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Arbeitshypothese und Fragestellung

Arbeitshypothese und Fragestellung

Glomerulare Erkrankungen sind eine héaufige Ursache des intrarenalen
Nierenversagens. Hauptmerkmal vieler glomerularer Erkrankungen ist der
Eiweil3verlust in den Primarharn durch eine Zerstérung der physiologischen Barriere
aus Endothelzelle, glomerularer Basalmembran und glomerularer Epithelzelle, dem
Podozyt. Aus histopathologischer Sicht entsteht dieser Eiweil3verlust durch die
Retraktion der Fulfortsdtze des Podozyten. Podozyten haben bis zu 1000
FuRfortsatze pro Zelle, die mit den Ful¥fortsdtzen der benachbarten Podozyten
interdigitieren. Ein Ruckzug dieser Fortsatze entsteht als Folge von zytoskelettalen
Umbauprozessen. Hierbei spielt die Interaktion von filamentdsem Aktin mit
kontraktilen Zellstrukturen und der Zellmembran eine wichtige Rolle.

Das Aktin-interagierende Protein Spire-1 wurde von der Arbeitsgruppe Meyer in
Podozyten als potentielles Antigen einer Immunkomplexnephritis der Maus
identifiziert. Spire-1 initiiert die Aktin Polymerisation von monomerem zu
filamentésem Aktin. Seine Funktion im Podozyten ist ungeklart. Hypothese war es,
dass Spire-1 an den pathologischen Umbauprozessen des Zytoskeletts wahrend des
Podozytenschadens beteiligt ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Regulation und
Rolle von Spire-1 im Podozyten genauer zu untersuchen. Hierfir wurde die
Expression von Spire-1 in einem etablierten Mausmodell der selektiven Adriamycin-
induzierten Glomerulonephritis und nach Puromycin-Schadigung von Podozyten in
Zellkultur untersucht. Die Lokalisation von Spire-1 wurde durch Immunhistochemie
bestimmt. Protein- und mRNA- Analysen sollten zeigen, ob Spire-1 bei Podozyten-
schadigung reguliert wird.
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1.1. Die Glomerulonephritis

Die Glomerulonephritis (GN) ist eine der haufigsten Ursachen fur die Entwicklung
einer terminalen Niereninsuffizienz. Sie fihrt bei langerem Bestehen zu einer
Glomerulosklerose und letztlich zum Nierenversagen. In Australien ist die chronische
GN die haufigste, in den USA nach diabetischer und hypertensiver Nephropathie die
dritthaufigste Ursache einer chronischen Niereninsuffizienz [1]. GN kdnnen sowohl
zum akuten, als auch —was wesentlich haufiger ist- zum chronischen Nierenversagen
fuhren. Das akute Nierenversagen zeichnet sich im Gegensatz zum chronischen
Nierenversagen durch eine rasche Abnahme der Nierenfunktion innerhalb von
Stunden oder Tagen aus. Diese fuihrt zur Retention von harnpflichtigen Substanzen,
zu einer Storung des Wasserhaushaltes sowie zur  Stérung der
Elektrolythomoostase. Da GN jedoch klinisch héufig stumm verlaufen, bleiben sie
meist lange undiagnostiziert und fuhren letztlich zum chronischen Nierenversagen.

Bei der GN handelt es sich um eine nicht-bakterielle Entziindung der Glomeruli, die
beide Nieren befallt. Die Einteilung erfolgt entweder nach der Histologie in fokal,
diffus, segmental und global, oder nach der Atiologie: primare GN, denen keine
nachweisbare systemische Grundkrankheit zugrunde liegt, und sekundare GN, die
als Folge einer systemischen Erkrankung auftreten. Ferner finden sich erbliche
Formen wie z.B. das Alport- Syndrom. Einigen Formen der GN liegt nach heutigem
Wissensstand eine immunologische Schéadigung zugrunde. Diese kann ausgelost
werden durch Anti-Basalmembran-Antikorper, die gegen Bestandteile des Kollagen
Typ-4 der Basalmembran gerichtet sind (Goodpasture-Syndrom), durch zirkulierende
Immunkomplexe (Systemischer Lupus erythematodes) oder durch aktivierte
Entziindungszellen  (ANCA-assoziierte  Vaskulitiden). Die  immunologische
Schadigung ist nach heutigem Verstandnis bei einem Teil der Erkrankungen Antigen-
vermittelt. Antigene wie Bakterien, Viren, Parasiten, Medikamente, aber auch
korpereigene Stoffe fiihren zu einer Aktivierung von Entziindungszellen oder zu einer
direkten Antikdrperproduktion. Die Immunkomplexe bestehend aus Immunglobulin
und Antigen werden im Rahmen der Filtration des Blutes in den glomeruléren
Kapillaren abgelagert, wo sie Uber Mediatorsysteme die Filtrationseinheit schadigen.
Die Antigene vieler primarer Formen der GN sind noch ungeklart. Fur eine besondere

Form der Glomerulonephritis, die membrandse Glomerulonephritis, wird eine
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Antikorper-Antigen-Interaktion am Podozyten-Ful3fortsatz als Ausldser fir eine lokale
Entziindungsreaktion angesehen. Kirzlich wurde ein potentielles Antigen dieser
Erkrankung identifiziert. 2009 beschrieben Beck et al. Antikbrper gegen das Protein
Phospholipase-A2-Rezeptor Typ M (PLA2R) im Serum von 70% der untersuchten
Patienten mit idiopathischer membranéser Glomerulonephritis [2].

Dieses Rezeptorprotein wird in normalen humanen Nierenkdrperchen auf der
Oberflache der Podozyten exprimiert und kann bei Patienten mit membrandser
Glomerulonephritis auch in den Immundepots nachgewiesen werden. Allerdings ist
es moglich, dass weitere Antigene auf dem Podozyten ebenfalls an der Entstehung
der Glomerulonephritis beteiligt sind.

1.2. Der Podozyt

Der Podozyt als Bestandteil des Glomerulus ist fiur die Aufrechterhaltung der
Filtrationsfunktion der Niere unabdingbar [3]. Er ist Teil der Filtrationsbarriere, die
sich weiter aus der glomeruldren Basalmembran und dem fenestrierten Endothel der
Kapillaren zusammensetzt. Vom volumindsen Zellkérper der Podozyten sprossen
sternformig die sogenannten Primarfortsdtze ab, die sich zu Ful¥fortsatzen
aufzweigen (Abb.1). Die Ful3fortsédtze der Podozyten greifen fingerartig ineinander
und schlingen sich wie ein Netz um die darunterliegenden Kapillaren. Zwischen den
basolateralen Seiten der interdigitierenden Ful3fortsétzen spannt sich die ultradiinne
Schlitzmembran. Sie stellt die eigentliche Filtrationsbarriere der Podozyten dar. Das
Blut des menschlichen Korpers wird mehrmals pro Tag Uber diesen glomeruléren
Filter mit dem anschlieRenden Tubulussystem prozessiert. Es durchdringt von einem
hohen Druckgradienten angetrieben zuerst das fenestrierte Kapillarendothel, dann
die glomerulare Basalmembran (GBM) und letztlich die Schlitzmembran, um als
Ultrafiltrat (Primarhahn) im Bowmannschen Kapselraum aufgefangen zu werden. Bei
einem Plasmavolumen von ca. 3 Litern und einer primaren Filtration von 170
Liter/Tag bedeutet das, dass das gesamte Plasma des Menschen ca. 60mal pro Tag
Uber den glomeruléaren Filter filtriert wird [4].
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Abb.1: Elektronenmikroskopisches Bild eines Podozyten mit
Zellkérper, Primarfortsatzen und FuRfortsatzen. (Quelle:

Universitat Rostock)

Der Zellkorper des Podozyten ist Zentrum der metabolischen Aktivitat der Zelle. Er
enthalt einen prominenten Nukleus, ein hoch entwickeltes Golgi-System, glattes und
raues endoplasmatisches Retikulum, Lysosome und zahlreiche Mitochondrien. Das
podozytare Zytosol ist der Produktionsort zahlreicher, wenn nicht aller Bestandteile
der GBM [5]. Das Zytoskelett des Zellkérpers besteht aus Aktinfilamenten,
Mikrotubuli und Intermediarfilamenten, wie z.B. Vimentin und Desmin [6]. Der

Zellkorper sitzt der GBM auf, ist mit ihr jedoch nicht fest verbunden.

Die glomerulare Basalmembran unterscheidet sich von der Basalmembran anderer
Zellen dahingehend, dass sie auf beiden Seiten von Zellen besetzt ist: von den
Endothelzellen der Kapillaren auf der einen Seite und von den Podozyten auf der
anderen. Die glomerulare Basalmembran besteht aus drei Schichten, einer
elektronendichten zentralen Schicht, der sogenannten Lamina Densa, sowie zwei
elektronenarmen &uf3eren Schichten [7]. Die elektronenarme Schicht, die den
Kapillaren zugewandt ist, wird als Lamina rara interna bezeichnet, die den Podozyten
zugewandte Schicht als Lamina rara externa. Die Lamina Densa besteht aus einem
dichten Netz von 3nm dicken Filamenten, die Lamina rara interna enthalt 10nm dicke
Filamente [7]. Beide Laminae rarae sind von Filamenten so durchsetzt, dass
Quervernetzungen zwischen den Podozyten auf der einen Seite, und den
Endothelien auf der anderen Seite entstehen. Dieser Halteapparat wird Uber
Disulfidbriicken und Kollagen 1V, sowie Proteoglykane, Laminin, Entactin und andere
Proteine stark quervernetzt [7]. Da die Basalmembran enormen mechanischen

Kraften ausgesetzt ist, bedarf sie einer Flexibilitat und einem hohen metabolischen

4
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Turnover, um ihre Funktionalitdt zu erhalten. Um das zu erreichen, produzieren
Podozyten zusétzlich zu den Matrixproteinen auch Matrix modifizierende Enzyme wie
MMP-9 [8]. Bei Glomerulonephritiden wie in der proteinurischen Heymann Nephritis
der Ratte und auch bei Podozytenschadigung in vitro wurde MMP-9 erhoht
nachgewiesen [8].

Das Zytoskelett der Primarfortsatze &hnelt dem des Zellkdrpers. Es besteht aus
Aktinfilamenten, Mikrotubuli und Intermediarfilamenten. Das Zytoskelett stellt einen
axonalen vesikularen Transport bereit, wodurch die im Zellkdrper synthetisierten
Metabolite wie zum Beispiel Proteine aus dem Golgi-Apparat zu den Ful3fortsétzen
transportiert werden koénnen [5]. Die Intermediarfilamente der Primarfortsatze sind -
wie auch im Zellkdrper- Vimentin und Desmin. Die Expression von Desmin ist in der
Puromycin Nephropathie der Ratte signifikant induziert [9]. Podozyten exprimieren
Plektin als ein Intermediarfilament-assoziiertes Protein [10], weitere assoziierte

Proteine sind Gegenstand intensiver Forschung [11].

Mikrotubuli sind das essentielle Strukturelement flr die Aufrechterhaltung der
Priméarfortsatze (Abb.2). Sie verbinden den Zellkérper mit dem in der GBM
verankerten Aktin-Netzwerk der Ful¥fortsatze. Mikrotubuli sind Polymere aus
globularen o- und B-Tubulin Untereinheiten, die zu einer 24nm dicken, festen
tubularen Struktur zusammengesetzt werden [5]. Sie laufen gebindelt in paralleler
Ausrichtung in der Langsachse der Primarfortsatze, sind in geringerer Menge aber
auch ungeordnet neben anderen zytoskelettalen Strukturen zu finden. Die
Mikrotubuli-Nukleation, also die Polymer-Herstellung aus Tubulin-Untereinheiten,
beginnt im Mikrotubuli-Organisations-Zentrum (MTOC), das sich im Zellkdrper
befindet. Sie wird hdchstwahrscheinlich durch y-Tubulin initiiert, das ausschlief3lich in
den Zentrosomen der Podozyten zu finden ist [12]. Die Elongation findet sowohl an
den langsamwachsenden Minus-Enden, als auch an den schnellwachsenden Plus-
Enden statt. Die Plus-Enden liegen dabei Uberwiegend distal, die Minus-Enden, wie
auch in anderen Zellen ublich, proximal in MTOC-N&ahe [13]. Aber auch die
umgekehrte Orientierung ist zu finden. Es besteht also eine entgegengesetzte
Polaritdt der Mikrotubuli in Bezug auf lhre Ausrichtung. Verantwortlich fir die
Elongation der Mikrotubuli im Podozyten sind Motor-Assoziierten-Proteine wie MAP3
und MAP4. Motorproteine der Kinesin Superfamilie, wie CHO1/MKLP1, fuhren die

polare Elongation via antiparallelen Transport entlang der Plus-End-distalen
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Mikrotubuli durch. Eine Unterbrechung der Mikrotubuli-Elongation mit Vinblastin fuhrt

zur massiven Schadigung der Primarfortsatze in vivo [14].

B fulfrtsitre mat Prindrfortsdtoe nat
Mikroflamenten Wik otk

Abb.2: Schematische Darstellung des Zytoskeletts der Podozyten-Fortsatze. A: Querschnitt einer
Kapillarschlinge. Die FuRRfortsatze, die aus den Priméarfortsatzen hervorgehen (2 sind im Querschnitt
dargestellt) und auf der &ul3eren Seite der GBM sitzen, enthalten kontraktiles Aktin (rot). Die
Primarfortsatze enthalten der L&nge nach gebindelte Mikrotubuli (grin). Die Kapillarschlinge ist
ausgekleidet mit fenestriertem Endothel (blau). B: zeigt die Draufsicht auf zwei Priméarfortsatze (einer
in weil3, einer in gelb dargestellt), jeweils mit ihren Ful3fortsatzen. C: Schnitt durch einen Ful¥fortsatz
parallel zur Langsachse bzw. D: senkrecht zur Ladngsachse der Ful3fortsatze (C entspricht dabei der
w-Xx Linie, D der y-z Linie). Die Aktin-Filamente der Ful3fortséatze (rot) stehen in enger Verbindung mit
den Mikrotubuli der Primarfortsatze. Blau dargestellt: das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau. (Quelle:
Pavenstadt, Physiol Review, Vol.83 (2003), 253-307)

An die Fulfortsatze der Podozyten werden hohe statische und dynamische
Anspruche gestellt. Sie sind daher Uber transmembrandre Proteine mit der
darunterliegenden GBM fest verankert. Diese transmembrandren Proteine sind
Integrine und o- und B-Dystroglykane, die mit Bestandteilen der GBM wie Kollagen

IV, Fibronectin und Laminin verbunden sind [5].

Das Zytoskelett der Ful3fortsatze besteht im Gegensatz zu dem relativ locker
aufgebauten Tubulin-Netzwerk der Primarfortsatze aus einem dichten Netzwerk von

F-Aktin Mikrofilamenten. Filamentdses Aktin ist eine polare, dynamische Struktur, die

6
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standig neue Verzweigungen auf- oder abbaut. Die Aktin-Filamente verlaufen
gebindelt in paralleler Orientierung in der Langsachse der Ful¥fortsétze. Sie sind an
den Abzweigungen der Priméarfortsdtze mit deren Mikrotubuli verankert, und sind
damit in der Lage, den Podozyten an mechanischen Stress, wie zum Bespiel den
pulsierenden Blutfluss der darunterliegenden Kapillaren, anzupassen. Bivalente
Aktin-Cross-Linking-Molekile aus der Calponin-Homologie-Superfamilie, wie a-
Aktinin und Dystrophin, vernetzen die Aktin-Filamente untereinander [5]. Weitere
mogliche Aktin-Quervernetzungs-Molekile wie Spire-1 sind in anderen Zellsystemen
ebenfalls an der Fortsatzbildung beteiligt (s.u.). Die Ful3fortsatze enthalten kontraktile
Elemente wie Myosin [15]. Man geht davon aus, dass dieser kontraktile Apparat dazu
da ist, dem Druck entgegenzuwirken, der auf die Kapillarwande wirkt, wenn diese
zwischen Blutseite und Urinseite ausgedehnt werden [16]. Ein weiteres
zytoskelettales Protein, Synaptopodin, kolokalisiert mit Aktin in den Ful¥fortsatzen
[17]. Dieses ist auch bei Neuronen zu finden, was neben vielen anderen Indizien eine
Verwandtschaft zwischen den ebenfalls Fortsatz-ausbildenden Neuronen und
Podozyten vermuten lasst. Podocalyxin, ein Sialoglykoprotein, ist ein
Hauptbestandteil der Glykoklayx der Podozyten. Die Glykokalyx umhullt die
FulRRfortsatze und ist negativ geladen, wodurch es die einzelnen Ful3fortsétze
voneinander abst63t und somit die Filtrationsbarriere offen halt. Podocalyxin tragt
wesentlich zur negativen Oberflachenladung der Podozyten bei [18].

