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Zusammenfassung

2 Zusammenfassung

Glomerulare Nephropathien sind der haufigste Grund proteinurischer Nierenerkrankungen
(Wasserstein AG, 1997; Glassock RJ, 2003; Fervenza FC, et al., 2008). Haufig kommt es in diesen
Erkrankungen zu einer Schadigung der glomeruléren Filtrationsbarriere. Diese besteht aus
drei Elementen: der vaskuldren Endothelzellen, der GBM und den glomeruléren
Epithelzellen, den Podozyten. Den Podozyten wird durch die Ausbildung der Schlitzmembran
die ausschlaggebende Funktion der Blutfiltration, hinsichtlich der GroRenselektivitat und
Effizienz zugeschrieben. Podozyten spielen haufig eine entschiedende Rolle bei der Initiation
und Progression immun- und nicht immunmediierter glomerulérer Schadigung. Dabei fuhrt
die  Schadigung der Podozyten durch  FuBfortsatzverschmelzung  und/oder
Schlitzmembranreorganisation zu massiver Proteinurie. Daher sind intakte Podozyten mit
ihrem hochdifferenzierten Zytoskelett unabdingbar flr eine ungestorte Funktion. Die
zugrundeliegenden Mechanismen fir podozytére Ful3fortsatzverschmelzung ist bis heute
weitgehend ungekléart. Um diese zu untersuchen wurde im Rahmen dieser Arbeit ein neues
Modell einer immunvermittelten Podozytenschadigung, Anti-Podozyten-Nephritis genannt,
in der Maus und der Zellkultur generiert. Dafir wurde ein Schaf-anti-Podozyten Serum
produziert. Dieses sollte bei intravendser Applikation in Mausen eine glomerulére
Schédigung direkt am Podozyten induzieren. Schaf IgG Farbungen AP-Serum behandelter
Tiere wiesen ein lineares Ablagerungmuster entlang der GBM und den Podozyten auf,
wogegen Kon-Serum behandelte Tiere kein solches Ablagerungsmuster aufwiesen. AP-Tiere
wiesen weiterhin starke PAS positive Ablagerungen innerhalb der Glomerlui mit
hochwahrscheinlichem Podozytenverlust auf. Eine immunlogogische Reaktion der AP-Tiere
auf das injizierte Schafantiserum konnte durch Ablagerung von Maus IgG bestéatigt werden.
Diese Ablagerung fand ebenfalls linear entlang der GBM statt. Die renale Funktion war
analog dazu schwer beeintrachtigt. AP-Tiere entwickelten ab etwa Tag 5 nach Injektion eine
schwere Proteinurie mit progressivem Verlauf. In elektronenmikroskopischen Aufnahmen
zeigten proteinurische AP-Tiere starke FuRfortsatzverschmelzungen, subepitheliale Depots
und Schaf IgG Ablagerungen in der GBM und an Podozyten. Im Rahmen der Experimente
konnte der Aktinnukleator Spire-1 erstmals in der Mausniere dargestellt werden.

Proteinurische Tiere wiesen in immunhistochemischen Farbungen von Organschnitten eine
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verstérkte Spire-1 Expression auf. Zusammengenommen wurde ein neues Modell muriner
glomerularer Nephropathie mit schwerer podozytérer Schadigung generiert. Flr weitere
Untersuchungen podozytarer Reorganisation wurde ein analoges APN-Modell in Zellkultur
etabliert. AP-Serum behandelte differenzierte Podozyten zeigten im Vergleich zu
Kontrollzellen mit ,,arborisierten” Phdnotyp mit langen Zellfortsatzen und filigranen Zell-Zell
Kontakten eine ausgepréagte Retraktion ihrer Fortsatze. Zell-Zell Kontakte zwischen AP-
Serum behandelten Zellen erschienen verschmolzen, wobei die Zellmembranen
benachbarter Zellen direkt aneinander anlagen. Diese Verédnderungen sind
Fulfortsatzverschmelzungen in vivo sehr ahnlich. Die Veranderungen waren ebenfalls auf
zytoskeletaler Ebene sichtbar. Sowohl Aktin- als auch Tubulinfilamente erschienen
zuruckgezogen. Das hier vorgestellte Modell zeigt einen bemerkenswerten Unterschied zu
anderen Zellkulturmodellen podozytarer Schadigung. Durch AP-Serum geschadigte Tiere
zeigen weder aktinreiche Zentren (ARC) noch haufig auftretende Stressfasern wie sie fur
Schadigung durch mechanischen Stress oder LPS nachgewiesen sind, was einen von diesen
abweichenden Mechanismus impliziert.

Um die Beteiligung von Spire-1 im Kontext dieser Veranderungen zu untersuchen, wurden
stabile Spire-1 miRNA Einzelzelllinien generiert, bei denen die Expression um 72-77 %
reduziert war. Diese Zellen wiesen keinen von Kontrollzellen abweichenden Phé&notyp auf.
Auch nach Induktion des APN-Modells wiesen sie weder in ihrer Morphologie noch auf
zytoskeletaler Ebene Unterschiede zu Kontrollzellen auf. Demzufolge spielt Spire-1 keine
nennenswerte Rolle bei der Fortsatzretraktion in diesem Modell. Weiterhin konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass der einzig erhéltliche Spire-1 Antikérper in den
durchgefiihrten Untersuchungen nicht geeignet ist Spire-1 zweifelsfrei darzustellen.
Zusammengefasst wurde ein neues immunmediiertes Modell glomeruldrer Schadigung mit
Analogien zur membrantsen Nephropathie im Mensch in der Maus und einem
korrespondierenden Zellkultur Modell generiert werden. Dadurch wird es in Zukunft méglich
sein immunvermittelte Pathologien podozytéarer Schadigung in vivo und in vitro simultan in

vergleichbaren Modellen zu untersuchen.
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4 Einleitung

Die Aufgaben der Niere sind vielféltig und fir den Korper von so groRRer Bedeutung, dass 25
% des Herz-Zeitvolumens des Blutes an die Nieren gesandt werden, egal ob wir schlafen oder
uns korperlich stark betatigen. Somit sind die Nieren mit nicht einmal 0,5 % des
Korpergewichtes proportional das am starksten durchblutete Organ des Korpers. Die
Funktion der Niere kann in multiple Aufgaben unterteilt werden.

1. Uber die Nieren werden Abfallstoffe ausgeschieden. Das sind im Wesentlichen Harnséure,
Harnstoff, Kreatinin und das aus dem Proteinmetabolismus stammende Ammoniak und
Ammonium.

2. Ausscheidung toxischer Substanzen wie beispielsweise Abbaupordukte von
Medikamenten.

3. Die Niere ist malgeblich an der Wasser- und Elektrolyt-Homoostase und der

Aufrechterhaltung des Blut pH-Wertes bei ca. 7,4 beteiligt.

4.1 Das Nephron

Die funktionelle Untereinheit der Niere ist das Nephron. Jede besitzt ca. eine Millionen
dieser funktionellen Einheiten. Jedes Nephron besteht aus dem Nierenkorperchen und
Tubulussystem. Im Nierenkorperchen wird durch Abpressen von ca. 180 | Primarharn das
Blut filtriert (Hamano Y, et al., 2002). Es besteht aus dem Glomerulum, einer im Cortex der Niere

lokalisierten kugelformigen Struktur, die aus einem kapillaren Gefaltknauel besteht.

Das Glomerulum wird von der Bowmanschen-Kapsel (nach William Bowman, 1816-1892)
umschlossen. Jedes Glomerulum hat einen GefaR3- und einen Harnpol. Am GefaRpol eines
jeden Glomerulus fihrt eine Arterie (Arteriola glomerularis afferens, kurz das Vas afferens)
in das Glomerulum hinein. Sie stammt aus der Nierenarterie (Arteria renalis) und splittet sich
tber eine Folge von Verzweigungen in ein Kapillargeflecht auf. Dieses miindet schlief3lich in
eine aus dem Glomerulus herausfiihrende Arterie (Arteriola glomerularis efferens, kurz das

Vas efferens). An das Vas afferens und das Vas efferens ist der sogenannte juxtaglomerulare

12
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Apparat mit der Macula densa angelagert, dessen Aufgabe in der Steuerung des Blutdrucks

und des Elektrolyt- und Wasserhaushalts besteht.

A - Nierenkdrperchen

B - Hauptstiick

C - Mittelstiick

D - Juxtaglomerulére Apparat

1 - Basalmembran

2 - Bowmansche Kapsel, parietales Blatt

3 - Bowmansche Kapsel, viszerales Blatt

3a - Podozytenfiisschen

3b - Podozyt

4 - Lumen der Bowman-Kapsel (Harnraum)

5a - Mesangium - Die extraglomerularen
Mesangiumzellen

5b - Mesangium - Die intraglomerularen
Mesangiumzellen

6 - Juxtaglomerulére Zellen

7 - Maculadensa

8 - Myozyten (Muskelzellen der
Arteriolenwand)

9 - Arteriola afferens

10 - glomerulére Kapillaren

11 - Arteriola efferens

Quelle Wikipedia: Komorniczak M

Abbildung 1: Schematischer Aufbau des Nierenkdrperchens.

Die Filtration des Blutes findet in den glomeruldren Kapillaren an der sogenannten
Filtrationsbarriere statt. Sie besteht aus drei Elementen.

1.) Den kapillaren Endothelzellen: Es handelt sich um eine fenestrierte Endothelzellschicht
die aus einer stark negativ geladenen Glykokalix aus Sialoglykoproteinen besteht.

2.) Der glomerularen Basalmembran (GBM): Sie enthalt viele negativ geladene
Proteoglykane, Kollagen IV, Fibronectin, Laminin und weitere Matrixkomponenten (Miner JH,
1999). Gebildet wird sie aus den Basallaminae der Endothel- und visceralen Epithelzellen.

3.) Der visceral auf der GBM aufliegenden Schicht glomeruléarer Epithelzellen, den
Podozyten.

Zusammengenommen bilden diese Strukturen einen hochselektiven, hydrostatischen Filter

(Endlich K, et al, 2001/ Somlo S and Mundel P, 2000/ Tryggvason K and Wartiovaara J, 2001).

Das Tubulussystem l&sst sich in drei Segmente aufteilen. 1. Dem proximalen Tubulus: Seine
Hauptfunktion liegt in der Wasserruckresorbtion. 2. Der Henleschen Schleife: Der

absteigende Teil ist permeabel fir Wasser, jedoch vollstandig impermeable fur Salze. Der
13
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Urin wird in diesem Teil durch weitere Wasserresorbtion hypotonisch. Der aufsteigende
Schenkel ist impermeable fur Wasser, enthdlt aber eine Vielzahl Na-K-Cl Co-Transporter.
Durch die Absorbtion von Elektrolyten wird der Harn hypertonisch. Die Aufkonzentration des
Urins erfolgt nach dem sogenannten Gegenstromprinzip. 3. Dem distalen Tubulus: In ihm
findet eine Vielzahl von aktivem Elektrolyt-Transport statt. Dort werden zum Beispiel
Hydrogen lonen und Ammonium sezerniert, um den pH Wert des Blutes zu regulieren. Nach
dem Passagieren des ditalen Tubulus bleiben lediglich ein Prozent des vom Glomerulus
abgepressten Primarharns zuriick und die Salzkonzentration ist marginal. Der
aufkonzentrierte Sekundarharn aus den Tubuli vereint sich schlieBlich in Sammelrohren und

werden Uber den Harnleiter in die Blase abgeleitet.

Podozyten sind hoch spezialisierte Zellen mit einer Vielzahl von Aufgaben. Sie stabilisieren
die glomeruldre Struktur (Kriz W, et al., 1995), synthetisieren mafRgebliche Bestandteile der
GBM (Natori Y, et al., 1992) und tragen durch Pinozytose zur Resorbtion filtrierter Proteine bei
(Huber TB, 2008). Die Hauptfunktion der Podozyten besteht allerdings in der Bildung der
Filtrationsbarriere, dessen Hauptbestandteil nach heutiger Ansicht von ihnen gebildet wird
(Pavenstédt H, et al., 2003).

Podozyten haben einen volumindsen Zellkérper, der sich in den Harnraum der
Bowmanschen Kapsel wolbt (Pavenstadt H., et al., 2003 / Shankland SJ., 2006). Sie haben eine hoch
komplexe Morphologie in Form langer Priméarfortsatze, welche sich zu einer Vielzahl von
FulRfortsatzen auffasern. Diese FuRfortsatze haften sich harnseitig, getrennt von der GBM,
an die Kapillaren an, wobei die FuRfortsdtze benachbarter Podozyten interdigitierend
ineinander greifen. Zwischen den Fortsatzen bildet sich eine spezielle Art des Zellkontaktes.
Sie wird Schlitzmembran genannt und erzeugt Uber einen Multiproteinkomplex ein
Filtrationssieb mit 4 x 14 nm breiten rechteckigen Maschen aus (Rodewald R and Karnovsky MJ,

1974). Diese Bauweise ermdglicht eine vollstdndige UmschlieBung der Kapillaren (Endlich K, et
al., 2001 / Somlo S and Mundel P, 2000 / Tryggvason K and Wartiovaara J, 2001 / Asanuma K and Mundel P,
2003). Durch die Ausbildung der Schlitzmembran werden die Podozyten polarisiert. Dabei ist
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die luminale oder apikale Seite zum Bowman'schen Raum und die basale Seite zur GBM
gerichtet.

Die luminale Seite der Podozyten und die Schlitzmembran ist von einer dicken Glycokalix
bedeckt, welche Podocalixin, Sialoglykoproteine, Podoendin und weitere Proteine enthalt,
wobei vor Allem Podocalyxin fur eine negativ geladene Oberflache sorgt. (Huang TW and
Langlois JC, 1985 / Sawada H, et al., 1986 / Kerjaschki D, et al., 1984). Durch seine Verbindung mit dem
podozytaren Aktinzytoskelett tragt Podocalyxin zur Auspragung und Aufrechterhaltung der

Ful3fortsatze und der Podozytenmorphologie bei (Pavenstidt H et al., 2003).

Die basale Seite der Podozyten liegt direkt auf der GBM auf und ist durch die Ful3¢fortsatze

Uber Integrine und a- und B-Dystroglykane mit ihr verbunden (Raats, CJ, et al., 2000 / Adler S, 1992

/ Regele HM, et al., 2000).

Heute ist allgemein akzeptiert, dass der Podozyt mit seiner Filtrationsbarriere die
ausschlaggebende Komponente, im Hinblick auf die GroRRenselektivitdt und Effizienz der
Blutfiltration ist.

4.2 Das Zytoskelett

Aktin findet sich in jeder eukaryotischen Zelle und ist in diesen eines der finf haufigsten
Proteine. Es kommt in zwei verschiedenen Formen vor, als monomeres, globuldres Aktin (G-
Aktin), welches zu filamentdsem Aktin (F-Aktin) polymerisieren kann. Dieser reversible
Prozess unterliegt in der Zelle einer strengen Regulation.

Monomeres Aktin (G-Aktin) ist ein globuléres Protein mit einem Molekulargewicht von 42
kDa.

Filamentoses Aktin (F-Aktin) besteht aus zwei Aktinketten, die zu einer Doppelhelix mit 6-7
nm Durchmesser verdrillt sind (Holmes KC, et al, 1990). Der initiale Nukleationsschritt beginnt
mit der Assoziation zweier ATP gebundener G-Aktin Monomere. AnschlieBend wird an dieses

Dimer ein weiteres ATP-Aktin zu einem stabilen Trimer angelagert und so weiter. Das
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resultierende Filament erhélt durch die stets gleiche Kopf zu Schwanz Orientierung der G-
Aktin Monomere seine strukturelle Polaritat, wobei die G-Aktin Monomere durch schwache
nicht-kovalente Wechelwirkungen zusammengehalten werden. (Wegner A, 1976; Holmes KC, et
al., 1990).

Die Aufgaben der Aktinfilamente sind vielféltig und ihre Stabilitat dabei hoch verschieden.
Stabile Aktinfilamente finden sich neben dem Gleitfilamentsystem im Muskel (Voet D und Voet
JG, 1992) auch in nicht muskuléren Zellen. Dort bilden sie kontraktile Aktinomyosinbiindel in
Form von Stressfasern, welche eine groRe Rolle bei der Zelladhéasion und Zellmotilitat

spielen (Huxley HE, 1973; Svitkina TM, et al., 1997; Small JV und Resch GP, 2005).

Tubuline sind ca. 55 kDa grol3e, 450 Aminosduren lange, globuldre Proteine, die in
eukaryotischen Zellen vorkommen. a- und B-Tubuline bilden den Hauptteil der Mikrotubuli
(Cleveland DW und Sullivan KF, 1985; Joshi HC und Cleveland DW, 1990). Jeweils ein o~ und ein -
Tubulin verbinden sich uber nicht kovalente Wechselwirkungen zu einem Heterodimer,
Protofilament genannt, die sich nachfolgend zu Mikrotubuli zusammenlagern. Durch die
immer gleiche Kopf zu Schwanz Orientierung der Protofilamete entsteht ein helikaler
Hohlkoérper mit 13 Dimeren pro Windung und gerichteter Polaritét. (Haimo LT, 1982; Heidemann
SR, 1991). Die Funktion des Tubulussystems ist vielfaltig. Einerseits erfillen sie wichtige
Transportprozesse innerhalb der Zelle, indem Vesikel und Granulae mittels
tubulinspezifischer Motorproteine an ihnen transportiert werden. Andererseits stellen sie
durch Ausbildung der Mitosespindel die tragende Struktur der Mitose, an der die
Chromatiden zu den Polen der Zelle gezogen werden. Nicht zuletzt bilden Mikrotubuli den

Hauptbestandteil des Bewegungsapparates von Zilien und Geif3eln.

Der ausdifferenzierte Podozyt weist ein ausgepragtes Zytoskelett auf, welches je nach

subzellularer Lokalisation von unterschiedlichen Strukturen gebildet wird. Im Zellkdrper und

16



Einleitung

den Primarfortsatzen wird das Zytoskelett hauptsachlich von Mikrotubuli und
Intermediarfilamenten aufgebaut. Zusatzlich existiert unter der Zellmembran ein dunnes,
kortikales Netzwerk aus Aktinfilamenten (Drenckhahn D und Franke RP, 1988; Smoyer WE und Mundel
P, 1998; Pavenstadt H, et al., 2003). Einige Mikrotubuli sind untereinander zu dicken Blndeln
zusammengefalt und verlaufen parallel zum Filament. Andere Filamente sind nahe anderer
zytoskeletaler Elemente oder Zellorganellen lokalisiert. Damit wird ihm eine erhebliche Rolle
in der Bildung und Aufrechterhaltung der Zellmorphologie (Kobayashi N, et al., 1998; Andrews PM,
1977, Kobayashi N, et al., 2001) zugeschrieben. Bei mechanischem Stress wird eine
Schutzfunktion durch die Ausbildung eines dichten, filamentésen Netzwerkes diskutiert
(Kobayashi N und Mundel P, 1997).

In den Ful¥fortsatzen hingegen wird das Zytoskelett exklusiv von Aktinfilamenten gebildet.
Diese formen ,,schlaufenférmige” Fibrillen, die Teil eines komplexen kontraktilen Apparates
sind (Drenckhahn D und Franke RP, 1988; Ichimura K, et al., 2003; Smoyer WE und Mundel P, 1998). Sie
laufen entlang der longitudinalen Achse von einem Ful¥fortsatz in den angrenzenden. Die
Kurven dieser Schlaufen liegen dabei an den Ubergéngen zu den Primérfortsatzen und sind
dort wahrscheinlich tber Linkerproteine wie zum Beispiel Tau direkt mit dem Tubulussystem
verbunden (Sanden S, et al., 1995; Lee G und Rook SL, 1992; Smoyer WE und Mundel P, 1998; Pavenstadt H,
et al., 2003). In der Peripherie sind die Aktinfibrillen Gber die Zellmembran durch ein
hochkomplexes Proteinnetzwerk mit dem des Schlitzmembrankomplexes verbunden (Faul C,
et al, 2007). Uber die Regulation dieser beiden zytoskeletalen Strukturen und dessen

Interaktion ist bis heute wenig verstanden.
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Abbildung 2: Integrales Zytoskelett der Podozytenfortsétze.

A) Vereinfachtes Modell fur die zytoskeletale Organisation in podozytéren Fortsatzen. Priméarfortsatze (MP fur
major processes) enthalten Mikrotubuli, wogegen FuRfortsdtze (FP) durch ein kontraktiles Netzwerk,
bestehend aus F-Aktin, Myosin II, a.-Aktinin-4 (A) und Synaptopodin (S) verbunden sind. Die Verlinkung mit der
GBM erfolgt Gber Adapterproteine und a-(a) und B-(B) Integrin Heterodimere B) Transmissions-Elektronen-
mikroskopische Aufnahme eines Podozyten. Dargestellt ist ein Podozyt der eine Kapillare (C) abdeckt. Primér-
(Major)-Fortsétze (M) enthalten Mikrotubuli (Pfeile), wogegen FuRfortsatze (F) groRBe Bindel aus
Aktinfilamenten (Keile) enthalten. C) VergroRerte EM Aufnahme der FuRfortsétze. Kontraktile Aktinbiinden im
Zentrum der Fortsétze sind durch schwarze Linien eingekreist, das elektronendichte Areal markiert die
Insertionsstelle der Schlitzmembran (Pfeile).

4.3 Aktinnukleatoren

Die Dynamik des Aktinzytoskeletts wird durch zahlreiche Proteine reguliert. Diese findet
sowohl auf Ebene der Monomere als auch der Filamente Uber verschiedenste
Signaltransduktionswege statt. Auf Grund der energetisch unglnstigen, spontanen

Polymerisation fallt den aktinnukleierenden Proteinen eine besondere Bedeutung zu, da sie
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einen schnellen regulierten Auf- und Abbau der Aktinfilamente in spezifischen Arealen der
Zelle erm@glichen. Drei Familien von Aktinnukleatoren sind beschrieben. Es handelt sich um
den Actin Related Protein—(Arp)2/3-Komplex, die Formine und die kirzlich beschriebene

Spire-Proteinfamilie.

4.3.1.1 Struktur

Spire Proteine stellen eine eigene Klasse von Aktinnukleatoren dar. Sie wurden zuerst in
Drosophila melanogaster beschrieben (Manseau LJ, und Schupbach T, 1989) und konnten bisher
nur in Metazoen nachgewiesen werden. Die Seescheide Ciona savignyi und die Fruchtfliege
Drosophila melanogaster besitzen jeweils ein Gen, posterior end mark-5 (pem-5) bzw. spire
(p150-spir) (Kerkhoff E, et al., 2001; Ciccarelli FD, et al., 2003; Wellington A, et al., 1999). In Sdugern
wurden zwei spire Gene, Spire-1 und Spire-2 identifiziert (Schumacher N, et al., 2004). Das Spire-
1 Gen in Mausen ist auf Chromosom 18 lokalisiert und umfal3t 5033 bp (NM_194355). Von
diesem wird eine 1931 bp lange mRNA kodiert. Daraus resultiert das murine Spire-1 Protein
von 643 Aminosauren Lange (NP_919336.1).

KIND WH?2 Spir-box FYVE
Potentielles G-Aktin Verwandt zur Putative
Protein Bindungs- Rap GTPase - Membran-
Interaktions- domane Bindungs- bindungsdomane
modul domane

Abbildung 3: Struktur von Spire-Proteinen
(aus Kerkhoff E, 2006)

Spire-1 besteht aus multiplen Doménen, die in allen Spezies konserviert sind. Eine kritische
Barriere bei der Aktinnukleation ist die Bildung des Aktindimeres. Es wird postuliert, dass

Spire-1 diese Barriere tUberwindet, indem die aktingebundenen WH2-Doméanen WH2 C und
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WH2 D die Bildung des Dimers forcieren. Uber WH2 A und WH2 B werden anschlieRend zwei
weitere Aktinmonomere angebaut. (Quinlan ME, et al., 2005; Kerkhoff E, 2006; Qualmann B und Kessels

MM, 2009; Bosch M, et al., 2007; Rebowski G, et al., 2008).

