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Zusammenfassung

Die Membrandse Nephropathie (MN) ist die haufigste Ursache fur ein nephrotisches
Syndrom im Erwachsenenalter und wird durch die Bindung von zirkulierenden
Autoantikérpern an podozytenspezifische Antigene ausgeldst. Dabei wird ein von
erhohtem oxidativen Stress begleiteter entzindlicher Prozess induziert, der zu einem
Struktur- und Funktionsverlust der Podozyten fuhrt. Neue Studien demonstrieren eine
zunehmende Bedeutung von proteinabbauenden Systemen wie dem Ubiquitin
Proteasomalen System (UPS) in geschadigten Podozyten. In der MN weisen
Podozyten trotz Hochregulation des UPS eine gestorte Proteinhomdostase auf, die
sich in einer beeintrachtigten proteasomalen Aktivitat und einer krankhaften
Akkumulation geschadigter Proteine widerspiegelt. Dabei wird im erkrankten
Podozyten vor allem die UPS-Komponente Ubiquitin C-terminale Hydrolase-L1
(UCH-L1) am starksten de novo exprimiert. In Neuronen ist UCH-L1 ein essenzieller
Regulator des Monoubiquitinpools. Die Rolle von UCH-L1 beim Podozytenschaden ist
bisher ungeklart. In einem etablierten Mausmodell der MN wurde gezeigt, dass das
Fehlen von UCH-L1 im Podozyten eine protektive Wirkung auf die Podozytenintegritat
hat und einer Akkumulation von polyubiquitinierten Proteinen entgegenwirkt
(unveroffentlicht). Diese Daten implizieren, dass die UCH-L1-Aktivitat den Schaden im
erkrankten Podozyten aufrechterhalt bzw. fordert. Die in neurodegenerativen

Erkrankungen  beschriebenen  UCH-L1-Fehlfunktionen beruhen auf einer
Punktmutation im katalytischen Zentrum (193M) oder auf oxidativer Modifikation des

Enzyms und sind, wie in der MN, durch einen akkumulativen Phanotyp
gekennzeichnet. Es wurde gezeigt, dass oxidativ-geschadigte UCH-L1 vergleichbare
strukturelle und biochemische Eigenschaften wie die Parkinson-assoziierte 193M-
Mutation besitzt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte mit Hilfe grundlegender
Charakterisierungsexperimente und mechanistischer Studien sowohl im naiven Tier
als auch im Mausmodell der MN geklart werden, inwiefern eine durch oxidativen Stress
bedingte strukturelle und funktionelle Veranderung von UCH-L1 1) den
Podozytenschaden im Vergleich zum Wildtypprotein begunstigt und 2) welche direkten
oder indirekten Interaktionen dieses entstandene aberrante Protein eingeht. Zu diesem
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Zweck wurden erstmalig zwei Mauslinien generiert, die podozytenspezifisch das
UCH-L1-Wildtypprotein bzw. oxidativ-modifizierte UCH-L1 (reprasentiert durch

Einbringen der dysfunktionalen 193M-Mutation) Uberexprimieren.

Proteinbiochemische und mikroskopische Untersuchungen demonstrieren, dass die
Uberexpression des Wildtyp-UCH-L1-Enzyms als auch des dysfunktionalen
UCH-L1'®3M-Enzyms in naiven Podozyten keine Stressantwort auslost. Trotzdem
weisen die Tiere mit dem Gberexprimierten UCH-L1"WT-Protein eine Proteinurie auf, die
nicht auf einem Podozytenverlust beruht, sondern vielmehr auf veranderte
Expressionslevel podozytenspezifischer Proteine wie Nephrin und a-Aktinin-4
zuruckzufuhren ist, die fur die Aufrechterhaltung der glomerularen Filtrationsbarriere
essenziell sind. Im Gegensatz dazu zeigen Mause mit einer podozytenspezifischen
Uberexpression von UCH-L1'9%M keine Proteinurie und keine verdnderte
Podozytenintegritat. Dennoch wirkt sich die Hochregulation von UCH-L1'93M negativ
auf die Proteinhomdostase im Podozyten aus, da trotz verstarkter Expression der
katalytisch wirksamen Beta-5-Untereinheit die proteasomale Aktivitat beeintrachtigt ist
und der Abbau akkumulierter polyubiquitinierter Proteine nicht bewaltigt werden kann.
Diese Tiere weisen eine kompensatorische Induktion des lysosomalen Abbauweges
auf. Immunoprazipitations- und proteasomale Aktivitdtsexperimente zeigen, dass
UCH-L1 an das Standardproteasom bindet, wobei nur die dysfunktionale UCH-L1!93M-
Form die proteasomale Aktivitat herabsetzt. Untersuchungen im Mausmodell der MN
verweisen ebenfalls darauf, dass nur die UCH-L1'3M-Variante den fiir die MN
typischen akkumulativen Phanotyp hervorruft, der mit einem starken Podozyten- und
Strukturverlust sowie einer schweren Proteinurie einhergeht. Diese Ergebnisse
decken sich mit den in Patientenseren identifizierten Autoantikdrpern gegen UCH-L1,

die vor allem das dysfunktionale Protein mit einer hohen Affinitat binden.

In dieser Arbeit konnte ein moglicher Mechanismus aufgezeigt werden, wie UCH-L1
eine Dysregulation des UPS im gesunden und erkrankten Podozyten hervorruft und
sekundar den Podozytenschaden begunstigt. Zusammen mit den nachgewiesenen
Patienten-Autoantikdrpern identifizieren diese Erkenntnisse das dysfunktionale

UCH-L1 Enzym als potenziellen Progressionsmarker in der MN.
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Summary

Membranous nephropathy (MN) is the most frequent cause of nephrotic syndrome in
adults and is induced by binding of circulating autoantibodies to antigens expressed
by podocyte foot processes. This autoantibody/antigen reaction results in an enhanced
oxidative stress, which induces loss of podocyte structure and function. Recent studies
demonstrate an involvement of protein degradation systems such as the ubiquitin
proteasomal system (UPS) in podocyte injury. Even though podocytes exhibit a
marked induction of the UPS in MN their proteostasis is altered, a condition reflected
by a reduced proteasomal activity and by an accumulation of damaged proteins.
Among the strongest de novo induced UPS proteins is the neuronal Ubiquitin
C-terminal Hydrolase-L1 (UCH-L1). In neurons, UCH-L1 represents an essential
regulator of the intracellular pool of monoubiquitin. The role of UCH-L1 in podocyte
injury is not known. Unpublished data of our group demonstrate that podocyte-specific
deletion of UCH-L1 exerts a protective effect on podocyte integrity in an established
murine model of MN and prevents an accumulation of polyubiquitinated proteins.
These findings suggest that UCH-L1 activity maintains or perpetuates podocyte injury.
In neurodegenerative disease, UCH-L1 malfunctions, which depend on a point
mutation (I93M) within the catalytic center or on an oxidative modification of the
enzyme, have been described and result in an accumulative phenotype. Interestingly,
oxidative-modified UCH-L1 exhibits comparable structural and biochemical alterations
to the Parkinson-associated 193M mutation. Which mechanistic factor(s) contribute to

the accumulative phenotype in UCH-L1 malfunction is unknown.

Aim of the current project was to perform phenotypic and mechanistic analyses of
transgenic mice overexpressing the wildtype or the 193M mutated UCH-L1 in
podocytes in the naive condition and following induction of MN, and to assess in what
way oxidative stress induced structural and functional alterations of UCH-L1 affect
podocyte injury, and which direct or indirect interactions are engaged by this aberrant
protein. Proteinbiochemical and microscopic evaluations demonstrate that both
overexpression of wildtype and of 1I93M mutated UCH-L1 do not per se induce a severe
stress response. Mice that overexpress the UCH-L1WT protein in podocytes develop
proteinuria, which does not result from podocyte loss but rather from an altered

expression of podocyte-specific proteins such as nephrin and a-actinin-4, which are
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essential for the maintenance of the glomerular filtration barrier. Contrastingly, mice
that overexpress UCH-L1'93M in podocytes exhibit disturbances in their proteostasis,
however no proteinuria. Specifically, despite enhanced levels of the beta-5 subunit of
the proteasome, proteasomal activity is reduced and polyubiquitinated proteins
accumulate. These mice exhibit a compensatory induction of the lysosomal
degradation pathway. Immunoprecipitation and proteasomal activity assays
demonstrate that UCH-L1 binds to the standard proteasome, whereby only binding of
UCH-L1'%3M results in a decrease of proteasomal activity. Investigations in the murine
model of MN demonstrate that only UCH-L1'*3M induces the for MN typical protein
accumulations, which is accompanied by a severe podocyte loss and morphological
alteration of the glomerular filtration barrier resulting in nephrotic range proteinuria.
These results are mirrored by the finding in patient sera, in which we identified

autoantibodies against UCH-L1 with a preferential affinity to the dysfunctional enzyme.

In summary we propose a mechanism by which UCH-L1 induces a dysregulation of
the UPS in naive and injured podocytes that perpetuates injury. In conjunction with the
discovered patient antibodies these findings identify dysfunctional UCH-L1 as a

potential marker for progressive podocyte injury in MN.
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1 Einleitung

1.1 Die Membrandse Nephropathie

Die Membrandse Nephropathie, auch Membrandse Glomerulonephritis genannt, ist
mit einem Anteil von 20 % die haufigste Ursache eines nephrotischen Syndroms bei
erwachsenen Kaukasiern. Beim nephrotischen Syndrom handelt es sich um einen
Sammelbegriff flr eine Reihe von klinischen Leitsymptomen wie Hypoproteinamie und
Hyperlipidamie sowie hypalbumindmischen Odemen, die auf Grund der groRen
Proteinurie (> 3,5 g/24 h) entstehen (Segerer und Wanner, 2014). Mit einer Inzidenz
von 1:100000 stellt die Membrandse Nephropathie (MN) eine der haufigsten
glomerularen Erkrankungen dar, die doppelt so haufig Manner wie Frauen zwischen
40 und 50 Jahren betrifft (Hogan et al., 1995). Dass es sich bei der MN um eine sehr
heterogene Erkrankung handelt, zeigt der inkonstante klinische Verlauf. Wahrend ca.
25 % der Patienten eine Spontanremission mit Erhalt der Nierenfunktion aufweisen,
kommt es bei ca. 1/3 der Patienten innerhalb von 10-15 Jahren trotz
immunsuppressiver Therapie zu einer dialysepflichtigen Niereninsuffizienz
(Wasserstein, 1997). Einen nur schwer abschatzbaren Krankheitsverlauf zeigt die
dritte Patientengruppe, die mit anhaltenden gemafigten Proteinurien (3-5 g/24 h) aber

unveranderter Nierenfunktion zunachst nur supportiv behandelt werden.

In 80 % der Falle wird die Erkrankung als autoimmun bzw. idiopathisch angesehen
(primare MN) wahrend die sekundare MN als Folge von anderen Erkrankungen wie
Infektionskrankheiten (Hepatitis B/C, HIV, Malaria), Autoimmunerkrankungen
(Systemischer Lupus Erythematodes (SLE)) oder Malignomen auftritt (\Wasserstein,
1997). Als weitere Ursachen sind auch Medikamenten-assoziierte Formen durch
Goldsalze, Penicillinamin und nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR) beschrieben
(Ponticelli, 2007).

Nach Ausschluss sekundarer Ursachen erfolgt die Diagnosestellung der
idiopathischen Membrandsen Nephropathie vorrangig durch die histologische
Differenzierung gewonnener Nierenbiopsien. Granulare Ablagerungen von
Immunkomplexen entlang der glomerularen Kapillarschleife sowie die Akkumulation
elektronendichter subepithelialer Depots in der glomerularen Basalmembran (GBM)
pragen das typische morphologische Bild der MN. Die daraus resultierende



Einleitung 18

Schadigung der aufliegenden Podozyten fuhrt zur Neusynthese von extrazellularem
Material, welches um die Depots herum eingelagert wird und mikroskopisch als Dorn-
ahnliche Strukturen erkennbar ist. Dadurch erscheint die GBM verbreitert ohne das
Anzeichen von Zellproliferation vorliegen (Abbildung 1-1).

Abb. 1-1: Histologien einer Nierenbiopsie eines Patienten mit primarer Membranoser
Nephropathie. (D): Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines erkrankten Glomerulus mit
charakteristischem granuldren Immunglobulin G (IgG)-Farbemuster entlang der Kapillarschleifen.
(E): Elektronenmikroskopische Aufnahme einer verdickten glomerularen Basalmembran (GBM), die
durch abgelagerte elektronendichte Immunkomplexe (weilde Sternchen) in der Lamina rara externa der
GBM unterhalb der Podozyten (P) hervorgerufen wird. Schwarze Sternchen verweisen auf von
Podozyten neusynthetisiertes extrazelluldres Material, das zwischen den Depots akkumuliert.
CL: Kapillarlumen, EN: Endothelzelle. (modifiziert nach Beck und Salant, 2014)

Die Depots bestehen zum grofdten Teil aus Immunglobulinen (lg; vor allem 1gG4),
unbekannten Antigenen, C3-Komplementfaktor und dem Membranangriffskomplex
C5b-9 (Ronco und Debiec, 2005 und 2007). Die Pathomechanismen, die der
Immundepotentstehung in der MN zugrunde liegen, sind weitestgehend ungeklart.
Aktuell werden drei Konzepte zur Entstehung der Immunkomplexe in experimentellen
Tiermodellen und Patienten mit MN diskutiert (Abbildung 1-2). So existiert die Theorie,
dass systemisch zirkulierende Immunkomplexe auf Grund ihrer Grofde und
Ladungseigenschaften die Basalmembran passiv durchqueren und sich dort ablagern.
Des Weiteren wird hypothetisiert, dass die Immunkomplexe auch dissoziieren konnen
und nach Passieren der Basalmembran wieder konglomerieren und sich unterhalb der
Podozyten ansammeln (Fujigaki et al., 1993; Abbildung 1-2 A). Auch die in situ-
Bindung von Antikdrpern an subepithelial abgelagerte Fremdantigene, die auf Grund
ihrer Positivitat mit negativ geladenen Strukturen in der Basalmembran interagieren,
ist beschrieben (Border et al., 1982; Abbildung 1-2 C). Beide Konzepte werden vor
allem als allogene Reaktion nach Nierentransplantationen oder im Zusammenhang mit

sekundarer MN als Folge beispielsweise viraler Infektionen oder Systemischen Lupus
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Erythematodes (SLE) diskutiert (Johnson und Couser, 1990; Schmiedeke et al., 1989).
Auch die Ablagerung von zirkulierenden Kuhmilchantigenen mit sekundarer
subepithelialer Immunkomplexbildung wurde als moglicher Ausléser einer MN bei
Kindern definiert (Debiec et al., 2011).

A Small circulating immune B In situ immune complex C In situ immune complex
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Abb. 1-2: Mogliche Pathomechanismen, die zur Entstehung von Immundepots im
Subepithelialraum des Podozyten fiihren. Die systemisch zirkulierenden Autoantikérper kénnen in
Form bereits bestehender I6slicher Immunkomplexe (A), nach Bindung eines endogenen
podozytenspezifischen Zielantigens (B) oder Bindung eines angesiedelten Fremdantigens (C) als
elektronendichte Aggregate unterhalb der Podozyten abgelagert werden und eine Schéadigung
glomerularer Strukturen initiieren. (Glassock, 2009)

Der dritten Theorie nach kommt es zur in situ-Bindung von Autoantikérpern an
endogene Antigene auf der Podozytenoberflache. Den Beweis, dass zirkulierende
Antikorper durch in situ-Bindung glomerularer Strukturen eine Membrandse
Nephropathie im Menschen auslosen, erbrachten erstmals Debiec et al. 2002 mit der
Charakterisierung des podozytenspezifischen Antigens Neutrale Endopeptidase
(NEP). In diesem Fall handelt es sich um eine kongenitale Form einer neonatalen MN
bei der betroffene Mutter auf Grund eines Gendefektes der NEP wahrend der
Schwangerschaft gegen die NEP des Kindes immunisiert werden. Die maternalen
Antikorper sind in der Lage die Plazentaschranke zu passieren und verursachen durch

Bindung an das fetale Protein beim Kind eine MN bereits im Mutterleib. Jedoch ist die
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NEP nur fUr diese seltene Form der MN bei Neugeborenen von Bedeutung und spielt
in der Pathogenese bei Erwachsenen keine Rolle.

Auf der Suche nach weiteren Zielantigenen wurde mit der Entdeckung von
zirkulierenden Antikorpern im Serum von MN-Patienten gegen den M-Typ Phospho-
lipase-A2-Rezeptor 1 (PLA2R1) ein grofder Durchbruch erzielt (Beck et al., 2009). Die
identifizierten Autoantikdrper gehoren Uberwiegend zur IgG4-Subklasse und kdénnen
bei 70-80 % der Patienten mit primarer MN nachgewiesen werden, nicht aber im
Serum von gesunden Menschen sowie bei Patienten mit sekundarer MN oder anderen
Nierenerkrankungen. Zudem wurde gezeigt, dass der PLA2R1-Titer mit dem
Krankheitsverlauf PLA2R1-positiver MN-Patienten korreliert und somit ein bedeutender
diagnostischer Marker zur Beurteilung der Progression und Therapieeffizienz ist (Beck
et al., 2009; Hofstra et al., 2011; Hoxha et al., 2011). Die Beschreibung von
Thrombospondin Type 1 Domain Containing 7A (THSD7A) als zweites endogenes
Zielantigen ermoglichte eine weitere Einteilung der Patienten mit Membrandser
Nephropathie (Tomas et al., 2014). Mit nur 2-3 % stellen die THSD7A-positiven MN-
Patienten eine sehr kleine Kohorte dar. Es wurde gezeigt, dass THSD7A-
Autoantikdrper ebenfalls spezifisch fur die primare MN sind und erste Studien weisen
auch hier eine Korrelation zwischen dem THSD7A-Titer und dem Krankheitsverlauf
auf. In der engen Verknupfung von THSD7A-positiver MN mit bésartigen Tumoren liegt
der bedeutendste klinische Unterschied zur PLA2R1-assoziierten MN. Bei etwa 20 %
der THSD7A-assoziierten MN-Patienten wurde drei Monate nach Erhebung des MN-
Befunds ein Malignom diagnostiziert (Hoxha et al., 2017).

Fir die ca. 20 % PLA2R1- und THSD7A-doppel negativen Patienten sowie Patienten
mit autoimmuner sekundarer MN konnte bisher noch kein Zielantigen charakterisiert
werden. In einer kudrzlich veroffentlichten Pilotstudie mit PLA2R1-positiven und
-negativen Patienten, deren Erkrankung teilweise mit SLE assoziiert ist, wurden zwei
neue putative Zielantigene namens Exostosin 1 (EXT1) und Exostosin 2 (EXT2)
identifiziert (Sethi et al., 2019).
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1.2 Ausgewahlte experimentelle Tiermodelle der Membrandsen Nephropathie

Das experimentelle Rattenmodell der Heymann-Nephritis (HN) wurde erstmals 1959
von Heymann et al. beschrieben und war das erste Krankheitsmodell in welchem die
klinischen und histologischen Merkmale der Membrandsen Nephropathie reproduziert
werden konnten. In diesem Modell konnte gezeigt werden, dass die abgelagerten
Immunkomplexe in situ entstehen und dass das Komplementsystem sowie oxidativer
Stress Einfluss auf die Proteinurieentwicklung haben. Die Induktion der aktiven HN
erfolgt durch Immunisierung von Lewis-Ratten mit einem Extrakt aus Nierenrinde mit
Blrstensaum proximaler Tubulusepithelzellen (Fx1A) und Freundsches Adjuvans. Da
zur Untersuchung pathologischer Mechanismen in der MN ein kalkulierbarer und
reproduzierbarer Zeitablauf notig ist, wurde ein passives Heymann-Nephritis (PHN)-
Modell entwickelt, in dem Ratten mit speziesfremden praformierten Antikdrpern gegen
Fx1A immunisiert wurden. Die anschlie3end eluierten glomerularen Immunglobuline
ermdglichten eine Immunoprazipitation solubilisierter Membranproteine aus isolierten
tubularen Mikrovilli. Das so identifizierte Glykoprotein 330 (gp330) ist heute als Megalin
bekannt und fungiert in vielen Epithelien, unter anderem auf der basalen Seite der
PodozytenfulRfortsatze, als Endozytoserezeptor (Kerjaschki und Farquhar, 1982;
Farquhar et al.,, 1995). Die dort in situ formierten Immunkomplexe werden vom
Podozyten abgestofRen und mit der GBM vernetzt, wo sie schlieRlich akkumulieren und
nicht mehr phagozytiert werden konnen (Kerjaschki et al., 1987). Da Megalin nur in
proximalen Tubulusepithelzellen, nicht aber auf humanen Podozyten exprimiert wird,
kommt es als endogenes Antigen fur die Entstehung der MN beim Menschen nicht in
Frage. Daruber hinaus zeigten Versuche mit aufgereinigtem Anti-Megalin-IgG, dass
die in situ-Bindung von Megalin zwar die Entstehung von Immundepots induziert,
jedoch nicht zur Entwicklung einer Proteinurie fuhrt. Diese Erkenntnisse verweisen
darauf, dass es neben Megalin noch mindestens ein weiteres nephritogenes Antigen
geben muss, dessen Bindung das Vollbild der PHN mit konsekutiver Proteinurie
hervorruft (Kamata ef al., 1985). Weitere Arbeiten beweisen, dass die Proteinurie eine
Konsequenz der Aktivierung des Membranangriffkomplexes C5b-9 ist, der ebenfalls
verstarkt in den Immundepots lokalisiert werden konnte (Couser et al., 1985). Der
Nachweis von C5b-9-positiven Vesikeln in Podozyten und im Kapselraum lassen
vermuten, dass Podozyten abgelagertes C5b-9 verstarkt aufnehmen und in
Endosomen konzentrieren bevor C5b-9 in den Bowman-Kapselraum per Transzytose

sezerniert wird (Kerjaschki et al., 1989). Da mehr Komplement aufgenommen als
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prozessiert wird, kommt es zum Einbau des Membranangriffkomplexes in die
podozytare Plasmamembran. Dieses Ereignis resultiert in einer veranderten
Proteinbiosynthese, die zahlreiche Signalkaskaden aktiviert und den glomerularen
Schaden induziert. Dazu zahlt die Aktivierung von Proteinkinasen, Phospholipasen,
Transkriptions- und Wachstumsfaktoren sowie Stress-assoziierten Proteinen und
NADPH-Oxidasen. Dieses vorherrschende Milieu wirkt sich negativ auf verschiedenste
Signalwege aus, die fur die Aufrechterhaltung des Metabolismus, der Struktur und
Funktion sowie Integritat des Zytoskeletts und Schlitzmembran im Podozyten von
Bedeutung sind (Cybulsky et al., 2005). Zum einen resultiert diese Stressantwort in
einer Umverteilung von Schlitzmembranproteinen und Uber einen unbekannten
Mechanismus induzierten Verschmelzung der Podozytenfuldfortsatze (effacement) bis
hin zum Podozytenverlust. Dadurch geht die Integritat der Filterbarriere verloren und
Albumin sowie groliere Eiweil3proteine kdnnen nicht mehr zurlckgehalten werden
(Nangaku et al., 2005). Andererseits wird angenommen, dass die durch den
Oxidoreduktasekomplex produzierten gro3en Mengen freier Sauerstoffradikale (ROS)
in den subepithelialen Raum freigesetzt werden und dort ansassige
Matrixkomponenten oxidativ schadigen (Neale et al., 1993). Das fuhrt zu einer

Neusynthese und Einlagerung von extrazellularer Matrix in die GBM.

Das Modell der Anti-Podozyten-Nephritis (APN) ermdglicht die Analyse einer
Immunkomplex-vermittelten Nierenerkrankung in Mausen. Zu diesem Zweck werden
Schafe mit kultivierten murinen Podozyten immunisiert. Im Rahmen der Immunantwort
bilden diese polyklonale Antikorper gegen verschiedenste podozytare Antigene. Das
gewonnene Serum wird anschlieRend in Mause injiziert und fihrt nach ca. 14 Tagen
zur Ausbildung eines Podozytenschadens, der durch eine ausgepragte Proteinurie,
Fulfortsatzverschmelzung sowie subepithelial abgelagerte Immunkomplexe
charakterisiert ist (Meyer-Schwesinger et al., 2011).

1.3 Der glomeruléare Filter

Die Nieren sind die wichtigsten Ausscheidungsorgane, die durch Ultrafiltration des
Blutes niedermolekulare Stoffwechselprodukte und koérperfremde Substanzen Uber
den Harn eliminieren. Neben der Regulation des Elektrolythaushaltes und Saure-
Base-Gleichgewichts, stellen sie ein bedeutendes endokrines Organ dar, das durch

Produktion bzw. Modifikation von Hormonen den Blutdruck (Renin), die
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Knochenmineralisierung (Aktivierung von Vitamin D) sowie Blutbildung (Erythropoetin)
modulieren (Segerer und Wanner, 2014). Um dieser komplexen Filterfunktion
nachzukommen, passieren ca. 1 L Blut/min die Nieren (Munger et al., 2011). Aus
diesem Grund ist die Nierenrinde, in der sich pro Niere ca. eine Million filtrierende
Nephrone befinden, im Gegensatz zum Nierenmark besonders gut durchblutet
(Puelles et al., 2011). Ein Nephron stellt die kleinste funktionelle Einheit der Niere dar
und setzt sich aus einem Glomerulus mit dem nachgeschalteten tubularen System
zusammen. Das Glomerulus wiederum besteht aus einem Kapillarknauel und einer
umgebenen Bowman-Kapsel, die den Ausfluss von filtriertem Primarharn ins
Tubulointerstitium verhindert. Der in den Kapselraum filtrierte Primarharn wird
anschlieBend in ein Tubulussystem geleitet in welchem die Ruckresorption und
Konzentration von bis zu 180 L Ultrafiltrat taglich erfolgt.

Wichtige glomerulare Komponenten sind die Kapsel-assoziierten Parietalzellen und
zentral angeordneten Mesangialzellen sowie die dreischichtige glomerulare
Filtrationsbarriere bestehend aus dem fenestrierten glomerularen Endothel, der
glomerularen Basalmembran (GBM) und den harnseitig aufliegenden Podozyten. Auf
Grund ihrer physikalischen Eigenschaften verhindert die GBM den Durchtritt von
anionischen Makromolekulen und hochmolekularen Substanzen wie Albumin, sodass
der gebildete Urin nahezu frei von Proteinen ist (Chang et al., 1975; Thomson und
Blantz, 2010).

1.4 Der Podozyt

Podozyten sind hochspezialisierte postmitotische Epithelzellen, die ihre Fahigkeit zur
Teilung verloren haben. Vom harnseitig liegenden voluminésen Zellkdrper gehen
lange primare Auslaufer ab, die sich um die Kapillarschlingen im Glomerulus wickeln
und dabei in weitere zahlreiche sekundare Fulfortsatze verzweigen. Diese bilden
zusammen mit Fulfortsatzen benachbarter Podozyten uber Zell-Zell-Kontakte ein
interdigitierendes Muster, das von einer extrazellularen Schlitzmembran bedeckt wird.
Diese Strukturen verleihen dem Podozyten Polaritat und gliedern die sekundaren
Fulfortsatze in apikale, basale und laterale Membrandomanen, die sich vor allem in
ihrer Lipid-Zusammensetzung unterscheiden (Kerjaschki, 2001). Diese Heterogenitat
aulert sich auch in der einzigartigen Architektur des podozytaren Zytoskeletts, die fur

Morphologie und Elastizitat mafigeblich ist, um auf den kontraktilen Kapillargefaen
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zu bestehen (Abb. 1-3). Zusatzlich sind Podozyten auch strukturgebende Elemente
indem sie die glomerulare Kapillarwand stabilisieren und dem hydrostatischen Druck
des Blutes entgegenwirken (Suleiman et al., 2017). Wahrend im Zellkdrper und den
primaren Fuldfortsatzen das Zytoskelett durch Mikrotubuli (24 nm) und
Intermediarfilamente (10 nm) wie Vimentin oder Desmin gebildet wird, liegen in den
sekundaren Fulfortsatzen Mikrofilamente (7-9 nm) vor, deren Hauptkomponente - wie
in glatten Muskelzellen - filamentoses Aktin (F-Aktin) ist (Andrews, 1981; Vasmant
et al., 1984; Cortes et al., 2000; Shankland, 2006). Dieser kontraktile Apparat aus
F-Aktin und seinen Adhasionsmolektilen beschreibt eine sehr dynamische Struktur,
die schnell polymerisiert und seine Zusammensetzung verandern kann. Die
Aktinfilamente sind in gepaarten Bundeln angeordnet, die Uber a-Aktinin-4 und Myosin
vernetzt sind und mit den Mikrotubuli der primaren Ful¥fortsatze interagieren
(Drenckhahn und Franke, 1988; Gordon et al., 2000).

