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1. Einleitung

Die Niere

Unterhalb des Zwerchfells liegen die bohnenformigen Nieren beidseiti der Wirbelsdule im
retroperitonealen Fettgewebe. Mit einem L&ngsdurchmesser von 10 bis 12 cm sind sie von
einer bindegewebigen Kapsel dberzogen (Horn und Wagner 1997). Die Niere setzt sich u.a.
aus sog. Nephronen zusammen. Diese sind tubuldre Strukturen, welche etwa 1-3 Millionen
Mal in der Niere vorkommen. Des Weiteren besteht die Niere auch aus einem
Sammelrohrsystem. Die Beziehung des einzelnen Nephrons zum Gefélnetz der Niere ist
charakteristisch fur die Nierenfunktion, die insbesondere darin besteht, die Zusammenstellung

der Korperflussigkeiten zu regeln (Netter 2001).

Die Ausscheidung von toxischen oder Uberfilissigen Substanzen, die den Koérper nur Uber die
Niere verlassen konnen, zahlt zu den Hauptaufgaben der Niere. Zu diesen Substanzen zéhlen
einige Pharmaka und Giftstoffe, aber vor allem korpereigene Stoffwechselprodukte wie z.B.
Harnstoff, Harnsdure oder Ammoniak. Substanzen, die fir den Korper sehr wichtig sind wie
Glukose und Aminosauren werden bei der Filtration des Blutes zurlickgehalten bzw. wieder

resorbiert.

Eine weitere wichtige Funktion der Niere ist die Steuerung des Wasser-, Elektrolyt-, Mineral
und Séure-Basen-Haushaltes: Uber die NaCl- und Wasser-Ausscheidung regelt die Niere die
Elektrolyt-Zusammensetzung und das Volumen des Extrazellularraums. Des Weiteren wird
Uber das Plasmavolumen und das Hormon Renin der Blutdruck geregelt. Ferner wirkt die
Niere durch ihren Einfluss auf die Plasmakonzentration von Calcium und Phosphat an der
Knochenmineralisierung mit und durch die Exkretion von HCO3s  und H* beeinflusst sie den
Sdure-Basen-Haushalt. Das Hormon Erythropoetin, welches die Neubildung von Erythrozyten
im Knochenmark stimuliert, wird ebenfalls wie Renin in der Niere gebildet. Die Niere betreibt
des Weiteren Glukoneogenese, wobei sie das nach der Desaminierung von Glutamat Ubrige
Kohlenstoffskelett fir die Synthese von Glukose nutzt (Lang und Kurtz 2005).

Das Glomerulum & die Blut-Ham-Schranke

Die Blut-Harn-Schranke ist fir die Funktion des Nierenkorperchens (Glomerulum) eine ganz
entscheidende Struktur. Wie in Abbildung 1 dargestelit, wird sie vom Kapillarendothel, den
Podozyten mit ihrer  Schlitzmembran und einer  dazwischenliegenden, gemeinsa-

men Basalmembran gebildet (Wendler und Lin% 1998). Die Glomeruli wirken durch ihren


http://de.wikipedia.org/wiki/Endothel
http://de.wikipedia.org/wiki/Basalmembran

speziellen Aufbau als Filter: der Ubertritt von Makromolekillen (z.B. Plasmaproteine wie
Albumin) und Hamozyten wird verhindert, wéhrend die Durchldssigkeit fir Wasser und
kleine Molekiile extrem hoch ist. Der Primarharn (Ultrafiltrat des Blutes) entsteht auf diese
Weise (ca. 180 ITag), welcher in der Bowman-Kapsel aufgefangen wird. Der Primérharn
wird durch Resorptions-, Sekretions- und Konzentrationsvorgdnge zum Endharn im
Rohrensystem der Tubuli aufbereitet (ca. 1,5 /Tag) (Horn und Wagner 1997).

Podozyten-
Niere Glomerulum Kapillare Kapillarwand fuRfortsatze

Blut

Schlitzmembran  GBM Fenestriertes
(SD) Endothel

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Saugerniere

Die Abbildung zeigt einen Querschnitt durch die Niere (links), ein daraus vergréf3ertes Glomerulum
inklusive zu- und abftihrendem Gefal? und den sich anschlieBenden proximalen Tubulus (Mitte links).
Weiter vergroRert stellt sich der Teil einer Kapillare mit aufliegenden Podozyten dar (Mitte rechts)
sowie die Dreischichtung der glomeruldren Filtrationsbarriere aus fenestriertem Endothel,
glomeruldrer Basalmembran (GBM) und Podozyten, zwischen deren FuRfortsdtzen die
Schlitzmembran (SD) ausgebildet wird (rechts).