Aktin
Monomere

@@U@ Dimer Trimer Tetramer
'/j \'\' e 000> Ulce » Odae » g

Spire-1
WH2

Cluster aufkeimendes

Filament

Plus .‘T“‘ Minus
Ende 2 Ende * @

Abbildung 5: Mechanismus der Aktinnukleation durch Spire Proteine
(modifiziert aus Quinlan ME, et al., 2005)

4.3.1.2 Expression und Funktion

Die exakte zellbiologische Funktion von Spire-1 ist bisher ungeklart. Die Fahigkeit Aktin zu
polymerisieren konnte am Beispiel von Spire-1 aus Drosophila melanogaster in vitro bereits
gezeigt werden (Quinlan ME, et al., 2005; Bosch M, et al., 2007). Neuere Studien weisen auf eine
wichtige Rolle von Spire-1 bei der Verankerung von Mikrotubuli an einem zytoplasmatischen
Aktin Netz hin (Wang Y und Riechmann V, 2008; Rosales-Nieves AE, et al., 2006; Dahlgaard K, et al., 2007,
Qualmann B und Kessels MM, 2009). Auf welche Weise Spire-1 bei der Aktinnukleation und
Verknipfung von Aktin- und Tubulinfilamenten bei Vertebraten involviert ist, ist bisher

weitestgehend ungeklart. Auch Interaktionen mit anderen Aktinnukleatoren wie Formin
(Rosales-Nieves AE, et al., 2006; Bosch M, et al., 2007; Dahlgaard K, et al., 2007; Wang Y und Riechmann V,
2008; Quinlan, ME et al., 2007) das die Spire-1 Funktion moduliert ist Gegenstand der aktuellen

Forschung (Kerkhoff, E. et al., 2001).

Bei Mausen wird Spire-1 wahrend der Embryogenese im sich entwickelnden Nervensystem
exprimiert. In adulten Mausen wird Spire-1 vornehmlich in Purkinje Zellen des Cerebellums,
neuronalen Zellen des Hippocampus und der granularen Schicht des Denate Gyrus, nicht

aber im Darm, Thymus, Lunge, Hoden und der Niere exprimiert (Schumacher N, et al., 2004).
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Neuronale Zellen weisen ebenso wie Podozyten ein stark ausgepragtes Zytoskelett auf.
Daher konnte Spire-1 auf Grund der nachgewiesenen Funktionen auch in diesen Zellen eine

tragende Rolle beim zytoskelettalen Auf- und Umbau spielen.

Bei vielen Nierenerkrankungen mit glomeruléarer Schadigung wird angenommen, dass sie
durch Autoimmunreaktionen gegen korpereigene Strukturen ausgeldst werden (Ronco P und
Debiec H, 2006; Ronco P und Debiec H, 2007). Klassische Beispiele dafiir sind die membrandse
Nephropathy (Couser WG, 2005), das Goodpasture’s Syndrom (anti-GBM Antikorper), die IgA
Nephropathie und die membranoproliferative (Couser WG, 1999). Teilweise sind auch die
Podozyten geschadigt, was sich im Verlust der podozytaren FuRfortsatze in Form von
Verschmelzungen &uRert (Smoyer WE und Mundel P, 1998; Pavenstadt H, et al, 2003).
Ful3fortsatzverschmelzungen werden auf zytoskeletaler Ebene initiiert und bewirken eine
Veranderung der Zell-Zell-Kontakte an den Schlitzmembranen (Andrews PM, 1975; Farquhar MG,
et al., 1957; Kerjaschki D, 1978; Ryan GB und Karnovky MJ, 1975; Seiler MW, et al.,1975; Shirato |, et al., 1996).
Das Verschmelzen der Podozytenfortsatze geht mit einer Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts einher (Shirato |, et al., 1996; Morigi M, et al., 2005). Die Zerstorung der Aktinfilamente
konnte in einer komplementvermittelten Schadigung sowie der Protaminsulfat (PS) und
Puromycin Aminonukleosid induzierten Nephritis der Ratte nachgewiesen werden (Topham PS,
et al., 1999; Whiteside Cl, et al.,1993). Auch die Zerstorung der Mikrotubuli durch Vinblastin fihrt
in vivo zu einer schweren podozytaren Schadigung (Andrews PM, 1977, Andrews PM, 1981; Tyson

GE, 1977) und blockiert Fortsatzbildung in vitro (Kobayashi N, et al., 2001).
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Abbildung 4: Podozytére FuRfortsatzarchitektur mit und ohne
Schadigung.

A) Dargestellt sind die interdigitierenden Ful3fortsétze zweier
benachbarter Podozyten. Im Primarfortsatz sind Mikrotubli und
Intermediérfilamente zu sehen. Die Ful¥fortsitze enthalten
Aktinfilamente die von einem in den benachbarten Fortsatz
verlaufen (Pfeile). B) Dargestellt ist die schematische Aufsicht
auf gesunde Podozyten. Die Ful3fortsatze interdigitieren
regelmagig. Die hochorganisierten Aktinbundel
interdigitierender FuRfortsatze benachbarter Podozyten sind in
rot und gelb dargestellt, Mikrotubuli in pimé&ren Fortsatzen sind
in Blau dargestellt. C) Im Kontrast dazu ist bei Schadigung eine
abgeflachte Zell-Grenze zwischen verschmolzenen
FulRfortsitzen zu sehen. Es bildet sich eine ,Matte” aus
reorganisierten, kurzen und hochverzweigten Aktinfilamenten,
hier griin dargestellt. (Faul C. et al., 2007)

Die zugrunde liegenden Pathomechanismen sind bis heute nur unzureichend erforscht.

Deshalb ist die Entwicklung entsprechender Tiermodelle von entscheidender Bedeutung.

4.4 Tiermodelle mit glomeruléarer Schadigung

Fur die membrandse Nephropathie existiert ein gut erforschtes Tiermodell, die passive
Heymann Nephritis in der Ratte (Heymann W, et al., 1959). Sie wird durch Injektion eines in
Schafen oder Kaninchen generierten Antiserums, dass gegen ein unverarbeitetes Extrakt aus
Rattennieren gerichtet ist, induziert (Heymann W, et al., 1959, Edgington TS, et al., 1968). Ebenso wie
beim Menschen kommt es im Rattenmodell zu Ful}fortsatzverschmelzungen und

subepithelialen Immunkomplexen, einem Markenzeichen der membrandsen Nephropathie
(Nangaku M, et al., 2005; Couser WG, 2005; Couser WG, 1998; Salant DJ, Darby C und Couser WG, 1980 Couser
WG und Salant DJ, 1980).

Ein weiteres immunologisches Modell der glomeruléren Schadigung ist das anti-Thymocyte
Serum (ATS) Nephritis Modell der Ratte. Dabei wird durch die Gabe eines monoklonalen Thy-
1.1 Antikorpers eine mesangioproliverative Glomerulonephritis ausgeltst. Thy-1.1 ist ein auf
Ratten-Mesangialzellen exprimiertes Protein. Bei Applikation des AntikOrpers kommt es in

diesem Modell zu nekrotischen Veranderungen der Mesangialzellen, gefolgt von einer
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mesangioproliferativen Glomerulonephritis einhergehend mit einer schweren Proteinurie
(Ishizaki M, et al., 1986).

Die Nephrotoxische Serum Nephritis (NTN) ist ein weit verbreitetes Mausmodel fir eine
anti-Basalmembran (anti-GBM) Nephritis. Sie wird durch eine einzige Injektion eines
polyklonalen, in Schafen generierten, Antiserums induziert. Das Serum ist gegen eine grobe
GBM Aufreinigung gerichtet. Es enhalt multiple Antigene gegen die GBM, die tubulare
Basalmembran (TBM), und endotheliale, epitheliale und mesangiale Zellwande (Anders HJ, und
Schléndorf, 2008; Assmann KJ, et al., 1985; Schriver G, et al., 1990).

Ein immunvermitteltes Modell mit primérer Podozytenschadigung ist in der Maus bisher
nicht etabliert. Erste vielversprechende Ergebnisse wurden mit einem gegen differenzierte
Podozyten gerichteten Antiserums aus Kaninchen erzielt. In diesem Modell kommt es zu
podozytérer Schadigung einhergehend mit einer Proteinurie (Meyer TN, et al., 2007). Das Modell
zeigt eindrucksvoll die zentrale Bedeutung der podozytaren Morphologie fur die

Filtrationsfunktion der Niere.
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5 Hypothese und Ziel der Arbeit

Merkmale glomerularer Erkrankungen ist die Entstehung einer Proteinurie durch die
Schédigung der glomeruldren Filtrationseinheit. Das komplexe Zytoskelett der Podozyten
wird schon frih im Verlauf von glomeruléaren Erkrankungen umgebaut und es kommt zu
einer Retraktion der Ful3fortsitze und somit zu einem Verlust der Filtrationsbarriere. Bei
diesen podozytaren Umbauprozessen spielt die Interaktion von filamentdsem Aktin und
Mikrotubuli mit kontraktilen Zellstrukturen und der Zellmembran, unter Umstanden unter

Beteiligung des Aktinnukleators Spire-1, eine wichtige Rolle.

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es zunéchst die glomerulére Schadigung durch ein neues im
Schaf generiertes AP-Serum zu charakterisieren. AnschlieBend soll die renale Genexpression
von Spire-1 im APN-Modell der Maus nachgewiesen werden, um ein vergleichbares AP-
Modell an kultivierten Mauspodozyten zu etablieren. Am in vitro Modell soll abschlieRend
die putative Rolle von Spire-1 bei krankheitsbedingten Umbauprozessen des podozytéren

Zytoskeletts naher untersucht werden.
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6 Material

6.1 Verbrauchsmaterial

Agar

Becherglaser

Blotkassette Novex Mini Cell
Deckglaschen 1,8 mm Durchmesser
Deckglaschen eckig

Dynabeads M450 Tosylactivated
Einwegpipette 25 ml
Einwegpipette 10 ml
Einwegpipette 5 ml
Einwegpipette 2 ml

Eukit

Gefriercontainer

Greiner Réhrchen 15 ml

Greiner Réhrchen 50 ml
Entwicklungskassette Kodak X-Omatic
Filme Super RX

Filme Hyperfilm™ ECL

Flexiperm

Gummi Arabicum

Hydrophober Stift

Insulinspritze 1 ml
Kryoroéhrchen

Kulturschalen TC75
Kulturschalen TC25
Kulturplatten 96 Well
Kulturplatten 12 Well
Kulturplatten 6 Well

Multipette 8 Kanal

Multistix
NUPAGE®Novex®Bis-Tris Mini Gel
Petrischalen

Pinzetten

Pipette 1000 pl

Pipette 200 pl

25

(Invitrogen, Kanada)
(Schott, Deutschland)
(Invitrogen, Kanada)
(Assistent, Deutschland)
(Marienfeld, Deutschland)
(Invitrogen, Kanada)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Kindler, Deutschland)
(Nalgene, USA)
(Greiner, Deutschland)
(Greiner, Deutschland)
(Kodak, USA)

(Fuji, Japan)
(Amersham, USA)
(Greiner, Deutschland)
(Fluca, Deutschland)
(Dako, Danemark)
(BectonDickinson, Spanien)
(Nalgene, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)

(Falcon, USA)

(Falcon, USA)

(Falcon, USA)
(Labsystems, USA)
(Siemens, USA)
(Invitrogen, Kanada)
(Sarstedt, USA)
(Aesculap, Deutschland)
(Gilson, USA)

(Gilson, USA)
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Pipette 20 pl

Pipette 10 ul

Pipettenspitze 1000 pl
Pipettenspitze 200 pl
Pipettenspitze 20 pl
Pipettenspitze 10 pl

Pistill

Polystyrol Objekttrager
PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid)
Reaktionsgefal? 2, ml
Reaktionsgefal? 1,5 ml
Reaktionsgefal? 0,5 ml
RNasefreie Pipettenspitze 1000 p
RNasefreie Pipettenspitze 200 pl
RNasefreie Pipettenspitze 20 pl
RNasefreie Pipettenspitze 10 pl
Sample cubs

Schwamme

Sieb Maschenweite 90 um
Skalpell Nr. 23

Sterilfilter 0,2 um
Spectinomycin

Urin- Stix (Multistix 10S6)
Vivaspin 15 concentrator Saule

(Gilson, USA)
(Gilson, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)

(Bel Art Products, USA)
(Nunc, USA)
(Millipore, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Sarstedt, USA)
(Videl, Deutschland)
(Invitrogen, Kanada)
(ASTM, Deutschland)
(Braun, Deutschland)
(Sarstedt, USA)
(Invitrogen, Kanada)
(Bayer, Deutschland)
(Sartorius, Frankreich)

Whatmanpapier
e 96-Well-Platte (MicroAmp)

(Schleicher & Schuell, UK)
(Applied Biosystems, USA)

6.2 Chemikalien

Aqua ad injectabilia

(Braun, Deutschland)

Blasticidin (Invitrogen, Kanada)
Bovines Serumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich, USA)
Collagenase (Sigma-Aldrich, USA)
Complete Proteasehemmstoff (Roche, land)

DTT (Sigma-Aldrich, USA)
DMSO (Sigma-Aldrich, USA)
DNase | (Sigma-Aldrich, USA)
EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
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Eis

Ethanol, vergallt

Ethanol, absolute
Ethidium-Bromid

FCS

Filmentwickler Roentoroll 25
Filmfixierer Superfix 25
Flouromount G
Flouromount mit DAPI
FlUssig Stickstoff

Formalin

Gelcode Blue stain # 24590
HBSS Puffer

Isofluran

Magermilchpulver
Methanol

Pferdeserum

Perjodséure 1 % ig
Proteinase XXIV 5mg/ml
Salzsaure
Sodium-dodecyl-sulfat
Spectinomycin

Sterile, isotone NaCl-L6sung
steriles PBS

Super Signal® west pico Chemiluminescent
Trypsin

Xylol

6.3 Gerate

(Walter, Deutschland)
(J.T. Baker, NL)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Invitrogen, Kanada)
(Tetenal, Deutschland)
(Tetenal, Deutschland)
(Vector Labs, USA)
(Vector Labs, USA)

(Merk, Deutschland)
(Pierce, USA)
(Invitrogen, Kanada)
(Abbot, USA)

(Spinnrad, Deutschland)
(J.T. Baker, NL)

(Vector Labs, USA)
(Merk, Deutschland)
(Roche, Deutschland)
(Merk, Deutschland)
(Merk, Deutschland)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Braun, Deutschland)
(Lonza, USA)

(Thermo Scientific, USA)
(Invitrogen, Kanada)
(Merk, Deutschland)

Analysenwaage H45

Autoklav

Biofuge

Brutschranke
Durchflusszytometer FACSCalibur
Eismaschine
Elektrophoresekammer fiir DNA
ELISA-Reader MRX Il
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(Mettler, Deutschland)
(Systec, Deutschland)
(Heraeus, Deutschland)
(Heraeus, Deutschland
(Becton Dickinson, USA)
(Hoshikazi, Japan)
(PegLab, Deutschland)

(Dynatech Laboratories, USA)
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Gefrierschrank -20 °C
Gefrierschrank -80 °C
Gelelektrophorese-Apparatur
Grobwaage

Heizblock

Kamera Axiocam MRm
Kamera Axiocam HRc
Kuhlschrank

Maushalter fur Injektion
Magnetic Particle Concentrator (MPC)
Magnetruhrer

Mikroskop Axioskop
Mikroskop AxioObserver.Al
Nanodrop™ Spektrophotometer (ND 1000)
Netzgerat

Nucleofector®

Ofen

PC

Photoprinter

Real Time Cycler 7000
Sequence Detection System
Rdéntgenentwickler (CP 1000)
Schwenktisch

Thermocycler

Thermomixer
Tischzentrifuge 5415 P
UV-Transluminators
Wasserbad

Vortex

Vortex

Wecker

Werkbank (Hera Safe)
Zahlkammer Neubauer
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(Privileg, Deutschland)
(Heraeus, Deutschland)
(PegLab, Deutschland)
(Scaltec, Deutschland)
(neoLab®, Deutschland)
(Zeiss, Deutschland)
(Zeiss, Deutschland)
(Liebherr, Deutschland)

(Invitrogen, Kanada)
(IKA®, Deutschland)
(Zeiss, Deutschland)
(Zeiss, Deutschland)
(Thermo Scientific, USA)
(BioRad, Deutschland)
(Amaxa, Deutschland)
(Heraeus, Deutschland)
(LG, Stidkorea)

(Intas, Deutschland)

(Applied Biosystems, USA)
(Agfa, Belgien)

(Frobel, Belgien)
(Biometra, Deutschland)
(Eppendorf, Deutschland)
(Eppendorf , Deutschland)
(Syngene, UK)

(Julabo, Deutschland)
(IKA®, Deutschland)
(Heidolph, Deutschland)
(Roth, Deutschland)
(Heraeus, Deutschland)
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6.4 Kits

e Live/Dead® CellVitality Assay Kit

e Sybr-Green®Jump Start Kit

e Block-it" Pol Il miR RNAi Expression Vector Kit
e HotStartTag-DNA-Polymerase-Mix

e Qiaprep Spin Mini Kit

e PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit

e Cell Line Nucleofector® Kit V

o NucleoSpin®RNA Il Mini Kit

e ELISAKIt, E101

6.5 Allgemeine Puffer

(Invitrogen, Kanada)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)

(Qiagen, Deutschland)
(Invitrogen, Kanada)

(Amaxa, Deutschland)
(Macherey-Nagel, Deutschland)
(Bethyl Laboratories, USA)

T-Per Tissue Protein Extraction Reagent

0,2M Tris pH 8,5;
0,1% BSA (w/v)

4x LDS Beladungspuffer
NuPage LDS 4x
0,4 MDTT
MOPS Laufpuffer
50 mM MOPS
50 mM Tris Base pH 7,4
0,1 % SDS
1 mM EDTA
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(Pierce, USA)

(Sigma-Aldrich, USA)
(Sigma-Aldrich, USA)

(Invitrogen, Kanada)
(Sigma-Aldrich, USA)

(Biomol, Deutschland)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Merk, Deutschland)
(Sigma-Aldrich, USA)
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Blotpuffer
50 mM Tris Base pH 7,4 (Sigma-Aldrich, USA)
0,192 M Glycin (Roth, Deutschland)
in Aqua dest

Waschpuffer TBST
10 mM Tris Base pH 7,4 (Sigma-Aldrich, USA)
107 mM NaCl (Serva, Deutschland)
0,05% Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)

Superblock (Pierce, USA)

TAE Laufpuffer
90 mM Tris-Acetat (Sigma-Aldrich, USA)
2 mM EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
ad 11 H,0O

Agarosegel 2 %

29 Agarose (Lonza, USA)

100 ml TAE

0,2 pg/mil Ethidium-Bromid (Sigma-Aldrich, USA)

10x DNA Beladungspuffer

50 % Glycerol (Merck, Deutschland)
100 mM EDTA (Sigma-Aldrich, USA)
0,05 % Xylenecyanol FF (Sigma-Aldrich, USA)
0,05 % Bromphenolblau (Merck, Deutschland)
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Coating Buffer

0,05 M Carbonat-Bicarbonat, pH 9,6(Bethyl, USA)
Waschldsung

50 mM Tris, pH 8,0 (Bethyl, USA)

0,05 % Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA)

Postcoat Buffer
50 mM Tris pH 8,0 (Bethyl, USA)
0,1% BSA (Sigma-Aldrich, USA)

Sample/Conjugate Diluent
Postcode Buffer
0,05% Tween 20

Enzyme Substrate
60 ml TMB Peroxidase Substrate (Kirkegaard & Perry, USA)
60 ml Peroxidase Solution B (Kirkegaard & Perry, USA)

Sorensen Puffer(1 Liter)
3,03¢g NaH,PO,4 x H,0 (Merck, Deutschland)
14,14 ¢ NazHPO4 x 2H,0 (Merck, Deutschland)
vor dem Auffullen auf 1 Liter mit 2M HCL auf pH 7,4 einstellen

Formalin L&sung in Sérensen Puffer(1 Liter)
111 ml 37% Formalin (Formaldehydldsung 37 saurefrei
(Merck,Deutschland)

889 ml Sorensen Puffer
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TNT Puffer
9,099 NaCl (Serva, Deutschland)
6,359 Tris Base (Sigma-Aldrich, USA)
25 ml HCI (Merk, Deutschland)
ad1l mit H,0 auffillen
0,1% Tween (Sigma-Aldrich, USA)

Naphtol-AS-Biphosphat Losung

250 ug
9ml

Naphtol-AS-Biphosphat
NN-Dimethylformamid

Neufuchsin Losung

(Fluka; Deutschland)
(Sigma-Aldrich, USA)

150 mi TNT Puffer

300 mg Natriumnitritin 7,5 ml H,O (Sigma-Aldrich, USA)
300 ul Neufuchsin Sammlésung  (Chroma; Deutschland)
800 ul Naphtol-AS-Biphosphat Lésung

Hamalaunlosung nach Béhmer

10g Aluminiumkaliumsulfatx 12 H,O  (Merck, Deutschland)
0,1g Natriumjodat (Merck, Deutschland)
in 200 ml H,0
+

1g Hamatoxylin
in 10 g Ethanol abs.

(Serva, Deutschland)

Schiff’sches Reagenz (Sigma-Aldrich, USA)

Silbernitratlésung

0,2% AgNO3 in H20 (Merck,Deutschland)

0,03 % Formaldehyd (Merck,Deutschland)
Fixierer

40% Methanol (J.T. Baker, NL)

12 % Essigsaure (Roth, Deutschland)
Entwickler

6% NayCOs (Merck,Deutschland)

0,02 % Formaldehyd (Merck,Deutschland)

0.02 % Na-Thiosulfat (Merck,Deutschland)
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Na-Thiosulfatldsung
0.02 % Na-Thiosulfat in H,O

30 % Ethanol
Aqua dest

10x OligoAnnealing Buffer

100 mM Tris-HCI, pH 8.0
10 mM EDTA, pH 8.0
1M NaCl
5X Ligation Buffer
250 mM Tris-HCI, pH 7.6
5mM ATP
5mM DTT
25% (w/v)  Polyethyleneglycol-8000

T4 DNA Ligase 1 (Weiss) U/ul in

10 mM Tris-HCI, pH 7.5
50 mM KCI
1 mM DTT
50% (v/v) Glycerol
S.0.C. Medium

2% Tryptone
0.5% Yeast Extract
10 mM NacCl

2.5 mM KClI

10 mM MgCl;

10 mM MgSO4

20 mM Glucose

Agarplatten
X g Agar in X ml sterilem H,O

+ Spectinomycin (50 pg/ml)
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(Walter, Deutschland)

(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)

(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)

(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)

(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)
(Invitrogen, Kanada)

(Invitrogen, Kanada)



Material

6.6 Zellkulturmedien

RPMI 1640 (Invitrogen, Kanada)
+10% FCS (Invitrogen, Kanada)
+1 mM Natriumpyruvat (Invitrogen, Kanada)
+ 15 mM HEPES (Invitrogen, Kanada)
+ 100 U/ml Penicillin (Invitrogen, Kanada)
+ 100 mg/ml Streptomycin (Invitrogen, Kanada)

RPMI 1640
+10% FCS
+1 mM Natriumpyruvat
+15 mM HEPES
+ 100 U/ml Penicillin
+ 100 mg/ml Streptomycin
+ y-Interferon 10 U/ml (PeproTech®, UK)

Im Fall der stabil transfizierten Zelllinien wurde beiden Medien 10 pg/ml Blasticidin
hinzugegeben.

