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1.  Einleitung 

1.1  Epidemiologie und Ursachen der chronischen Nierenkrankheit 

Die chronische Nierenkrankheit (CKD) ist definiert als eine länger als 3 Monate 

bestehende Veränderung der Nierenfunktion oder -anatomie mit Beeinflussung der 

Gesundheit 1. Klassifiziert wird die CKD über deren Ursache, das Stadium der 

glomerulären Filtrationsrate (GFR) sowie über das Ausmaß der Ausscheidung von 

Albumin in den Urin (Albuminurie) 1. Rezente Untersuchungen legen nahe, dass 

weltweit ca. 700 Millionen Menschen an einer CKD leiden und weitere 150 Millionen 

Menschen durch eine akute Nierenschädigung oder einen vollständigen 

Funktionsverlust auf eine Nierenersatztherapie wie Dialyse oder Nierentransplantation 

angewiesen sind 2. Die Bedeutung der CKD für die globale Gesundheit wird dadurch 

unterstrichen, dass die CKD damit fast doppelt so häufig auftritt wie der Diabetes 

mellitus und 20 mal so häufig wie Krebserkrankungen weltweit 1,3. Durch die Zunahme 

der Weltbevölkerung und des Patientenalters wird ein weiterer Anstieg der CKD-

Prävalenz erwartet 2. Morbidität und Mortalität werden durch die Diagnose einer CKD 

deutlich verschlechtert, wobei die CKD weltweit die siebthäufigste Todesursache 

darstellt 2. 

In Deutschland, ebenso wie in anderen Ländern mit hohem sozio-ökonomischen 

Status, liegen die häufigsten Ursachen der CKD in bekannten Komorbiditäten wie dem 

Diabetes mellitus und der arteriellen Hypertonie, die zu einer diabetischen oder 

hypertensiven Nephropathie führen 2. Gemeinsam ist diesen beiden Erkrankungen, 

dass in der frühen Phase eine Albuminurie nachgewiesen werden kann. Patienten mit 

Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie werden im Rahmen von Screening-

Programmen leitliniengerecht auf die Entwicklung einer Albuminurie untersucht. Die 

Höhe und die Dauer der Albuminurie bestimmen neben weiteren Risikofaktoren die 

Progression der Nierenerkrankung.  

 

1.2     Bedeutung einer Albuminurie 

Albumin ist ein 67 Kilodalton großes Protein, das ca. 50 % des Plasmaproteinpools 

ausmacht und für die Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Druckes im 

Gefäßsystem verantwortlich ist 4. Der Verlust von Albumin über den Urin wird als 
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Albuminurie ( 30 mg/gC) bezeichnet und ist Bestandteil der unter 1.1 dargestellten 

Klassifikation der CKD (Tab. 1).  

 

Kategorie AER (mg/24h) ACR (mg/gC) Bezeichnung 

A1 < 30 < 30 Normal bis leicht erhöht 

A2 30 - 300 30 - 300 Moderat erhöht 

A3 > 300 > 300 Schwer erhöht 

 

Tab. 1: Albuminurie Kategorien bei chronischer Nierenkrankheit  

AER – Albumin Exkretionsrate ; ACR – Albumin-Creatinin Ratio; modifiziert nach 1. 

 

Metaanalysen belegen die Assoziation einer Albuminurie mit dem erhöhten Auftreten 

zahlreicher kardiovaskulärer Erkrankungen wie der koronaren Herzerkrankung (KHK) 

5-10, dem Schlaganfall 11,12, arterieller Gefäßsteifigkeit 13, Herzinsuffizienz 14,15 und 

Herzrhythmusstörungen 16,17. Neben der Assoziation mit kardiovaskulären 

Erkrankungen geht eine Albuminurie nach Adjustierung klassischer Risikofaktoren und 

der eGFR mit einem erhöhten Risiko für kardiovaskuläre Sterblichkeit und einer 

Erhöhung der Gesamtmortalität einher 18,19. Interessanterweise geht bereits eine 

Steigerung der Albuminurie (Albumin-Kreatinin Ratio im Spoturin) von 5 mg/gC auf 

mehr als 10 mg/gC mit einer Verdopplung des Mortalitätsrisikos einher, obwohl die 

untere Normgrenze für die Albuminurie bei < 30 mg/gC festgelegt ist 18,19. Der 

Zusammenhang zwischen einer Albuminurie und kardiovaskulären Erkrankungen ist 

pathophysiologisch noch nicht vollständig geklärt. Es wird vermutet, dass die 

Permeabilitätserhöhung des glomerulären Filters Ausdruck einer generalisierten 

vaskulären Permeabilitätsstörung sein könnte. Es ist daher sinnvoll, die 

pathophysiologischen Ursachen der glomerulären Permeabilitätsstörung frühzeitig im 

Rahmen des Krankheitsprozesses zu untersuchen, um das Verständnis der 

zugrundeliegenden Mechanismen zu vertiefen und den Weg für bessere und 

präventive Therapiemöglichkeiten zu ebnen.  
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1.3     Aufbau des glomerulären Filters  

Eine Albuminurie entsteht durch die Schädigung einer oder mehrerer Schichten des 

glomerulären Filters. Dieser besteht aus drei Schichten: dem fenestrierten Endothel, 

der glomerulären Basalmembran (GBM) und der glomerulären Schlitzmembran (Abb. 

1).  

 

Abb. 1: Aufbau des glomerulären Filters 

Das Glomerulum bildet die zentrale Filtereinheit des Nephrons, welches aus einer Kapillarschlinge mit 

aufliegender glomerulärer Basalmembran und den glomerulären Epithelzellen (Podozyten) besteht. Der 

Primärharn wird durch die Filtrationsbarriere in den Harnraum filtriert. Die glomeruläre Filtrationsbarriere 

besteht aus drei Schichten, dem fenestrierten Endothel mit Glykokalix, der glomerulären Basalmembran 

und den Podozyten. Letztere bilden zwischen ihren tertiären Fußfortsätzen die glomeruläre 

Schlitzmembran aus, deren Hauptbestandteil Nephrin homophile Interaktion mit Nephrinmolekülen 

gegenüberliegender Podozyten eingeht. Nephrin ist über Adapterproteine (z.B. Podocin, CD2AP oder 

Nck 1/2 (nicht abgebildet)) mit dem Aktinzytoskelett verbunden. GBM – glomeruläre Basalmembran. 

(modifiziert nach 20 – Reproduktion und Nutzung genehmigt durch den Rechteinhaber, Springer Nature) 
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Das Endothel ist von einer negativ geladenen Glykokalix überzogen, welche blutseitig 

eine wichtige Barrierefunktion für die überwiegend negativ geladenen Plasmaproteine 

darstellt 21. Wichtige Oberflächenproteine der Endothelzellen sind vascular endothelial 

(VE)-cadherin und intracellular adhesion molecule 2 (ICAM-2) 22.  

Die glomeruläre Basalmembran ist eine komplexe Struktur aus extrazellulärer Matrix 

(ECM), die für die normale Funktion des glomerulären Filters essenziell ist 23. Mehr als 

70 verschiedene ECM-Proteine konnten durch die Massenspektrometrie der 

glomerulären Basalmembran zugeordnet werden 24. In der glomerulären 

Basalmembran des Erwachsenen liegen Kollagen IV Isoformen 345 als 

Heterotrimere vor und werden u.a. durch Laminin 521, Agrin und Perlecan ergänzt 24. 

Beispielsweise führt eine Mutation in den für die Kollagen IV Isoformen 345 

kodierenden Genen zum Alport Syndrom, welches die häufigste angeborene 

glomeruläre Erkrankung darstellt 24. Beim Alport Syndrom kommt es zu einer 

Erythrozyturie (Hämaturie) und Albuminurie mit fortschreitendem 

Nierenfunktionsverlust, häufig begleitet von Innenohrschwerhörigkeit und 

Augenveränderungen 24. 