Die sekundaren Fuldfortsatze des Podozyten sind im Bereich der basalen
Membrandomane Uber Fokalkontakte wie Integrine oder Dystroglykan in der GBM
verankert. Der transmembrane Dystroglykankomplex verbindet das Aktinskelett Gber
Utrophin mit Laminin oder Agrin in der GBM (Raats et al., 2000; Regele et al., 2000).
Ebenso binden Integrine wie asp+-Integrin, Matrixproteine wie Laminin, Entactin und
Kollagen IV und verknupfen sie mit intrazellularen zytoskelettalen Adapterproteinen
wie Paxillin, Vinculin oder a-Aktinin-4 (Dedhar et al., 1992). Dabei kommt dem
Adhasionsmolekul a-Aktinin-4 eine besondere Bedeutung bei der Entstehung von
glomerularen Schaden zu. Mutationen im ACTN4-Gen bedingen eine erhOhte
Bindungsaffinitat fir Aktin und sind fur eine hereditare Form der Fokalen Segmentalen
Glomerulosklerose (FSGS) und massiver Proteinurie verantwortlich (Kaplan et al.,
2000). Ein wichtiger Modulator der a-Aktinin-4-Expression ist das 1997 von Mundel
et al. beschriebene Synaptopodin. Fur dieses Aktin-bindende Protein sind zwei PEST-
Motive beschrieben, deren Sequenzabschnitte reich an Prolin (P), Glutaminsaure (E),
Serin (S) oder Threonin (T) sind (Weins et al., 2001). Es ist beschrieben, dass PEST-
Regionen Proteine fur einen schnellen proteasomalen Abbau markieren (Rechsteiner
und Rogers, 1996). Somit sind Matrixproteine, Fokalkontakte und ihre
Adhasionsmoleklle demnach nicht nur reine Strukturelemente, sondern Teil des
sensiblen Netzwerkes zur Regulation der Aktin-Dynamik und der damit verbundenen
Mobilitat und Motilitat (Byers et al., 1992; Ballestrem et al., 2001). Storungen dieses
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Systems flhren zur Umverteilung von zytoskelettalen Strukturproteinen und Verlust
der adhasiven Interaktion mit der Membranmatrix, die fur die Funktion der

Filtrationsbarriere elementar ist (lto ef al., 1986; Whiteside ef al., 1993).

Wahrend die Podozytenfulifortsatze mit der GBM verbunden sind, liegen die
Zellkorper frei im Kapselraum. Das Soma beherbergt neben dem prominenten
Zellkern, Zellkompartimente wie Golgi-Apparat, raues und glattes Endoplasmatisches
Retikulum (ER), lysosomale Vesikel und zahlreiche Mitochondrien, die alle auf eine
hohe anabole und katabole Aktivitat hinweisen (Pavenstadt et al., 2003). So wird der
Grofteil der Komponenten der GBM wie z.B. Kollagen IV, Laminin, Entactin und Agrin
im Podozyten synthetisiert und sezerniert (Miner, 1999). Der Zellkorper ist von einer
anionischen Glykokalyx Uberzogen, die mit Podocalyxin, Podoplanin und Podoendin
angereichert ist (Kerjaschki et al., 1984; Matsui et al., 1999). Diese negative
Oberflachenladung gewahrleistet, dass ebenfalls negativ geladene Proteine wie
Albumin die glomerulare Filtrationsbarriere nicht passieren konnen. Daruber hinaus ist
die zytoplasmatische Podocalyxin-Domane uber den NHERF (Na*/H*-exchanger
regulatory factor)/Ezrin-Komplex mit dem Aktinzytoskelett assoziiert und somit ein

weiterer Modulator der Podozytenmorphologie (Schmieder et al., 2004).

Die Grenzlinie zwischen der apikalen und basalen Podozytenmembran bildet als dritte,
laterale Struktur, die Schlitzmembran. Sekundare Ful¥fortsatze benachbarter
Podozyten formen Filtrationsschlitze mit einer konstanten Weite von 30-40 nm und
durchschnittlichen Porengréf3e von 12.1 nm, die von einer membranahnlichen Struktur
miteinander verbunden werden (Rodewald und Karnovsky, 1974; Furukawa et al.,
1991; Gagliardini et al., 2010). Die Schlitzmembran reprasentiert einen Zell-Zell-
Kontakt, der zahlreiche Signalwege zum Erhalt der Morphologie und Motilitat
(Regulation Zellpolaritat, Organisation des Zytoskeletts), Zellvitalitat (Endozytose)
sowie Filterfunktion steuert (Benzing, 2004; Sampogna und Al-Awgqati, 2012). Es
konnte gezeigt werden, dass es sich um einen modifizierten Zell-Zell-Kontakt handelt,
der morphologische Eigenschaften und Expressionslevel von Markerproteinen
aufweist, die typisch fur tight junctions, adherens junctions und gap junctions sind.
Durch die Expression von Nephrin und Neph1 werden diese Zell-Zell-Kontakte
weitestgehend ersetzt und verbleiben nahe der Schlitzmembran, obwohl sie auf Grund
der interzellularen Distanz von 40 nm nicht mehr effizient interagieren kénnen
(Grahammer et al., 2013).
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Abb. 1-3: Podozytenmorphologie. Die Schlitzmembran reprasentiert einen modernen Zell-Zell-
Kontakt, der Uber Adhasionsproteine wie a-Aktinin-4 und Schlitzmembran-assoziierte Proteine wie
Podocin sowohl mit dem Aktin-Myosin-Zytoskelett als auch mit den Fokalkontakten Agrin, Laminin und
Integrin interagiert. Ez: Ezrin; N: NHERF2; PC: Podocalyxin; S: Synaptopodin; M: Myosin; CD: CD2-
assoziiertes Protein; Cat: Catenin; Z: ZO-1; U: Utrophin; Cas: p130Cas; FAK: Fokale Adhasionskinase;
TPV: Talin; ILK: Integrin-verknipfte Kinase; NSCC: nicht-selektiver Kationen-Kanal;
ANGII: Angiotensin Il. (Pavenstadt et al., 2003)

Einen Durchbruch fur das Verstandnis der glomerularen Schlitzmembran erzielten
1998 Kestila et al. mit der Identifizierung des Gens NPHS1, welches flr Nephrin
kodiert. Nephrin ist ein 185 kDa schweres Typ | transmembranes Protein, dass zur
Immunglobulin-Superfamilie gehort und in der Niere ausschliellich von Podozyten
exprimiert wird (Kestila et al., 1998; Holzman et al., 1999). Mit Hilfe der gene trap-
Methode konnte ein Strukturhomolog von Nephrin identifiziert werden, bei dem es sich
ebenfalls um ein Typ | Transmembranprotein der Immunglobulin-Superfamilie handelt.
Auf Grund seiner Ahnlichkeiten mit Nephrin wurde es als nephrin-like protein 1
(NEPH1) bezeichnet. Neph1-defiziente Mause zeigen eine deutliche Verschmelzung
der Podozytenful¥fortsatze mit resultierender Proteinurie und versterben perinatal
(Donoviel et al., 2001). Wahrend apikal angeordnete Nephrin-Proteine benachbarter
Podozyten auf Grund ihrer Reichweite von 45 nm miteinander interagieren kdnnen, ist
NEPH1 mit der basalen Membrandomane assoziiert und kann den interzellularen Spalt

nicht Uberbricken (Grahammer et al., 2016). Es wurde gezeigt, dass Nephrin und
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NEPH1 in vivo wund in vitro assoziieren und Uber intrazellulare
Phosphorylierungsdomanen Signale zur Organisation des Zytoskeletts vermitteln
(Garg et al., 2007). Diese Interaktion spiegelt die von Rodewald und Karnovsky 1974
beschriebene reilRverschlussartige Struktur der Schlitzmembran wider.

Zur NEPH-Familie gehdren noch zwei weitere Proteine, NEPH2 und NEPH3. Alle drei
NEPH-Proteine werden podozytar exprimiert und weisen eine konservierte Podocin-
Bindedomane auf (Sellin et al., 2002). Podocin gehort wie TRPCG6 (Transient Receptor
Potential Cation Channel Subfamily C Member 6) und CD2AP (CDZ2-associated
protein) zu den Schlitzmembran-assoziierten Proteinen, die nicht nur strukturelle
Komponenten sind, sondern ebenfalls Funktionen im Podozyten-Signalling
ubernehmen (Perico et al., 2016). Podocin gehort der Stomatin-Proteinfamilie an und
ist ein podozytenspezifisches integrales Membranprotein, dessen C- und N-terminales
Ende im Zytoplasma liegt. Roselli et al. konnten 2002 zeigen, dass Podocin nahe der
lateralen Membrandomane exprimiert wird und in lipid rafts — Mikrodomanen der
Zellmembran mit einer speziellen Lipid- und Proteinzusammensetzung — lokalisiert ist.
Daruber hinaus ist Podocin Uber seinen C-Terminus mit CD2AP und Nephrin assoziiert
(Schwarz et al., 2001). Mutationen im Podocin-kodierenden NPHS2-Gen sind bei
Kindern mit einem Steroid-resistenten nephrotischen Syndrom (SRN) mit FSGS
verknUpft (Boute et al., 2000). Die mit SRN-assoziierten Punktmutationen R138Q und
R138X verhindern die Rekrutierung von Nephrin in die lipid rafts, sodass das
nachfolgende Nephrin-Signalling gestort ist (Huber et al., 2003).

1.5 Das Ubiquitin Proteasomale System (UPS)

Die intrazellulare Proteindegradation ist ein streng regulierter Prozess, der fur die
Aufrechterhaltung der Zellhomobostase essenziell ist. Die Proteostase ist das
Gleichgewicht zwischen Proteinsynthese, -qualitatskontrolle und -abbau. In der Zelle
existieren verschiedene Abbausysteme von denen das hoch konservierte Ubiquitin
Proteasomale System (UPS) vor allem fur die Degradation von kurzlebigen,
fehlgefalteten, beschadigten und regulatorischen Proteinen zustandig ist (Hershko und
Ciechanover, 1998). Dadurch nimmt das UPS Einfluss auf eine Reihe wichtiger
zellularer Prozesse wie die Zellzyklus-Regulation, DNA-Reparatur, Regulation der
Immun- und Entzindungsantwort sowie Entwicklung und Differenzierung
(Ciechanover et al., 2000).
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Das target signal fir den Proteinabbau ist Ubiquitin, ein aus 76 Aminosauren
bestehendes Polypeptid, das hoch konserviert ist und ubiquitar exprimiert wird. Dieses
wird kovalent als posttranslationale Modifikation an das abzubauende Substrat
gebunden und induziert somit die Degradation von uber 80 % der intrazellularen
Proteine (Pickart, 2001). So entscheidet der Ubiquitinierungsstatus eines Proteins Uber
dessen zellulare Lokalisation, Aktivitat, Halbwertszeit und Interaktion mit anderen
Molekulen (Ciechanover et al., 2000; Hochstrasser, 2000).

Der Abbau der ubiquitinierten Substrate erfolgt in zwei Schritten: Zuerst wird das
Substrat in einer ATP-abhangigen Reaktion ubiquitiniert und anschliel3end durch das
26S-Proteasom degradiert (Abb. 1-4) (Hershko und Ciechanover, 1998).

Deubiquitinierung 26S-Proteasom
DUB (z.B. UCH-L1)
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Abb. 1-4: Schematische Darstellung der Ubiquitinierungskaskade mit anschlieBender
Degradation iiber das 26S-Proteasom. Um Proteine flir den Abbau zu markieren, wird Ubiquitin in
einem ATP-verbrauchenden Prozess durch das Ubiquitin-aktivierende Enzym (E1) aktiviert, an einen
Cystein-Rest des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (E2) gebunden, welches das Ubiquitinmolekul
anschlieend zusammen mit der Ubiquitin-Proteinligase (E3) auf einen Lysin-Rest des Zielsubstrates
transferiert. Diese Kaskade kann beliebig oft wiederholt werden. Die Anzahl der ligierten Ubiquitine
sowie die Art der Verzweigung entscheiden unter anderem Uber den Abbau des Proteins. Eine
Polyubiquitinierung Uber Lysin 48 (K48)-Reste ist signalgebend fiir den Abbau durch das 26S-
Proteasom, wahrend eine K63-Verlinkung der Ubiquitine den lysosomalen Abbauweg einleitet. Die
Degradation erfolgt im 20S-Kernkomplex durch die katalytisch aktiven B1-, f2- und 5-Untereinheiten.
Die freigesetzten Polyubiquitinketten werden von deubiquitinierenden Enzymen (DUB) wie z.B.
UCH-L1 prozessiert und stehen so fir neue Markierungsreaktionen zur Verfigung.

In einer dreistufigen Enzymkaskade wird Ubiquitin Uber eine Isopeptidbindung an ein
Lysin des Zielsubstrates geknupft. Im ersten Schritt erfolgt unter Verbrauch von
Adenosintriphosphat (ATP) die Aktivierung des Ubiquitinmolekils durch das Ubiquitin-

aktivierende Enzym (E1). Dabei kommt es zur Auspragung einer Thioesterbindung
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zwischen einem C-terminalen Glycin-Rest von Ubiquitin und einem Cystein-Rest im
katalytischen Zentrum von E1. Nachfolgend wird das aktivierte Ubiquitin an einen
Cystein-Rest des Ubiquitin-konjugierenden Enzyms (E2) transferiert um im letzten
Schritt mit Hilfe der Ubiquitin-Proteinligase (E3) auf die e-Aminogruppe eines Lysin-
Restes des Substrates Ubertragen zu werden (Hershko und Ciechanover, 1998;
Pickart, 2001). Durch mehrfaches Durchlaufen der Enzymkaskade kdnnen weitere
Ubiquitine an verschiedene Lysin-Reste angehangt und Substrate mono- und
multiubiquitiniert werden. Die Art der Verzweigung und Lange der Ubiquitinketten
entscheidet Uber das Schicksal des Proteins. Damit das Substrat fur den
proteasomalen Abbau erkannt wird, muss eine Polyubiquitinierung Uber Lysin 48
(K48)-Reste erfolgen und aus mindestens vier Ubiquitinen bestehen (Chau et al.,
1989; Thrower et al., 2000).

Im zweiten Schritt wird das Substrat direkt oder uUber UBA (Ub-associated
domain)/UBL (Ub-like)-Helferproteine, die sowohl Gber Ubiquitin- als auch Proteasom-
bindende Eigenschaften verfugen, auf das 26S-Proteasom Ubertragen und prozessiert
(Chen et al., 2001; Wilkinson et al., 2001). Das 26S-Proteasom setzt sich aus zwei
Multienzymkomplexen zusammen: Dem hochkonservierten proteolytisch aktiven 20S-
Kernkomplex (catalytic core), der ein- oder beidseitig mit 19S-Kappen assoziieren
kann. Jede 19S-Untereinheit besteht aus zwei Subkomplexen, die die Substrat-
bindung, -deubiquitinierung sowie -entfaltung bewerkstelligen und das Substrat dem
catalytic core zufuhren. Die Abspaltung der Polyubiquitinketten erfolgt entweder direkt
durch die Metallopeptidaseaktivitat des 19S-Komplexes oder durch assoziierte
deubiquitinierende Enzyme (DUB) wie die Ubiquitin C-terminale Hydrolase-L5 (UCH-
LS) (Verma et al., 2002; Funakoshi et al., 2004; Yao et al., 2006). DUB prozessieren
Polyubiquitinketten sowohl vom proximalen als auch distalen Ende und regulieren so
den Monoubiquitinpool (Shabek und Ciechanover, 2010). Zudem verhindern sie eine
kompetitive Hemmung der Ubiquitinbindungsstellen am Proteasom durch
Polyubiquitinketten (Lim et al., 2013). Da die Ubiquitinierung ein reversibler Prozess
ist, kdnnen Proteine oder Propeptide durch sukzessive Deubiquitinierung z.B. durch
die Ubiquitin C-terminale Hydrolase-L1 (UCH-L1) vor dem Abbau gerettet werden.
Durch die Bindung von Aktivatoren wie PA28 (11S) oder PA200 kann die
proteolytische Aktivitat des 20S-Proteasoms auch ATP- und Ubiquitin-unabhangig
erfolgen (Stadtmueller und Hill, 2011). Die drei katalytischen Untereinheiten des

Standard-20S-Proteasoms unterscheiden sich in ihrer Spezifitdt und wurden auf Grund
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ahnlicher Spaltpraferenzen nach anderen Proteasen benannt. Die B1-Untereinheit
spaltet Peptide bevorzugt nach sauren Aminosauren (Caspase-ahnliche Aktivitat), die
mit der [2-Untereinheit assoziierte Trypsin-ahnliche Aktivitdt nach basischen
Aminosauren und die auf der B5-Untereinheit lokalisierte Chymotrypsin-ahnliche
Aktivitat spaltet nach hydrophoben Aminosauren (Heinemeyer et al., 1997; Groll et al.,
1997). Proinflammatorische Interferone kénnen die de novo-Synthese von drei
alternativen katalytisch wirksamen Untereinheiten induzieren: LMP2 (81i), MECL1
(B2i) und LMP7 (B5i) (Aki et al., 1994). Diese werden anstatt der Standard-§-
Untereinheiten in das naszierende Proteasom inkorporiert und besitzen veranderte
Spaltpraferenzen weshalb andere Peptide mit einer hoheren Effizienz generiert

werden (Cerundolo et al., 1995; Kruger und Kloetzel, 2012).

Das Endosomal-lysosomale Abbausystem stellt eine weitere Madoglichkeit des
Proteinrecyclings dar. Zielsubstrate sind vor allem Transmembranproteine,
Makromolekuile oder Organellen, die Uber Endozytose, Autophagie oder Phagozytose
in das System eintreten konnen (Lamb et al., 2013; Tooze et al., 2014). Der
intrazellulare Abbau erfolgt durch Makro- und Mikroautophagie, sowie Uber die
Chaperon-vermittelte Autophagie (CMA). Im Fall der Makroautophagie werden K63-
polyubiquitinierte Proteine, die fir den autophagosomalen Abbau markiert sind, von
einer doppelten Membran umschlossen. Das gebildete Autophagosom verschmilzt mit
einem Lysosom zu einem Autophagolysosom, in dem die Proteine anschlielRend
degradiert werden. Bei der Mikroautophagie hingegen erfolgt die Aufnahme kleinster
Proteine direkt Uber die lysosomale Membran in das Zytoplasma (Xie und Klionsky,
2007). Die Aktivierung der CMA erfolgt vor allem unter physiologischem Stress wie
Nahrstoffmangel oder oxidativem Stress. Besonders fehlgefaltete oder beschadigte
Proteine werden Uber einen Chaperon-Komplex erkannt und den Lysosomen
zugeflhrt (Majeski und Dice, 2004).

1.6 Die Ubiquitin C-terminale Hydrolase-L1 (UCH-L1)

Wie viele posttranslationale Modifikationen ist auch die Ubiquitinierung ein reversibler
Prozess, der von deubiquitinierenden Enzymen (DUB) katalysiert wird. DUB umfassen
Cystein- und Metalloproteasen und werden in finf Unterfamilien unterteilt (Nijman

et al., 2005). Eine Untergruppe reprasentieren die Ubiquitin C-terminalen Hydrolasen
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(UCH), die auf Grund ihrer Thiolgruppe im aktiven Zentrum den Cysteinproteasen
zugeordnet werden. Neben der Ubiquitin C-terminalen Hydrolase-L3 und -L5
(UCH-L3/UCH-L5) gehdren auch das BRCA1-assoziierte Protein 1 (BAP1) sowie
Ubiquitin C-terminale Hydrolase-L1 (UCH-L1) dieser Untergruppe an. Eine weitere
gangige Bezeichnung fur UCH-L1 sind PGP9.5 (protein gene product 9.5) oder
PARKS5. UCH-L1 zeigt eine spezifische Gewebsverteilung und wird vor allem in
neuronalem Gewebe wahrend aller Stadien der neuronalen Differenzierung exprimiert.
In Neuronen ist UCH-L1 mit einem Anteil von bis zu 5 % am Gesamtprotein eines der
am starksten exprimierten Proteine (Wilkinson et al., 1989; Day und Thompson, 2010).
Eine geringere UCH-L1-Expression wurde in Zellen des neuroendokrinen Systems,
der Testis, Ovarien, Tubulus- und Sammelrohrepithel sowie Parietalzellen der
Bowmanschen Kapsel in der Niere nachgewiesen (Shirato et al., 2000; Diomedi-
Camassei et al., 2005; Sekiguchi et al., 2006; von Kopylow et al., 2010). Dartuber
hinaus konnte eine UCH-L1-Expression in bdsartigen Geweben wie Pankreas-,
Dickdarm- oder Brustkrebs gezeigt werden, die unter gesunden, physiologischen
Bedingungen negativ fur UCH-L1 sind (Tezel et al., 2000; Yamazaki et al., 2002;
Miyoshi et al., 2006). Auf Grund der spezifischen Expression, die sich vorwiegend auf
Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems beschrankt, wird UCH-L1 als
Biomarker bei Hirnschaden eingesetzt (Liu et al., 2002). UCH-L1 ist hauptsachlich
zytoplasmatisch und nuklear lokalisiert, in kultivierten Rattenneuronen sowie im
humanen Gehirn konnte auch eine Membran-assoziierte Form detektiert werden (Luo
et al., 2009; Bishop et al., 2014). Da UCH-L1 aber kaum Uber Lipid-Bindedomanen
verfugt, wird vermutet, dass dieses Enzym mit einem membrangebundenen

Proteinkomplex interagiert (Sowa et al., 2009).

Das Grundgerust des UCH-L1-Proteins wird als Gordischer Knoten mit kurzen C- und
N-terminalen Auslaufern beschrieben und stellt damit eine der kompliziertesten
Proteinstrukturen dar. Es wird vermutet, dass diese Struktur das Protein vor
ungewollter Entfaltung und anschlieRendem proteasomalen Abbau schitzt (Virnau
et al., 2006). Dadurch ist die Proteinstruktur sehr anfallig fur Storungen, die mit
Umverteilung von a-Helices und B-Faltblattstrukturen einhergeht und durch
Offenbarung des hydrophoben Kerns die Loslichkeit des Proteins herabsetzt. Dadurch
verliert UCH-L1 die Fahigkeit, Ubiquitin zu binden, geht aberrante Interaktionen ein
und aggregiert (Kim et al., 2014; Koharudin et al., 2010; Andersson et al., 2011). Wie
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die meisten DUB wird auch UCH-L1 erst durch Bindung des Substrates aktiviert.
Bindet Ubiquitin im aktiven Zentrum am Cystein®-Rest, bewirkt dies eine
Konformationsanderung, sodass die katalytische Triade, bestehend aus Aspartat'’?,
Histidin'®" und Cystein®, in rdumliche N&he zueinander gelangt (Boudreaux et al.,
2010).

UCH-L1 besitzt eine hohe Bindungsaffinitat fur Ubiquitin und ist in der Lage einzelne
Ubiquitine vom C-terminalen Ende her abzuspalten. Auf Grund dieser Hydrolase-
Aktivitat wird vermutet, dass UCH-L1 an der Prozessierung von freien
Polyubiquitinketten beteiligt ist, die aus der proteasomalen Degradation stammen, und
dadurch den Monoubiquitinpool reguliert (Larsen et al., 1998; Liu et al., 2002).
UCH-L1 ist zusatzlich in der Lage das Ubiquitin-ahnliche Molekil NEDDS8 zu binden,
dass vor allem in neuronalem Gewebe weit verbreitet ist, kann dieses aber nicht
hydrolysieren (Wada et al., 1998). Daruber hinaus wurde UCH-L1 in vitro eine Ligase-
Aktivitat durch Dimerisierung von Ubiquitinmonomeren am Lysin 63-Rest
zugesprochen, die jedoch sehr umstritten ist. Durch diesen Protein-stabilisierenden
Effekt sollen Proteine vor der proteasomalen Degradation bewahrt werden kénnen (Liu
et al., 2002; Lim et al., 2006).

Fehlfunktionen von UCH-L1 sind mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Parkinson
(Parkinson’s disease, PD) und Alzheimer (Alzheimer’s disease, AD) assoziiert. Die
Punktmutation im UCH-L1-Gen an Position 93, die einen Aminosaureaustausch von
Isoleucin zu Methionin nach sich zieht, fihrt zu einem Struktur- und Funktionsverlust
sowie zu aberranten Interaktionen von UCH-L1 mit anderen Proteinen (Nishikawa
et al., 2003; Kabuta et al., 2008a; Andersson et al., 2011). Auf Grund des Nachweises
von UCH-L1 in Lewy-Kdrperchen wird diese Mutation im Kontext der PD besonders
untersucht (Yasuda et al., 2009). Weitere UCH-L1 Punktmutationen, die vor allem fur
mechanistische Studien verwendet werden, sind C90S (Cystein — Serin), die durch
eine verminderte Hydrolase-Aktivitat gekennzeichnet ist und die D30A-Variante
(Asparaginsaure — Alanin), die in einer verminderten Hydrolase-Aktivitat und
Ubiquitin-Bindefahigkeit resultiert (Osaka et al., 2003). Des Weiteren geht die E7A-
Mutation (Glutamin — Alanin) mit einem Verlust der Hydrolaseaktivitat und der
Fahigkeit Ubiquitin zu binden einher (Bilguvar et al., 2013). Interessanterweise wurde
dem S18Y-Polymorphismus (Serin — Tyrosin) ein neuroprotektiver Effekt
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zugesprochen, da dieser eine verminderte Ligase- aber stabile Hydrolase-Aktivitat

nach sich zieht und in vitro antioxidativ wirkt (Liu et al., 2002; Kyratzi et al., 2008).

1.7 Rolle von UCH-L1 im Podozyten

Mittels Immunhistochemie konnte in der Niere gezeigt werden, dass UCH-L1 in
tubularen Epithelzellen, in Sammelrohrzellen sowie in Parietalzellen der
Bowmanschen Kapsel exprimiert wird und fur letztere sogar als spezifischer Marker in
Rattennieren gilt (Shirato et al., 2000; Diomedi-Camassei et al., 2005). In vivo- und in
vitro-Studien demonstrieren, dass UCH-Enzyme eine Rolle bei der Nierenentwicklung,
Zelldifferenzierung von wachsenden Nierentubuli und in der Zellzyklus-Regulation
spielen (Franch, 2002; Debigare und Price, 2003). Tatsachlich wurde gezeigt, dass
UCH-L1 wahrend der Nephrogenese in allen Zellen des ,Comma-shaped body*“
exprimiert wird, wahrend das Protein zu einem spateren Entwicklungszeitpunkt im
~>-shaped body*“ vorrangig in kuinftigen Parietalzellen und kaum in spateren Podozyten
nachgewiesen werden konnte (Shirato et al.,, 2000). Daher kénnte insbesondere
UCH-L1, ahnlich wie in Neuronen, eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und

Reifung des Glomerulus, speziell der Podozyten, spielen.

Wahrend UCH-L1 in ausdifferenzierten, gesunden Podozyten kaum exprimiert wird,
konnte in Patienten mit Membrandser Nephropathie eine starke de novo-Expression
beschrieben werden (Meyer-Schwesinger et al., 2009; Liu et al., 2008). Diese
korrelierte nicht nur mit der Akkumulation polyubiquitinierter Proteine, sondern auch
mit einer gestorten Proteostase podozytenspezifischer Proteine wie Nephrin und
a-Aktinin-4. Versuche mit kultivierten Podozyten demonstrieren, dass die
Aufrechterhaltung des Differenzierungsgrades und verzweigten Phanotyps nur
gegeben ist, wenn UCH-L1 fehlt oder in ihrer Aktivitat beeintrachtigt ist (Meyer-
Schwesinger et al., 2009). Eine Hemmung der UCH-L1-Aktivitat wirkt sich sowohl
positiv auf den Proteinabbau als auch auf den Krankheitsverlauf in der MN aus (Meyer-
Schwesinger et al., 2011). Mit Hilfe eines podozytenspezifischen UCH-L1-Knock-outs
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Mause in der APN durch eine
Hochregulation des UPS sowie einen intakten Proteinabbau geschutzt sind, was in
einer verminderten Proteinurie resultiert (unverodffentlicht). Weitere zytotoxische
Effekte von UCH-L1 konnten bei der Entwicklung einer podozytaren Hypertrophie

durch einen gestorten Abbau des Zell-Zyklus-Inhibitors p27X*'in der MN sowie bei der
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TNF-a-induzierten Nekroptose in Podozyten beobachtet werden (Sosna et al., 2013;
Lohmann et al., 2014).

1.8 Zielsetzung

Die bisherigen Erkenntnisse zu UCH-L1 in der Niere untermauern, dass eine erhohte
UCH-L1-Expression in geschadigten Podozyten reprasentativ fur eine gestorte
Proteostase ist und den Podozytenschaden durch Beeintrachtigung der
proteasomalen Aktivitat beglnstigt. Die Mechanismen, die diesem UCH-L1-
abhangigen Effekt zu Grunde liegen, sind weitestgehend ungeklart. Dies ist vor allem
auf die komplexe biochemische Funktion (Ligase- und Hydrolase-Aktivitat),
unbekannte UCH-L1-Interaktionspartner sowie Proteinmodifikationen, die den
Aktivitatszustand von UCH-L1 beeinflussen, zuriickzufiuhren. In dieser Arbeit soll eine
mogliche posttranslationale Modifikation durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) als
Ursache des zytotoxischen Potentials von UCH-L1 untersucht werden. Es ist gezeigt,
dass die Membrandse Nephropathie mit der Freisetzung groler Mengen ROS
assoziiert ist. Es wird hypothetisiert, dass de novo exprimierte UCH-L1 durch oxidative
Modifikation in ihrer Struktur und Funktion so weit geschadigt wird, dass ein
dysfunktionales Enzym entsteht, das aberrante Interaktionen mit anderen Proteinen
eingeht und so die podozytare Proteostase negativ moduliert. Um einen mdglichen
Funktions-shift zu untersuchen, wurden Mause generiert, die podozytenspezifisch
aktive UCH-L1 sowie dysfunktionale UCH-L1 (reprasentiert durch eine [93M-
Punktmutation im aktiven Zentrum) Uberexprimieren. Die verwendete 193M-Mutation
ist im Gehirn im Kontext von degenerativen Erkrankungen bereits gut untersucht und
besitzt sowohl strukturelle als auch funktionelle Ahnlichkeiten mit oxidativ-modifizierter
UCH-L1 (Kabuta et al., 2008a).