An der basolateralen Seite der Ful3fortsatze ist die Schlitzmembran verankert. Sie
ist fur Wasser und kleinste geldste Teilchen frei passierbar [5]. Die Schlitze haben
eine Weite von 30-40nm [19] und stellen die eigentliche Filtrationsbarriere dar. Ein
Funktionsverlust der intakten Schlitzmembran geht mit einer Proteinurie einher. Eines
der wichtigsten Proteine der Schlitzmembran ist Nephrin, ein 180 kD groR3es Protein.
Mutationen im Nephrin-kodierenden Gen NPHS1 fihren zum kongenitalen
nephrotischen Syndrom vom Finnischen Typ, welches mit massiver Proteinurie
bereits in utero einhergeht und nur durch Nierentransplantation behandelt werden
kann. Vermutlich wegen erhéhter Nephrin-Antikbrper kann es dennoch zu erneutem
Krankheitsauftreten kommen [20]. Nephrin wird in der Minimal-Change Nephropathie
und in der Membrandsen Nephropathie auf mMRNA Ebene vermindert exprimiert und
zeigt zusatzlich bei der fokal segmentalen Glomerulosklerose (FSGS), nicht aber bei
der IgA-Nephropathie histologisch eine granulare Umverteilung entlang der GBM
[21]. Als Interaktionspartner von Nephrin wurde das Protein NEPH1 beschrieben. Es

7
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ist ebenfalls transmembranar lokalisiert und wird als Ligand von Nephrin diskutiert
[22].

Neben Nephrin haben sich andere Schlitzmembran-assoziierte Proteine wie Podocin
in Mutationsanalysen fur die Intaktheit der Schlitzmembran als unverzichtbar
herausgestellt. Podocin ist ein 42 kD grof3es Protein [5] mit einer relativ kurzen N-
terminalen Domane, einer transmembranaren Doméane sowie einer langeren C-
terminalen Domane. Es verankert Nephrin mit den Ful3fortsédtzen. Untersuchungen
von Huber et al. konnten zeigen, dass Podocin die von Nephrin ausgehende
intrazellulare Signalibertragung beeinflusst [23].

Ebenfalls in der Schlitzmembran, aber auch im Tubulussystem, befindet sich das 80
kD groRe CD2-assoziierte Protein CD2AP [24]. Es besteht aus einer Aktin-
bindenden-Domane, einer Prolin-reichen Region und mehreren SH3-Doménen. Es
ist an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts durch Aktin-Remodeling und
transmembranaren Transport beteiligt. Es verankert ebenfalls Nephrin im
FulRRfortsatz. CD2AP Knockout- Mause (-/-) entwickeln ein kongenitales
Nephrotisches Syndrom mit Ful3fortsatzriickzug und sterben im Alter von 6 Wochen
an Nierenversagen [25].

An der Basis der Schlitzmembran ist ein Mitglied der Cadherin Superfamilie, FAT,
lokalisiert. Es hat eine zytoplasmatische Domane, die mit ZO-1 kolokalisiert. ZO-1 ist
an der parazellularen Signallbertragung beteiligt [26]. ZO-1 befindet sich an der
basolateralen Seite der Ful3fortsétze, dort wo das Aktin-Zytoskelett mit den Proteinen
der Schlitzmembran verankert ist. Die grol3e, extrazellulare Doméne von FAT lasst
lange interzellulare Adhéasionsmolekiile anstelle der ublichen
Adhéasionsverbindungen (adherens junctions) und Desmosomen zwischen den

Schlitzmembranen als Zellverbindung vermuten [27].

Ein weiteres transmembranares Protein ist P-Cadherin, das aus funf extrazellularen
Cadherin-Doméanen und einer B-Cathenin-bindenden zytoplasmatischen Domane
besteht. Es hat ein Molekulargewicht von 120 kD. P-Cadherin scheint fur die
Aufrechterhaltung der Funktion der Schlitzmembran ebenfalls essentiell zu sein [28].
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1.3. Die ADR- Nephritis

Adriamycin (ADR), Synonym Doxorubicin, ist ein zytotoxisches Anthracyclin-
Antibiotikum, das aus Stdammen von Streptomyces peucetius isoliert wird. Es ist ein
Hydroxylderivat des Daunorubicin. Adriamycin interkaliert in DNA und wird daher als
Zytostatikum in der Chemotherapie bei diversen Neoplasien wie akuten Leukamien,
Wilms Tumoren, Neuroblastomen, Sarkomen, Mamma-, Ovarial-, und Bronchial-
Karzinomen eingesetzt. Sein Einsatz wird durch starke Nebenwirkungen limitiert:
neben Kardiotoxizitat zeigt es hauptsachlich nephrotoxische unerwiinschte
Arzneimittelwirkungen. Dies hat man sich in etablierten ADR-Mausmodellen zunutze
gemacht [29]. Die nephrotoxische Wirkung besteht in der Induktion eines
Nephrotischen Syndroms mit glomerularer Proteinurie, die toxische Wirkung betrifft
dabei hauptséchlich den Podozyten.

In der innerhalb der ersten drei Tage nach Applikation eintretenden Akutphase der
ADR-Nephropathie zeigt sich ,podozytarer Stress”, der zu einer fur die ADR-Nephritis
charakteristischen, rasch eintretenden, massiven Proteinurie fiihrt. Die podozytare
Schadigung manifestiert sich in der Schlitzmembran: elektronenmikroskopisch kann
man bei ADR-Schadigung ein Zusammenziehen der Ful3fortsatze feststellen [30].
Des Weiteren geht die negative Ladung der Ful¥fortsatze verloren [31]. Dadurch
kommt es zu einem massiven Verlust von Plasmaproteinen in den Primarharn, die
bei einem physiologischen pH von 7,4 ebenfalls negativ geladen sind und im
gesunden System von den negativen Ladungen der GBM und Ful3fortsatze
zurickgehalten werden (Ladungsselektivitat). Auch geht die Fahigkeit der
GrolRenselektivitat verloren [31].

Es wird ebenfalls beschrieben, dass ADR die glomerulare Glykocalyx verdinnt,
eventuell durch Herunterregulation der Proteoglycan-Synthese. Dies reduziert
ebenso die negative Ladung und somit die Funktionalitat der Blut-Harn-Schranke. So
war die Dicke der Glykocalyx nach ADR-Behandlung nur noch 20% der Dicke der
Glykocalyx von unbehandelten Tieren [31].

Nephrin als Schlitzmembran-Protein wird sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf
Protein-Ebene tberexprimiert [31].

In der chronischen Phase der ADR-Schadigung, die sich etwa sechs Wochen nach
ADR-Behandlung einstellt, kommt es zur Glomerulosklerose. Sie zeigt sich in
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vermehrter mesangialer Matrix und in einer unter dem Mikroskop nachweisbar
erhohten Anzahl von sklerotischen Glomeruli; ferner in erhdhten TGF-R1 und CTGF-
Transkripten in ADR-behandelten Mausen [32].

Zahlreiche andere Parameter aulR3erhalb des Podozyten wurden in ADR-Tiermodellen
als Ursache der Nephrotoxizitat untersucht: eine weitere nephrotoxische Wirkung
besteht in der Induktion des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS). In
Ratten zeigen sich nach ADR-Behandlung hohere Angiotensin II- Spiegel als in
unbehandelten Tieren [32].

Als weitere Pathogenese der Nierenschadigung des Chemotherapeutikums wird eine
Hyperkoagulabilitéat in Ratten unter ADR-Behandlung beobachtet. Diese stellt sich in
der zweiten Woche nach einmaliger ADR-Gabe ein und besteht in erhohten
Fibrinogen- und Faktor VIlII- Spiegeln, sowie supprimierter fibrinolytischer Aktivitat
[33]. Ebenfalls mit der Nephrotoxizitdt im Zusammenhang steht eine beschriebene
ADR-induzierte Hyperlipidamie mit signifikant erhéhten Serum-Lipid-Spiegeln und
LDL/VLDL-Lipoprotein Fraktionen [34].

ADR wird im Mausmodell meist einmalig intravends in die Schwanzvene injiziert. Es
sind aber auch Versuche beschrieben, in denen die Applikation intraperitoneal
erfolgte [35]. Die Dosis richtet sich nach dem Gewicht; in der vorliegenden Arbeit
wurde die gangige Dosierung von 13 mg/kg gewahlt. Ziel war es damit den
Podozyten selektiv zu schadigen, um daraufhin das im Podozyten lokalisierte Protein

Spire-1 zu untersuchen.

1.4. Das Protein Spire-1

Das Protein Spire-1 gehort zur Familie der Spir-Proteine, die wiederum zu den
Wiskott-Aldrich  Syndrom Protein (WASP) homology region 2 (WH2) Proteinen
gehodren. Diese sind mit der Signaltransduktion von Rezeptoren auf der
Zelloberflache zum Aktin-Zytoskelett assoziiert. Spire-1 wurde urspringlich in
murinen Neuronen identifiziert, spater konnten weitere Spire Proteine auch in der
Milz nachgewiesen werden [36]. Bereits 1989 wurde von Schipbach et al. in Studien
an Drosophila den Proteinen Spire und Cappuccino eine formgebende Rolle bei
Drosophila zugesprochen. Spire- und Cappuccino-Mutanten zeigten in ihrem

Phanotyp eine abnormale abdominelle Segmentierung, was die Autoren vermuten
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lieR, dass diese Proteine mal3geblich an der Regulation des Zytoskeletts beteiligt
sind, und weniger an der intrazellularen Signaltransduktion [37].

In S&ugetieren konnten zwei Spire kodierende Gene gefunden werden, spir-1 und
spir-2 [36]. Von Spire-1 existieren zwei Isoformen, Isoform 1 mit einer DNA- Sequenz
von 1932 Basenpaaren, und Isoform 2 mit einer DNA-Sequenz von 1548
Basenpaaren Lange. Isoform 1 bildet ein Protein mit 643 Aminoséuren, Isoform 2 ein
Protein mit 515 Aminosauren. Das Protein Spire-1 hat im Immunoblot eine Gréi3e
von 96 kD [36].

Lokalisation von Spire-1

Spire-1 wurde von Kerkhoff et al. in Fibroblasten mithilfe von Immunfluoreszenz mit
Rab-11 GTPase kolokalisiert [38]. Die Proteine zeigten die Kolokalisation im
perinukledren Bereich sowie in einer punktuellen zytoplasmatischen Verteilung.
Durch Arbeiten in unserem Labor konnte Spire-1 im Podozyten immunhistologisch
sowohl perinukledr als auch vesikular punktuell im Zytoplasma des Zellkérpers
dargestellt werden. Ferner konnte Spire-1 im Primarfortsatz lokalisiert werden, nicht
jedoch in den Ful¥fortsatzen der Podozyten.

Struktur von Spire-1

Das Protein Spire-1 setzt sich -wie alle Proteine der Spir-Familie- aus vier Aktin-
bindenden ,WH2“ Doméanen zusammen, einer Membran-bindenden Doméane ,FYVE",
der ,Spir-box* und einem neu identifizierten Modul fir potentielle Protein-
Interaktionen, der ,KIND“ Region [39] (Abb.3).

KIND WH?2 Spir-box FYVE

- 00— :

Abb.3: Struktur der Spir-Proteine. KIND: kinase noncatalytic C-lobe domain, WH2: Wiskott Aldrich
Syndrome protein- homology domain 2, Spir-Box, FYVE: Membran- bindende Domaéne. (Quelle:
Kerkhoff, Trends in Cell Biology, Vol.16, (2006), 477-483)

11
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Die vier WH2-Domé&nen kdnnen monomere Aktin-Molekile binden und sind fir die
Fahigkeit von Spire-1 zur Aktin-Nukleation verantwortlich [40] (s.u.). Der sogenannte
Zink-Finger FYVE enthéalt acht Zysteine, die zwei Zink lonen binden und eine Loop-
Struktur formen, die die Membran penetriert. Er befindet sich am N-terminalen Ende
des Proteins. Der Name setzt sich zusammen aus vier Proteinen, die ebenfalls diese
Struktur enthalten (Fablp, YOTB, Vaclp, und EEA1l). Da sich die Spir FYVE
Doméne jedoch in ihrer Struktur von denen der anderen Proteine etwas
unterscheidet, bleibt es unklar, ob FYVE in Spire dieselbe Membran-bindende
Funktion hat [41]. Die Spir-box ist ebenfalls am N-Terminal des Proteins lokalisiert
[39]. Zwischen der Spir-box und einem Protein der Zink-Finger Doméane, Rabphilin
3A, bestehen Sequenzhomologien. Die Spir-box soll zwischen Rabphilin 3A und
Rab3A GTPase interagieren [38, 42]. Rab GTPasen regulieren den intrazellularen
Membrantransport. Die potentielle Rab GTPase- Interaktion in Spire Proteinen, plus
die Anwesenheit des potentiell Membran-bindenden Zink-Fingers, hat die Moglichkeit
einer intrazellularen Membrantransport- Funktion von Spire aufgeworfen [39]. Am N-
terminalen Ende des Proteins ist die ,kinase noncatalytic C-lobe domain“ (KIND)
lokalisiert [43]. Eine mdgliche Funktion der KIND Region kdnnte eine Interaktion mit
Signalproteinen sein [39].

Akin-Nukleation durch Spire-1

Die Polymerisation von monomerem Aktin zu filamentdsem Aktin bedarf Aktin-
Nukleations-Faktoren. Zu den bekannten Aktin-Nukleatoren gehéren der Arp2/3
Komplex und die Formine. Spire-1 stellt ein neues Mitglied in der Reihe der F-Aktin
Initiatoren dar. Die Nukleation von monomerem Aktin zu Aktinfilamenten durch Spire
Proteine wurde erstmals 2005 von Quinlan et al. beschrieben [40]. Sie basiert auf
den Aktin-bindenden WH2 Domanen. Vier WH2-Doméanen werden durch drei Linker-
Regionen miteinander verbunden [39]. Bei der Nukleation wird zuerst ein Aktin Dimer
gebildet, indem die beiden C-terminalen WH2 Domanen je einen Aktin Monomer
binden. Der Linker am Minus-Ende Uberbrickt die zur Aktin-Polymerisation
notwendige Energie [40] und stabilisiert den entstandenen Dimer, den sogenannten
~Pranukleus”. An diesen werden nun die Aktin Monomere der anderen beiden WH2
Domaéanen geheftet. Der so entstandene Tetramer ist der ,Nukleus®, von dem aus die
komplette Aktin-Polymerisation beginnt (Abb.4).