6.7 Antikorper

Priméarantikorper fir Westernblot

Antikorper Hersteller Verdinnung
Kaninchen anti-Spire-1 Geschenk von E. Kerkhoff 1:60 in Superblock
MAP Kinase p42/p44 Cell Signaling 1:1000 in Superblock
Kon-Serum 1:1000 in Superblock
AP-Serum 1:1000 in Superblock

34



Material

Sekundéarantikorper fir Westernblot

Antikorper Hersteller

anti-Kaninchen HRP (Esel) Jackson Labs
anti-Maus HRP (Esel) Jackson Labs
anti-goat HRP (Esel) Jackson Labs

Primarantikorper fir Immunfluoreszenz

Antikorper Hersteller
anti-a-Tubulin (Maus) Sigma
anti-Spire-1 (Kaninchen) Geschenk von E. Kerkhoff

Sekundarantikorper fir Immunfluoreszenz

Antikorper Hersteller

Biotin Anti-Schaf IgG (Esel)  Jackson Lab
Biotin anti-Maus IgG(Esel) Jackson Lab
Biotin anti-Kaninchen IgG(Esel) Jackson Lab

Reagenzien fiir Fluoreszenzfarbung

Reagenz Hersteller
Alexa Fluor® 568 Phalloidin  Invitrogen
Fluorescin Avidin D Vector Labs
AMCA Avidin D Vector Labs

Primarantikdrper fir Immunhistochemie

Antikorper Hersteller
Biotin anti-Schaf IgG (Esel) Jackson Lab

Biotin anti-Maus IgG (Esel)  Jackson Lab

Reagenzien fiir Immunhistochemie

Antikorper Hersteller
Streptavidin AP Jackson Lab
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Verdinnung

1:10000in 5 % MMP in TBST
1:60000in 5 % MMP in TBST
1:10000in 5 % MMP in TBST

Verdinnung
1:100 in PBS
1:10in PBS

Verdinnung
1:200 in PBS
1:100 in PBS
1:100 in PBS

Verdinnung
1:60 in PBS

1:100 in PBS
1:100 in PBS

Verdinnung

1:400 in 5 % Pferdeserum in
PBS

1:400 in 5 % Pferdeserum in
PBS

Verdinnung
1:100 in PBS
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6.8 Primer

RT-PCR

Spire-1 FW2-Primer GGAAACCCTCAAAGGAGGAA
Spire-1 RW-Primer CGGGCCTCTTACAGAACTGA
GAPDH FW-Primer ACCACAGTCCATGCCATCAC
GAPDH RW-Primer TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Firma Invitrogen (Kanada)

gRT-PCR

Spire-1 FW2-Primer CTGGAGGACCTGAAAAATGC
Spire-1 RW3-Primer ATGGGCAGAGGGTTGTACTG
18S FW-Primer TTCGAACGTCTGCCCTATCAA
18S RW-Primer CTGCCTTCCTTGGATGTGGTA

Firma Invitrogen (Kanada)

Sequenzierung

mMiRNA EmGFP Forward Sequencing 5'- GGCATGGACGAGCTGTACAA -3’
Primer

mMiRNA Reverse Sequencing Primer  5'- CTCTAGATCAACCACTTTGT -3'

Die Konzentration der Primerstocklosungen (Invitrogen, Kanada) betrug 100 ng/pl.

6.9 GroRenstandards

e PCR Marker (NEB, USA)
e SeeBlue® Plus Pre-Stained Standard (Invitrogen, Kanada)
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6.10 Vektoren

e pPcDNA™6.2-GW/+ EmGFP-mIR (Invitrogen, Kanada)
5ng/plin
10 M Tris-HCl, pH 8.0
1 mM EDTA, pH 8.0

e pcDNA™6.2-GW/+ EmGFP-mIR neg control plasmid (Invitrogen, Kanada)
5ng/plin
10M Tris-HCI, pH 8.0
1 mM EDTA, pH 8.0

6.11 miRNA Sequenzen

Oligobezeichnung Sequenz
Mmi 568416 top strand tgctgtttgttagccagcaccaggctgttttggccactgactgacagectggttggctaacaaa

Mmi 568416 bottom  cctgtttgttagccaaccaggctgtcagtcagtggccaaaacagectggtgcetggctaacaaac
strand

Mmi 568417 top strand tgctgatcacttgtacccagaaccgggttttggccactgactgacceggttctgtacaagtgat

Mmi 568417 bottom  cctgatcacttgtacagaaccgggtcagtcagtggccaaaacccggttctgggtacaagtgate
strand

Mmi 568418 top strand tgctgagcacatggcctccagtactggttttggccactgactgaccagtactgggcecatgtgcet
Mmi 568418 bottom  cctgagcacatggcccagtactggtcagtcagtggccaaaaccagtactggaggcecatgtgete
strand

Mmi 568419 top strand tgctgagaacctggcaatacttcgaagttttggccactgactgacttcgaagttgccaggttcet

Mmi 568419 bottom  cctgagaacctggcaacttcgaagtcagtcagtggccaaaacttcgaagtattgccaggttcte
strand

6.12 Computerprogramme

e ABI PRISM (Applied Biosystems, USA)
e Axiovision (Zeiss, Deutschland)
e StepOne Software v2.0 (Applied Biosystems, USA)
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Excel (Microsoft, USA)
Photoshop (Adobe Systems, USA)
CellQuest™ Pro (Becton Dickinson, USA)
Windoxs XP und Vista (Microsoft, USA)

Image ] (NIH, USA)
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7 Methoden

7.1 Die Anti-Podozyten-Nephritis (APN)

Ein Schaf wurde mit Proteinlysaten aus differenzierten Podozyten immunisiert. Dazu wurden
zehn eingefrorene Zellpellets aus TC75 Kulturflaschen in insgesamt 5 ml PBS resuspendiert
und mit derselben Menge kompletten Freund-Adjuvans homogenisiert. Dieses Gemisch
wurde einem Schaf in mehreren Stellen subcutan injiziert. Zur Verstéarkung der
Immunantwort wurde dem Schaf im Abstand von einem Monat drei weitere Male zehn TC75
Pellets in inkomplettem Freund-Adjuvans nach beschriebener Methode gespritzt.
AnschlieBend wurde dem Schaf 500 ml Blut entnommen. Aus dem Blut dieses Schafs wurde
im Folgenden ein Serum gewonnen, welches direkt gegen murine Podozyten gerichtet ist.
Die Immunisierung wurde nach Anweisung von Dr. Catherine Meyer-Schwesinger von der
Zentralen Tierhaltung des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) durchgefihrt.
Das Blut des immunisierten Schafs (im Folgenden: AP, fir Anti-Podozyten) wurde dem Schaf
von Mitarbeitern der Zentralen Tierhaltung abgenommen. Das praimmunisierte Blut (im
Folgenden: Kon, fir Kontrolle) wurde dem Schaf vor Immunisierung auf gleichem Wege

entnommen und wie das Blut nach Immunsierung behandelt.
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Lysat aus differenzierten

Mauspodozyten

N

C57/BL6 Maus

s

(LS
Anti-Podozyten-Nephritis
(APN)

Abbildung 5: Herstellung des Serums fir die APN.

Zur vollstandigen Koagulation wurde das Blut tiber Nacht bei 4 °C gelagert. Danach wurde
das Blut zehn Minuten bei 4 °C bei 5000 g zentrifuriert und die Uberstande (Kon-Serum und
AP-Serum) abgenommen. Das Serum wurde aliquotiert und bei —-80 °C gelagert. Zur
Komplimentinaktivierung wurde das aufgetaute Serum vor Verwendung im Experiment fur
30 Minuten bei 56 °C im Wasserbad erhitzt. Anschlieend wurde es Uber eine Vivaspin 15
concentrator Saule zweifach aufkonzentriert und in 1 ml Aliquots aufgeteilt, die bei -80 °C

gelagert wurden. Soweit nicht anders vermerkt wurden alle Versuche mit diesem
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aufkonzentrierten Serum durchgefiihrt. Aufgetaute Aliquots wurden fir die Dauer der

Nutzung bei 4 °C gelagert.

Als Versuchstiere dienten 25 bis 30 Gramm schwere, 12 bis 14 Wochen alte, ménnliche
Mause des Inzuchtstammes C57BL/6 der Firma Charles River. Die Versuchstierhaltung
erfolgte durch das Fachpersonal der Zentralen Versuchstierhaltung des UKE. Die Haltung der
Versuchstiere des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf ist durch das Gesetz zum
Européaischen Ubereinkommen vom 18. Méarz 1986 sowie die EU-Richtlinien 86/609 EWG
geregelt. Sie erfolgte tiergerecht unter standardisierten Bedingungen, bei einer
Raumtemperatur von 25 °C und einem Hell-Dunkel-Zyklus von jeweils zwolf Stunden. Die
Tiere hatten freien Zugang zu Trinkwasser und wurden mit Trockenpellets (V1536-000
sniffR/M-H, Sniff, Deutschland) gefittert.

Zur Induktion der APN-Nephritis wurden 300 pl des jeweiligen Schafserums (AP- oder Kon-
Serum) intravends appliziert. Wildtyp-Kontrollen erhielten anstelle des Serums 300 ul
isotone NaCl-Losung. Dazu wurden die Tiere zun&chst durch Isofluran in eine adéaquate
Narkose versetzt. Bei ausreichender Narkotisierung wurden die M&use in einen eigens fur
diese Anwendung hergestellten Maushalter aus Plexiglas tberfiihrt. Durch Eintauchen des
Schwanzes in warmes Wasser wurde eine ausreichende Dilatation der Schwanzvene erreicht,
in die das Serum anschliel}end mit einer 1 ml Insulinspritze injiziert wurde. Die Entwicklung

der APN wurde uber einen Zeitraum von maximal 15 Tagen verfolgt.
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Vor Urinnahme wurden den Tieren 1 ml NaCl ad injectabilia intraperitoneal gespritzt.
AnschlieBend wurden die Mause auf eine 96 Well-Platte gesetzt und mit einem Kasten
abgedeckt. Nach 6 Stunden wurde der Urin, der nicht mit Kot verunreinigt war, gesammelt

und bei -20 °C eingefroren.

Die Organentnahme erfolgte nach 4 Stunden sowie an Tag 4, 7, 9 und als Endzeitpunkt an
den Tagen 13 bis 15. Die Nieren wurden gemeinsam mit Frau Dr. Catherine Meyer-
Schwesinger (positives Votum der Ethikkommission Fll 82/06) entnommen. Dazu wurden die
Tiere mittels Isofluran in eine adaquate Betdubung versetzt und die Bauchhohle Gber einen
Bauchschnitt getffnet. AnschlieRend wurden beide Nieren freiprépariert und entnommen.
Nieren aus denen die Glomeruli mittels Nanobeads aufgereinigt werden sollten, wurden vor
der Entnahme mit diesen perfundiert. Dazu wurde die Aorta oberhalb der Niere abgeklemmt
und beide Nieren gleichzeitig durch die Aorta mit 200 pl Dynabeadsuspension in 50 ml PBS

perfundiert (Takemoto M, et al., 2002).

Zur Vorbereitung wurden tagszuvor 200 pl Dynabeadsuspension pro Tier unter exzessivem
Resuspendieren in ein 1,5 ml ReaktionsgefalR Uberfuhrt. Die Dynabeads wurden am
Magnetic Particle Concentrator (im Folgenden MPC) gesammelt und der Uberstand entfernt.
Die Beads wurden zweimal mit PBS gewaschen und in je 200 ul Blockpuffer resuspendiert
und far vier Stunden bei 37 °C unter Schitteln in kubiert. Es war darauf zu achten, dass die
Beads dabei zu keinem Zeitpunkt sedimentierten. Es wurde zweimal mit PBS gewaschen und
die am MPC gesammelten Dynabeads bis zur Benutzung in 200 pl PBS bei 4 °C gelagert. Die

Perfusion der Mausnieren mit den Dynabeads ist im Abschitt Organentnahme beschrieben.
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Der Nierencortex wurde in 1 ml einer Verdaultsung (1 mg/ml Collagenase; 100 U/ml DNase |
in HBSS) fur 30 Minuten bei 37 °C unter Schutteln im Wasserbad verdaut, kurz
sedimentieren gelassen, der Uberstand vorsichtig abgenommen, auf ein Sieb mit 90 um
Maschenweite Uberfihrt, mit etwas HBSS gespillt und das gesammelte Filtrat in ein
Rohrchen tberfihrt. Es wurde fur 5 Minuten bei 4 °C und 200xg zentrifugiert, die Pellets in 1
ml HBSS resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? Gberfihrt. Nachfolgend wurden die
Glomeruli dreimal mit HBSS gewaschen, wobei sie dazwischen jeweils mit dem MPC
gesammelt wurden. Zum AbschluB wurden die Uberstande verworfen und die Glomeruli

weiterverarbeitet oder bei -80 °C gelagert.

Nierenviertel wurden in einem 15 ml Falcon Tube Utber Nacht bei 4 °C in 4% Formalin in
Sorensenpuffer fixiert. Nach der Fixierung wurde das Gewebe Uber den folgenden Tage
verteilt mindestens dreimal mit 8 ml PBS auf einem Wipptisch gewaschen und anschlieRend
bis zur Einbettung bei 4°C gelagert.

Die Einbettung und Herstellung der 1,5 um dicken Organschnitte wurde im histologischen

Labor der Ill. Medizinischen Klinik durchgefuhrt.

7.2 Proteinbiochemische Methoden

Fur die Herstellung eines Proteinlysats wurden alle Inkubationen bzw. Zentrifugationen auf
Eis oder bei 4 °C durchgefiihrt. Es wurden jeweils 10 pl vorgekiihlter T-Per® Puffer (T-PER
Tissue Protein Extraction Reagent + 1x Complete Proteasehemmstoff) pro mg Gewebe oder
Zellpellet zu der Probe gegeben. Die Zellpellets wurden unter gelegentlichem Mischen fur 15
min inkubiert. Die Nierenstiicke wurden mit 1/10 Volumen des Endvolumens versetzt und
mit einem Pistill homogenisiert. AnschlieBend wurde der restliche T-Per” Puffer zugegeben

und ebenfalls 15 min auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurden die Proben fiir 20 min bei 16000
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g abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues, vorgekiihltes 1,5 ml Reaktionsgefal

tberfihrt und der Proteingehalt mittels Nanodrop bei 280 nm bestimmt. Die Lysate wurden

bei —80 °C gelagert.

Die zuvor gewonnenen Proteinlysate wurden mit ¥ Volumen Lithiumdodecylsulfat (LDS)
versetzt und fir 10 min bei 72 °C erhitzt. AnschlieRend wurden die Proben abgekihlt und die
Taschen eines vorgefertigten, reduzierenden 4-12% NuPAGE®-Gradientengels mit jeweils
gleichen Proteinmengen sowie einem GroRenstandard beschickt. Die Elektrophorese wurde
standardisiert mit 60 mA pro Gel flr eine Stunde bei Raumtemperatur in MOPS-Puffer

durchgefihrt.

Auch Proteine im Urin wurden mittels denaturierender Gelelektrophorese aufgetrennt. Dazu
wurde der Urin auf Eis aufgetaut und 2 Minuten lang bei 16000 g und 4 °C zentrifugiert.
Anschliefend wurde 10 pml Urin mit % Volumen LDS versetzt und weiter wie mit

Proteinlysaten verfahren.

Fur die Coomassie Farbung eines Uringels wurde das Gel nach der Elektrophorese dreimal
fur jeweils flnf Minuten in destilliertem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das Gel 30
Minuten in ca. 15 ml unverdiunnten Gelcode geschwenkt. Das Gel wurde zweimal fir funf
Minuten mit destilliertem Wasser gewaschen und Uber Nacht in destilliertem Wasser
geschwenkt. Fir die langfristige Sicherung der Daten wurde das Gel mit einem Scanner

eingescannt.

Fur die Silbernitrat-Farbung wurde das Gel fiir eine Stunde in Fixierer inkubiert. Das Gel

wurde zweimal 20 Minuten mit 30 % Ethanol gewaschen und fur eine Minute in Na-
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Thiosulfatlosung inkubiert. Es wurde dreimal fur finf Minuten in destilliertem Wasser
gewaschen und zwanzig Minuten in Silbernitratiésung inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen mit Aqua dest. wurde das Gel in Entwickler inkubiert, bis das erwinschte
Farbungsergebnis erreicht war. Die Farbung wurde mit Aqua dest. gestoppt, das Gel zweli
weitere Male mit Aqua dest. gewaschen und anschlieend fotografiert. Alle Schritte der

Farbung fanden bei Raumtemperatur statt.

Zur Detektion spezifischer Proteine in dem aufgetrennten Proteinlysat wurde ein
Westernblot durchgefiihrt. Dabei wird das Gel auf eine methanolaktivierte PVDF-Membran
gelegt und die Proteine durch Anlegen eines senkrecht zum Gel gerichteten, elektrischen
Felds auf die Membran uUbertragen. Die Proteine werden dabei durch hydrophobe
Wechselwirkungen auf der Membran fixiert.

Der Tranfer der Proteine auf die Membran erfolgte in MOPS Puffer bei konstanter Spannung
von 30 Volt fir eine Stunde unter Eiskihlung.

Fur die Detektion der spezifischen Proteine wurde die Membran dreimal kurz mit TBST
gewaschen und mit 3 % Magermichpulver in TBST flr eine halbe Stunde auf einem Wipptisch
geblockt. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper erfolgte bei 4 °C Gber Nacht auf einem
Wipptisch. Am darauf folgenden Tag wurde die Membran viermal fur je 10 Minuten
gewaschen und anschlieBend fir eine halbe Stunde mit dem entsprechenden
Sekundarantikorper auf der Wippe inkubiert. Nachfolgend wurde, nach erneutem
viermaligem Waschen mit TBST fur 10 Minuten, die Membran fir funf Minuten mit
Detektionlosung inkubiert. Die Membran wurde in eine Entwicklungskassette gelegt, fur
unterschiedliche Zeiten Rontgenfilme belichtet und in einer Entwicklungsmaschine
entwickelt.

Fur die Detektion der Beladungskontrolle wurde die Membran als ein zweites Mal gegen ein
Referenz Gen (MAP-Kinase p42/p44) detektiert. Die Blotmembran wurde, nach dem
Abwaschen der Detektionslésung mit TBST erneut mit einem weiteren Primarantikdrper bei

4 °C Uber Nacht inkubiert und wie oben beschrieben, verfahren.
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Fur die densitometrische Auswertung wurden die Filme mit Adobe Photoshop eingescannt.
Die Densitometrie der Banden und die abschlieBende Auswertung des Westernblots

erfolgten mit Image J und Excel.

7.3 Urindiagnostische Parameter

Zur Messung der Kreatininkonzentration wurden die gefrorenen Urine zunéchst auf Eis (oder
tber Nacht im Kihlschrank bei 4 °C) aufgetaut und nachfolgend bei 4 °C bei 16000 g fur zwei
Minuten zentrifugiert, um Verunreinigungen zu pelletieren. AnschlieBend wurden 200 pl des
Urins in Sample Cubs tberfihrt.

Bei nicht hinreichender Menge des zur Verfugung stehenden Urins konnte der Urin mit Aqua
ad injectabilia auf 200 ul aufgefiillt werden. Die Messung der Kreatininkonzentration wurde

im Zentrallabor des UKE durchgefiihrt.

7.3.2.1 Semiguantitative Bestimmung von Protein im Urin mittels Urinsticks

Zur groben Abschatzung der Proteinkonzentration in den gewonnenen Urinproben wurde
der Urin mittels Multistix auf Proteine untersucht. Dafiir wurden 9 pl der Urinprobe auf das
Proteinfeld des Teststreifens pipettiert, eine Minute inkubiert und abgelesen. Zur
Einschatzung der Proteinkonzentration wurde die Farbe des Testfeldes mit einem

Referenzstandard verglichen und dadurch dem entsprechenden Wert zugeordnet.

7.3.2.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

In dieser Arbeit wurde ein ELISA-Kit (Bethyl Laboratories) verwendet, aus dem alle
verwendeten Materialien und Reagenzien stammen. Zunachst wurden je 100 pl der Coating

Antikorper Losung (1:100 in Coating Buffer) in die Locher einer 96 Well Mikrotiterplatte
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pipettiert und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am folgenden Tag wurde zweimal mit 200
ul/Well Waschpuffer gewaschen und mit 150 pl/Well Postcoat Buffer fir 30 Minuten
geblockt. Nach erneuten dreimaligem Waschen mit je 200 pl/Well Waschpuffer wurden je
100 pl/Well der zu untersuchenden Urinverdiinnungen hinzugegeben und eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Fur die Berechnung der Albuminkonzentration wurde ebenfalls
eine Standardreihe mit bekannter Albuminkonzentration auf die 96 Well Platte gegeben.
Dazu wurden 2 ul des im Kit enthaltenen Mouse Reference Serum mit 9 pl Sample Diluent
versetzt, um eine Lésung mit 10.000 ng/ml Albumin zu erhalten. Aus dieser wurde die in
nachfolgender Tabelle angegebene Standardreihe hergestellt und in vorbereitete Lécher der
96 Well Platte gegeben. Alle Messwerte wurden per Doppelbestimmung mit anschlie3ender
Mittelwertbildung gemessen.

Es folgte eine finfmalige Waschung mit je 200 ul/Well Waschpuffer, um nicht gebundenes
Albumin zu entfernen. Die Inkubation mit 100 ul/Well des HRP-gekoppelten
Detektionsantikorper (in Sample/Conjugate Diluent) erfolgte ebenfalls flr eine Stunde bei
Raumtemperatur. Um nicht gebundenen Antikorper zu entfernen, wurde wieder finfmal mit
je 200 ul/Well Waschpuffer gewaschen. Die Farbreaktion mit der Enzymsubstratmischung
(1:1) erfolgte fur 15 Minuten im dunklen bei Raumtemperatur. Die Farbreaktion wurde
durch Zugabe von 200 ul 2M H,SO4 gestoppt und die Mikrotiterplatte im Photometer bei 450
nm vermessen.

Der zulassige Messbereich des verwendeten Elisa liegt bei ca. 7,8 bis 500 ng/ml Albumin
liegt. Die Proteinausscheidung einiger nierengeschadigter Mause lag jedoch im dreistelligen
mg/ml Bereich. Um exakte Messungen im ELISA zu erhalten, mul3ten entsprechende
Verdunnungen der Urine vorgenommen werden. Der Verdinnungsfaktor fir die jeweilige
Urinprobe wurde anhand der Ergebnisse des Multistix eingeschatzt und die Urinprobe mit

Sample Diluent aus dem ELISA Kit nach folgender Tabelle verdiinnt.

Ergebnis Multistix Verunnungsfaktor
negativ/Spur 1:100

+ 1:1000

++ 1:10000

4t 1:25000

++++ 1:100000 bis 1:400000

Tabelle 1: Ergebnisse Multistix
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0 10.000 2ul Mouse Reference Serum

1 500 0,5ml der 10.000ng/ml-Verdinnung + 9,5ml
2 250 0,5ml der 500ng/ml-Verdiinnung + 0,5ml
3 125 0,5ml der 250ng/ml-Verdiinnung + 0,5ml
4 62,5 0,5ml der 125ng/ml-Verdiinnung + 0,5ml
5 31,25 0,5ml der 62,5ng/ml-Verdinnung + 0,5ml
6 15,625 0,5ml der 31,25ng/ml-Verdiinnung + 0,5ml
7 7,8 0,5ml der 15,625ng/ml-Verdinnung + 0,5ml

Tabelle 2: Standardreihe fur Albumin ELISA

Die gemessen Extinktion wurde anhand der Formel Absorption=(A-D)/1+(x/C)B+D) in die
Konzentrationen des in den Proben enthaltenen Albumins umgerechnet. Die Werte A bis D
ergaben sich aus der erstellten Standardkurve. Als Mal3 fur die Genauigkeit der
Messergebnisse wurde der Regressionswert der Standardwerte des ELISAs errechnet. Es

fanden keine Ergebnisse mit einer Regression kleiner als 0,9950 Verwendung.

7.4 Immunhistochemische Methoden

Bevor die Organschnitte auf ihre jeweiligen Parameter gefarbt werden konnten, muf3ten sie
deparaffiniert werden. Dazu wurden sie zunéchst bei 40 °C tber Nacht im Ofen inkubiert.
Die Objekttrager wurden abkiihlen gelassen und die Organschnitte mit einem hydrophoben
Stift umrandet. Zur eigentlichen Deparaffinierung wurden die Objekttréager dreimal fir fanf

Minuten in Xylol getaucht.

Es folgte eine Inkubationsreihe in sinkender Ethanolkonzentration zur Entfernung des Xylols.

