehrte Expression von FN1 bei mechanischem Stress dient
wahrscheinlich dem Schutz der Zellen vor Ablésung und Verlust. Um dies zu
prufen, mussten dieselben Versuche bei nicht-passagierten Zellen und auch in

Einzelkulturen wiederholt werden.

Zur ldentifikation und Isolation einzelner Zellpopulationen werden in der Litera-
tur haufig die Wachstumsmuster und morphologischen Unterschiede glomerula-
rer Zellen (epitheliale Zellen wie Podozyten polygonal und ,pflastersteinartig”
sowie einschichtig wachsend, Mesangialzellen langlich mit Auslaufern und
mehrschichtig verdrangend wachsend) zur Hilfe genommen. Anschliessend
werden diese mittels immunhistochemischen und/oder RNA-Untersuchungen
charakterisiert. Podozyten sprossen fruher als Mesangialzellen aus den Glo-
meruli heraus, jedoch zeigen Mesangialzellen ein deutlich hdheres Proliferati-
onspotential (107). In unserem Protokoll wurden die Zellen daher bereits frih
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ausgesat, um ein ubermafiges Aussprossen mesangialer Zellen mit Verdran-
gung anderer Zellpopulationen im Laufe der Experimente zur verhindern. Auf-
grund des sehr unterschiedlichen Wachstumsverhaltens gibt es in der Literatur
fast nur Protokolle zur Isolation und Kultivierung von Einzelkulturen.

Dylewski et. al. haben 2020 ein Protokoll zur Isolation primarer glomerularer
muriner Endothelzellen publiziert. Hier wurden (ohne Dynabeads) isolierte Glo-
meruli nicht direkt ins Kulturmedium aufgenommen, sondern fur 60 min che-
misch und mechanisch weiter verdaut und anschliessend mit Dynabeads ver-
mengt, welche mit VWF (von Willebrand Faktor) beschichtet wurden. Diese bin-
deten die Endothelzellen und wurden nach mehreren Waschschritten mittels
Trypsin von den Zellen gelost. Anschlieend wurden die so isolierten Endothel-
zellen in die Zellkultur aufgenommen (108). Mit dem Protokoll konnten glome-
ruldre endotheliale Zellen mit einer Reinheit von >90% isoliert werden. Solche
Methoden konnten fur zukunftige Versuche an Einzelkulturen diskutiert werden.
Far moglichst reine Kulturen (z.B. aus Podozyten oder Endothelzellen) sind
meist spezielle Zellkulturmethoden, wie Klonierung notwendig. Mit dieser kon-
nen jedoch keine so grofen Zellzahlen generiert werden, wie fur unsere Versu-
che notwendig waren. Daher werden die Zellen meistens immortalisiert. Hier
kommt es jedoch verstandlicherweise zu einer veranderten Zellphysiologie mit
geringer differenzierten Zellen, weshalb Ergebnisse mit diesen Zellen nur be-
dingt auf in vivo-Verhaltnisse Ubertragbar sind.

Um die Mesangialzelen besser von den anderen Zellpopulationen differenzie-
ren zu konnen, ware auch ein alternativer Zellmarker hierfur zu diskutieren. So
wird PDGF(3-R (platelet-derived growth factor 3 receptor) in humanen Zellkultu-
ren ausschlieBlich von ebendiesen Mesangialzellen produziert (109). Ob
PDGF(-R auch in murinen Zellkulturen nur von Mesangialzellen exprimiert wird,
wurde bisher jedoch noch nicht untersucht.

Dass die Zellkultur neben Mesangialzellen auch die anderen Zellarten enthalt,
zeigen auch die nachgewiesenen Transkripte fur die Podozytenmarker (WT1
und Synaptopodin) und die Endothelzellmarker (ICAM1, FN1).

Auch auf Proteinebene zeigte sich in den Westernblot-Untersuchungen, dass
Podozyten und Endothelzellen vorhanden waren. So konnten in den Zellkultu-
ren der 4 Monate alten Jungtiere Kollagen IV a3 und a5-Untereinheiten (NC1)
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nachgewiesen werden. Da diese ausschlieRlich von Podozyten sezerniert wer-
den, lasst sich anhand dieser Ergebnisse auf deren Vorhandensein schliel3en
(25). Bei den 10 Monate alten Tieren konnte zwar nur wenig Protein nachge-
wiesen werden, aber auch dort zeigten sich in den RNA-Untersuchungen Tran-
skripte fur podozytare ECM-Proteine. Zwischen den beiden untersuchten Al-
tersgruppen (4 vs. 10 Monate) zeigten sich quantitativ in der Zellverteilung kei-
ne signifikanten Unterschiede.