12
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Abb. 4. Mechanismus der Aktin-Nukleation
(@) durch Spire. Aktin- Monomere (grau), WH2
Akl Doménen (blau), Linker-3 Region (rot). a)
durch Bindung von 2 Aktin Monomeren an die

beiden c-terminalem WH 2 — Doménen wird

ein initialer Aktin Dimer geformt (Pranukleus).
Die Linker-3 Region stabilisiert dabei
Tetramer wahrscheinlich die Interaktion der beiden
(b) Aktin- Monomere b) weitere Aktin Monomere
werden an den Pranukleus angefligt bis ein
Tetramer —der Nukleus- entstanden ist. c)
© s Ends minus Ende nach Formation des kompletten Nukleus
beginnt die schnelle Polymerisation zu

Clifgﬁgémﬁg— filamentdsem Aktin. (Quelle: Kerkhoff, Trends

in Cell Biology, Vol.16, (2006), 477-483)

Spire als Stabilisator des Aktin-Zytoskeletts

Die Arbeitsgruppe um Rosales—Nieves erweiterte 2006 die Beschreibung von Spire
Proteinen, indem es die Fahigkeit zur Aktin-Nukleation nur einer Isoform der Spire
Proteine, SpireD, zusprach, fir die Isoform SpireC jedoch eine neue Hypothese
aufstellte. Nach ihren Ergebnissen ist SpireC ein Crosslinker zwischen F-Aktin und
Mikrotubuli. Die Isoformen scheinen also verschiedene Zytoskelettfunktionen zu
regulieren [44]. Weitere Autoren wie Bosch haben Spire als Aktinnetz-Stabilisator
beschrieben [45]. Wang et al. fihrten dazu eine Untersuchung an Drosophila
Oozyten durch [46]. Die Autoren gehen von folgendem Aufbau der Drosophila-
Eizelle aus: am Cortex der Zelle befinden sich Aktin-Bundel, die Mikrotubuli mit ihrem
Minusende dort verankern (Abb.5). Die Mikrotubuli ragen dabei in paralleler
Anordnung in das Zytoplasma hinein. Beim sogenannten ,Oocyte streaming” werden
die Mikrotubuli freigelassen und gleiten aus dem Cortex in das Zytoplasma hinein.
Dieser Vorgang entspricht dem normalen Reifestadium 10b der Oozyte. Die von den
Autoren hypothetisierte Rolle von Spire ist dabei die Mikrotubuli an den kortikalen
Aktinbundeln zu verankern. Spire Mutanten besitzen diese Féahigkeit nicht, wodurch
es zum verfrihten ,Oocyte Streaming“ kommt [46].

13
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@ MTOC
O Spire
T

\f\ actin D Capu

Abb.5: Interaktion des Aktin- Zytoskeletts mit Mikrotubuli (MT) in Drosophila- Oozyten. A) In Phase
9/10a der Reifung des Drosophila Oozyten ist Aktin in langen, dicken Bindeln kortikal angeordnet.
Capu und Spire verankern die ins Zytoplasma hineinragenden MT mit Aktin. B) Zu einem spéateren
Reifestadium formt sich das kortikale Aktin um, organisierte Aktin-Biindel I6sen sich auf. Durch diese
Umorganisation kommt es zum ,Oocyte streaming®, bei dem sich MT aus ihrer Verankerung im
kortikalen Aktin I6sen. (Quelle: Wang, Mech. Dev., 125 (2008), 142-152)

Spire-Beteiligung am Vesikel-Transport

Experimente von Kerkhoff et al. gaben Hinweise auf eine Rolle von Spire-1 in
vesikularen Transportprozessen [38]. Die Gruppe konnte durch Immunfluoreszenz
eine Kolokalisation von Spire-Proteinen und der Rabll GTPase nachweisen, die
sich am Trans-Golgi-Netzwerk und an post-Golgi Vesikeln befindet. Die Spire-
Lokalisation hing von der Integritat der Spir-Box und des FYVE Zink-Fingers ab
(s.0.). Uberexpression von Spire-1 in Mausen filhrte dazu, dass das vesikulare
Stomatitis Virus G (VSV G) Protein nach Einschleusen in die Zelle nicht zur
Plasmamembran transportiert werden konnte. Die Gruppe um Kerkhoff gab mit
diesen Ergebnissen Anlass zu einem Modell von Spire, in dem es durch die Induktion
der Aktin-Polymerisation eine vesikulare Motoraktivitat in Gang setzt [38].

Die AG Meyer konnte Spire-1 in Ratten als potentielles Antigen in der Schaf-Anti-
Podozyten Nephritis identifizieren [47]. Hierbei wurden Mause mit anti-Podozyten-
Antikorpern aus Schafseren immunisiert. Die Arbeitsgruppe stellte dadurch die
Hypothese einer Beteiligung von Spire-1 an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts im
Podozyten auf. Die vorliegende Arbeit dient der Untersuchung dieser These. Spire-1
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wurde zu diesem Zweck in der Maus und in Zellkultur auf Protein- und RNA-Ebene,
sowie in der Histologie untersucht.

15
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2. Material

2.1. Mausstaffel

2.1.1. Adriamycin

Das in dieser Arbeit verwendete Chemotherapeutikum ist Adriamycin (ADR),
Synonym Doxorubicin. In dieser Arbeit wurde das Generikum der Firma Hexal (50mg
Durchstechflasche) verwendet. Die Injektionsldsung wurde unverdinnt einer
Durchstechflasche entnommen und den Ma&usen in einer dem Korpergewicht

angepassten Dosis appliziert.

2.1.2. Behandlung der Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche Mause des Stamms Balb/c, die drei Monate alt
waren und ein Gewicht von 23-28 g hatten. Den M&usen wurde 13 mg/kg
Doxorubicin (Fa. Hexal) intravends in die Schwanzvene injiziert. Die Kontrolltiere
erhielten dasselbe Volumen isotone Natriumchloridlosung (NaCl) 0,9% auf die
gleiche Weise appliziert. In beschriebenen ADR-Nephritis Mausmodellen wurden
Dosierungen zwischen 9,5 und 18 mg/kg Korpergewicht Adriamycin injiziert [29, 48,
49]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine im Mittelfeld dieser bereits erprobten
Dosierungen liegende Dosis gewahlt.

2.1.3. Gewinnung von Mausurin zur Analyse

Die Mause wurden zur Gewinnung von Urin fiir sechs Stunden in Stoffwechselkéfige
gesetzt. Der Boden der Kafige bestand aus einer 96-Loch Platte (Fa. Falcon). Zur
Steigerung der Urinmenge wurde den Mausen zu Beginn 2 ml 0,9% NaCl-Lésung
intraperitoneal gespritzt. Nach Abpipettieren des Urins aus den Ldchern der 96-Loch
Platte wurde dieser in vorbereitete 1,5 ml Probengefal3e Gberfiihrt und bei -20°C bis

zur weiteren Analyse eingefroren.

2.1.4. Organentnahme

Die Organentnahme erfolgte bei der ersten Gruppe (akutes Modell) an Tag 6 bzw.
bei der zweiten Gruppe an Tag 20 nach der Applikation von Doxorubicin durch Frau
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Dr. Meyer-Schwesinger bzw. durch Herrn Dr. Philipp Klug. Dazu wurden die Tiere
nacheinander in eine Athernarkose (Fa. Riedel de Haen) versetzt und gewogen. Zur
Probengewinnung von Urin wurde die Blase punktiert. Der so gewonnene Urin wurde
in ein 2 ml Eppendorfgefal® tberfihrt und bei -20°C gelagert. Nach Entnahme der
ersten Niere wurde diese von der Kapsel und dem Hilus getrennt, geviertelt, in
vorbereitete 2 ml EppendorfgefaRe tberfuhrt und in flissigem Stickstoff schock-
gefroren. Diese Proben dienten spater der Gewinnung von Protein und wurden bis
zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Nun wurde die zweite Niere
entnommen, von Kapsel und Hilus befreit, in zwei Teile geteilt und in ein mit 4%
Formalin geflllten 15 ml Falcon Probengefal3en gelagert, bzw. in Tissue Tek (Fa.
Sakura Finetek Europe) gebettet in eine kleine Petrischale (Fa. Sarstedt) gelegt und
auf Trockeneis gefroren. Diese Proben wurden fur die Histologie und die
Mikrodissektion verwendet. Die Proben fir die Histologie wurden nach einem Tag in
Formalin bei 4°C in PBS (Fa. Gibco) gelagert, die Proben fir die Mikrodissektion
wurden sofort bei -80°C gelagert.

2.2. Zellexperimente

2.2.1. Puromycin

Fur Zellexperimente wird traditionell Puromycin (Puromycin Aminonukleosid, PAN,
Fa. Calbiochem) anstelle von Adriamycin verwendet. Puromycin wirkt in der Maus
schlechter als Adriamycin und wird daher in Mausen selten angewandt. Puromycin ist
ein  Aminonukleosid-Antibiotikum, das durch Bindung an Ribosomen in die
Translation eingreift. Es ist ausschlie3lich zu Forschungszwecken zugelassen [50].
Die Wirkung auf Podozyten ist identisch zu der Wirkung von Adriamycin. Das in
Pulverform gelieferte Puromycin wurde als Lésung in einer Konzentration von 10

mg/ml in destilliertem Wasser angesetzt und bis zur Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.2. Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Podozyten gearbeitet, die wir als Geschenk von
Prof. Endlich (Universitat Greifswald) erhielten. Diese waren ein Subklon der
Podozyten von Prof. Mundel (Mount Sinai Medical School New York). Diese

Podozyten sind immortalisiert worden, indem sie eine thermosensible Variante des
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SV-40 T-Antigens (TsA58) erhalten hatten. Das Prinzip der Kultivierung liegt im Ein-
und Ausschalten des SV-40 T-Antigens [17]. Das SV-40 T-Antigen ist unter der
Kontrolle des H-2Kb-Promotors, dessen Aktivitat von y-Interferon kontrolliert wird. Bei
33°C und in Anwesenheit von y-Interferon wird T-Antigen in der Wildtyp-
Konformation exprimiert, was zur Folge hat, dass die Podozyten sich vermehren und
einen niedrigen Differenzierungsgrad zeigen. Bei 37°C und in Abwesenheit von y-
Interferon ist der H-2Kb-Promotor abgeschaltet, das T-Antigen liegt in der mutanten
Konformation vor [17], die Podozyten vermehren sich weniger und differenzieren

sich.

2.3. Verwendete Antikdrper

Primére Spezies Eingesetzte Firma
Antikorper P Verdinnung
a) Western Blot
b) Immunfluoreszenz
¢) Immunhistochemie
. . Maus . .
anti-B-Aktin monoklonal a) 1:3000 Sigma
anti-a-Aktinin-4 Hase a) 1:1000 Immunoglobe
anti-Ezrin Maus a) 1:2000 Sigma
monoklonal
. . Meerschweinchen
anti-Nephrin a) 1:2000 Progen
polyklonal
anti-PGP9.5 Hase a) 1:2000 Chemicon
o Hase a) 1:350 Kerkhoff
anti-Spire-1 ¢) 1:10 Produktion/
' Uni Regensburg
. . M
anti-Synaptopodin aus a) 1:1000 Progen
. . Maus .
anti-Tubulin c) 1:100 Sigma
. Maus
anti-wT-1 b) 1:800 Santa Cruz
polyklonal
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Sekundare Firma
Antikorper

Esel anti Maus 1:40000 Jackson

Esel anti Hase 1:10000 Jackson

Esel anti

Meerschweinchen 1:20000 Jackson

Biotinylierter

anti-Hase 1gG 1:200 Vektor Labs

2.4. Verwendete Primer

Primer Sequenz Amplicon GenBank
Nephrin
TTG GTT CAG ACC ACACCAAC 110 bp AF 191090
forward
Nephrin
TTC CAC TCC AGT CCT ACCG gDNA >3100
reverse
PGP9.5 _
AGC TGG AAT TTG AGG ATG GA 111 bp gi 25058056
forward
PGP9.5 _
GGC CTCGTT CTT CTC GAA A keine gDNA
reverse
Spire-1
CTG GAG GAC CTG AAA AAT GC 116 bp NM_ 194355
forward
Spire-1 _
ATG GGC AGAGGG TTG TAC TG keine gDNA
reverse
Synaptopodin
GAA GAG GCC GAT TGA CAG AG 94 bp AK 158933

forward

Synaptopodin

reverse

TCGTTTTCG GTG AAG CTT TGT

gDNA > 5500 bp
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3.1. Zellen

3.1.1. Zellkultur

Mit der Differenzierung geht die typische Morphogenese einer Zelle einher, je
differenzierter die Zelle desto typischer die Morphologie. Molekularbiologisch &uf3ert
sich die Differenzierung einer Zelle in der Expression von fir die Zellart bendtigten
Genen. Die Differenzierung kann durch das im Medium hinzugefligte y-Interferon
unterbunden werden.

Die in der Arbeit verwendeten Podozyten wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen (Fa.
Sarstedt) gezlchtet. Sie wurden mit 15 ml Nahrmedium bedeckt, das aus RPMI 1640
und 10% fotalem Kalberserum (FCS), 15 mmol/L HEPES und 1 mmol/L

Natriumpyruvat bestand (alles Fa. Gibco).

Undifferenzierte Podozyten:

Das Medium fur die Zellkultivierung der undifferenzierten Zellen enthielt 10 U/ml y-
Interferon. Die Zellen wurden im Zellinkubator (Fa. Heraeus) bei einer Temperatur
von 32°C und einem Luft-CO2-Gehalt von 5% inkubiert. Nach einer drei- bis
viertdgigen Wachstums- und Vermehrungsphase im Zellinkubator wurden die Zellen
ausgedunnt. In einer sterilen Zellkulturwerkbank wurde dazu das alte Medium durch
Absaugen (Pumpe Laboport, Fa. KNF) entfernt, die Zellen einmal kurz mit PBS
gespilt und fir 1 min mit 3 ml Trypsin-EDTA (Fa. Gibco) bei RT angedaut. Zum
Stoppen der Proteolyse wurden 7 ml Nahrmedium dazugegeben und die
suspendierten Zellen nach der gewinschten Konzentration in eine neue 75 cm?
Zellkulturflasche Uberfuhrt. Meist wurden dabei 1:5 Verdinnungen hergestellt.

Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage zur Erneuerung des y-Interferons.

Differenzierte Podozyten:

Die Zellen wurden in Abwesenheit von y-Interferon bei einer Temperatur von 37°C
und einem Luft-CO2-Gehalt von 5% fir mindestens 14 Tage ausdifferenziert. Die
Ausdinnung zur Weiterkultivierung erfolge wie bei den undifferenzierten Zellen (s.0.).
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3.2. Proteinbiochemie

3.2.1. Gelelektrophorese

Bei der Proteinelektrophorese kommt es zu lonenwanderungen innerhalb eines von
einem Polyacrylamidgel getragenen elektrischen Feldes. Je nach Anzahl der sauren
und basischen Aminosauren haben die Proteine eine unterschiedliche Gesamtladung
und einen unterschiedlichen pK-Wert. Wird ein geladenes Molekil in ein elektrisches
Feld gebracht, so ist die elektrophoretische Beweglichkeit des Molekiils proportional
zur elektrischen Feldstarke und seiner lonenladung, und umgekehrt proportional zu
seiner GroRRe. Weiter hangt die Beweglichkeit des Proteins von seiner Gestalt, dem
pH-Wert, der Temperatur, der lonenstéarke des Puffers und der Porengrofe des Gels
ab. Das Gel variiert in seinem Verlauf im Vernetzungsgrad, wodurch ein Siebeffekt
entsteht, der die Molekile sowohl nach ihrer Ladung als auch nach ihrer Grolie
trennt.

Durch Vorbehandlung der Protein- Proben mit SDS (Natrium-Dodecyl-Sulfat), einem
anionischen Detergens, werden Proteine negativ geladen, wobei die Anzahl der
negativen Ladungen proportional zur Proteingro3e ist. Dadurch wird in der
Gelelektrophorese eine Auftrennung ihrer GrofRe nach moglich: je kleiner ein Protein,
desto schneller wandert es von der Kathode zur Anode. Der Siebeffekt des Gels,
dessen Poren zur Anode hin durch hohere Agarosekonzentration enger werden,
ermoglicht eine Auftrennung der Proteine der Gro3e nach.