Ziele dieser Arbeit sind:

1) Durchfiihrung von Untersuchungen, ob die transgene Uberexpression des UCH-L1-
Wildtypproteins und des UCH-L1-193M mutierten Proteins in Podozyten geeignete
Modelle fur mechanistische Studien zur toxic gain of function oxidativ-modifizierter
UCH-L1 in der MN darstellen.
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2) Identifikation podozytarer Interaktionspartner von UCH-L1, die eine toxic gain of

function in der MN hervorrufen.

3) ldentifikation und Analysen zur Bindungsaffinitdt von UCH-L1-Autoantikdrpern

gegen das dysfunktionale Protein in Patienten mit MN.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Enzyme, Langenstandards und Kits

In den nachfolgenden Tabellen (Tab. 2-1 bis 2-4) sind die im Rahmen dieser Arbeit

verwendeten Chemikalien, die zur Herstellung von Puffer und Lésungen verwendet

wurden, Enzyme, Kits, Langenstandards sowie Primar- und Sekundarantikérper

zusammengefasst. Die Kultivierungsmedien und Losungen wurden, wenn nicht anders

genannt, mit doppelt destilliertem Wasser (ddH20) angesetzt.

Tabelle 2-1: Chemikalien und Enzyme

Chemikalie/Enzym

Hersteller

Abberior Mount Solid Antifade

Abberior (DE)

Adenosintriphosphat (ATP)

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Agar

Thermo Fisher Scientific (US)

Agarose, UltraPure™

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (US)

Albumin (Maus)

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Aluminiumkaliumsulfat

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Ampicillin Natriumsalz

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Aqua

B. Braun (DE)

Bromphenolblau

Th. Geyer (DE)

BSA

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Kalziumchlorid

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Chloroform

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Coomassie® Blau R 250

Carl Roth (DE)

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat

Carl Roth (DE)

DirectPCR Lysis Reagent (Mouse Tail)

Viagen Biotech (US)

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM)

Gibco/Thermo Fisher Scientific (US)

Dimethylformamid

Carl Roth (DE)

DNase |

Roche (CH)
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dNTP Set (100 mM)

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (US)

10 x DreamTaq Green Buffer

Thermo Fisher Scientific (US)

DreamTaqg DNA Polymerase (5 U/uL)

Thermo Fisher Scientific (US)

1,4- Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Epoxomicin

Biozol (DE)

Essigsaure 99-100 %

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Ethanol absolut

Th. Geyer (DE)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Ethidiumbromid-L6sung, 1 %lig | Carl Roth (DE)
(10 mg/ml)
Eukitt Orsatec (DE)

Fetales Kalberserum (FCS)

Gibco/Thermo Fisher Scientific (US)

Fluoromount-G

Southern Biotech (US)

Forene® 100 % (v/v) (Isofluran)

Abbvie (US)

Formaldehydl6sung, etwa 37 %

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Glycerol Sigma-Aldrich (Merck) (DE)
Glucose Sigma-Aldrich (Merck) (DE)
Glycin Carl Roth (DE)

Hamatoxylin SERVA Electrophoresis (DE)

Hank's Balanced Salt Solution (HBSS)

Gibco/Thermo Fisher Scientific (US)

Hepes

Thermo Fisher Scientific (US)

HEPES Buffer Solution (1 M)

Gibco/Thermo Fisher Scientific (US)

Hoechst 33342

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (US)

Isopropanol

Th. Geyer (DE)

Isotone Natriumchloridlosung 0,9 %

B. Braun (DE)

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich (Merck) (DE)
Kanamycinsulfat Sigma-Aldrich (Merck) (DE)
Kollagenase |A (Clostridium histolyticum) | Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Kreatinin

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

LB Broth Base

Thermo Fisher Scientific (US)

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Methanol

J.T. Baker (US)

Milchpulver

Carl Roth (DE)
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Naphtol-AS-Bisphosphat

Sigma-Aldrich (DE)

Natriumchlorid

Carl Roth (DE)

Natriumdihydrogenphosphat

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Natriumiodat

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Carl Roth (DE)

Natriumnitrit

Merck (DE)

Neufuchsin

SERVA Electrophoresis (DE)

Ovalbumin

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL)

Gibco/Thermo Fisher Scientific (US)

Perjodsaure

Carl Roth (DE)

Ponceau S-Lésung (0,2 %)

SERVA Electrophoresis (DE)

PowerUp SYBR Green Master Mix

Applied Fisher

Scientific (US)

Biosystems/Thermo

Phosphorsaure 85 %

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Proteinase K

Th. Geyer (DE)

Random Primers

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (US)

rDNase Buffer Set

Macherey-Nagel (DE)

RevertAid Reverse Transcriptase
(200 U/uL)

Thermo Fisher Scientific (US)

RNaseOUT™ Recombinant

Ribonuclease Inhibitor

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (US)

Schiffs Reagenz

Merck (DE)

Salzsaure

Thermo Fisher Scientific (US)

Suc-LLVY-AMC

Calbiochem/Merck (DE)

SuperBlock™ (TBS) Blocking Buffer

Thermo Fisher Scientific (US)

Sucrose

SERVA Electrophoresis (DE)

SuperSignal™ West Femto Maximum

Sensitivity Substrate

Thermo Fisher Scientific (US)

West

Luminol/Enhancer Solution

SuperSignal™ Pico PLUS

Thermo Fisher Scientific (US)

SuperSignal™ West Pico PLUS Stable
Peroxide Solution

Thermo Fisher Scientific (US)
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Target Retrieval Solution (10x), Citrate
pH 6

Agilent Technologies (US)

Target Retrieval Solution (10x), pH 9

Agilent Technologies (US)

T-PER™

Thermo Fisher Scientific (US)

Tris (Trizma® base)

Sigma-Aldrich (Merck) (DE)

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCI)

Merck (DE)

Triton X-100 Sigma-Aldrich (Merck) (DE)
Trizol Ambion/Thermo Fisher Scientific (US)
Tween® 20 Merck (DE)

Tungsten Carbide Beads 3mm

Quiagen (US)

Xylencyanol

Carl Roth (DE)

Xylol

Th. Geyer (DE)

ZytoChem Plus (AP) Polymer Kit

mouse/rabbit

Zytomed Systems (DE)

Tabelle 2-2: Isolierungssysteme und Reaktionskits

Kit

Hersteller

PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit

Thermo Fisher Scientific (US)

ELISA Starter Accessory Kit

Bethyl Laboratories (US)

Creatinin Jaffe (Fluid 5+1)

Hengler Analytik (DE)

Tabelle 2-3: DNA- und Protein-Langenstandards

Marker

Hersteller

100 bp DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific (US)

CozyHi™ Prestained Protein Ladder

highQu (DE)

CozyXL™ Prestained Protein Ladder

highQu (DE)
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Tabelle 2-4: verwendete Primar- und Sekundarantikorper

Bezeichnung Spezies Verdiinnung | Hersteller
Western Blot: Primarantikorper

Anti-UCH-L1 Ratte 1:200 laborintern
Anti-ATPB Maus 1:1000 Abcam
Anti-SOD1/2 Kaninchen 1:1000 Origene
Anti-Nephrin Meerschwein | 1:2000 Progen
Anti-a-Aktinin-4 Kaninchen 1:1000 Immunoglobe
Anti-pUb Maus 1:250 Millipore
Anti-K48 Kaninchen 1:1000 Millipore
Anti-B5 Kaninchen 1:5000 Saskia Schlossarek
Anti-LMP7 Kaninchen 1:5000 Elke Kruger
Anti-Flag Maus 1:1000 Sigma
Anti-Lamp2 Kaninchen 1:1000 Sigma
Anti-Limp2 Kaninchen 1:2000 Paul Saftig
Anti-Beclin-1 Kaninchen 1:500 Santa Cruz
Anti-LC3 Kaninchen 1:5000 Sigma
Anti-B-Aktin Maus 1:10000 Sigma
Western Blot: Sekundarantikorper HRP

Anti-Kaninchen Esel 1:10000 Jackson
Anti-Ratte Ziege 1:15000 Jackson
Anti-Maus Esel 1:20000 Jackson
Anti-Meerschwein Esel 1:20000 Jackson
Immunfluoreszenz: Primarantikorper

Anti-UCH-L1 Ratte 1:50 laborintern
Anti-UCH-L1 Kaninchen 1:100 laborintern
Anti-SOD1/2 Kaninchen 1:300 Origene
Anti-Nephrin Meerschwein | 1:200 Progen
Anti-a-Aktinin-4 Kaninchen 1:300 Immunoglobe
Anti-pUb Maus 1:300 Millipore
Anti-B5 Kaninchen 1:300 Saskia Schlossarek
Anti-Limp2 Kaninchen 1:300 Paul Saftig
Anti-LMP7 Kaninchen 1:300 Abcam
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Immunfluoreszenz: Sekundarantikorper

Cy3rat Esel 1:100 Jackson
Cy2rb Ziege 1:100 Jackson
Cy5¢gp Esel 1:100 Jackson
StarRed-gp (STED) | Esel 1:100 Jackson

2.1.2 Verbrauchsmaterialien, Laborgerate und Software

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und Laborgerate

sowie Software sind in Tabelle 2-5 bis Tabelle 2-7 aufgelistet.

Tabelle 2-5: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Cell Strainer, 100pm

Sarstedt (DE)

DC™ Protein Assay

Bio-Rad Laboratories (DE)

Deckglaser 24x50 cm

Paul Marienfeld (DE)

Deckglaser High Precision

Paul Marienfeld (DE)

Dynabeads™ M-450 Tosylactivated

Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (US)

Extra Thick Blot Filter Paper, Precut,
8.6 x 13.5cm

Bio-Rad Laboratories (DE)

Gelloader Pipettenspitze 1-200 pl Sarstedt (DE)
Immobilon-P Membran, PVDF, 0,45 um, | Merck (DE)
26,5cmx 3,75 m

Mikrotestplatte 96 Well ELISA, High Sarstedt (DE)
Bind, F

Mikrotestplatte 96 Well, F Sarstedt (DE)

Microplate PS, 96 Well F-Bottom Black
Fluotrac

Greiner Bio-One (DE)

Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels

Bio-Rad Laboratories (DE)

Multistix

Siemens (DE)

Pipettenspitzen (10 ul, 200 ul, 1000 ul)

Sarstedt (DE)
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2 ml)

Reaktionsgefalle (0,2 ml, 0,5 ml und

Sarstedt (DE)

Roéhrchen, 50 mi

Greiner Bio-One (DE)

25 ml)

Serologische Pipette (2 ml, 5 ml, 10 ml,

Sarstedt (DE)

Spritze, Discardit I

BD (US)

Spritzenvorsatzfilter (0,45 pm)

VWR International (DE)

TC-Schale 100, Standard

Sarstedt (DE)

Wattetupfer

Meditrade (DE)

Tabelle 2-6: Gerate und Apparaturen

Gerat

Geratetyp

Hersteller

Block-Heizgerat

Thermomixer comfort

Eppendorf (DE)

Dampfgarer

B. Braun (DE)

Elektroblotter

Trans-Blot Turbo Transfer

System

Bio-Rad Laboratories (DE)

Elektrophorese-
system DNA

PerfectBlue™
Wide-Format Minigel-systems
Mini ExW

Horizontal

Peglab Biotechnologie (DE)

Geltrager mit Gummidichtung

Peglab Biotechnologie (DE)

Kamm 50-well

Peglab Biotechnologie (DE)

Elektrophorese-

system Protein

Mini-PROTEAN®

Vertical Electrophoresis Cell

Tetra

Bio-Rad Laboratories (DE)

system

Alphamanager MINI

Fluoreszenz- LSM510 Zeiss (DE)
mikroskop LSM800 Zeiss (DE)
Geldokumentations- | Cell Biosciences | Biozym Scientific (DE)

Imaging System

Amersham Imager 600

GE Healthcare Life Sciences

(US)
Klhlschranke und | 4 °C Bauknecht (DE)
Gefriergerate
-20 °C Liebherr (DE)
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-80 °C Thermo Fisher Scientific
(US)
Lichtanlage OP KL 1500 LCD Zeiss (DE)
Lichtmikroskop Axiovert 25 Zeiss (DE)
Magnetic  Particle | DynaMag2™ Invitrogen/Thermo Fisher
Concentrator Scientific (US)

Mikroplattenleser

Mithras LB 940

Berthold Technologies (DE)

Mikrowelle Clatronic (DE)
Multikanalpipette Transferpette® S-8, 20-200 ul | Brand (DE)
Narkoseanlage Volker (DE)

Netzgerate Electrophoresis Power Supply | Pharmacia Biotech (Pfizer)
EPS 200 (DNA) (US)
PowerPac Universal Power | Bio-Rad Laboratories (DE)
Supply (Protein)
Pipetten 100 — 1000 pl Eppendorf (DE)
20 — 200 pl Eppendorf (DE)
2—-20ul Eppendorf (DE)
0,5-10 pl Eppendorf (DE)
pH-Meter InoLab pH Level 1 WTW (DE)
Pinzette Merck (DE)
Pipettierhilfe accu-jet® pro Brand (DE)
Prazisionswaagen L 610-D Sartorius Lab Instruments
(DE)
Real-Time PCR QuantStudio® 3 Applied Biosystems/Thermo
Fisher Scientific (US)
Schittelinkubator 3032 GFL (DE)
Spektrophotometer | DeNovix DS-11 Biozym Scientific (DE)
EL808 Ultra Microplate | BioTek Instruments (US)
Reader
Stereomikroskop Stemi DV4 Zeiss (DE)

Stoffwechselkafige Eigenkonstruktion
Stoppuhr Carl Roth (DE)
Thermocycler UNO-Thermoblock Biometra (DE)
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T1 Thermocycler 48

Biometra (DE)

Tissue-

Homogenizer

Tissue-Lyser I

Qiagen (US)

Warmematte Sanitas (LTU)
Wippschuttler Rocky GRS Labortechnik Froebel (DE)
Zentrifuge 5415 R Eppendorf (DE)

Tabelle 2-7: Software

Software Hersteller

KC Junior BioTek Instruments (US)
GraphPad PRISM GraphPad Software (US)
ImageJ Wayne Rasband (US)
Microsoft Office Microsoft (US)
QuantStudio Design&Analysis Software | Applied Biosystems (US)
Zen Blue Imaging Software Zeiss (DE)

2.1.3 Bakterienstamme

Fir die Transformation und Vervielfaltigung von Plasmiden wurden die in Tabelle 2-8

aufgefuhrten Stamme verwendet.

Tabelle 2-8: Bakterienstamme

Organismus

Genotyp

Herkunft

Escherichia coli NovaBlue

endA1 hsdR17(rk1i2 Mz ) SUPE44

Novagen/EMD

nupG rpsL (StrR) rph spoT1 A(mrr-
hsdRMS-mcrBC)

GigaSingles™ thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac | Biosciences (US)
FlproA B" lacl’ZAM15: Tn10 (TcY)]

NEB® 10-beta | A(ara-leu) 7697 araD139 fhuA | New England

Competent  Escherichia | AlacX74 galK16 galE15 e14- | Biolabs (DE)

coli ¢80dlacZAM15 recA1 relA1 endA1
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2.1.4 Vektoren und rekombinante Plasmide
Die fur die Konstruktion rekombinanter Plasmide verwendeten Ursprungsvektoren sind

in der Tabelle 2-9 aufgelistet.

Tabelle 2-9: Ursprungsvektoren

Vektor GroRe (Bp) | Resistenz Referenz
pCMVG6-Entry 4919 Kanamycin/Neomycin | AMS Biotechnology
Europe (UK)
pLPCX 6264 Puromycin, Ampicillin | Clontech (DE)
CTVv 2900 Kanamycin/Neomycin, | Thai et al., 2007;
Ampicillin Addgene #15912

Die in dieser Arbeit untersuchten huUCH-L1"T- und huUCH-L1'93M-Konstrukte wurden
freundlicherweise von Dr. rer. nat. Sandra Pohl (Zentrum fur Experimentelle Medizin,
Institut fur Osteologie und Biomechanik am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf)
zur Verfigung gestellt. Die Kontroll-Konstrukte huTHSD7A und huPLA2R1 wurden
freundlicherweise von PD Dr. Gunther Zahner zur Verfligung gestellt (Zentrum flr
Innere Medizin, Ill. Medizinische Klinik und Poliklinik am Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf).

Tabelle 2-10: generierte rekombinante Plasmide

Vektor |Insert (GroBe) | Schnitt- | Bemerkung | Referenz
stellen
pCMV6- | huUCH-L1WT SgfliMlul | C-term. Myc- | Sandra Pohl
Entry (672 Bp) DDK-Tag
pCMV6- | huUCH-L1'93M Sgfl/Miul | C-term. Myc- | Sandra Pohl
Entry (672 Bp) DDK-Tag
pCMV6- | huTHSD7A full- | Sgfl/Rsrll | C-term. Myc- | Tomas et al, 2016
Entry length (4971 Bp) DDK-Tag (Origene-Ref. RC213616)
pLPCX | huPLA2R1 full- | Xhol/Notl | C-term. HA- | Augert et al., 2013
length (4400 Bp) Tag
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2.2 Methoden
2.2.1 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der eindimensionalen SDS-PAGE koénnen Proteine in einer Matrix bestehend
aus stark vernetztem Polyacrylamid hinsichtlich ihrer Expression und Reinheit
charakterisiert werden. Zu diesem Zweck wurde das SDS-haltige, diskontinuierliche
Tris-HCI/Tris-Glycin-Puffersystem nach Laemmli (1970) eingesetzt. Das verwendete
anionische Detergens SDS im Lauf- und Ladepuffer bindet an hydrophobe Bereiche
im Protein und fuhrt zur Aufspaltung von nicht-kovalenten Wechselwirkungen, sodass
Tertiar- und Sekundarstrukturen durch die Streckung des Molekuls aufgelost werden.
Zudem wird die Eigenladung der Proteine maskiert und es entstehen negativ geladene
Protein-SDS-Komplexe (ca. 1,4 g SDS pro g Protein), die bei Anlegen einer Spannung
durch die pordse Tragermatrix zur positiv geladenen Elektrode wandern und
proportional zum Logarithmus ihrer molaren Massen aufgetrennt werden (Michov,
1995).

Fir die gleichzeitige Charakterisierung von Proteinen unterschiedlichster
Molekulargewichte wurden vorgefertigte 4-15 % Mini-PROTEAN® TGX™-
Gradientengele sowie das Gelelektrophorese-System Tetra Cell von Bio-Rad genutzt.
Dazu wurden je 12 pyl Glomeruli-Lysat bzw. 10 pg HEK293-T-Zelllysat mit
reduzierendem 5 x SDS-Ladepuffer versetzt und fir 10 min bei 95 °C denaturiert.
Wahrenddessen wurden die Fertiggele in die Geltrager eingespannt, in die
Laufkammer Uberfuhrt und mit 1 x SDS-Laufpuffer Uberschichtet. Nach dem Auftragen
der Proben und 5 pul eines entsprechenden ProteingrofRenstandards erfolgte die SDS-
PAGE bei einer Spannung von 100-120 V fir 80-100 min. Die Visualisierung der
Proteinbanden erfolgte entweder durch eine Coomassie-Farbung des Gels oder eines

sich anschlieRenden Western Blots mit nachfolgender Immundetektion.

5 x SDS-Ladepuffer (reduzierend)

1,5 M Tris-HCI pH 6,8
50 % (v/v) Glycerol

25 % (viv) 2-Mercaptoethanol
10 % (w/v) SDS

1 % (W/v) Bromphenolblau
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10 x SDS-Laufpuffer

0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS
pH 8,3

2.2.1.2 Coomassie-Farbung

Mit Hilfe der Coomassie-Farbung kénnen Proteine direkt im Gel fixiert und visualisiert
werden. Der organische Farbstoff Coomassie Brilliant Blau R 250 lagert sich
sequenzunspezifisch an basische und aromatische Aminosaurereste, sodass alle
aufgetrennten Proteine angefarbt werden. Hierzu wurden die SDS-Gele flr 1 h in
Coomassie-Farbeldsung auf dem Schuttler inkubiert und anschlielend tber Nacht in

ddH20 entfarbt bis sich ein distinktes Bandenmuster abzeichnete.

Coomassie-Farbelosung

0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R 250
10 % (viv) Essigsaure (100 %)
40 % (viv) Methanol

2.2.1.3 Proteintransfer

Bei der Western Blot-Methode werden gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine
unter Einfluss eines elektrischen Feldes auf eine Tragermembran transferiert,
immobilisiert und mit Hilfe immunologischer Methoden detektiert (Towbin et al., 1979).
Auf diese Weise konnen unmarkierte Antigene in heterogenen Proteingemischen mit
spezifischen Antikdrpern, die mit einem Farbstoff, Enzym oder Isotop konjugiert sind,
identifiziert und hinsichtlich ihrer Expression charakterisiert werden.

Fir den elektrophoretischen Transfer wurde das Semidry-Blot-Verfahren nach Kyhse-
Andersen (1984) unter Verwendung des Trans-Blot Turbo Systems von Bio-Rad
angewandt. Infolge der FlieRrichtung des elektrischen Stroms wandern die negativ
geladenen Proteine aus dem SDS-Gel von der Kathode zur Anode und bleiben auf
Grund hydrophober Wechselwirkungen unter Beibehaltung des
gelelektrophoretischen Auftrennungsmusters an der Membranoberflache haften. Um

die Hydrophobie des Tragermaterials herabzusetzen, wurde die Polyvinylidendifluorid
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(PVDF)-Membran vor dem Blotten 5 min mit 100 %igem Methanol aktiviert und danach
in 1 x Transferpuffer inkubiert. AnschlieRend wurde das SDS-Gel luftblasenfrei
kathodenseitig auf die aquilibrierte Membran gelegt und beidseitig mit in 1 x Transfer-
Puffer getrankten Filterpapieren bedeckt, sodass die Voraussetzung fur den
Stromfluss gegeben ist. Der Transfer erfolgte bei einer konstanten elektrischen
Stromstarke von 1.3 A (ein Gel) bzw. 2.5 A (zwei Gele) und 25 V fur 30 min. Um den
Proteintransfer zu Uberprufen, wurde die Membran 5 min mit Ponceau S-Losung auf
dem Schuttler inkubiert und schrittweise mit ddH20 entfarbt bis sich ein distinktes
Bandenmuster zeigte. Dabei handelt es sich um einen Azofarbstoff, der reversibel
positiv geladene Aminogruppen bindet und die nachfolgende Immundetektion nicht
beeintrachtigt. Die Inkubation mit TBS-T 0,05 % bewirkte schlie3lich eine vollstandige

Entfarbung der Membran.

1 x Transfer-Puffer

0,25 M Tris

1,92 M Glycin
20 % (v/v) Methanol
pH 8,5

2.2.1.4 Immundetektion

Dem Transfer schlie®t sich die Visualisierung der auf der Membran gebundenen
Zielproteine unter Verwendung spezifischer Antikorper an. Um unbesetzte
Proteinbindungsstellen auf der Trageroberflache zu blockieren und somit eine
unspezifische Antikérperbindung und starke Hintergrundsignale zu verhindern, wurde
die Membran fur 1 h mit 3 %iger Magermilch in TBS-T 0,05 % auf dem Schuttler
inkubiert. Bei der Wahl der Blocklosung ist zu beachten, dass eine inerte Substanz
verwendet wird, die mit dem nachfolgenden Antigennachweis nicht kreuzreagiert.
Nach dreimaligem Waschen der Membran mit TBS-T 0,05 % flr je 5 min wurde diese
bei Bedarf geschnitten und mit den gewlnschten Primarantikrpern tber Nacht bei
4 °C auf dem Schuttler inkubiert. Am Folgetag wurde der Primarantikorper recycelt und
der Blot drei Mal mit TBS-T 0,05 % fur je 5 min gewaschen, um ungebundenen
Antikdrper zu entfernen. Der Nachweis der Antigen-Antikorper-Bindung erfolgte durch

eine einstundige Inkubation mit den entsprechenden Sekundarantikorpern, gefolgt von
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drei Waschschritten mit TBS-T 0,05 %. Dabei binden die gewahlten
Sekundarantikdrper wirtsspezifisch den konstanten Teil der schweren Ketten der
jeweiligen Primarantikorper und verfugen Uber ein konjugiertes Reporterenzym. In
diesem Fall katalysiert die verwendete Meerrettichperoxidase (HRP) die Oxidation von
Luminol unter Freisetzung von Licht. Je nach erwarteter Signalstarke wurde die
Membran 5 min mit den ECL Western Blot SuperSignal™-Reagenzien oder dem
sensitiveren SuperSignal™ femto nach Angaben des Herstellers entwickelt, die
Chemilumineszenz anschlie3end mit Hilfe des Amersham Imager 600 gemessen und

die Signale mit ImagedJ quantifiziert.

Auf Grund einer Limitation des Probenmaterials ist es haufig notig, mehrere Proteine
auf einer Membran zu analysieren. Da viele Zielproteine aber ahnliche molare Massen
besitzen oder mit den gleichen Sekundarantikdrpern detektiert werden, muissen
vorherige Antigen-Antikorper-Bindungen geldst und ausgewaschen werden, um
unspezifische Hintergrundsignale zu unterbinden. Zu diesem Zweck wurde die
Membran fur 15 min in Stripping-Puffer geschittelt und anschlielRend zwei Mal 10 min
mit 1 x PBS und zwei Mal 5 min mit TBS-T 0,05 % gewaschen. Nach der erneuten
Maskierung der unbesetzten Bindungsstellen, konnte die Membran mit einem weiteren

Primarantikorper Uber Nacht inkubiert werden.

Stripping-Puffer

0,2M Glycin

0,1 % (w/v) SDS

1 % (v/v) Tween 20
pH 2,2

2.2.1.5 Glomeruli-lsolation

Nach Entkapseln der perfundierten Niere wurde ein kleines Polstluck fur spatere
histologische Untersuchungen abgenommen, sofort in 4 % Formalin fixiert und bei
4 °C gelagert. Die restliche Niere wurde mit einem Skalpell zerkleinert und pro Tier auf
zwei 2 ml Reaktionsgefalle aufgeteilt. Zum AufschlieRen des Gewebes folgte ein
Kollagenase-Verdau (1,5 ml pro Reaktionsgefal3) fur 15 min bei 37 °C und 1300 rpm.
Nach Abstoppen der Reaktion auf Eis wurde die Nierensuspension beider

ReaktionsgefalRe nacheinander mit Hilfe eines SpritzenstoRels durch je einen 100 pym
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Filter in ein gemeinsames 50 ml Falcon gedrickt und mit jeweils 10 ml HBSS gespuilt.
Das Filtrat wurde erneut gefiltert, gespult und in einem neuen 50 ml Falcon
aufgefangen. Nach einer funfminutigen Zentrifugation bei 4 °C und 1700 rpm konnte
das Pellet in 6 ml HBSS suspendiert und auf vier 2 ml Reaktionsgefalle pro Tier
gleichmalig verteilt werden. Die Reaktionsgefalte wurden insgesamt drei Mal fir je
5 min am DynaMag2™ Magnetic Particle Concentrator (Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific) auf Eis inkubiert und das Pellet jeweils mit 1,5 ml HBSS + 0,05 % BSA
(bovine serum albumin) gewaschen. Die Glomeruli aus vier Reaktionsgefalden pro Tier
wurden in 1 ml HBSS gesammelt und ihre Reinheit unter dem Mikroskop Uberpruft.
Dies erfolgte durch das Auszahlen von Glomeruli und Tubuliin 10 yl Glomeruli-Lésung.
Die Glomeruli wurden anschlie3end fur 5 min bei 4 °C und 4000 rpm geerntet, der
Uberstand verworfen und entweder direkt lysiert oder in fllissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
4 % Formalin-Losung
320 ml Sorensen-Puffer

40 ml Formalin (37 %)

Sorensen-Puffer

22 mM Natriumdihydrogenphosphat
80 mM di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
pH7,2-7,4

Kollagenasemischung

1,2 mg/ml Kollagenase IA
50 U/uL DNase |
ad HBSS

2.2.1.6 Herstellung von Glomeruli-Lysaten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Lysepuffer verwendet. Das
eingesetzte Volumen an Lysepuffer richtete sich nach der Anzahl der ausgezahlten
Glomeruli und wurde entsprechend der Formel 150 pl Lysepuffer/5000 Glomeruli

berechnet. AnschlieRend wurde die entsprechende Menge Lysepuffer zu den
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Glomeruli gegeben und diese mit Hilfe eines StdRels mechanisch aufgeschlossen. Die
Inkubation der Proben erfolgte fir 30 min auf Eis. Nach 30 min Zentrifugation bei 4 °C
und 13000 rpm wurde der Uberstand abgenommen und in ein neues, vorgekiihltes
Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Lysepuffer | (Chymotrypsin-Aktivitatsassay):
T-Per
1 x Complete ohne EDTA

Lysepuffer Il (Western Blot-Analysen):
T-Per

1 mM Natriumvanadat

1 mM Natriumfluorid

1 x Calyculin A

1 x Complete ohne EDTA

5 mM NEM

10 uM MG-132

2.2.1.7 Herstellung von HEK-Zelllysaten

Die Zellpellets wurden je nach GroRe mit 150-300 pl Lysepuffer Il versetzt und durch
auf- und abpipettieren geldst. Die Inkubation der Proben erfolgte fur 30 min auf Eis.
Nach 30 min Zentrifugation bei 4 °C und 13000 rpm wurde der Uberstand
abgenommen und in ein neues, vorgeklhltes Reaktionsgefal Uberfuhrt. Die Lagerung
erfolgte bei -80 °C.