4.2 Primare Zellkulturen unterscheiden sich von in vivo-

Verhaltnissen

In unseren Versuchen zeigten die primaren Zellen in Zellkultur klassische mor-
phologische Eigenschaften von glomerularen Zellen, welche den Zellen eines
Glomerulus in vivo nur bedingt entsprechen. In vivo zeigen Podozyten bei-
spielsweise eine komplexe Interaktion aus Ful¥fortsatzen, welche die Schlitz-
membran bilden (110). Primare (wie hier verwendet), aber auch immortalisierte
Zellkulturen aus Podozyten oder glomerularen Mischkulturen prasentieren je-
doch eine einfachere Morphologie ohne diese charakteristischen Ful¥fortsatze.
Auch die Genexpression der in vitro-Zellen unterscheidet sich haufig stark von
den in vivo-Verhaltnissen (111). Fir Ergebnisse, die zumindest ahnliche Resul-
tate zwischen beiden Formen (sowohl morphologisch als auch auf Expressi-
onsebene) liefern, waren beispielsweise in Versuchen von Yaoita et al. spezifi-
sche Kulturvoraussetzungen (Heparin, ATRA (=all-trans-retinoic acid), geringe
FCS-Konzentration) notwendig (112). Unter diesen Voraussetzungen konnten
in Zellkultur Proteine wie Nephrin nachgewiesen werden, welche sonst nicht
exprimiert werden. Man muss jedoch auch anmerken, dass auch dort quantita-
tiv nicht die Expressionsmuster aus Glomeruli-Isolaten reproduziert werden
konnten (112).

Da Podozyten als hochdynamische Zellen eine komplexe Interaktion unterei-
nander, aber auch zur GBM aufweisen (beispielsweise uUber Integrine) muss
dies bei 2-dimensionalen in vitro-Versuchen in der Zellkultur ebenfalls bedacht
werden. Dieser Sachverhalt gilt auch fur alle anderen Zellarten des Glomerulus

(Endothelzellen, Mesangialzellen), welche eine ausgepragte Zell-Zell- bzw.-
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GBM-Interaktion aufweisen (113). Wenn sich in der 2-dimensionalen Zellkultur
die mikroskopische Morphologie bereits entscheidend von den in vivo-
Verhaltnissen unterscheidet und auch einige podozytare Proteine (wie Nephrin)
nicht oder nur nach Stimulation (z.B. Heparin, ATRA und niedrige FCS-
Konzentrationen) exprimiert werden, koénnte dies auch fir die Expressi-
on/Sekretion der in dieser Arbeit untersuchten extrazellularen Matrixbestandtei-
len gelten.

In Versuchen von Rachel Lennon et. al. aus 2014 zeigten sich in immortalisier-
ten Zelllinien bei Ko-Kulturen aus Podozyten und Endothelzellen Proteinsekre-
tionen, welche eher der GBM in vivo ahneln, als bei Monokulturen aus Podozy-
ten oder Endothelzellen alleine. Diese Ergebnisse sprechen ebenfalls fur die
Notwendigkeit einer Zell-Zell-Interaktion/Cross-talk nicht nur von Podozyten
untereinander, sondern vor allem zwischen verschiedenen glomerularen Zellen
fur die Produktion der GBM-Bestandteile. Trotzdem konnten in den immortali-
sierten Zellkulturen nicht die gleichen Ergebnisse wie aus Glomerulus-Isolaten
in vivo (in Bezug auf die nachgewiesenen Proteinmuster und —mengen) erreicht
werden (100).

Daher wurde in unseren Versuchen eine primare glomerulare Mischkultur ver-
wendet. Die Charakterisierung anhand von Zellmarkern mittels gPCR-
Untersuchungen zeigte das Vorhandensein von Podozyten, Endothelzellen, wie
auch Mesangialzellen, also allen Zellen des Glomerulus bzw. des glomerularen

Filterapparates.