Dabei wurden die Objekttrager jeweils zweimal fur zwei Minuten in 100, 95, 75 und 50 %
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Ethanol in Aqua dest. getaucht. AnschlieRend wurden sie noch zweimal fir zwei Minuten in

Aqua dest. rehydriert und zum Abschluf? dreimal fiir finf Minuten in PBS getaucht.

Entparaffinierte Gewebeschnitte wurden fir 13 Minuten in 1 %iger Perjodsaure inkubiert
und anschliefend fir 3 Minuten mit flieBendem Leitungswasser gespult. Nachfolgend
wurden sie einmal mit Aqua dest. gewaschen und fir 50 Minuten in Schiff’schen Reagenz
inkubiert. Um Gberschissige fuchsinschwefelige Saure zu entfernen, wurden die Schnitte 7
Minuten lang unter flieBendem, warmem Leitungswasser gewaschen und wiederum einmal
mit Aqua dest. gespult. Fur die Kernfarbung nach Bohmer wurden die Schnitte 12 Minuten in
Hamatoxylin-Losung getaucht und darauf folgend 3 Minuten unter flielendem, warmem
Leitungswasser gesplt. Zur Erhéhung des Kontrastes wurde gegebenenfalls mit 1 N HCl in
Ethanol differenziert. Zuletzt wurden die Schnitte zur Konservierung durch eine aufsteigende
Ethanolreihe der Konzentrationen 70%, 96% und 100% Ethanol, und abschlieBend 100%
Xylol dehydriert und mit Deckglasern in Eukit eingedeckelt.

Zur Quantifizierung der glomeruldaren Schadigung wurden die PAS-gefarbten Schnitte durch
einen arbitraren PAS Score bewertet. Einbezogen wurde zum einen die Einlagerung PAS
positiven Materials. Diese ist charakterisiert durch die Vermehrung der mesangialen Matrix
durch Zunahme PAS-positiver Kollagene und die glomeruldre Einlagerung von
Proteininfiltraten, welche in der PAS Farbung als Zunahme positiver Areale sichtbar wird.
Aul’erdem wurde die Zellzahl innerhalb der Glomeruli bewertet. Bei einer stérkeren
Schadigung des Glomerulums und steigender Einlagerung PAS positiven Materials kommt es
zu einer Abnahme der Zellzahl, da sich die Podozyten von der glomeruléren Basalmembran
ablésen und tber den Harn ausgeschieden werden.

Fur die Quantifizierung wurden pro Schnitt 30 Glomeruli unter einem Hellfeldmikroskop bei

200-facher VergroRerung bewertet. Dafiir wurde O fiir einen vollig gesunden Glomerulus und
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4 fir einen vollstdndig geschadigten Glomerulus gewahlt. Die Definition der einzelnen

Abstufungen wurde wie folgt festgelegt:

PAS Score Schadigung

vollig gesunder Glomerulus

leichte Einlagerung PAS-positivem Materials

vermehrte Einlagerung PAS-positivem Materials

massive Einlagerung PAS-positivem Materials und mittlerem Zellverlust
massive Einlagerung PAS-positivem Materials mit starkem Zellverlust

A WO, O

Tabelle 3; arbitrarer PAS Score

Die erhobenen Daten wurden mit dem Computerprogramm EXCEL ausgewertet.

Zur Demaskierung des Antigens wurden die deparafinierten und rehydrierten Schnitte
zunachst bei 37 °C fur 15 Minuten mit Proteinase XXIV (5mg/ml) inkubiert. Die enzymatische
Reaktion wurde durch einmaliges Dippen der Schnitte in 100 % Ethanol gestoppt. Es wurde
dreimal fur funf Minuten mit Leitungswasser gewaschen und fur 30 Minuten mit 5 %
Pferdeserum in PBS geblockt. Die Inkubation des Primar-Antikorpers erfolgte fir weitere 30
Minuten. Es wurde dreimal fur funf Minuten mit PBS gewaschen und fir 30 Minuten mit
Streptavidin AP inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS fur finf Minuten,
erfolgte die Farbreaktion mit Neufuchsin. Der alkalischen Phosphatase (AP) wurde dabei die
organische Phosphatverbindungen Neufuchsin als Substrat angeboten.

Zum Stoppen der Farbreaktion wurde der Schnitt fir einige Minuten mit Leitungswasser
gewaschen und die Kerne abschlieBend mit Hamalaun nach Béhmer geférbt. Nach dem
Differenzieren der Kernfarbung in HCI/H,O wurden die Schnitte fir einige Minuten unter
flieBendem Leitungswasser gewaschen und mit Gummisirup eingedeckelt Die

Dokumentation der Antikdperbindung erfolgte fotografisch im Lichtmikroskop.
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Die Immunogoldfarbungen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen  wurden
freundlicherweise von Dr. Jan U. Becker im Institut flr Pathologie des Universitatsklinikums

Hannover nach den dort etablierten Protokollen angefertigt.

7.5 Molekularbiologische Methoden

Die Aufreinigung der mRNA erfolgte mittels NucleoSpin®RNA Il Mini Kit nach Instruktion des
Herstellers. Alle Zentrifugationen wurden dabei bei Raumtemperatur und 11000 x g
durchgefiinrt. Gewebestiicke oder Zellpellets aus differenzierten Podozyten wurden
zunachst in je 350 pl Buffer RA1 + 3,5 pl B-Mercaptoethanol energisch gevortext und auf
eine NucleoSpin® Filter Saule Uberfiihrt. Nach einminiitiger Zentrifugation wurde dem
Durchlauf 350 pl 70 % Ethanol zugegeben, homogenisiert und die Losung auf eine
NucleoSpin®RNA Il Saule pipettiert. Nach 30 sekiindiger Zentrifugation wurde der Durchlauf
verworfen und die nun membrangebundene RNA durch Zugabe von 350 ul MBD Buffer und
anschlieender einminutiger Zentrifugation entsalzt. Der Durchfluf® wurde verworfen. Zur
Entfernung der ebenfalls membrangebundenen, genomischen DNA wurde 95 pl DNase
Reaction Mixture (90 pl DNase Reaction Buffer + 10 pl DNase | Konzentrat) auf die Membran
gegeben und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde mit 200 pl RA2 Buffer,
600 pl RA3 buffer und nochmals mit 250 pl RA3 Buffer gewaschen und abschlieBend mit 50
il RNase freiem Wasser eluiert.

Die Konzentrationsbestimmung der RNA Eluate wurde durch photometrische Messung mit
Hilfe eines Nanodrop™ bei A = 260 nm und A = 280 nm vorgenommen sowie (iber den

Quotienten 260/280 nm deren Reinheit bestimmt.
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200 ng der aufgereinigten RNA wurde mit Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) und
Random Hexamer Primern nach unten stehendem Ansatz fur funf Minuten auf 65 °C erhitzt

und anschlieBend auf Eis gestellt.

Ansatz |

1 ul Random Hexamer Primer (100ng/pl, Invitrogen)
1 ul dNTPs 10 mM (2,5 mM von jedem)
x ul H20 (RNasefrei)

X Ul RNA
10,5 pl

Danach wurde jedem Ansatz 7,5 pl des unten angegebenen Mastermixes hinzugegeben und
fur 50 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurden die Proben fir 15
Minuten bei 70 °C inkubiert und anschleil?end bei 4°C gelagert und im Thermocycler nach
beschriebenem Programm inkubiert.

Mastermix

4,0 ul 5x First Strand Buffer (Invitrogen)

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

1,0 ul M-MLV Reverse Transkriptase (Invitrogen)
0,5 ul RNaseOUT (Invitrogen)

Fur die Detektion von Spire-1 in verschiedenen Gewebe oder Zellen wurden die cDNA
Proben wie unten angegeben angesetzt. Als Positivkontrolle wurde von den Proben dieselbe

PCR ebenfalls gegen den Housekeeper GAPDH durchgefihrt.

PCR Ansatz

1 pl Primer Forward (10 uM)

1 ul Primer Reverse (10 uM)

12,5 pl 2x HotStartTag-DNA-Polymerase-Mix
8,5 ul H,0

2 pl cDNA
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Dieser Ansatz wurde im Thermocycler folgendem PCR Programm unterzogen.

PCR Programm

1. 95 °C, 15 Minuten — Aktivierung der HotStartTag-Polymerase
2. 94 °C, 40 Sekunden — Denaturierung der DNA

3. 60 °C, 40 Sekunden — Annealing der Primer

4. 72 °C, 40 Sekunden — Elongation der DNA

5. 72 °C, 7 Minuten

6. 4°C, 0 — Beenden der Reaktion

Es wurden 30 Zyklen der Reaktionsfolge 2 bis 4 durchgefuhrt. Die amplifizierten Fragmente
wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese detektiert. Die erwarteten AmplikongroRen
betrugen 228 bp fur Spire-1 und 452 bp fir GAPDH.

Die PCR Ansatze wurden mit jeweils 2,5 pl des 10x DNA Beladungspuffer versetzt. Jeweils 14
ul der Spire-1 PCR und 3 pl der GAPDH PCR Proben wurden auf ein 2 %iges Agarosegel
geladen und fir eine Stunde bei 100 Volt in TAE aufgetrennt. Als Gré3enstandard diente ein
PCR Marker. Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die DNA Fragmente unter

einem UV-Transluminator sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert.

gRT-PCR Mix

2,00 pl H,0 steril

1,25 pl Primer Forward (900 nM) Spire-1 FW2
1,25 pl Primer Reverse (900 nM) Spire-1 Rev3
0,25 pl ROX Standard Dye

6,25 pl SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix

Fur die Quantifizierung der Spire-1 Expression in den Spire-1 miRNA Zell- sowie der Kontroll-
Zelllinie wurden jeweils 1,5 pl der zuvor synthetisierten cDNA als Template mit 11 pl des
gRT-PCR Mix in der Reaktion eingesetzt. Als Housekeeper Gen wurde 18S rRNA benutzt, zu

dessen Detektion 1,5 pl einer 1:500 Verdiinnung der cDNA in der PCR eingesetzt wurden. Die
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Reaktionen wurden in einer 96-Well-Platte angesetzt und in einem Real Time Cycler
dokumentiert und ausgewertet. Das verwendetet PCR Programm bestand aus folgenden

Schritten.

gRT-PCR Programm

1. 95°C, 10 Minuten — Aktivierung der JumpStart Tag-Polymerase
2. 95 °C, 15 Sekunden — Denaturierung der DNA

3. 60 °C, 1 Minute — Hybridisierung und Elongation

4. 95 °C, 15 Sekunden — Denaturierung der DNA

5. 60 °C, 1 Minute — Schmelzkurve

6. 95 °C, 15 Sekunden

Amplikon Spire-1 PCR: 116 bp.

Amplikon 18S PCR: 70 bp.

Insgesamt wurden 40 Zyklen der Schritte 2-4 durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte am
Computer unter zu Hilfenahme des Computerprogramms ABI PRISM nach der Delta-Delta-
CT-Methode. Dabei wurde zunéchst der CT-Wert (cycle treshhold) jeder Probe bestimmt. Je
niedriger der CT-Wert war, desto starker war das Gen in dieser Probe exprimiert. Zunéchst
wurden von den ermittelten CT-Werten des untersuchten Gens die zugehérigen 18S CT-
Werte abgezogen. Dabei wurde angenommen, dass 18S rRNA in allen Proben konstant
exprimiert wurde und somit als Normierung fir die eingesetzte cONA Menge herangezogen
werden konnte. AnschlieBend wurde von dem ACT-Wert der Kontrolle der ACT-Wert der
jeweiligen Probe abgezogen. Der erhaltene AACT-Wert gibt an ob das Gen im Vergleich zur
Kontrolle starker oder schwécher exprimiert wurde. Positive AACT-Werte zeigen eine
starkere, negative AACT-Werte eine schwachere Expression im Bezug zur Kontrolle an. Die
relative Expression wurde durch die Formel 2**°™We't herechnet, der die Expression im

Vergleich zur Kontrolle in der Einheit fold Induction (x-fache Induktion) angibt.
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7.6 Zellkultur

Fur die Untersuchungen in Kultur wurde mit murinen Podozyten gearbeitet (ein freundliches
Geschenk von Prof. Dr. Karlhans Endlich) (Mundel P, et al, 1997; Schiwek D, et al., 2004; Jat PS, et al.,
1991). Diese Zellen stammen aus einer konditionell immortalisierten Maus, die eine
thermosensible Variante des SV-40 T-Antigen (tsA58 T-Antigen) exprimiert. Dieses Antigen
steht dabei unter der Kontrolle des H-2K°-Promotors, dessen Aktivitat von y-Interferon
kontrolliert wird. Somit ist es mdglich die Zellen unter zwei unterschiedlich Kondition zu
kultivieren. Bei 33 °C und in Anwesenheit von y-Interferon (permissiven Bedingungen) ist der
H-2K°-Promotor aktiv und die Zellen exprimieren das TsA58 T-Antigen, wodurch die Zellen
im immortalisierten Zustand proliferieren. In Abwesenheit von y-Interferon und 38 °C (non-
permissiven Bedingungen) wachsen die Zellen in Wildtyp Konformation. Ohne y-Interferon
ist der H-2KP-Promotor abgeschaltet und das Antigen wird nicht mehr exprimiert. Der
Temperaturwechsel auf 38 °C bewirkt, dass das verbleibende T-Antigen denaturiert und die
Zellen in Wildtyp Konformation ausdifferenzieren. Um die vollstdndige Entfernung und somit
maximalen Differenzierungsgrad zu gewahrleisten, wurden die Zellen vor jedem Experiment
11 Tage unter non-permissiven Bedingungen ausdifferenziert. Im Gegensatz zu Mundel, et
al., (1997), der einen Temperaturwechsel auf 37 °C fiir seine Zelllinie beschreibt, wurde wie
von Schiwek, et al., (2004) beschrieben, fir 38 °C entschieden, da dies eher der

Korpertemperatur von Mausen (38 — 39 °C) entspricht.

Das Auftauen von Podozyten erfolgte bei 37 °C im Wasserbad fir ein bis zwei Minuten. Die
Zellen wurden vorsichtig resuspendiert unt in eine TC25 Kulturflasche mit 9 ml Medium mit
erhdhter y-Interferon Konzentration dberfihrt (25 U/ml) und bei 33 °C inkubiert. Am
folgenden Tag wurde das Medium mit erhéhter y-Interferon Konzentration gewechselt und

die Zellen nach 3 bis 4 Tagen auf die gewohnte y-Interferon Konzentration gesetzt.
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Die murinen Podozyten wurden je nach bendtigter Menge in TC75 oder TC25 Kulturflaschen
propagiert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 2 — 3 Tage. Unter permissiven Bedingungen
wurden die Zellen bei erreichen von 80 - 85 % Konfluenz passagiert. Unter non-permissiven
Bedingungen wurden die Zellen bis zu Experiment einmal passagiert, wobei daflir Sorge
getragen wurde, dass die Zellen zum Zeitpunkt der Experimente eine Konfluenz zwischen 60
und 80 % hatten, um Ausdifferenzierung und Zell-Zell Kontakte in Form von Primér- und

Fussfortsatzen zu ermdglichen.

Bei Erreichen der kritischen Konfluenz unter permissiven Bedingungen wurden die entweder
zu Ausdifferenzierung oder Weiterkultivierung in das jeweilige Medium umgesetzt. Dazu
wurde die TC75 (TC25) Flasche einmal mit sterilem PBS gespilt, 3 (1) ml Trypsin-EDTA
zugegeben und fur ca. 3 Minuten bei 33 °C inkubiert. Die Abloésung der Podozyten wurde
unter einem Mikroskop begutachtet und der Verdau durch Zugabe von 9(3) ml Medium
gestoppt. AbschlieBend wurde die Zellsuspension je nach Bedarf in 3 bis 5 neue

Kulturflaschen mit jeweiligem Medium aufgeteilt.

Die Podozyten (auf’er den miRNA Zell Linien, auf Grund der Herstellung der Einzelklon
Zelllinien) wurden fur Experimente im Bereich von zehn Passagen benutzt. Danach wurde
eine neue Charge aufgetaut, um Nebeneffekte durch Zellverédnderungen, auf Grund von

Uberpassagierung zu vermeiden.

Podozyten wurden aus einer TC75 Kulturflasche durch Trysinverdau geerentet und durch 10
minutige Zentrifugation bei 90 x g pelletiert. Das Medium wurde abgegossen und die Zellen
in 5 ml Medium plus 10 % (v/v) DMSO resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in 5
Kryordhrchen aufgeteilt, und fir 24 Stunden bei -80 °C in einem mit Isopropanol gefullten
Gefriercontainer inkubiert. Zuletzt wurden die Kryordhrchen fiir die Langzeitlagerung in

flissigen Stickstoff Gberfihrt.
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Um das Bindungsmuster des AP- sowie des Kon-Serums an die Podozyten in Zellkultur
darzustellen, wurden differenzierte Zellen in einer 12 Well Kulturplatte einmal mit sterilem
PBS gewaschen und das APN Modell induziert. Die Zellen wurden fur 10 Minuten mit
Formalin fixiert, dreimal fur funf Minuten mit PBS unter Schitteln auf dem Wipptisch

gewaschen und fir 30 Minuten mit 5 % Pferdeserum geblockt.

Nach erneutem dreimaligem Waschen fur 5 Minuten wurden die Zellen fir 30 Minuten mit
Biotin gekoppelten Anti-Schaf Antikdrper (1:200 in PBS) inkubiert. Nachfolgend wurde nach
erneutem dreimaligem, finfminlitigem Waschen mit PBS, fur 30 Minuten mit Fluorescin
gekoppelten Avidin (1:100 in PBS) inkubiert und wiederum dreimal fur finf Minuten mit PBS

gewaschen.

Alle Waschungen und Inkubationen nach Bindung des Fluoreszenz gelabelten Antikorpers
fanden im Dunkeln statt. Abschlieend wurden die Zellen in Fluoromount mit DAPI
eingedeckelt und das Bindungsmuster der Seren auf den Podozyten mittels

Fluoreszenzmikroskopie bei 200-facher Vergré3erung detektiert.

Dafiir wurde der Live/Dead® CellVitality Assay der Firma Invitrogen gewahlt. Dazu wurden in
TC25 Kulturflaschen differenzierte Podozyten kultiviert und das APN-Modell induziert. Als
Kontrolle dienten Podozyten die in normalem Podozyten-Medium fiir non-permissive
Bedingungen kultiviert wurden. Nach der Induktion des Schadens wurden zun&chst die
Uberstande in ein 15 ml Falcon Tube (berfiihrt. Die schon abgelésten Zellen mussten in der
Analyse inbegriffen sein, um eine Aussage Uber die Schadigung aller Zellen treffen zu
konnen. Die Zellen wurden vorsichtig mit ca. 2 ml PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin
abgeltst. Die Verdauung wurde mit 4 ml Podozyten-Medium gestoppt, die Zellen mit ihren
zuvor abgenommenen Uberstinden vereinigt und fir finf Minuten bei 1200 g
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellpellets wurden in je 100 pl
SYTOX-L6sung (1 uM in PBS) resuspendiert und fir 15 Minuten im Brutschrank bei 38 °C und

5 % CO; inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Proben im Durchflusszytometer durch
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Fluoreszenzmessung von 10000 Zellen pro Probe analysiert. Die Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffes erfolgte bei 488 nm wogegen die Emission bei 530 nm gemessen

wurde.

Die Zellen wurden nach der Fixierung mit 4 % Formalin dreimal fur finf Minuten auf der
Wippe gewaschen, mit 5 % Pferdeserum in PBS fiir 30 Minuten geblockt und erneut fur funf
Minuten mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit dem Primé&r-Antikdrper gegen Tubulin
(1:100 in PBS) erfolgte Uber Nacht bei 4 °C.

Am nachsten Tag wurde dreimal fur funf Minuten auf der Wippe mit PBS gewaschen und ftr
eine Stunde mit Biotin gekoppeltem Anti-Maus-Antikorper (1:100 in PBS) inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS fir funf Minuten wurden die Zellen fur eine halbe Stunde im
Dunkeln mit Fluorescin gekoppeltem Avidin D (1:100) inkubiert. Ab hier fanden alle weiteren
Schritte in Dunkeln statt. Die Zellen wurden dreimal fur finf Minuten mit PBS gewaschen, fiir
15 Minuten mit Alexa Phalloidin (1:60 in PBS) inkubiert und wie zuvor dreimal gewaschen.
Zum Abschlu wurden die Zellen in Fluoromout mit DAPI eingedeckelt und die Farbungen

mittels Fluoroszenzmikroskopie in 200 und 400-facher VergroRerung dokumentiert.

7.7 Generierung und Analyse von Spire-1 miRNA Zelllinien

Die Sequenzen fur die Single-Stranded DNA Oligos wurden von dem RNAi Designer von
Invitrogen erstellt. Dazu wurde dem Programm die Gensequenz fir das murine Spire-1 aus
der Online Bibliothek Pubmed mit der Nummer NM_194355; ¢i:116686104 angeben. Das
Programm errechnete durch einen urheberrechtlich geschitzten Algorithmus vier
verschiedene Oligos (jeweils einen top und einen bottom strand)der Nummern Mmi 568416,
Mmi 568417, Mmi 568418, Mmi 568419, die jeweils eine putativ funtionierende miRNA
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Sequenz fur dieses Gen darstellten. Der Einfachheit halber werden die Sequenzen im

Folgenden durch die letzten beiden Ziffern, also 16, 17, 18 und 19 bezeichnet.

Fur die Klonierung des miRNA Vektors mufiten die die top und bottom strands zunéchst
hybridisiert werden. Dadurch entsteht ein doppelstrangiges DNA mit TGCT 5~ Uberhang am
top und CCTG 5 Uberhang am bottom strand iiber den die Oligos in das linearisierte
Zielplasmid einkloniert werden konnten. Fir jede Sequenz wurde folgender Ansatz fir 4

Minuten bei 95 °C inkubiert und fur zehn Minuten auf Raumtemperatur heruntergekihilt.

Hybridisierung

5ul  top strand oligo (200 uM)
5ul  bottom strand oligo (200 uM)
2yl 10X Oligo Annealing Buffer

8 ul  DNase/RNase freies Wasser

Der Reaktionsansatz wurde fir 5 Minuten herunterzentrifugiert und 1:5000 (durch 1:100
Verdinnung in RNase freiem Wasser und 1:50 Verdiinnung in Oligo Annealing Buffer) in eine
Endkonzentration von 1nM verdinnt. Die doppelstrangigen DNA Oligos (ds oligo) wurden
durch folgenden Ligationsansatz in den linearisierten Vektor pcDNA™6.2-GW/+ EmGFP-miR

kloniert.