2.2.1.8 Maus-Albumin-ELISA

Die Bestimmung des Albumingehalts im Mausurin erfolgte mittels Sandwich-ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Fur die Durchfihrung wurde das Starter
Accessory Kit von Bethyl Laboratories verwendet und die bendtigten Ldésungen
(Coating Buffer, Waschpuffer, Blocking Buffer, Conjugate Diluent, TMB-Substrat) nach
Herstellerangaben angesetzt. Zunachst wurde eine 96-well Mikrotiterplatte mit hoher
Bindungskapazitat mit Anti-Mausalbumin-Primarantikorper (1:100 in Coating Buffer)
beschichtet und Gber Nacht bei 4 °C auf dem Schittler inkubiert. Die Vorbereitung der
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Proben erfolgte am kommenden Tag. Mit Hilfe von Urinteststreifen wurden die Urine
zunachst semiquantitativ charakterisiert und anschlieBend in Conjugate Diluent
verdunnt. Je starker die Albumin-Positivitat des Teststreifens ausfiel, umso hoher war
der Verdunnungsfaktor (1:500 bis 1:500000). Um ungebundenen Primarantikorper zu
entfernen, wurde die Mikrotiterplatte drei Mal mit Waschpuffer gewaschen, griindlich
ausgeklopft und anschlieRend fur 30 min mit 200 ul/well Blocking Buffer auf dem
Schuttler bei Raumtemperatur (RT) aquilibriert. Die Herstellung eines Standards
erfolgte in Form einer seriellen Verduinnungsreihe mit Konzentrationen von 15,625-
1000 ng/ml Albumin. Nach dreimaligem Waschen der Platte wurden je 100 ul Probe
bzw. Standard pro well pipettiert und fir 1 h bei RT geschuttelt. Es schlossen sich funf
weitere Waschschritte gefolgt von einer einstindigen Inkubation mit je 100 ul/well
HRP-gekoppeltem Sekundarantikorper (1:40000 in Conjugate Diluent) bei RT auf dem
Schuttler an. In den folgenden finf Waschschritten wurden ungebundene Antikdrper
entfernt und je 100 pl/well chromogenes Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat
dazugegeben, um die Antikorper-Antigen-Bindung nachzuweisen. Nach funf- bis zehn-
minutiger Inkubation bei RT wurde die Reaktion mit 5,7 %iger H3POas-Losung
abgestoppt und die Extinktionen am Absorptions-Reader EL808 bei 450 nm

gemessen.

2.2.1.9 Kreatinin-Bestimmung

Zur Beurteilung der Proteinurie ist es von Bedeutung neben dem Albumingehalt auch
den Konzentrierungsgrad des Harns zu berucksichtigen. Die Quantifizierung von
Kreatinin erfolgte mittels der von Max Jaffé 1886 beschriebenen Reaktion unter
Verwendung des Creatinin Jaffe Kits von Hengler Analytik. Dabei bildet Kreatinin in
stark alkalischem Milieu mit zugegebener Pikrinsaure einen gelb-orangen
Farbkomplex. Als Referenz wurde eine parallele Kreatinin-Standardverdinnungsreihe
(0,02-0,5 g/L in NaCl 0,9 %) mitgefuhrt. In 96-well Mikrotiterplatten wurde 10 pl
unverdunnter Urin bzw. Standard vorgelegt und 50 ul des nach Herstellerangaben
angesetzten Reagenzgemischs R1+R2 dazugegeben. Die Quantifizierung des
Farbumschlages erfolgte anschlie®end nach einer und funf Minuten am Absorptions-
Reader EL808 bei 492 nm.
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2.2.1.10 Bestimmung der proteasomalen Aktivitat

Die Bestimmung der proteasomalen Effizienz erfolgte durch Messung der
Chymotrypsin-ahnlichen Aktivitat des 20S-Proteasoms durch Umsatz des fluorogenen
Substrates  N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-aminomethylcoumarin ~ (Suc-LLVY-AMC).
Dazu wurden in 1,5 ml Reaktionsgefalen 10 ug Glomeruli-Lysat mit Aktivitatspuffer
auf 50 ul Gesamtvolumen aufgefullt und far zwei Stunden bei 4 °C vorinkubiert. Ein
weiterer Probenansatz diente als Assaykontrolle, dem nach 1,5 h Inkubation im
Aktivitatspuffer 10 uM des irreversiblen Proteasomhemmers Epoxomicin zugesetzt
wurde. Parallel erfolgte die Vorbereitung des Substratpuffers, der sich aus 60 uM
Suc-LLVY-AMC in Aktivitatspuffer zusammensetzte. In einer auf Eis gehaltenen
schwarzen 96-well Mikrotiterplatte wurden 50 yl Substratpuffer vorgelegt, mit je 50 pl
vorinkubierter Probe gemischt und anschlieRend bei 37 °C inkubiert. Die Messungen
erfolgten nach 30, 60, 90, 120 und 180 min am Mithras bei 485 und 355 nm (Filter A).

Fir die statistische Auswertung wurden nur die Messwerte nach 120 min Inkubation

berucksichtigt.
Aktivitatspuffer

20 mM HEPES
0,5 mM EDTA

5 mM DTT

1 mg Ovalbumin
60 mM ATP

pH 7,8

2.2.1.11 Interaktionsstudien und NATIVE-Gel
Die in vitro-Interaktionsstudien wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Elke Kruger in

Berlin/Greifswald durchgefuhrt.



Material und Methoden 54

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Glomeruli

Die Arbeiten erfolgten unter dem Abzug. Fur die Gewinnung von RNA
(Ribonukleinsaure) wurde das Pellet im Reaktionsgefaly mit einer Wolfram-Carbid-
Kugel versehen und mit 250 pl Trizol (Raumtemperatur) versetzt. Um einen besseren
Aufschluss der Glomeruli zu gewahrleisten, erfolgte eine Homogenisierung der Probe
fur 1 min bei 30 Hz im Tissue Homogenizer. Nach funf-minutiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Proben mit 1/6 Volumen Chloroform versetzt, eine Minute
intensiv geschuttelt und anschlieBend erneut drei Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Um die Zelltrimmer zu entfernen, erfolgte eine Zentrifugation fur 15 min bei
4 °C und 12000 rpm. Die obere, RNA-reiche Phase wurde vorsichtig abgenommen
und in ein neues Reaktionsgefal® Uberflhrt. Zur Reinigung und Aufkonzentrierung der
RNA erfolgte eine Fallung mit 100 pl kaltem Isopropanol fur 30 min auf Eis. Nach
anschlielender Zentrifugation fur 10 min bei 4 °C und 10000 rpm wurde das Pellet
insgesamt zwei Mal mit 250 uyl 80 %igen Ethanol gewaschen und jeweils fur 10 min
bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und
das Pellet unter dem Abzug getrocknet um Ethanolreste zu entfernen. Im Anschluss
konnte das Pellet in 40 ul RNase-freiem Wasser gelost und die Konzentration bestimmt

werden. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

2.2.2.2 DNase-Verdau und cDNA-Synthese

Um eine Kontamination mit genomischer DNA zu verhindern, wurden 200 ng RNA mit
1 yl DNase-Lo6sung (1:10 in Reaktionspuffer verdunnt) fur 10 min bei 37 °C verdaut.
FUr die reverse Transkription erfolgte die Vorbereitung von zwei Mastermixen.
Zunachst wurden 4 pl verdaute RNA mit Mastermix | (21 pl ddH20, 2 uyl 100 ng/ul
Random Hexamer Primer, 2 pl 10 mM dNTPs) fur funf Minuten bei 65 °C inkubiert. In
der Zwischenzeit konnte Mastermix Il vorbereitet werden (8 ul Reverse Transkriptase-
Puffer, 1 pl RNase Out, 2 pl Reverse Transkriptase). Nach Zugabe von 11 l
Mastermix Il erfolgte die Reverse Transkription der RNA flr 10 min bei 25 °C, 1 h bei
42 °C, 10 min bei 70 °C, 4 °C Pause. Fur die nachfolgende Real-Time-PCR wurde
1 pl cDNA mit 9 yl Mastermix (5 ul SYBR Green Master Mix, 2 pyl 5 yM Primer sense,
2 pl 5 yM Primer antisense) versetzt und mit QuantStudio 3 von Applied Biosystems

ausgewertet. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -80 °C.
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2.2.2.3 Isolation genomischer DNA aus transgenen Mausen

Die Isolation genomischer DNA erfolgte aus Schwanzbiopsien, die ca. zwei Tage nach
Geburt der Versuchstiere durch das Kirzen der Schwanzspitze um maximal 5 mm
gewonnen wurden. Pro Biopsie wurden 150 pl DirectPCR Lysis Reagent mit
Proteinase K (Endkonzentration 0,2 mg/ml) versetzt und zusammen mit den
Schwanzsticken in 1,5 ml Reaktionsgefalien rotierend bei 55 °C Uber Nacht inkubiert.
Um die Proteinase K zu inaktivieren, erfolgte am kommenden Tag eine Inkubation der
Proben fur 45 min im Wasserbad bei 85 °C. Nach anschlieiender Zentrifugation fur
10 s bei 13000 rpm wurde die DNA-L6sung bei -20 °C gelagert oder direkt flr die

Genotypisierungs-PCR verwendet.

2.2.2.4 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsaurelosungen

Die Ermittlung des Gehalts an DNA und RNA erfolgte mit Hilfe des DeNovix DS-11
Spektrophotometers (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf), welches die
Lichtabsorption bei 260 nm gegen einen Blindwert (Lysepuffer bzw. RNase-freies H20)
misst. Um eine Verunreinigung der Proben auszuschliel3en, wurde der Quotient der
Absorptionen bei 260 nm und 280 nm bestimmt und sollte bei DNA-L6sungen
zwischen 1,8 und 2 bzw. bei RNA-Eluaten zwischen 2,1 und 2,2 liegen.

2.2.2.5 Photometrische Quantifizierung von Proteinlésungen

Die Bestimmung des Proteingehalts angefertigter HEK293-T-Zelllysate erfolgte auf der
Grundlage der Methode nach Lowry (1951) unter Verwendung des DC™ Protein
Assay (Bio-Rad Laboratories GmbH, Mdunchen). Diese Reaktion stellt eine
Kombination von Biuret-Reaktion mit dem Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagenz dar und ist
spezifisch flir Substanzen mit mindestens zwei Peptidbindungen, weshalb dieser
Assay als kolorimetrischer Nachweis von Proteinen geeignet ist. Dabei bildet sich in
alkalischem, wassrigen Milieu (aktiviertes Reagenz A+S) ein Kupfer(ll)-Protein-
Komplex, in welchem das Kupfer-lon darauffolgend durch Oxidation aromatischer
Aminosauren wie Tyrosin und Tryptophan zu Kupfer(l) reduziert wird. Diese Reaktion
unterstitzt die Reduktion des gelben Folin-Reagenz (Molybdan(VI)- und Wolfram(VI)-
Heteropolysauren, Reagenz B) zu Molybdanblau. Die tiefblaue Farbreaktion wurde
anschlielfend nach 15 min Inkubation bei RT am Absorptions-Reader EL808 bei



Material und Methoden 56

562 nm gemessen. Der Assay erfolgte in 96-well-Mikrotiterplatten nach

Herstellerangaben von Bio-Rad.

2.2.2.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein nach Kary B. Mullis entwickeltes
Verfahren (1986), welches durch Bindung eines gegenlaufigen Primerpaares an
komplementare Bereiche der einzelstrangigen sense- bzw. antisense-Template-DNA
die Vervielfaltigung definierter DNA-Abschnitte ermdglicht. Das Prinzip der PCR beruht
auf einer zyklischen Wiederholung (25-40 Zyklen) von drei Teilschritten
(Denaturierung, Annealing, Elongation), sodass die Ziel-Sequenz exponentiell
amplifiziert wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode zur Bestimmung des
Genotyps der transgenen Versuchstiere angewandt. Die Primer wurden
freundlicherweise von PD Dr. Gunther Zahner konstruiert und tUber Invitrogen/Thermo
Fisher Scientific bezogen. Eine Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte nicht,

sodass immer 1 yl DNA-L&sung eingesetzt wurde.

Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

genomische Template-DNA 1l
Primer sense (10 yM) 1l
Primer antisense (10 uM) 1ul
dNTP-Mix (10 mM) 0,4 pl
10 x DreamTaq Green Buffer 2 ul
DreamTaq DNA Polymerase (5 U/uL) 0,2 ul

ddH20 ad 20 pl
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Tabelle 2-11: verwendete Primer zur Genotypisierung der UCH-L1-Uberexpressions-

Mauslinien
Fragment-
Primer Sequenz 5’ > 3’ Tm[°C] .
grofe [Bp]
CAG-enhancer GTT ACT ATG GGA ACA
Kl- Fw2 TAC GTC ATT
64 433
PCR | R26 Revcommon | GTT GCA ATA CCT TTC
TGGGAGTT
R26-Wt Fw CGA AAA TCT GTG GGA
WT- AGT CTT GT
64 233
PCR | R26 Revcommon | GTT GCA ATA CCT TTC
TGGGAGTT
cre_fw. GCA TAA CCA GTG AAA
Cre- CAG CATTGC TG
51 300
PCR | cre_rev. GGA CAT GTT CAG GGA
TCG CCAGGCG

Bei der Wahl des PCR-Programms ist zu berucksichtigen, dass die Annealing-

Temperatur an die verwendeten Primer und die Elongationszeit an die Grdolke des zu

amplifizierenden DNA-Abschnittes angepasst wird.

Tabelle 2-12: PCR-Programme (WT und Kl / Cre)

Temperatur Zeit Zyklenzahl
Anfangsdenaturierung 95°C /94 °C 3 min /3 min 1/1
Denaturierung von dsDNA 95°C /94 °C 30s/45s
Annealing der Primer an ssDNA | Tm-3 °C 1 min/1 min 40/ 30
Elongation 72°C/72°C 1 min/1 min
Endelongation 72°C/72°C 3 min /8 min 1/1
Pause 4°C/4°C o0
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2.2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Bei der Agarose-Gelelektrophorese dient das inerte Galactosepolymer Agarose als
Tragermaterial fur die Auftrennung von Nukleinsauren. Je nach Konzentration der
Agarose vernetzen sich die Polysaccharide zu einem Gel mit unterschiedlicher
Porengrofe in dem die negativ geladene DNA nach Anlegen eines elektrischen Feldes
zum positiv geladenen Pol (Anode) wandert. Die Laufstrecke der Proben verhalt sich
dabei umgekehrt proportional zur Fragmentlange und die Wandergeschwindigkeit ist
abhangig von der Agarose-Konzentration, Stromstarke und Konformation der
Molekule.

Zur Herstellung von 1,5 %igen (w/v) Agarosegelen wurde die Agarose in 1 x Tris-
Acetat-EDTA (TAE)-Puffer aufgekocht, nach dem Abkuhlen mit 0,002 %
Ethidiumbromid-Fluoreszenzfarbstoff (10  mg/ml-Stocklésung) versetzt und
anschlieBend zum Ausharten in einen horizontalen, abgedichteten Geltrager mit
eingesetztem Probenkamm gegossen. Danach wurde das auspolymerisierte Gel in die
Elektrophoresekammer Uberfuhrt und mit 1 x TAE-Puffer Uberschichtet. Um die Dichte
der DNA-L6sungen gegenuber der des Puffers zu erhdhen und die Lauffront zu
markieren, erfolgte die Zugabe von 10 x Ladepuffer. Die Proben wurden mit einem
DNA-Langenstandard auf das Agarose-Gel aufgetragen und ein elektrisches Feld
angelegt. Die Gelelektrophorese erfolgte in Abhangigkeit von der GroRe der Gele bei
120 V und 400 mA far 30 min. Im Anschluss daran konnten die aufgetrennten DNA-
Fluoreszenzfarbstoff-Komplexe mit Hilfe des Geldokumentationsgerates mit Licht der
Wellenlange 254 nm angeregt und fotodokumentiert sowie nachfolgend durch den

Vergleich mit dem Groélenstandard charakterisiert werden.

50 x TAE-Puffer

2M Tris

50 mM Na2EDTA

5,72 % (viv) Essigsaure (100 %)
pH 8,0

Die Lésung wurde anschlieRend bei 121 °C und 1 bar Uberdruck fiir 20 min

autoklaviert.
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2.2.2.8 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Um ausreichende Mengen an Plasmid-DNA aus den verschiedenen
Bakterienstammen fur die Transfektion zur Verfugung zu stellen, wurde diese aus
einer 25 ml Ubernachtkultur mit Hilfe des PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit
(Thermo Fisher Scientific) nach Herstellerprotokoll isoliert. Die Resuspension des
DNA-Pellets erfolgte in 100 ul TE-Puffer. Die Konzentration und Reinheit der isolierten
Plasmid-DNA wurde mittels photometrischer Quantifizierung und Agarose-

Gelelektrophorese uberpruft und die Proben anschlieend bei -20 °C gelagert.

10 x Ladepuffer

50 % (w/v) Sucrose
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

2.2.3 Kultivierung von Bakterien

Die fur diese Arbeit zur Verfugung gestellten Bakterienstdamme wurden als Einzelklon
in Glycerin-Dauerkultur (in LB-Broth-Base (LB)-Flussigmedium, 25 % (v/v) Glycerin)
weitergegeben und anschlieRend bei -80 °C gelagert.

LB-Flissigmedium
LB-Broth-Base 204g
NaCl 459

Die E. coli-Stamme wurden fur weitere Versuche sowohl in LB-Flissigmedium als
auch auf Festmedium aerob kultiviert. Zur Herstellung von Agarplatten erfolgte die
Zugabe von 1,5 % (w/v) Agar zum LB-Flussigmedium. Alle Kulturmedien wurden
daraufhin bei 121 °C und 1 bar Uberdruck fiir 20 min autoklaviert.

Um den Selektionsdruck auf die Plasmid-tragenden Bakterienstamme
aufrechtzuerhalten, wurde das handwarme (< 50 °C) Medium je nach verwendetem
Vektorsystem mit sterilfiltriertem (0,45 pym Filter) Antibiotikum versetzt, gut gemischt
und in sterile KulturgefalRe (Flissigmedium) bzw. Petrischalen (Festmedium)

gegossen.
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Tabelle 2-13: Antibiotikazusatze fur E. coli-Kulturmedien

Vektor Zusatz Stammlosung Arbeitskonzentration
pCMVG6-Entry Ampicillin 100 mg/ml, in ddH20 | 25 pg/ml
pLPCX Kanamycin 50 mg/ml, in ddH20 100 pg/ml

2.2.3.1 Anzucht auf Festmedium

Um sicherzustellen, dass alle Zellen aus einer Einzigen hervorgegangen und somit
nahezu identisch sind, wurde aus der Glycerin-Dauerkultur eine Reinkultur angelegt
und die Klone unter Verwendung der Dreizehn-Strich-Methode auf LB-Agarplatten
vereinzelt. Die Anzucht der E. coli-Stamme erfolgte bei 37 °C Uber Nacht auf
Kanamycin- und Ampicillin-haltigem Festmedium. Die Platten wurden anschlieend fur
bis zu drei Wochen bei 4 °C gelagert.

2.2.3.2 Herstellung von Ubernachtkulturen

In Form einer Batch-Kultur kdnnen E. coli-Zellen Gber Nacht angezogen und vermehrt
werden, um daraus anschlielend groRe Mengen Plasmid-DNA zu extrahieren. Zu
diesem Zweck wurden abends je 100 ml LB-Flissigmedium mit Antibiotikazusatz in
sterilen KulturgefalRen vorgelegt und unter Verwendung eines sterilen Zahnstochers
mit einer Einzelkolonie der vier generierten Bakterienstamme inokuliert. Die
Kultivierung erfolgte bei 37 °C im Schuttelinkubator (160 rpm) bis die stationare
Wachstumsphase erreicht wurde, sodass ein Maximum an intakten Zellen fur die

Praparation von Plasmid-DNA zur Verfugung stand.

2.2.4 Tierversuche

Die UCH-L1-Uberexprimierenden Linien wurden in der Forschungstierhaltung des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf gezuchtet und gehalten. Die Tiere hatten
stets freien Zugang zu Wasser und handelsublichem Futter. Fur die Durchfuhrung der
Versuche lagen alle Genehmigungen vor. Die transgenen Linien wurden

freundlicherweise von Frau PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer generiert.
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2.2.4.1 Induktion der Anti-Podozyten-Nephritis (APN) und Betreuung

FUr Untersuchungen im experimentellen Tiermodell der Membrandsen Nephropathie
wurden 13-36 Wochen alte UCH-L1-Uberexprimierende C57BIl/6-Mause verwendet.
Von den Tieren wurde vor Versuchsbeginn Urin im Stoffwechselkafig gesammelt
(Praurin). Die Induktion der APN erfolgte mit konzentriertem Anti-Podozytenserum aus
dem Schaf (Meyer-Schwesinger et al., 2011). Dazu wurden die Versuchstiere in eine
Isofluran-Kurznarkose versetzt und pro Tier 225 pyl APN-Serum retrobulbar appliziert.
Kurze Zeit nach Verabreichen des Serums erfolgt meist eine starke Immunreaktion auf
die gespritzten Antikdrper. Da Mause auf Grund ihrer KorpergroRe sehr schnell
auskuhlen, wurden die Tiere zum Aufwachen zurtck in ihren Kafig gesetzt und dieser
zu einem Drittel auf Warmematten platziert. Bei Bedarf wurde Weichfutter verabreicht.
Nach der Injektion erfolgte eine klinische Beurteilung durch den Wissenschaftler alle
8-12 h, bei unauffalligem Verlauf alle 24 h. Zur Uberwachung des Krankheitsverlaufes
wurden die Tiere an Tag 3, 6, 9 und 13 gewogen und Urin gesammelt. Die

Organentnahme erfolgte an Tag 14.

2.2.4.2 Organentnahme und Nierenperfusion

In Vorbereitung wurden die Tiere mit der Bauchseite nach oben auf einer Warmeplatte
mittels hautfreundlicher Pflaster fixiert und Uber eine Inhalationsnarkose dauerhaft mit
Isofluran betdubt. Nach Offnen des Bauchraums mit einer Schere erfolgte die
Entnahme von Blasenurin. Unter Verwendung von Wattetupfern wurde der Magen-
Darm-Trakt sowie der Geschlechtsapparat vorsichtig zur Seite geschoben und
arterielles Blut entnommen. Mit Hilfe einer atraumatischen Pinzette wurde die Aorta
mit umliegender paravertebraler Muskulatur abwarts der Nierenabgange gegriffen und
vorsichtig unterhalb der Klemme bis zum Zwerchfell freiprapariert. Das freigelegte
Nierenpaket wurde von den ubrigen Organen getrennt wobei darauf zu achten war,
dass ein Stuck Leber zurlckblieb. Dies ermoglichte beim anschlieRenden
Perfundieren eine bessere Orientierung um die Nierenabgange zu finden. Die Organe
wurden zum Transport in vorgekiuhltem HBSS gelagert. Die Perfusion der
Nierenarterie erfolgte ex vivo unter einem Stereomikroskop mit Hilfe von Dynabeads™
M-450 von Invitrogen/Thermo Fisher Scientific (200 upl in 50 ml HBSS). Die
magnetischen beads bleiben auf Grund ihrer GrélRe im Kapillargeflecht der Glomeruli

hangen, sodass diese anschlielend uber einen Magneten isoliert werden konnen.
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2.2.5 Zellbiologische Methoden

2.2.5.1 Transiente Transfektion von HEK293-T-Zellen

FiUr die Transfektion wurden immortalisierte HEK293-T-Zellen (humane embryonale
Nierenzellen) durch transientes Einbringen von Fremd-DNA transfiziert. Dies erfolgte
nach der Kalziumphosphat-Koprazipitationsmethode, bei der das schlechter I6sliche
Kalziumphosphat mit der in der Losung befindlichen DNA ausfallt.

Dazu wurden HEK293-T-Zellen in Kulturmedium (DMEM + 10 % Fetales Kalberserum
(FCS) + 1 % Penicillin-Streptomycin) ausgesat und angezogen, bis eine Konfluenz von
ca. 50 % erreicht war. Am Tag der Transfektion erfolgte 1 h vorher ein Mediumwechsel.
Dazu wurde das Medium abgesaugt und 10 ml frisches Kulturmedium vorsichtig auf
die Zellen gegeben. In der Zwischenzeit wurden pro Konstrukt 10 pg Plasmid-DNA
langsam und kreisend zu 36 pl 2 M Kalziumchlorid-Lésung pipettiert und mit ddH20
auf 300 pl aufgeflllt (Ansatz A). Nachdem 300 pyl 2 x HBSS in ein zweites
Reaktionsgefal® vorgelegt wurden, konnte der Inhalt aus Ansatz A vorsichtig
dazugegeben werden. Die Probe darf nicht geschuttelt oder gevortext werden, damit
sich die Prazipitationskristalle nicht zu schnell oder zu grol’e Komplexe bilden. Nach
einer Inkubation von 30 min bei Raumtemperatur wurden je 600 pl Gesamtansatz pro
Konstrukt auf die HEK293-T-Zellen pipettiert. Nach einer Inkubation der Platten tUber
Nacht bei 37 °C und 5 % CO:2 erfolgte ein erneuter Mediumwechsel. Am Folgetag
wurden die Zellen in sterilem 1 x PBS gekratzt, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Uberflhrt

und fur 5 min bei 4 °C und 3000 rpm geerntet. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

2 x HBSS

280 mM NaCl

10 mM KCI

1,5 mM di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
12 mM Glucose

50 mM Hepes

pH 7,05
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2.2.6 Histologie
Die Paraffinblocke wurden am Mikrotom Leica RM2255 zu 1-3 pym dicken Schnitten

verarbeitet und anschliefend Uber Nacht bei 40 °C gebacken.

2.2.6.1 Entparaffinieren

Um das Nierengewebe flr Antikdrper bzw. Farbstoffe zuganglich zu machen, wurden
die Schnitte auf den Objekttragern in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert.
Die Inkubation erfolgte fur je 5 min 3 x in Xylol, 3 x in Ethanol 100 %, 2 x in Ethanol
96 %, 2 x in Ethanol 70 % und 2 x in ddH20.

2.2.6.2 PAS-Farbung (Perjodsaure-Schiff-Reaktion)

Dem Entparaffinieren schloss sich eine 15-minuitige Inkubation in 1 %iger Perjodsaure
an. Nachdem die Kivette 2-3 min unter flieRendem, warmen Leitungswasser stand,
wurden die Schnitte kurz mit ddH20 gespult und fur 40 min mit Schiff'sche Reagenz
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer erneuten Inkubation unter flieRendem,
warmen Leitungswasser fur 7 min, erfolgte die Kernfarbung. Dazu wurden die Schnitte
1-2 min in Hamatoxylin inkubiert, 3 min mit flieRendem, warmen Leitungswasser
gespult und in HCI-Alkohol differenziert. Es erfolgte eine Kontrolle unter dem
Mikroskop. War die Kernfarbung zu schwach, wurden die Schnitte erneut mit
Hamatoxylin inkubiert. Der Kernfarbung schloss sich eine aufsteigende Alkoholreihe
(1 xin 70 % flr 2 min, 3 x in 96 % fur 2 min, 1 x in 100 % far 2 min, 1 x in 100 % fur
5 min, 1 xin 100 % fur 10 min, 3 x in Xylol fur je 5 min) an. AnschlieRend wurden die
Schnitte mit Eukitt eingedeckt.

Hamatoxylin nach Bohmer

1. Vorlésung: 200 ml ddH20 + 10 g Aluminiumkaliumsulfat x 12 H20 + 0,1 g Natrium-
lodat (Uber Nacht I6sen)

2. Vorlésung: 0,5 g Hamatoxylin + 10 ml Ethanol 100 % (Uber Nacht I6sen)

- beide Vorlésungen werden am Folgetag gemischt

HCI-Alkohol
100 ml Ethanol 100 % + 1 ml HCI 25 %
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2.2.6.3 Immunhistochemie (p57)

Nach dem Entparaffinieren wurden die Schnitte fir 40 min bei 98 °C in 1 x Citratpuffer
(Target Retrieval Solution (10x), Citrate pH 6) gekocht. Zum Abkuhlen wurden die
Schnitte im Citratpuffer mit offenem Deckel fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieRend 3 Mal je 5 min mit Leitungswasser gewaschen. Um ein Auslaufen
der Lésungen zu verhindern, erfolgte eine Umrandung der Schnitte mit einem Fettstift.
Im Anschluss wurden diese sofort mit 1 x PBS benetzt. Um unspezifische Bindungen
zu vermeiden, erfolgte eine Blockreaktion mit 1:20 normalen Pferdeserum in 1 x PBS
zusatzlich 0,05 % Triton X-100 bei Raumtemperatur. Im Anschluss daran wurde der
Block abgesaugt und pro Schnitt je 40 pl 1:400 p57-Primarantikérper (Santa Cruz, in
1:20 normalen Pferdeserum in 1 x PBS + 0,05 % Triton X-100) dazugegeben und Uber
Nacht bei 4 °C in einer geschlossenen Box inkubiert. Am Tag darauf folgten drei
Waschvorgange mit 1 x PBS fir je 5 min mit anschlieRender Inkubation mit dem
Sekundarantikdrper (ZytoChem Plus (AP) Polymer Kit mouse/rabbit) fir 30 min bei
Raumtemperatur. Danach wurden die Schnitte erneut drei Mal fur je 5 min gewaschen
und anschlielend in Neufuchsin entwickelt. Dafur wurden in einem Falcon 7,5 ml
ddH20 + 300 mg Natriumnitrit + 300 pl Neufuchsin-Stammlésung angesetzt und
zusammen mit 800 ul Naphthol-AS-Bisphosphat zu 150 ml TNT-Puffer gegeben. Die
Entwicklung erfolgte im Dunkeln und wurde regelmaRig unter dem Mikroskop
kontrolliert. Hatte die Farbung die gewunschte Intensitat erreicht, wurde die Reaktion
mit ddH20 abgestoppt und die Schnitte anschliel3end mit Gummi arabicum eingedeckt.