Fir die Kultur wurde ein Medium verwendet, welches auf Podozyten konzipiert
ist, und nicht optimiert fur andere Zellarten ist. Der Grund hierfur war, eine aus-
reichend grof3e Anzahl an Podozyten in Mischkultur zu generieren, um auch
einen moglichen Einfluss des unten diskutierten podozytdaren GLEPP-KO auf
die EZM-Sekretion beurteilen zu konnen. Allerdings ist zu erwahnen, dass Me-
sangialzellen von allen glomerularen Zellen die niedrigsten Kulturanforderungen

und eine hohe proliferative Kapazitat aufweisen (107).

Dass moglicherweise mehr Mesangialzellen vorhanden waren, konnte aber vor

allem auch an der relativ langen Kultivierungsdauer liegen. Im Rattenmodell tritt
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der Wachstumspeak von Mesangialzellen im Gegensatz zu beispielsweise Po-
dozyten (6d) erst nach ca. 22d auf (114). Von der Aussaat der Glomeruli bis zur
Isolation der ECM sind in unseren Versuchen bis zu 18 Tage vergangen. Daher
ware es durchaus moglich, dass sich zu diesem Zeitpunkt die Mesangialzellen
in der Proliferationsphase befanden und mittlerweile ,seneszente® Zellen wie
Podozyten zum Teil verdrangt haben. Diese haben von Natur aus eine auch in
Zellkultur nachweisbare minimale Proliferationsfahigkeit.

Zur Uberprifung dieser Hypothese sollte man in kiinftigen Versuchen bei jeder
Passage einen Teil der Zellen auf die oben genannten Zellmarker untersuchen.

4.3 Die EZM-Produktion in primarer Zellkultur verandert sich

bei alternden Tieren

Bei den beiden untersuchten EZM-Proteinen Kollagen IV und Laminin zeigten
sich in der glomerularen Mischkultur erstaunliche Ergebnisse. Zum einen wie-
sen die Untersuchungen mittels Westernblot eine sehr geringe Proteinmenge
auf. Bei Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe aus Glomerulus-Isolaten waren
die nachgewiesenen Proteinmengen groler.

Diese Beobachtungen decken sich zunachst auch mit den Ergebnissen von
Lennon und Yaoita, bei denen ebenfalls die nachgewiesenen Proteinmengen in
Zellkultur quantitativ geringer ausfielen, als in Glomerulus-Isolaten (100, 112).
Dies konnte daran liegen, dass die Zellen im Glomerulum bereits eine ,etablier-
te” GBM besitzen, wahrend diese in Zellkultur in kirzester Zeit komplett neu
sezerniert werden muss.

Ein weiterer Punkt sind die unterschiedlichen Zellzahlen. Wahrend in der Zell-
kultur fir das Kollagen 1V/Laminin 250000/18000 Zellen ausgesat wurden, ent-
halt ein einzelner Glomerulus bereits ca. 211-235 Zellen (115). Die Anzahl der
mit aktuellen Protokollen isolierbaren Glomeruli pro Maus liegt bei 20131 (+-
4699) (116). Hiermit waren in vivo Zellzahlen von ca. 4-4,5 Millionen glomerula-
ren Zellen pro Maus weiteren Untersuchungen zufuhrbar. Dieses deutliche
Ubergewicht an Zellen in vivo kénnte die Ergebnisse ebenfalls erklaren.

Da in den qPCR-Untersuchungen jedoch alle glomerularen Zellarten nachge-
wiesen wurden und all diese Zellen zumindest in Teilen Proteineinheiten produ-

zieren, welche untersucht wurden, wirde man erwarten, dass etwas mehr Pro-
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tein nachgewiesen werden kann. Dieses Ergebnis konnte dafur sprechen, dass
Zellen in primaren Mischkulturen eine andere und weniger extrazellulare Pro-

teinmatrix sezernieren als Zellen in vivo.

Bei den Kollagen-IV-Untereinheiten (NC1) zeigten sich bei den aus Jungtieren
(4 Monate) isolierten Zellen hauptsachlich die a1- und auch a2-Untereinheiten
(unreife GBM), jedoch kaum a3 und a5. Der Grund hierfur kdnnte in dem be-
reits beschriebenen Ubergewicht an Mesangialzellen liegen. Wahrend Kollagen
IV a1 und a2 von Podozyten, Endothelzellen, und auch Mesangialzellen gebil-
det wird, wird Kollagen IV a3 (04) und a5 ausschlie3lich von Podozyten gebildet
(25, 117). Das bedeutet, dass in unserer Kultur vielleicht der Grofteil der Kol-
lagen-1V-Einheiten von ebendiesen Mesangialzellen (wie auch Endothelzellen)
sezerniert wurde. Ein ahnliches Protein-Verhaltnis konnte jedoch bereits in den
Vorversuchen von Lennon et. al. aus immortalisierten humanen Zelllinien in
glomerularer Co-Kultur aus Podozyten und Endothelzellen reproduziert werden
(100). Mdoglicherweise fuhren daher die Bedingungen in Zellkultur zu einem
Sekretionsverhalten, welches eher einem embryonalen Muster entspricht.