Ligation

4yl 5X Ligation Buffer

2yl pcDNA™6.2-GW/+ EmGFP-mIR (5 ng/ul), linearized
4 ul  dsoligo (10 nM; 1:5,000 dilution)

9ul  DNase/RNase-freies Wasser

1l T4 DNA Ligase (1 U/ul)

Der Ansatz wurde gut geschittelt, und fir die Ligation finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Damit war die Klonierung der miRNA Vektoren beendet. Der miRNA kodierende

Bereich ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Im Folgenden wurden Transform One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli Bakterien
mit den erhaltenen miRNA Vektoren transformiert. Die Transformation erfolgte nach der
Hitzschock Methode. Als Negativkontrolle wurden ebenfalls Bakterien mit einem im Kit
enthaltenen Negativkontroll Vektor (Ko) transformiert. Die von ihm exprimierte miRNA
Sequenz kodiert laut Hersteller fur kein in Vertebraten bekanntes Gen und kann somit als
Negativkontrolle herangezogen werden. Es wurden jeweils 2 pl der Ligationsansatze und der
Negativkontrolle in ein GefaR mit Bakterien gegeben und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Der Hitzeschock wurde fiir 30 Sekunden bei 42 °C durchgefuhrt und die Ansatze im Anschluf3
sofort auf Eis gekiihlt. Den Ansadtzen wurde 250 pl warmes SOC-Medium hinzugegeben und
fur eine Stunde bei 37 °C unter leichtem Schitteln inkubiert. Zum Abschlul? wurden jeweils
10 pl und 100 pl des Transformationansatzes fiir jede Sequenz auf eine Agarplatte mit 50
ug/ml Spectinomycin als Selektionsantibiotikum ausplattiert und (ber Nacht bei 37 °C

inkubiert.
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EmGFP coding sequence
: EmGFP forward sequencing primer site
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CTTCGTGGCC GTCGATCGTT TAAAGGGAGG TAGTGAGTCG ACCAGTGGAT

GRAGCACCGG CAGCTAGCAA ATTTCCCTCC ATCACTCAGC TGGTCACCTA

1433 GCTAAGCA

CGATTCGT

5 miR flanking region 3" miR flanking region
[

]
TGCTGAAGGC TGTApe[ehdel =R 127N N ACACAAGG CCTGTTACTA
ACGACTTCCG ACATACGA[SEEYL] ch MM GTGTTCC GGACAATGAT

GGAACAAATG GCCCAGATCT
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1541 GAGATATCTA GACCCAGCTT

CTCTATAGAT CTGGGTCGAA

GCACTCACAT
CGTGAGTGTA

GGCCGCACTC
CCGGCGTGAG

miRNA reverse

attB2 sequencing primer site
[

start TK polyadenylation signal

\
TGATGGGGGA GGCTAACTGA
ACTACCCCCT CCGATTGACT

1
TCTTGTACAA AGTGGTTGAT CTAGAGGGCC
AGAACATGTT TCACCAACTA GATCTCCCGG

1601 CGCGGTTCGC

GCGCCAAGCG

Abbildung 6: Multiple Cloning Site und Recombination Region des pcDNA™6.2-GW/+ EmGFP-miR Vektors

Fur die Analyse der transformierten Bakterien wurden fir jede Sequenz jeweils funf
resistente Kolonien (bezeichnet mit Sequenz.Nummer; z.B. 17.1 bis 17.5) von der Agarplatte
gepickt und tber Nacht bei 37 °C in 5 ml LB Medium mit 50 pl/ml Spectinimycin inkubiert.

Die Inkubation verlief unter Schiitteln tGber Nacht bei 37 °C.
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7.7.3.1 Plasmidaufreiniqung in kleinem Maf3stab (Miniprep)

Am folgenden Tag wurde die Plasmid DNA der transformierten Bakterien per QIAprep Spin
Mini Kit aufgereinigt. Dazu wurden die Bakterien bei 6800 x g flr drei Minuten pelletiert. Die
Pellets wurden in 250 ul Puffer P1 resuspendiert. AnschlieBend wurde 250 ul Puffer P2
hinzugegeben und vorsichtig durch funfmaliges Invertieren gemischt. Es wurden jeweils 350
ul Puffer P3 hinzugegeben und sofort durch fiinfmaliges Invertieren gemischt. Die Ansétze
wurden fiir 10 Minuten bei 16000 x g zentrifugiert und die Uberstinde in eine QlAprep spin
Séule Gberfuhrt. Es wurde flir eine Minute bei 16000 x g zentrifugiert und dreimal mit 500 pl
Puffer PB gewaschen. Die Zentrifugationen zwischen den Waschungen erfolgten mit 16000 x
g fir 1 Minute. Es wurden 750 pl Puffer PE hinzugegeben, fiir eine Minute bei 16000 x g
zentrifugiert, die Uberstande abgenommen und die Ansétze nochmals fiir eine Minute bei
16000 x g zentrifugiert. AbschlieBend wurde die DNA mit 40 ul sterilem Wasser durch
einmindtige Inkubation mit nachfolgender einminutiger Zentrifugation von der Saule eluiert.
Die Konzentrationen und Reinheit der aufgereinigten Plasmid DNA wurde per Nanodrop™

bestimmt.

7.7.3.2 Sequenzierung

Jeweils drei Ansatze der aufgereinigten Plasmide wurden fir jede Sequenz durch folgende

Sequenzierungs-PCR analysiert.

Sequenzierungs-PCR

Xul DNA Ansatz (300 ng)

0,25 ul miRNA EmGFP Forward Sequencing Primer (100 ng/pl)
0,25 ul miRNA Reverse Sequencing Primer (100 ng/ul)

3ul Big Dye

8 ul Puffer

Xul Wasser

20 ul Endvolumen

Die auf die PCR folgende Sequenzierung wurde durch die Sequenzier Einrichtung des

Universitatskrankenhauses Hamburg Eppendorf durchgefihrt.

Fur jede miRNA Sequenz sowie die Negativkontrolle wurde ein Bakterienklon mit

verifiziertem Expressionsvektor ausgewahlt (16.3, 17.1, 18.2, 19.2, Kon). Mit den Klonen
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wurden 100 ml LB Medium mit 50 pl/ml Spectinomycin angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Die Plasmid DNA wurde per PureLink” HiPure Plasmid Midiprep Kit der Firma

Invitrogen aufgereinigt

7.7.3.3 Plasmidaufreiniqung in mittlerem MaRstab (Midiprep)

Dazu wurden die Bakterien durch zehnmindtige Zentrifugation bei 4000 x g pelletiert. Die
Pellets wurden in 4 ml Resuspendierungspuffer P1 (plus RNase A) resuspendiert, 4 ml
Lysepuffer L7 hinzugegeben, durch leichtes Schwenken gemischt und fiir finf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es wurden 4 ml Prazipitationspuffer N3 zugegeben, sofort durch
vorsichtiges Invertieren gemischt und fur zehn Minuten bei 12000 x g zentrifugiert. Die
Uberstande wurden auf eine zuvor mit 10 ml Aquilibrierungspuffer EQ1 &quilibrierte
PureLink™ HiPure Midi Sdule gegeben und durchlaufen gelassen. Anschliefend wurde
zweimal mit 10 ml Waschpuffer W8 gewaschen. Eluiert wurde in ein 15 ml R6hrchen mit 5
ml Elutionspuffer E4. Zu jedem Ansatz wurden 3,5 ml Isopropanol gegeben, sorgféltig
gemischt und bei 15000 x g bei 4 °C fiir 30 Minuten zentrifugiert. Die Uberstinde wurden
vorsichtig abgegossen, die Pellets in 5 ml 70 %igem Ethanol aufgenommen und wie zuvor
zentrifugiert. AbschlieRend wurden die Uberstidnde vorsichtig abgegossen, die Pellets fiir
zehn Minuten an der Luft getrocknet und in 200 pl sterilem H,O aufgenommen. Die
Konzentrationen und Reinheit der aufgereinigten Plasmid DNA wurde ebenfalls per

Nanodrop™ bestimmt. Die erhaltenen Plasmide sind in der folgenden Abbildung dargestellt.
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r 3= ; miRNA Sequenz =

5'miR flanking miR-neg 3’ miR flanking

region control region

pcDNA"6.2-GW/
EmGFP-miR-neg

pcDNA"6.2-GW/
EmGFP-miR

5699 bp

control plasmid
5759 bp

pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR-neg
control plasmid
5759 nucleotides

Comments for:
Comments for pcONA™ 6.2-GW/EmGFP-mIR
5699 nucleotides

CMV promoter 1 - 588
CMV promoter: bases 1-588 alB1 site 680 - 704
allB1 site: bases 680 - 704 EmGFP: 713 - 1432
EmGFP: bases 713-1432 EmGFP forward sequencing primer site 1409 - 1428
EmGFP forward sequencing primer site: bases 1409-1428 5" miR flanking region 1492 - 1518
5' miR flanking region: bases 1492-1518 miR-neg control 1519 - 1578
5' overhang (C): bases 1515-1518 3’ miR flanking region: 1579 - 1623
5'overhang: bases 1519-1522 attB2 site (c) 1652 - 1676
3' miR flanking region: bases 1519-1563 miRNA reverse sequencing primer site (c) 1667 - 1686
altB2 site (C): bases 1592-1618 TK polyadenylation signal 1705 - 1876
miRNA reverse sequencing primer site (C): bases 1607-1626 11 origin 2088 - 2516
TK polyadenylation signal: bases 1645-1916 SV40 early promoter and origin 2543 - 2851
f1 origin: bases 2028-2456 EM7 promoter 2906 - 2972
SV40 early promoter and origin: bases 2483-2791 Blasticidin resistance gene 2973 - 3371
EM7 promoter: bases 2846-2912 SV40 polyadenylation signal 3529 - 3659
Blasticidin resistance gene: bases 2913-3311 puUC origin (c) 3797 - 4470
SV40 polyadenylation signal: bases 3469-3599 Spectinomycin resistance gene (c) 4540 - 5550

pUC origin (C): bases 3737-4410
Spectinomycin resistance gene (C): bases 4480-5490
Spectinomycin promoter (C): bases 5491-5624

Abbildung 7: Karte und Funktionen der miRNA Expressionsvektoren und des Negativkontrollvektors

Fur die Generierung einer stabilen Spire-1 miRNA Einzelklon Zelllinie wurden Podozyten mit
Hilfe eines Nucleofectors® transfiziert. Benutzt wurde das Cell Line Nucleofector® Kit V fiir
adharente Zellen. Zunachst wurden 1,5 Mio Podocyten pro Ansatz durch Trypsinieren aus
TC75 Kulturflaschen geerntet und bei 90 x g fir 10 Minuten pelletiert. Es wurde darauf
geachtet, dass die geernteten Zellen eine Konfluenz von 70 bis 85 % hatten Die Zellpellets
wurden in 100 pl Nucleofector® Solution resuspendiert, mit 2 ug der jweiligen Plasmid DNA
gemischt und in eine Transfektionskuvette uberfuhrt. Die Transfektion erfolgte mit dem
Transfektionsprogramm T30, Es wurden 500 upl vorgewarmtes Zellkulturmedium fir
permissive Bedingungen mit 10 pg/ml Blasticidin hinzugegeben und in 6 Well Plates in

selbigem Medium ausplattiert.

64



Methoden

Zur Herstellung einer stabilen miRNA exprimierenden Massenkultur wurden die
transfizierten Zellen drei Wochen lang unter Selektion mit 10 pg/ml Blasticidin kultiviert. Das
Medium wurde dabei alle drei Tage ersetzt. Die Selektion wurde unter optischer Kontrolle im

Fluoreszenzmikroskop tberwacht.

Nach Erreichen einer ausreichenden Zellzahl mit griiner Fluoreszenz wurden fur alle vier
miRNA Massenkulturen sowie fur die Negativkontrolle Einzelklon Zelllinien durch Limited
Dilution herangeziichtet. Da Podozyten in Zellkultur sehr anféllig sind und ohne Kontakt zu
anderen Podozyten sehr schlecht wachsen, wurden statistisch gesehen funf Zellen pro Loch
in 96 Well Plates ausplattiert. Uber 14 Tage wurden bei den Zellen das Selektionsmedium
alle 3 bis 4 Tage gewechselt. AnschlieBend wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop die
Locher mit nur einer grun fluoreszierenden Kolonie ausgewahlt und diese bis Erreichen einer
Zellmenge, ausreichend fur eine TC75 Flasche, kultiviert. Die EmGFP Expression wurde

mittels Fotografie bei 200-facher Vergréfierung dokumentiert.

Sterile Flexiperm Zellkulturkammern wurden auf Objekttrager aufgebracht. Diese bestanden
zum Vergleich mit friiheren Versuchen ebenso wie die 12 Well Kulturplatten aus Polystyrol.
Anschlieend wurden die differenzierten Zellen in diesen Kulturkammern kultiviert und das
APN-Modell induziert. Die Podozyten wurden 10 Minuten lang mit 4 % Formalin fixiert,
dreimal mit PBS fur finf Minuten auf der Wippe gewaschen und fir 30 Minuten mit 5 %
Pferdeserum geblockt. Die Inkubation des Primérantikdrpers gegen Spire-1 fand bei 4 °C
uber Nacht statt. Es wurde dreimal fir finf Minuten auf der Wippe gewaschen und mit dem
biotinylierten Sekundarantikorper gegen Kaninchen fiir eine Stunde inkubiert. Nach
erneutem dreimaligem Waschen mit PBS fir finf Minuten auf der Wippe wurden die Zellen
flr eine halbe Stunde im Dunkeln mit AMCA Avidin D inkubiert. Ab hier wurden alle weiteren

Schritte im Dunkeln durchgefuhrt. Nach abschlieRendem dreimaligem Waschen mit PBS fur
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finf Minuten auf der Wippe wurden die Objekttrager mit Fluoromount G eingedeckelt. Die

Auswertung der Farbung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop bei 200-facher VergréfRerung.

7.8 Statistik

Alle statistischen Daten wurden als Mittelwert £+ SEM angegeben. Die Signifikant wurde

mittels zweiseitigem Student’schem T-Test ermittelt.

Der Wahrscheinlichkeit des Fehlers erster Art wurde mit o = 0,05 angenommen, als

Signifikanzniveau wurde dementsprechend ein p = 0,05 festgelegt.
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8 Ergebnisse

8.1 APN Seren

Fur den direkten Vergleich von Kon- und dem AP-Serum auf gravierende Unterschiede in der
Proteinzusammensetzung wurde eine Silbernitrat-Farbung durchgefuhrt (Abbildung 8).
Zusatzlich sollte Uberpruft werden inwieweit das Aufkonzentrieren der Seren die
Proteinqualitat beeinflusst. Aufgetragen wurde Kon- und AP-Serum jeweils in aufgereinigter

und zweifach aufkonzentrierter Form.

W v
[kDA] = =
191 — ‘

97 —

< Albumin
L 1gG schwere Kette

< 1gG leichte Kette

Abbildung 8: Vergleich der Schafseren.

Dargestellt ist die Silberfarbung eines SDS-PAGE von Kon und AP-Serum. Es sind keine groRen Unterschiede im
Bandenmuster zwischen dem Kontroll- und dem AP-Serum zu erkennen. Aufgetragen wurden jeweils 5 pg
Protein von Kon und AP-Serum Lysaten 1-fach und 2-fach aufkonzentriert. Das Aufkonzentrieren hat die Seren
nicht verandert. In beiden Seren sind prominente Banden bei ca. 60, 50 und 22 kDa zu sehen, welche Albumin,
die schwere und leichte IgG Kette darstellen.
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Die Bandenmuster in allen Spuren sind sowohl qualitativ als auch quantiativ vergleichbar.
Beide Seren weisen darlber hinaus keine Degradation durch die Aufkonzentrierung auf. Fur

die weiteren Experimente wurde daher die aufkonzentrierte Form genutzt.

Werden Protein-Lysate ausdifferenzierter Podozyten mit AP- und Kon-Serum im Immuno-
Blot behandelt, so zeigt das polyklonale AP-Serum detektierbare Antigene verschiedener
Molekulargewichte im Bereich von 20 bis 300 kDa in variabler Intensitat (Abbildung 9).
Auffallend sind vier besonders prominente Banden der GroRen 205, 230, 45 und 48 kDa.

Dieser Befund unterstreicht die Tauglichkeit des AP-Serums.

Kon AP
P T iR JlePZ Lysat
[kDA] [kDA]
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Abbildung 9: Bindungsmuster beider Schafseren auf Podozyten-Lysat.

Die Abbildung zeigt einen Immuno-Blot von Lysat aus differenzierten Podozyten gegen Kon und AP-Serum bei
identischer Belichtung. Im Kon-Serum sind keine Antigene zu detektieren, wogegen das AP-Serum zahlreiche
Antigene unterschiedlicher GroR3e detektiert.
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8.2 APN in der Maus

Der Verlauf vieler immunvermittelter Glomerulopathien beinhaltet zwei Phasen. In der
heterologen Phase lagern sich artfremde Antikdrper an. Darauf folgt wie beispielsweise in
der Heymann Nephritis der Ratte, eine autologe Phase (Heymann, et al., 1959; Couser WG, 2005;
Salant DJ, Darby C und Couser WG; 1980). In dieser binden korpereigene Antikdrper an den
priméaren Antikérper und bilden so Immunkomplexe. Auch bei verschiedenen humanen
Glomerulonephritiden, z.B. der membrantsen Glomerulonephritis kénnen solche

Immunkomplexe nachgewiesen werden.

Zur Darstellung der initialen renalen Bindung der, im AP-Serum enthaltenen, Antikorper,
wurden immunhistochemische Farbungen gegen Schaf IgG auf Paraffinschnitten von
Mausnieren drei Stunden und Tag 1 nach Seruminjektion hergestellt (Abbildung 10).

In AP-Tieren stellt sich das Antikérperbindungsmuster nach drei Stunden und einem Tag
ausschlieBlich in Glomeruli dar. Das Interstitium und die Tubuli im Cortex weisen keinerlei
Ablagerung von Schaf IgG auf. Im Glomerulum selbst ist ein lineares Ablagerungsmuster von
Schaf 1gG entlang der GBM erkennbar. Das Mesangium und die Zellkdrper der Podozyten
weisen eine eher schwache Farbung auf.

Im Vergleich dazu ist in den Kon-Tieren nach drei Stunden und einem Tag ebenfalls keinerlei
Farbung im Interstitium und in den Tubuli zu sehen. In den Glomeruli ist nur eine schwache

diffuse Farbung zu erkennen.
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3h

Tag 1

Abbildung 10: Bindung von Schaf-IgG in Glomeruli zu verschiedenen Zeitpunkten.

Dargestellt sind immunhistochemische Férbungen von Schaf-lgG in Paraffinschnitten von Mausnieren zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in 400-facher VergroRerung. Den Mdusen wurde jeweils 300 pl Serum
intravends injiziert. In den Kon-Mausen ist nach drei Stunden eine sehr schwache, am Tag 1 nach Applikation

keine Farbung zu sehen. In den AP-Madusen ist sowohl nach drei Stunden als auch an Tag 1 ein lineares
Ablagerungsmuster entlang der glomeruldren Basalmembran zu erkennen.
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Fur die Darstellung der initialen Bindung auf zellularer Ebene wurde eine Immunogold-
Farbung von Kon- und AP-Tieren gegen Schaf IgG an Tag 1 durchgefuihrt. Das polyklonale AP-
Serum sollte primar gegen Podozyten gerichtet sein. Das Hauptaugenmerk in dieser Arbeit
liegt auf dem Umbau der Podozyten nach Schadigung. Deshalb wurde die Betrachtung
vornehmlich auf die Struktur der Filtrationsbarriere gerichtet.

In Abbildung 11 ist das Bindungsmuster des AP-Serums vornehmlich im Bereich der GBM in
Form kleiner, schwarz erscheinender Goldpartikeln zu erkennen. Schaf Antikorper finden
sich gleichsam in allen Schichten der Basalmembran. Das AP-Serum bindet aber nicht nur die
Basalmembran. Zusatzlich sind Antikérperbindungen subepithelial sowie an Fuldfortsatzen
von Podozyten zu erkennen (Peile).

In Kon-Tieren hingegen kdnnen Antikorper glomerulér nachgewiesen werden. Sie verteilen
sich jedoch eher im gesamten Glomerulum. Trotz einiger Ablagerungen an Podozyten und
der GBM ist die Menge des gebundenen Schaf IgG weitaus geringer und diffuser verteilt.
Morphologisch sind die Filtrationsbarrieren sowohl bei AP- als auch bei Kon-Tiere zu diesem
Zeitpunkt vOllig unaufallig. Weiterhin sind keinerlei Veranderungen im Bereich des

Endothels, der GBM oder der podozytaren FuRfortsatze nachzuweisen.
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Abbildung 11: Immunogold-Farbung von Schaf 1gG im Glomerulum an Tag 1.

Dargestellt sind die Immunogold-Férbungen eines Kon- und eines AP-Tieres vor Einsetzen der Proteinurie. Im
Kon-Tier (OriginalvergréfRerung 6300x) ist eine diffuse Ablagerung des Schaf IgG im Glomerulum zu sehen. Die
Ablagerung im AP-Tier (OriginalvergroBerung 12500x) findet Uberwiegend in der GBM, aber auch an den
Podozyten (Pfeil) statt. (Farbung hergestellt von Dr. Jan Becker, Hannover)
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Um die Bindung von Maus IgG in der autologen Phase an das Schaf IgG darzustellen, wurde
eine immunhistochemische Farbung am Tag 7 nach Applikation der Seren auf
Paraffinschnitten von Mausnieren durchgefiihrt (Abbildung 12).

In den AP-Tieren fand eine starke Ablagerung von Maus IgG im Glomerulum statt. Die Tubuli
und das Interstitium sind frei von Maus IgG. Im Gegensatz zur Schaf IgG Bindung lagert sich
das Maus IgG breiter ab, was auf eine Verdickung der GBM schliel3en lasst. Weiterhin sind im
Glomerulum Areale zu sehen, in denen eine eher diffuse Bindung von Maus IgG zu erkennen
ist (Pfeil). In diesen Arealen ist keine intakte GBM Struktur mehr zu erkennen, was auf eine
mogliche Zerstérung der GBM in diesen Bereichen hindeutet. Wie erwartet sind auf Grund
des, in den Kon-Tieren, glomeruldar kaum vorhandenen Schaf IgGs keine Maus IgG

Ablagerungen in den Glomeruli gesunder Kontrolltieren zu erkennen.

Abbildung 12: Bindung von Maus-IgG.

Dargestellt sind immunhistochemische Farbungen von Maus-lgG in Parrafinschnitten von Mausnieren an Tag 9
in 400-facher VergdRerung. Den Mausen wurde jeweils 300 pl Serum intravends injiziert. In den Kon-Mé&usen
ist nach Applikation nahezu keine Ablagerung von Maus IgG zu sehen. In den AP-Mdusen ist ein lineares
Ablagerungsmuster entlang der glomeruldren Basalmembran zu erkennen. Weiterhin finden sich Areale an
denen das Ablagerungsmuster diffus verteilt ist (Pfeil).
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8.2.4.1 Nierenfunktion

Um die Nierenfunktion der Tiere mit APN und der Kontrollen zu quantifizieren, wurde die

Albumin/Kreatinin Ratio bestimmt. Die Ausscheidung von Kreatinin erfolgt relativ konstant
und grofltenteils glomerulér. Daher wird dieser Parameter zur Einbeziehung der Urinmenge
und somit der Normierung der Albuminausscheidung herangezogen. In Abbildung 13 sind die
Daten aus funf unabh&ngigen Experimenten (n = 5 Willdtyp Tiere, n = 8 Kon-Tiere und n = 26

AP-Tiere) dargestellt.
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Abbildung 13: Nierenfunktion.
Dargestellt ist der Albumin/Kreatinin Quotient von Tieren an Tag 7 bis 10. Das Diagramm beinhaltet Daten aus
funf unabhéngigen Mausstaffeln mit n = 13 Kon-Tieren und n = 26 AP-Tieren.

Zwischen Tieren mit und ohne Kon-Serumgabe ist kein Unterschied zu verzeichnen. Deshalb
wurden sie zu einer Gruppe zusammengefalit. In der Darstellung wird diese als ,Kon*
bezeichnet. Die Urine wurden zwischen Tag 7 und 10 nach Induktion der APN gesammelt. In
dieser Zeitspanne ist in den meisten AP-Tieren eine starke Proteinurie vorhanden und sie
befinden sich in der autologen Phase der Erkrankung. Der Mittelwert der Albumin/Kreatinin
Ratio der Kon-Gruppe lag bei 0,57 £ 0,16. Ein Anhaltspunkt fur eine Nierenschadigung in der

Kon-Gruppe war dementsprechend nicht gegeben. In der AP-Gruppe ergab sich ein
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Mittelwert der Albumin/Kreatinin Ratio von 113,51 + 21,44. In diesen Tieren lag somit eine
schwere Albuminurie vor. Der Anstieg der Albuminausscheidung ist statistsch nicht
signifikant (p = 0.059). Grund hierfir ist die Hetreogenitat des APN-Modells, durch die sechs

der betrachteten AP-Tiere erst spater eine Proteinurie entwickelten.

8.2.4.2 Proteinurieverlauf

Der Proteinurieverlauf in der APN wurde durch eine Coomassie-Farbung einer SDS-PAGE von
Urinproben dargestellt. Dazu wurden Urine zum Zeitpunkt Tag 0, 2, 5, 8 und 14 von AP- und
Kon-Tieren gesammelt und der Proteinurieverlauf von reprasentativen Tieren in der

Coomassie- Farbung dargestellt (Abbildung 14).