(Abbildung modifiziert nach Tryggvason et al. 2006)

Die Glomerulare Basalmembran

Die glomeruldre Basalmembran (GBM) ist mit 300 Nanometern besonders dick und enthalt
zahlreiche negativ geladene Proteoglykane. Es handelt sich um die Basallaminae der
Podozyten und des Kapillarendothels, die wahrend der Entwicklung miteinander
verschmolzen, so dass sich eine Lamina rara externa, Lamina densa und eine Lamina rara
interna ausbildet (s. Abb. 2). Der Lamina densa wird eine mechanische Barrierefunktion
zugeschrieben (Wendler und LinB 1998).


http://de.wikipedia.org/wiki/Proteoglykane
http://de.wikipedia.org/wiki/Basallamina

Wichtige Bestandteile der GBM sind Nidogen-1 und -2, Agrin, Laminine sowie Kollagen V.

Die Rolle der GBM bei der Filtration von Makromolekilen ist noch umstritten. So scheint
Kollagen IV zwar fir die Stitzfunktion der Membran unverzichtbar zu sein, aber tragt nicht
zur GroRen- oder Ladungsselektivitdt des Filters bei (Barker et al. 1990; Hudson et al. 2003).
Auch die Proteoglykane scheinen dabei keine wichtige Rolle zu spielen. Es gibt allerdings
Hinweise darauf, dass Laminin a5B2yl wichtig fur die Filtrationsfunktion ist (Zenker et al.
2004).

Podozyten besitzen primdre und sekunddre Verzweigungen. Zwischen diesen Fortsatzen ist
eine Schlitzmembran (SD) ausgebildet, welche auch zur Blut-Harn-Schranke zahlt und nur
unter benachbarten Podozyten ausgebildet werden kann. Die sehr feinen, auBerordentlich
zahlreichen miteinander verzahnten Sekundarfortsatze bedecken von der Harnseite voll-
standig die GBM. Die Podozyten besitzen eine negativ-geladene  Glykokalix.
Hauptbestandteile der SD sind Nephrin und intrazellulares Podocin.

Podozyt \ SD Podozyt

Endothelzelle ~ Fenestriertes
Endothel

Abbildung 2: Glomerularer Filter
A: Schema des glomeruldren Filters B: EM-Aufnahme des glomeruldren Filters

(Abbildung modifiziert nach Pavenstadt et al. 2003, S. 265)

Nidogen-1

Nidogen-1, alias Entactin, ist ein sulfatiertes Glykoprotein mit einem Zuckeranteil von 5%
und es ist 148 kDa schwer (Carlin et al. 1981; Fox et al. 1991). Die Isolierung des Proteins
erfolgte aus einer BM-produzierenden Zelllinie (Carlin et al. 1981) bzw. aus dem Maus-
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Tumor (Timpl et al. 1983). Durch elektronenmikroskopische
Experimente konnte gezeigt werden, dass Nidogen-1 aus einer einzelnen Polypeptidkette
besteht, die sich zu einer langlichen Struktur faltet (Mayer und Timpl 1994). Wie in
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Abbildung 3 dargestellt ist, ist das stabformige Molekil 30 nm lang und besitzt drei globuldre
Domédnen (G1, G2, G3), welche Uber zwei lineare Molekilabschnitte verbunden sind (Fox et
al. 1991; Mayer und Timpl 1994).

Domanenstruktur
des Nidogen-1

G3

Perlekan bindet an:
Kollagen IV
Perlekan
Kollagen IV
Laminin y1

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur des Nidogen-1
Die séulenformige G2-Doméne wird durch 11 B-Faltblatter gebildet, durch deren Hohlraum sich eine

a-Helix zieht. Sie ist verantwortlich fir die Bindung an Perlekan und Kollagen IV. Die G3-Doméne
bildet einen sechsblittrigen B-Propeller. Sie bindet Perlekan, Kollagen 1V und die Laminin y1 Kette.
Uber die Struktur und Funktion der G1 Region ist sehr wenig bekannt

(Abbildung modifiziert nach Liddington 2001, S. 573).