Dies kann die Ergebnisse allein jedoch nicht erklaren, da auch die Unterschiede
zwischen den Altersgruppen (4 vs. 10 Monate) im Westernblot eindeutig sind.
So zeigten die Kulturen der Zellen aus jungen Tieren in allen Kollagen NC1-
Untereinheiten (mit Fokus auf a1 und a2) nachweisbare Monomere und Dime-
re. Bei den alternden Tieren zeigten sich jedoch nahezu keine nachweisbaren
Kollagen IV NC1-Domanen. Die anderen untersuchten Proteine, wie Laminin
a1, Nidogen und Agrin konnten zwar auch in den Zellkulturen aus alternden
Tieren nachgewiesen werden, jedoch ebenfalls in einem deutlich reduzierten

Ausmal verglichen mit denen aus Jungtieren.

Erstaunlich dabei ist, dass die gPCR-Ergebnisse der mRNA fur die extrazellula-
ren Matrixproteine (Koll. IV, Laminin ...) sowohl bei den jungen als auch bei den
alten Tieren ahnlich ausfielen. Daher wirde man zunachst vermuten, dass auch
auf Proteinebene ahnliche Ergebnisse auftreten.

Da in dieser Zellkultur mit den alternden Tieren wie bereits oben beschrieben
auch ahnliche zellulare Gewichtungen vorgeherrscht haben, konnte dies bedeu-
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ten, dass moglicherweise primare glomerulare Zellen von alternden Mausen im
Laufe der Zeit die Fahigkeit einer EZM-Sekretion verlieren. Trotz vorhandenen
Transkripten fur Basalmembranproteine konnten diese bei ,seneszenten® Zellen
durch herunterregulierte Signalkaskaden vielleicht in geringerem Maf in Protei-

ne umgeschrieben werden.

a Young hging c
Zhang et. al. haben in Versuchen WT KO WT KO $ 20
im Mausmodell beispielsweise zei-  Ne#hrin ”‘ pRas } '
gen konnen, dass bei 3 und 20  Factn *"”m
Monate alten Tieren die mRNA-
Expression  des  podozytaren
Schlitzmembranproteins  Nephrin i Al | — _‘:.I Young

keinen signifikanten Unterschied | = w10

aufweist. In den Westernblot-

Untersuchungen zeigte sich jedoch Abb. 22 Expression von Nephrin auf Protein-

. . . und mRNA-Ebene im Nierenkortex von jungen
eine signifikant verminderte Menge (3 Monate) alten (20 Monate) Musen

. . - (modifiziert nach Zhang et.al 2019)
des Nephrlns bei den alten Mausen Betrachtung nur von WT, KO hier ohne Relevanz, Ver-

leich von jungen (3 Monate) und alten (20 Monate
(Abb' 22) (1 18)' glten TierenJ; a:gReIaEtive Expre)ssion von Ne(phrin und b2
Actin (als Ladekontrolle) dargestellt mittels Westernblot-
Analyse, b: Densitometrische Auswertung des Wes-
ternblot, c: Relative mRNA-Expression des Nephrins
(118). **:p<0.01, NS: no significance

In einer anderen Studie aus 2015
wurden glomerulare Proteine aus
Glomerulusisolaten von 8 und 20
Wochen alten Mausen untersucht. Hier wurden 22 Proteine identifiziert, welche
in den beiden Altersgruppen eine signifikant unterschiedliche Expression auf-
wiesen. Von diesen waren 19 Proteine in der alteren Gruppe herabreguliert
(119).