Tag 02 5 814M MO 2 5 8 14

Abbildung 14: Proteinurieverlauf im APN Modell.

Dargestellt ist ein Coomassie-Blue gefarbtes SDS-PAGE von Mausurin. Bei Applikation von 300 pl Kon-Serum
kommt es im Verlauf von 2 Wochen zu keiner erh6hten Proteinausscheidung. Die Gabe von 300 ul AP-Serum
fuhrt innerhalb dieser Zeit zu einer starken Proteinurie mit progressivem Beginn ab Tag 5. Bei dem
ausgeschiedenen Protein handelt es sich hauptséchlich um Albumin, welches durch die Bande bei 62 kDa
reprasentiert wird.

Bei den AP-Tieren kommt es zu einer progressiven Proteinurie ab Tag funf nach Induktion
der APN. Bei dem hauptséachlich, mit dem Molekulargewicht von ca. 62 kDa ausgeschiedenen

Protein handelt es sich hdchstwahrscheinlich um Albumin. Die Verlagerung der
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Albuminbande hin zu kleineren Molekulargewichten l&sst sich durch die zunehmende

Uberladung des Gels erklaren.

In den Kon-Tieren kommt es im Verlauf von 14 Tagen zu keiner vermehrten
Proteinausscheidung.

Abbildung 15 zeigt PAS-gefarbte renale Schnitte neun Tage nach Induktion der AP Nephritis.
Bei der PAS-Farbung handelt es sich um eine histochemische Standardfarbung zur Detektion
morphologischer Veréanderungen. Angefarbt werden Muko- und Glykoproteine, Glykogen,
Cellulose, neutrale Mukopolysaccharide sowie Glykolipide. Diese Substanzen sind

beispielsweise in Basalmembranen, Bindegewebe, Zellwanden (Glykokalix) und in neutralen

Schleimen vorhanden.

Abbildung 15: Schadigung des Glomerulus in der APN.
Dargestellt sind reprasentative lichtmikroskopische Aufnahmen einer PAS-Farbung in 400-facher VergréRerung
aus einer Kon- und einer AP-Maus an Tag 9. Bei Kon-Tieren sind keine gréBeren PAS positiven Areale im

Glomerulum zu sehen. In AP-Tieren sind starke Einlagerungen von PAS positivem Material (Pfeilspitze) sowie
Zellverlust (Pfeil) im Glomerulum zu erkennen.
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Besonderes Augenmerk wurde auf PAS positive Einlagerungen innerhalb der Glomeruli
gelegt. Diese waren in Kon-Tieren kaum und, falls vorhanden, ausschlieBlich fokal und
extrem schwach vorhanden. Dies entspricht dem gesunden Normalzustand, da auch in
unbehandelten Wildtyp Mausen einzelne Minimallasionen in einzelnen Glomeruli
vorkommen. Die Beurteilung des Tubulussystems und des Interstitiums war ebenfalls
unaufféllig. Es wurden weder Préazipitate im Tubuluslumen noch Hyper- oder Atrophien des
Tubulusepithels gefunden. Auch das Interstitium wies keine Veréanderung wie beispielsweise
Verbreiterungen auf.

In AP-Tieren hingegen waren starke glomeruldre Schadigungen in Form von
intraglomeruldren Ansammlungen PAS-positiven Materials zu finden (Keil). Charaktistisch
daflr ist die Verbreiterung der mesangialen Matrix unter Ansammlung PAS positiver
Kollagene und Proteoglykane. Ebenso kann es durch die Schadigung der Filtrationsbarriere
zur Ablagerung von PAS positiven Proteinen aus zerstorten Zellen kommen.

In stark geschadigten Glomeruli kam es zudem zu einem Verlust an Zellen innerhalb des
Glomerulums (Pfeil). Die glomeruldren Veradnderungen erschienen fokal aber weniger
segmental. Halbmonde wie in der Focal Segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) wurden
nicht beobachtet. In Bereichen stark geschadigter Glomeruli kam es zudem zu stark
dilatierten Tubuli mit PAS positiven, intralumindren Einlagerungen sowie intrazelluléren
Proteinprazipitaten in Epithelzellen des Tubulus. Das in der Abbildung gezeigte

reprasentative Glomerulum des AP-Tieres wurde im PAS Score mit 2 bewertet.

Zur Quantifizierung der glomerularen Schadigung wurden Tiere aus drei unabhangigen
Mausstaffeln mit einem arbitraren PAS Score bewertet (Abbildung 16). Betrachtet wurde wie
in obiger Farbung der Tag 9 und 10. Die folgende graphische Darstellung des Scores
beinhaltet eine APN Gruppe, die aus n =9 AP-Tieren und eine Kontrollgruppe, die aus n = 6
Kontrolltieren besteht. Die Kontrollgruppe setzt sich aus n = 2 Wildtyp und n = 4 Kon-Tieren

zusammen.
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Abbildung 16: Quantifizierung glomerulérer Schaden in der APN.

Dargestellt ist der arbitrarer PAS-Score von Kontrolltieren (n = 6 Kon-Tiere) gegen AP-Tiere (n =9) an Tag 9 und
10. Die Datensatze wurden aus drei unabhéangigen Mausstaffeln generiert. Im Vergleich zur Kontrolle kam es zu
einem signifikanten (*) Anstieg (p < 0.01) der glomeruléren Schadigung durch das AP-Serum.

Der fir die AP-Tiere ermittelte PAS Score von 2,08 + 0,16 lasst, im Gegensatz zu den
Kontrolltieren (0,13 + 0,03), auf eine massive glomerulare Schadigung in der APN schlielRen.
Dieser Wert war im Vergleich zur Kontrollgruppe mit p = 0,00000017 hochsignifikant

verandert, was mit den funktionellen Daten aus Abbildung 13 korreliert.

Zur Charakterisierung glomerularer Schaden an der Fitrationsbarriere wurde eine
Immunogold-Farbung gegen Schaf IgG sieben Tage nach Serenapplikation durchgefuhrt
(Abbildung 17). Hierbei sollte die Antikdrperbindung sowie Veranderungen bei beginnender
Proteinurie untersucht werden. Zur Analyse glomeruldrer Endschéaden der APN wurden

elektronenmikroskopischen Aufnahmen 13 und 14 Tage nach APN Induktion ausgewertet.
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Abbildung 17: Immunogold-Farbung von Schaf 1gG im Glomerulum an Tag 7.

Dargestellt sind die Immunogold-Farbungen eines Kon- und eines AP-Tieres bei Einsetzen der Proteinurie in
12500-facher Vergréfzerung. Im Kon-Tier ist eine diffuse Ablagerung des Schaf IgG im Glomerulum zu sehen
(Pfeil). Auch zu diesem Zeitpunkt ist das Schaf IgG im AP-Tier tGberwiegend in der GBM und an den Podozyten
(Pfeil) statt. Es kommt zu leichten FuRfortsatzverschmelzungen (Keil). (Farbung hergestellt von Dr. Jan Becker,
Hannover)

An Tag 7 sind in Kon-Tieren einzelne diffus verteilte Antikdrper zu erkennen. Bei den grofRen

schwarzen Prézipitaten handelt es sich um Artefakte, die mit der Farbeprozedur
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zusammenhangen. Kon-Tiere zeigen weder eine Veranderung in der Basalmembran noch am
Endothel. Auch die Podozytenmorphologie ist vollstéandit intakt. Die FuRfortsétze stellen sich

als sehr feingliedrig und regelméRig dar, Verschmelzungen sind nicht zu erkennen.

Im Gegensatz zeigen AP-Serum behandelte Tiere ein membrandses Bindungmuster. Die
Schaf-Antikorper sind, kohérent zur Schaf 1gG Bindung einen Tag (Abbildung 11) nach
Serumapplikation, hauptséachlich in der GBM nachzuweisen. Diese zeigt auch zu diesem
Zeitpunkt keine Verdnderung der GBM in Form einer Verdickung. Zusatzlich haben
Antikorper an Podozyten gebunden, die subepithelial und im Bereich der FulRfortséatze zu
finden sind (Pfeile). Bei den Podozyten ist eine deutliche Abflachung und Verschmelzung der
FulRfortsatze nachzuweisen (Keile). Dieser Befund korreliert sehr gut mit einer beginnenden

Proteinurie wie sie funktionell nachgewiesen wurde.

8.2.6.1 Morphologie der Filtrationsbarriere zum Endpunkt der Erkrankung

In Abbildung 18 ist reprasentativ die Filtrationsbarriere eines Kon-Tieres 15 Tage sowie eines
stark proteinurischen AP-Tieres 13 Tage nach Serumapplikation gezeigt.

Bei Kon-Tieren sind keinerlei-Verdnderungen im Bereich der Filtrationsbarriere zu finden. Es
ist deutlich die Fenestrierung des Endothels und die gleichmaRige GBM zu erkennen. Auch
die FuBfortsétze der Podozyten sind sehr regelmaliig und von gleichmaRiger Hohe und Form.
Ein ganz anderes Bild zeigt die Aufnahme des AP-Tieres. Im Endstadium der Erkrankung sind
massive Verénderungen sichtbar. Die Ful¥fortsdtze der Podozyten sind vollkommen
verschmolzen und es ist keinerlei intakte Schlitzmembran mehr vorhanden. Weiterhin kam
es zur Ablagerung subepithelialer Depots (Pfeile). Es handelt sich dabei méglicherweise um
Immunkomplexe. Diese sind fur das Stadium | einer membrandsen Glomerulonephritis
charakteristisch. Die GBM ist an einigen Stellen erheblich verbreitert und das Mesangium
erscheint stark sklerosiert. Insgesamt fihrt die APN zu massiven glomerularen

Veranderungen.
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Abbildung 18: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Glomeruli Tag 13 und 15.

Zum spéaten Zeitpunkt der APN sind die FuBfortsédtze der Kontrolle unaufféllig. Im AP-Tier sind massive
Verschmelzung der FuRfortsétze zu erkennen. Es kommt zu elektronendichten Ablagerungen zwischen Podozyt
und Basalmembran. Die VergréfRerung betrug 6300x.(Aufnahmen hergestellt von Dr. Jan Becker, Hannover)
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8.3 Spire-1 Genexpression

In Abbildung 19 ist die Spire-1 mRNA Expression mit Hilfe einer RT-PCR aus Gesamtniere,
Glomeruli und kultivierten Podozyten der Maus gezeigt. Als Referenzgen wurde
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) herangezogen. Referenzgene werden
unabhé&ngig von Zelltyp, Zellstadium und &uferen Einflissen exprimiert. In diesem Fall diente

es als Positivkontrolle der PCR.
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Abbildung 19: mRNA-Nachweis von Spire-1 in der Mausniere.
Die Agarosegele (2%) zeigen die qualitative PCR von Spire-1 (228 bp) in Mausniere, Mausglomeruli und
Podozyten sowie GAPDH (452 bp) in diesen Proben als Positivkontrolle. In allen drei Proben kann die
Expression von Spire-1 auf mRNA Ebene nachgewiesen werden.

Spire-1 konnte hierbei in allen Proben nachgewiesen werden. Die Bandenstérke der Probe
Gesamtniere und Glomeruli sind vergleichbar. Kultivierte murine Podozyten scheinen
dagegen weniger Spire-1 zu exprimieren. Damit ist, im Widerspruch zu Schuhmacher, et al.,
(2004) eine Spire-1 RNA Expression in der Mausniere vor Allem im Glomerulus und Podozyten

gezeigt.

Ubereinstimmend zur Spire-1 RNA-Expression zeigt Abbildung 20 die Spire-1
Proteinexpression in der Mausniere und in Kkultivierten murinen Podozyten. Als

Positivkontrolle wurde Proteinlysat aus Mausehirn verwendet (Schunmacher N, et al., 2004).
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Abbildung 20: Protein-Nachweis von Spire-1 in der Mausniere.

Die Immuno-Blots von Lysaten von Mausgehirn, Mausniere und differenzierten Podozyten gegen Spire-1 zeigen
auf Hohe, der in Publikationen angegebenen Gréi3e von ca. 95 kDa eine Bande. Zusétzlich ist in allen Proben
eine Bande bei ca. 50 kDa detektiert worden. Des Weitern wurden in allen Proben weitere Banden detektiert,
die sowohl groéRer als auch kleiner als 95 kDa sind.

In Uberstimmung mit anderen Arbeitsgruppen detektiert der Spire-1 Antikorper in
Gehirnlysat zwei Proteinbanden bei 95 und 50 kDa. Erstere représentiert laut Literatur das
Spire-1 Protein. Dort wird in Gehirnlysat ebenfalls eine unspezifische Bande bei ca. 35 kDa
detektiert. Diese konnte hier im Gehirnlysat nicht detektiert werden.

In murinem Nierenlysat wurden Banden der GroRe 95 kDA, 50 kDa und auch Banden
kleinerer Molekulargewichte, um 35 kDa nachgewiesen. Diese fanden sich ebenfalls im Lysat

aus kultivierten murinen Podozyten.
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Immunhistochemie

In der APN findet eine massive Schadigung der Podozyten statt. Dies zeigt sich am
terminalem Verlust der podozytéren Ful3fortsatze. Eine mit diesen Prozessen einhergehende
Veranderung des Zytoskeletts und damit auch mdglicher relevanter Kofaktoren wie Spire-1,
scheint naheliegend. Deshalb wurde immunhistochemisch gegen Spire-1 gefarbt.

In Abbildung 21 sind reprasentative Bilder von Kon- und AP-Tieren nach neun und 15 Tagen

abgebildet.

Tag 9

Abbildung 21: Immunhistochemische Darstellung von Spire-1 in der Mausniere im APN-Modell.

Die dargestellten Bilder zeigen die immunhistochemische Farbung von Spire-1 auf Paraffin-Schnitten von
Mausnieren in 400-facher VergréRerung. Abgebildet sind exemplarisch ein Kontroll- und ein AP-Tier an Tag 9
und Tag 15 nach Injektion. Sowohl an Tag 9 als auch Tag 15 scheint die Spire-1 Expression in den Podozyten in
den AP-Tieren im Vergleich zur Kontrolle erhéht (Pfeil).

84



Ergebnisse

Im Glomerulum scheint die Expression von Spire-1 sowohl bei Kon- als auch AP-Tieren auf
Podozyten beschréankt zu sein (Pfeile), wobei nach AP-Serum Gabe Spire-1 hochreguliert
wird. Zusammengefalt kommt es in der APN der Maus zu einer deutlichen Schadigung der
Podozyten in Form von Ful¥fortsatzverschmelzungen. Hierbei kdnnte der Aktinnukelator

Spire-1 eine Rolle spielen.

Das Modell weist jedoch einige erhebliche Nachteile auf. Die Heterogenitat der APN und
mangelnde Auflosung der Podozyten in der Lichtmikroskopie erschwert eine Untersuchung
der Pathologie auf struktureller Ebene in vivo. Weiterhin ist die funktionelle Untersuchung
von Spire-1 in vivo sehr limitiert, da eine Spire-1 Knock Out Mauslinie bis dato nicht
verfugbar ist. Deshalb wurde im Folgenden ein APN-Modell in Zellkultur etabliert, anhand

dessen die Funktion von Spire-1 in durch Gene-Silencing Studien untersucht werden konnte.

8.4 APN-Modell in Zellkultur

Podozyten in Zellkultur konnen auf Grund ihrer Monokultur und Immortalisierung keine
Schlitzmembran ausbilden. In Kultur fehlt dazu vor allem eine ausgebildete GBM sowie an
deren Bildung beteiligte Mesangial- und Endothelzellen. AuBerdem sind immortalisierte
Podozyten nicht mehr mit naiven gleichzusetzen. Deshalb wurden zundchst die
Kulturbedingungen fir einen mdoglichst hohen Ausdifferenzierungsgrad der Podozyten
ausgetestet.

In undifferenziertem Zustand zeigen die Podozyten einen epithelialen Phanotyp, der als
»kopfsteinplasterartig” beschrieben ist (Mundel P, et al, 1997; Shankland SJ, et al., 2007; Krtil J, et al.,
2007). Sie weisen eine konstante Proliferationsrate auf und haben wenige Fortsétze. Die Zell-
Zell Kontakte sind sehr ausgepragt. Oft sind Bereiche zu finden an denen die Membranen
direkt aneinander anliegen und ber tight junctions verbunden sind (Mundel P, et al., 1997). Die
einsetzende Differenzierung unter non-permissiven Bedingungen geht mit einem drastischen
Rickgang der Proliferationsrate einher. Nach 11 Tagen haben die Podozyten eine

dramatische Verdnderung im Phanotyp vollzogen. lhre Zellkérper haben sich abgeflacht und
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erscheinen insgesamt groRer. Es haben sich zahlreiche, teilweise verzweigte Fortsatze

gebildet. Viele filigrane Zell-Zell Kontakte, Uber die die Podozyten miteinander netzartig
verbunden sind, sind zu sehen (Abbildung 22).

Abbildung 22: Morphologie von kultivierten Maus-Podozyten.

Die Bilder zeigen die phanotypischen Unterschiede zwischen differenzierten und undifferenzierten Podozyten
in Medium mit 10% FCS in 200-facher VergroRerung. Es ist zu sehen, dass die Podozyten von ihrem
kopfsteinpflasterartigen Phanotyp im undifferenzierten Zustand zu ihrem differenzierten Phénotyp mit vielen
Fortséatzen und filigranen Zell-Zell Kontakten auswachsen.
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In der Regel werden Zellkulturexperimente unter Abwesenheit von FCS durchgefiihrt. Das
nachvollziehbare Argument dafiir ist die nicht genau bekannte Zusammensetzung des
fotalen Kélberserums. In ihm sind beispielsweise Wachstumshormone und Immunglobuline
enthalten, welche fiir Nebeneffekte im Experiment verantwortlich sein konnen. Fir die
Etablierung des APN Modells in Kultur sollten die Zellen in einem mdglichst
ausdifferenzierten Zustand vorliegen. Stark ausdifferenzierte Zellen sind hinsichtlich ihren
Kulturbedingungen haufig besonders anspruchsvoll. Aus diesem Grund wurde zunéchst der
EinfluR unterschiedlicher FCS Konzentrationen auf phanotypische Veranderungen
ausdifferenzierten Podozyten untersucht.

Ausdifferenzierte Podozyten wurden flr 24 Stunden in Medien mit unterschiedlichern FCS-
Konzentration (10, 5, 1, und 0 % inkubiert und anschlie3end fotografiert (Abbildung 23).

Wie zuvor beobachtet zeigen die Podozyten mit 10 % FCS im Medium wiederum den hoch
differenzierten Phanotyp mit multiplen Fortsatzen und filigranen Zell-Zell Kontakten. Nach
Reduktion der FCS-Konzentration auf 5 % FCS ist eine deutliche Veringerung der Fortsatze zu
beobachten. Auch die Zell-Zell Kontakte werde zahlenmalig weniger und erscheinen
weniger filigran als mit 10 % FCS. Dieser Trend setzt sich mit sinkender FCS Konzentration
fort. Bei einem bzw. 0 % FCS im Medium sind nahezu keine Fortsatze mehr zu sehen. Auch
die filigranen Zell-Zell Kontakte sind nicht mehr vorhanden. Die Membranen erscheinen
vielmehr direkt aneinander zu liegen. Alles in Allem &hneln die Podozyten eher dem
undifferenzierten Zustand.

Nach der Auswertung dieser Daten wurden alle folgenden Zellkulturexperimente mit 10 %
FCS im Medium durchgefuhrt, da die Podozyten im héchstmdglichem Differenzierungsgrad

gehalten werden muf3ten.
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Abbildung 23: Dosis-Wirkungs-Kurve FCS Konzentration.

Differenzierte Podozyten wurden fiir 24 Stunden mit unterschiedlichen FCS Konzentrationen Kkultiviert. Es
kommt zu deutlichen morphologischen Verdderungen, wobei die Lange und Anzahl der Fortsatze in
Abhéngigkeit der sinkenden FCS Konzentration abnimmt. Die Aufnahmen wurden in 200-facher VergréRerung
gemacht.
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Zur Bestimmung der optimalen AP-Serum Konzentration wurden ausdifferenzierte
Podozyten fur 24 Stunden mit 50, 75 und 100 pg/ml des jeweiligen Serums inkubiert
(Abbildung 24).

Nach Inkubation aller AP-Serum Konzentrationen waren dramatische Umbauten in der
Zellmorphologie zu verzeichnen. Es kam es zu einer sehr starken Reduktion der Fortsatze in
Anzahl und Lange (Keil). Die Zellen erschienen abgerundet. Die Zell-Zell Kontakte waren
ebenfalls stark verdndert (Pfeil). Im Bereich der Zell-Zell Kontakte schienen die
Zellmembranen miteinander verschmolzen zu sein. Diese Phdnomene fanden bereits bei
einer AP-Serum Konzentration von 50 pg/ml statt und verstarkten sich mit zunehmender
Konzentration. Zusétzlich stieg die Mortalitat bei Erh6hung der AP-Serumkonzentration. Bei
einer Konzentration von 100 pg/ml Gberlebten kaum Podozyten. Bei Applikation des Kon-
Serums ist es zu keiner Verdnderung der Podozytenmorphologie gekommen. Bei Inkubation
mit 50, 75 und 100 pg/ml Kon-Serum behielten die Podozyten ihren hoch ausdifferenzierten
Phénotyp. Die Fortsatze (Keil) und die Zell-Zell Kontakte (Pfeil) erschienen ebenso zahlreich
und filigran wie bei unbehandelten ausdifferenzierten Podozyten.

Das Zellkulturmodell sollte sich im Rahmen einer Schadigung bewegen. Dies setzt deutlich
geschadigte, aber auch lebensfahige Podozyten voraus. Fur alle weiteren Versuche wurde

deshalb 50 pg/ml AP-Serum verwendet.
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100 pg/mil

Abbildung 24: Dosis-Wirkungs-Kurve AP-Serum Konzentration.

Gezeigt sind die morphologischen Veranderungen differenzierter Podozyten bei unterschiedlichen Kon- bzw.
AP-Serumkonzentrationen in 200-facher VergroBerung (n = 6). Die Zellen wurden fiir 24 Stunden mit
unterschiedlichen Konzentrationen Serum im Medium inkubiert. Die Podozyten bei denen Kon-Serum appliziert
wurde sind in Bezug auf Zellfortsatzen (Keil) und Zell-Zell Kontakten (Pfeil) unauffallig. Bei AP-Serum
Applikation kommt es zu deutlichen Verdnderungen der Fortsatze und Zell-Zell Kontakten.
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Zur besseren Carakterisierung der Serumbindung wurde das APN Modell bei
ausdifferenzierten Podozyten induziert. Das gebundene Schaf IgG wurde durch eine
Immunfluoreszenzfarbung nachgewiesen. In Abbildung 25 sind die morphologischen
Veranderungen im Phasenkontrast und die Bindungsmuster der Seren dargestellt.

Im Phasenkontrast sind identische Veranderungen wie schon im Dosis-Wirkungs-Experiment
zu sehen. Wahrend die Kon-Zellen phanotypisch unaufféllig sind, kommt es bei AP-Serum
behandelten Podozyten zu den beschriebenen Ful3fortsatzverdnderungen (Keil) und Zell-Zell
Kontakten (Pfeil). Immunhistologisch zeigt sich bei, mit Kon-Serum behandelten, Podozyten
keinerlei Farbung. Im Gegensatz dazu zeigen AP-Serum behandelte Podozyten ein deutliches

Fluoreszenzsignal, das homogen auf der gesammten Podozytenoberflache verteilt ist.
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Abbildung 25: Antigenbindung der Seren auf differenzierten Podozyten.