Bei den Podozyten handelt es sich um terminal differenzierte Epithelzellen, die 

aufgrund der persistierenden Filtration von Blut und den damit verbundenen 

hydrostatischen Kräften einer dynamischen Regulation unterliegen. Podozyten weisen 

sog. primäre, sekundäre und tertiäre Fußfortsätze auf, die der GBM harnseitig 

aufsitzen 25,26. Durch ihre dynamische Verankerung in der GBM sind sie einerseits an 

der Stabilität des Glomerulums als auch an der Aufrechterhaltung der 

Filtrationsbarriere durch Ausbildung der Schlitzmembran zwischen benachbarten 

podozytären Fußfortsätzen beteiligt. Seit der Erstbeschreibung der glomerulären 

Schlitzmembran 1974 durch Rodewald und Karnovsky hat sich das Verständnis über 

den Aufbau und die molekulare Funktion dieses Strukturelementes in den letzten 50 

Jahren mit Hilfe moderner Techniken vertieft 27. Es konnte gezeigt werden, dass die 

komplexe Architektur der glomerulären Schlitzmembran flexibel, dynamisch und 

mehrschichtig ist 28. Hauptbestandteil der glomerulären Schlitzmembran ist neben 

NEPH1 und Podocin das Molekül Nephrin, welches mit seinem extrazellulären Anteil 

homophile Interaktionen mit gegenüberliegenden Nephrinmolekülen eingeht (Abb. 1) 

25. Mutationen in NPHS1, dem für Nephrin kodierenden Gen, verursachen das 

Nephrotische Syndrom vom Finnischen Typ 26, welches mit einer ausgeprägten 
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Proteinurie in utero und einem nephrotischen Syndrom bei Geburt eingehergeht. In 

Analogie zu dem schweren Phänotyp einer Nephrinmutation bei Menschen, zeigen 

Nephrin defiziente Mäuse eine gestörte Formation der glomerulären Schlitzmembran 

mit begleitender ausgeprägter Proteinurie 29,30. Rezente Untersuchungen in einer 

Kohorte von Patienten mit einer sog. Minimal Change Erkrankung (MCD), die zu einem 

nephrotischen Syndrom führt, konnte bei bis zu 44 % der Patienten Antikörper gegen 

Nephrin nachgewiesen werden 31,32.  

Nephrin fungiert einerseits als sog. Strukturprotein, welches ein großes Netzwerk von 

Signal- und Verankerungsproteinen mit dem Aktinzytoskelett bildet 33. Die 

Verankerung im Aktinzytoskelett wird über verschiedene Proteine u.a. Nck1/2 

vermittelt 33-36. Neben der physikalischen Barrierefunktion sowie der Verankerung im 

Zytoskelett fungiert der intrazelluläre Anteil von Nephrin als Signaltransduktions-

Plattform durch Bindung an ein großes Netzwerk aus Signalmolekülen, die zelluläre 

Prozesse wie die Differenzierung, Polarität, Aktinreorganisation und 

Membrantrafficking steuern 33. Für die Steuerung der Signaltransduktionsprozesse 

spielt die Nephrinphosphorylierung an konservierten Tyrosinen im Nephrin C-Terminus 

eine entscheidende Rolle (Abb. 2). Die Phosphorylierung von Nephrin an Tyrosin 

1176, 1193 und 1217 führt zur Rekrutierung von Nck 1/2, welches wiederum Proteine, 

die die Aktin Polymerisation koordinieren, rekrutiert 34-37. Zudem wird über Nephrin 

Tyrosin 1193 die Bindung an das Adapterprotein -Arrestin2 vermittelt, welches eine 

Clathrin-mediierte Endozytose (CME) von Nephrin einleitet 38. Neben der CME ist auch 

die Clathrin unabhängige Endozytose in Podozyten beschrieben 39, wobei die CME die 

vorherrschende Form des Proteinumsatzes des Podozyten darstellt 40.  

 

Abb. 2: Nephrin Tyrosinphosphorylierung reguliert diverse Signalwege in Podozyten 

Nephrin ist ein transmembranäres Protein mit einer extrazellulären Region (ER), einer 

transmembranären Region (TR) und einer intrazellulären Region (ZR). Die ER ist aus einer singulären 
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Fibronektin III-artigen Domäne (FNIII) sowie acht IgG-ähnlichen Domänen aufgebaut, die homophile 

Interaktionen mit Nephrinmolekülen gegenüberliegender Podozyten eingehen. Im Nephrin C-Terminus 

befinden sich hochkonservierte Tyrosinreste, die in zwei grobe Gruppen (A und B) eingeteilt werden 

können. Durch Phosphorylierung der konservierten Tyrosinreste werden Adapterproteine und 

Effektormoleküle an Nephrin rekrutiert. Die zytoskeletale Reorganisation wird über Cas-Crk 1/2/L, Nck-

N-WASp/Pak und oder PLC sowohl über Gruppe A als auch B Tyrosine vermittelt. P85/PI3K-AKT 

Aktivierung erfolgt überwiegend über Gruppe A Tyrosine und führt zu Zellüberleben. Der 

Nephrintransport wird über Gruppe B Tyrosine eingeleitet (über ShcA und -Arrestin2).  

Cas – Crk-associated substrate, Crk – CT10 regulator of kinase, PI3K – Phosphoinositol-3-Kinase, Nck 

– non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein, ShcA – Src-homology/collagen adaptor protein, 

PLC – Phospholipase C, Akt – Ak strain transforming, N-wasp – neural wiskott Aldrich syndrome protein, 

LATS-2 – large tumor suppressor kinase 2, Pak – p21activated kinase, FNIII – fibronectin III, ZR – 

zytoplasmatische Region, TR – transmembranäre Region, ER – extrazelluläre Region.  

(modifiziert nach 33 – Reproduktion und Nutzung genehmigt durch den Rechteinhaber, Frontiers Media 
S.A.) 

 

Wie oben erwähnt, wird durch Bindung eines Transmembranrezeptors an das ubiquitär 

exprimierte, intrazelluläre Adapter- und Signaltransduktionsmolekül -Arrestin2 die 

CME eingeleitet. -Arrestin2 wurde ursprünglich als Protein identifiziert, welches die 

Signaltransduktionsprozesse G-Protein abhängiger Rezeptoren wie z. B. des AT1-

Rezeptors durch Endozytose beendet 41. Mittlerweile wurde gezeigt, dass -Arrestin2 

eine zusätzliche Funktion als sog. Gerüst- und Signaltransduktionsmolekül mit 

Aktivierung verschiedenster intrazellulärer Signalwege (u.a. extracellular-signal 

regulated kinase (ERK 1/2)) besitzt. In Podozyten wurde bisher gezeigt, dass Nephrin 

mit -Arrestin2 interagiert und zu einer Nephrinendozytose führt 38. Die Bindungsstelle 

von -Arrestin2 im Nephrinmolekül und auch vice versa war bisher jedoch nicht 

bekannt. Lediglich wurde Nephrin Y1193 als wichtiger Schalter zwischen der 

Nephrinendozytose oder dessen Bindung an Podocin etabliert 38. 

Bei Podocin handelt es sich um ein haarnadelförmiges, intrazelluläres Protein, das in 

den membranständigen sog. „Lipid Rafts“ lokalisiert ist 42-44. Hierbei handelt es sich 

um spezielle Domänen der Zellmembran, die sich durch eine veränderte Lipid- und 

Proteinzusammensetzung auszeichnen und an Signalübertragung beteiligt sind. 

Zudem fungiert Podocin sowohl als Gerüstprotein für die glomeruläre Schlitzmembran 

als auch als Signalprotein 45. Mutationen im Podocin kodierenden Gen (NPHS2) sind 

die häufigste Ursache für ein steroid-resistentes Nephrotisches Syndrom ab einem 
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Lebensalter von 4 Monaten und gehen mit progredientem Verlust der Nierenfunktion 

einher 46. 