Nidogen-1 spielt in der Embryogenese eine wichtige Rolle. Es kann wahrend der
Embryogenese aus unterschiedlichen Geweben als BM-Proteine (Laminin und Kollagen 1V)
sekretiert werden, was ein Zusammenspiel verschiedener Zelltypen bei der Bildung der BM
notwendig macht (Mayer und Timpl 1994). Die Funktion und Verteilung von Nidogen-1 und
Nidogen-2 im Gewebe wahrend der menschlichen Embryogenese ist jedoch noch unklar
(Miosge et al. 2002). Untersuchungen von Nidogen-1-Knockout-Mé&usen und auch Nidogen-
2-Knockout-Mausen haben zeigen konnen, dass Nidogen-1 nicht essentiell ist fir die Bildung
und Bewahrung der BM. Nidogen-2 kann somit den Verlust von Nidogen-1 teilweise
kompensieren (Murshed et al. 2000).
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Es konnte neben Nidogen-1 also noch eine weitere Isoform, Nidogen-2, entdeckt werden.
Nidogen-2 ist 200 kDa schwer und 50 nm lang (Kohfeldt et al. 1998). Es wurde bei
wirbellosen Lebewesen nur eine Nidogenart festgestellt (Ackley et al. 2003). Nidogen-2 wird
im Laufe der Embryonalentwicklung gemeinsam mit Nidogen-1 ubiquitir in  allen
Basalmembranen exprimiert (Miosge et al. 2002; Gersdorff et al. 2005). Mit der
Spezifizierung im adulten Organismus wird Nidogen-2 vor allem in endothelialen
Basalmembranen angereichert. Nidogen-1 ist aber weiterhin in deutlich molarem Uberschuss
ubiquitarer Bestandteil aller Basalmembranen, vor allem in den GBM der Nieren (Kohfeldt et
al. 1998; Murshed et al. 2000). Die Nidogen-1-Fragmente (spezifische Banden beim Western

Blot) sind unter Punkt 3.2 zu sehen.

Die Fahigkeit des Nidogen-1 sowohl dreifach Komplexe mit Laminin und Kollagen IV zu
bilden (s. Abb. 4) als auch andere Komponenten der Basalmembran miteinander zu
verkniipfen, lasst vermuten, dass Nidogen-1 als Linkprotein fungiert (Kramer 2005) und die
Basalmembranarchitektur auf supramolekularer Ebene stabilisiert (Aumailley et al. 1993). Da
sowohl Kollagen 1V als auch Laminin alflyl selbstdndig zu Netzwerken polymerisieren und
Nidogen-1 beide Strukturproteine binden kann, wurde dem Nidogen eine bedeutende Rolle in
der Verknipfung der beiden Netzwerke zugesprochen. Nidogen-1 ist sehr sensibel fur
Proteasen. Biochemische Studien zeigen, dass Nidogen-1 mit Laminin einen stabilen, nicht-
kovalenten Komplex bildet (Dziadek und Timpl 1985). Durch die Bindung an Laminin wird
Nidogen-1 stabilisiert. Beweise hierfur lieferten In-vitro-Versuche, in denen gezeigt werden
konnte, dass nach der Bindung von rekombinantem Nidogen-1 mit Laminin alflyl die
Spaltung des Nidogen-1 durch Thrombin verhindert und die Aktivitdt anderer Proteasen in der
G3-Doméne verringert wurden (Mayer und Timpl 1994).

Nidogen-1 kann des Weiteren mit Perlekan interagieren. Auf der G2-Doméne befindet sich
die Hauptbindungsstelle fir Perlekan (Battaglia et al. 1992).
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a Nidogen Collagen IV
LNQ Laminin O:O'O
, NCI
g G1-3 Domine
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Abbildung 4: Basalmembrankomponenten der adulten GBM
Nidogen-1 bindet an den kurzen Armvon Laminin y sowie an Kollagen IV

(Abbildung modifiziert nach Miner 2012, S. 10 NIH-PA Author Manuscript)

Es konnte in Studien gezeigt werden, dass eine Abwesenheit der Basalmembrankomponente
Nidogen-2, nicht jedoch von Nidogen-1, zu einer erhdhten Bildung von Lungenmetastasen bei
Mausen fuhrt, da die Basalmembran durchléssiger fir Tumorzellen wird (Mokkapati et al.
2012). Ein Doppel-Knockout fuhrt zu starken Verénderungen der BM und zu einem frihen
Tod der Mduse.

In den spaten Stadien der Osteoarthritis (OA) wird vermutet, dass Nidogen-1 und -2 den
Chondrozyten helfen, die Knorpelintegritdt wiederherzustellen und somit diese Proteine eine

wichtige Schlisselrolle in der Pathogenese der OA spielen (Kruegel et al. 2008).

Perlekan

Perlekan ist ein Proteoglykan und wurde zuerst im Stroma des Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS) Tumor entdeckt (Paulsson et al. 1987).

Dadurch, dass das Erscheinungsbild des Proteins im Elektronenmikroskop (EM) eher
perlenschnurartig ist, entstand der Name Perlekan. Das heparansulfathaltige Protein stellt die
grofite Basalmembrankomponente dar. Es besteht aus einem 500 kDa schweren Kern-Protein,
welches aus funf globuldren Doménen (I bis V) aufgebaut ist und drei Heparansulfat-haltigen

Ketten, die an einem der beiden Enden aufgehdngt sind (Noonan et al. 1991).