TNT-Puffer

6,359 Tris

94¢g NaCl

25 ml 1 M HCI

1 ml Tween 20
1025 ml ddH20

Neufuchsin-Stammlésung
25¢g Neufuchsin
50 ml 2 N HCI
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Naphtol-AS-Bisphosphat-Losung
250 mg Naphtol-AS-Bisphosphat
9375 mg DMF

2.2.6.4 Immunfluoreszenzfarbungen

Nach dem Entparaffinieren wurden die Schnitte fir 40 min bei 98 °C in 1 x Citratpuffer
(Target Retrieval Solution (10x), Citrate pH 6 fur die Farbungen: UCH-L1, SOD1/2,
Nephrin, a-Aktinin-4, Polyubiquitin und Limp2; Target Retrieval Solution (10x), pH 9 fur
die Farbungen: B5 und LMP7) gekocht. Zum Abkuhlen wurden die Schnitte im
Citratpuffer mit offenem Deckel fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieBend 3 Mal je 5 min mit Leitungswasser gewaschen. Um ein Auslaufen der
Ldsungen zu verhindern, erfolgte eine Umrandung der Schnitte mit einem Fettstift. Im
Anschluss wurden diese sofort mit 1 x PBS benetzt. Um unspezifische Bindungen zu
vermeiden, erfolgte eine Blockreaktion mit 1:20 normalen Pferdeserum in 1 x PBS
zusatzlich 0,05 % Triton X-100 bei Raumtemperatur. Im Anschluss daran wurde der
Block abgesaugt und pro Schnitt je 40 ul Primarantikérper (in 1:20 normalen
Pferdeserum in 1 x PBS + 0,05 % Triton X-100) dazugegeben und uber Nacht bei
4 °C in einer geschlossenen Box inkubiert. Am Tag darauf folgten drei Waschvorgange
mit 1 x PBS fur je 5 min mit anschlielRender Inkubation mit dem Sekundarantikérper
fur 30 min bei Raumtemperatur (Hochst-Mastermix (1:1000 in Blockpuffer) + 1:100
Sekundarantikorper). Danach wurden die Schnitte erneut drei Mal fur je 5 min

gewaschen, anschlieRend mit Fluoromount eingedeckt und dunkel gelagert.

Far die STED-Farbungen wurde das Protokoll bis auf folgende Abweichungen befolgt:
Die Schnitte wurden in Target Retrieval Solution (10x), pH 9 gekocht. Bei der
Vorbereitung des Sekundarantikérpers wurde auf Hochst verzichtet. Das Eindecken

der Schnitte erfolgte mit SOLID Mounting Medium und High Precision-Deckglasern.
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3 Ergebnisse

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Versuche dienten der Analyse der Rolle eines
dysfunktionalen UCH-L1-Proteins in der Niere, speziell im Podozyten. Um den Einfluss
des defekten Proteins auf die podozytare Zellhomodostase und insbesondere auf den
Proteinabbau zu untersuchen, wurde eine umfangreiche Grundcharakterisierung von
Glomeruli-Lysaten in naiven transgenen Mausen sowie im experimentellen
Krankheitsmodell unternommen. Erganzend erfolgten zur Aufklarung eines maoglichen
UCH-L1-assoziierten Pathomechanismus in vitro |Immunoprazipitations- und
Interaktionsstudien. AbschlielRend wurde in einem translationalen Ansatz gepruft, ob
Patienten mit Membrandser Nephropathie Autoantikorper gegen UCH-L1 bilden und
wenn ja, ob diese zur Beurteilung der Krankheitsprognose als Marker herangezogen

werden konnen.

3.1 Charakterisierung naiver UCH-L1-liberexprimierender Mause

3.1.1 Generierung und Verifizierung transgener Mause

Um die Beeinflussung der Zellhomobostase in Abhangigkeit von der UCH-L1-Aktivitat
in Podozyten zu untersuchen, wurden unter Verwendung des Cre/loxP-Systems
transgene Mause generiert. Da UCH-L1 in gesunden Podozyten nur schwach
exprimiert wird, war es notig eine Knock-in-Strategie zu verwenden, die eine
podozytenspezifische  Uberexpression von aktivem UCH-L1-Wildtypprotein
(UCH-L1"T) sowie von dysfunktionalem UCH-L1-Protein (UCH-L1'93M) erlaubt. Der
Aminosaureaustausch an Position 93 fuhrt zu einer Konformations- und
Aktivitatsanderung des Proteins, das strukturell und funktionell oxidativ-geschadigter
UCH-L1 ahnelt (Kabuta et al., 2008a). Die Expression von UCH-L1 mit dieser gezielt
eingesetzten Punktmutation reprasentiert demnach oxidativ-modifizierte UCH-L1 im
Podozyten.

Die Insertion der auf den Target-Vektoren enthaltenen genetischen Informationen fur
die murinen UCH-L1-Konstrukte erfolgte durch homologe Rekombination in den
ROSA26-Lokus von Founder-C57Bl/6-Mausen, da dieser eine stabile Expression von
Genen in allen Entwicklungsstadien ermoglicht (Zambrowicz et al., 1997). Dadurch
kommt es ebenfalls zum Einbau einer internen ribosomalen Eintrittsstelle (IRES,

internal ribosomal entry site) gefolgt von einem eGFP-Gen (enhanced green
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fluorescent protein), das als konstitutiver Reporter mit dem Zielgen ko-exprimiert wird.
Von besonderer Bedeutung ist die Insertion einer von zwei loxP-Sequenzen (locus of
X-over of P1)-flankierten Stop-Kassette, die die Transkription des nachgeschalteten
UCH-L1-Gens verhindert. Erst durch Verpaarung mit einer Cre (cyclization
recombination)-transgenen Maus wird die Stop-Kassette in Form eines zirkularen
Produktes aus dem ROSA26-Lokus entfernt und das Zielgen unter der Kontrolle des

ubiquitar aktiven CAG-Promotors abgelesen.

Fo Cre-Maus LoxP-Maus
Rosa26-Lokus == CAG —4= Neo -STOP—4~ UCH-L1WT =f- IRES -EGFP={~ pA —
| ’ loxP loxP frt frt
== NPHS2 =  Cre p— X
Rosa26-Lokus == CAG =4= Neo -STOP=4= UCH-L1M =§- IRES -EGFP=f~ pA —
loxP loxP frt frt
F, CrelLoxP-Maus
Rosa26-Lokus == CAG == UCH-L1%T == IRES -EGFP—§- pA — Cre
) loxP
loxP frt frt m
Rosa26-Lokus === CAG + UCH-L11%M == |RES «EGFP ={- pA =— Neo ,STOP
loxP frt frt
Cre-PCR

KI-PCR

WT-PCR

cre+ cre- cret+ cre-

Abb. 3-1: Generierung von transgenen Miusen mit podozytenspezifischer Uberexpression von
UCH-L1WT und UCH-L1'3M,_ (A): Schematische Darstellung der Ziichtung von Cre/loxP-M&usen durch
Kreuzung Cre-transgener Tiere mit loxP-Mausen. Die murine UCH-L1WT- sowie UCH-L1'93M-cDNA
wurde Uber homologe Rekombination des Target-Vektors mit dem ROSA26-Lokus in das Genom von
C57Bl/6-Founder-Tieren integriert. Durch Verpaarung mit Cre-Mausen, die eine Podocin (NPHS2)-
abhangige Cre-Rekombinase-Expression zeigen, wird in der Folgegeneration F1 die gefloxte Stop-
Kassette entfernt und UCH-L1WT bzw. UCH-L1'93Mim Podozyten lberexprimiert. (CAG: Promotor; loxP:
Signalsequenz fiir Cre-Rekombinase; Neo: Neomycin-Resistenz; frt: FLP recombinase target,
Signalsequenz fiir Flippase (FLP)-Rekombinase; IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle; EGFP: grin
fluoreszierendes Protein; pA: Polyadenylierungssignal) (B): Reprasentatives Agarosegelbild zeigt die
erfolgreiche Integration des Cre-Gens bei 300 Bp (cre+). Wird neben dem Wildtypallel (233 Bp) noch
ein Amplifikat mit 433 Bp erzielt, konnte das eGFP-Gen erfolgreich integriert werden und das
entsprechende Tier ist heterozygot fur das Zielgen.
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Das Rekombinase-Enzym aus dem Bakteriophagen P1 erkennt mit hoher Affinitat
loxP-Signalsequenzen, wovon eine loxP-Stelle nach der Exzision auf dem Chromosom
verbleibt (Sauer und Henderson, 1988). Da in diesem Modell die Expression der Cre-
Rekombinase unter Kontrolle des gewebsspezifischen Podocin (NPHSZ2)-Promotors
erfolgt, wird das UCH-L1WT- bzw. UCH-L1'93M-Gen in der F1 (Filial)-Generation auch
nur in Podozyten transkribiert (Abb. 3-1 A). Die Genotypen wurden unter Verwendung
spezifischer Primer mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) uberprift. Abbildung
3-1 B zeigt ein reprasentatives Agarosegel mit Cre-positiven und Cre-negativen
Wildtyp- bzw. heterozygoten Tieren. Ergibt die PCR ein Amplifikat mit einer Grdélie von
300 Bp, so konnte das Cre-Rekombinase-Gen erfolgreich in die Founder-Maus
eingebracht werden. Demgegenuber sind nur jene Tiere heterozygot, die zusatzlich
zum Wildtyp-Gen bei 233 Bp, ein positives Signal bei 433 Bp zeigen, da der
verwendete Primer im eGFP-Gen bindet. Ist dies nicht der Fall, entsteht ein kleineres
Fragment (233 Bp) und das entsprechende Tier tragt die genetische Information flr

das Zielgen nicht und wird als Wildtyp gefuhrt.

Alle nachfolgenden Western Blot-Analysen erfolgten mit isolierten Glomeruli aus funf
bis sieben Wochen alten heterozygoten Mausen (+/d cre*). Als Kontrollen (Ktrl) wurden
in allen Experimenten Wildtyp-littermates (+/+ cre*- bzw. +/d cre”) der jeweiligen Linie

mitgefuhrt.

Die Verifizierung der podozytenspezifischen Uberexpression von UCH-L1WT und
UCH-L1'%3M erfolgte mittels Western Blot und Immunfluoreszenzfarbung (Abb. 3-2).
Die Analyse geblotteter Glomeruli-Lysate gegen UCH-L1 zeigt eine signifikante
Uberexpression beider Proteine im Vergleich zu den Kontrollen, die nur schwach
positiv sind (Abb. 3-2 A). Insbesondere die Immunfluoreszenzfarbungen spiegeln eine
starke und effiziente Cre-vermittelte UCH-L1-Uberexpression (griin) in ca. 60-80 % der
Podozyten eines Glomerulums wider (Abb. 3-2 B). Auf Grund der stabilen UCH-L1-
Expression sind die generierten Mauslinien flr die nachfolgenden Untersuchungen

geeignet.



Ergebnisse 69
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Abb. 3-2: Verifizierung der Uberexpression von UCH-L1YT und UCH-L13M in Podozyten.
(A): Reprasentative Western Blot-Analysen aus isolierten Glomeruli mit dazugehdriger Densitometrie
demonstrieren einen signifikant erhdhten UCH-L1-Gehalt in beiden Mauslinien. 3-Aktin und eine
Ponceau-Farbung der Membran dienen als Ladekontrolle (n=8-19 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-
Test ***p <0,0001; gestrichelte weille Linien: an dieser Stelle wurde der Blot geschnitten).
(B): Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen gegen Nephrin (rot) als Marker der Schlitzmembran,
Zellkerne (blau) und UCH-L1 (griin) zeigen eine starke podozytenspezifische Uberexpression
(LSM510).

3.1.2 Anzeichen von leichtem podozytdren Stress in UCH-L1'%3M. aber nicht in
UCH-L1WT-Mausen
Es wurde zunachst geprift, ob eine Uberexpression des dysfunktionalen UCH-L1-
Proteins (UCH-L1'93M) bereits im naiven Tier Auswirkungen auf die Zellhomobostase
hat. Zu diesem Zweck wurde die Expression von beschriebenen mitochondrialen
Stressmarkern wie der Komplex V-assoziierten ATPase (ATPB) und Mangan-
abhangigen Superoxid Dismutase (MnSOD/SOD2) auf Proteinebene sowie
histologisch untersucht (Abb. 3-3). Abbildung 3-3 C zeigt in UCH-L1-positiven
Podozyten (rot) beider Gberexprimierenden Linien eine erhdhte Expression von SOD2,
wobei dieser Effekt in den UCH-L1'9*M-Tieren deutlich starker ausgepragt ist. Das in
der Histologie gewonnene Ergebnis spiegelt sich nur tendenziell im Western Blot wider
und wies in den Experimenten eine hohere Streuung auf (Abb. 3-3 B). Ursachlich fur
diese Unterschiede sind die im Western Blot analysierten Glomeruli-Lysate, die neben
Podozyten auch noch Mesangial-, Endothel- und Parietalzellen enthalten und somit
eine mogliche Signifikanz der Ergebnisse im Podozyten beeinflussen. Ahnliche
Tendenzen und hohe Schwankungen wurden im Western Blot gegen ATPB
beobachtet zu dem aber keine verifizierende konfokale Analyse vorliegt (Abb. 3-3 A).

Unter Berlcksichtigung der Limitation der verwendeten Systeme implizieren die
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Ergebnisse, dass die Uberexpression von UCH-L1'%M aber nicht von UCH-L1WT mit

leicht erhéhtem zellularen Stress in den Podozyten einhergeht.
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Abb. 3-3: Podozytérer Stress ist leicht erhoht in UCH-L1'%*M-{iberexprimierenden Podozyten.
Reprasentative Western Blot-Analysen aus isolierten Glomeruli mit dazugehoérigen Densitometrien
demonstrieren eine tendenzielle Hochregulation relevanter mitochondrialer Stressmarker wie ATPB (A)
und MnSOD (B) als Folge der Uberexpression von UCH-L1'9M_B-Aktin und eine Ponceau-Farbung der
Membran dienen als Ladekontrolle (n=4-17 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test; gestrichelte weilke
Linien: an dieser Stelle wurde der Blot geschnitten). (C): Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen
gegen Nephrin (blau) als Marker der Schlitzmembran, UCH-L1 (rot) zur Kennzeichnung
Uberexprimierender Podozyten und SOD2 (weifd/griin) als Stressmarker. UCH-L1'%3M-Tiere zeigen in
den Podozyten (weile Sternchen) eine starkere Hochregulation des antioxidativen Systems als
UCH-L1WT-{iberexprimierende Mause (LSM510).

3.1.3 Die Uberexpression von UCH-L1WT resultiert in einer milden Proteinurie,
fuhrt aber nicht zum Podozytenverlust
Da eine verstarkte Expression antioxidativer Marker besonders in UCH-L1'93M-Tieren
gezeigt werden konnte, sollte analysiert werden, ob dieses Stresslevel Auswirkungen
auf die Struktur und Funktion der Podozyten hat. Zur Beurteilung der
Podozytenintegritdat wurde der Albumin-Gehalt Kreatinin-korreliert im Maus-
Sammelurin mittels Maus-Albumin-ELISA sowie via SDS-PAGE aus dem Blasenurin
untersucht. Interessanterweise zeigen UCH-L1WT-Tiere eine milde Proteinurie, die mit

0,46 mg/mg doppelt so hoch ist wie die der Kontrollen (0,24 mg/mg) bzw. der
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UCH-L1'®3M-Mause (0,26 mg/mg) (Abb. 3-4 A). Der Verlust von Albumin Gber den Urin
ist aber nicht reprasentativ fir einen massiven Podozytenschaden, da die
Filtrationsbarriere in beiden transgenen Linien im Vergleich zu den Kontrollen nur far
niedermolekulare Proteine mit einem Gewicht unter 70 kDa durchlassig ist
(Abb. 3-4 B). Lichtmikroskopisch zeigen beide UCH-L1-Uberexprimierende Linien
einen intakten Gewebeverbund und normale Glomeruli wobei vereinzelt geschwollene
Podozyten beobachtet wurden (Abb. 3-4 C).
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Abb. 3-4: Charakterisierung der Podozytenintegritit von UCH-L1WT- und UCH-L1"*3M-M&usen.
(A): UCH-L1WT- aber nicht UCH-L1'93M-Tiere zeigen eine milde Proteinurie, dargestellt durch eine
signifikant erhdhte Albumin/Kreatinin-Ratio (n=14-21 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test
*p <0,05). (B): Coomassie-Farbung von aufgetrennten Kreatinin-adaptierten Urinen demonstrieren in
beiden transgenen Linien einen Verlust von niedermolekularen Proteinen (< 70 kDa) im Vergleich zur
jeweiligen littermate-Kontrolle und das Fehlen eines Verlustes hochmolekularer Proteine (> 70 kDa).
(C): Repréasentative Aufnahmen von PAS-Farbungen zeigen intaktes Gewebe und vereinzelt
geschwollene Podozyten in UCH-L1WT- und UCH-L1'%3M-Mausen. Die braunen Kugeln stellen die fiir die
Nierenperfusion verwendeten Dynabeads dar (40x-VergroRerung, weille Sternchen markieren
Podozyten). (D-F): Statistiken der Immunhistochemie (IHC) gegen den Podozytenmarker p57
verdeutlichen, dass UCH-L1WT-Tiere eine groRere glomerulare Flache aufweisen aber in keinen der
beiden Linien eine Abnahme ansassiger Podozyten zu verzeichnen ist (n=2-4 a 30 Glomeruli pro
Gruppe; SEM, ungepaarter t-Test **p <0,01).
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Um zu prufen, ob die Proteinurie Folge eines Podozytenverlustes ist, erfolgte eine
immunhistochemische Farbung gegen den konstitutiv exprimierten Zellzyklusinhibitor
p57. Daraufhin wurden ca. 30 Glomeruli pro Tier hinsichtlich ihrer Flache vermessen
und p57-positive Podozyten gezahlt. Beide transgenen Linien zeigen unveranderte
Podozytenzahlen im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 3-4 D), unterscheiden sich aber
in der ausgemessenen glomerularen Flache, die in den UCH-L1WT-Tieren signifikant
vergroRert ist (Abb. 3-4 E). Die Anzahl p57-positiver Podozyten pro Flache wird durch
den Quotienten beider Parameter gebildet und zeigt keine Veranderungen in den
Linien (Abb. 3-4 F). Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass die Proteinurie nicht
das Resultat massiver lichtmikroskopisch sichtbarer morphologischer Veranderungen

ist und auch nicht auf einen Verlust von Podozyten zurtuckgefuhrt werden kann.

In weiteren Experimenten sollte geklart werden, ob die in den UCH-L1WT-Tieren
ermittelte Proteinurie mit einer Fehlregulation podozytenspezifischer Proteine
assoziiert ist. Zu diesem Zweck wurden Glomeruli-Lysate im Western Blot und auf
Transkriptebene gegen das Schlitzmembranprotein Nephrin und zytoskelettalem
Adapterprotein a-Aktinin-4 analysiert. Sowohl die Western Blot- als auch gPCR-
Ergebnisse zeigen in den UCH-L1"WT-Mausen deutlich erhdhte Nephrin-
Expressionslevel (Abb. 3-5 A und B) wahrend der a-Aktinin-4-Gehalt auf Proteinebene
signifikant reduziert ist und transkriptionell kompensatorisch hochreguliert wird
(Abb. 3-5 C und D). Demgegeniber sind die Expressionslevel in den UCH-L1'93M.
Mausen unverandert stabil. Die verifizierenden Immunfluoreszenzfarbungen geben
Aufschluss Uber die Lokalisation des verstarkt exprimierten Nephrins in den
UCH-L1WT-Mausen (Abb. 3-5 E). Demnach wird dieses entweder verstarkt
internalisiert oder akkumuliert im Zytoplasma der Podozyten. Auch die Expression von
a-Aktinin-4 ist deutlich geringer als im Kontroll- und UCH-L1'93M-Tier. Eine ergdnzende
Analyse des Wilms Tumor-1 Gens (WT-1), welches fur einen podozytenspezifischen
Transkriptionsfaktor kodiert, der die Genaktivitat oben genannter Proteine reguliert,
weist ebenfalls nur in den UCH-L1WT-Uberexprimierenden Ma&usen erhohte
Expressionslevel auf (Abb. 3-5 F). Diese Ergebnisse implizieren, dass eine Regulation
des Schlitzmembranproteins Nephrin und a-Aktinin-4 im Podozyten in Abhangigkeit
von der UCH-L1-Aktivitat erfolgt.
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Abb. 3-5: Charakterisierung podozytenspezifischer Proteine UCH-L1-iliberexprimierender Tiere.
(A+C): Reprasentative Western Blot-Analysen aus isolierten Glomeruli mit dazugehdérigen
Densitometrien demonstrieren eine erhéhte Nephrin- sowie reduzierte a-Aktinin-4-Expression in
UCH-L1WT-M&usen, nicht aber in UCH-L1'%3M-Tieren. B-Aktin und eine Ponceau-Farbung der Membran
dienen als Ladekontrolle (n=6-19 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test *p <0,05; gestrichelte weille
Linien: an dieser Stelle wurde der Blot geschnitten). (B+D+F): gPCR-Analysen von Nephrin und
a-Aktinin-4, deren Transkription unter anderem von WT-1 reguliert wird, sind ausschlie3lich in
UCH-L1WT-Mausen erhoht (n=3-7 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test). (E): Reprasentative
Immunfluoreszenzfarbungen gegen Nephrin (rot) als Marker der Schlitzmembran, a-Aktinin-4 (griin) und
Zellkerne (blau). Uberexpression von UCH-L1WT bewirkt in Podozyten (weifle Sternchen) eine starke
Internalisierung oder Akkumulation von Nephrin im Zytoplasma, wahrend das Schlitzmembran-
assoziierte Protein a-Aktinin-4 vermindert exprimiert wird (LSM800 mit Airyscan).

3.1.4 Uberexpression von UCH-L1'93M resultiert in einer beeintrichtigten
proteasomalen Aktivitat und Akkumulation von polyubiquitinierten
Proteinen

Um zu uberprufen, ob die unterschiedlichen Expressionsstarken

podozytenspezifischer Proteine auf einen veranderten Proteinabbau zurickzuflhren

sind, wurde der Ubiquitin-Status in beiden Mauslinien naher untersucht. Western Blot-

Analysen gegen Gesamt-Ubiquitin (pUb) zeigen in UCH-L1WT-Mausen einen intakten

Proteinabbau, da signifikante Mengen Monoubiquitin (mUb) fir Markierungsreaktionen

zur Verflgung stehen und polyubiquitinierte Proteine nicht akkumulieren (Abb. 3-6 A

und C). Demgegeniiber weisen UCH-L1'93M-Mause Storungen im Proteinabbau auf,

da trotz eines stabilen Monoubiquitinpools massiv polyubiquitinierte Proteine
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akkumulieren (Abb. 3-6 B und C). Eine zusatzliche histologische Farbung zeigt zum
einen, dass die beobachtete Akkumulation innerhalb der Glomeruli vor allem auf die
Podozyten (weilles Sternchen) beschrankt und zum anderen vor allem in den
UCH-L1'9M-Tieren das podozytare Ubiquitin-Signal leicht erhoht ist im Vergleich zu
den Kontrollen und UCH-L1WT-Tieren (Abb. 3-6 D).
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Abb. 3-6: Regulation der podozytdren Proteostase in Abhéangigkeit von der UCH-L1-Aktivitat.
Reprasentative Western Blot-Analysen und dazugehdrige Densitometrien zeigen (A-C) in beiden Linien
eine Stabilisierung des Monoubiquitinpools (mUb), aber nur in UCH-L1'93M-Mausen eine massive
Akkumulation polyubiquitinierter Proteine (pUb). Diese Ergebnisse korrelieren trotz unauffalligen
Gehalts proteasomal abzubauender Proteine (K48 pUb) (E-G) mit einer deutlich verminderten
proteasomalen Aktivitdt in isolierten Glomeruli UCH-L1'93M-(iberexprimierender Tiere (H).
Demgegeniber bewirkt eine erhdhte Chymotrypsin-dhnliche Aktivitdt in UCH-L1WT-Mausen einen
bestandigen Proteinabbau. Die Assaykontrolle wurde mit 10 yM Epoxomicin versetzt (n=4-16 pro
Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test ***p <0,001). (A-C, E-G): B-Aktin und eine Ponceau-Farbung der
Membran dienen als Ladekontrolle (n=8-15 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test *p <0,05;
**p <0,01; gestrichelte weile Linien: an dieser Stelle wurde der Blot geschnitten). (D): Reprasentative
Immunfluoreszenzfarbungen gegen Nephrin (rot) als Marker der Schlitzmembran und Ubiquitin
(grin/weill) demonstrieren einen erhohten podozytaren Ubiquitin-Gehalt in den UCH-L1'93M-Tieren im
Vergleich zu einem leicht erhéhten podozytaren Ubiquitin-Gehalt in UCH-L1WT-Mausen (LSM510; weille
Sternchen markieren Podozyten).
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Um den Anteil der flr den proteasomalen Abbau bestimmten Proteine zu untersuchen,
erfolgte eine weitere Proteinfarbung gegen ubiquitiniertes Lysin 48 (K48 pUb).
Wahrend im Western Blot nur in den UCH-L1'93M-M&usen ein leichter akkumulativer
Trend beobachtet wurde (Abb. 3-6 E bis G), zeichnete sich im proteasomalen
Aktivitatsassay eine deutlichere Tendenz ab. Die ermittelte Chymotrypsin-ahnliche
Aktivitat (erfasst die hauptproteolytische Aktivitat des Proteasoms) von Glomeruli-
Lysaten zeigt in UCH-L1WT-Mausen mit ca. 130 % eine merklich erhohte proteasomale
Effizienz, wahrend die in den UCH-L1'3M_-Mausen um 20 % reduziert und damit
deutlich beeintrachtigt ist (Abb. 3-6 H). Diese Ergebnisse korrelieren mit dem
akkumulativen Phanotyp polyubiquitinierter Proteine in den UCH-L1'®3M-Tieren und
implizieren einen gestérten Proteinabbau, der durch Uberexpression des
dysfunktionalen UCH-L1-Proteins (193M) und nicht des enzymatisch intakten UCH-L1-

Proteins hervorgerufen wird.

Uberdies sollte Gberpriift werden, ob die beeintrachtigte proteasomale Aktivitat in der
UCH-L1'®3M-Linie auf eine Fehlregulation relevanter Untereinheiten des Standard-
sowie des Immunoproteasoms zurickzufihren ist. Dabei wurde jeweils die
hauptkatalytische Untereinheit Beta-5 (85) bzw. LMP7 (35i) betrachtet. Die Western
Blot-Analysen zeigen ausschlielBlich signifikant erhohte B5-Level in isolierten
Glomeruli UCH-L1'93M-{iberexprimierender Tiere (Abb. 3-7 A) wahrend die Expression
der Immunoproteasom-assoziierten Untereinheit LMP7 in beiden Linien unverandert
bleibt (Abb. 3-7 C). Eine Immunfluoreszenzfarbung gegen B5 verifiziert diese
Ergebnisse und zeigt in UCH-L1'*3M-M&usen die starkste Expression im podozytéren
Zytoplasma (Abb. 3-7 B). Diese Daten deuten an, dass eine verstarkte Bereitstellung
des Standardproteasoms erfolgt um die proteasomale Defizienz in Mausen mit

dysfunktionalem UCH-L1-Protein (I93M) zu kompensieren.