1.4.    Klinisch relevante Einflussgrößen der glomerulären Permeabilität 

Bei Nachweis einer erhöhten glomerulären Permeabilität im Sinne einer Albuminurie 

sollte immer die Diagnosestellung und Behandlung der zugrundeliegenden 

Erkrankung im Vordergrund stehen. Neben der krankheitsspezifischen Therapie 

werden allgemeine nephroprotektive Maßnahmen empfohlen, um die glomeruläre 

Permeabilität günstig zu beeinflussen. Ein kardinales Konzept bei der Verlangsamung 

der Progression einer CKD mit und ohne vermehrte Permeabilität ist die Verhinderung 

einer sog. Hyperfiltration, die durch einen vermehrten intraglomerulären Druck 

entsteht. 

Ein wichtiger Progressionsfaktor und Treiber einer intraglomerulären Druckerhöhung 

ist die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron Systems (RAAS), dessen 

Bedeutung für die Schädigung des glomerulären Filters durch klinische und 

grundlagenwissenschaftliche Studien belegt ist. Seit den bahnbrechenden Studien zur 

Nephroprotektion durch Angiotensin-Converting Enzyme Inhibitoren (ACEi) und 

Angiotensin II-Rezeptor Blockern (ARB) in den 80er und 90er Jahren ist die Therapie 

mit einer der beiden pharmakologischen Substanzklassen einer der wichtigsten 

Bestandteile in der Progressionsverzögerung einer CKD bei Patienten mit oder auch 

ohne Diabetische Nephropathie 47-53. Der Wirkmechanismus der ACEi oder ARBs 

beruht insbesondere auf der Senkung des intraglomerulären Druckes, indem die 

vasokonstriktorische Wirkung von Angiotensin II an der efferenten glomerulären 

Arteriole inhibiert wird 54. Durch ACEi und ARBs wird zudem der systemische Blutdruck 

reduziert und weitere Angiotensin II Effekte wie die Förderung von Inflammation 

unterdrückt. 

Sodium Glucose Transporter (SGLT)-2 Inhibitoren wurden 2012 ursprünglich zur 

Behandlung des Diabetes mellitus eingeführt. Sie hemmen die Rückresorption von 

Glukose im proximalen Tubulus und senken somit den Blutzucker. Placebo-

kontrollierte Studien und Metaanalysen konnten zeigen, dass SGLT2-Inhibitoren das 

Risiko für die Entwicklung kardiovaskulärer Erkrankungen, Herzinsuffizienz und CKD 

bei Patienten mit und ohne Diabetes mellitus reduzieren 55-57. SGLT2-Inhibitoren 

reduzieren das Risiko für die Progression einer CKD, wie in einer großen Metaanalyse 
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gezeigt, um 37 % unabhängig vom Vorhandensein eines Diabetes mellitus 55. Die 

Ursache der nephroprotektiven Eigenschaften von SGLT2-Inhibitoren sind bisher nicht 

vollständig verstanden. SGLT2-Inhibitoren hemmen den Natrium-Glukose Co-

Transporter im proximalen Tubulus und erhöhen so die Ausscheidung von Glukose 

und Natrium. Durch vermehrte Natriurese senken SGLT2-Inhibitoren einerseits diskret 

den systemischen Blutdruck und aktivieren andererseits den tubuloglomerulären 

Feedback. Durch Aktivierung dessen wird die zuführende Arteriole des Glomerulums 

kontrahiert, so dass der intraglomeruläre Druck sinkt und eine Hyperfiltration verhindert 

wird 58,59. In klinischen und präklinischen Studien wurde u.a. eine Reduktion 

proinflammatorischer und profibrotischer Marker sowie eine Verbesserung der 

Energieeffizienz der Niere gezeigt, die zu den nephroprotektiven Eigenschaften von 

SGLT2-Inhibitoren beitragen 60.  

Bei Patienten mit diabetischer Nephropathie konnte durch Hemmung mit dem 

nichtsteroidalen Mineralokortikoidrezeptor Antagonisten (MRA) Finerenon eine 

Senkung der glomerulären Permeabilität sowie eine Reduktion einer CKD-Progression 

erreicht werden 61. Analog zu den SGLT2-Inhibitoren wurde eine verminderte 

kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität bei Patienten mit Diabetes mellitus gezeigt 

62. Nichtsteroidale MRAs senken diskret den systemischen Blutdruck, verringern den 

oxidativen Stress, verbessern eine endotheliale Dysfunktion und wirken antifibrotisch 

63. Bei Patienten ohne Diabetes mellitus werden bei fehlender Studienlage 

steroidbasierte MRAs zur Reduktion einer großen Proteinurie eingesetzt. 

Weitere beeinflussbare und anerkannte Progressionsfaktoren einer Albuminurie und 

CKD sind der Blutzucker, die Menge des Salzkonsums sowie der arterielle Blutdruck. 

Hierbei gilt, je höher der jeweilige Progressionsfaktor ist, desto höher ist der Einfluss 

auf die Albuminurie und die Wahrscheinlichkeit einer CKD-Progression. 

 

2. Darstellung und Diskussion eigener Ergebnisse 

2.1  Methoden zur Analyse des glomerulären Filters und dessen Permeabilität 

(Publikationen II, III, IV) 

Um die komplexe Struktur des glomerulären Filters, insbesondere der Podozyten, bei 

erworbenen Nierenerkrankungen einfacher und präziser zu untersuchen, haben wir 
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neue Untersuchungsmethoden zur Analyse der beteiligten Strukturen auf 

ultrastruktureller und molekularer Ebene etabliert. 

 

2.1.1  Expansionsmikroskopie zur Darstellung podozytärer Proteine (Publikation IV) 

Mikroskopische Untersuchungen des glomerulären Filters nehmen seit Jahrzehnten 

eine zentrale Rolle in der Diagnostik und Erforschung von Nierenerkrankungen ein. 

Die Ultrastruktur des glomerulären Filters kann aufgrund der Auflösungsgrenze des 

Lichtes (200 nm) jedoch nur mit der hochauflösenden Elektronenmikroskopie beurteilt 

werden 64. Seit den 2000er Jahren wurden zudem neue mikroskopische Techniken, 

wie „Stimulated Emission Depletion (STED)“ 65,66, „Photo-activated Localization 

Microscopy (PALM)“, „Stochastic Optical Reconstitution Microscopy (STORM)“ 67 u.a. 

entwickelt, die eine Auflösung von bis zu 10 nm ermöglichen und bisher für 

wissenschaftliche Zwecke genutzt werden. Die so genannte Super Resolution 

Mikroskopie und die Elektronenmikroskopie sind aufgrund der sehr teuren Mikroskope 

und der aufwendigen Mitarbeiterausbildung nur in wenigen Laboren verfügbar.  

2015 wurde die Technik der Expansionsmikroskopie (ExM) erstmalig beschrieben 68. 

Sie beruht auf dem Prinzip, dass eine biologische Probe in einem Polyelektrolyt- 

Hydrogel verankert wird, welches durch Kontakt mit Wasser anschwillt und expandiert. 

Die zu untersuchende Probe wird durch die Gelexpansion isotrop physikalisch so 

vergrößert, dass die Auflösung der Probe in den Bereich der Super Resolution 

Mikroskopie reicht (je nach Protokoll bis zu 10 nm). Für die Untersuchung der ExM 

behandelten Probe reicht ein normales Fluoreszenzmikroskop aus, so dass diese 

Methode in zahlreichen Laboren genutzt werden kann. 

Glomeruläre Strukturen wurden mit ExM bisher nur in murinen und humanen 

Nierengewebe visualisiert 69,70. Wir haben die ExM Methode zur Darstellung 

Schlitzmembran-assoziierter Proteine und deren Verankerung mit dem 

Aktinzytoskelett in vitro etabliert 71. Das Prinzip der ExM-Methode ist in Abbildung 3 

erklärt. Cos7-Zellen exprimierten die Schlitzmembranproteine Podocin und Nephrin.  