Um die Laufweite eines Proteins ablesen zu kdnnen, lasst man sogenannte Marker
im elektrischen Feld mitlaufen. In der vorliegenden Arbeit wurde der Marker SeeBlue
(Fa. Invitrogen) verwendet. Diese Marker-Proteine sind mit einem blauen Farbstoff
gekoppelt. Die Molekulargewichte der Marker-Proteine sind bekannt, wodurch man
die Molekulargewichte der zu detektierenden Proteine ablesen kann.
Molekulargewichte der Markerproteine:

Myosin, 191 kD

Phosphorylase, 97 kD

BSA, 64 kD

Glutamat Dehydrogenase, 51 kD

Alkohol Dehydrogenase, 39 kD

Carbonanhydrase, 28 kD

Myoglobin Rot, 19 kD

Lysozym, 14 kD
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3.2.2. Lysatherstellung

Kultivierte Podozyten und Nierenzellen wurden mit T-PER Tissue Protein Extraction
Reagent (Fa. Pierce) und Complete Proteasehemmstoff (Fa. Roche) lysiert. Dazu
wurde ein Zellpellet suspensierter Zellen pro mg Pellet mit 10 yl T-PER Lysepuffer
versetzt und die Zellen in Losung gebracht. Gewebe wurde mit 1 ml Lysepuffer pro
0,1 g Gewebe versetzt und mit einem Pistill mechanisch zerkleinert. Nach 15-
minutiger Einwirkzeit auf Eis wurde die Suspension 20 min bei 16100x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues, vorgekiihltes Probengefal? tiberfiihrt.
Reste des Uberstandes, die nicht gleich zur Elektrophorese verwendet wurden,
wurden bei -80°C gelagert.

3.2.3. Protein- Konzentrationsbestimmung am NanoDrop

Zur Konzentrationsbestimmung des in den Lysaten enthaltenen Gesamtproteins
wurde ein NanoDrop der Firma PeglLab verwendet. Dies ist ein Spektrophotometer
zur Quantifizierung von Nukleinsduren, Proteinen, Fluoreszenzfarbstoffen u.a. Das
Prinzip beruht auf einer photometrischen Messung. Dazu wird 1 pl der zu
untersuchenden Probe auf einen Trager pipettiert, das Gerat geschlossen, die
Absorption/Extinktion vom Gerat gemessen und ins Verhaltnis zu Wasser gesetzt.
Dadurch lasst sich die Proteinkonzentration in der Probe berechnen.

Nach der Konzentrationsmessung am NanoDrop wurden die Proteinkonzentrationen

der Lysate mit T-PER aneinander angeglichen.

3.2.4. Auftrennung der Proteine

Die Proben wurden mit der entsprechenden Menge 4x LDS (NuPage Ladungspuffer
+ 0,4 M DTT) versetzt und zur vollstandigen Denaturierung 10 min bei 72°C erhitzt.
Fur das Auftrennen von Proteinen wurden vorgefertigte, reduzierende 4-12%
NuPage Bis-Tris Gradientengele (Fa. Invitrogen) benutzt. Das Gel wurde kurz mit
Wasser gespult, um Reste des zur Konservierung verwendeten Butylalkohols zu
entfernen. Danach wurden die Taschen der Gele mit 3-(N-Morpholino)-
Propansulfonsaure (MOPS) Laufpuffer gespult (bestehend aus 50 mM MOPS, 50
mM Tris Base, 0,1% SDS, 1 mM EDTA). Das Gel wurde in eine Elektrophorese-
kammer (Fa. Invitrogen) eingespannt und diese vollstandig mit Laufpuffer aufgefullt.
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Nach Beladen der Taschen wurde Uber ein Netzgerat (Fa. Biorad) eine Stromstéarke
von 60 mA pro Gel angelegt. Diese Stromstarke wurde beibehalten, bis die ersten

Proteine das untere Ende des Gels erreicht hatten.

3.2.5. Western Blot

Die durch die SDS-PAGE getrennten Proteine wurden aus dem Gel durch
elektrophoretischen Transfer im Nass-Verfahren auf eine engporige, positiv
geladene, aus PVDF (Polyvinylidenfluorid) bestehende Tragermembran tbertragen
(Fa. Millipore). Da die Proteine weiterhin durch SDS negativ aufgeladen sind,
wandern sie von der Kathode zur Anode.

Zum Proteintransfer wurde eine X Cell Il Blot Module (Fa. Invitrogen) verwendet. Der
Blot erfolgte im Sandwichverfahren zwischen drei Filterpapieren (Whatman, Fa.
Schleicher und Schnell). Dazu wurde die vor Gebrauch ca. 2 min mit Methanol
aktivierte PVDF-Membran luftblasenfrei auf das Gel gebracht, zwischen je drei
Whatman Papiere gelegt und mit je drei Schwammen in der Blotting-Apparatur fixiert.
Die Fixierung erfolgte so, dass das Gel der Kathodenseite, die Membran der
Anodenseite zugewandt war. Die negativ geladenen Proteine wandern so aus dem
zur Kathodenseite gewandten Gel auf die zur Anodenseite gewandte Membran. Die
Novex Mini Cell wurde dann mit Blotpuffer (25 mM Tris Base, 0,192 M Glycin, 20%
Methanol in Aqua dest.) aufgefillt. Der Transfer fand bei einer Spannung von
konstant 30 Volt und einer Temperatur von 4°C tber 60 min statt.

Beim Immunoblot werden durch Gelelektrophorese getrennte und auf eine Membran
transferierte Proteine mit Hilfe von spezifischen Antikbrpern nachgewiesen. Die
Antikorper binden hierbei nicht-kovalent an ihr Antigen. Die PVDF-Membran wurde
nach der Entnahme aus der Transfereinheit kurz mit TBST gespult und dann mit in
TBST gelostem 5% bzw. 3% Magermilchpulver fir 45 min inkubiert, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach kurzem Waschen mit TBST
wurde die Membran mit einem Antikoérper (gelost in Superblock, Fa. Pierce) bei 4°C
Uber Nacht auf einem Taumler (Fa. Biometra) inkubiert. Nach Entfernen des
primaren Antikorpers wurde die Membran in reichlich TBST unter viermaligem
Wechsel dber 40 min gewaschen. Danach wurde der sekundare,
Meerrettichperoxidase gekoppelte Antikorper fur 60 min bei Raumtemperatur auf

dem Taumler inkubiert. Der Antikrper wurde in 20 ml 5% bzw. 3% Magermilchpulver
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in TBST gelost auf die Membran gegeben. Nach Entfernen des sekundaren
Antikorpers waren weitere Waschschritte mit TBST Uber 40 min und mehrmaligem
Pufferwechsel nétig. Auch die Waschschritte erfolgten bei Raumtemperatur auf

einem Taumler.

Der Immunkomplex aus Antigen, Primér- und Sekundarantikérper wird mit Hilfe eines
Enzymkonjugates sichtbar gemacht. Um den Effekt zu verstarken, erfolgt die
Detektion indirekt Uber markierte ,Zweitantikbrper®, die gegen den am Antigen
gebundenen ,Erstantikorper” gerichtet sind. Es gibt unterschiedliche Mdglichkeiten
der Detektion. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Detektion mit ECL SuperSignal
(Fa. Pierce). Es funktioniert nach dem Prinzip der hochsensitiven Chemilumineszenz.
Diese basiert darauf, dass die an die Sekundarantikdrper gekoppelte Peroxidase in
Anwesenheit von H202 Luminol oxidiert. Dabei wird Licht freigesetzt, das nach
entsprechender Belichtungszeit in einer Filmkassette einen Rontgenfilm (Fa. Fuji, Fa.
GE) belichtet. Die Detektion erfolgte in der Dunkelkammer mit einem Rontgenfilm in
einem Entwicklungsautomaten (Fa. Agfa).

Die Sensitivitat des Western Blots liegt mit diesem Detektionssystem in einem
Bereich von 10 bis 100 femtoMol. Dies entspricht bei einem Molekulargewicht von 50
kD ca. 0,5 bis 5 ng Protein.

3.3. Mikrodissektion

Zur Mikrodissektion wurde das Lasermikroskop P.A.L.M. Micro Beam der Firma
Zeiss verwendet. Der Nutzen der Mikrodissektion liegt in der selektiven Kollektion
von Gewebe. Die gewlnschte Gewebestruktur wird dabei auf einem Bildschirm mit
Hilfe des Programms ABI Prism markiert. Entlang dieser Markierung schneidet in
einem nachsten Schritt das Lasermikroskop das markierte Gewebe aus und
katapultiert es mit Licht in ein Uber dem Objekttrager angebrachtes 0,5 ml
Eppendorfgefal3. So ist es moglich, eine reine Glomeruliprobe zu erhalten, die ohne
tubulare ,Verunreinigung“ ist. Es wurden zunachst Gefrierschnitte von Mausnieren
mit einer Dicke von 9 ym an einem Kryostat der Firma Microm angefertigt. Daftr
wurden beschichtete Objekttrager der Firma Zeiss verwendet, die zuvor mit einem
UV-Crosslinker fir 10 s zwecks besserer Aufnahmeféhigkeit fur das Gewebe vor-
behandelt wurden. Die Farbung der Gefrierschnitte erfolgte durch eine Kresylviolett-

Farbung nach einem Protokoll fir Gefrierschnitte von Zeiss (s.u.). Nach 15 min
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Trockenzeit wurde sofort im Anschluss mit der Lasermikrodissektion begonnen. Bei
der vorliegenden Arbeit wurden 350 Glomeruli pro Tier gesammelt. Sie wurden dabei
in ein RNA-freies 0,5 ml Eppendorfgefal3 katapultiert, das direkt Uber dem
Objekttrager befestigt war und in dessen Kappe zuvor 40 ul RLT Puffer der Firma
Qiagen pipettiert wurden. Der Puffer war pro 1 ml mit 10 pl B-Mercaptoethanol
versetzt, welches zuvor unter einem Abzug dazupipettiert wurde. Nach Beenden der
Mikrodissektion wurde das Eppendorfgefal3 vorsichtig aus seiner Halterung
genommen, 310 pl Puffer hinzugeflgt, und kurz zentrifugiert. Die Proben wurden bis

zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

3.3.1 Farbeprotokoll Kresylviolett fir Mikrodissektion

Aus den in Tissue Tek eingebetteten und auf -80°C gefrorenen Nierenstiicken
wurden in einem Kryostat der Firma Microm Gefrierschnitte bei einer Temperatur von
-24°C angefertigt. Diese wurden umgehend nach einem Protokoll der Firma Zeiss
angefarbt. Hierfir wurde zuerst der fertige Gefrierschnitt zur Fixation fir 3 min in
kaltes 100%-iges Ethanol gegeben. Danach wurde der Schnitt fir 60 s in 1%-ige
Kresylviolett-Acetat-Losung gegeben. Die Uberschissige Farbe wurde entfernt,
danach wurde der gefarbte Schnitt in 70%-igem Ethanol bzw. 100%-igem Ethanol fur
je 30 s gegeben. Das Trocknen der Objekttrager erfolgte bei Raumtemperatur. Die
gefarbten Schnitte wurden nach 15 min Trockenzeit mikrodisseziert.

3.4. Molekularbiologie
3.4.1. RNA- Isolation

Fur die Extraktion von RNA aus Mausnieren wurde ein RNAeasy Micro Kit (Fa.
Qiagen) verwendet. Dabei werden die selektiven Bindungseigenschaften einer auf
Silika-Gel basierenden Membran genutzt. In den speziellen Saulen wurde die
Gesamt-RNA an das Gel gebunden und Proteine und DNA in drei aufeinander
folgenden Waschschritten abgetrennt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei
Raumtemperatur und 8000x g. Die durch Mikrodissektion gewonnen Glomeruli in 350
Ml RLT-Puffer wurden bei Raumtemperatur aufgetaut, 30 s gevortext und mit 80%
Ethanol auf ein Volumen von 700 ul aufgefullt. Das Ethanol diente dazu in der Saule

gute Bindungskonditionen zu schaffen. Der RLT-Puffer lysierte und homogenisierte
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das Gewebe. Ein wichtiger Bestandteil des Puffers war das stark denaturierend
wirkende Guanidinisothiocyanat, das ebenfalls vorhandene RNAsen sofort inhibiert.
Nach Mischen der Proben durch zehnmaliges auf- und abpipettieren wurden diese
auf die RNeasy- Saulen gegeben und 15 s zentrifugiert. Die enthaltene RNA band in
dieser Zeit an die Saule, das Eluat wurde verworfen. Nach Zugabe von 350 pl
Waschpuffer RW1 auf die Membran in der Séaule wurde wieder 15 s zentrifugiert und
das Eluat verworfen. In einem gesonderten Eppendorfgefal wurden nun 10 pl
DNAse mit 70 pl RDD-Puffer ordentlich gemischt, mittig auf die Saule gegeben und
zum DNA-Verdau 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut mit
350 pyl RW1 Puffer gewaschen, 15 s zentrifugiert, und das Eluat verworfen. Nach
Transferieren in ein neues 2 ml Eppendorfgefal? wurde die S&ule zur Entfernung
moglicher Kontaminationsreste mit 500 pl RPE- Puffer versetzt und anschlieRend fur
15 s zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen, 500 ul Ethanol auf die Saule gegeben
und erneut 2 min zentrifugiert. Nach Uberfiihren in ein neues 2 ml EppendorfgefaR
wurde 5 min bei 16100x g zentrifugiert, um die Membran zu trocknen. Zur Elution der
gebundenen RNA wurde die Saule in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefald gestellt, 30 pl
RNAse- freies Wasser dazu pipettiert, 2 min inkubiert und 1 min zentrifugiert. Die
nun in dem Eppendorfgefall befindliche isolierte RNA wurde bis zur
Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

3.4.2. cDNA-Synthese

Die aus Glomeruli extrahierte Gesamt-RNA wurde revers in cDNA transkribiert, die
als Ausgangsmaterial fir die nachfolgenden gPCR-Reaktionen diente. Die reverse
Transkription erfolgte mit Hilfe der Reversen Transkriptase aus dem Moloney-Murine
Leukemia-Virus (=MMLV-RT, Fa. Invitrogen), die die Aktivitat einer RNA-abh&angigen
DNA-Polymerase aufweist. Eventuell vorhandene RNAsen wurden durch Zusatz
eines RNAse-Hemmstoffes inaktiviert. Zur reversen Transkription wurden 20 ul RNA
in Wasser mit 2 yl Random Hexamer Primer (Fa. Invitrogen) und 2 pyl dNTPs (Fa.
Invitrogen) versetzt. Dieser Ansatz wurde 5 min auf 65°C erhitzt, um die
Sekundarstruktur der RNA aufzuschmelzen, und anschlieBend fur 5 min auf Eis
herunter gekuhlt. Dies verhinderte die Neubildung der RNA-Sekundarstruktur und
ermoglichte die Hybridisierung der Primer. Der Ansatz wurde mit 8 pl First Strand
Puffer (Fa. Invitrogen), 4 ul 0,AM DTT (Fa. Invitrogen), 2 pl MMLV-Reverse
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Transkriptase (Fa. Invitrogen) und 2 pl des RNAse-Inhibitors RNAseOUT (Fa.
Invitrogen) versetzt. Die Reverse Transkriptase arbeitete 50 min bei 37°C und wurde
anschlieRend fir 15 min bei 70°C hitzeinaktiviert (Thermocycler Firma Biometra). Die
hergestellte cDNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

3.4.3. Quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR)

Die real time quantitative PCR, kurz RTg-PCR oder einfach gPCR, ist eine
Vervielfaltigungsmethode fur Nukleinséduren, bei der zusatzlich eine Quantifizierung
der hergestellten DNA durch Fluoreszenzmessungen wahrend der Amplifikation
moglich ist; daher der Name ,real time“. Sie basiert auf dem Prinzip der
herkdmmlichen PCR.

Bei der herkdmmlichen PCR (Polymerase Chain Reaction) wiederholt sich ein Zyklus
von DNA-Denaturierung, Primer-Hybridisierung und Primer-Extension, wobei ein
definierter Abschnitt eines DNA-Molekils logarithmisch amplifiziert wird. Sie dient in
erster Linie der Vervielfaltigung und dem Nachweis eines bestimmten Genabschnitts
in einer Probe.