Mutationen am HSPG2-Gensind die Ursache fur das Schwartz-Jampel-Syndrom (SJS) und
die Dysplasie vom Silverman-Handmaker-Typ (DDSH) (Arikawa-Hirasawa et al. 2002). Das

SJS st eine seltene autosomal-rezessive Erkrankung, gekennzeichnet durch Myotonie und


http://de.wikipedia.org/wiki/Mutation
http://de.wikipedia.org/wiki/Gen
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Schwartz-Jampel-Syndrom&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/wiki/Dysplasie

13

Knochen- sowie Gelenkanomalien. Die Klinischen Symptome treten bald nach der Geburt auf
(Viljoen und Beighton 1992). Der Defekt des letalen Typs Silverman-Handmaker Dbetrifft
Perlekan der Basalmembran und der extrazelluliren Matrix, vor allem des Knorpels (Prabhu
et al. 1998).

Perlekan stabilisiert Basalmembranen, indem es mit anderen Basalmembrankomponenten
Wechselwirkungen eingeht. Es konnte gezeigt werden, dass Perlekan sowohl mit Laminin als
auch mit Nidogen-1 interagiert (Battaglia et al. 1992). Es ist wahrend der Entwicklung in der
GBM vorhanden und &ndert aber im Adulten seine Lokalisation in das Mesangium und in die
Bowmann'sche Kapsel und wird durch das Proteoglykan Agrin ersetzt (Groffen etal. 1998a).

Agrin

Agrin ist ein Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG) (s. Abb. 4), welches hochkonzentriert an
den Basallaminae von neuromuskuldren Synapsen vorkommt und eine Hauptkomponente der
menschlichen glomeruldren Basalmembran darstellt (Groffen et al. 1998a). Das Proteoglykan
kommt in verschiedenen Spezies vor. Agrin konnte unter anderem aus dem Huhn (Tsim et al.
1992), der Ratte (Rupp et al. 1991), dem Zitterrochen Discopyge ommata (Smith et al. 1992)
und dem Menschen (Groffen et al. 1998b) isoliert werden.

Elektronenmikroskopisch zeigt sich eine 95 nm lange Struktur, die fadenartig erscheint und
drei kugelformige Verdickungen am C-Terminus enthdalt (Denzer et al. 1998). Bei den
Kugelformigen Verdickungen handelt es sich um drei globuldre Doménen, wobei G3
notwendig fur die synapseninduzierte Aktivtat des Agrins an der neuromuskularen Endplatte
ist (Gesemann et al. 1995; Jones et al. 1997; Cornish et al. 1999). Der Bereich um die G1- und
G2-Doméne fungieren als Bindungsstelle fir die Zuckerseitenketten des extrazellularen

Matrixproteins a-Dystroglycan (Hopf und Hoch 1996; Gesemann et al. 1996).

Die Expression von Agrin im ZNS beginnt sehr frih und hélt wahrend der Entwicklung des
Zentralnervensystems an (Li et al. 1997; Cohen et al. 1997). Es wurde nachgewiesen, dass
nach Verletzungen, beispielsweise verursacht durch einen Schlaganfall oder Epilepsie, es zu
einer Hochregulation von Agrin mRNA kommt (O Connor et al. 1995; Thomas et al. 1995;
Falo et al. 2008).

Im Hinblick auf Agrin am Glomerulum wird vermutet, dass die stark negativ geladenen
Heparansulfat-Seitenketten mit  verantwortlich sind beim Erhalt der ladungsabhéngigen
Permeabilitit der GBM im Zuge des Filtrationsprozesses (Farquhar et al. 1985; Kanwar et al.

1991; van den Born et al. 1992). Des Weiteren scheint es eine bedeutende Rolle bei der
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Verankerung von Fuldfortsdtzen (Podozyten) in der GBM zu spielen. Wie auch an der
neuromuskuldren Synapse konnten auf der Podozytenoberfliche alle Bestandteile des
Dystrophin-Glycoprotein-Komplexes ~ (a-Dystroglycan, ~ B-Dystroglycan ~ und  Utrophin)
bewiesen werden (Raats et al. 2000).

Nidogen-1 kann also nicht nur mit Perlekan interagieren (Battaglia et al. 1992), sondern auch

mit Agrin, da es Perlekan in der adulten GBM ersetzt.

Laminin

Laminine wurden zuerst im Stroma des Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Tumors entdeckt
(Timpl et al. 1979). Sie sind Glykoproteine mit einer molekularen Masse von 400 bis 800
kDa. Sie bestehen aus drei genetisch unterschiedlichen Protemketten, die als o, f und y-Kette
bezeichnet werden und sie haben eine charakteristische kreuzformige Struktur (s. Abb. 4)
(Burgeson et al. 1994; Beck et al. 1990). Die Untereinheiten kénnen in funf alpha-Ketten, drei
beta-Ketten und drei gamma-Ketten differenziert werden und die Isoformen werden als
Laminin-111 bis Laminin-523 bezeichnet (s. Abb. 4) (Aumailley et al. 2005).