Solche Ergebnisse konnten auch fir andere Gewebe/Organe reproduziert wer-
den. So untersuchte Nagata 2007 u.a. die Proteinsynthese in Mitochondrien
von zweikernigen Hepatozyten alternder Mause. Hier zeigte das 3H-Leucin,
welches als Indikator der Proteinsynthese verwendet wurde eine signifikante
Reduktion ab 12 Monaten, und sank bei 24 Monaten noch weiter ab. Bis zum
Alter von 6 Monaten stieg die Proteinsynthese des *H-Leucins ab Geburt zu-

nachst kontinuierlich an (120).

Diese Ergebnisse konnten mdglicherweise auch in primaren Zellkulturen far

andere Proteine wie die hier untersuchten EZM-Komponenten gelten. Um dies
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zu Uberpriufen, mussten in zukinftigen Versuchen weitere Proteine und mog-
licherweise auch weitere Altersgruppen (6, 8, 12 Monate) mit dem verwendeten

neuen Protokoll untersucht werden.

4.4 Einfluss des GLEPP-KO auf die glomerulare Zellkultur und
EZM-Produktion

Ein knockout im GLEPP1-Gen fuhrt neben den klinischen Symptomen morpho-
logisch zu einer GBM-Verdickung und einer veranderten Podozytenstruktur mit
Abnahme der Fuldfortsatze und Veranderung der Form. Anstatt einer oktopoi-
den Form weisen diese eine eher amdboide Form auf (55, 72). Die Zusammen-
setzung der GBM zeigte in Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe (Doktorar-
beiten von Christian Weigel, Laura Lennartz und Phillip Schiippler) am Maus-
modell bei alternden Tieren eine Verschiebung zur embryonalen Zusammen-
setzung aus Kollagen IV a1a2a1. Der Grund hierfur kdnnte moglicherweise da-
rin liegen, dass es neben der Strukturveranderung der Podozyten im Laufe der
Alterung auch zu einem Podozytenschaden kommt, welcher die Sekretionsleis-

tung vermindert.

Im Folgenden werden die qPCR- und Westerblot-Ergebnisse trotz fehlender
Signifikanz noch einmal auf Ihre Tendenzen diskutiert. Hierbei zeigten sich ei-
nige Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede zu den Vorarbeiten der Ar-
beitsgruppe.

So zeigte sich auf RNA-Ebene das Kollagen IV bei Kulturen aus den jungen
Tieren beim GLEPP1-KO leicht reduziert, auf Proteineben zeigte sich kein Un-
terschied. Da jedoch wie bereits erwahnt keine signifikanten Unterschiede vor-
lagen, decken sich diese Ergebnisse mit den Vorarbeiten der eigenen Arbeits-
gruppe (Doktorarbeit Christian Weigel).

Bei den Kulturen aus den 10 Monate alten GLEPP1 KO-Tieren schienen die
Kollagen IV a1- und a2-Ketten in der qPCR leicht hochreguliert. Im Westernblot
zeigte sich ebenfalls nur beim Kollagen IV a2 der GLEPP1 knockout Zellen eine
nachweisbare Proteinproduktion. Dies kdnnte durch den GLEPP1-KO begrin-
det sein, welcher bei den alternden Tieren zu einer unreifen Zusammensetzung

der GBM fuhrt (siehe Vorarbeiten von Christian Weigel und Phillip Schippler).
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Es konnte sich hierbei jedoch auch um eine endotheliale oder mesangiale Pro-
teinproduktion handeln, da auch diese Zellen Kollagen IV a2 (& a1) bilden
(117). Auch die leicht erhdhte Laminin a1-Produktion der alternden Zellkultur
koénnte auf diese Zellpopulationen zurtickzufiihren sein (34). Ob die jeweiligen
Zellen jeweils alleine die Syntheseleistung der durch den GLEPP1-KO funktio-
nell beeintrachtigten Podozyten ubernehmen konnten, ist fraglich und bedarf

weiterer Untersuchungen.

Agrin zeigte sich in der Zellkultur aus 10 Monate alten GLEPP1-KO Mausen
erstaunlicherweise auf Proteinebene stark reduziert. Ein Einfluss von GLEPP1
auf die Agrinproduktion ist bisher nicht bekannt, so dass es als Ladekontrolle
verwendet wurde. Jedoch befindet sich Agrin hauptsachlich in der adulten
GBM(36), und mdglicherweise fluhrte die Kombination aus GLEPP1-KO und
den primaren ,seneszenten” Zellkulturbedingungen dazu, dass die sezernierte
unreife GBM kein Agrin mehr binden konnte. Eine weitere mogliche Erklarung
fur den geringeren Nachweis von Agrin in der 10 Monate alten Kultur konnte in
vermehrtem oxidativem Stress bzw. reaktiven Sauerstoffspezies liegen. Diese
treten im Rahmen des Alterungsprozesses auf und konnten demnach auch in
der Zellkultur der alternden Mause vermehrt vorhanden sein (121). Viele Stu-
dien konnten bereits nachweisen, dass reaktive Sauerstoffspezies Heparansul-
fate, zu denen das Agrin gehort depolymerisieren (122). Wieso Agrin jedoch in

der WT-Gruppe nachweisbar war wird durch diese Hypothese nicht erklart.