Die qPCR erlaubt eine Aussage Uber die Menge eines bestimmten DNA-Fragmentes
innerhalb einer Probe. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen
ermoglicht. Diese interkalieren in die DNA. Die Zunahme der Ziel-DNA korreliert mit
der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. In dieser Arbeit wurde der
Fluoreszenzstoff SYBR-Green (Fa. ABS) verwendet. Fir die gPCR wurde ein PCR-
Geréat der Firma ABS verwendet. Es wurden zu 1,5 pl cDNA je 1,25 ul Forward und
Reverse Primer 900 nM, 0,25 uyl Standard Dye und 6,25 pl SYBR-Green Mix
pipettiert. Als Referenz wurde 18S verwendet, dessen cDNA 1:500 verdinnt wurde.
Der Zweck der Anwendung der gPCR in dieser Arbeit war es, zu Uberprifen, ob im
pathologischen Zustand in den Podozyten der Glomeruli das Protein Spire-1

eventuell mehr oder weniger exprimiert wird.

3.5. Enzyme- linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA dient der quantitativen Bestimmung von Proteinen, Viren, Hormonen und
anderen Stoffen aus Proben, wie z.B. Blut oder Urin. Der Test basiert auf einer
enzymatischen Farbreaktion. Dazu wird ein spezifischer monoklonaler Antikdrper an
eine 96-Loch- Mikrotiterplatte gebunden. Danach wir die Probe hinzugegeben. Dabei
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binden die evtl. in der Probe vorhandenen Inhaltsstoffe (Antigene) an den Antikdrper
in der Mikrotiterplatte. Nach Ablauf der Inkubationszeit und mehreren Waschschritten
sind die ungebundenen Bestandteile entfernt, und es bleibt nur das am Antikorper
gebundene Antigen in der Platte zurtick. Danach wird ein Meerrettichperoxidase-
gekoppelter Zweitantikdrper hinzugegeben, der nun ebenfalls an das Antigen bindet.
Durch Zugabe eines Peroxidasesubstrats kommt es zur Farbentwicklung. Die
Intensitat der Farbentwicklung ist dabei proportional zur Menge des Antigens. Der
Farbumschlag wird fotometrisch erfasst und mittels Standard in eine
Konzentrationsangabe umgerechnet.

In dieser Arbeit wurde ein ELISA-Kit (Fa. Bethyl) verwendet. Alle verwendeten
Materialien und Reagenzien wurden dem Kit entnommen. Die verwendeten 96-Loch-
Flachboden-Platten wurden mit Hilfe einer 8-Kanal-Pipette (Fa. Labsystems) mit dem
Erstantikorper versetzt. Dazu wurde der Antikorper (anti-Mausalbumin aus Ziege,
Verdinnung 1:100) mit dem Bindungspuffer (0,05 M Carbonat-Bikarbonat pH 9,6)
vermischt und auf der Mikrotiterplatte bei 4°C tUber Nacht inkubiert. Nach Abwaschen
der nicht gebundenen Reste mit Waschlosung (50 mM Tris, 0,14 M NacCl, 0,05%
Tween 20, pH 8,0) wurden alle nicht besetzten Bindungsstellen mit Blocklésung (50
mM Tris, 0,14 M NacCl, 1% BSA, pH 8,0) behandelt. Das enthaltene BSA besetzte in
der 30-mindtigen Inkubationszeit die noch freien Bindungsstellen. Wieder folgte ein
Waschschritt. Die zu untersuchenden Urinproben wurden nach einem ungefahren
Anhaltspunkt durch U-Stix verdinnt, hinzugegeben, und 60 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt, um nicht gebundenes Albumin zu
entfernen. Zu dem so gebundenen Albumin wurde der mit einem Enzym gekoppelte
Zweitantikbrper (anti-Mausalbumin aus Ziege, Meerrettichperoxidase gekoppelt
1:20000) hinzugegeben und ebenfalls 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es
erfolgte ein weiterer Waschschritt. Um die gekoppelten Antikdrper sichtbar zu
machen, wurde das mitgelieferte Enzymsubstratgemisch hinzugegeben und 5 bis
max. 10 min, je nach Farbumschlag, inkubiert. Durch Zugabe von 100 pyl 2 M
Schwefelsaure wurde diese Reaktion gestoppt. Zur Auswertung wurde ein ELISA
Lesegerat (Microplate Reader, MRX) verwendet.

3.6. Kreatinin- und Harnstoffbestimmung

Die Urinproben wurden zur Kreatinin- und Harnstoffbestimmung in das Zentrallabor

der Klinischen Chemie des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf gegeben.
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3.7. Histologie

3.7.1. Allgemeines

In dieser Arbeit wurden zur Untersuchung von Gewebeschnitten der Versuchs- und
Kontrolltiere histologische und immunhistologische Féarbungen angefertigt. Die
Einbettung der Gewebeproben und Anfertigung der Schnitte wurden von Frau
Mariola Reszka durchgefuhrt. Im Allgemeinen fertigte sie je nach Fragestellung
Schnitte von 1-3 ym Dicke an.

3.7.1.1. Prinzip der Immunhistologie

Grundlegendes Ziel der Immunhistologie ist es, mittels Antigen-Antikorperreaktion
definierte Epitope auf oder in Zellen zu identifizieren. Das Epitop wird durch einen
spezifischen Erstantikdrper gebunden. Nach entsprechender Bindungszeit wird das
Fc-Fragment des Erstantikbrpers mit Hilfe eines Zweitantikdrpers detektiert. Die
Auswahl des sekundaren Antikdrpers richtete sich nach der Herkunftsspezies des
verwendeten priméren Antikdrpers. Der Zweitantikdrper ist entweder mit einem
Enzym, mit dem Vitamin Biotin oder mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt. Der
so gebildete Antikorper-Antikbrper Komplex wird entweder durch enzymatische
Farbreaktion oder durch Fluoreszenz sichtbar gemacht.

3.7.1.2. Streptavidin-Biotin-Komplex

Die Darstellung der Antigene erfolgte teilweise mit der indirekten Avidin-Biotin-
Komplex (ABC) Methode. Sie beruht auf der Affinitat von Streptavidin - einem Protein
aus Streptomyces avidinii- zum Vitamin Biotin. Der an das Antigen gebundene
spezifische Erstantikbrper wird mit einem Biotin gekoppelten sekundaren, gegen das
Fc-Fragment des primaren Antikérpers gerichteten Epitop gebunden. Der Nachweis
des Sekundarantikdrpers geschieht dann durch das mit alkalischer Phosphatase
gekoppelte Biotin. Der verwendete Streptavidin-Komplex hat vier Bindungsstellen fir
Biotin. Zur Vorbereitung wurde Substanz A (Streptavidin-Komplex) mit Substanz B
(Biotin gekoppelt mit alkalischer Phosphatase) 20 min vor der Anwendung gemischt.
In dieser Zeit besetzte im Idealfall Biotin drei der vier freien Bindungsstellen des
Avidin-Komplexes. Bei der nachfolgenden Inkubation mit den Proben war die letzte
Stelle des AB-Komplexes frei fur die Bindung des Biotins am sekundéaren Antikorper.
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3.7.1.3. Neufuchsin Entwicklungslésung

Die mit dem AB-Komplex gefarbten Schnitte wurden in einem Bad mit
Neufuchsinlésung im Dunkeln farbentwickelt. Dazu wurden 300 mg Natriumnitrit in
7,5 ml Aqua dest. geldst und mit Neufuchsin Stammlosung (2,5 g Neufuchsin, Fa.
Serva und 50 ml 2 N Salzsaure, Fa. Merck) gemischt. Dann wurden 150 ml TNT
Puffer (6,35 g Tris, 9 g NaCl, 25 ml 1 M HCL alles Fa. Merck, 1 g Tween 20, Fa.
Sigma, in 1025 ml Aqua dest.) hinzugegeben. Diesem Gemisch wurden 750 pl einer
Naphtol-Losung (20 mg Naphtol-AS-Bi-Phosphat, Fa. Fluka und 9375 mg NN-
Dimethylformamid, Fa. Sigma) zugefugt und vermengt. Die an das Biotin gekoppelte
alkalische Phosphatase spaltete Phosphat vom Naphtol-AS-Bi-Phosphat ab, das
dann mit dem Neufuchsin einen unléslichen Farbkomplex bildete. Zellen, die

spezifische Farbungen aufwiesen, stellten sich nach dieser Entwicklung rot dar.

3.7.2. Zellen

3.7.2.1. Aktin-, a-Tubulin-, Spire-1- Inmunfluoreszensfarbung

Vorbereitung:

Differenzierte und undifferenzierte Podozyten wurden in 12-Loch-Platten (Fa.
Corning) auf Deckglasern ausgesat. Dazu wurde je ein steriles Deckglas (Fa. VWR,
Durchmesser 12 mm) pro Loch mit Kollagen Typ | Losung (Fa. Sigma) versetzt und
eine Stunde bei 37°C bzw. bei 32°C mit y-Interferon inkubiert. Nach Abnehmen der
Kollagenlosung, Trocknen der Deckglaser und Vorlage von 10%igem Nahrmedium
wurden 50 bis 300 ul einer Podozytensuspension zugegeben und bei 37°C Uber
Nacht kultiviert. Am néchsten Tag wurde das Medium gegen 1%-iges Nahrmedium
ausgetauscht. Das Ziel war dabei den eventuellen Einfluss von BSA im Nahrmedium
auf die Morphologie der Podozyten so gering wie mdglich zu halten. Anschliel3end
wurde Puromycin in einer Konzentration von 100 pg/ml auf die Zellen gegeben. Nach
einer Inkubationszeit von 24 h wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zur
Fixierung mit 200 pl Fixierldsung (16% PFA, 40% Sucrose in PBS) versetzt. Nach 8
min bei Raumtemperatur wurde die Fixierldsung entfernt und die Zellen dreimal fur
jeweils 10 min mit PBS gewaschen, bis sie schlie3lich luftdicht in PBS bei 4°C
gelagert wurden.
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Farbung:
Diese Farbung diente dem Nachweis der zytoskelettalen Proteine Aktin und o-

Tubulin und der Untersuchung der Lokalisation und Verteilung von Spire-1 mit und
ohne Puromycin-Behandlung in differenzierten und undifferenzierten Podozyten. Die
Zellen wurden 30 min mit Blockpuffer (Triton-X 0,05% und 5% PBS Fa. Sigma)
versetzt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Danach erfolgte Uber
Nacht bei 4°C die Inkubation mit dem Erstantikorper in Blockpuffer in einer
Konzentration von 1:10 fur Spire-1, 1:100 fur o-Tubulin und 1:200 far Aktin. Nach
dreimaligem Waschen der Zellen fir 5 min mit PBS wurde der Zweitantikrper fir a-
Tubulin CY5 anti-Maus und biotinylierter anti-Hase in Blockpuffer gemischt und in
einer Konzentration von 1:100 zugegeben. Die Inkubation erfolgte 30 min im
Dunkeln. Es folgte ein weiterer dreimaliger Waschschritt fir 5 min mit PBS. Danach
wurde Phalloidin, ein das filamentose Aktin des Zytoskeletts rot anfarbender
Farbstoff, in einer Konzentration von 1:200 mit Avidin FITC, einem das Protein
Spire-1 grin anfarbenden Farbstoff, in einer Konzentration von 1:100 versetzt. Es
folgte eine Inkubation von 30 min im Dunkeln. Nach erneutem dreimaligen Waschen
mit PBS fur 10 min wurden die Zellen auf den Deckplattchen in Fluoromount

eingedeckt.

3.7.3. Nierengewebe

3.7.3.1. PAS-Farbung

Die PAS-Farbung wurde zur allgemeinen Beurteilung der Morphologie der Glomeruli,
insbesondere der Podozyten, angefertigt. In der PAS-Farbung kommt es durch
Perjodsaure zur Oxydation von Glykolgruppen zu Aldehydgruppen, diese reagieren
mit dem Schiffschen Reagenz, wodurch es zu dem charakteristischen magenta-
roten Farbumschlag kommt.

Die Gewebeschnitte wurden 15 min in Perjodsaure 1% (Fa. Merck) gegeben. Nach
Abwaschen der Reste fur 3 min unter flieBendem Leitungswasser und Spilen mit
Aqua dest. wurden die Schnitte fur 40 min in Schiff'sches Reagenz (Fa. Sigma)
gegeben. Nach Waschen unter flieRendem Leitungswasser und in Aqua dest.
wurden die Schnitte fur 10 min in Hamatoxylin nach Bohmer gefarbt. Nach
Abwaschen der Rickstdnde wurden die Schnitte mit Deckglasern (Fa. Menzel)
eingedeckt.

31



3. Methoden

3.7.3.2. WT1 Neufuchsin- Farbung

Ziel der Farbung ist die spezifische Darstellung der Podozyten zur Identifizierung,
Zahlung und morphologischen Beurteilung. Hierzu wurden die in Paraffin gebetteten
Schnitte vorerst deparaffiniert. Danach wurden sie in Zitratpuffer (pH 6,1) 35 min in
der Mikrowelle gekocht und danach zur Kihlung fir 15 min in Eiswasser gestellt. Es
folgten drei Waschschritte tber 15 min mit Wasser. Nun wurden die unspezifischen
Bindungsepitope fir 30 min in 5%-igem Ziegenserum bei Raumtemperatur geblockt.
Es folgte die Inkubation des Primarantikorpers mit einem Hase- Anti- WT1-Antikdrper
(1:800) der Firma Santa Cruz in 5% Ziegenserum bei 4°C Uber Nacht. Nach
erneutem Waschen Uber 15 min mit PBS folgte die Inkubation mit biotinyliertem
Ziegen Anti-Hasen 1gG (Fa. Vector) 1:200 in 5% Ziegenserum fur 30 min bei
Raumtemperatur. Daraufhin wurde erneut Gber 15 min mit PBS gewaschen. Es folgte
die Inkubation mit Streptavidin AP 1:100 fur 30 min bei Raumtemperatur, mit einem
anschlieRenden Waschschritt mit PBS. Schlief3lich wurde die Neufuchsin Farbung
durchgefiihrt und bis zur gewiinschten Farbintensitat entwickelt. Die Schnitte wurden
in einer Lo6sung aus Gummi arabicum eingedeckt und bei Raumtemperatur

getrocknet.

3.7.3.3. Zellzahlung von WT1- positiven Zellen

Die Zellzahlung der WT1-positiven Zellen erfolgte an einem Mikroskop der Firma
Zeiss, die Dokumentation mit einer angeschlossenen Kamera. Es wurden je 50
Glomeruli ausgezéhlt und ihre Flache und Durchmesser bestimmt. Anschliel3end
wurden die Ergebnisse zur Prifung der statistischen Signifikanz einem t-Test fur

unverbundene Proben unterzogen.