Laminine sind bedeutend wéhrend der Embryonalentwicklung und bei Organfunktionen in
adulten Geweben. Laminine binden an Kollagen 1V, Nidogen, Agrin und an sich selbst, um
die Struktur der BM zu bilden. Des Weiteren werden zahlreiche zellspezifische Antworten
ausgeldst, wenn Laminin gebunden wird. Laminine sind strukturell und regulatorisch wichtige
Molekile (Martin und Timpl 1987) Sie koénnen Uber die Rezeptoren betal-Integrin, alpha-
Dystroglycan und alpha6betad interagieren und die Zellen beeinflussen (Hohenester und
Yurchenco 2013). Im Glomerulum findet bei den Lamininen ein Entwicklungsswitch von
Laminin-111 Gber Laminin-511 zu Laminin-521 statt. Dies ist wichtig fir die Differenzierung
und Homoostase der Podozyten (Miner 2012).

Ein friher embryonaler Tod wird hervorgerufen, wenn die Laminin gammal-Kette fehlt
(Smyth et al. 1999). Der Verlust von Laminin beta2 verursacht das Pierson-Syndrom. Dies ist
ein angeborenes nephrotisches Syndrom mit Augen- und neurologischen Defekten. Die

Lebenserwartung dieser Patienten ist sehr gering (Suh etal. 2011).
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Kollagen 1V

Kollagene werden in mehrere Untergruppen unterteilt. Kollagen IV spielt eine wichtige Rolle

in der Familie der Kollagene.

Kollagen IV tritt im Gegensatz zu den meisten Kollagenen nur in Basalmembranen auf.
Bisher wurden sechs verschiedene alpha-Ketten (al bis o6) identifiziert, von denen sich
jeweils drei dieser Ketten (aloalo2(IV), a3ada5(IV), aS5a5a6(1V)) zu einer Tripelhelix
zusammenfigen (Hudson 2004; Khoshnoodi et al. 2008). Sie bilden ein ca. 400 nm langes
gestrecktes Molekdl, welches aus drei Domdnen und einer vorangestellten Signalsequenz
besteht.

Die Kollagen IV-Monomere konnen sich durch ihre hohe Flexibilitdt mittels lateraler und
End-zu-End- Assoziation zu Polymeren zusammenfigen und tragen somit entscheidend zur
mechanischen Stabilitit der Basalmembran bei (Timpl et al. 1981; Yurchenco und Ruben
1987).

Die al(IV)- und o2(IV)-Ketten kommen ubiquitir vor. Die restlichen Ketten sind nur in
Innenohr, Lunge, Augenlinse und der reifen glomeruliren Basalmembran der Niere
vorhanden (Heidet und Grubler 2009).

Die embryonale Form besteht aus zwei al(IV)- und emer a2(IV)-Kette und wird dann kurze
Zeit spater in die reife Form Uberfihrt durch Austausch mit den a3a4a5(1V)-Ketten. Die reife
Form wird nur von den Podozyten exprimiert (Abrahamson et al. 2009; Miner und Sanes
1994).

Mutationen in den COL4A3-5-Genen verursachen das Alport-Syndrom, welches zu
Nierenfibrose fihrt. Mutationen im COL4A5-Gen werden X-chromosomal vererbt, wobei
Mutationen in den COL4A3- oder COL4A4-Genen autosomal vererbt werden (Antignac
1995). Fast 1% der Bevolkerung sind heterozygote Gentrdger fur Mutationen in den
COL4A3/4-Genen und haben eine familidre benigne Hamaturie (FBH) oder eine Thin
Basement Membrane Nephropathy (TBMN) (s. Kapitel Alport-Syndrom, Seite 18). Durch
Mutationen wird die Kollagenstruktur verandert und die Zell-Matrix-Interaktion veréndert.
Der Discoidin Domain Rezeptor 1 (DDR1) und Integrin a2f1 sind wichtige Rezeptoren, iber
die die Zellen die extrazellulire Umgebung wahrnehmen (Rubel et al. 2014).

Nephrin
Nephrin ist etwa 180 kDa schwer und gehort zur Immunglobulin-Superfamilie der Zell-
Adhasionsmolekile (IgCAM) der Schlitzmembran (Kestila et al. 1998). Nephrin besitzt sechs
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linear angeordnete Immunglobulin-&hnliche Strukturen am N-Terminus der extrazelluldren
Domédne. Interaktionen mit anderen Nephrinmolekilen kodnnen durch diese Doméne
eingegangen werden. Nephrin (bt eine wichtige Funktion in der Signalibertragung mittels
Phosphorylierung der Tyrosinreste aus und beeinflusst das Uberleben der Podozyten und

deren Zellwachstum (Benzig 2004; Tryggvason 1999).

Mit Hilfe der Immunogoldfarbung und Elektronenmikroskopie konnte gezeigt werden, dass
Nephrin schon wahrend der Embryonalentwicklung in der Niere spezifisch in den Podozyten
exprimiert wird und nahe der Schlitzmembran lokalisiert ist (Holthofer et al. 1999; Holzman
et al. 1999; Ruotsalainen et al. 1999; Ruotsalainen et al. 2000).