Nach Fixierung der Zellen wurde eine indirekte Immunfluoreszenzfärbung von Podocin 

und Nephrin durchgeführt und die Aktinfasern mit einem ExM kompatiblem Phalloidin 

markiert. Nach abgeschlossener Immunfärbung folgte einer der essenziellen Schritte 

für die erfolgreiche Durchführung der ExM: die Verankerung aller Proteine (und 

Immunfluoreszenzantikörper) im Hydrogel. Diese Verankerung wurde durch 6-

((Acryloyl)amino)hexansäure, Succinimidylester (AcX) erreicht, welches an 
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Amingruppen von Proteinen kovalent bindet und so deren Inkorporation im Hydrogel 

vermittelt 72,73. Nach Verankerung mit AcX polymerisierte das auf der Probe gegossene 

Hydrogel. Durch Applikation von Proteinase K wurden die im Hydrogel verankerten 

Strukturproteine der Probe homogenisiert. Erst durch den Verdau der relevanten 

Strukturproteine mit Proteinase K wurde die im Folgenden durchgeführte Expansion 

der Probe durch Wasser ohne die Entstehung von Rissartefakten ermöglicht.  

  

 

Abb. 3: Prinzip der Expansionsmikroskopie 

Nach Transfektion der Zellen erfolgt die Immunfärbung mit Fluoreszenz-markierten Antikörpern. Das 

Molekül AcX (rote Punkte) bindet an Proteine und vermittelt deren Verankerung mit dem im nächsten 

Schritt gegossenen Hydrogel. Alle Proteine und Fluoreszenzantikörper sind kovalent mit AcX und 

Hydrogel gebunden (Polymerisation). Durch Verdau relevanter Strukturproteine (gelb) kommt es zur 

Homogenisation der Probe. Die Expansion der Probe erfolgt durch Dialyse in Wasser. AcX - 6-207 

((Acryloyl)amino)hexanoid Säure, succinimidyl Ester. (modifiziert nach 71 – Reproduktion und Nutzung 

genehmigt durch den Rechteinhaber, JoVE.) 

 

Mithilfe dieser neuen ExM Technik wurde die Kolokalisation der Schlitzmembran- und 

Adaptorproteine Nephrin und Podocin mit Aktin gezeigt (Abb. 4). Es konnte eine 

maximale Expansion der Zellen um den Faktor 4 erreicht werden, welche in einer 

Auflösung von ca. 70 nm (bei einer 1,15 numerischen Apertur) resultiert. Diese 

Vergrößerung erlaubt noch keine ultrastrukturelle Auflösung wie im 

Elektronenmikroskop. Es handelt sich jedoch um eine deutlich präzisere Visualisierung 

der Kolokalisationen der genannten Schlitzmembranproteine mithilfe eines normalen 

Fluoreszenzmikroskopes. 

 

Immunfärbung Verankerung Polymerisation Homogenisation Expansion

Fluoreszenz markierte Aktinfasern

AcX

Matrix Proteine

Hydrogel
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Abb. 4: ExM Technik: Podocin kolokalisiert mit Nephrin und Aktin  

Cos7 Zellen wurden mit Antikörpern gegen Podocin (grün), Aktin (blau) und Nephrin (rot) gefärbt und 

mittels ExM dargestellt. (A) Podocin kolokalisiert mit Nephrin und Aktin (weiß). Messbalken = 200 nm, 

Expansionsfaktor 4. (B) Digitale Vergrößerung des markierten Ausschnittes in (A), Messbalken = 40 

nm. (modifiziert nach 71 – Reproduktion und Nutzung genehmigt durch den Rechteinhaber, JoVE.) 

 

2.1.2 In vivo Markierung glomerulärer Zelloberflächenproteine zur Untersuchung des  

glomerulären Proteintransports (Publikation II, VIII) 

Neben der ultrastrukturellen Darstellung von Nephrin und anderen 

Schlitzmembranproteinen interessierte uns zudem die Untersuchung der 

Oberflächenexpression Schlitzmembran-assoziierter Proteine wie Nephrin in vivo. 

Eigene Untersuchungen sowie Erkenntnisse anderen Arbeitsgruppen konnten mit ex 

vivo Untersuchungsmethoden zeigen, dass podozytäre Oberflächenproteine nach 

Markierung mit Biotin in die Zelle aufgenommen (endozytiert) werden und eine 

Albuminurie im Mausmodell resultiert 38,40,74,75. Für diese Untersuchungen wurden zur 

Untersuchung des Proteintransportes Glomeruli isoliert. Jedoch kann es bei der 

Isolation von Glomeruli zur ex vivo Markierung von Oberflächenproteinen zu 

Scherkräften und mechanischer Manipulation an den Glomeruli kommen, so dass eine 

Beeinflussung der Proteinendozytose nicht sicher ausgeschlossen werden kann. Wir 

haben daher eine neue in vivo Methode zur Untersuchung von glomerulären 

Oberflächenproteinen in Mäusen etabliert 76. Mit dieser Methode werden sowohl 

A Podocin Aktin Merge

B

Nephrin
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endotheliale als auch podozytäre Proteine mit Biotin markiert und können nach 

Isolation der Glomeruli weiter zellspezifisch analysiert werden. 

Die Mausnieren werden mit eiskaltem phosphathaltigem Puffer mit Kalzium und 

Magnesium (PBSCM) perfundiert. Nachfolgend werden die Nieren zur Markierung aller 

Oberflächenproteine mit einer Biotin-haltigen PBSCM Lösung durchspült. Durch 

anschließende Perfusion mit Glycin-haltiger PBSCM Lösung werden unspezifische 

Bindungen reduziert. Die Isolation der nun markierten Glomeruli wird mit Hilfe einer 

Perfusion mit kleinen magnethaltigen Kügelchen (Beads) erreicht, welche die Größe 

der glomerulären Kapillaren aufweisen, und diese daher embolisieren. Nach 

enzymatischem Verdau und mechanischer Passage des Nierengewebes durch ein 

100 m Sieb werden die Biotin-markierten Glomeruli mit verschiedenen 

Waschschritten und einem Magneten isoliert und aufgereinigt. Nach Lyse und 

Proteinbestimmung werden die glomerulären Lysate mit Streptavidin-Agarose Beads 

inkubiert. Streptavidin bindet hochaffin an Biotin und ermöglicht so die Trennung von 

biotinylierten (in vivo an der Oberfläche von Zellen exprimierten Proteinen) und nicht 

biotinylierten Proteinen (in vivo intrazellulär exprimierten Proteinen) durch 

Immunopräzipitation. Die beiden Proteinfraktionen werden mittels Westernblotanalyse 

durch Antikörper (z.B. gegen Nephrin oder Podocalyxin als Markerproteine von 

Podozyten) markiert 76. 

Anhand dieser entwickelten in vivo Biotinylierungsmethode konnte gezeigt werden, 

dass die an der Oberfläche von Podozyten exprimierten Proteine Nephrin und 

Podocalyxin das Prinzip der in vivo Biotinylierung bestätigen. Intrazelluläre Proteine 

wie z.B. Extracellular-signal regulated kinase (ERK) 1/2 hingegen wurden nicht 

biotinyliert 76. Neben podozytären Proteinen wurde zudem das endotheliale 

Oberflächenprotein VE-cadherin mit dieser in vivo Biotinylierungsmethode 

nachgewiesen und bestätigt, dass diese Methode zur Untersuchung endothelialer 

Oberflächenproteine geeignet ist 76. 

Im Folgenden wurde die Nephrinoberflächenexpression in zwei proteinurischen 

Erkrankungsmodellen mit Hilfe der in vivo Biotinylierungsmethode in Mäusen 

untersucht 77. Für die Induktion der Nephrotoxischen Nephritis (NTN) wurde C57Bl/6 

Mäusen ein nephrotoxisches Serum (Serum gegen murine glomeruläre 

Basalmembran) injiziert, welches ein etabliertes Modell für eine Immunkomplex-

Glomerulonephritis darstellt 78. An Tag 1 der NTN zeigte sich eine deutliche Zunahme 

der Albuminurie, die mit einer Reduktion von Nephrin an der podozytären Membran 
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verbunden ist 78. Der Nephrinverlust von der Oberfläche betrug in NTN behandelten 

Mäusen im Vergleich mit den Kontrollmäusen 57 %, während die Gesamt 

Nephrinmenge in beiden Gruppen vergleichbar blieb (Abb. 5)76,77. Die späte Phase der 

NTN zeichnet sich durch einen deutlichen Rückgang der Albuminurie aus 76,77. 