3.7.3.4. Spire-1 und Nephrin- Immunfluoreszenzfarbung

Spire-1 wurde mit dem Farbstoff Cy3 dargestellt, Nephrin mit FITC. Fur die
Immunfluoreszenzfarbung wurden die in Paraffin gebetteten Gewebeschnitte zuerst
deparaffiniert. Danach wurden die Schnitte fir 30 min bei 98°C mit 0,05%
Citraconsaureanhydrid behandelt, danach fur weitere 15 min bei Raumtemperatur.
Es folgte ein dreimaliger Waschschritt mit PBS fir je 5 min. Daraufhin wurden
unspezifische Bindungsstellen mit 5% Pferdeserum fir 30 min bei RT geblockt und
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Avidin D 1:25 hinzugegeben. Ungebundenes Pferdeserum und Avidin D wurden in 2
Waschschritten fur je 2 min entfernt. Es folgte erneut ein dreimaliger Waschschritt mit
PBS fur je 5 min. Nun wurde der Primarantikbrper gegen Spire-1 in einer
Verdinnung von 1:100 sowie der Primarantikorper gegen Nephrin in einer
Verdinnung von 1:50 Uber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieRend wurde Biotin in
einer Verdinnung von 1:25 hinzugegeben. Es folgte wieder ein dreimaliger
Waschschritt mit PBS fir je 5 min. Nun wurde der biotinylierte Sekund&rantikérper
(Meerschweinchen) 1:200 zusammen mit dem Chromogen Cy3 anti-Hase in einer
Verdinnung von 1:100 hinzugegeben und 30 min bei RT inkubiert. Es folgte erneut
ein Block mit 5% Pferdeserum. Danach wurde wieder dreimalig mit PBS fur je 5 min
gewaschen. Zur Darstellung von Nephrin wurde anschliel3end das Chromogen FITC
in einer Verdinnung von 1:100 fir 30 min bei RT inkubiert. Zum Schutz der
Fluoreszenz wurden die gefarbten Schnitte abschlieRend mit Fluoromount
eingedeckt. Diese Farbung wurde von Frau Dr. Meyer-Schwesinger durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

4.1. Das Adriamycin- Modell (Mausmodell)

Zur Untersuchung von Spire-1 im lebenden System wurde ein Mausexperiment mit
zwei Gruppen durchgefuhrt. In jeder Gruppe gab es je sieben Tiere, davon drei
Kontrolltiere und vier mit Adriamycin behandelte Tiere. Adriamycin wurde dem
Korpergewicht angepasst intravends in die Schwanzvene appliziert, die Kontrolltiere
erhielten isotone Natriumchlorid-Losung in die Schwanzvene. Zur Unterscheidung
einer moglichen Sofortwirkung und einer Spatwirkung von Adriamycin auf die
Expression von Spire-1 wurde bei der ersten Gruppe eine kurze Experimentdauer
von 6 Tagen gewdahlt (Gruppe Tag 6, Kurzzeitgruppe), bei der zweiten Gruppe eine
Dauer von 20 Tagen (Gruppe Tag 20, Langzeitgruppe). Die Organentnahme erfolgte
dementsprechend an Tag 6 bzw. an Tag 20 nach Adriamycin-Gabe.

4.1.1. Klinische Parameter

Zur allgemeinen Beurteilung des Krankheitsgrades der Tiere wurde als klinischer
Parameter der Gewichtsverlust der Tiere im Verlauf des Experiments herangezogen.
Hierfir wurden die Mause vor Beginn des Experiments und am Tag der
Organentnahme gewogen. Es zeigte sich ein deutlicher Gewichtsverlust bei allen
Versuchstieren gegeniber den Kontrolltieren am Ende des Experiments, der jedoch
nicht signifikant war (Abb.6). Die Kontrolltiere hingegen zeigten eine signifikante

Gewichtszunahme (p=0,03).

NacCl ADR
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Abb.6: Korpergewicht der mit Adriamycin (ADR) behandelten Versuchstiere im Vergleich zur

Kontrollgruppe (NaCl). Es zeigte sich wie erwartet ein Gewichtsverlust bei den ADR-behandelten

Tieren (nicht signifikant). Es sind die Versuchstiere der Langzeitgruppe (Tag 20) dargestellt.
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4.1.2. Ergebnisse der Proteinurie-Analyse: Urin Albumin und Kreatinin

Das Leitsymptom der glomerularen Schadigung ist die Proteinurie. Albumin ist das im
Urin hauptsachlich erscheinende Protein wahrend einer Podozytenschadigung.
Albumin im Urin wurde daher als Marker fur den durch Adriamycin verursachten
Schaden verwendet. Um diesen Schaden quantifizieren zu kénnen, wurden Albumin-
ELISA Untersuchungen durchgefuihrt. Zusatzlich wurde Kreatinin in den gewonnen
Urinproben durch das Zentrallabor der Uniklinik Eppendorf bestimmt. Es wurde dann
ein Albumin-Kreatinin Quotient gebildet, um Unterschiede in der Urin-Ausscheidungs-
Menge zu korrigieren.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt. Es zeigte sich eine deutliche
Albuminurie der Versuchstiere gegenuber den Kontrolltieren mit einem Anstieg um
ca. eine Zehnerpotenz ab Tag 3 mit ansteigender Tendenz. Die maximale Proteinurie

wurde am Tag 20 ermittelt, und zwar mit einem Anstieg um ca. 3 Zehnerpotenzen.

1,00E+08

1,00E+07 =
1,00E+06 —~ ¢ E

CU /
1,00E+05
/ /i\;\
1,00E+04 e i

1,00E+03

Albumin/Kre

1,00E+02

1,00E+01

1,00E+00
Mittel TO Mittel T3 Mittel TS5  Mittel TI0  Mittel T14  Mittel T20

Abb.7: Graphische Darstellung der durch Albumin-ELISA ermittelten Proteinurie von Versuchstieren
gegenuber Kontrolltieren. Die Skalierung ist logarithmisch, die Werte fur Versuchs- und Kontrolltiere
zum jeweiligen Zeitpunkt sind gemittelt (n=6-7). Die Kontrolltiere werden durch die roten Quadrate
dargestellt, die Versuchstiere durch die blauen Rauten. Die beiden Versuchsgruppen (Tag 6 und Tag

20) wurden an den frilhen Zeitpunkten zusammengeschlossen.
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4.1.3. Ergebnisse der Proteinexpressions-Untersuchungen: Western Blot

Zur Untersuchung der Proteinexpression wurden Western Blots aus Lysaten der
Mausnieren erstellt. Untersucht wurden das Protein Spire-1 sowie das
Schlitzmembranprotein Nephrin und das Nephrin-verankernde Protein a-Aktinin-4.
Die Gesamtprotein-Konzentrationen wurden am Nano-Drop bestimmt und in den
Proben angeglichen. Um sicherzustellen, dass vergleichbare Mengen Protein in jeder
Probe enthalten waren, wurde B-Aktin als Referenzprotein gewéhlt, und die Banden
der zu untersuchenden Proteine im Verhaltnis zu B-Aktin quantitativ bewertet.

Das Protein Spire-1 zeigte in einigen Tieren der beiden behandelten Gruppen
(Tétungstag 6 und 20) eine verringerte Expression unter Adriamycinbehandlung im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb.8a).

Die Expression des Schlitzmembranproteins Nephrin zeigte in der Kurzzeitgruppe
eine Abnahme, in der Langzeitgruppe jedoch einen Anstieg in den Versuchstieren im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (Abb.8b).

a-Aktinin-4 zeigte in der Kurzzeitgruppe eine Zunahme unter Adriamycinbehandlung.
Dies konnte jedoch nur in der Kurzzeitgruppe gezeigt werden, die Langzeitgruppe
zeigte diese Veranderung nicht (Abb.8c).

Tag b Tag 20
Ko ADR Ko ADR
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Abb.8a: Western Blot gegen Spire-1 aus Gesamtnierenlysat der Kontrolltiere (Ko) und der mit ADR
behandelten Tiere an Tag 6 und Tag 20. Es zeigte sich bei einigen Tieren eine Abnahme der Spire-1
Konzentration in den Versuchstieren im Vergleich zu den Kontrolltieren an beiden Tagen.
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Abb.8b: Western Blot gegen Nephrin aus Gesamtnierenlysat der Kontrolltiere (Ko) und der mit ADR
behandelten Tiere aus beiden Gruppen: Nephrin wird an Tag 6 durch ADR herunterreguliert und ist an
Tag 20 verstérkt nachweisbar im Vergleich zu den Kontrolltieren.
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Abb.8c: Western Blot gegen a-Actinin-4 aus Gesamtnierenlysat der Kontrolltiere (Ko) und der mit ADR
behandelten Tiere aus beiden Gruppen: a-Actinin-4 wird durch ADR am Tag 6 heraufreguliert. Tag 20

nach ADR Gabe ist dieser Effekt nicht mehr nachweisbar.
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4.1.4. Ergebnisse der Genexpressions-Untersuchungen: gPCR

Zur Untersuchung der Genexpression von Spire-1 wurde Spire-1 mRNA durch
qguantitative PCR gemessen. Zur Materialgewinnung wurden Glomeruli mittels
Mikrodissektion gesammelt. Diese Technik ermoglicht die isolierte Gewinnung einer
bestimmten Struktur innerhalb eines Gewebeschnittes. Aus Gefrierschnitten wird
hierbei mittels mikroskopisch gesteuerter Laserdissektion die gewiinschte Struktur
ausgeschnitten. Somit war es mdglich reine Glomeruliproben ohne tubulare
,verunreinigung“ zu erhalten. Nach mehreren Probedurchgéngen stellte sich heraus,
dass es notig war, 350 Glomeruli pro Maus zu sammeln, um die Nachweisgrenze von
Spire-1 zu erreichen. Ferner wurde die Expression des Ful3fortsatzproteins
Synaptopodin, der Ubiquitinligase PGP9.5 und des Schlitzmembran-Proteins Nephrin
untersucht. Synaptopodin und Nephrin dienten hierbei als Vertreter der Ful3fortsatz-
bzw. Schlitzmembran- Proteine. PGP9.5 ist ein zytosolisches Protein, das die
Ubiquitinierung und somit die Proteinolyse aktiviert. Als Referenz diente ribosomale
18S RNA. Beide Versuchsgruppen wurden getrennt voneinander analysiert.

Ergebnisse der Kurzzeitgruppe: Die Genexpression von Spire-1 war in den mit

Adriamycin behandelten M&ausen niedriger als in den Kontrolltieren (Abb.9a). Diese
Verminderung war jedoch nicht signifikant. Im Gegensatz hierzu erhdhte sich die
Expression der Ubiquitinligase PGP9.5, sie wurde unter Adriamycinbehandlung
signifikant verstarkt exprimiert (p=0,04; Abb.9a). Stark vermindert war die Expression
von Synaptopodin. Diese war in der Kurzzeitgruppe aufgrund des hohen
Standardfehlers der Kontrollgruppe jedoch noch nicht signifikant (Abb.9a), was sich
in der Langzeitgruppe anders zeigte (s.u.). Nephrin als Schlitzmembran- Protein fiel
signifikant in der Expression (p=0,03; Abb.9a).

Ergebnisse der Langzeitgruppe: Die Ergebnisse fur Spire-1, PGP9.5, Synaptopodin

und Nephrin der Langzeitgruppe zeigten die gleichen Tendenzen wie die der
Kurzzeitgruppe. Spire-1 wurde unter ADR- Behandlung ebenfalls vermindert
exprimiert, jedoch auch hier nicht signifikant (Abb. 9b). PGP9.5 zeigte sich -wie in der
Kurzzeitgruppe auch- signifikant erhéht exprimiert (p=0,01; Abb.9b). Synaptopodin
fiel signifikant in der Expression (p=0,005; Abb9b), was in der Kurzzeitgruppe wegen
des hohen Standardfehlers nicht der Fall gewesen war. Nephrin fiel wie in der
Kurzzeitgruppe signifikant (p=0,006; Abb.9b).
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Abb.9a: Relative Expression der Proteine Spire-1, PGP9.5, Synaptopodin und Nephrin in den mit
Adriamycin behandelten Tieren der Kurzzeitgruppe (Tag 6) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es zeigte
sich eine nicht signifikante Verminderung der Expression von Spire-1. Die Expression von PGP9.5 war
signifikant erhoht (p=0,04). Synaptopodin fiel in der Expression, jedoch aufgrund des hohen
Standardfehlers in der Kontrollgruppe nicht signifikant. Die Expression von Nephrin stellte sich als

signifikant vermindert dar (p=0,03).
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Abb.9b: Relative Expression der Proteine Spire-1, PGP9.5, Synaptopodin und Nephrin in den mit

Adriamycin behandelten Tieren der Langzeitgruppe (Tag 20) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch

hier eine nicht-signifikant verminderte Expression von Spire-1. PGP9.5 stieg erneut in der Expression

(p=0,01). Synaptopodin fiel in der Langzeitgruppe signifikant in der Expression (p=0,005), ebenso

Nephrin (p=0,006).

4.1.5. Ergebnisse der Histologie

4.1.5.1. PAS- Farbung

Zur histologischen Beurteilung der Glomeruli wurden PAS- Farbungen angefertigt.

Die ADR- behandelten Tiere zeigten eine deutliche Veranderung in der Histologie.

Die Kapillarschlingen der Glomeruli

erschienen verbacken,

das Mesangium

verbreitert (Abb.10a). In vielen Glomeruli waren geschwollenen Podozyten zu

erkennen (Abb.10b). Die Tubuli waren mit Protein gefillt als Zeichen der Proteinurie
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(Abb.10a). Die histologischen Veranderungen waren sowohl in der Kurzzeit- als auch

in der Langzeitgruppe zu beobachten.

NacCl
Tag 6 Tag 20

Abb.10a: PAS- Farbung der Kontrolltiere (NaCl) und der mit Adriamycin (ADR) behandelten Tiere,
jeweils Tag 6 und Tag 20. VergroRerung x400. Man erkennt eine Verdickung des Mesangiums (Pfeil),
sowie mit Protein gefillte Tubuli nach ADR- Schadigung (Doppelpfeil).
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Abb.10b: Geschwollener Podozyt eines mit Adriamycin behandelten Tieres (Pfeil), vergroR3erte
Darstellung des Podozyten im rechten Bild. PAS-Farbung, VergréfRerung x400 bzw. x1000.

4.1.5.2. WT1- Farbung mit Bestimmung des Podozytenverlusts und der
Glomeruligrof3e

Da sowohl im Western Blot als auch in der gPCR eine verminderte Expression von
Spire-1 Protein bzw. mRNA zu verzeichnen war, stellte sich die Frage, ob dies auf
eine tatsachliche Herunterregulation von Spire-1 zuriickzufihren war, oder auf einen
Podozytenverlust unter ADR-Behandlung. Um die Podozytenzahl zu quantifizieren
wurde eine podozytenspezifische Farbung mit WT1 angefertigt (Abb.11). WT1 ist ein
Gen, das ausschlie3lich in Podozyten exprimiert wird und fir die Induktion des
renalen Wilms- Tumor verantwortlich ist. Die Auszéhlung der WT1- positiven
Podozyten von 50 Glomeruli pro Maus am Mikroskop erfolgte verblindet. Es stellte
sich heraus, dass sowohl in der Kurzzeit- als auch in der Langzeitgruppe ein
signifikanter Podozytenverlust unter ADR- Behandlung vorlag (p=0,02 bzw. p=0,01)
(Abb.12a). Ferner wurde die Grof3e von 50 Glomeruli pro Tier ausgemessen und die
Mittelwerte der Kontrollgruppen den Mittelwerten der Versuchsgruppen gegenuber-
gestellt. Es zeigte sich ein frihes signifikantes Anschwellen der Glomeruli in der
Kurzzeitgruppe (p=0,03). Nach 20 Tagen war der Durchmesser wieder auf die
Ausgangsgrol3e zuriickgekehrt (Abb.12b).
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Kontrolle ADR

Abb.11: WT1- Farbung zur spezifischen Darstellung der Podozyten in mit NaCl behandelten M&usen
(Kontrolle) und Adriamycin-behandelten M&usen (ADR). VergréRerung 400x. Man kann einen
Podozytenverlust unter ADR-Behandlung annehmen, der quantitativ erfasst und bestatigt wurde
(siehe Abb.12a).
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Abb.12a: Podozytenverlust unter Adriamycin- (ADR) Behandlung ermittelt durch verblindete
Auszahlung am Mikroskop nach Podozyten-spezifischer WT1- Farbung. Kurzzeitgruppe (Tag 6) und
Langzeitgruppe (Tag 20) zeigen beide einen signifikanten Podozytenverlust unter ADR-Behandlung
(p=0,02 und p=0,01).
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Abb.12b: Veranderung der Glomeruligré3e mit und ohne Adriamycin- (ADR) Behandlung in der Kurz-
(Tag 6) und Langzeitgruppe (Tag 20), ermittelt durch Ausmessen der Glomeruli am Mikroskop. Es
zeigte sich ein signifikantes Anschwellen der Glomeruli in der Akutphase (Tag 6, p=0,03). Diese

Veranderung war in der Langzeitgruppe nicht mehr zu beobachten.