Ergebnisse 76

Pg?H,LA]W';d KLirICH‘L']IgJ;‘d Kontrolle UCHLWT +/d UCHL1'9M +/d
Tl + +
R5 ’——— ——H-—-—‘<25
B-Aktin‘_———H | « 42
Ponceau‘ .-...,.._H-— - --‘443 <
: Z
Glomeruli kDa a
=
2 <
[s]
£ 10 ok a
<¥) _ Zz
c
i £ 100
5%
o<
g2 50
3
[in]
T& 0 +/d +d
14 Ktrl WT7193M
C UCH-L1WT UCH-L1'%M % 150
Ktrl +/d Ktrl +/d ‘g‘
< X T
me7‘_____H- { 23 o\a§
C 1
B-Aktin ’----. H» - { <2 28
= O E
Ponceau .._~-"}-——-—.+‘48 u%——’
A = 0
Glomeruli kDa & Kl WT"993m*7d

Abb. 3-7: Expressionsanalyse der hauptkatalytischen Untereinheiten des Standard- sowie des
Immunoproteasoms. Reprasentative Western Blot-Analysen und dazugehdrige Densitometrien zeigen
eine ausschlieBlich verstarkte Expression der B5-Untereinheit des Standardproteasoms in Podozyten
UCH-L1'93M.(jberexprimierender Mause (A) wahrend in beiden Linien keine weiteren Untereinheiten des
Immunoproteasoms (LMP7) bereitgestellt werden (C). B-Aktin und eine Ponceau-Farbung der Membran
dienen als Ladekontrolle (n=6-15 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test **p <0,01; gestrichelte weille
Linien: an dieser Stelle wurde der Blot geschnitten). (B): Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen
gegen Nephrin (rot) als Marker der Schlitzmembran, 35 (griin) und Zellkerne (blau) demonstrieren eine
podozytenspezifische Hochregulation der hauptkatalytischen Untereinheit des Standardproteasoms in
UCH-L1'%3M- nicht aber in UCH-L1WT-Mausen (LSM800 mit Airyscan; weille Sternchen markieren
Podozyten).

3.1.5 UCH-L1 interagiert mit dem Proteasom, aber nur die Bindung von
UCH-L1'93M peeintrachtigt die katalytische Aktivitat
Die folgenden Versuche sollten daruber Aufschluss geben, inwiefern die
Uberexpression von UCH-L1'%M im Podozyten die proteasomale Aktivitat trotz
Hochregulation der katalytisch aktiven Untereinheit B5 beeintrachtigt. Zu diesem
Zweck wurden HEK293-T-Zellen mit humanen (hu)UCH-L1WT-myc-FLAG- bzw.
(hu)UCH-L1'93M-myc-FLAG-Konstrukten transient transfiziert und zunachst hinsichtlich
der Transfektionseffizienz Uberprift. Abbildung 3-8 A zeigt im Western Blot sowohl
gegen Flag als auch UCH-L1 positive Signale mit einem Molekulargewicht von ca.
32 kDa, die dem getagten UCH-L1-Protein entsprechen. Neben dem getagten Protein
wurde auch endogenes HEK-UCH-L1 auf einer Hohe von 25 kDa detektiert. Dabei
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fungierten untransfizierte HEK293-T-Zellen als Kontrolle. Mit diesen Lysaten erfolgte
im Anschluss eine Ko-Immunoprazipitation von UCH-L1 und dem Standardproteasom
sowohl mit dem Flag-Antikorper (Abb. 3-8 B) als auch mit einem gegen die a6-
Untereinheit des 20S-Proteasoms gerichteten Antikorpers (Abb. 3-8 C). Die
Ergebnisse zeigen, dass UCH-L1 mit dem Proteasom interagiert, da sowohl a4-
Untereinheiten mit dem Flag-Antikorper (Abb. 3-8 B, oben, 29 kDa) als auch UCH-L1
mit dem a6-Antikorper (Abb. 3-8 C, mittig/unten, 32 kDa) ko-immunoprazipitiert
wurden. Diese Reaktion ist spezifisch, da die untransfizierten HEK293-T-Zellen keine
Signale gegen prazipitiertes a4 und UCH-L1 zeigen. Die in Abbildung 3-8 B und C
detektierten Banden auf Hohe von 25 kDa reprasentieren die denaturierten leichten
Immunglobulinketten der fur die Prazipitation verwendeten Antikorper. Des Weiteren
wurden die Lysate in einer nicht-denaturierenden NATIVE-PAGE aufgetrennt und die
Aktivitat der separierten Proteasomkomplexe in Abhangigkeit der UCH-L1-Expression
im Gel durch Zugabe des Substrates Suc-LLVY-AMC ermittelt (Abb. 3-8 D). Dabei
konnte nurin den huUCH-L1'9*M-myc-FLAG exprimierenden HEK-Zellen ein geringerer
Substratumsatz beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass nur die Interaktion
von dysfunktionalem UCH-L1-Protein (I93M) mit dem Proteasom die katalytische

Effizienz beeintrachtigt.
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Abb. 3-8: Interaktionsstudien zwischen UCH-L1 und dem Proteasom. HEK293-T-Zellen wurden
transient mit huUCH-L1WT-myc-FLAG oder huUCH-L1'93M-myc-FLAG transfiziert. Reprasentative
Western Blot-Analysen gegen (A) den Flag-Tag sowie UCH-L1 zeigen eine gleichmaRige
Transfektionseffizienz beider Konstrukte (32 kDa). In der mitgeflhrten untransfizierten Kontrolle wurde
nur endogenes UCH-L1 (25 kDa) detektiert. Eine Interaktion zwischen beiden UCH-L1-Konstrukten und
dem Proteasom konnte in Ko-Immunoprazipitationsexperimenten sowohl mit dem Flag-Antikérper (B)
als auch einem Proteasom-spezifischen a6-Antikdrper (C) nachgewiesen werden. Die jeweils
interagierende Komponente ist durch einen roten Pfeil gekennzeichnet (a4: Untereinheit des 20S-
Proteasoms; n=3). (D): In-Gel Aktivitatsmessungen proteasomaler Untereinheiten aus transfizierten
HEK293-T-Zelllysaten zeigen nur in Anwesenheit des huUCH-L1'93M-myc-FLAG-Konstrukts eine
verminderte katalytische Effizienz (n=2).
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3.1.6 Kompensatorische Hochregulation des Ilysosomalen Systems in
UCH-L1'93M. aber nicht in UCH-L1WT-M&usen
Da vorherige Untersuchungen gezeigt haben, dass der Proteinabbau auf Grund einer
proteasomalen Beeintrachtigung in den UCH-L1'9%M-Mausen gestort ist, sollte
nachfolgend gepruft werden, ob andere Abbausysteme im Podozyten
kompensatorisch reguliert werden. Durchgefihrte Western Blot-Analysen gegen
lysosomale Marker zeigen eine erhohte Expression von lysosomal associated
membrane protein 2 (Lamp2) (Abb. 3-9 A) und lysosomal integral membrane protein 2
(Limp2) (Abb. 3-9 B) in isolierten Glomeruli UCH-L1'*3M-{iberexprimierender Mause,
aber nicht in UCH-L1W'-Tieren. Verifizierende Immunfluoreszenzfarbungen
untermauern, dass Limp2 nicht nur im Podozyten (weile Sternchen) sondern auch in
Endothel- und Mesangialzellen hochreguliert wird, was das starke Western Blot-Signal
erklart (Abb. 3-9 C). Demgegeniiber zeigen UCH-L1"WT-Mause Veranderungen im
Expressionsgehalt des Autophagie-assoziierten Proteins LC3, nicht aber von Beclin-1
(Abb. 3-9 D und E). LC3 wird fur den Aufbau und die Reifung von Autophagosomen-
Membranen bendtigt. Dafur wird die zytoplasmatische Form LC3-I nach Lipidierung
zur membrangebundenen LC3-II-Form. Der errechnete Quotient aus LC3-Il zu LC3-I
weist darauf hin, dass in UCH-L1WT-Glomeruli vermehrt Autophagosomen gebildet
werden. Erganzende Immunfluoreszenzfarbungen bestatigen die verstarkte
Bereitstellung von LC3 in Podozyten (weile Sternchen) von UCH-L1WT-Tieren
(Abb. 3-9 F). Die Uberexpression von UCH-L1'9M zieht eine Hochregulation des
lysosomalen Systems nach sich, um die vorhandene proteasomale Defizienz zu

kompensieren.
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Abb. 3-9: Regulation des lysosomal/autophagosomalen Systems in Abhangigkeit von der
UCH-L1-Aktivitat. Reprasentative Western Blot-Analysen und dazugehdrige Densitometrien zeigen in
UCH-L1'93M-Mausen eine verstarkte Expression der lysosomalen Proteine Lamp2 (A) und Limp2 (B).
(C): Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen von Nephrin (blau) als Marker der glomeruldren
Schlitzmembran, UCH-L1 (rot) zur Kennzeichnung Uberexprimierender Podozyten und Limp2 (griin)
verdeutlichen, dass Limp2 neben Podozyten (weille Sternchen) auch von anderen glomerularen Zellen
exprimiert wird (LSM510). Demgegentiber regulieren UCH-L1WT-{iberexprimerende Mause vor allem
Autophagiemarker wie LC3, aber nicht Beclin-1 (D+E). Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen
gegen Nephrin (rot) als Marker der Schlitzmembran, LC3 (griin) und Zellkerne (blau) demonstrieren
eine starke zytoplasmatische Verteilung von LC3 im Podozyten (weil’e Sternchen) in UCH-L1WT-
Mausen (LSM800 mit Airyscan) (F). (B-Aktin und eine Ponceau-Farbung der Membran dienen als
Ladekontrolle. n=4-16 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test *p <0,05; **p <0,01; gestrichelte weilte
Linien: an dieser Stelle wurde der Blot geschnitten).

3.2 Charakterisierung UCH-L1-Uberexprimierender Mause in der Anti-
Podozyten-Nephritis (APN)
Im ersten Teil der Arbeit sollte (berpriift werden, ob die Uberexpression eines
dysfunktionalen UCH-L1-Proteins (193M) im Vergleich zum aktiven UCH-L1-Protein
(WT) bereits im naiven Tier einen Phanotyp hervorruft. Entsprechend der Hypothese,
dass UCH-L1 im Rahmen der Membranosen Nephropathie (MN) oxidativ modifiziert
wird, sollen nun UCH-L1WT sowie das vermutlich oxidativ-geschadigte Protein
(reprasentiert durch UCH-L1'%3M) in erstmaligen Vorversuchen im experimentellen
Tiermodell untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden 13-36 Wochen alte
heterozygote UCH-L1-Uberexprimierende Mause (+/d cre*) bzw. Wildtyp-littermates
(+/+ cre*- bzw. +/d cre’) der jeweiligen Linie mit Anti-Podozyten-Nephritis (APN)-
Antikorpern behandelt und nach 14 Tagen geopfert. Alle nachfolgenden

immunologischen und biochemischen Analysen erfolgten mit isolierten Glomeruli.
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3.2.1 Verifizierung der UCH-L1-Uberexpression im experimentellen Tiermodell
Analysen isolierter Glomeruli aus UCH-L1-Uberexprimierenden Tieren zeigen im
Western Blot in beiden Linien eine massive Hochregulation des UCH-L1-Levels um
mindestens das Doppelte im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3-10 A). Die erganzende
Immunfluoreszenz gibt einen Uberblick (iber die Verteilung der UCH-L1-Expression im
erkrankten Glomerulum (Abb. 3-10 B). In beiden transgenen Mauslinien konzentriert
sich die UCH-L1-Expression im Zytoplasma und Zellkern der aufliegenden Podozyten,
konnte aber ebenfalls auch im Endothel und Mesangium detektiert werden. Die
untersuchten Kontrolltiere weisen eine deutliche Menge podozytares UCH-L1 auf, die
jedoch geringer ist als in den transgenen Tieren. Auf Grund der stabilen UCH-L1-

Expression sind die generierten Mauslinien fur die nachfolgenden Untersuchungen

geeignet.
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Abb. 3-10: Verifizierung der Uberexpression von UCH-L1"™ und UCH-L1'**™ in Podozyten APN-
behandelter Mause. (A): Reprasentative Western Blot-Analysen aus isolierten Glomeruli mit
dazugehdriger Densitometrie demonstrieren einen signifikant erhéhten UCH-L1-Gehalt in beiden
transgenen Mauslinien. B-Aktin und eine Ponceau-Farbung der Membran dienen als Ladekontrolle
(n=3-11 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test *p <0,05; gestrichelte weil3e Linien: an dieser Stelle
wurde der Blot geschnitten). (B): Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen gegen Nephrin (rot) als
Marker der Schlizmembran, Zellkerne (blau) und UCH-L1 (grin) zeigen eine starke
podozytenspezifische Uberexpression (LSM800 Airyscan).
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3.2.2 UCH-L1-Expression korreliert mit dem Auftreten von oxidativem Stress in
Podozyten von MN-Patienten

Es ist beschrieben, dass die MN mit einer massiven de novo-Expression von UCH-L1
(Meyer-Schwesinger et al., 2009) sowie einer verstarkten Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) assoziiert ist (Neale et al., 1993). Nachfolgend sollte anhand
von Immunfluoreszenzfarbungen humaner Biopsien dieser Zusammenhang
aufgezeigt werden. Abbildung 3-11 demonstriert eine Hochregulation der antioxidativ
wirksamen Superoxid Dismutase 2 (SOD2) in ausschlieBlich UCH-L1-positiven Zellen
des Glomerulums in der PLA2R1-assoziierten MN. Im Rahmen der Erkrankung kommt
es ebenfalls zu einem Strukturverlust des linearen Nephrinmusters und zur verstarkten
Internalisierung dieses Proteins. Diese Ergebnisse implizieren, dass der UCH-L1-
Gehalt mit der ROS-Konzentration im Glomerulum korrelieren konnte.
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Abb. 3-11: Charakterisierung der UCH-L1- und oxidativen Stress-Level in Podozyten wahrend
der MN. Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen von humanen Biopsien gegen UCH-L1 (griin),
SOD2 (rot) und Nephrin (blau) als Marker der Schlitzmembran demonstrieren eine Korrelation zwischen
der UCH-L1-Expression und dem SOD2-Gehalt als indirektem Sensor flir oxidativen Stress in
Podozyten (weilRe Sternchen) im Rahmen der MN (LSM510).

3.2.3 Verminderte Stressantwort in UCH-L1"T-Tieren in der Anti-Podozyten-
Nephritis

Dieser madgliche Zusammenhang zwischen der UCH-L1-Expression und oxidativem

Stress sollte nachfolgend auch in Glomeruli APN-behandelter Mause untersucht

werden. Dazu wurde erneut die Expression von ATPB und MnSOD auf Proteinebene
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analysiert. Im Western Blot deutet sich besonders in den Glomeruli UCH-L1WT-
Uberexprimierender Tiere eine deutliche Reduktion beider Stressmarker an wahrend
die Stressantwort in UCH-L1'9M-Mausen unverandert ist und keine Anzeichen von
oxidativem Stress zeigt (Abb. 3-12 A und B). Die Auswertung von SOD1-
Immunfluoreszenzfarbungen bestatigte den verminderten Proteingehalt in Podozyten
von UCH-L1"WT-Mausen, zeigte aber tendenziell eine hohere SOD1-Expression in
Podozyten und im Mesangium von UCH-L1'®M-{iberexprimierenden Tieren
(Abb. 3-12 C), die auf eine mdgliche induzierte Stressantwort in dieser Linie hinweist.
Die Uberexpression des aktiven UCH-L1-Proteins (WT) scheint im Vergleich zu

dysfunktionaler UCH-L1 (I193M) einen protektiven Effekt auf die Zellhomobostase zu

besitzen.
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Abb. 3-12: Untersuchung der oxidativen Stressantwort in UCH-L1-liberexprimierenden
Podozyten im Krankheitsmodell der MN. Reprasentative Western Blot-Analysen aus isolierten
Glomeruli mit dazugehériger Densitometrie demonstrieren in Podozyten von UCH-L1WT-M&usen eine
verminderte Stressantwort infolge einer reduzierten Expression von ATPB (A) und MnSOD (B). 3-Aktin
und eine Ponceau-Farbung der Membran dienen als Ladekontrolle (n=3-11 pro Gruppe; SEM, Mann
Whitney-U-Test; gestrichelte weile Linien: an dieser Stelle wurde der Blot geschnitten).
(C): Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen gegen Nephrin (rot) als Marker der Schlitzmembran,
Zellkerne (blau) und SOD1 (grun) weisen hingegen auf eine verstarkte Expression von antioxidativer
SOD1 in UCH-L1"¥8M-M&usen hin (LSM800 mit Airyscan; weille Sternchen markieren Podozyten).
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3.2.4 UCH-L1'¥3M.{jberexprimierende Mause entwickeln in der APN eine massive
Proteinurie infolge einer ausgepragten Podozytenschadigung
Bei der Anwendung eines experimentellen Tiermodells der MN ist es elementar zu
uberprufen, ob es im Verlauf der erzeugten Erkrankung zu einer Podozytenschadigung
durch den gebundenen Antikérper kommt. Nachfolgend sollte untersucht werden, ob
dieser Schaden von der UCH-L1-Aktivitat beeinflusst wird. Der wichtigste Parameter
zur Charakterisierung des Krankheitsverlaufes ist zunachst die Bestimmung der
Albumin/Kreatinin-Ratio (Proteinurie). Dazu wurde Mausurin an Tag 0 (Praurin) sowie
Tag 3, 6, 9 und 13 nach Injektion des APN-Antikdrpers gesammelt und analysiert.
Abbildung 3-13 A demonstriert, dass UCH-L1'93M.(iberexprimierende Tiere eine
massive Proteinurie entwickeln, die bereits ab Tag 6 einsetzt und sich bis Tag 13
(149 mg/mg) kontinuierlich steigert. Die Kontroll- sowie UCH-L1WT-M&use zeigen erst
ab Tag 10 eine leichte Proteinurie, die an Tag 13 einen Maximalwert von ca. 6 mg/mg
erreicht. Alle Tiere weisen im Versuchsverlauf keine du3eren Anzeichen von Schmerz
oder motorischen Einschrankungen auf. Die durchgefuhrte PAS-Farbung
demonstrierte weitestgehend intaktes tubulointerstitielles Nierengewebe, zeigte aber
in den Kontrollen sowie in beiden UCH-L1-Uberexprimierenden Linien ein deutlich
geschwollenes glomerulares Kapillarkonvolut (Abb. 3-13 B). Dieser Effekt war in den
UCH-L1'®3M.Tieren durch Verschmelzen von glomeruldren Zellen am stérksten
ausgepragt, da kaum angeschnittene Kapillargefalle beobachtet werden konnten.
Zudem wurden im Vergleich zur Kontrolle und zu UCH-L1WT-Mausen nur wenig
aufliegende Podozyten detektiert, die groRtenteils geschwollene Zellkerne und
Zytoplasma aufwiesen. Eine immunhistochemische Farbung von p57 mit
anschlieBender Vermessung des Kapillarkonvoluts bestatigte, dass die
Uberexpression von UCH-L1'9M in der APN mit einem massiven Podozytenverlust
(mind. 25 %) einhergeht (Abb. 3-13 C). Demgegeniiber zeigten UCH-L1"T-Mause wie
in den naiven Versuchen eine stabile Podozytenzahl und eine vergréRerte glomerulare
Flache im Vergleich zu Kontroll-littermates (Abb. 3-13 C und D). Folglich zeigten UCH-
L1WT-Tiere deutlich mehr Podozyten pro Flache als UCH-L1'93M-{iberexprimierende
Mause (Abb. 3-13 E). Dieser Podozytenverlust aufdert sich auch in den Western Blot-
Analysen isolierter Glomeruli, in denen nur in UCH-L1'93M-M&usen ein um ein Drittel
reduzierter Nephrin-Gehalt detektiert wurde (Abb. 3-13 F). Diese Ergebnisse spiegeln
sich ebenfalls in der Ultrastruktur der podozytaren Schlitzmembran wider. Mit Hilfe der

STED (Stimulated Emission Depletion)-Mikroskopie ist es mdglich, Strukturen unter
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Abb. 3-13: Charakterisierung der Podozytenintegritat in Abhdngigkeit von der UCH-L1-Aktivitat
in der APN. UCH-L1'3M-Tiere entwickeln einen aggravierten Verlauf der APN mit einer verfriiht
einsetzenden und verstarkten Proteinurie (A) infolge eines signifikanten Podozytenverlustes (C-E) und
einer Reduktion der Nephrinexpression (F). In beiden transgenen Linien wurden keine Veranderungen
in der Expressionsstarke des Nephrin-assoziierten Proteins a-Aktinin-4 festgestellt (H). (B-Aktin und
eine Ponceau-Farbung der Membran dienen als Ladekontrolle. n=3-11 pro Gruppe; SEM, Mann
Whitney-U-Test *p <0,05; **p <0,01; ****p <0,0001; gestrichelte weille Linien: an dieser Stelle wurde der
Blot geschnitten). (B): Reprasentative PAS-Farbung zeigt einen lichtmikroskopischen Verschluss der
Kapillarlumina und geschwollene Podozyten sowie Zytoplasmen in allen drei Gruppen, mit der starksten
Auspragung in den UCH-L1'®3M-Mausen, in denen zusatzlich kaum aufliegende Podozyten detektiert
wurden (40x-VergrolRerung, weilte Sternchen markieren Podozyten). (G): Reprasentative STED-
Aufnahmen der podozytaren Schlitzmembran anhand einer Farbung gegen Nephrin demonstrieren eine
massive Stdérung der Podozytenintegritdt durch Verlust des interdigitierenden FulRfortsatzmusters
ausschlieBlich in UCH-L1'93M-{iberexprimierenden Mausen.
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20 nm aufzulésen und somit die physikalischen Limitationen eines gangigen
Fluoreszenzmikroskops zu umgehen. Die durchgefihrten STED-Analysen von
Nephrin-gefarbten Nierenschnitten zeigen eindrucksvoll, dass das engmaschige
FuRfortsatzmuster, das in den Kontrollen und UCH-L1WT-M&usen zu beobachten ist,
in den UCH-L1'93M.(iberexprimierenden Tieren durch Verschmelzen der Ful¥fortsatze
komplett aufgehoben wurde (Abb. 3-13 G). Die Expression des Schlitzmembran-
assoziierten Proteins a-Aktinin-4 hingegen, bleibt in beiden Mauslinien unverandert
(Abb. 3-13 H). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Uberexpression eines
dysfunktionalen UCH-L1-Proteins (I93M) mit einem Verlust der Podozytenintegritat

einhergeht und den Podozytenschaden im experimentellen Tiermodell der MN férdert.

3.2.5 Akkumulation von polyubiquitinierten Proteinen trotz stabiler
proteasomaler Aktivitit in UCH-L1'9M. aber nicht in UCH-L1WVT-
uberexprimierenden Tieren

Es wurde gezeigt, dass die Membrandése Nephropathie mit einer krankhaften

Akkumulation polyubiquitinierter Proteine assoziiert ist (Meyer-Schwesinger et al.,

2011). Es sollte nun geklart werden, ob die Expression von aktiver (WT) und

dysfunktionaler (193M) UCH-L1 die Ubiquitinhomoostase im Podozyten beeinflusst. In

Abbildung 3-14 sind die Ergebnisse zur Analyse des Gesamtubiquitins (pUb) sowie

von K48-polyubiquitinierten (K48 pUb) Proteinen, die fur den proteasomalen Abbau

bestimmt sind, zusammengefasst. Dabei zeigen nur UCH-L1'93M-{iberexprimierende

Mause eine signifikante Akkumulation von abzubauenden pUb-Proteinen (Abb. 3-14 A

bis C). Zusatzliche Immunfluoreszenzfarbungen demonstrieren in den Kontrollen und

UCH-L1WT-M&usen eine aquivalente pUb-Expression in den Podozyten wahrend in

UCH-L1'9M-Tieren deutlich mehr polyubiquitinierte Proteine akkumulieren und neben

den Podozyten auch verstarkt endothelial und mesangial verteilt sind (Abb. 3-14 D).

Darlber hinaus bilden die angehauften polyubiquitinierten Proteine in den UCH-L1'93M-

uberexprimierenden Mausen klumpige Aggregate, die grof3er sind als in den anderen

beiden untersuchten Gruppen (Abb. 3-14 D, weilder Pfeil). Western Blot-Analysen
gegen K48-pUb Proteine zeigen hingegen keine Akkumulationen in beiden Linien

(Abb. 3-14 E bis G) und nur eine leicht erhdhte proteasomale Aktivitat in den

UCH-L1'®3M.Tieren (Abb. 3-14 H). Bei der Auswertung der K48-Daten ist zu

bertcksichtigen, dass die Analyse mit Gesamt-Glomeruli erfolgte und insbesondere
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das Endothel im Immunkomplex-vermittelten Erkrankungsmodell stark betroffen ist,
sodass podozytare Effekte dadurch maskiert werden kdnnen. Zusammengenommen
zeigen diese Ergebnisse, dass nur die Uberexpression des dysfunktionalen UCH-L1-

Proteins einen vergleichbaren akkumulativen Phanotyp wie in der MN zeigt.
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Abb. 3-14: Regulation der podozytaren Proteostase in Abhangigkeit der UCH-L1-Aktivitét in der
APN. Reprasentative Western Blot-Analysen und dazugehorige Densitometrien zeigen eine signifikante
Akkumulation polyubiquitinierter Proteine in UCH-L1'*3M-M&usen (A-C), die sich im Podozyten in
grolReren Aggregaten ablagern als in den Kontrollen bzw. in UCH-L1WT-Tieren (D, weil3e Pfeile, LSM800
mit Airyscan). Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen gegen Nephrin (rot) als Marker der
Schlitzmembran, Zellkerne (blau) und Polyubiquitin (pUb, griin) demonstrieren eine grobkoérnige
Ablagerung von pUb in Podozyten UCH-L1'93M-(iberexprimierender Tiere. (E-G): Die Level K48-
ubiquitinierter Proteine unterscheiden sich in beiden Linien nicht von den Kontrollen und zeigen stabile
proteasomale Aktivitadten (H). Die Assaykontrolle wurde mit 10 yuM Epoxomicin versetzt (n=2-8 pro
Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test *p <0,05). (B-Aktin und eine Ponceau-Farbung der Membran
dienen als Ladekontrolle. n=3-8 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test *p <0,05; gestrichelte weille
Linien: an dieser Stelle wurde der Blot geschnitten).
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Um einen Einblick in die Zusammensetzung des Proteasoms in den beiden transgenen
Linien im experimentellen Tiermodell zu erhalten und die in Abbildung 3-14 H
gemessene proteasomale Aktivitat zu validieren, erfolgten Analysen zur Expression
der hauptkatalytischen Untereinheiten des Standard- (Abb. 3-15) bzw. des
Immunoproteasoms (Abb. 3-16).

Im Vergleich zu den Ergebnissen im ersten Teil der Arbeit, wird die Expression der
Beta-5 (B5)-Untereinheit des Standardproteasoms sowohl in UCH-L1WT- als auch
UCH-L1'M-Mausen drastisch hochreguliert (Abb. 3-15 A), wobei der Effekt in den
193M-Mausen starker ausféllt als in den UCH-L1"WT-Mausen. Wahrend B5 in den
Kontrolltieren vorrangig im Podozyten exprimiert wird, zeigen beide UCH-L1-
uberexprimierende Linien neben der podozytaren auch eine endotheliale und
mesangiale Expression (Abb. 3-15 B). Um positive Podozyten zu identifizieren und
eine mdgliche Ko-Lokalisation mit 5 zu untersuchen, wurde UCH-L1 gegengefarbt.
Der rote Kanal zeigt neben einer podozytaren Expression auch positive Signale
entlang der glomerularen Basalmembran, die auf eine Kreuzreaktion der Ratten-
UCH-L1-Antikorper mit dem dort abgelagerten Maus-IgG zurtckzufuhren ist. In einer
zur Verifizierung durchgefuhrten Immunfluoreszenzfarbung gegen Ratten-IgG konnten
nur positive Signale entlang der glomerularen Filtrationsbarriere aber nicht in den
Podozyten detektiert werden, was die Spezifitat des UCH-L1-Antikdrpers bestatigt
(Ergebnisse nicht gezeigt). Die Ubereinanderlagerung beider Fluorophore zeigt, dass
UCH-L1 mit B5 ko-lokalisiert (merge-Kanal). Die Intensitat dieser Ko-Lokalisation
wurde mit Hilfe des Pearson-Koeffizienten unter Verwendung der Imaging-Software
ZEN Pro von Zeiss bestimmt. Der Pearson-Koeffizient ist eine physikalische Grolie,
die den linearen Zusammenhang zwischen zwei metrischen Variablen beschreibt und
stets zwischen -1 und 1 liegt. Die in Abbildung 3-15 C aufgetragenen Werte zeigen
eine positive Korrelation (> 0) zwischen UCH-L1 und 5, was die Interaktionsstudien

bestatigen, unterscheiden sich aber nicht zwischen den beiden transgenen Linien.
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Abb. 3-15: Expressionsanalyse der hauptkatalytischen Untereinheit des Standardproteasoms im
experimentellen Tiermodell der MN. Reprasentative Western Blot-Analysen und dazugehdrige
Densitometrien zeigen eine stark hochregulierte Expression der 5-Untereinheit sowohl in UCH-L1WT-
als auch UCH-L1'9M-Mausen (A), die hauptsachlich im Podozyten, aber auch im Endothel und
Mesangium lokalisiert ist (B, griiner Kanal): Reprasentative Immunfluoreszenzfarbungen gegen Nephrin
(blau) als Marker der Schlitzmembran, Zellkerne (grau), UCH-L1 (rot) zur Kennzeichnung
Uberexprimierender Podozyten und B5 (griin) demonstrieren eine Ko-Lokalisation von UCH-L1 und 5
in Podozyten (weiRe Sternchen markieren Podozyten). (C): Der Pearson-Koeffizient weist auf eine
positive Korrelation hin, die sich aber nicht zwischen den beiden transgenen Linien unterscheidet.
(B-Aktin und eine Ponceau-Farbung der Membran dienen als Ladekontrolle. n=3-8 pro Gruppe; SEM,
Mann Whitney-U-Test).