Durch das Krankheitsbild des Kongenitalen Nephrotischen Syndroms vom finnischen Typ
(CNF) konnte Uber Positionsklonierung das Gen NPHS1 identifiziert werden. Das CNF ist
eine autosomal-rezessiv vererbte Krankheit. In Finnland hat diese Erkrankung eine besonders
hohe Inzidenz. Etwa 1 von 1000 Neugeborenen ist dort betroffen, welche bereits in utero zu
einer erheblichen Proteinurie flhrt. Unbehandelt fihrt diese Erkrankung kurz nach der Geburt

zu einer terminalen Niereninsuffizienz (Huttunen 1976; Kestila et al. 1998).

In Mé&usen fihrt die Inaktivierung von NPHS1 wie auch beim Menschen zu einer massiven
Proteinurie und innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt zum Tod. Der Bowman'sche
Kapselraum der Glomeruli ist vergrofRert, die FulRfortsatze der Podozyten sind verschmolzen,
die Tubuli sind dilatiert und eine Schlitzmembran kann nicht mehr nachgewiesen werden
(Putaala et al. 2001)

Podocin

Das Gen NPHS2 wurde ebenfalls per Positionsklonierung identifiziert, das fir das Protein
Podocin codiert. Podocin ist ein Mitglied der Prohibitin-Doménen-Homologie-Proteine
(PHBd-Proteine), welches ausschliellich von Podozyten exprimiert wird. Das Protein besteht
aus einer kurzen intrazelluliren aminoterminalen Doméne, einer intramembranaren Region
und einer zytosolischen carboxyterminalen Doméne. Analysen der Struktur dieses Proteins
lassen auf eine haarnadelartige Faltung schlieBen (Boute et al. 2000). Es konnte gezeigt
werden, dass Podocin an der glomeruldren Schlitzmembran lokalisiert ist (Roselli et al. 2002)
(s. Abb. 5), direkt mit Nephrin interagiert und Nephrin-assoziierte Signakransduktion
verstarkt (Huber et al. 2001) und somit einen wichtigen Anteil an Funktion und Aufbau des

Nierenfilters hat.
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Abbildung 5: Podocin-Nachweis mittels Immunogoldhistochemie
Lokalisation von Podocin an der Schlitzmembran (» ) bei einer adulten Rattenniere.

P=Podozyt; En= Endothelzelle
(Abbildung modifiziert nach Schwarzetal. 2001, S. 1625)

Patienten, welche eine heterozygote Podocin-Mutation und R229Q-Mutation aufweisen,
konnen ein Steroid-resistentes nephrotisches Syndrom entwickeln (Machuca et al. 2009).
Mehrere Mutationen von NPHS2 bilden so die pathophysiologische Grundlage eines Steroid-
resistenten, nephrotischen Syndroms (Boute et al. 2000; Pollak 2002; Ruf et al. 2004). Mé&use
sterben in Tierexperimenten innerhalb weniger Tage nach der Geburt an Nierenversagen,
wenn sie Podocin-defizient sind (Roselli et al. 2002). Heterozygote Nphs2*/R140Q Mause haben
hingegen eine normale Lebenserwartung. Ein nephrotisches Sydrom ensteht ebenfalls, wenn
Podocin in adulten Mausnieren inaktiviert wird (Mollet et al. 2009).
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Das Alport-Syndrom

Das  Alport-Syndrom st eine  seltene  vererbte  Erkrankung mit  Affektion
von Niere, Innenohr und Auge. Dieses Syndromwurde nach dem stdafrikanischen  Arzt
Arthur Cecil Alport benannt (1880-1959).

In Uber 80% der Falle wird das Alport-Syndrom X-chromosomal (XLAS) (mutiertes
COL4A5-Gen) vererbt, autosomal (ARAS) (Mutationen in den COL4A3- oder COL4A4-
Genen) in 10-15% (Antignac 1995). Die Prdvalenz des X-chromosomalen Alport-Syndroms
liegt bei ca. 1:5.000 bis 1:10.000 und beim autosomal-rezessiven Syndrom bei 1:50.000.

Die (Mikro-)Hamaturie ist oft das einzige Symptom des heterozygoten XLAS— und ARAS-

Ubertragers, die Proteinurie dagegen seltener (Gross 2012).