Entsprechend zeigten sich 18 Tage nach Auslösung der NTN keine signifikanten 

Unterschiede in der Oberflächenexpression von Nephrin zwischen Kontroll- und NTN 

behandelten Tieren 76,77. 

Die Adriamycin (ADR) induzierte Nephropathie ist ein Krankheitsmodell für die Fokal-

Segmentale Glomerulosklerose (FSGS) und die CKD 79. An Tag 7 nach ADR Injektion 

konnte eine 4-fache Zunahme der Albuminurie detektiert werden 77, die mit einer 

Abnahme der Oberflächenexpression von Nephrin um 53 % im Vergleich zur Kontrolle 

einherging (Abb. 5) 77.  

 

 

Abb. 5: Albuminurie und Nephrinexpression in zwei Modellen einer proteinurischen 

Nierenerkrankung 

(A) Commassiegel mit Nachweis einer deutlichen Albuminurie in NTN-behandelten Tieren an Tag 1 (d1) 

im Vergleich zur Kontrolle. (B) Quantitative Albumin-Creatinin Ratio (ACR) von Kontrolltieren (control) 

vs. NTN-behandelten Tieren (NTN d1). **p<0,01 (Kontrolle n = 4, NTN n = 6). (C) Densitometrische 

Analyse von Westernblots dargestellt als Biotinyliertes Nephrin bezogen auf Gesamtnephrin, *p<0,01 

(Kontrolle n = 4, NTN n = 6). (D) Commassiegel in Kontrollmäusen (control) und Adriamycin-

behandelten Tieren (ADR) an Tag 7. (E) ACR von Kontrollmäusen (control) vs. ADR an Tag 1 und Tag 

7, ****p<0,0001 (Kontrolle n = 9, ADR n = 12). (F) Densitometrie von Westernblots dargestellt als 

biotinyliertes Nephrin/Gesamtnephrin ***p < 0,001 (Kontrolle n = 6, ADR n = 8). 

BSA – bovines serum albumin, NTN – Nephrotoxic Serum Nephritis, alb/crea – Albumin/Creatinin Ratio, 

ADR – Adriamycin.  

A B C
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(modifiziert nach 76,77 – Reproduktion und Nutzung genehmigt durch den Rechteinhaber, JoVE and 

PLOS.) 

 

Beide Modelle einer proteinurischen Nierenerkrankung zeigten eine inverse 

Korrelation der Oberflächenexpression von Nephrin mit der Albuminurie als Zeichen 

der schweren podozytären Schädigung. 

 

2.1.3 Hochsensitive Bestimmung der glomerulären Permeabilität mit 

fluoreszenzmarkierter Polysuccrose (Publikation III) 

Schwere podozytäre Schädigungen gehen im Tiermodell und auch beim Menschen 

mit einer ausgeprägten Albuminurie einher. Hingegen lassen sich transiente und 

geringfügige Erhöhungen der glomerulären Permeabilität durch 

Sammelurinmessungen oder Spontanurinuntersuchungen im Tiermodell häufig nicht 

ausreichend gut detektieren. Es gab bereits durch die Arbeitsgruppe von B. Rippe den 

Versuch, das Problem der sensitiven Detektion einer transienten und geringfügigen 

glomerulären Permeabilitätserhöhung zu adressieren. Diese sensitive Methode nutzt 

die Applikation einer Fluoreszenzmarkierten Trägersubstanz, FITC-Polysuccrose, im 

Rattenmodell 80. Das Polysuccrosemolekül hat dabei die Größe von Albumin (FITC-

Polysuccrose 70). Eine andere Arbeitsgruppe transferierte dieses Modell in die Maus. 

Allerdings erwies sich die weitere Aufarbeitung des Urins (zur Analyse der FITC-

Polysuccrose 70 Konzentration und der GFR) durch vorherige Aufreinigung mittels 

aufwendiger Gel Filtration oder größenselektive 

Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) in beiden Fällen als zeit-, kosten- 

und materialintensiv 81,82. 

In der zugrundeliegenden Publikation wird eine alternative, hochsensitive, nicht-

radioaktive Methode beschrieben, durch die die glomeruläre Permeabilität von Mäusen 

mit transienter glomerulärer Schädigung durch eine einfache Analyse des Urins 

untersucht werden kann 74,83. Diese neue Methodik zur hochsensitiven Bestimmung 

der glomerulären Permeabilität steht somit zahlreichen Laboren ohne HPLC oder Gel-

Filtrationsmöglichkeit zur Verfügung. 

FVB-Mäusen wurde ein transjugulärer Katheter angelegt, über den FITC-markierte 

Polysuccrose 70 kontinuierlich infundiert wurde (Abb. 6). Nach einer 

Äquilibrationsphase wurde den Mäusen eine nicht blutdruckwirksame Dosis von 

Angiotensin II infundiert und der Blutdruck überwacht. Der Urin wurde über einen 
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Blasenkatheter gewonnen, um Blutkontaminationen bei Blasenpunktionen oder 

Uretherotomie zu vermeiden. Die Analyse des Urins wurde bei sehr geringen Mengen 

(5 l) auf einem Fluoreszenzplattenreader (FITC-Polysuccrose 70 Fluoreszenz) 

durchgeführt und auf die Kreatininkonzentration im Urin (Bestimmung durch Enzyme 

linked Immunosorbent Assay (ELISA)) normalisiert 83. In bisherigen Protokollen wurde 

die GFR als Referenz aufwendig radioaktiv mit 51Cr-ethylenediamine tetraacetic acid 

(EDTA) gemessen 80,84.  

Anhand dieser Methode konnte eine signifikante Steigerung der glomerulären 

Permeabilität durch Angiotensin II gezeigt werden 74,83. Die Angiotensin II vermittelte 

Permeabilitätserhöhung wurde durch Vorbehandlung mit einem ARB verhindert 74,83. 

 

Zusammengefasst wurde eine deutliche Vereinfachung der Urinanalyse durch weniger 

invasive Gewinnung des Urins sowie den Verzicht auf radioaktive Messung der GFR 

und aufwendige Aufreinigungsverfahren des Urins in dieser neuen Methode etabliert. 

 

 

Abb: 6: Ablauf der glomerulären Permeabilitätsmessung mit FITC-Polysucrose (Ficoll) 70  

Ein Blasenkatheter wird der narkotisierten Maus angelegt. Nach Implantation des zentralen 

Venenkatheters wird der Baseline Urin entnommen und ein Bolus von FITC-Ficoll 70 gefolgt von einer 

Dauergabe infundiert. Am Ende der Äquilibrierungsphase wird der Urin zum Zeitpunkt 0 Minuten (0 min) 

entnommen. 60 Minuten nach Beginn einer Angiotensin II Infusion wird der Urin erneut gewonnen und 

analysiert. (modifiziert nach 83– Reproduktion und Nutzung genehmigt durch den Rechteinhaber, JoVE.) 

 

2.2  Mechanismen der Angiotensin II vermittelten glomerulären 

Permeabilitätserhöhung (Publikationen I, V) 

Wie bereits unter 1.4 genannt, trägt die RAAS Blockade wesentlich zur Reduktion einer 

Albuminurie bei. Therapie mit ACEi oder ARBs reduzieren und verzögern die 

Entwicklung einer Albuminurie im Kontext der diabetischen und hypertensiven 

      Vorbereitungsphase      Äquilibrierungsphase Experimentalphase

t

  Anästhesie

Blasenkatheter

zentraler 

Venenkatheter

FITC-Ficoll 70 

Bolus

Baseline Urin

    FITC-Ficoll 70 

Dauerinfusion

   Urin 0 min    Urin 60 min

z.B. Ang II 

kontinuierliche Infusion
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Nephropathie 47-53. Seit Jahren ist bekannt, dass die Senkung der Albuminurie über 

den blutdrucksenkenden Effekt dieser Substanzen hinausgeht 53,85. Ein molekularer 

Effekt auf den glomerulären Filter wurde seither postuliert. Ziel der hier vorgelegten 

Arbeiten war es, einen molekularen, blutdruckunabhängigen Effekt von Angiotensin II 

auf den glomerulären Filter zu untersuchen. Aus den Vorarbeiten war bekannt, dass 

eine vermehrte Nephrinendozytose zu einer glomerulären Permeabilitätserhöhung 

führt. Es wurde daraufhin die Hypothese aufgestellt, dass Angiotensin II zu einer 

blutdruckunabhängigen glomerulären Permeabilitätserhöhung durch Steigerung der 

Nephrinendozytose führt. 