Nidogen, das zweite Protein, welches als Ladekontrolle verwendet wurde zeigte
sich wie erwartet durch den GLEPP1-KO auf RNA- und Proteinebene nicht be-
einflusst. Dieses Ergebnis spricht dafur, dass in unseren Versuchen kein sys-
tematischer Proteinmangel in der 10 Monate alten GLEPP1-KO-Kohorte
herrschte. Ebenfalls kann man dies am nachweisbaren Kollagen IV o2 in dieser
Gruppe erkennen.

4.5 Technische Limitationen und Ausblick

In den Versuchen zeigten sich Resultate die sich zum Teil mit den Vorarbeiten
zu dem Thema GLEPP1 decken. Diese waren jedoch minimal, und wiesen kei-
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ne Signifikanz auf. Der Grund hierfur lag moglicherweise an der geringen n-
Zahl, welche in zukunftigen Versuchen erhoht werden konnte. In unseren Ver-
suchen lag die n-Zahl bei maximal 5 Tieren pro Versuch, da eine groRere An-
zahl von der Tierversuchsanstalt aus Kapazitatsgrinden nicht gewahrleistet
werden konnte. Auch aus Grunden des Tierschutzes konnten nicht unverhalt-

nismafig viele Tiere den Versuchen zugefuhrt werden.

Die in der Ko-Kultur beobachtete Zellverteilung mit einer vermuteten Uberre-
prasentation von endothelialen und/oder mesangialen Zellen sollten fur die In-
terpretation der Ergebnisse dieser Arbeit bedacht werden. In zukunftigen Ver-
suchen ware eine weitere Charakterisierung der Zellkultur beispielsweise mit
Immunfluoreszenz moglich. Eine primare glomerulare Zellkultur ist schwer zu
standardisieren. Ein kleines Ungleichgewicht einzelner Zellarten zu Beginn fuhrt
nach der Expansion der Zellen zu einem groRen Unterschied zwischen den
Versuchen und Schwankungen bei den Ergebnissen. Proteine, welche von
mehreren Zellarten sezerniert werden, konnen in der Mischkultur nicht eindeutig
den Zellen zugeordnet werden.

Daher ware es durchaus sinnvoll Reinkulturen von primaren Podozyten (und
Endothelzellen) herzustellen, um deren ECM-Produktion genauer zu untersu-
chen. Zusatzlich konnte man Ko-Kulturen aus Podozyten und Endothelzellen

herstellen, um den Einfluss der Zell-Zell-Interaktion zu untersuchen.

Die Herstellung reiner Podozytenkulturen aus Glomeruli ist technisch hochst
aufwendig und zeigt eine sehr geringe Ausbeute. Um genug Zellen und Protein
fur Westernblot-Untersuchungen zu generieren, mussten hierfur ggf. fur einen

Versuch die Zellen von mehreren Mausen gepoolt werden.

Man darf auch nicht vergessen, dass Zellkulturen einige Limitationen fur Ruck-
schlusse auf in-vivo Verhaltnisse aufweisen.

Zum einen zeigt die Zellteilung in vivo und in vitro massive Unterschiede. Wah-
rend in vivo bestimmte Zelltypen wie Endothelzellen eine Halbwertszeit von
teilweise Jahren haben, teilen sich die meisten Zelltypen in Zellkultur durch Zu-
gabe von Wachstumsfaktoren wie z.B. Fetalem Kalberserum u.a. innerhalb von
wenigen Stunden bis Tagen. Dies bedeutet, dass in Zellkultur der Fokus der
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Zelle eher auf Teilung, als auf Differenzierung und Funktion (i.S. von spezifi-
scher Proteinproduktion) liegt.