4.1.5.3. Immunhistologie

Um das Verteilungsmuster von Spire-1 im gesunden und im pathologischen Zustand
beurteilen zu kénnen, wurden Immunfluoreszenz- Farbungen von Gewebeschnitten
der mit Adriamycin behandelten Tiere sowie der Kontrollgruppen angefertigt. Man
konnte das Farbemuster von Spire-1 unter Betrachtung mehrerer Glomeruli als
folgendermal3en verandert beschreiben: vor der Adriamycinbehandlung zeigte sich
Spire-1 vor allem in den primaren Fortséatzen der Podozyten. Adriamycin fuhrte zu
einer Umverteilung hin zu einem perinuklearen Muster. In den primaren Fortsatzen
war Spire-1 inhomogen verteilt (Abb.13a). Neben Spire-1 wurde Nephrin angefarbt.
Nephrin war in den Kontrolltieren perlschnurartig entlang der Basalmembran zu
sehen. In den Versuchstieren war diese bandartige Farbung jedoch aufgeldst und
Nephrin erschien eher fleckig verwaschen entlang der GBM (Tag 6, Abb.13a und
13b).
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Abb.13a: Immunfluoreszenz von Gewebeschnitten der Kontrolltiere und ADR-behandelten Tiere der
Kurzzeitgruppe (Tag 6) in 400-facher bzw. 1000-facher Vergré3erung. Spire-1 zeigt eine perinukleare

Umverteilung bei insgesamt unverminderter Farbung. Nephrin verliert unter ADR-Behandlung seine
typische perlschnurartige Anordnung entlang der GBM.
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Abb.13b: Immunfluoreszenz von Gewebeschnitten der Kontrolltiere und ADR-behandelten Tiere der
Langzeitgruppe (Tag 20) in 400-facher bzw. 1000-facher Vergro3erung. Spire-1 zeigt auch hier eine
Auflésung der gleichmaf3ig zytoplasmatischen Verteilung bei gleichbleibender Immunfluoreszenz.

Nephrin verliert wie in der Kurzzeitgruppe unter ADR-Behandlung seine typische perlschnurartige
Anordnung.
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Die Menge von Spire-1 war immunhistochemisch in den verbliebenen Podozyten
sowohl in der Kurzzeit- als auch in der Langzeitgruppe nicht vermindert im Vergleich
zu den Kontrolltieren (Abb.13a und 13b).
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4.2. Das Puromycin- Modell (Podozyten- Schadigungsmodell)

4.2.1. Ergebnisse der Proteinexpression

Zur Untersuchung der Proteinexpression von Spire-1 wurden Western Blots aus
Lysaten von differenzierten Podozyten erstellt. Die Podozyten wurden dazu mit
verschiedenen Konzentrationen Puromycin (PAN) inkubiert und danach zu
definierten Zeitpunkten geerntet. Wir erwarteten eine mdgliche Anderung der
Expression von Spire-1 unter PAN- Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die
Kontrollgruppe bestand entweder aus nur mit Medium behandelten Podozyten oder
aus mit Dexamethason behandelten Zellen.

Um sicher zu stellen, dass die Proben gleiche Mengen Protein enthielten,
verwendeten wir 3-Aktin als Ladungskontrolle. Wir gingen davon aus, dass 3-Aktin
auch im pathologischen Zustand quantitativ konstant bleibt und somit das zu
untersuchende Protein im Verhaltnis zu 3-Aktin quantitativ erfasst werden kann.

Das Protein Spire-1 zeigte in den Western Blots aus Zellkultur eine Abnahme in der
Expression unter PAN- Behandlung im Vergleich zur mit Medium inkubierten
Kontrollgruppe (Abb.14a). Dies war bei Dosen von 12,5 ug bis 50 ug PAN der Fall.
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Abb.14a: Western Blot aus differenzierten Podozyten unter Behandlung mit Medium (Kontrolle) und
PAN. Inkubationszeit 24h. Konzentration 12,5 ug/ml, 25 ug/ml, 50 ug/mi.

Ebenso zeigte sich eine Abnahme der Expression unter PAN bzw. PAN +

Dexamethason- Behandlung im Vergleich zu der nur mit Dexamethason behandelten
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Kontrollgruppe (Abb. 14b). In diesem Versuch wurden Konzentrationen von 10 pg
und 30 pg PAN gewahlt (Inkubationszeit 48 h). Da die Menge an R-Aktin in der
Kontrolle konstant blieb, gingen wir davon aus, dass es sich um eine tatséchliche
Herunterregulation von Spire-1 handelt, nicht um einen Zellverlust unter PAN-
Behandlung. Dexamethason konnte die Herunterregulation von Spire-1 nicht
vermindern.
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Abb.14b: Western Blot aus differenzierten Podozyten unter Dexamethason- Behandlung (Kontrolle)
bzw. PAN- Behandlung. Inkubationszeit 48h. Konzentrationen: 10 bzw. 30 ug/ml PAN, Dexamethason
1 uM.

4.2.2. Ergebnisse der Histologie

Fur die Beurteilung der Lokalisation von Spire-1 und der podozytaren zytoskelettalen
Bestandteile p-Aktin und «-Tubulin wurden Immunfluoreszenzfarbungen von
differenzierten und undifferenzierten Podozyten angefertigt. Um mdgliche
Lokalisationsanderungen im pathologischen Zustand festzustellen, wurden jeweils
eine Gruppe differenzierte und eine Gruppe undifferenzierte Podozyten mit
Puromycin behandelt. Die Puromycin- Konzentration betrug 100 pg/ml, die
Inkubationszeit 24 h.

In den undifferenzierten Podozyten zeigte sich a-Tubulin erwartungsgemaf in
Bindeln arrangiert, faserférmig, parallel verlaufend im Zellkbrper und in den
Primarfortsatzen. Dies war sowohl ohne als auch mit Puromycin- Behandlung der

Fall (Abb.15). p—Aktin stellte sich ebenfalls definiert faserformig in Zellkdrper und
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Primarfortsatz dar, sowohl ohne als auch mit Puromycin- Behandlung. Beide
Strukturproteine haben sich also unter der Puromycin-Behandlung quantitativ und
strukturell nicht verandert (Abb.15). Spire-1 konnte unter Kontrollbedingungen
punktformig im Zellkdrper und Primarfortsatz dargestellt werden. Die punktformige
Verteilung weist am ehesten auf eine vesikulare Verteilung hin. Diese war unter
Puromycin-Behandlung starker perinukledr akzentuiert als ohne Puromycin-
Behandlung (Abb.15). In differenzierten Podozyten zeigte sich ein &hnliches Bild
(nicht abgebildet).

a-Tubulin Aktin Spire-1

Ohne PAN- Behandlung

Mit PAN- Behandlung

Abb.15: Immunfluoreszenz-Farbung undifferenzierter Podozyten mit und ohne PAN- Behandlung in
100-facher Vergrof3erung. Inkubationszeit: 24 h. PAN- Konzentration: 100 ug/ml. blau: a-Tubulin, rot:
Aktin, grin: Spire-1.

Bei den Immunfluoreszenzbildern fiel eine verstarkte Farbung von Spire-1 als
Ansatzpunkt einer ,Fahnchen“- artigen Struktur auf der Oberflache der Podozyten auf
(Abb.16). Diese Struktur wurde nach weiteren immunhistologischen Untersuchungen
der Arbeitsgruppe als Zentrosom identifiziert. Das Zentrosom verankert den
mitotischen Spindelapparat und wandert zwischen den Mitosen zur Zellmembran, wo
ein primares Zilium gebildet wird. Spire-1 befindet sich hierbei am ehesten in oder an
den perizentrosomalen Vesikeln. Eine solche Lokalisation von Spire-1 ist in dieser
Region in der Literatur im Zusammenhang mit Rab 11-positiven perizentrosomalen

Vesikeln in Fibroblasten beschrieben [38]. Die Aufgabe von Spire-1 am Zentrosom

50



4. Ergebnisse

bleibt Ansatzpunkt fur weitere Untersuchungen (Abb.16). Zilien wurden auf
ausdifferezierten Podozyten in vivo bisher nicht beschrieben. Allerdings berichtete
kirzlich M. Saleem (Bristol) von Zilien auf manchen Podozyten auch in vivo

(unpubliziert).

,Fahnchen“-artige
Struktur

a- Tubulin Aktin Spire-1

Abb.16: Immunfluoreszenz undifferenzierter Podozyten. Blau: a-Tubulin, rot: Aktin, grin: Spire-1.

Spire-1 ist in der Region des Zentrosoms nachweisbar.
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Ziel dieser Arbeit war es, das Protein Spire-1 als moglichen Akteur in der
Pathogenese des Ful¥fortsatzrickzugs der Podozyten beim glomeruléren
Nierenversagen zu untersuchen. Das Protein Spire-1 wurde von der Arbeitsgruppe
Meyer im Rahmen der Etablierung eines immunologisch-vermittelten Modells der
Glomerulonephritis in der Maus als mogliches Antigen in Podozyten identifiziert. Bei
diesem Modell wurden Schafe mit murinen Zellkultur-Podozyten immunisiert, und
deren Seren Mausen intravends appliziert. Die Anti-Podozyten-AntikGrper der
Schafseren banden selektiv an Podozyten der Mause und I6sten eine
Glomerulonephritis aus. Nach s&ulenchromatographischen Untersuchungen
moglicher  Antigene  dieser  Antigen-Antikdrper-Bindung  konnte  massen-
spektrometrisch unter anderem das ca. 95kD grol3e Protein Spire-1 identifiziert
werden. Die genauere Untersuchung dieses Proteins schien daher vielversprechend.

Zur Umsetzung des Vorhabens wurde ein Mausmodell gewéhlt, das bereits etabliert
und in der Literatur vielfach beschrieben ist. Ziel war es, den Podozyten dabei
selektiv zu schadigen, und daraufhin in proteinbiochemischen, histologischen und
Gen-Expressions- Experimenten Spire-1 genauer zu untersuchen. Bei diesem
etablierten Modell handelt es sich um die ADR-Nephritis. So wurde beispielsweise
die ADR Nephritis von Guo et al. angewendet, um die Rolle von RAGE, einem
Rezeptor in der Niere fur advanced glycation end products, zu untersuchen [29].
Dieser ist im pathologischen, durch Adriamycin vermittelten Zustand heraufreguliert.
In aktuellen Arbeiten wurde die ADR Nephritis u.a. verwendet, um die Rolle von
Matrix-Metalloproteasen wie MMP-9 und MMP-13 in der Pathogenese glomerularer
Erkrankungen genauer zu untersuchen. Es stellte sich hierbei beispielsweise heraus,
dass die Abwesenheit von MMP-9 (Gelatinase) und MMP-13 (Kollagenase) eine
Adriamycin-induzierte Alouminurie und Glomerulosklerose abmildert [29].

Um die glomerulare Schadigung zu uberprifen, wurden Urinanalysen durchgefihrt.
Glomerulare Schaden zeigen sich in einer Proteinurie, vor allem von Albumin. Die
durchgefiihrten ELISA-Untersuchungen zeigten eine signifikante Alouminurie ab Tag
3 in allen ADR-behandelten Versuchstieren. Aber auch andere Untersuchungen
zeigten das Gelingen des Modells. So konnten histologisch geschwollene Podozyten
und eine Verbreiterung des Schlingenkonvoluts in der PAS-Farbung dargestellt
werden. Dies ist als Zeichen einer podozytaren Pathologie zu werten. Der Nachweis
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von Proteinzylindern in vielen Tubuli zeigte ebenfalls den Verlust der Filterfunktion
der Podozyten an. Die Podozytenzahl in Glomeruli von ADR-behandelten Mausen
war signifikant vermindert (s.u.). Von dem Vorliegen einer vor allem podozytaren
Schadigung konnte somit ausgegangen werden. Zusammengefasst hat das ADR
Modell in den Mausen wie in der Literatur beschrieben funktioniert und eine vor allem
podozytdre Schadigung hervorgerufen. Nun konnte Spire-1 auf Expression und
Regulation im geschéadigten Podozyten der ADR-Nephritis in der Maus untersucht

werden.

Die Western Blots zur Beurteilung von Spire-1 auf Protein-Ebene zeigten in der
Kurzzeit- und der Langzeitgruppe in einigen Tieren eine verringerte Expression. Eine
verminderte Expression von Spire-1 hatte sich auch in Vorversuchen mit
Rattenglomeruli, die durch Dynabeats, eine bestimmte Technik zur Selektion von
Glomeruli aus Nierengewebe, gewonnen worden waren, und die aus Ratten mit
passiver Heymann Nephritis stammten, gezeigt. Bei der Heymann Nephritis
entwickeln die Ratten eine experimentelle membrantse Glomerulonephritis mit
Podozytenverlust und Proteinurie. Somit scheint Spire-1 bei Podozytenschaden und

Proteinurie vermindert exprimiert zu werden.

Eine von Wang et al. und anderen Arbeitsgruppen postulierte Hypothese zur
Funktion von Spire Proteinen ist die Funktion als Aktin Stabilisatoren, indem sie Aktin
mit Mikrotubuli vernetzen (s.0.). Der im Falle einer Niereninsuffizienz auftretende
FuRfortsatzriickzug kdnnte auf einen Funktionsverlust von Spire zuriickzufiihren sein:
bei einem funktionalen Ausfall von Spire wirde der von den Arbeitsgruppen
beschriebene Halterungsmechanismus verloren gehen, und das aus Aktin
bestehende Zytoskelett der Ful3fortséatze destabilisiert werden. Der quantitative Abfall
von Spire-1, den die Western Blots beschreiben, spricht fur diese Hypothese. Spire
wirde durch Adriamycin seine Funktion als Stabilisator des Aktin-Zytoskeletts durch
die Verankerung von Aktin an Tubulin in den primaren Ful3fortsatzen verlieren. Eine
mogliche Konsequenz ware der Zusammenbruch des Zytoskeletts mit
FuRfortsatzriickzug.

Die im Western Blot gesehene Verminderung war jedoch immunhistochemisch nicht
nachweisbar (s.u.) und in der gPCR ebenfalls nicht eindeutig zu verifizieren (s.u.),
was uns darauf lenkte, dass ein Podozytenverlust unter dem Chemotherapeutikum

Adriamycin eventuell fur die verminderte Expression ursachlich sein konnte.
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Um die Frage des Podozytenverlusts zu quantifizieren, wurde die Podozytenzahl
anhand von WT1-Farbungen ermittelt. WT1 ist ein Gen, welches in die Induktion des
renalen Wilms-Tumor bei Kindern involviert ist. Bei der WT1-Farbung handelt es sich
um eine Podozyten-spezifische Farbung, die den Podozyten rot anfarbt und es somit
ermoglicht, die Podozytenzahl innerhalb eines Glomerulums durch Auszéhlen zu
ermitteln. Nach Auszahlung von 50 Glomeruli pro Versuchstier erhielten wir
folgendes Ergebnis: sowohl in der Kurzzeit- als auch in der Langzeitgruppe gab es
einen signifikanten Podozytenverlust unter ADR- Behandlung (p= 0,02 bzw. p=0,01).
Dieses Ergebnis bestatigte den Verdacht, dass es sich in der in den Western Blots
gezeigten Abnahme von Spire-1 nicht um eine Herunterregulation, sondern um einen

Gewebsverlust handeln konnte.