Zur Prüfung der Hypothese wurde mithilfe der glomerulären Permeabilitätsmessung 

mit FITC-Ficoll (wie unter 2.1.2 beschrieben) eine signifikante, blutdruckunabhängige 

Steigerung der glomerulären Permeabilität durch Angiotensin II gezeigt 74. Diese 

konnte durch die Therapie mit dem ARB Candesartan signifikant reduziert werden 74. 

Zur Klärung des zugrundeliegenden Mechanismus wurden murine Glomeruli mit 

Angiotensin II ex vivo stimuliert. Daraus resultierte eine verstärkte endogene 

Interaktion von Nephrin mit dem Adaptermolekül -Arrestin2 74. Folge der Nephrin -

Arrestin2-Interaktionsverstärkung durch Angiotensin II ist die gesteigerte 

Nephrinendozytose, die sowohl in HEK293T Zellen als auch in Podozyten gezeigt 

werden konnte 74,86. Um die vermehrte Nephrinendozytose durch Angiotensin II mithilfe 

einer weiteren Technik darzustellen, wurden Immunfluoreszenzfärbungen 

durchgeführt. Es zeigte sich eine vermehrte Kolokalisation von Nephrin mit einem 

Marker von sog. „späten Endosomen“ rab 7, welche die Lokalisation von Nephrin in 

Endosomen der Zelle bestätigte 86. Mithilfe des unter 2.1.2 beschriebenen Verfahrens 

der in vivo Biotinylierung wurde zudem eine Reduktion der 

Nephrinoberflächenexpression nach 60 min Angiotensin II Infusion in murinen 

Glomeruli dokumentiert, die durch Gabe eines ARB geblockt wurde 74. 

Im Weiteren wurde der zugrundeliegende intrazelluläre 

Signaltransduktionsmechanismus der vermehrten -Arrestin2 vermittelten 

Nephrinendozytose entschlüsselt. Der Angiotensin II Effekt auf die Nephrin -Arrestin2 

Interaktion ist abhängig vom AT1-Rezeptor und dessen Signaltransduktion 74,86. Durch 

Mutanten des AT1-Rezeptors, Inhibitoren verschiedener sekundärer Botenstoffe 

sowie durch Einsatz der siRNA-Technologie konnte gezeigt werden, dass sowohl die 

G-Protein-abhängige Signaltransduktion als auch die G-protein unabhängige 

Signaltransduktion des AT1-Rezeptors für die Angiotensin II vermittelte 
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Bindungsverstärkung von Nephrin mit -Arrestin2 verantwortlich ist 74,86. Hemmung der 

Phospholipase C (PLC) mit U73122 verhindert die Angiotensin II bedingte Verstärkung 

der Nephrin -Arrestin2 Bindung und reduziert die Nephrinendozytose 74. Sowohl PLC 

als auch die G-Protein unabhängigen Signale des AT1-Rezeptors - wie die EGFR-

Transaktivierung und die -Arrestin2 abhängige Signaltransduktion – resultieren in 

einer Aktivierung der extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 86. Die Hemmung 

des ERK 1/2 Signalweges verhindert die Angiotensin II vermittelte Nephrin -Arrestin2 

Bindungsverstärkung und die Nephrinendozytose 86.  

Zudem wurde Nephrin Y1217 als essenzielle Aminosäure für die verstärkte Bindung 

an -Arrestin2 durch Analyse trunkierter Proteine sowie Mutationsanalysen ermittelt 74. 

Nephrin Y1217 stellt dabei eines der Bindungsstellen für ein weiteres wichtiges 

Nephrin Adapterprotein Nck2 dar, welches den Kontakt zum Aktinzytoskelett vermittelt 

34-37. Es konnte gezeigt werden, dass unter Angiotensin II Stimulation die Bindung von 

Nephrin an Nck2 abnimmt und so eine Verschiebung einer stabilen Verankerung im 

Aktinzytoskelett zugunsten einer Nephrinendozytose mit resultierender glomerulärer 

Permeabilitätserhöhung unter Angiotensin II stattfindet 74.  

 

Zusammengefasst konnte einerseits die -Arrestin2 abhängige Nephrinendozytose als 

ein molekularer Effekt von Angiotensin II auf den glomerulären Filter identifiziert 

werden (Abb. 7). Anderseits wurde der zugrundeliegende Signaltransduktions-

mechanismus entschlüsselt. Diese wissenschaftlichen Erkenntnisse stellen eine 

Erklärung für den seit Jahren postulierten Blutdruck unabhängigen Effekt von ARBs 

auf die Albuminurie dar. 
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Abb. 7: Mechanismus der Angiotensin II bedingten, blutdruckunabhängigen Nephrin-

endozytose und Erhöhung der glomerulären Permeabilität 

Angiotensin II (Ang II) aktiviert den AT1-Rezeptor (AT1-R), der über Gq/11, PLC und ERK 1/2 

intrazellulär das Signal zur Nephrinphosphorylierung an T1120/T1125 weitergibt. Phosphoryliertes 

T1120/T1125 wird zur -Arrestin2 Bindungsstelle 75. Durch -Arrestin2 Bindung über K11/K12 resultiert 

eine verstärkte Nephrinendozytose. Durch Inhibition des AT1-Rezeptors mit ARBs wird die Nephrin--

Arrestin2 Bindung reduziert. Sartan = ARB, AT1-R – Angiotensin II Typ 1 Rezeptor, PLC – 

Phospholipase C, ERK 1/2 – extracellular signal-regulated kinase 1/2, -arr2 - -Arrestin2. (modifiziert 

nach 86 – Reproduktion und Nutzung genehmigt durch den Rechteinhaber, John Wiley and Sons.) 

 

2.3. Mechanismen der Hyperglykämie induzierten Steigerung der glomerulären 

Permeabilität (Publikationen VI, IX) 

Neben glomerulären Schäden durch eine unbehandelte arterielle Hypertonie stellt der 

Diabetes mellitus die häufigste Ursache für eine CKD mit Albuminurie dar. Eine 

chronische Hyperglykämie im Rahmen eines Diabetes mellitus führt zu klassischen 

glomerulären Schäden im Sinne einer endothelialen Dysfunktion sowie Schädigung 

von Podozyten und der glomerulären Basalmembran 87. Frühe glomeruläre 

Veränderungen aufgrund rezidivierender Hyperglykämien sind weniger gut untersucht. 

Im Rattenmodell konnte eine transiente glomeruläre Permeabilitätserhöhung bereits 

durch eine akute Hyperglykämie gezeigt werden 84. Im Rahmen der Hypothese der 

hochdynamischen Regulation der glomerulären Schlitzmembran durch 
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Nephrinendozytose wurde eine vermehrte Nephrinendozytose unter hyperglykämen 

Bedingungen postuliert. 

Es konnte gezeigt werden, dass eine akute Hyperglykämie und nicht die daraus 

resultierende Hyperosmolarität die Nephrin -Arrestin2 Interaktion verstärkt 75. Protein 

Kinase C (PKC) war essenziell für die Hyperglykämie vermittelte Nephrin -Arrestin2 

Bindungsverstärkung 75. In weiteren proteinbiochemischen Untersuchungen konnte 

gezeigt werden, dass PKC über Protein interacting with c-kinase (PICK) an Nephrin 

und -Arrestin2 bindet und in einem Proteinkomplex vorliegt 75. Sequenzanalysen 

zeigten ein potenzielles PKC-Bindungsmotiv in Nephrin (S/TX4-5S/T), welches der 

Nephrinaminosäuresequenz T1120-1125 (TGERDT) entsprach. Mittels Co-

immunopräzipitation-, Pulldown- sowie einem in vitro Phosphorylierungsassay konnte 

gezeigt werden, dass dieses Motiv im Rahmen einer Hyperglykämie verstärkt durch 

PKC phosphoryliert wird. Phosphoryliertes Nephrin T1120 und T1125 bildet das 

Bindungsmotiv für die Interaktion mit -Arrestin2 75. Diese in vitro Daten konnten im 

Tiermodell bestätigt werden 75.  