Ein weiterer Punkt sind die instabilen homdostatischen Bedingungen in jeder
Zellkultur. Im Korper wird fur die meisten Zellen eine sehr stabile Umgebung
durch genau regulierte Zusammensetzung von Blut und extrazellularen Flussig-
keiten aufrechterhalten. In der Zellkultur ist dies nur bedingt moglich. So werden
bei jedem Offnen des Warmeschrankes die Zellen starken O2 und CO2-
Schwankungen ausgesetzt. Auch der pH-Wert in Zellkulturen zeigt unphysiolo-
gische Extrema. Bei jedem Wechsel des Kulturmediums ist dessen Pufferkapa-
zitat bereits sichtlich erschopft (orangenes anstatt rotem Medium, Phenolrot als
Indikator). Es herrschen saure Verhaltnisse mit Akkumulation von Abfallstoffen
und erschopften Nahrstoffreserven. Im Anschluss werden die Zellen pldtzlich
mit neuem Medium in Kontakt gebracht, was wiederum einen extremen pH- und
Nahstoffwechsel fur die Zellen bedeutet. Im Korper sind solche Schwankungen
viel geringer ausgepragt.

Auch wurden in unseren Versuchen murine Zellen zur Interpretation von Er-
krankungen am Menschen verwendet. Zwar sind murine Zellkulturen in der
Grundlagenforschung eine etablierte Methode, allerdings spiegeln sie die Ver-
haltnisse nie 1:1 wider. Diese Speziesunterschiede kdnnen allerdings bei deren
Kenntnis durch neue Analysemodelle minimiert werden. Beispielsweise konnten
2003 Pessina et. al zeigen, dass die Sensibilitdtsunterschiede von murinen und
humanen Zellen auf myelotoxische Substanzen in vitro fur die Vorhersage der
Verhaltnisse in vivo genutzt werden konnten. Zusammen mit den maximal tole-
rierten Dosen (MTD) dieser Substanzen in Mausversuchen in vivo konnte so
auf die entsprechenden MTD bei Menschen zuriickgeschlossen werden (123).
Daher sind Ergebnisse auch aus murinen Zellkulturen unter bestimmten Vo-

raussetzungen auf den Menschen Ubertragbar.

4.6 Schlussfolgerungen

Die Untersuchungen dieser Arbeit haben gezeigt, dass primare glomerulare

Zellen eine extrazellulare Matrix sezernieren, welche der glomerularen Basal-
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membran ahnelt. Diese konnte mit unseren entwickelten Protokollen erfolgreich
isoliert werden. Die genaue Zusammensetzung in primarer Zellkultur unter-
schied sich jedoch zu in vivo-Verhaltnissen. So zeigten sich in beiden unter-
suchten Altersgruppen (4 Monate, 10 Monate) unreife ECM-Proteine.

Es konnte kein Unterschied zwischen GLEPP1 WT und KO Zellen bezlglich
der Zusammensetzung der ECM gezeigt werden. Dies widerspricht den in der
eigenen Arbeitsgruppe erhobenen in vivo Daten. Ob die Unterschiede durch ein
Uberwiegen einer Zellart hervorgerufen wurden, oder die Zellen in primérer
Zellkultur eine andere Proteinexpression aufweisen als in vivo, konnte nicht ab-

schliellend geklart werden.

Es zeigte sich in den Versuchen an Zellen aus alternden Tieren unabhangig
vom GLEPP1-KO eine deutlich verminderte Proteinexpression verglichen mit
Zellen aus jungen Tieren. Die Expression auf RNA Ebene zeigte jedoch im Alter
keine Abnahme. Solche Erkenntnisse konnten bereits fur andere Proteine von
anderen Forschern in vivo an murinen Nieren gewonnen werden.

Sollte es Mechanismen geben, die bei alteren Tieren in vitro zu einer frihzeiti-
gen ,sekretorischen Seneszenz® fuhren, ist die primare glomerulare Zellkultur
fur die Untersuchung des GLEPP1-KO Einflusses nicht optimal geeignet. Hier
zeigten sich die meisten pathologischen Veranderungen in vivo erst im Alter.

Um dies zu Uberprifen und ein genaueres Verstandnis der ECM-Sektion in
primarer Zellkultur zu erlangen, sollten weitere Untersuchungen auch an Zell-
Isolaten erfolgen. So konnten moglicherweise Erkenntnisse Uber die genauen

Mechanismen und relevante Signalkaskaden gewonnen werden.
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