Das Alport-Syndrom ist eine progressive Nierenerkrankung mit bereits erwahnter Hamaturie,
Proteinurie,  Innenohrschwerhorigkeit und typischen  Augenverdnderungen (Alport 1927;
Hudson et al. 2003). Charakteristisch ist die Aufsplitterung und Lamellierung der GBM (s.
Abb. 6). Ménner mit dieser Erkrankung entwickeln in der Regel eine terminale
Niereninsuffizienz (Morath et al. 2010). Etwa 90% der ménnlichen Patienten leiden schon vor
dem 40. Lebensjahr an einem Nierenversagen (Jais et al. 2000). Des Weiteren kommt es
meistens auch zu Folgeschdden wie renale Hypertonie, sekunddre Hyperparathyreoidismus
und kardiovaskulare Erkrankungen (Morath et al. 2010). Heterozygote Tragerinnen erkranken
zu 95% an einer Hamaturie mit charakteristischer verdinnter GBM (s. Abb. 7) und es
entwickeln etwa 10 bis 12% der Frauen ein terminales Nierenversagen typischerweise nach
dem 40. Lebensjahr (Jais et al. 2003).

Aufgrund des Gendefektes kénnen die Nieren in ihrer GBM keine intakten Kollagen V-
Ketten bilden. Die fibrotische Verdnderung der Nieren ist die Konsequenz einer gestorten
Zell-Matrix- Interaktion aufgrund des defekten Aufoaus von Kollagen IV (Gross und Weber
2005).

Lichtmikroskopisch sind die Verédnderungen an der Niere beim Alport-Syndrom nicht
spezifisch und daher zur Diagnostik allein nicht geeignet. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen der GBM sind Wegweiser bei der Diagnostik des Syndroms. Die
verbreiterte, aufgesplitterte und ausgedinnte GBM sind typische Veranderungen (s. Abb. 6
und 7) (Kashtan et al. 1994). Des Weiteren konnen die Podozyten vergrofRert und die Matrix
des Mesangiums vermehrt sein (Gubler et al. 1981). Die Anamnese und Befunderhebung ist

entscheidend fur die Stellung der Diagnose (s. Tabelle 1).


http://flexikon.doccheck.com/de/Niere
http://flexikon.doccheck.com/de/Innenohr
http://flexikon.doccheck.com/de/Auge
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Tabelle 1: Diagnosekriterien Alport-Syndrom

Diagnosekriterien Ha&ufigkeit der Symptome

1 Pos. Familienanamnese (Hamaturie) mit/ohne Familienanamnese | 85%
Progression zu terminalem Nierenversagen Hamaturie 100%

2 Progrediente Innenohrschwerhorigkeit 75%

3 Augenverénderungen 20-45%
(Lentikonus, Fundus albipunctatus)

4 Charakt. Ultrastrukturelle VVerdnderungen der glom. 100%
Basalmembran. Aufsplitterung/Lamellierung,
Verdickung, Verdinnung.

Neue Diffuse Leiomyomatose des Osophagus 1-2%

Kriterien | COL4A5-, COL4A3/A4-Mutationen Nachweisbar in 40-70%

Tabelle 1: Diagnosekriterien fur das Alport-Syndrom (Tabelle nach Gross 2008*)
*Die Verwendung der Tabelle erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. O. Gross

v“ 2 ~,
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Abbildung 6: GBM & Glomerulus
EM (links); LM (rechts)

rechts oben: gesunde Niere mit gesundem
Glomerulus und normaler glomeruldrer Basal-

membran (links oben).

links unten: Alport-Syndrom mit verbreiterter,
aufgesplitterter Basalmembran und vernarbtem
Glomerulus bzw. Glomerulosklerose (rechts unten).

P=Podozyt
GBM= glomerulare Basalmembran
En= Endothel

Gl= Glomerulus

(Abbildung modifiziert nach Floege etal. 2006, S. 2722)




Abbildung 7: Normale GBM (A) und verdinnte GBM (B)
A: EM-Aufnahme einer gesunden Niere mit gleichméfig breiter GBM mit fenestriertem Endothel und

differenzierten FuRfortsatzen der Podozyten.

B: EM-Aufnahme einer Niere mit verdinnter GBM im frihen Stadium des Alport-Syndroms oder
TBMN (= Thin Basement Membrane Nephropathy).

(Abbildung modifiziert nach Tryggvason und Patrakka 2006, S. 814)

COL4/Podocin als modifier Gen

Die Mutter einer Osterreichischen Familie, die sich als heterozygote Alporttragerin mit
Mutation im COL4A5-Gen erwies, hatte bereits im Kindheitsalter eine Hamaturie sowie eine
Proteinurie. Dies kann normalerweise in dieser Form und in dem Alter nicht bzw. kaum
nachgewiesen werden. Sie entwickelte des Weiteren schon im jugendlichen Alter ein
terminales Nierenversagen. Auch ihr Sohn leidet am Alport-Syndrom. Die Tochter — ebenfalls
Lhur”  heterozygote Trégerin der Mutation - leidet ebenfalls an einer frih einsetzenden
Proteinurie  und Niereninsuffizienz. Beide, Mutter und Tochter, besitzen neben einer
heterozygoten COL4A5-Mutation einen Nphs2-Polymorphismus (R229Q (CGA>CAA)).
Dieser Polymorphismus im Nphs2-Gen konnte den Krankheitsverlauf bei Mutter und Tochter

aggravieren.
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1.1 Zielsetzung der Arbeit

Basierend auf dem Fall der 0Osterreichischen Familie besteht die Vermutung, dass es eine
Verbindung zwischen der glomerularen Basalmembran und der Schlitzmembran gibt. Diese
Verbindung koénnte die Podozyten-Struktur beeinflussen und bei einem gleichzeitigen

Auftreten von GBM/SD—Mutationen friher zum Nierenversagen fiihren.