In weiteren Untersuchungen wurde der Frage nachgegangen, an welcher Stelle und 

unter welchen Bedingungen die entscheidende PKC Interaktion mit Nephrin unter 

Hyperglykämiebedingungen stattfindet. Die Literatur legt eine Aktivierung der Mitogen 

aktiviertes Protein Kinase (MAPK) p38 in sämtlichen Stadien einer diabetischen 

Nephropathie nahe, insbesondere in glomerulären Zellen wie Mesangialzellen und 

Podozyten 88,89. In Glomeruli diabetischer Mäuse und Podozyten konnte eine 

verstärkte Phosphorylierung von p38 MAPK unter Hyperglykämie nachgewiesen 

werden 90. Die nachgewiesene Phosphorylierung an p38 MAPK führt zu einer 

Aktivierung der Kinase 91. Durch Hemmung der p38 MAPK konnte die Entstehung 

einer Hyperglykämie im diabetischen Mausmodell nicht verhindert werden. Jedoch 

blieb durch Inhibition der p38 MAPK die Entstehung einer Albuminurie aus 75,90. Im 

nächsten Schritt sollte geklärt werden, ob p38 MAPK Nephrin phosphoryliert. Durch in 

vitro Kinase Assays mit trunkierten Proteinen konnte die Phosphorylierungsstelle in 

Nephrin auf die Aminosäuren 1145-1152 eingegrenzt werden. In diesem Bereich blieb 

Nephrin S1146 als potenzielle Phosphorylierungsstelle durch p38 MAPK, welche 

durch Mutationsuntersuchungen bestätigt wurde 90. Die Phosphorylierung von Nephrin 

S1146 wiederum scheint eine wichtige Voraussetzung für die Bindung von PKC an 

Nephrin T1120/T1125 zu sein, da die nicht-phosphorylierbare Mutante Nephrin 

S1146A die Bindung von PKC mit Nephrin reduziert 75. Zudem konnte die Endozytose 
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von Nephrin als bereits beschriebener molekularer Mechanismus der Entstehung einer 

Albuminurie konnte durch Hemmung der p38 MAPK reduziert werden und stellt damit 

ein potenzielles Target in der Senkung der Albuminurie im Rahmen einer 

Hyperglykämie dar 75,90. 

 

Somit wurde die Nephrinendozytose als molekularer Mechanismus der 

Hyperglykämie-assoziierten glomerulären Permeabilitätserhöhung identifiziert und die 

beteiligten intrazellulären Signalwege dokumentiert (Abb. 8). 

 

 

Abb. 8: Schematische Darstellung der Mechanismen der glomerulären Permeabilitätserhöhung 

unter Hyperglykämie 

Hyperglykämie führt zur direkten Aktivierung der p38 MAPK, die Nephrin an S1146 phosphoryliert. 

Phosphoryliertes Nephrin S1146 ermöglicht die Phosphorylierung an Nephrin T1120/T1125 durch 

PKC, welches als Bindungsmotiv für -Arrestin2 fungiert. Durch Interaktion von -Arrestin2 mit Nephrin 

wird Nephrin endozytiert und die glomeruläre Permeabilität steigt. 

(modifiziert nach 75 – Reproduktion und Nutzung genehmigt durch den Rechteinhaber, Springer Nature.) 

 

 

2.4. Rolle der glomerulären Basalmembran bei angeborenen proteinurischen 

Nierenerkrankung (Publikation VII) 

Neben erworbenen glomerulären Schäden durch RAAS-Aktivierung und 

Hyperglykämie, spielen auch angeborene Nierenerkrankungen eine wichtige Rolle in 

der Entstehung einer Albuminurie. Das Alport Syndrom ist die häufigste 

monogenetische, glomeruläre Erkrankung, die durch Mutationen in den für Kollagen 

IV kodierenden Genen COL4A3, COL4A4 oder COL4A5 verursacht wird 92. Um die 
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morphologischen Veränderungen beim Alport Syndrom wie die Verdickung der 

glomerulären Basalmembran und den Verlust der Fußfortsätze im Krankheitsverlauf 

zu verstehen, wurde die Methode der Seriell Block Face Rasterelektronenmikroskopie 

(SBF-SEM) verwendet 93. Die Methode ermöglicht es, die Ultrastruktur des 

glomerulären Filters und insbesondere die Interaktion von Podozyten mit der 

erkrankten glomerulären Basalmembran (GBM) über einen großen Bereich 

dreidimensional abzubilden 93.  

Anhand des Col4a3 knockout Mausmodells wurden SBF-SEM Bilder von Wildtyp und 

Col4a3 defizienten Mäusen im Alter von 6, 16 - 18 und 28 Wochen untersucht. Dabei 

zeigte sich, dass insbesondere in 28 Wochen alten Col4a3 -/- Mäusen der typische 

glomeruläre Schaden im Sinne eines podozytären Fußfortsatzverlustes sowie 

Verdickung und Ausdünnung der GBM vorliegt 93. Interessanterweise wurden 

podozytäre Invaginationen ausgehend von podozytären Fußfortsätzen identifiziert, die 

überwiegend in 28 Wochen alten Col4a3 -/- Mäusen beobachtet wurden (Abb. 9) 93. 

Dass es sich bei dem Phänomen der podozytären Invasion der GBM nicht um ein 

isoliertes Phänomen in Col4a -/- Mäusen handelt, wurde anhand von zwei weiteren 

Mausmodellen untersucht. Myo1e -/- Mäuse gelten als Modell für die fokal segmentale 

Glomerulosklerose 94,95. Mutationen im Ptpro Gen führen zu einem nephrotischen 

Syndrom im Kindesalter, so dass Ptpro -/- Mäuse als weiteres Modell für eine 

glomeruläre Erkrankung verwendet wurden 96,97. In beiden Modellen konnte in 

Analogie zum Mausmodell des Alport Syndroms eine podozytäre Invasion in die GBM 

ausgehend von podozytären Fußfortsätzen und in Bereichen verdickter 

Basalmembran bestätigt werden 93. Transmissionselektronenmikroskopische Bilder 

von Nierenbiopsien zweier Patienten mit gesicherter hemizygoter COL4A5 Mutation 

sowie hemizygoter COL4A5 und homozygoter MYO1E Mutation wiesen ebenfalls 

podozytäre Invasionen der GBM auf 93. Die Ursache der beobachteten podozytären 

Invasionen ist nicht geklärt. Sie könnten einerseits dem Versuch entsprechen, den 

podozytären Verlust bei erkrankter GBM durch verstärkte Verankerung zu verhindern. 

Andererseits könnten die podozytären Invasionen einen Umbau oder Remodeling der 

GBM-Zusammensetzung beeinflussen und verbessern. 
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Abb. 9: Invasion podozytärer Fußfortsätze in die GBM in Col4a3 -/- Mäusen 

Rekonstruierte Podozytenfußfortsätze (magenta) und GBM (blau) Morphologie in 28 Wochen alten 

Col4a3 -/- Mäusen. Es zeigt sich eine podozytäre Fußfortsatz Invasion in die GBM. 

GBM – glomeruläre Basalmembran 

(modifiziert nach 93 – Reproduktion und Nutzung genehmigt durch den Rechteinhaber, Springer Nature.) 

 

Zusammengefasst konnten mithilfe der SBF-SEM bisher nicht bekannte podozytäre 

Invasionen in die GBM in unterschiedlichen Modellen einer glomerulären Erkrankung 

aufgedeckt werden. Die pathophysiologische Funktion dieser podozytären Invasionen 

ist bisher noch nicht abschließend verstanden.  