Gezeigt ist eine immuncytochemische Fluoreszenzférbung differenzierter Podozyten gegen Kon- bzw. AP-
Serum in 200-facher VergroRRerung. Dazu wurden differenzierte Podozyten flr 24 Stunden mit dem jeweiligen
Serum (50pg/ml) im Medium inkubiert und anschlieBend mit einem cy2-gekoppelten anti-Schaf Antikorper
detektiert. Im Phasenkontrast sind bei APN Gabe wiederum die Verédnderung bei den Fortsétzen (Keil) und Zell-
Zell Kontakten (Pfeil) zu sehen. In der Immunfluoreszenzfarbung ist bei Kon kein Signal zu detektieren. Bei APN
dagegen ist eine lineare Farbung der Zelloberflache (weiRer Pfeil) zu sehen.
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Zur Vitalitatsprifung der verwendeten Seren wurden differenzierte Podozyten mit 50 pg/ml
Kon- bzw. AP-Serum fur 24 Stunden in 10% FCS haltigen RPMI-Medium behandelt
(Abbildung 26). Représentative FACS Analysen zeigen sowohl in normalen Podozyten als
auch in Kon- und AP-Serum behandelten Zellen zwei deutlich voneinander abgegrenzte
Populationen (Abbildung 26 A). Bei der Population mit geringer Fluoreszenz handelt es sich
um vitale Podozyten, wéhrend die Population mit der Fluoreszenzintensitat > 10°7 stark
geschégte und tote Podozyten reprasentiert. Unter diesen Bedingungen waren sowohl 92,8
% + 0,6 % der normal kulitivierten Podozyten als auch 91,4 % + 0,5 % der mit Kon-Serum
inkubierten Podozyten vital (Abbildung 26 B). Die Inkubation mit AP-Serum zeigt, neben den
morphologischen Veranderungen, im Vitalitats-Assay eine leicht verminderte Vitalitat von

86,7 %+ 0,2 %.
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Abbildung 26: Vitalitats-Assay nach AP-Serum Gabe in Zellkultur.

A) Dargestellt ist die Quantifizierung représentativer FACS Analysen eines Vitalitats-Assays nach 24 stlindiger
Inkubation in normalem Medium, mit Kon-Serum (50 pg/ml) und AP-Serum (50 pg/ml) (n = 2). B) In dem
Diagramm ist die Anzahl der lebenden, differenzierten Podozyten nach unter A) erwéhnter Inkubation
dargestellt.
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Zur Klarung, inweit die phanotypischen Veranderungen des APN-Modell auf einem Umbau
der zytoskelettalen Strukturen beruht, wurde bei differenzierten Podozyten eine
Immunfluoreszenzdoppelférbung von B-Aktin und o-Tubulin im APN-Modell angefertigt. Die

Abbildungen 27 zeigen die Farbungen von Kon- und AP-Serum behandelten Podozyten.

Die zytoskelettalen Strukturen wurden fir eine noch detailiertere Darstellung zusatzlich in

400-facher VergroRerung dokumentiert (Abbildung 28).

Die Phasenkontrastaufnahmen zeigen die Schadigung im APN-Modell. Die Kon-Serum
behandelten Podozyten zeigen einen unauffalligen differenzierten Ph&notyp. Die AP-Serum
behandelten Podozyten weisen dagegen die zuvor beschriebenen Verdnderungen auf,
womit die Schadigung im APN-Modells bestatigt werden konnte.

In ungeschadigten Podozyten zeigen sich filigrane Mikrotubuli, ein wesentlicher Bestandtteil
des ausdifferenzierten Phanotyps (Drenckhahn D, et al.; 1988; Andrews PM, 1981). Die Mikrotubuli
breiten sich von ihren ,microtubule organizing center”, die in der Nahe des Nukleus
angesiedelt sind, meist radial in Richtung Zytoplasma aus und verlaufen bis in die Fortzatze
der Podozyten (Keil). Auch in den meisten Fortsatzen, die an Zell-Zell Kontakten beteiligt sind
lassen sich Mikrotubuli nachweisen (Pfeil).

Das Aktin Zytoskelett weist in ungeschadigten Podozyten ein von dem der Mikrotubuli
abweichendes Verteilungsmuster auf. Die Aktinfilamente der Fortsdtze beginnen nicht
perinukledr, sondern zweigen vom kortikalen Netz ab. Es besteht aus einem dichten Netz
unterhalb der Plasmamembran, das durch Verbindungsproteine mir der Membran vernetzt
ist.

Die von diesem Netzwerk abgehenden Aktinfilamente gehen ebenfalls bis in die Fortsatze
und tragen dort zu deren Bildung und Stabilitat bei (Pfeil). Auch bei Zell-Zell Kontakten sind
sie eine der wesentlichen Strukturen (Keil).

Werden Aktin- und Tubulinfarbungen Ubereinandergelegt, enthalten einige sehr dinne
Fortsatze in deren duRBersten Enden keine Mikrotubuli, wohl aber Aktinfilamente

(Pfeilspitzen).
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Abbildung 27: Podozyten-Morphologie, Tubulin-, und Aktin-Filamentarchitektur im APN-Modell in Zellkultur.
Die Abbildung zeigt die morphologischen Veranderungen von differenzierten Podozyten auf der Ebene des
Aktin- und Tubulin Zytoskelettes sowie im Phasenkontrast im APN-Modell in 200-facher VergréRerung (n = 9).
Die Zellen wurden mit 50 pg/ml des jeweiligen Serums fuir 24 Stunden inkubiert und jeweils gegen Aktin und
Tubulin doppelgefarbt. Die Keile weisen auf die jeweiligen Filamente in den Fortsétzen hin, die Pfeilspitzen
markieren Aktinfilamente, die in Fortsétze reichen, welche frei von Tubulin sind. Bereiche von Zell-Zell
Kontakten werden durch Pfeile angezeigt.

Die Veranderungen des Podozytenphéanotyps lassen sich ebenfalls auf zytoskelettaler Ebene
darstellen. Auch in der Tubulinfarbung der durch AP-Serum geschéadigten Zellen ist eine
deutliche Abflachung der Fortsatze zu sehen (Keil). Die Stuktur der Tubuli ist im Vergleich zu
ungeschadigten Podozyten in diesen geschadigten Bereichen verbereitert. Die Bereiche von
Zell-Zell Kontakten stellen sich meist in Form von Membranverschmelzungen dar. In vielen
dieser Bereiche ist eine Retraktion von Tubulin zu beobachten (Pfeil).

Auch die Aktinfilamente zeigen Verdnderungen in Form von Fortsatzretraktion. Nahezu alle
Fortsatze scheinen bis zum kortikalen Netz zuriickgezogen. Es sind kaum noch durch
Aktinfilamente ,aufgespannte” Fortsatzformationen zu finden (Keil). Bei den Zell-Zell
Kontakten scheint es zu einer Verdickung der Aktinfilamente im Bereich der
Membranverschmelzungen zu kommen. Die kortikalen Netze der benachbarten Zellen
scheinen direkt aneinander anzuliegen (Pfeil).

Auf Grund der massiven Retrakion der Fortsatze sind im APN-Modell keine filigranen, nur

durch Aktin stabilisierte Fortsatze mehr aufzufinden.
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Abbildung 28: Zytoarchitektur der Aktin-, und Tubulin-Filamente im APN-Modell in Zellkultur.

Die Abbildung zeigt die morphologischen Verdnderungen differenzierter Maus-Podozyten auf der Ebene des
Aktin- und Tubulin Zytoskelettes im APN-Modell in 400-facher VergréRerung (n = 9). Die Podozyten wurden mit
50 ug/ml des jeweiligen Serums fur 24 Stunden inkubiert und jeweils gegen Aktin und Tubulin doppelgefarbt.
Die Keile weisen auf die jeweiligen Filamente in den Fortsétzen hin, die Pfeilspitzen markieren Aktinfilamente,

die in Fortsatze reichen, welche frei von Tubulin sind. Bereiche von Zell-Zell Kontakten werden durch Pfeile
angezeigt.

97




Ergebnisse

8.5 Gene-silencing von Spire-1

Aktin- und Tululinfilamente sind maf3geblich an der Aufrechterhaltung und Stabilisierung der
Zellform beteiligt. Aufgund des morphologischen Umbaus im APN-Modell kdnnte Spire-1 als
aktinnukleierendes Protein sowie Mediatorprotein zwischen Aktin und Tubulinfilamenten
eine Rolle spielen. Um die Rolle von Spire-1 im APN-Modell zu analysieren, wurden stabile
Spire-1 miRNA Einzelklon Zelllinien hergestellt, in denen die Expression von Spire-1 drastisch
veringert sein sollte. Als Negativkontrolle wurden ebenfalls Einzelklon Zelllinien generiert,

die eine fur Vertebraten unspezifische miRNA exprimieren.

Zur Charakterisierung der einzelnen Spire-1 miRNA Zelllinien wurde zun&chst die
Podozytenmorphologie und die Expression von Emerald Green Fluorecent Protein (EMGFP)
begutachtet. Auf Grund des co-cistronischen Aufbaus der miRNA und des EmGFP Transkripts
ist bei Expression des GFP-Reporters auch die Expression der betreffenden miRNA
sichergestellt. Ein unauffalliger Phanotyp GFP-positiver Zellen ist dabei Grundvorraussetzung
fur die weitere Nutzung der entsprechenden Zelllinie. Die Abbildung 29 zeigt représentative
Phasenkontrastaufnahmen sowie die EmGFP Expression einer Negativkontroll Zelllinie (Klon:
Ko 2) und einer Spire-1 miRNA Zelllinie (Klon: 17.1.1).

Beide Zelllinien, weisen keine gravierenden Unterschiede zu normalen, undifferenzierten
Podozyten auf und exprimieren in nahezu allen Zellen EmGFP. Alle Vorraussetzungen zur

weiteren Untersuchung der Spire-1 Genexpression sind somitin diesen Zellen erfllt.
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Abbildung 29: Morphologie und EmGFP-Expression der stabil transfizierten Podozyten:

In der Abbildung ist die Morphologie und EmGFP Expression der Spire-1 miRNA Zelllinie gegen die
Negativkontrolle in undifferenziertem Zustand zu sehen. Gezeigt sind reprasentativ die Zelllinie 17.1.1 und Ko 2
in 200-facher VergroRerung. Sowohl die Negativkontrollen als auch die Spire-1 miRNA Klone exprimieren in
nahezu jeder Zelle EmGFP.

Abbildung 30 zeigt die Spire-1 mRNA Expression der Spire-1 miRNA Zelllinien 17.1.1, 17.1.2
17.1.3,17.1.5und 18.2.2 im Vergleich zu drei stabilen Negativkontrollen Ko 1, Ko 2 und Ko 3.

Normiert wurde auf die Negativkontrolle mit der mittleren Spire-1 Expression.
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Abbildung 30: Quantitative PCR der stabilen Spire-1 miRNA Zelllinie.

Dargestellt ist die mRNA Expression von Spire-1 in miRNA Zelllinien im Vergleich zu Negativkontroll Zelllinien
von Podozyten. Die quantitative PCR wurden in vier unabhéngigen Versuchsdurchgéngen reproduziert. Alle
funf Zelllinien zeigen eine signifikant verminderte Spire-1 mRNA Expression (*) im Vergleich zu den
Negativkontrollen (n = 3 bzw.4).

Obwohl die Negativkontrollen etwas in ihrer Spire-1 Expression variieren, zeigen die Spire-1
miRNA Zelllinien im Vergleich eine signifikante Reduktion der Spire-1 mRNA Expression. Die
Expression war in Zelllinie 17.1.1 auf 23 % + 2 % (p < 0,01); Zelllinie 17.1.2 auf 40 % + 11 % (p
< 0,01); Zelllinie 17.1.3 auf 36 % + 10 % (p < 0,01); Zelllinie 17.1.5 auf 28 % + 3 % (p < 0,01)
und Zelllinie 18.2.2 auf 26 % + 4 % (p <0,01) reduziert.

Die Spire-1 Expression der Klone 17.1.2 und 17.1.3 wurde nicht hinreichend beeinflusst.
Deshalb wurden diese Zellklone nicht weiter genutzt. Die folgenden Untersuchungen fanden
demnach mit den Einzelklonen Ko 1, Ko 2, Ko 3,17.1.1,17.1.5 und 18.2.2 statt.

In Abbildung 31 ist der Immuno-Blots aus Zell Lysaten der Spire-1 miRNA Zelllinien und
Negativkontrollen gezeigt. Die Daten stammen aus n = 2 unabhéangigen Durchgédngen in
konsekutiven Wochen.

Der Immuno-Blot gegen Spire-1 detektiert ebenso wie bei dem qualitativen Nachweis von
Spire-1 in differenzierten Podozyten, drei prominente Banden deren ungeféhre
Molekulargewichte bei 95 kDa, 50 kDa und 32 kDa liegen. Die Stérke der drei Banden

korreliert in den einzelnen Spuren nicht. AuRBerdem detektiert der Antikdrper wiederum
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zusétzliche Banden grofRer 95 kDa. Worum es sich dabei handelt ist nicht geklart. Im
Gegensatz zur RNA-Expression ist bei den putativen Spire-1 Banden von 95 kDa zwischen
den Negativkontrollen und den Spire-1 miRNA Zelllinien kein ,Knock Down* festzustellen.

Die Banden der Beladungskontrolle sind gleichmaRig.
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Abbildung 31: Spire-1 Proteinexpression der stabilen Spire-1 miRNA Zelllinien.

Dargestellt ist die Spire-1 Expression in stabil transfizierten Spire-1 miRNA Podozyten im Vergleich zu stabil
transfizierten Negativkontrollen auf Protein-Ebene (n = 2) im Immuno-Blot. Keiner der Klone zeigt eine
deutliche Abnahme der bei 95 kDa erwarteten Spire-1 Bande im Vergleich zu den Negativkontrollen. Auch in
den prominenten Banden bei 50 und ca. 32 kDa ist keine eindeutige Abnahme der Bandenstérke zu sehen.

Um den EinfluB von Spire-1 imAPN-Modell zu analysieren, wurde in ausdifferenzierten Ko 1;
Ko 2; Ko 3, 17.1.1; 17.1.5; 18.2.2 und untransfizierten Kontrollpodozyten das APN-Modell
induziert. In Abbildung 32 sind die morphologischen Verédnderungen im APN-Modell am
Beispiel von Ko 2, der Spire-1 miRNA Zelllinie 17.1.1 und untransfizierter Podozyten im

Phasenkontast gezeigt.
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Abbildung 32: Vergleich der morphologischen Veranderungen im APN-Modell.

In der Abbildung sind untransfizierte Podozyten, Negativkontroll- und stabile Spire-1 miRNA Podozyten im APN-
Modell in 200-facher VergréRerung dargestellt. Die differenzierten Zellen wurden fir 24 Stunden mit je 50

pug/ml des entsprechenden Serums inkubiert. Als reprasentatives Beispiel ist die Linie Ko 2 und der Spire-1
miRNA Zelllinie 17.1.1 gezeigt (n = 3).

102



Ergebnisse

Untransfizierte Kontroll Podozyten zeigen bei Applikation von Kon-Serum einen fur
differenzierte Podozyten normalen Phanotyp. Wird AP-Serum appliziert zeigen Kontrollzellen
die gewohnten Verdnderungen in Form von Fortsatzretraktion und Membranverschmelzung.
Weder bei der Negativkontrolle noch bei der Spire-1 miRNA Zelllinie sind Abweichungen zu
erkennen. Beide Zelllinien zeigen bei Kon-Serum Gabe einen differenzierten Phanotyp ohne
sichtbare Verénderungen gegendber untransfizierten Kontrollpodozyten. Auch die
Veranderungen im APN-Modell sind identisch. Es kommt bei der miRNA Zelllinie weder zur
Abschwéchung noch zur Verstarkung der Ful3fortsatzveranderungen im Vergleich zur

Negativkontrolle.

Der, auf zellularer Ebene, stattfindende Einfluss des Spire-1 ,Knock Downs® ist im
Phasenkontrast maoglicherweise nicht zu detektieren. Da Spire-1 als Aktinnukleator und
maoglicherweise als Tubulin-Aktin Linkerprotein fungiert, wurde eine immunhistochemische
Farbung des Aktin und Tubulin Zytoskeletts der miRNA Zelllinien sowie der Negativkontrollen
im APN-Modell durchgefiihrt. Die in Abbildung 33 dargestellten Phasenkontrast- und
Fluoreszenzaufnahmen zeigen die mophologische Veranderungen des Aktin- und
Tubulinzytoskeletts als Doppelfarbung am Beispiel von Ko 2 und der Spire-1 miRNA Zelllinie
17.1.1.
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Abbildung 33: Vergleich der zytoskelettalen Veranderungen im APN-Modell.

Dargestellt ist der Vergleich der Zellmorphologie, dem Aktin- und Tubulinzytoskelett zwischen stabilen Spire-1
mMiRNA Zelllinien und einer Negativkontrolle nach AP-Serum Gabe in 200-facher VergréRerung (n = 3). Die
Serum Inkubation der differenzierten Podozyten erfolgte fir 24 Stunden. Anschlieend wurden die Zellen flr
Tubulin und Aktin doppelgefarbt. Gezeigt ist die Zelllinie Ko 2 und Spire-1 miRNA Linie 17.1.1.

Auch in diesen Fluoreszenzaufnahmen ist deutlich zu sehen, dass das AP-Serum zu einer
gravierenden Schadigung der Podozyten geflihrt hat. Die Verdnderung ist wiederum
vergleichbar mit AP-Serum behandelten normalen differenzierten Podozyten.

Im Falle des tubuléren Zytoskeletts sind weder in der Negativkontrolle noch in der Spire-1
miRNA Zelllinie Unterschiede zu den, im Vorfeld beschriebenen, Verdnderungen im APN-
Modell zu erkennen. Beide Zelllinien reagieren auf das AP-Serum mit Fortsatzretraktion und
Membranverschmelzung. Die Verteilung der Miktotubuli ist dabei gegenuber den
untransfizierten Podozyten nicht erkennbar veréndert. Insgesamt stellt sich die Farbung der
Mikrotubuli nicht so filigran und fein aufgel6st wie in den vorherigen Farbungen dar. Dies
liegt nicht an der Stuktur der Tubuli selbst, sondern an dem fiir diese Farbung genutzten
Fluorochrom. Da die miRNA Zelllinien zur optischen Visualisierung der Expression co-
cistronisch EmGFP auf der miRNA codieren, zeigen diese Zellen per se eine starke griine
Fluoreszenz. Aus diesem Grund musste fur diese Farbung auf den blau fluoreszierenden
AMCA Farbstoff (7-Amino-4methylcoumarin) zurtickgegriffen werden. Dieser neigt zu einer
erheblichen Hintergrundfluoreszenz und zeigt eine geringere Auflésung als Fluorescin. Zur
Kontrolle wurde die Doppelfarbung ebenfalls an untransfizierten differenzierten Podozyten
mit und ohne Schédigung durch AP-Serum sowie den beiden Zelllinien unter Kon-Serum
Applikation durchgefuhrt. Dessen Farbungsergebnisse waren kongruent zu den hier
abgebildeten und unterschieden sich nicht von den vorher beschriebenen Phénotypen und
Pathologien (Daten nicht gezeigt).

Wie das Tubulussytem zeigt auch das Aktin Zytoskelett im APN-Modell keine sichtbaren
Unterschiede zwischen der Negativkontrolle und der Spire-1 miRNA Zelllinie. Die
Veranderungen sind ebenfalls mit gleichbehandelten untransfizierten Podozyten zu

vergleichen.
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Auf Grund der nicht konvergierenden Ergebnisse der quantitativen PCR und der Immuno-
Blots wurde die Spire-1 Expression in den Spire-1 miRNA Zelllinien mittels
Immunfluoreszenzfarbung analysiert. Weiterhin sollte mit dieser Farbung die Verteilung von
Spire-1 und dessen mogliche Lokalisationsanderung bei Schadigung im APN-Modell
untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurde in den-Spire-1 miRNA Zelllinien 17.1.1, 17.1.5 und 18.2.2 sowie den
Negativkontrollen Ko 1, Ko 2 und Ko 3 das APN-Modell induziert. Zur Uberpriifung des
Modells wurde die Zellmorphologie im Phasenkontrast untersucht und die Spire-1
Fluoreszenzfarbung des selben Bildausschnitts dokumentiert. In Abbildung 34 st
repréasentativ Ko 2 und die Spire-1 miRNA Zelllinie 17.1.1 gezeigt.

Die Phasenkontrastbilder zeigen die bereits bekannten, AP-Serum bedingten,
morphologischen Veranderungen. Spire-1 weist in der Negativkontrolle sowie der Spire-1
miRNA Zelllinie unter nicht geschadigten Bedingungen eine vesikulare Verteilung auf, die
Uber das gesamte Zytosoma inklusive der Fortsatze verteilt ist. Der grof3te Teil des Spire-1
Signals ist deutlich perinuklear lokalisiert. Es sind weder in der Lokalisation noch in der
Intensitat Unterschiede zwischen der Negativkontrolle und der Spire-1 Zelllinie unter nicht
geschadigten Bedingungen zu erkennen.

Ein identisches Bild zeigt sich im APN-Modell beider Zelllinien mit massiven Schadigungen.
Die Verteilung von Spire-1 ist im Vergleich zur Negativkontrolle unverandert. Auch die

Intensitat der Spire-1 Farbung ist weitgehend unverandert
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Abbildung 34: Immunohistochemische Farbung von Spire-1 im APN-Modell.

Die Abbildung zeigt den Vergleich der Spire-1 Lokalisation in 200-facher VergréRerung (n = 2). Verglichen wird
die Negativkontrolle mit einer Spire-1 miRNA Zelllinie bei Kon- und AP-Serum Gabe. Zusétzlich sind die
morphologischen Verdanderungen im Phasenkontrast gezeigt. Die differenzierten Zellen wurden mit 50 pl/ml

des jeweiligen Serums flr 24 Stunden inkubiert. Die Farbung erfolgte mit einem priméren Antikdrper gegen
Spire-1. Als reprasentatives Beispiel ist die Zelllinie Ko 2 und Spire-1 miRNA Linie 17.1.1 gezeigt.
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9 Diskussion

Ein Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der podozytaren Schadigung im APN-Modell
der Maus. In diesem Modell sollte durch einen neuen, im Schaf generierten, Antiserum eine
Glomerulonephritis durch selektive Schadigung der Podozyten induziert werden. Das
Funktionsprinzip konnte bereits durch einen in Kaninchen hergestellten Antiserum gezeigt
werden (Meyer TN, et al., 2007). Analog zu diesem Modell wurde ein, gegen Proteinlysat aus
differenzierten kultivierten Podozyten gerichtetes, polyklonales Antiserum im Schaf erzeugt.
Bei Injektion dieses Antiserums in Mause sollten die gegen podozytare Antigene gerichteten
Antikorper in vivo binden und eine Schadigung der Podozyten hervorrufen. Diese Schadigung
sollte im Folgenden zu einer Beeintrachtigung der Filtrationsbarriere und somit einer
Proteinurie fuhren.

Ein Vergleich des AP-Serums mit Kon-Serum zeigte in der Silbernitratfarbung weder
qualitative noch quantitative Unterschiede in ihrer Proteinzusammensetzung, wobei es sich
bei den ca. 50 und 22 kDa grof3en Banden um die schwere und leichte Immunglobulin G
Kette handelt. Daraus kann geschluf3folgert werden, dass in beiden Seren vergleichbare
Mengen Antikorper vorhanden sind, die sich lediglich in ihrer Spezifitat unterscheiden. Die
Aufkonzentration scheint keinen negativen Einfluf? auf beide Seren gehabt zu haben. Fir die
Induktion der APN wurde daher das, fur Mause mengenmaliig vertraglichere, zweifach
aufkonzentrierte Serum genutzt. In allen Zellkulturexperimenten wurde aufgrund der

besseren Vergleichbarkeit ebenfalls das aufkonzentrierte Serum benutzt.

Die Spezifitat des AP- und Kon-Serums wurde durch einen Immuno-Blot von Protein-Lysat
aus differenzierten Podozyten nachgewiesen. Das polyklonale AP-Serum detektierte
Antigene verschiedenster Grolie und Intensitat, wahrend das Kon-Serum bei demselben
Proteinlysat auf keinerlei Antigene reagiert. Das AP-Serum enthalt folglich eine Vielzahl
podozytenspezifischer, bisher nicht naher charakterisierter, Antikérper, die auf Grund der
Antigenquelle auch gegen zytosolische und nukleére Bestandteile gerichtet sind.