Von Kerkhoff et al. wurde Spire-1 eine mdgliche Funktion im Vesikel-Transport im
Podozyten der Niere zugesprochen. Die Arbeitsgruppe entdeckte, dass Spire mit der
GTP-ase Rabll kolokalisiert, die sich wiederum am Trans-Golgi-Apparat sowie an
post-Golgi Vesikeln befindet. Die Gruppe konnte ferner feststellen, dass in mutierten
Mausen, in denen Spire-1 Uberexprimiert wurde, der Transport des sogenannten
vesikularen Stomatitis Virus G (VSV G) zur Zellmembran gestort war. Sie stellte
daraufhin die Hypothese einer Beteiligung von Spire am Vesikel-Transport auf (s.0.).
Dieser Transport konnte vom Trans-Golgi-Apparat zur Zellmembran, aber auch
entlang der Mikrotubuli der Priméarfortsdtze zu den Ful3fortsatzen in Podozyten
gerichtet sein. Im Golgi- Netzwerk synthetisierte Proteine wiirden dann quasi wie an
einer ,Seilbahn“ entlang der Mikrotubuli zu ihrem Zielort den Ful3fortsatzen
transportiert, und Spire-1 kénnte bei diesem Transportmechanismus eine Rolle
spielen. Der durch die Zellzahlung festgestellte Podozytenverlust erhartet die
Hypothese, dass Spire-1 unter Bericksichtigung dieses Zellverlusts dennoch
hochreguliert werden koénnte.

In geschadigten Podozyten findet sich eine Anh&ufung von Vesikeln. Dies ist zum
Beispiel in dem Modell der Anti-Podozyten Nephritis der Fall [47]. Diese Vesikel
zeigen sich vor allem im perinuklearen Zytoplasma. Wenn man von einer Beteiligung
von Spire beim Vesikeltransport ausgeht, ware bei den Proteinanalysen im Western
Blot eine Hochregulation zu erwarten gewesen, zum Beispiel um mehr Vesikel mit
degradierten Proteinen auszuschleusen, oder um zur Reparatur bendtigte

synthetisierte Proteine zu den Ful3fortsatzen transportieren zu konnen. Die
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Verminderung der Proteinmenge in einigen Tieren im Western Blot und die
tendenziell verminderte Expression in der quantitativen PCR (s.u.) kann diese
Hypothese nicht bestatigen. Allerdings ist fraglich, ob die Podozyten unter der
toxischen Behandlung mit Adriamycin zu einer Hochregulation von solchen
strukturerhaltenden Proteinen in der Lage sind, oder ob nicht die Toxizitat gerade in
der Fehlregulation solcher Proteine ihren Ausdruck findet. AuRerdem konnte ein
Podozytenverlust zu einer quantitativen Verminderung von Protein und mRNA
fuhren, obwohl das Protein in den verbleibenden Zellen noch ausreichend exprimiert

wird.

Die Frage der Urséachlichkeit einer verminderten Expression kann im Rahmen dieser
Arbeit leider nicht geklart werden. Méglich ware ein passive Herunterregulation im
Rahmen der Podozytenschadigung oder eine primare Anderung der Spire-1
Expression mit der Folge einer Veranderung des podozytaren Zytoskeletts und
folglich einer Proteinurie. Interessanterweise spricht die im Vergleich zu Spire-1
unterschiedliche Proteinexpression des Schlitzmembranproteins Nephrin fur eine
primére Regulation von Spire-1: die Nephrin-Expression nahm in der Kurzzeitgruppe
ab, was auch in der Literatur fur die ADR-Nephritis als charakteristisch beschrieben
ist [51]. Erstaunlich war jedoch, dass es in der Langzeitgruppe zu einem
Wiederanstieg kam, da Nephrin nun wieder vermehrt im Western Blot nachgewiesen
werden konnte. Die Proteinurie-Analysen zeigten, dass diese Nephrin-Expression
keine funktionelle Verminderung der Proteinurie zur Folge hatte. Die differenzierte
Regulation von Nephrin lasst auch eine gerichtete Regulation von Spire-1, eher als
einen bloRen Zellverlust, annehmen. Ferner wurde das Nephrin-verankernde Protein
o—Aktinin 4 untersucht. Es zeigte in mehreren Blots eine eindeutige Zunahme in den
Versuchstieren unter ADR- Behandlung im Vergleich zu den Kontrolltieren. Diese
Veranderung ist konform mit der in der Literatur beschriebenen Regulation von a—

Aktinin 4 mRNA in humanen proteinurischen Glomerulopathien [52].

Nun wurde die Spire-1 mRNA-Expression untersucht. Das Besondere in der
vorliegenden Arbeit war, dass Glomeruli durch Mikrodissektion gesammelt wurden.
Hierbei wurden Gefrierschnitte von den Mausnieren angefertigt, diese angefarbt, und
Glomeruli -insgesamt 350 pro Tier- unter einem Lasermikroskop ausgeschnitten.
Somit handelt es sich bei den Daten der quantitativen PCR um rein glomerulares
Gewebe ohne tubulare ,Verunreinigung“. Die Ergebnisse der quantitativen PCR
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zeigten in der Kurzzeitgruppe eine leichte Herunterregulation von Spire-1 in den
Versuchstieren, die jedoch nicht signifikant war. Das gleiche Ergebnis erhielten wir in
der Langzeitgruppe. Diese Ergebnisse gingen mit den Ergebnissen des Western
Blots konform, jedoch nicht mit der Immunhistochemie (s.u.).

Wir stellten Vergleiche mit anderen podozytaren Proteinen bzgl. Ihrer Gen-
Expression an. Das im Zytosol befindliche PGP9.5 ist eine Ubiquitinligase, die die
Ubiquitinierung von Proteinen aktiviert, und somit deren Abbau. PGP9.5 zeigte sich
in den quantitativen PCR- Analysen unter ADR- Behandlung in der Kurzzeitgruppe
als um mehr als das 3-fache exprimiert. Diese vermehrte Expression spricht fuir einen
gesteigerten Proteinabbau in der Zelle durch die Ubiquitinligase PGP9.5 unter
pathologischen Bedingungen.

Ferner untersuchten wir das Schlitzmembranprotein Nephrin. Nephrin wurde unter
Adriamycin- Behandlung in der Kurzzeitgruppe 3-fach weniger exprimiert (p=0,03). In
der Langzeitgruppe bestatigte sich dieser Abfall (p=0,006). Diese Ergebnisse
stimmen mit den immunhistologischen Ergebnissen tberein, in denen der Verlust der

perlschnurartigen Verteilung entlang der GBM zu kennzeichnen war.

Die Expression des ebenfalls in den FulRfortsdtzen befindlichen Proteins
Synaptopodin fiel noch starker unter Adriamycin-Behandlung, namlich um mehr als
das 10-fache (Kurzzeitgruppe). Rechnet man den Verlust von Spire-1 gegen den von
Synaptopodin, so kommt man auf einen relativen Anstieg der Expression von Spire-1
auf ca. das 8-fache (Diagramm nicht dargestellt). Geht man davon aus, somit den
Zellverlust ,herausgerechnet® zu haben, wirde das bedeuten, dass Spire-1 im
pathologischen Zustand im Vergleich zum physiologischen Zustand mdglicherweise
Uberexprimiert wird. Dies wirde die Hypothese von Spire-1 als Regulator von

vesikularen Transportmechanismen unterstitzen (s.o.).

In der Immunfluoreszenz stellte sich Spire-1 in den Kontrolltieren Gber das ganze
Zytoskelett des Podozyten verteilt dar. Dieses Farbemuster war in ADR-behandelten
Mausen verandert. Spire-1 war nun vor allem perinuklear lokalisiert, zeigte aber in
den verbliebenen Podozyten eine vergleichbar starke Farbung. Eine Veranderung
des Schlitzmembranproteins Nephrin war ebenfalls deutlich nachzuweisen: die
lineare, perlschnurartige Anordnung entlang der GBM in den Kontrolltieren, die fur

Nephrin charakteristisch ist, war in den Versuchstieren nahezu aufgehoben. Dieses
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pathologisch veranderte Farbemuster von Nephrin ist ein Zeichen der Retraktion der
FulRfortsatze und zeigt erneut die gelungene Anwendung des ADR-Modells in der
vorliegenden Arbeit. Die zunehmend perinukledre Lokalisation von Spire-1 deutet auf
eine Rolle des Proteins zur Aufrechterhaltung der Funktion der Zelle hin.

Die Zellkulturexperimente wurden mit Puromycin durchgefihrt, das dieselben
pathologischen Veranderungen bewirkt wie Adriamycin. In der Zellkultur verhielt sich
Spire-1 in den Western Blot- Analysen so wie in den Mausexperimenten: es war
guantitativ verringert. Es stellt sich somit in vitro dieselbe Frage wie in vivo: handelt
es sich um einen tatsachlich ermittelten Proteinverlust oder um einen Zellverlust
unter Puromycin? Da sich Zellen nach Puromycin-Gabe vermehrt von der Petrischale
ablosten, war auch in vitro keine spezifische Aussage maoglich. Zusammenfassend
muss aber zunachst von einer tatsachlichen Herunterregulation von Spire-1 unter

pathophysiologischen Bedingungen ausgegangen werden.

In der Immunfluoreszenz der undifferenzierten Podozyten in Zellkultur wurden neben
Spire-1 die zytoskelettalen Proteine o-Tubulin und Aktin angefarbt. Sie anderten sich
in ihrer Lokalisation und Morphologie unter Puromycin-Behandlung kaum. a-Tubulin
konnte im Zellkdrper und in den Primarfortsatzen biindelférmig dargestellt werden.
Auch Aktin zeigte ein typisches Farbeverhalten, das sich unter Puromycin-
Behandlung nicht wesentlich &nderte. Spire-1 &nderte seine Lokalisation bzw.
Intensitat: ohne Puromycin war es vereinzelt im Zellkdrper punktférmig zu
lokalisieren. Nach Behandlung mit Puromycin fur 24 h zeigte es sich perinukleéar
betont. Die punktférmige Anordnung von Spire-1 innerhalb des Zellkdrpers spricht fur
eine vesikulare Verteilung des Proteins. Unter pathologischen Verhéltnissen
intensiviert sich dieses Verteilungsmuster, was die Theorie der Beteiligung von Spire-
1 an vesikularen Transportmechanismen bestéatigt.

Die in der Immunfluoreszenz gefundene Struktur, an der Spire-1 verstarkt
nachgewiesen wurde, konnte immunhistochemisch als Zentrosom definiert werden.
Direkt neben dem Zentrosom ist das pericentrosomale Endosom lokalisiert, welches
als Versorgungsstruktur fir die Proteine des Zentrosoms angesehen wird. Das
perizentrosomale Endosom ist Rabll-positiv und daher deckt sich diese
Beobachtung mit der Beschreibung von Kerkhoff et al. [38]. Die Funktion von Spire-1
am perizentrosomalen Endosom ist unklar. Mdglicherweise wird Spire-1, wie auch an

anderen Endosomen, fur den Transport von Vesikeln zu zellularen Organellen
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bendtigt. Alternativ kdnnte Spire-1 fir die Verankerung des Zentrosoms an der

Zellmembran verantwortlich sein.

Insgesamt konnte mit der vorliegenden Arbeit die Hypothese einer Beteiligung von
Spire-1 an vesikularen Transportmechanismen aufgrund des punktférmigen,
zytoplasmatischen Verteilungsmusters unterstitzt werden. Inwieweit Spire-1 bei an
dem Pathomechanismus des Ful3fortsatz-Rickzugs beim  glomeruléaren
Nierenversagen eine Rolle spielt, sollte in zukinftigen Untersuchungen an Spire-1-

defizienten Mausen genauer untersucht werden.
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6. Zusammenfassung

Die Glomerulonephritis ist eine haufige Ursache der Niereninsuffizienz. Der genaue
Pathomechanismus der verschiedenen Formen der Glomerulonephritis ist bis heute
weitgehend unbekannt. Um kausale Therapien des glomerularen Nierenversagens
entwickeln zu konnen, bedarf es genauerer Kenntnisse dieser Vorgange. In der
vorliegenden Arbeit ging es darum, die Expression eines neu im Glomerulum
entdeckten Proteins, Spire-1, zu untersuchen. Hierzu wurden in einem etablierten
Mausmodell der podozytaren Schadigung sowie in Zellkultur Podozyten mit
Adriamycin bzw. Puromycin selektiv geschadigt. Es wurde unter den Mausen eine
Kurzzeit- und eine Langzeitgruppe definiert, die 6 bzw. 20 Tage experimentiert
wurden. Die entnommenen Nieren wurden molekularbiologisch, proteinbiochemisch

und histologisch untersucht.

Es konnte bei allen Versuchstieren eine Albuminurie nachgewiesen werden, die ab
dem dritten Tag auftrat und progredient verlief. Spire-1 zeigte in den
proteinbiochemischen Untersuchungen eine quantitative Abnahme nach 6 und 20
Tagen. In den Zellkulturexperimenten nahm Spire-1 ebenfalls in der Protein-
expression unter Puromycin-Behandlung ab. Die Genexpression von Spire-1 im
Mausmodell war in der gPCR sowohl in der Kurzzeitgruppe als auch in der
Langzeitgruppe vermindert, jedoch nicht signifikant. Um den Podozytenverlust unter
Adriamycin-Behandlung definieren zu konnen, wurde eine Zellzdhlung nach
podozytenspezifischer Farbung durchgefiihrt, und ein signifikanter Verlust von knapp
20% festgestellt, was mdglicherweise fur den reduzierten Nachweis von Spire-1
Protein ursachlich war. Immunhistologisch zeigte Spire-1 im Mausmodell in den
Glomeruli und in der Zellkultur eine vermehrt perinukleare Farbung nach toxischer
Schadigung. Madglicherweise ist die beschriebene Funktion von Spire-1 im
vesikularen Transport von Proteinen entlang der Mikrotubuli hin zu den Ful3fortséatzen
gestort. Inwieweit diese Verdnderungen Ausdruck oder Ursache der podozytaren

Schéadigung waren, soll in weiteren Experimenten geklart werden.
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Abkurzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

A Ampere

Abb. Abbildung

ADR Adriamycin

AG Arbeitsgruppe

bp Basenpaare

Bsp. Beispiel

°C Grad Celsius

c centi (x 10

D, kD Dalton, Kilo- Dalton

cDNA kodierende DNA

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Deoxynukleotid Triphosphat

DTT Dithiothreithol

ECL Enhanced Chemoluminescence
EDTA Ethylen- diamin- tetraacetat

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
FCS Fotales Kalberserum

FITC Fluoresceineisothiocyanat

FSGS Fokal- sklerosierende Glomerulosklerose
g Gramm

g gravity / Schwerkraft

GBM glomeruléare Basalmembran

GN Glomerulonephritis

h Stunde(n)

HEPES 4 (2- Hydroxyethyl) - 1 — piperazinethansulfonsdure
If Interferon
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IgA

[o]€]

LDL

LDS

MMLV
MOPS
MTOC

NacCl

min
MRNA
nm
PAN
PAS

pK

PCR
PBS
PVDF
QPCR
RAAS
RNA
RT
sec

SDS

Immunglobulin der Klasse A
Immunglobulin der Klasse G

kilo (x 103)

low density lipoprotein

Lithium Dodecylsulfat

Liter

Molaritat

moloney murien leukemia virus; Moloney Mause Leukéamie Virus
Morpholinopropan Sulfonsaure
Microtubule- Organisation- Center
Natriumchloridlésung

milli (x 10°%)

Minute

messenger Ribonukleinséure
Nanometer

Puromycin Aminonukleosid
Periodic acid- Schiff

negativ dekad. Logarithmus der Dissoziationskonstanten eines
Elektrolyten

Polymerase Kettenreaktion

Phosphat gepufferte Salzlésung
Polyvinylidendifluorid

Quantitative PCR

Renin- Angiotensin- Aldosteron- System
Ribonukleinsaure

Raumtemperatur

Sekunde

Sodium- dodecyl- sulfat
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Abkurzungsverzeichnis

TBST
Tris
TGF
T-PER

uv

WASP
WH?2
WT1

VLDL

Tris gepufferte Salzlésung + Tween 20

Tris - (hydroxymethyl) - aminomethan
Transforming growth factor

Tissue Protein Extraction Reagent

ultraviolett

mikro (x 10)

Wiskott-Aldrich Syndrom Protein

Wiskott-Aldrich Syndrom Protein homology region
Wilms- Tumorsuppressorgen

very low density lipoprotein
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