 

3. Zusammenfassung 

Eine Erhöhung der glomerulären Permeabilität mit resultierender Albuminurie ist Teil 

der Definition einer chronischen Nierenkrankheit (CKD) und geht mit einer erhöhten 

kardiovaskulären Morbidität und Mortalität sowie Progression einer Nierenerkrankung 

einher. Der glomeruläre Filter stellt die entscheidende Barriere gegen den Verlust von 

Albumin in den Urin dar. Das komplexe Zusammenspiel der Filterkomponenten 

Endothel, glomeruläre Basalmembran und Podozyten mit der glomerulären 

Schlitzmembran erschwert dieser Struktur.  Der Fokus der Untersuchungen richtete 
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sich auf die Rolle des Podozyten bei der Entstehung einer glomerulären 

Permeabilitätserhöhung. 

Um die Morphologie von podozytären Proteinen mittels Fluoreszenzmikroskopie 

untersuchen zu können, wurde die neue Technik der Expansionsmikroskopie (ExM) 

zur Darstellung von Proteinen der glomerulären Schlitzmembran etabliert. Sie 

ermöglichte die hochauflösende Darstellung der Schlitzmembran assoziierten Proteine 

Nephrin und Podocin und deren Kolokalisation mit Aktin. Es wurde aufgrund der 

Expansion der Probe eine Auflösung von 70 nm erreicht, die die normalerweise 

erreichte Auflösung von 200 nm bei einem Lichtmikroskop deutlich übersteigt. Die 

Nutzung dieser Methode zur Darstellung und Analyse podozytärer Proteine oder 

Strukturen wird helfen, die Komplexität des glomerulären Filters mit einfachen, 

verhältnismäßig kostengünstigen Mikroskopen untersuchen zu können. 

Nach Darstellung von Nephrin in vitro mithilfe der ExM sollte die in vivo 

Nephrinexpression an der Zelloberfläche im Kontext einer Albuminurie untersucht 

werden. Durch Perfusion von Mausnieren mit einer Biotinhaltigen Lösung werden alle 

Oberflächenproteine markiert und können nach Isolation der Glomeruli mithilfe von 

Immunopräzipitation und Antikörperfärbung untersucht werden. Mithilfe dieser 

Methode konnten in zwei Mausmodellen (Nephrotoxische Serum Nephritis und 

Adriamycin induzierter Nierenschaden) gezeigt werden, dass die 

Oberflächenexpression von Nephrin mit Entstehung einer Albuminurie abnimmt. Erste 

Hinweise auf eine ursächliche Nephrinendozytose ergaben sich aus der glomerulär 

nicht mehr linearen, sondern punktförmigen Nephrin Immunfluoreszenz Färbung bei 

albuminurischen Tieren. Neben der Nephrinendozytose könnte zudem eine 

Veränderung der Podozytenmorphologie im Sinne einer Fußfortsatzverschmelzung 

oder dem Verlust von Podozyten bei geschädigten Tieren ursächlich sein. 

Interessanterweise konnte im Modell der Nephrotoxischen Serum Nephritis gezeigt 

werden, dass nach erwartetem Rückgang der Albuminurie nach der frühen 

Krankheitsphase, der Verlust von Nephrin an der Zelloberfläche reversibel war. Dieses 

Phänomen spricht für einen grundsätzlichen Mechanismus im Sinne einer 

dynamischen Regulation der glomerulären Schlitzmembran. 

Um auch eine geringe glomeruläre Permeabilitätserhöhung detektieren zu können, 

wurde ein Assay etabliert, in welchem sich mithilfe eines fluoreszenzmarkierten 

Tracers (FITC-Polysucrose 70) bereits kleinste Mengen des Tracers im Urin 
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nachweisen ließen. Mithilfe dieser Methodik wurde gezeigt, dass Blutdruck 

unwirksame Dosierungen von Angiotensin II die glomeruläre Permeabilität erhöhen. 

Als ursächlichen Mechanismus für die Angiotensin II induzierte Steigerung der 

glomerulären Permeabilität wiesen wir die Nephrin--Arrestin2 vermittelte 

Nephrinendozytose nach. Die Therapie mit einem ARB hemmte den molekularen 

Mechanismus der Nephrinendozytose. In weiteren Untersuchungen konnten wir den 

intrazellulären Signaltransduktionsmechanismus der Angiotensin II bedingten 

Verstärkung der Nephrinendozytose klären. Hier sind AT1-Rezeptor G-Protein 

abhängige und -unabhängige Wege mit Aktivierung von PLC und ERK 1/2 beteiligt. 

Die Phosphorylierung an Nephrin Y1217 führt zur Bindung an das Adapterprotein Nck2 

und stabilisiert Nephrin im Aktinzytoskelett. Durch Angiotensin II kommt es zur 

Dephosphorylierung an Nephrin Y1217 mit resultierender Nephrinendozytose über 

Bindung an -Arrestin2.  

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen können somit den klinisch lange postulierten, 

Blutdruck unabhängigen, molekularen Effekt von ARB und ACEi auf den glomerulären 

Filter erklären. Ob SGLT2-Inhibitoren oder nicht-steroidale MRA einen Einfluss auf die 

Nephrinendozytose haben, muss in weiteren Projekten untersucht werden. 

Auch ohne klassische Veränderungen im Rahmen einer diabetischen Nephropathie 

kann bei Hyperglykämie eine Albuminurie entstehen. Es konnte gezeigt werden, dass 

Glucose die p38 MAPK unter hyperglykämen Bedingungen aktiviert. P38 

phosphoryliert wiederum Nephrin an S1146. Phosphoryliertes Nephrin S1146 

erleichtert die Bindung der Proteinkinase C (PKC), die das -Arrestin2 

Bindungsmotiv in Nephrin (T1120, T1125) phosphoryliert und die Interaktion mit -

Arrestin2 vermittelt. Hieraus resultiert die Nephrinendozytose. In vitro und in vivo 

konnte dieser Mechanismus nachvollzogen werden und stellt somit einen wichtigen 

Erklärungsansatz für die Entstehung einer transienten und reversiblen Albuminurie im 

Rahmen einer Hyperglykämie dar. Ob eine persistierende Nephrinendozytose einen 

dauerhaften podozytären Schaden mit Aktinreorganisation und Fußfortsatzverlust 

auslösen kann, bleibt offen und wird Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 

Die reife GBM wird von Podozyten gebildet und stellt neben Podozyt und Endothel 

einen entscheidenden Bestandteil des glomerulären Filters dar. Die reife GBM 

zeichnet sich u.a. durch Vernetzung von Kollagen Typ IV Heterotrimeren aus. 
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Mutationen in einem der drei Kollagen Typ IV kodierenden Genen führen zum Alport 

Syndrom, welches mit einer Hämaturie, Albuminurie und CKD einhergeht. Durch Serial 

Block Face Rasterelektronenmikroskopie konnten bisher unbekannte von Podozyten 

ausgehende Invasionen in die GBM in verschiedenen Mausmodellen mit Albuminurie 

identifiziert werden. Der Podozyt könnte im Rahmen einer krankhaften 

Zusammensetzung der GBM durch deren Invasion versuchen, seine Adhäsion auf der 

Basalmembran zu verbessern. Andererseits könnten die Invasionsstellen dazu nutzen, 

neu gebildete und ersetzende GBM-Bestandteile in die Basalmembran zu integrieren. 

Weitere Untersuchungen sind zur Klärung des zugrundeliegenden Mechanismus der 

podozytären Invasionen der GBM nötig. 

Die Behandlung einer Albuminurie zur Senkung des kardiovaskulären Risikos und der 

Progression der Nierenerkrankung fußt bisher je nach Grunderkrankung auf einer 

immunsuppressiven Therapie und auf Senkung des intraglomerulären Druckes durch 

Hemmung des RAAS und SGLT2 Inhibition. Das Verständnis der zugrundeliegenden 

molekularen Mechanismen einer glomerulären Permeabilitätserhöhung wird helfen, in 

Zukunft neue Targets wie z.B. MAPK oder PKC zu identifizieren, um selektivere 

Therapieansätze einer glomerulären Permeabilitätserhöhung zu entwickeln.  
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