Im Gegensatz zu den in naiven Tieren erzielten Ergebnissen, kommt es in der APN
vor allem in UCH-L1WT-Mausen zu einer verstarkten Bereitstellung der mit dem

Immunoproteasom-assoziierten katalytischen Untereinheit LMP7 (Abb. 3-16 A). Dabei
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Abb. 3-16: Expressionsanalyse der hauptkatalytischen Untereinheit des Immunoproteasoms im
experimentellen Tiermodell der MN. Reprasentative Western Blot-Analysen und dazugehdrige
Densitometrien zeigen eine stark hochregulierte Expression der LMP7-Untereinheit sowohl in
UCH-L1WT- als auch UCH-L1'%8M-M&usen (A), die nicht nurim Podozyten, sondern auch besonders stark
im  Endothel und Mesangium lokalisiert ist (B, griner Kanal): Reprasentative
Immunfluoreszenzfarbungen gegen Nephrin (blau) als Marker der Schlitzmembran, Zellkerne (grau),
UCH-L1 (rot) zur Kennzeichnung Uberexprimierender Podozyten und LMP7 (griin) demonstrieren eine
Ko-Lokalisation von UCH-L1 und LMP7 in Podozyten (weil3e Sternchen markieren Podozyten). (C): Der
Pearson-Koeffizient weist eine positive Korrelation auf, die sich aber nicht zwischen den beiden
transgenen Linien unterscheidet. (B-Aktin und eine Ponceau-Farbung der Membran dienen als
Ladekontrolle. n=3-8 pro Gruppe; SEM, Mann Whitney-U-Test).

handelt es sich um einen glomerularen Effekt, da ebenfalls stark positive LMP7-
Signale in Endothel- und Mesangialzellen in der Immunfluoreszenz detektiert wurden

(Abb. 3-16 B). Auch hier konnte in der Immunfluoreszenz eine Ko-Lokalisation von
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UCH-L1 und LMP7 in beiden transgenen Mauslinien beobachtet werden. Die
Auswertung mit Hilfe des Pearson-Koeffizienten ergab ebenfalls eine positive
Korrelation beider Parameter, die in UCH-L1WT- als auch UCH-L1'*3M-Mausen
vergleichbar war (Abb. 3-16 C).

Die gewonnenen Erkenntnisse zeigen, dass sowohl Standard- als auch
Immunoproteasom-wirksame Untereinheiten in beiden transgenen Mauslinien in der
APN glomerular hochreguliert werden, wobei das in UCH-L1"WT-Mausen vorwiegend
LMP7 und in UCH-L1'%3M-{iberexprimierenden Tieren vor allem die B5-Untereinheit ist.
In beiden Linien konnte eine Ko-Lokalisation von UCH-L1 mit den jeweiligen
katalytischen Untereinheiten gezeigt werden.

Insbesondere die konfokalen Analysen verdeutlichen, dass die Expression von sowohl
Standard- als auch Immunoproteasom-relevanten Proteinen nicht podozyten-
spezifisch ist, sondern auch in anderen glomerularen Zellen reguliert wird. Daher sollte

die in Abbildung 3-14 H dargestellte proteasomale Aktivitat kritisch bewertet werden.

3.3 Charakterisierung von UCH-L1-Autoantikorpern in der MN

Die ersten beiden Teile dieser Arbeit haben gezeigt, dass dysfunktionale UCH-L1
(I93M) sowohl in naiven als auch erkrankten Mausen eine negative Auswirkung auf die
Proteostase hat und im APN-Modell den Podozytenschaden beglnstigt. Nachdem
bereits Prunotto et al. das Vorhandensein von UCH-L1-Autoantikdrpern gezeigt haben,
wurde nun in einem translationalen Ansatz erstmals untersucht, ob Patienten mit
einem nephrotischen Syndrom Autoantikorper gegen UCH-L1 bilden, die das
dysfunktionale UCH-L1'93M-Protein erkennen.

In diesem in vitro-Versuch wurden HEK293-T-Zellen mit huUCH-L1WT-myc-FLAG-
bzw. huUCH-L1'%3M-myc-FLAG-Konstrukten (in pCMV®6) transient transfiziert. Da keine
Informationen zum Antigenstatus der untersuchten Patienten vorlagen, wurden
ebenfalls HEK293-T-Zellen generiert, die die huTHSD7A-Volllange (in pCMV6) bzw.
huPLA2R1-Volllange (in pLPCX) transient exprimieren.
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3.3.1 Validierung der Transfektionseffizienz

Die Uberpriifung der Transfektionseffizienz ist elementar um zu zeigen, dass beide
humanen UCH-L1-Konstrukte gleich stark von den HEK293-T-Zellen exprimiert
werden und etwaige Bindungsunterschiede der AutoantikOrper nicht auf eine
variierende Expression zurtickgefuhrt werden kdnnen. Dazu wurden im Western Blot
je 10 yg HEK-Zelllysat gegen die Zielproteine sowie des jeweiligen fusionierten Tags
untersucht. Abbildung 3-17 A zeigt in beiden UCH-L1-transfizierten HEK-Zelllinien
sowohl gegen Flag als auch gegen UCH-L1 gleich starke positive Signale mit einem
Molekulargewicht von ca. 32 kDa. Neben dem getagten Protein wurde auch
endogenes UCH-L1 auf einer Hohe von 25 kDa detektiert. In den THSD7A-
exprimierenden HEK-Zellen konnte das Zielprotein sowie der Flag-Tag mit einem
Molekulargewicht von ca. 250 kDa erfolgreich identifiziert werden (Abb. 3-17 B). Das
mit einem Hamagglutinin (HA)-Tag exprimierte PLA2R1-Protein zeigte ebenfalls
positive Signale bei ca. 185 kDa (Abb. 3-17 C). Die Ergebnisse bestatigen, dass alle
vier transient transfizierten HEK-Zelllinien fur das nachfolgende Patienten-Screening
geeignet sind.
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Abb. 3-17: Uberpriifung der Effizienz transient transfizierter HEK293-T-Zellen. Représentative
Western Blots gegen die Zielproteine und ihre jeweiligen fusionierten Tags zeigen eine gleich starke
Expression beider humanen UCH-L1-Konstrukte bei ca. 32 kDa (A) sowie positive Signale in den
Kontrolllysaten fir huTHSD7A bei ca. 250 kDa (B) bzw. huPLA2R1 bei ca. 185 kDa (C). (B-Aktin und
eine Ponceau-Farbung der Membran dienen als Ladekontrolle).
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3.3.2 Identifizierung von UCH-L1-Autoantikérpern im Serum von MN- und MCD-
Patienten mit hoherer Bindungsaffinitit zum dysfunktionalen 193M-
Protein

Die fur diese Untersuchungen notwendigen Patientenproben wurden vom Hamburger

Glomerulonephritis Register zur Verfugung gestellt. Diese Institution sammelt

Nierenbiopsien, Blutproben sowie genetische und klinische Daten von Patienten mit

glomerularen Erkrankungen wie z.B. MN, Lupus Nephritis, Minimal Change

Glomerulonephritis (MCD) oder Fokal Segmentaler Glomerulosklerose (FSGS). In

einem doppel-verblindeten Ansatz wurden 30 Patientenseren auf das Vorhandensein

von UCH-L1-Autoantikdrpern gescreent. Als entsprechende Antigene dienen die von
den HEK293-T-Zellen exprimierten Proteine huUCH-L1WT, huUCH-L1'93M huTHSD7A
und huPLA2R1. Dazu wurden Western Blot-Analysen mit je 10 ug HEK-Zelllysat gegen
die einzelnen Patientenseren durchgefihrt. Um die Auswertung zu erleichtern, wurde

im Vorfeld ein Cut-off bezlglich der Blot-Entwicklungszeiten festgelegt, der positive

von negativen Testergebnissen unterscheidet. Dies hat den Hintergrund, dass positive

Seren, die sehr lange Entwicklungszeiten bendtigen, auf einen schwachen UCH-L1-

Titer hinweisen und somit nicht relevant sind. Fur die statistische Auswertung wurden

demnach nur Seren berlcksichtigt, die positive UCH-L1-Signale bei bis zu 15 min

Entwicklungszeit zeigen. Abbildung 3-18 A zeigt reprasentative Western Blots unter

nicht-reduzierenden Bedingungen eines UCH-L1-positiven PLA2R1-

positiven/THSD7A-negativen Serums (Patient A), UCH-L1-positiven doppel-negativen

Serums (Patient B) sowie UCH-L1-negativen doppel-negativen Serums (Patient C).

Von insgesamt 30 getesteten Patientenseren waren acht deutlich positiv fur UCH-L1-

Autoantikorper. Darunter befand sich kein THSD7A-positives Serum, 37 % wiesen

eine Positivitat fur PLA2R1 auf und die restlichen 63 % waren weder PLA2R1- noch

THSD7A-positiv (doppel-negativ) (Abb. 3-18 C).

Nach Korrelation der positiven UCH-L1-Banden mit den respektiven Flag-Banden der

eingesetzten HEK-Zelllysate, wurden die verrechneten UCH-L1-Signale hinsichtlich

ihrer Intensitat densitometriert um Informationen bezuglich der Bindungsaffinitat der

Autoantikérper zu sammeln. Dabei erkennen die identifizierten UCH-L1-

Autoantikdrper bis auf eine Ausnahme das dysfunktionale UCH-L1-Protein (193M)

starker als das aktive Enzym (WT) (Abb. 3-18 B). Um eine mdogliche Korrelation mit

klinischen Parametern herstellen zu konnen, erfolgte eine Entblindung der Seren durch

Weitergabe von Informationen uUber die Art des nephrotischen Syndroms, den
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D
Patient UCH-L1-pos. Nephrotisches ELISA Endpunkt
Syndrom
4 MN doppel-negativ keine Remission
6 MN doppel-negativ partielle Remission
8 stérkere Bindung 193M MN doppel-negativ partielle Remission
9 MN doppel-negativ. Verdopplung Serum-Kreatinin
10 MN doppel-negativ vollige Remission
14 MN doppel-negativ partielle Remission
18 MN doppel-negativ vollige Remission
19 stédrkere Bindung 193M MN doppel-negativ keine Remission
21 MN doppel-negativ véllige Remission
26 MN doppel-negativ.  Verdopplung Serum-Kreatinin
1 stérkere Bindung 193M MN PLA;R1-pos. dialysepflichtig
2 stédrkere Bindung 193M MN PLA,R1-pos. Verdopplung Serum-Kreatinin
11 MN PLA,R1-pos. vollige Remission
16 MN PLA,R1-pos. partielle Remission
17 MN PLA,R1-pos. vollige Remission
20 MN PLA,R1-pos. Verdopplung Serum-Kreatinin
22 v MN PLA,R1-pos. dialysepflichtig
25 MN PLA,R1-pos. dialysepflichtig
29 MN PLA,R1-pos. Verdopplung Serum-Kreatinin
30 MN PLA;R1-pos. dialysepflichtig
3 stédrkere Bindung 193M MCD -
5 MCD -
7 MCD -
12 MCD -
13 stérkere Bindung 193M MCD - keine Informationen
15 MCD -
23 MCD -
24 MCD -
27 MCD -
28 starkere Bindung 193M MCD -
Abb. 3-18: Charakterisierung der Bindungsaffinitat von UCH-L1-Autoantikorpern im

nephrotischen Syndrom. (A): Reprasentative Western Blots unter nicht-reduzierenden Bedingungen
gegen UCH-L1-pos. PLA2R1-pos./THSD7A-neg. Serum (Patient A), UCH-L1-pos. doppel-neg. Serum
(Patient B) sowie UCH-L1-neg. doppel-neg. Serum (Patient C). Eine Flag- und Ponceau-Farbung der
Membran dienen als Expressionskontrolle (hulgG: humanes Immunglobulin). (B): Unter
Berlcksichtigung eines Cut-offs von 15 min Entwicklungszeit mit femto waren 8/30 Seren positiv fur
UCH-L1-Autoantikorper, die bis auf eine Ausnahme dysfunktionale UCH-L1'%3M mit einer hoheren
Affinitat binden als das aktive UCH-L1WT-Protein. (C): Antigenstatus der positiven UCH-L1-Seren.
(D): Eine Entblindung der Seren zeigte, dass UCH-L1-Autoantikdrper nicht spezifisch fir die
Membrandse Nephropathie (MN) sind, sondern auch bei Patienten mit Minimal Change
Glomerulonephritis (MCD) auftreten und mit ahnlichen klinischen Verlaufen (Endpunkt) assoziiert sind.
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Antigenstatus und den klinischen Endpunkt (Abb. 3-18 D). Unter den zur Verfliigung
gestellten Seren befanden sich je 1/3 PLA2R1-assoziierte und doppel-negative MN-
Patienten sowie Patienten mit einer Minimal Change Glomerulonephritis (minimal
change disease, MCD). Die UCH-L1-Autoantikorper-positiven Patienten (rosa
hinterlegt) verteilen sich mit gleicher Haufigkeit auf alle drei Gruppen mit
unterschiedlichsten Krankheitsverlaufen, die in den Seren, die praferentiell 193M
erkennen, tendenziell schlechter sind. Dabei ist zu berucksichtigen, dass von allen
MCD-Patienten noch kein Langzeitverlauf (Endpunkt) vorliegt.

Um zu Uberprufen, ob das Auftreten von UCH-L1-AutoantikOrpern spezifisch fur die in
Abb. 3-18 D aufgefiuhrten nephrotischen Syndrome ist, wurden 20 putative
Kontrollseren von freiwilligen Spendern untersucht. Dabei liegen keine Informationen
uber mogliche Erkrankungen der Spender vor. Abbildung 3-19 A zeigt reprasentative
Western Blots unter nicht-reduzierenden Bedingungen eines UCH-L1-positiven
doppel-negativen Serums (Kontrolle A) sowie UCH-L1-negativen doppel-negativen
Serums (Kontrolle B). Unter Berucksichtigung desselben Cut-offs wurden insgesamt
vier Seren identifiziert, die positiv fur UCH-L1-Autoantikorper sind. Eine Densitometrie
der UCH-L1-Signalstarke war aus qualitativen Granden nur fur drei Seren moglich und
zeigt eine entgegengesetzte Tendenz beziglich der Bindungsaffinitat (Abb. 3-19 B).
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Abb. 3-19: Charakterisierung von UCH-L1-Autoantikérpern in Kontroll-Probanden.
(A): Reprasentative Western Blots gegen UCH-L1-pos. doppel-neg. Serum (Kontrolle A) sowie
UCH-L1-neg. doppel-neg. Serum (Kontrolle B). Eine Flag- und Ponceau-Farbung der Membran dienen
als Expressionskontrolle (hulgG: humanes Immunglobulin). (B): Unter Berlcksichtigung eines Cut-offs
von 15 min Entwicklungszeit mit femto waren 4/20 Seren positiv fiir UCH-L1-Autoantikorper, die bis auf
eine Ausnahme eine hohere Bindungsaffinitat zum aktiven UCH-L1-Protein (WT) zeigen.
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In dieser Pilotstudie konnte gezeigt werden, dass UCH-L1-Autoantikdrper in der
Membrandsen Nephropathie prasent sind, die darlber hinaus eine hdhere
Bindungsaffinitat zum dysfunktionalen Protein (193M) besitzen. Die im Serum von
vermeintlich gesunden Kontrollen identifizierten UCH-L1-Autoantikdrper weisen eine
starkere Bindung zum aktiven UCH-L1-Protein (WT) auf. Dennoch mussen die in der
Kontrollgruppe erzielten Erkenntnisse auf Grund fehlender Krankenakten kritisch

betrachtet werden.
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4 Diskussion

4.1 Die toxic gain of function-Hypothese

Glomerulare Erkrankungen sind die haufigste Ursache der terminalen
Niereninsuffizienz. Trotz groRer Fortschritte in der nephrologischen Forschung ist die
Pathogenese fur die Mehrzahl dieser Erkrankungen nicht ausreichend bekannt. Die
Membrandse Nephropathie (MN) ist dabei ein Beispiel fur eine sehr individuelle
Erkrankung, deren klinischer Verlauf oft nur schwer vorhersehbar ist. Zielzelle der
Autoimmunitat in der MN sind Podozyten, denen fur die funktionelle Integritat der
Filtrationsbarriere eine zentrale Rolle zugewiesen wird. Es wird angenommen, dass
fur die Entstehung eines Podozytenschadens in der MN eine Autoantikdrperbindung-
induzierte Komplementaktivierung ursachlich ist (Kerjaschki et al., 1989). Das
Verstandnis der MN zugrunde liegenden Pathomechanismen ist daher essenziell zur
adaquaten klinischen Entscheidung, ob ein Patient ausreichend mit einer supportiven
Therapie behandelt wird oder eine immunsuppressive Therapie bendtigt. Weiterhin ist
ein besseres Verstandnis ausschlaggebend fur die Entwicklung neuer kurativer
Therapien. In der MN kommt es auf Grund immunologisch vermittelter Effekte sowie
genetischer Dispositionen in glomerularen Proteinen zu einer Schadigung des Filters.
Anders als andere glomerulare Zellkomponenten, wie Mesangial- und Endothelzellen,
konnen Podozyten ahnlich wie Neuronen als terminal ausdifferenzierte Zellen nicht mit
Proliferation, sondern nur mit Hypertrophie auf Schadigungen reagieren (Marshall und
Shankland, 2006; Meyer-Schwesinger et al., 2009). Im Tiermodell der Passiven
Heymann-Nephritis (PHN) konnte gezeigt werden, dass der Einbau des
Membranangriffkomplexes C5b-9 in die podozytare Membran mit einer Hochregulation
der NADPH-Oxidase verbunden ist, die grolRe Mengen freier Sauerstoffradikale
(reactive oxygen species, ROS) freisetzt (Neale et al., 1993 und 1994). Diese
hochreaktiven Molekile schadigen zum einen im subepithelialen Raum
Matrixkomponenten der glomerularen Basalmembran (GBM) (Neale et al., 1993) aber
auch intrazellulare Proteine. Um einer Aggregation oxidativ-geschadigter Proteine
entgegenzuwirken, induzieren sowohl Komplement als auch hohe ROS-Level den
Abbau dieser Proteine Uber das Ubiquitin Proteasomale System (UPS) (Shringarpure
et al., 2001; Cybulsky, 2013). Beeken et al. konnten 2014 zeigen, dass es in
verschiedenen nephrotischen Erkrankungen wie der Fokalen Segmentalen
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Glomerulosklerose (FSGS), Diabetischen Nephropathie (DN) sowie der MN, aber nicht
in der Minimal Change Glomerulonephritis (minimal change disease, MCD), zu einer
Hochregulation des UPS kommt. Dennoch wurde in Nierengewebeschnitten von
FSGS- und MN-Patienten eine massive Akkumulation und Aggregation
polyubiquitinierter Proteine vorwiegend im Podozyten beobachtet (Meyer-
Schwesinger et al., 2011). In dieser Studie wurde im PHN-Modell ebenfalls gezeigt,
dass Ratten, die mit dem reversiblen 26S-Proteasom-Inhibitor MG-132 behandelt
wurden, den gleichen akkumulativen Phanotyp wie in der MN und eine signifikant
ausgepragte Proteinurie zeigen. Trotz kompensatorischer Hochregulation des UPS
liegt eine Stérung des Proteinabbaus durch einen unbekannten Mechanismus vor. Mit
der ldentifizierung des neuronalen deubiquitinierenden Enzyms Ubiquitin C-terminale
Hydrolase-L1 (UCH-L1) in der Niere wurde ein moglicher Modulator der
proteasomalen Aktivitat entdeckt. Unter den in Beeken et al. gezeigten hochregulierten
UPS-Komponenten befand sich auch UCH-L1. Mittels immunhistochemischer
Farbungen konnte UCH-L1 in der gesunden humanen und Ratten-Niere in tubularen
Epithelzellen, Zellen des Sammelrohrs und Parietalzellen der Bowmanschen Kapsel,
aber nicht in Podozyten lokalisiert werden (Shirato et al., 2000; Diomedi-Camassei
et al., 2005). Interessanterweise wurde eine starke nukledre und zytoplasmatische
de novo-Expression von UCH-L1 besonders in den sekundaren Fulfortsatzen
geschadigter Podozyten in insgesamt 15 glomerularen Erkrankungen, unter anderem
in der MN, beobachtet, die mit der Akkumulation von polyubiquitinierten Proteinen
korrelierte (Meyer-Schwesinger et al., 2009). Hemmversuche der UCH-L1-
Hydrolaseaktivitat mit LDN57444 im Rattenmodell der MN resultierten in einer
Reduktion des Polyubiquitin-Gehalts und weisen auf einen direkten inhibitorischen
Effekt der UCH-L1-Aktivitat auf das Proteasom hin (Meyer-Schwesinger et al., 2011).
Diese beobachtete negative Regulation des Proteinhaushaltes erinnert an
neurodegenerative  Erkrankungen, die sich durch Anhaufungen toxischer
Proteinaggregate auszeichnen und den proteinabbauenden Apparat bis zum
Kollabieren herausfordern. Tatsachlich wird UCH-L1 vor allem in neuronalem Gewebe
im zentralen und peripheren Nervensystem sowie sensorischen und motorischen
Neuronen exprimiert und ist vorwiegend zytoplasmatisch assoziiert (Wilson et al.,
1988; Day und Thompson, 2010). Dort reguliert UCH-L1 wahrscheinlich durch Bindung
von Monoubiquitin und durch Spaltung von Ubiquitin-Vorlauferproteinen sowie

ubiquitinierten Peptidresten, den zytosolischen Monoubiquitinpool und ist fur die
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Aufrechterhaltung der axonalen Funktion und Morphologie unverzichtbar (Saigoh
et al., 1999; Walters et al., 2008; Chen et al., 2010). Sowohl genetisch determinierte
als auch erworbene Fehlfunktionen von UCH-L1 sind mit den beiden haufigsten
neurodegenerativen Erkrankungen Parkinson (Parkinson’s disease, PD) und
Alzheimer (Alzheimer’s disease, AD) assoziiert. Proteomanalysen haben gezeigt, dass
UCH-L1 eines der am starksten oxidativ-modifizierten Proteine im Hirn erkrankter AD-
und PD-Patienten ist (Choi et al., 2004). Durch Oxidation von Cystein (Cys'%? und
Cys??%)- und Methionin (Met!, Met®, Met'?, Met'?* und Met'"®)-Resten sowie der
Einfuhrung von Carbonylgruppen in die funktionellen Gruppen von Prolin, Arginin,
Lysin und Threonin kommt es zu einer Veranderung der Proteinstabilitat (Castegna
et al.,, 2002; Choi et al., 2004; Butterfield et al., 2006). Dies resultiert in einer
Umverteilung der Helix-Faltblattstruktur, sodass der dicht gepackte hydrophobe Kern
freigelegt und die Ldslichkeit des Proteins herabgesetzt wird (Koharudin et al., 2010;
Andersson et al., 2011; Jenner, 2003; Setsuie und Wada, 2007). Oxidationsmittel wie
Cyclopentenon-Prostaglandine (CyPGs) und 4-Hydroxynonenal (4-HNE) bewirken
einen Verlust der UCH-L1-Sekundarstruktur und resultiert in aberranten Interaktionen
mit anderen Proteinen (Kabuta et al., 2008a). Das typische Bild neurodegenerativer
Erkrankungen ist eine gestdrte proteasomale Aktivitat, gefolgt von der Bildung
unléslicher Proteinablagerungen wie neurofibrillaren Tangles (aggregiertes Tau-
Protein in AD) sowie Lewy-Korperchen (ausgefallenes a-Synuclein und Ubiquitin in
PD) unter anderem infolge einer Fehlregulation von UCH-L1 (Liu et al, 2002;
Nussbaum, 2003; Gong et al., 2006). 1998 konnten Leroy et al. zeigen, dass es neben
der vorrangig sporadisch auftretenden PD auch eine genetisch determinierte Form
gibt. Bei zwei an PD erkrankten Geschwistern einer deutschen Familie, in der ein
verstarktes Auftreten von PD beobachtet wurde, wurde eine Punktmutation im vierten
Exon des UCH-L1-Gens festgestellt, bei der es an Position 93 zu einem
Aminosaureaustausch von Isoleucin zu Methionin kam (lle93Met bzw. 193M). Eine
tierexperimentelle Studie demonstrierte, dass UCH-L1-defiziente Mause im
Gegensatz zu UCH-L1"*3M-exprimierenden Mausen, keine dopaminergen Neuronen
verlieren. Dennoch wurde von Kabuta et al. (2008a) hypothetisiert, dass weder eine
UCH-L1-Defizienz noch die in UCH-L1'®M-Mausen beobachtete reduzierte
Hydrolaseaktivitat ursachlich fur die Parkinson-Erkrankung sind (Saigoh et al., 1999;
Nishikawa et al., 2003; Setsuie et al., 2007). Da die Mehrzahl der PD-Erkrankungen

sporadisch auftreten, vermuteten die Autoren einen durch oxidativen Stress
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ausgeldsten toxic gain of function-ahnlichen Shift des UCH-L1-Wildtypproteins, das in
seinen Eigenschaften dem UCH-L1'93M-Protein &hnelt. Auf Grund ihrer Nahe zum
aktiven Zentrum wund hydrophoben Kern bewirkt die [193M-Mutation eine
Konformationsanderung durch den Verlust von a-Helices und geht mit einer
verminderten Loslichkeit und reduzierten Hydrolaseaktivitat des Proteins einher
(Nishikawa et al., 2003; Kabuta et al., 2008a; Andersson et al., 2011). Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass UCH-L1'%M aberrante Interaktionen mit zahlreichen
Proteinen, wie z.B. Tubulin eingeht und sowohl strukturell als auch funktionell dem
oxidativ-modifizierten UCH-L1-Protein sehr ahnlich ist (Kabuta et al., 2008a).

Viele Studien demonstrieren, dass Podozyten und Neuronen in wesentlichen
zellularen Mechanismen wie Wachstum und Entwicklung uUbereinstimmen. Fir
podozytenspezifische Proteine wie Nephrin, Neph1, Synaptopodin und Podocin sind
aquivalente neuronale Splicevarianten beschrieben, die spezifisch in den
dendritischen Synapsen und nicht im Axon lokalisiert sind (Kobayashi et al., 2004).
Ihnen wird eine wichtige Rolle bei der Differenzierung sowie Aufrechterhaltung der
synaptischen Funktion zugeschrieben und Fehlregulationen sind mit neuronalen
Schaden assoziiert (Saigoh et al., 1999; Liu et al., 2001; Gong et al., 2006; Sakurai
et al., 2006). Daruber hinaus weisen beide Zelltypen stark verzweigte Fulfortsatze auf,
deren Integritat Gber ahnliche Mikrotubuli-assoziierte Proteine sowie zytoskelettale
Transportmechanismen gesteuert wird (Sun et al., 2014). Weitere Studien bestatigten,
dass neuronenspezifische Proteine wie NSE (Neuron-specific enolase), Nestin, NeuN
(Neuron-specific nuclear protein), S100 sowie UCH-L1 ebenfalls in der Niere und
speziell im Podozyten exprimiert werden (Meyer-Schwesinger et al., 2009; Sun et al.,
2014).

Auf Grund der strukturellen und funktionellen Ubereinstimmungen zwischen
Podozyten und Neuronen sowie phanotypischen und biochemischen Ahnlichkeiten
zwischen neurodegenerativen Erkrankungen und der Membrandsen Nephropathie,
wurde die toxic gain of function-Hypothese des UCH-L1-Wildtypproteins zur Klarung
der Proteinakkumulationen und proteasomalen Beeintrachtigung im Podozyten in der
MN herangezogen. Um die biochemischen Funktionen von aktiver (WT) und
dysfunktionaler (193M) UCH-L1 in physiologischem Milieu zu untersuchen, erfolgte

zunachst eine Grundcharakterisierung in unbehandelten UCH-L1-Uberexprimierenden
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Linien um anschlieBend mdgliche Regulationsmechanismen im experimentellen

Tiermodell der MN zu analysieren.