Die Préasenz oberflachenspezifischer Antikdrper konnte mittels Immunfluoreszenzfarbung im
APN-Modell in Zellkultur nachgewiesen werden. Dabei waren die Podozyten zum Zeitpunkt

der Antiserumbindung intakt. Die homogene Farbung der gesamten Zelloberflache beweist
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die Prasenz oberflachenspezifischer Antikorper in diesem Serum. Im Kon-Serum hingegen ist
keine Antikorperbindung an podozytare Oberflachenproteine nachweisbar.

Um die initiale Bindung des AP-Serums in der heterologen Phase in vivo darzustellen,
wurden immunhistochemische Farbungen gegen Schaf IgG durchgefiihrt. Das resultierende
Farbemuster schlief3t eine vaskuldre und mesangiale Ablagerung des AP-Serums weitgehend
aus. Es spricht eher fir eine spezifische Bindung entlang der glomerularen
Filtrationsbarriere, bei der eine podozytéare Bindung, hauptsdchlich an subepithelialen
Bereichen wahrscheinlich ist. Inwieweit eine Antiserumreaktion gegen Endothelzellen oder
gegen die GBM stattfand, kann lichtmikroskopisch nicht aufgelést werden. Im Vergleich zum
AP-Serum ist glomerulér kaum Kon-Serum sichtbar. Dabei handelt es sich um, wéahrend des
Filtrationsprozesses, unspezifisch glomerulér zirkulierendes Schaf 19G, das nicht mit einer
spezifschen Antigenbindung gleichzusetzen ist. Die Abnahme der diffusen Farbung deutet
auf ein schnelles Auswaschen der nichtgebundenen unspezifischen Antikérper hin.

Fur die genauere Eingrenzung der AP-Serumbindung wurden Immunogoldféarbungen
herangezogen. Hauptséachlich werden hier subepitheliale Bereiche und Fulfortsétze von
Podozyten geféarbt. Zusatzlich bindet eine grolRe Anzahl von Antikdrpern innerhalb der GBM.
Eine GroRteil der GBM Bestandteile werden von Podozyten gebildet und waren somit auch
Bestandteil der, zur Immunisierung, benutzten Antigenquelle. Die Immunogoldfarbung der
Kon-Tiere weist analog zur immunhistochemischen Schaf IgG Farbung eine geringe diffuse
glomerulare Verteilung auf. Zusammengenommen sprechen die immunhistochemischen
Untersuchungen fir ein hochspezifisches AP-Antiserum mit Podozyten als primares Ziel.

In vergleichbaren Modellen, z.B. der Heymann Nephritis, dauert die heterologe Phase der
Erkrankung etwa 4 - 5 Tage (Salant Dy, et al., 1980). Danach sind die zirkulierenden heterologen
Antikorper verschwunden. Glomerulare Ablagerungen von Schaf IgG deuten auf den Beginn
der autologen Phase in desem Modell hin. Die autologe Phase basiert auf einer
Immunantwort der Maus gegen den glomerulér fixierten Schafantikérper (Salant DJ und Cybulski
AV, 1988; Christiansen R, et al., 2008). Eine vergleichbare Immunantwort im APN-Modell in Form
einer glomeruldren Maus-IgG Bindung (Tag 9) war deshalb zu erwarten. Das im Vergleich zur
Schaf IgG breitere Ablagerungsmuster kdnnte ein Hinweis auf eine Verbreiterung der GBM
sein wie sie ebenfalls in der Heymann Nephritis der Ratte und der experimentellen,

membrandsen Nephropathie der Maus beobachtet werden kann (Couser WG, 2005; Wu CC, et al.,
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2008). Areale in denen das Maus IgG diffus abgelagert wird, deuten auf eine bereits
fortgeschrittene Zerstorung der Filtrationsbarriere in diesen Bereichen hin. Bei Kon-Tieren
hingegen war keine Immunantwort auf das diffus zirkulierende Schaf IgG nachzuweisen.
Dieser Befund unterstreicht die vorher diskutierte unspezifische Zirkulation des Kon-Serums,
auf die offensichtlich keine autologe Immunreaktion erfolgt.

Je geschadigter die glomerulére Filtrationsbarriere ist, desto mehr Proteine gelangen in den
Primaharn. Somit dient die Proteinurie als Mal} der renalen Schadigung (Remuzzi G, et al., 1993).
In AP-Tieren war die Nierenfunktion stark beeintrachtigt. Die meisten AP-Tiere entwickelten
ab Tag 5 nach Injektion eine schwere Proteinurie mit progressivem Verlauf. Bei dieser
Proteinurie handelt es sich um eine Albuminurie. Eine Ausscheidung héhermolekularer
Proteine wie z.B. IgG konnte im Goomassie gefarbten Gel nicht nachgewiesen werden.
Insgesamt ist die starke Erhohung der Proteinurie nicht signifikant. Dies resultiert aus der
groRBen Heterogenitat des APN-Modells innerhalb der Tiere. Zehn der ausgewerteten AP-
Tiere entwickelten bis zum ausgewerteten Zeitpunkt (Tag7/8) keinerlei Proteinurie. Sechs
von diesen Tieren zeigten auBerhalb des betrachteten Zeitraumes nach Tag zehn im Multistix
ebenfalls eine starke Proteinurie. Eine hohe Heterogenitat ist ein Problem vieler
experimentellen Nephropathien. In Zukunft sollte daher versucht werden diese
Heterogenitat durch Optimieren der Induktionprotokolle zu reduzieren. Denkbar wére eine
Reduzierung der Antiserummenge mit einer Verlangerung der Krankheitsdauer. Ein weiterer
vielversprechender Ansatz konnte eine zweifache Injektion an konsekutiven Tagen mit
verminderter Serummenge sein.

Die Schadigung der Glomeruli wurde mittels PAS-Farbung dargestellt. Im Vergleich zu den
Kon-Tieren wurde bei AP-Tieren an Tag 9 eine starke Schadigung der glomeruléren
Filtrationsbarriere in Form starker Einlagerungen PAS positiven Materials beobachtet. Uber
die genaue Zusammensetzung dieser Einlagerungen kann hier nur spekuliert werden.
Maglich ist neben einer Verbreiterung der PAS positiven mesangialen Matrix moglicherweise
eine Einlagerung von Triimmern lysierter Zellen im Glomerulum. In verschiedenen humanen
Glomerulonephritiden sind auch Ablagerungen aus IgG und IgM nachgewiesen. Diese
kénnten sich als PAS positive Immunkomplexe im glomerulédren Gewebe darstellen (wahlefeld
J, 2006). Weiterhin konnte in stark geschadigten Glomeruli ein Verlust von Zellen innerhalb

des Glomerulus verzeichnet werden. Bei diesen handelt es sich wahrscheinlich um
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geschadigte Podozyten, welche sich von der GBM abgelést haben und Uber den Urin
ausgeschieden wurden. Dieses sogenannte Detachment von Podozyten wurde bereits in der
Heymann Nephritis, aber auch der idiopatischen fokalen Glomerulosklerose und dem
Minimal Change Nephrotischen Syndrom beim Menschen beschrieben (Petermann AT, et al.,
2003; Schneeberger EE, et al., 1974; Nakamura T, et al., 2000). Auch im Kaninchen-APN-Modell konnte
ein Podozytenverlust nachgewiesen werden (Wahlefeld J, 2006; Meyer TN, et al., 2007). Im
Gegensatz zur Focal Segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) und membranoproliferative GN
erschienen die glomerularen Veranderungen fokal aber weniger segmental und es wurde im
APN-Modell keine Bildung von Halbmonden beobachtet.

Bei einsetzender Proteinurie an Tag 7 zeigt die AP-Antikdrperbindung in der Immunogold-
Farbung das gleiche Ablagerungsmuster wie an Tag 1. Es stellt sich hauptsachlich
membrands und an podozytdren FuRfurtsatzen dar. Bei den AP-Tieren passt die
einsetzenden Proteinurie zu den beginnenden morphologischen Verdnderungen, die durch
Fulfortsatzabflachungen und Verschmelzungen gekenntzeichnet sind. Bis Tag 13/14 nimmt
das Ausmaf dieser morphologischen Veranderungen bis hin zu volligen Verschmelzungen
und der Zerstérung der Schlitzmembran kontinuierlich zu. Weiterhin zeigen sich
subepitheliale elektronendichte Depots. Die Zusammensetzung dieser Depots wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um
Immunkomplexe wie sie fir das Stadium | einer membrandsen Glomerulonephritis
charakteristisch sind (Nangaku M, et al., 2005; Couser WG, 2005; Couser WG, 1998; Salant DJ, Darby C und
Couser WG; 1980; Couser WG und Salant DJ, 1980; Salant DJ und Cybulski AV, 1988; Kerjaschki D, et al., 1987;
Thomas C, 1998). Eine Ausbildung von, fir diese Nephropathie typischen, membranésen
Ausziehungen der GBM (Spikes) waren allerdings weder in der PAS-Farbung noch in den EM
Aufnahmen zu finden.

Neben podozytéaren Schadigungen finden Veranderungen in weiteren glomeruléren
Kompartimenten statt. Es ist zu fokalen Verdickungen der GBM gekommen. GBM
Veranderungen in dieser Form koénnen ebenfalls in spateren Stadien der membrandsen
Glomerulonephritis  beobachtet werden. Auch das Mesangium ist im spaten
Krankheitstadium betroffen. Es erscheint stark sklerosiert. Der EinfluR einer
hochwarscheinlichen Entziindungsreaktion auf den Verlauf der Erkrankung wurde im

Rahmen dieser Arbeit nicht bewertet, da der Schwerpunkt auf dem mechanischen Umbau
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der  Podozyten lag.  Wahrscheinliche  Chemokinexpression  mit  folgender
Entzindungszellinfiltration sind Gegenstand zuklnftiger Untersuchungen. Aufgrund der hier
dargestellten Ergebnisse lasst sich jedoch postulieren, dass die initiale glomerulare
Schadigung priméar am Podozyten erfolgt. Uber welche intrazelluldren Mechanismen dieser
podozytdre Umbau reguliert wird, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.
Aufgrund des polyklonalen Serums kénnen viele Epitope von Oberflachenproteinen bei der
Induktion der Schadigung eine Rolle spielen. Die podozytare Schadigung in diesem Modell ist
so gravierend, dass es im Verlauf der Erkrankung zu einer Vielzahl an sekundéren Effekten
kommt. So waren nahezu alle APN Tiere um Tag 13 massiv erkrankt. Deshalb wurde sich in
dieser Arbeit ausschlieBBlich auf das friihe Induktionsstadium der Erkrankung fokussiert, wo
die Proteinurie primar auf die Verschmelzung der Ful3fortsatze zuriickzufiihren ist. Zur
Untersuchung spéaterer Krankheitsstadien mul3 zukiinftig das bestehende Krankheitsmodell
weiter verfeinert werden, um unerwiinschte Sekundareffekte zu minimieren.

Die Architektur der Podozyten wird hauptsachlich durch Aktin- und Tubulinfilamente
getragen (Drenckhahn D und Franke RP, 1988; Pavenstadt H, et al., 2003; Kobayashi N, et al., 1998; Andrews
PM, 1977; Kobayashi N, et al., 2001; Kobayashi N und Mundel P, 1997). Diese mussen bei

Ful3fortsatzverschmelzung im Verlauf der APN massiv umbebaut werden.

Spire-1 ist bei der Nukleation von Aktin (Quinlan ME, et al., 2005; Kerkhoff E, 2006; Qualmann B und
Kessels MM, 2009; Bosch M, et al., 2007; Rebowski G et al., 2008)) und der Verbindung von Aktin- und
Tubulinfilamenten involviert (Wang Y und Riechmann V, 2008; Rosales-Nieves AE, et al., 2006; Dahlgaard
K, et al., 2007; Qualmann B und Kessels MM, 2009). Weiterhin konnte in M&usen eine Spire-1
Expression in neuronalen Zellen nachgewiesen werden (Schuhmacher N, et al, 2004). Diese Zellen
weisen eine vergleichbar komplexe Zytoarchitektur wie Podozyten auf (Kobayashi N und Mundel
P, 1997). Obwohl bisher in der Niere keine Spire-1 Expression postuliert wurde (Schunmacher N,
et al.,, 2003), war eine Expression von Spire-1 in Podozyten aufgrund seiner Funktionen hoch
wahrscheinlich. Tatsachlich konnte die Expression von Spire-1 mRNA erstmalig in
Gesamtniere, isolierten Glomeruli und differenzierten kultivierten Podozyten nachgewiesen
werden. Ob weitere renale Zellen und in welchem Umfang Spire-1 in anderen
Nierenkompartimenten exprimiert wird, wurde hier nicht weiter untersucht und kann daher
nicht naher spezifiziert werden. Differenzierte Podozyten in Kultur zeigten eine deutlich

geringere Spire-1 RNA Expression. Da es sich dabei jedoch um immortalisierte Podozyten
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handelt, kann daraus nicht direkt auf die podozytare Spire-1 Expression in vivo geschlossen
werden.

Die mdgliche Beteiligung von Spire-1 in der APN wurde durch immunhistochemische
Farbung auf Nierenschnitten untersucht. Verwendet wurde dabei derselbe Antikérper wie
im Western Blot. Die immunhistochemischen Farbungen zeigen innerhalb der Glomeruli
sowohl in den Kon-Tieren als auch in den AP-Tieren eine Uberwiegend podozytare Spire-1
Farbung, wobei Spire-1 in der APN deutlich erhdht exprimiert wird. Eine Beteiligung von
Spire-1 im Laufe einer APN und der damit einhergehenden zytoskelettalen Veranderungen
im Podozyten ist somit denkbar.

Fur genauere Untersuchungen der Spire-1 Funktion ist das APN-Modell in der Maus sehr
limitiert. Einerseits ist der genaue Krankheitsverlauf des Modells nicht vollstandig etabliert
und das Modell selbst sehr heterogen. Andererseits ist ein Verlust von Podozyten wahrend
der Erkrankung hoch wahrscheinlich und limitiert dadurch ndhere Untersuchungen an
geschadigten Podozyten. Aus diesen Grinden wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
podozytares Zellkultur AP-Modell etabliert, um daran krankheitsbedingte zytoskelettale
Fruhveranderungen und die Rolle von Spire-1 an diesen Prozessen funktionell zu
untersuchen. Dazu wurden immortalisierte Podozyten verwendet, die unter permissiven
Bedingungen propagiert werden konnen und unter nicht permissiven Bedingungen
ausdifferenzieren. Diese Zellen sind sehr gut beschrieben und exprimieren eine Vielzahl
podozytarer Markerproteine. Weiterhin weisen sie im ausdifferenzierten Zustand einen
arborisierten Phanotyp mit multiplen Fortsatzen aus (Krtil J, et al., 2007; Shankland et al., 2007;
Mundel P, et al., 1997; Schiwek D, et al., 2004; Wahlefeld J, 2007).

In  Gegenwart von AP-Serum kam es, dosisabhdngig, zu einer verdnderten
Podozytenmorphologie, die lichtmikroskopisch sehr gut zu erkennen war. Die Zellfortsatze
waren in Lange und Anzahl massiv reduziert und in den meisten Bereichen waren die
filigranen Zell-Zell Kontakte zerstort, sodass die Zellmembranen dort direkt aneinander
lagen. Das verwendete Kon-Serum zeigte wie in vivo keinen Effekt.

Die AP-Serum bedingte Retraktion der Fortsatze ist auf zytoskelettaler Ebene
nachzuvollziehen. Dabei wurden die Aktinfilamente bis zum kortikalen Netzwerk
zurlickgezogen. Auffallige Veranderungen sind weiterhin in Bereichen der Zell-Zell Kontakte

zu finden. In vielen dieser Areale kommt es zu einer Retraktion der Mikrotubuli, wogegen die
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Aktinfilamente verstarkt erscheinen. Das in differenzierten Podozyten kortikale Netzwerk
benachbarter Zellen liegt an Zell-Zell Kontakten unmittelbar aneinander. Fortsatze in denen
ausschlieBlich Aktinfilamente die stabilisierende Struktur bilden sind nach AP-Serum
Applikation nicht mehr zu finden. Uber die zugrunde liegenden Mechanismen kann bisher
nur spekuliert werden. Es scheint allerdings starke Unterschiede zu bereits untersuchten
Modellen zu geben.

Im LPS (Lipopolysaccharid) Modell kommt es zu einer, iber den Toll Like Rezeptor 4 (TLR4)
vermittelten, Rho Kinase abhangigen Stressfaserinduktion. In Swiss 3T3 Zellen konnte
gezeigt werden, dass Stressfasern haufig an einer aktinreichen Region beginnen und von
dieser radial Uber das gesamte Zellsoma verlaufen (Amao M, et al., 1997). Vergleichbare tber
das gesamte Zellsoma verlaufende Stressfasern konnten auch in den hier verwendetet
Podozyten durch LPS Gabe induziert werden (Daten nicht gezeigt). Eine dhnliche Rho Kinase
abhangige Stressfaserbildung konnte bei immortalisierten Podozyten ebenfalls durch
mechanischen Stress ausgelost werden (Endlich N, et al., 2001). AP-Serum behandelte
Podozyten zeigen allerdings keine solche Stressfaserbildung. Sie sind vielmehr ebenso wie
die Kon-Podozyten, weitgehend frei von im Zellkdrper lokalisierten Stressfasern. Die
Veranderungen des Aktinzytoskeletts sind vielmehr auf die Fortsatze beschrankt. Inwieweit
Rho Kinasen beim Umbau der Aktinfilamente in den Fortsatzen invoviert sind und es zur
lokalen Stressfaserbildung in Fortsatzen kommt bleibt zu untersuchen.

Bei vielen Nephropathien wird eine Dedifferenzierung der Podozyten vermutet (Shankland SJ,
2006). Naive Podozyten sind terminal differenziert und ruhen in der Go-Phase des
Zellzykluses. Hinweise deuten darauf hin, dass geschadigte Podozyten in der Lage sind in den
Zellzyklus wieder einzutreten (Marshall CB und Shankland SJ, 2007), wodurch es beispielsweise bei
der HIV induzierten Nephropathie (Barisoni L, et al., 1999) sowie der zellularen Variante der
Focal Segmentalen Glomerulosklerose (D’Agati V, 1994) zur Podozytenproliferation kommt. Bei
der klassischen Focal Segmentalen Glomerulosklerose hingegen kommt es zur
Podozytenhypertrophie (Shankland SJ, 2006) und bei der PA Nephritis (Marshall CB, et al., 2006;
Marshall CB und Shankland SJ, 2007, Shankland 2006)) zu apoptotischen und nekrotischen
Veradnderungen der Podozyten. Welche moglichen Verdnderungen im APN-Modell

bedeutsam sind, bleibt zu untersuchen.

115



Diskussion

Vitalitatsuntersuchungen am AP-Modell bei kultivierten differenzierten Podozyten zeigen
gegenuber Kon-Serum behandelten und unbehandelten differenzierten Podozyten eine nur
unwesentlich verminderte Vitalitat ,,AP-kranker” Podozyten. Dieser Befund unterstreicht die
Tauglichkeit des hier etablierten in vitro Modells. Es wird tatséchlich Morbiditat und nicht
Mortalitat untersucht.

Somit konnte ein, auf kultivierten Podozyten basierendes, Krankheitsmodell etabliert
werden, das die frihen podozytéren Veradnderungen in der AP-Nephritis erstaunlich préazise
abbildet. Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit die Gernerierung eines
neuen immunvermittelten Kankheitsmodells mit Analogien einer membrandsen
Nephropathie in der Maus und einem korrespondierenden Zellkulturmodell. Dadurch wird es
in Zukunft moglich sein podozytéare Schadigungen parallel an zwei vergleichbaren Modellen
zu untersuchen. Weiterhin lassen sich am AP-Modell in vitro funktionelle Untersuchungen
durchfihren, die an einem komplexen in vivo Modell methodisch nur sehr schwer oder nicht

durchzufiihren sind.

Eine wichtige funktionelle Untersuchung am AP-Modell in vitro ist die mdgliche Beteiligung
des Aktinnukleators Spire-1 bei den beobachteten zytoskelettalen Umbauprozessen im
Podozyten wahrend der AP-Nephritis. Mit Hilfe der miRNA Technologie wurden dazu stabile
mMiRNA Einzelzelllinien generiert, die eine um etwa 75 % verringerte Spire-1 RNA-Expression
gegentiber den verwendeten Kontroll Zelllinien aufwiesen. Die Herunterregulation der Spire-
1 mRNA konnte dabei in vier konsekutiven Wochen mit hoher Repruduzierbarkeit bestéatigt
werden. Im Gegensatz dazu konnte auf Proteinebene kein nennenswerter Spire-1 Knock
Down nachgewiesen werden. Der zur Zeit einzig verfugbare Antikoérper (freundlicherweise
zur Verfugung gestellt von Prof. Dr. Eugen Kerkhoff, Universitat Regensburg) ist gegen das 16
Aminoséauren lange Petid des murinen Spire-1 C-Terminus der Sequenz: AGPSEYCPSERTINEI
gerichtet. Dieser Antikorper detektiert im Immunoblot mehrere Proteine, deren
Molekulargweichte etwa 95 kDa, 50 kDa und 32 kDa entsprechen. Schuhmacher (2003) und
Hilgert (2007) beschreiben die 95 kDa Bande als spezifisch, die Banden bei 50 kDa und 32 kDa
hingegen als unspezifisch. In der Proteindatenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) ist fur Spire-1 eine ProteingroRe von 643 Aminosauren verdffentlicht,

was in etwa einem Molekulargewicht von ca. 74 kDa entsprechen wirde. Somit wére die
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Differenz zwischen der vertffentlichten spezifischer Spire-1 GrofRe und putativem
Aminosauregewicht von etwa 21 kDa auf posttranslationelle Modifikation zuriickzufiihren.
Typische Modifikationen intrazelularer Proteine wie Phosporylierungen, Acetylierungen,
Methylierungen oder Prenylierungen kdnnen den groRen Unterschied im Molekulargewicht
ebenso wie Mono- oder Polyubiquitinierung kaum erklaren. In der Literatur wird die
GrolRendiskrepanz durch eine unvollstandig bekannte Spire-1 Sequenz erklart, von der bisher
der N-Terminus nicht vollstdndig bekannt ist (Hilgert S, 2007). Dagegen spricht die nicht
nachweisbare Herunterregulation der vermeindlich spezifischen Signale im Immunoblot und
Immunfluoreszenz bei stabilen Spire-1 miRNA Einzelzelllinien. Die Erzeugung stabiler miRNA
Einzelzellklone beansprucht einige Wochen. Aus diesem Grund ist ein unbeeinfluRter Spire-1
Proteinspiegel bei gleichzeitig eindeutig reduzierter mRNA Expression kaum vorstellbar. Die
hier prasentierten Daten belegen demnach, dass der hier benutzte Spire-1 Antikdrper nicht
geeignet ist murines Spire-1 zweifelsfrei in den hier angewandten experimentellen Ansétzen
darzustellen. Alle  durch Immunoblot oder Immunfluoreszenz  durchgefiihrten
Proteinanalysen zu Spire-1 sind deshalb mit duRerster Vorsicht zu bewerten. Klarheit kdnnte
die Untersuchung einer konstitutiven Spire-1 Knock Out Maus bringen. Eine solche Maus
wird derzeit generiert und voraussichtlich in absehbarer Zukunft verfigbar sein.

Im Vergleich zu Kontroll-Zelllinien zeigte keine der Spire-1 miRNA Einzelzelllinien
phéanotypische Unterschiede. Wird bei diesen Zelllinien das AP-Modell induziert, waren
ebenfalls keine Veranderungen sichtbar. Die Verteilung und Organisation beider
Filamentsysteme bleibt durch die Reduktion der Spire-1 Genexpression unbeeinflufl3t. Der
Aktinnukleator Spirel spielt somit bei den hier beobachteten zytoskelettalen
Umbauprozessen im AP-Modell keine wesentliche Rolle. Inwieweit andere Aktinnukleatoren
wie beispielsweise Formine und ARP2/3 bei den beobachteten Umbauprozessen von

Bedeutung sein kdnnten ist Gegenstand zukunfiger Untersuchungen.
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