4.2 UCH-L1 - mehr als nur ein Modulator der proteasomalen Aktivitat

Dabei konnte bereits im naiven Tier gezeigt werden, dass nur UCH-L1'%M den in der
MN beobachteten akkumulativen Phanotyp im Podozyten hervorruft. Diese
Ansammlung polyubiquitinierter Proteine korreliert mit einer deutlich beeintrachtigten
proteasomalen Aktivitat (Meyer-Schwesinger et al., 2011). Erstaunlicherweise konnten
keine Unterschiede im Gehalt K48-polyubiquitinierter Proteine festgestellt werden. Es
wurde erwartet, dass die in den UCH-L1'M-Mausen beobachtete proteasomale
Defizienz wie in Radon et al. zu einer Akkumulation von Proteinen fuhrt, die auf Grund
der K48-spezifischen Ubiquitinierung flr den proteasomalen Abbau vorhergesehen
sind. Neue Studien konnten mittels quantitativer Proteomanalysen zeigen, dass die
Ubiquitinierung eines Lysin 48-Restes kein Alleinstellungsmerkmal fur den
proteasomalen Abbau ist und ubiquitinierte K6, K11, K27, K29, K33 und auch in
geringem MalRe K63 weitere signalgebende Verknupfungen sind. DarlUber hinaus
spielt die Art der Verzweigung (linear, einzeln- oder mehrfach-verzweigt, Mono- oder
Multiubiquitinierung) nur eine untergeordnete Rolle (Xu et al., 2009; Kravtsova-lvantsiv
et al., 2013; Ciechanover und Stanhill, 2014; Liu et al., 2016). Da der verwendete
Polyubiquitin-Antikdrper alle ubiquitinierten Proteine unabhangig von der Spezifitat des
Lysin-Restes erkennt, reprasentiert der dargestellte Polyubiquitin-Gehalt zu einem
gewissen Teil auch jene Proteine, die fur die Degradation Uber das Proteasom
bestimmt sind. Die Uberexpression des aktiven UCH-L1-Proteins (WT) wirkt sich
hingegen positiver auf die Proteostase im Podozyten aus. Dabei werden
polyubiquitinierte Proteine auf Grund einer intakten proteasomalen Aktivitat
kontinuierlich abgebaut und zytoplasmatisches Monoubiquitin stabilisiert (Osaka et al.,
2003). Interessanterweise blieb die erwartete Reduktion des Monoubiquitin-Gehalts in
den UCH-L1'"¥M_-{(iberexprimierenden Tieren aus. Ein &hnliches Phanomen wurde
bereits in isolierten Glomeruli aus Mausen mit einem podozytenspezifischen UCH-L1-
Knock-out gezeigt (Radon et al., 2018). In einem anderen Modell der MN fuhrte die
Hemmung der UCH-L1-Aktivitat mit LDN57444 hingegen zu einer deutlichen
Reduktion von monomerem Ubiquitin (Meyer-Schwesinger et al., 2011). Auch in

Neuronen ist der Gehalt an freiem Monoubiquitin in UCH-L1-defizienten Mausen, wie
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der gad-Maus oder nm3419-Maus, um bis zu 30 % reduziert (Saigoh et al., 1999;
Walters et al.,, 2008). Diese Unterschiede weisen daher weniger auf einen
gewebsspezifischen Effekt von UCH-L1 sondern eher auf eine Kompensation durch
andere deubiquitinierende Enzyme hin.

Die bisherigen Studien zeigen deutlich, dass UCH-L1 ein kritischer Effektor der
proteasomalen Aktivitat ist. Im Gegensatz zur Ubiquitin C-terminalen Hydrolase-L5
(UCH-L5), die uber das Adhasionsmolekul Adrm1 (adhesion regulating molecule 1) mit
dem 26S- und 19S-Komplex ko-immunoprazipitiert wurde, konnte fir UCH-L1 bis dato
keine Interaktion mit dem Proteasom nachgewiesen werden (Yao et al., 2006). Die
in vitro-Versuche zeigen nun, dass sowohl aktive (WT) als auch dysfunktionale (I93M)
UCH-L1 mit dem Kkatalytisch wirksamen 20S-Komplex interagieren, aber nur
UCH-L1'®3M dessen Aktivitat Giber einen unbekannten Mechanismus negativ moduliert.
Demnach scheint das aktive UCH-L1-Protein, ebenso wie UCH-LS5 in Neuronen, ein
positiver Regulator der Substratdegradation durch das Proteasom zu sein (Tai et al.,
2010). Diese Erkenntnisse spiegeln sich auch in den Ergebnissen wider, die in der
experimentellen  Anti-Podozyten-Nephritis  (APN) erzielt wurden. Nur die
Uberexpression des dysfunktionalen Proteins zieht eine glomeruléare Akkumulation
von polyubiquitinierten Proteinen nach sich, die vor allem stark podozytar ist und wie
in Meyer-Schwesinger et al., 2011 dichte und groRere Aggregate bildet. In Hirnen von
PD-Erkrankten wurde gezeigt, dass solche abgelagerten Einschlusskorperchen neben
ungefalteten Proteinen und a-Synuclein auch Ubiquitin beherbergen (Ross und Poirier,
2004). Die Ablagerung polyubiquitinierter Proteine wird in der MN zudem von erhdhten
ROS-Leveln begunstigt. Immunfluoreszenzfarbungen von PLA2R1-positiven
MN-Patienten konnten zeigen, dass die Expression der Superoxid Dismutase 2
(SOD2) als Sensor fur oxidativen Stress korrelativ mit der UCH-L1-Expression
ansteigt. Dabei beeinflussen die gebildeten Sauerstoffradikale die proteasomalen
Komponenten unterschiedlich stark. Es wurde gezeigt, dass der ATP- und Ubiquitin-
abhangige Weg uUber das 26S-Proteasom wesentlich sensitiver auf ROS reagiert als
die 20S katalytische Untereinheit (Reinheckel et al., 1998 und 2000). Zusatzlich erfolgt
eine direkte Hemmung der Ubiquitin-aktivierenden, -konjugierenden und -ligierenden
Komponenten E1, E2 und E3. Fur die Aktivitat dieser Enzyme sind Cystein-Reste im
aktiven Zentrum mafigeblich. Die Oxidation von Thiol-Gruppen durch ROS fuhren zur

Inaktivierung der Enzyme, sodass das Substrat nicht ubiquitiniert und der 19S-
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Untereinheit des 26S-Standardproteasoms zugefuhrt werden kann (Shang und Taylor,
1995; Shang et al., 1997; Jahngen-Hodge et al., 1997). Daher wird angenommen, dass
oxidativ-geschadigte Proteine ATP- und Ubiquitin-unabhangig durch das 20S-
Proteasom abgebaut werden (Shringarpure et al., 2001). Da UCH-L1'%3M jn vitro mit
dem 20S-Proteasom wechselwirkt und die proteolytische Effizienz herabsetzt, konnte
auch dieser Abbauweg gestort sein und zur Aggregierung von oxidativ-geschadigten
Proteinen fuhren. Immunfluoreszenzfarbungen gegen die proteolytischen
Untereinheiten 5 und LMP7 haben gezeigt, dass UCH-L1 mit beiden Proteinen ko-
lokalisiert, eine Interaktion ist bisher aber noch nicht beschrieben. Interessanterweise
zeigen UCH-L1'9M-(iberexprimierende Mause in der APN aber eine tendenziell
erhohte proteasomale Aktivitat. Bei der Auswertung der APN-Ergebnisse ist generell
zu berucksichtigen, dass sich der Podozytenschaden auch auf umliegendes Gewebe
wie Endothel und Mesangium auswirkt. Um die Integritat der Filterbarriere
aufrechtzuerhalten, stehen besonders diese Zellverbande multidirektional miteinander
in Verbindung (Schlondorff und Banas, 2009). Da fur die Versuche Glomeruli-
Gesamtlysate eingesetzt wurden, sind die in der APN beobachteten Effekte nicht
ausschlieBlich podozytenspezifisch. Von daher wurde wenn moglich immer eine
verifizierende Immunfluoreszenz mitgefuhrt. Beide UCH-L1-Uberexprimierende Linien
zeigen im Western Blot eine starke Hochregulation der katalytisch aktiven
Untereinheiten des Standard (B5)- und Immunoproteasoms (LMP7), die in der
Immunfluoreszenz gegen LMP7 aber noch starker in Endothel- und Mesangialzellen
beobachtet wurde. Das ist nicht verwunderlich, da die proteolytischen Aktivitaten in
den glomerularen Zellen entsprechend der =zellularen Anforderungen sehr
unterschiedlich verteilt sind. So wurden in den Endothel- und Parietalzellen der
Bowmanschen Kapsel eine verstarkte Expression des Immunoproteasoms detektiert,
wahrend Podozyten den hdchsten Gehalt an Standardproteasom zeigen (Meyer-
Schwesinger, 2019). Daher weisen beide UCH-L1-Proteine in den Podozyten naiver
Mause auch nur Unterschiede in der 35-Expression aber nicht im LMP7-Gehalt auf.
Die in der APN beobachtete starke Hochregulation des Immunoproteasoms in den
Podozyten UCH-L1-Uberexprimierender Mause resultiert aus einer Aktivierung durch
proinflammatorische Zytokine wie Interferon-Alpha (IFN-a), Interferon-Beta (IFN-(),
Interferon-Gamma (IFN-y) oder Tumornekrosefaktor (TNF), die wahrend einer
Erkrankung oder Entzindung synthetisiert werden (Driscoll et al., 1993; Aki et al.,

1994). Da das zur Messung der Chymotrypsin-ahnlichen Aktivitat verwendete Substrat
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sowohl vom Standard- als auch Immunoproteasom umgesetzt wird, sind die
ermittelten Aktivitaten auf Grund der vielfaltigen Expressionsmuster der katalytischen

Untereinheiten nicht podozytenspezifisch.

Unter den polyubiquitinierten Aggregaten befinden sich nicht nur Proteine, die wegen
ihrer spezifischen Ubiquitinierung oder Halbwertszeit ausschliel3lich Proteasom-
spezifische Substrate sind. Auf Grund der Struktur des Proteasoms koénnen nur
ungefaltete Proteine die Offnung des Multiproteinkomplexes passieren. Demnach
existieren fur lang-lebige Proteine sowie Organellen zusatzliche Abbaumechanismen
wie das lysosomale/autophagosomale System. Es wurde gezeigt, dass ein genetisch
bedingter Verlust der proteasomalen Aktivitat in Drosophila durch gesteigerte
Autophagie ausgeglichen werden kann (Pandey et al., 2007). Diese Hochregulation
der Autophagie-Funktion bei proteasomaler Beeintrachtigung weist auf einen
kompensatorischen Mechanismus hin (Korolchuk et al., 2010). Interessanterweise
zeigten naive UCH-L1'9%M-(iberexprimierende M&use mit einer proteasomalen
Defizienz keine Regulation in der Expression relevanter Autophagie-Marker wie
Beclin-1 (Atg6) oder LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3).
Demgegenluber werden aber lysosomale Proteine wie Limp2 (lysosomal integral
membrane protein-2) und Lamp2 (lysosome-associated membrane protein 2) verstarkt
exprimiert. Limp2 ist ein Transmembranrezeptor in Lysosomen und spaten
Endosomen und vermittelt den Transport von Stoffwechselenzymen in das Lysosom.
Fehlfunktionen von Limp2 begunstigen die Akkumulation von fehlgefaltetem
a-Synuclein im Gehirn, da dieses durch Fettablagerungen im Lysosom nicht degradiert
werden kann (Rothaug et al., 2014). Beeken et al. konnten eine kompensatorische
Hochregulation des lysosomalen/autophagosomalen Systems in der APN beobachten,
indem die Limp2-Expression mit zunehmender Beeintrachtigung der proteasomalen
Aktivitat im Podozyten hochreguliert wurde. In vivo-Studien haben gezeigt, dass
UCH-L1 die Funktion eines weiteren lysosomalen Proteins beeinflusst. Es wurde
nachgewiesen, dass UCH-L1 mit Lamp2 sowie mit den Chaperonen Hsp90 (heatshock
protein 90) und Hsc70 (heat shock cognate protein 70) interagiert (Kabuta et al.,
2008b). Diese bilden einen essenziellen Rezeptorkomplex in der Chaperon-
vermittelten Autophagie (chaperone-mediated autophagy, CMA), der den lysosomalen
Abbau von grofRtenteils un- oder fehlgefalteten Proteinen induziert, um eine toxische

Aggregation zu vermeiden (Agarraberes et al., 2001). Uber diesen Abbauweg erfolgt
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ebenfalls die Degradation von a-Synuclein im Gehirn (Cuervo et al., 2004). Dartber
hinaus konnten Kabuta et al. (2008b) in vitro zeigen, dass das dysfunktionale
UCH-L1'%*M-Protein Gber den hydrophoben Kern eine wesentlich starkere Bindung mit
Lamp2, Hsp90 sowie Hsc70 eingeht als UCH-L1WT und dass diese aberrante
Interaktion zu einer Hemmung des CMA-Weges und nachweislich zur Akkumulation
von a-Synuclein fiihrt. Das lasst vermuten, dass UCH-L1'°3M im Podozyten, neben der
proteasomalen Effizienz auch lysosomale Aktivitaten beeintrachtigt, sodass die
Akkumulation von polyubiquitinierten Proteinen begunstigt wird. Weitere
Untersuchungen zur lysosomalen Aktivitat sind daflr notwendig. Die verstarkte
Expression von Lamp2 in UCH-L1'93M |3sst demnach ebenfalls eine kompensatorische
Regulation vermuten. UCH-L1WT-{iberexprimierende Tiere weisen hingegen auf eine
verstarkte Bildung von Autophagosomen hin. Dabei wird zytosolisches LC3-I lipidiert
und das entstandene aktivierte LC3-Il zu den wachsenden Autophagievesikeln
rekrutiert, wo es dauerhaft in die Membran eingebaut wird (Tanida und Waguri, 2010).
LC3 dient jedoch nur als Marker fur das Vorhandensein von Autophagosomen und ist
nicht reprasentativ fur die Aktivitat der Autophagie (Klionsky et al., 2008). Da Beclin-1
als wichtiger Induktor der Autophagie nicht reguliert ist, scheint keine erhohte
Nachfrage im Podozyten zu bestehen. Demnach ist es ebenfalls moglich, dass
Autophagosomen zwar hergestellt aber auf Grund der intakten proteasomalen Aktivitat
nicht genutzt werden oder eine Unterbrechung der Fusion mit Lysosomen besteht, was
zu einem erniedrigten autophagosomalen Flux und damit einem erhdhten Gehalt an
LC3-II fUhrt.

4.3 Dysfunktionale UCH-L1'%3M als Mediator des Podozytenschadens

Da es sich bei der Membrandsen Nephropathie um eine Erkrankung handelt, die mit
einem hohen Verlust von Proteinen tUber den Urin verbunden ist, ist es unabkdmmlich,
die Integritat des glomerularen Filters insbesondere der Schlitzmembran zu
untersuchen. Hier sollte sowohl im naiven Tier als auch im Erkrankungsmodell die
Uberexpression des jeweiligen UCH-L1-Proteins auf die Homdostase und Struktur von
podozytenspezifischen Proteinen analysiert werden.

Interessanterweise zeigten die UCH-L1'®3M-Mause weder morphologische
Veranderungen noch Unterschiede in der Expression podozytenspezifischer Proteine.

Die Uberexpression des aktiven UCH-L1WT-Proteins hingegen geht mit einer milden
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Proteinurie einher. Diese ist zwar nicht mit einer krankhaften Proteinurie vergleichbar,
weist aber auf eine leichte Stérung der glomerularen Filtrationsbarriere hin und kann
verschiedene Grunde haben. Zum einen zeigt das Coomassie-Gel fur beide UCH-L1-
Linien eine Durchlassigkeit von niedermolekularen Substanzen an, die jedoch in den
UCH-L1WT-M&usen starker ausgepragt ist. Dies verweist auf eine mogliche Stérung
des proximalen Tubulus. Dieser Abschnitt des Nephrons ist verantwortlich fir die
Resorption von zum Beispiel Proteinen, Aminosauren oder Glucose aus dem filtrierten
Primarharn. Dies erfolgt entweder Uber Endozytose-Rezeptoren wie Megalin/Cubulin
oder im Bulrstensaum ansassige Peptidasen, die Proteine hydrolysieren und die
Spaltprodukte anschlieend apikal aufgenommen werden kénnen (Nakhoul und
Batuman, 2011). Eine niedermolekulare Proteinurie (low molecular weight proteinuria,
LMWP) ist definiert als der Verlust von einem oder mehr niedermolekularen Proteinen
wie B2-Mikroglobulin (12 kDa), a1-Mikroglobulin (30 kDa), Retinol-Bindeprotein
(21 kDa) oder Urin-Protein 1 (20 kDa) (Peterson et al., 1969; Bernard et al., 1982 und
1989; Yu et al., 1983; Norden et al., 2000). Dennoch ist ein tubularer Schaden als
Ursache fur die beobachtete Mikroalbuminurie und den Verlust niedermolekularer
Proteine unwahrscheinlich. Als eine weitere mdgliche Ursache der Proteinurie kdnnte
die deutliche Reduktion des a-Aktinin-4-Gehalts betrachtet werden. Dieses Protein ist
Teil des komplexen und dynamischen Zytoskeletts und vernetzt Aktinfilamente mit den
Mikrotubuli in den Podozytenful3fortsatzen (Drenckhahn und Franke, 1988; Gordon
et al., 2000). Immunfluoreszenzfarbungen zeigen, dass a-Aktinin-4 zwar an den
PodozytenfulRfortsatzen lokalisiert ist, aber insgesamt deutlich weniger exprimiert wird
als in den Kontrollen und UCH-L1'®3M-Tieren. Darlber hinaus gehort a-Aktinin-4
zusammen mit weiteren Zellkontakten und Adhasionsmolekulen zum Nephrin-
Multiproteinkomplex (Lehtonen et al., 2005). Der verminderte Gehalt an a-Aktinin-4
kann auf Grund dieser Interaktion weitreichende Auswirkungen auf das Nephrin-
Signalling und auf die Zelladhasion haben. Gegebenenfalls kann dieser Effekt auch
den in der Immunfluoreszenz beobachteten hohen zytoplasmatischen Gehalt von
Nephrin in diesen Tieren erklaren. Es ist unklar, ob Nephrin im Zytoplasma akkumuliert
weil es nicht an die basale Ful¥fortsatzmembran gebracht werden kann oder ob eine
Internalisierung von Nephrin erfolgt. Ob tatsachlich weniger Schlitzmembran gebildet
wird, kdnnen nur ultrastrukturelle Untersuchungen mittels STED (Stimulated Emission
Depletion)- und Elektronenmikroskopie klaren. Die transkriptionelle Hochregulation

von Nephrin kdnnte eine mogliche Reaktion auf die milde Proteinurie sein um
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ausreichend Schlitzmembran zur Verfugung zu stellen. Dies wird durch eine verstarkte
Expression des Wilms Tumor-1 (WT-1)-Gens unterstutzt, das fir einen
podozytenspezifischen Transkriptionsfaktor kodiert, der die Expression von Nephrin
kontrolliert und unverzichtbar in ausdifferenzierten Podozyten ist. Demnach kdonnte das
ein kompensatorischer Mechanismus sein, um einer moglichen Entdifferenzierung des
Podozyten entgegenzuwirken, wie sie bei verstarkter UCH-L1-Expression beschrieben
ist (Meyer-Schwesinger et al., 2008).

In der APN konnte hingegen eindrucksvoll gezeigt werden, dass nur dysfunktionale
UCH-L1'®3M einen schweren Podozytenschaden induziert. Der Schaden ist
vollkommen, wenn ein Podozyt seine Verankerung in der glomerularen Basalmembran
I6st und im Bowmanschen Kapselraum verloren geht (Kriz et al., 1998). Der
Podozytenverlust konnte in mehreren unabhangigen Experimenten nachgewiesen
werden. Die PAS-Farbung zeigte deutlich weniger aufliegende Kerne, geschwollene
Podozyten sowie eine Vakuolisierung des Podozyten-Zytoplasmas, wie es auch in der
MN beschrieben wird (Toth und Takebayashi, 1992). Ursachlich dafur ist, dass
Podozyten, deren benachbarte Zellen sich abgeldst haben, versuchen, lokal filtrierte
Proteine aus der Umgebung zuséatzlich aufzunehmen. Dies fiihrt zu einer Uberladung
des lysosomalen Systems und anschlieRender Entleerung der Vesikel in das
Zytoplasma (Shirato et al., 1996). Die durchgeflhrte p57-Zahlung bestatigt den Verlust
von Podozyten in UCH-L1'93M-M&usen, der sich ebenfalls in dem stark reduzierten
Nephrin-Gehalt widerspiegelt. Storungen der Nephrinhomdostase resultieren in
schwerwiegender Proteinurie. Autosomal-rezessiv vererbte Mutationen im Nephrin-
Gen (NPHS 1) sind mit dem kongenitalen nephrotischen Syndrom vom Finnischen Typ
(CNF) assoziiert. Dieser genetische Defekt ist bereits in utero manifestiert und fuhrt
bei betroffenen Kindern 2zu einer massiven Proteinurie und terminaler
Niereninsuffizienz (Ahvenainen et al., 1956). Der Nieren-Phanotyp untersuchter
globaler Knock-out-Mause (Nephrin -/-) stimmte mit dem klinischen Bild betroffener
NPHS1-Patienten Uberein und &aufRerte sich in stark abgeflachten sekundaren
Podozytenfulfortsatzen, die nicht in der Lage waren eine Schlitzmembran auszubilden
(Putaala et al., 2001). Ein mal3geblicher Vorgang fur morphologische Veranderung ist
die durch die Podozytenschadigung ausgeldste Umverteilung von zytoskelettalen und
Schlitzmembran-assoziierten Proteinen (Sun et al., 2014). Um freie Bereiche zu
uberbricken und das interdigitierende Muster wiederherzustellen, verschmelzen die

Fulfortsatze benachbarter Podozyten miteinander (foot process effacement) (Kriz



Diskussion 107

et al., 1998). Der Verlust des engmaschigen Schlitzmembranmusters konnte ebenfalls
sehr eindrucksvoll ausschlieBlich in den UCH-L1'9M-Mausen mit Hilfe der STED-
Technologie gezeigt werden und geht mit einer schweren Proteinurie einher. Da sich
UCH-L1WT-M&use bei allen Untersuchungen hinsichtlich der Podozytenintegritat nicht
oder nur wenig von den Kontrollen unterscheiden, wird deutlich, dass nur UCH-L1'%3M

den MN-Phanotyp hervorruft und die toxic gain of function-Hypothese realistisch ist.

4.4 Aktive UCH-L1 wirkt antioxidativ

Das Auftreten von reaktiven Sauerstoffspezies in MN-Patienten konnte in dieser Arbeit
indirekt gezeigt werden, in der APN in den UCH-L1'%M-Tieren hingegen weniger.
Interessanterweise wiesen die UCH-L1WT-Mause im experimentellen Tiermodell
sowohl weniger ATPB- als auch einen geringeren MnSOD-Gehalt auf im Vergleich zu
den Kontrolltieren. Das lasst den Schluss zu, dass die Podozyten durch die
Uberexpression des UCH-L1-Wildtypproteins weniger Stressabwehr leisten missen.
Es wird hypothetisiert, dass UCH-L1 in Neuronen eine antioxidative Wirkung besitzt
(Ross und Poirier, 2004; Gong et al., 2006). Da die synaptischen Membranen einen
hohen Anteil ungesattigter Fettsauren aufweisen, sind sie sehr anfallig fur
Lipidoxidationsreaktionen (Imre et al., 1994). Die weitreichende zytoplasmatische
Verteilung von UCH-L1 stutzt diese Hypothese. Es wird vermutet, dass UCH-L1 am
Cystein'?-Rest reversibel oxidiert wird und als eine Art Redoxpuffer mit reaktiven
Sauerstoffspezies einen Chelatkomplex bildet und somit die zellulare Funktion
aufrechterhalt (Finkel, 2003; Choi et al., 2004). Versuche mit UCH-L1-defizienten
Neuroblastomzellen (N2a) in desoxygeniertem und glukosefreiem Medium zeigten
eine hohere Induktion des Zelltodes im Vergleich zu den Kontrollen (Shen et al., 2006).
Die Ergebnisse lassen vermuten, dass nur aktives UCH-L1-Protein (WT) in der Lage
ist diesen protektiven Effekt im Podozyten auszuiben. Die UCH-L1!93M-
Uberexprimierenden Tiere zeigen im Western Blot keine deutliche Stressantwort. In
den Immunfluoreszenzen gegen SOD1 wird jedoch deutlich, dass die Tiere, die das
dysfunktionale Protein exprimieren, die Stressabwehr deutlich hoher regulieren als die
Kontrollen und UCH-L1"T-Mause. Dies konnte wieder ein maskierender Effekt in den
Kontrollen ausgehend von anderen glomerularen Zellen sein. In zuklnftigen Ansatzen
gilt es mit Hilfe von beispielsweise massenspektrometrischen Analysen zu klaren, ob
UCH-L1 in der MN tatsachlich oxidativ modifiziert wird.
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4.5 Ein neuer Biomarker fur die MN?

Auf der Suche nach weiteren endogenen Antigenen wurden 2010 von Prunotto et al.
Autoantikorper gegen die Superoxid Dismutase 2 (SOD2) und Aldose-Reduktase (AR)
sowie auch erstmals gegen UCH-L1 in Patienten mit MN beschrieben.
Interessanterweise konnten die Autoren zeigen, dass sowohl SOD2 als auch AR im
Rahmen der Erkrankung de novo exprimiert wurden, ahnlich wie es fur UCH-L1
beschrieben ist (Meyer-Schwesinger et al., 2009). Des Weiteren sind SOD2 und AR
mit oxidativem Stress assoziiert. Wahrend SOD2 in den Mitochondrien als
antioxidatives Enzym Superoxid-Anionen bindet, ist AR Teil des Polyolwegs zur
Umwandlung von Glucose zu Fructose. Diese Reaktion spielt vor allem bei Diabetes
mellitus eine wichtige Rolle und fuhrt durch eine Hemmung von intrazellularen
Antioxidantien zur Akkumulation von ROS (Tang et al., 2012).

In einem translationalen Ansatz sollte nun erstmals Uberpraft werden, ob
Autoantikdrper von Patienten mit einem nephrotischen Syndrom und insbesondere mit
MN, das dysfunktionale UCH-L1'®3M-Protein bevorzugt erkennen. Die positiven Seren
konnten zu gleichen Teilen PLA2R1-positiven sowie doppel-negativen MN-Patienten
als auch Patienten mit Minimal Change Glomerulonephritis (minimal change disease,
MCD) zugeordnet werden. Interessanterweise handelt es sich bei der MCD um keine
Autoantikdrper-vermittelte Erkrankung. Zumindest bei einem Teil der Patienten wird
ein zirkulierender Pathogenitatsfaktor im Blut vermutet (Vivarelli et al., 2017). Daruber
hinaus konnte im Vergleich zur MN und FSGS in den MCD-Biopsien keine
Hochregulation des UPS und keine UCH-L1-de novo-Expression beobachtet werden
(Beeken et al., 2014). Das ebenfalls zirkulierende UCH-L1-Autoantikdrper in
Kontrollgruppen festgestellt wurden, zeigt, dass das Auftreten zunachst kein MN-
spezifischer Effekt ist. Allerdings gilt es zu berucksichtigen, dass erstens die
Krankengeschichten der Kontrollen nicht bekannt sind, und zweitens, UCH-L1 mit
verschiedenen Karzinomen z.B. in der Lunge, Brust oder Ovarien assoziiert ist (Jin
et al., 2013; Goto et al., 2015; Luo et al., 2018). Demnach ist das Vorhandensein von
UCH-L1-Autoantikdrpern zunachst kein nierenpathogenes Merkmal. Das sich die
Patientenkohorten und Kontrollen aber in der Bindungsaffinitat der beiden UCH-L1-
Proteine unterscheiden, konnte von Bedeutung sein. Da zu den MCD-Patienten keine
Informationen zum Krankheitsverlauf vorliegen, ist eine aussagekraftige Korrelation
mit klinischen Parametern zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich. Die ubrigen UCH-L1-

positiven Patienten, die darlber hinaus eine hohere Affinitat zum dysfunktionalen
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UCH-L1-Protein zeigen, weisen tendenziell eine schlechtere Progression auf. Groere
Kohortenstudien sind notwendig um dysfunktionale UCH-L1 bzw. Autoantikérper
gegen dysfunktionale UCH-L1 als mdglichen prognostischen Marker zu etablieren.
Die neurologische Forschung hat bereits therapeutische Konzepte entwickelt, die
darauf aus sind, entweder die UCH-L1-Aktivitdt in Neuronen zu ersetzen oder
spezifische Blocker herzustellen, die eine Oxidation von Cys'? durch ROS
unterbinden (Graham und Liu, 2017).

4.6 Fazit

Die in der Literatur zusammengetragenen Daten sowie in dieser Arbeit
unternommenen Versuche verdeutlichen, dass die schwache Hydrolase- und
vorhergesagte Ligase-Aktivitat von UCH-L1 nicht die Hauptfunktionen des Enzyms
reprasentieren. Auf Grund der inhibitorischen Effekte, die in verschiedenen
Erkrankungen in Anwesenheit von UCH-L1 beschrieben wurden, scheint UCH-L1 die
zellulare Homdoostase nicht primar als deubiquitinierendes Enzym sondern durch
direkte Interaktion mit Molekllen oder Proteinen wie a-Synuclein oder proteasomalen
Untereinheiten zu beeinflussen. Die Analysen von UCH-L1 in zwei verschiedenen
Aktivitatszustanden konnten zeigen, dass aktive UCH-L1 (WT) einen positiven Effekt
auf die Zell- und Proteinhomdostase hat, wahrend nur das dysfunktionale Protein
(193M) mit der krankhaften Ablagerung von polyubiquitinierten Proteinen assoziiert ist.
Diese Ergebnisse stutzen die aufgestellte Hypothese, dass hochregulierte aktive
UCH-L1 (WT) im Rahmen der Erkrankung modifiziert wird und den Podozytenschaden
begunstigt. Darlber hinaus hat sich das 193M-Modell als sehr geeignet erwiesen, um
mechanistische Studien zur aberranten Wirkung von UCH-L1 in der MN
durchzufuhren. Die Identifizierung von UCH-L1-Autoantikbrpern gegen das
dysfunktionale Protein stellen einen vielversprechenden Ansatz als mdglichen
Progressionsmarker dar und charakterisieren UCH-L1 als mogliches sekundares
Antigen in der MN. Dartber hinaus verdeutlichen die gewonnenen Erkenntnisse wie
sensitiv, komplex und einander bedingend die proteinabbauenden Systeme der Zelle

sind.
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