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob diese Mutationen friher zum
Nierenversagen fihren. Dies wird durch Untersuchungen von doppelt-heterozygoten
COL4A3*(GBM) / Nphs2*/R140Q (SD)-Méausen am Tiermodell Uberprift. Hierbei soll die
Zusammensetzung der GBM untersucht werden, da diese essentiell fir die Funktion von
Zellen und Stabilitdt der GBM ist.

Nach unserer Hypothese nimmt Nidogen-1 (Nid-1) eine Schlisselrolle ein, da es eine
wichtige stabilisierende Funktion in der GBM Ubernimmt. Besonders fur Kollagen 1V und
Laminin dient Nid-1 zur Vernetzung und Stabilisierung. Es scheint als Linkprotein zu
fungieren (Kramer 2005). Daher werden in der vorliegenden Arbeit 60 und 180 Tage alte
Wildtyp-, Einzel- und Doppel-heterozygote Kollagen IV/Podocin-Mduse, mittels real-time
gPCR (auf mRNA-Ebene) und Western Blot (auf Proteinebene) auf die Quantitat/\VVerteilung
von Nid-1 untersucht. Mittels  ultrastruktureller Immunogoldhistochemie und
Immunfluoreszenz wird die genaue Lokalisation und Quantifizierung von Nid-1 in der GBM
durchgefiihrt. Insbesondere bei der elektronenmikroskopischen Immunogoldhistochemie kann
Nid-1 sehr genau untersucht werden in Bezug auf die Lokalisation. Proteinmenge und/oder
Lokalisation des Proteins wie zum Beispiel in der Zelle, Mesangium oder GBM sollen dank

Elektronenmikroskopie genauer untersucht werden und einen mdglichen Aufschluss geben.

Anderungen von Nid-1 kénnen Hinweise auf eine veranderte Stabilitit und erh6hte
Durchléssigkeit der GBM sein, was zu Proteinurie und damit korrelierend Nierenfiorose
fihren konnte. Diese Untersuchungen zur Rolle von Nid-1 bei der Interaktion von GBM und

Podozyten konnten neue Therapieansatze bei glomeruldren Erkrankungen ermdglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Mause fur Elektronenmik roskopie, Western Blot und PCR

Es wurden heterozygote Nphs2*/R140Q-Mause aus 129 Sv/Pas-Hintergrund mit heterozygoten
COL4A3*--Mausen aus 129 Sv/J-Hintergrund gekreuzt. Von der Arbeitsgruppe um Prof.
Corinne Antignac (INSERM, Paris) wurden die Nphs2*/R140Q-Mause freundlicherweise zur
Verfugung gestellt. Von den Jackson Immunoresearch Laboratories (WestGrove, PA, USA)
wurden die COL4A3*--Mause bezogen. Die Tierzucht wurde vom Tierpflegepersonal der
Uniklinik Gottingen durchgefiihrt und bei den zustdndigen Behtrden unter dem Projekttitel

T 12/7 ,Basalmembran-Interaktion mit der Schlitzmembran der Podozyten™ angezeigt.

In der im Anhang aufgefiihrten Tabelle (siehe Tabelle 2, Seite 74) sind die Mduse dargestellt,

die fur die jeweiligen Methoden verwendet wurden.

2.2 Genotypisierung

Fur die Genotypisierung wurden Schwanzbiopsien der Méause (siehe Tabelle 2, Seite 74)
benutzt. Die DNA-Isolation wurde nach Standardprotokoll durchgefiihrt (Nucleo Spin®,
Macherey-Nagel). Die Schwanzbiopsien wurden jeweils in ein 1,5-ml-Tube (Uberfihrt und
dieses mit 180 Wl T1 Puffer und 25 pl Proteinase K gevortext. Danach folgte fir 60 min bei
56°C die Inkubation. Der BE-Puffer wurde auf 70°C vorgewdrmt. Das Lysat der Biopsien
wurde dann fir 5 min bei 15000 rpm zentrifugiert, der Uberstand abgenommen (200 ) und
in ein neues E-Cup uberfihrt. Der Uberstand (200 pl BE) wurde gevortext, mit 210 pl 100%
Ethanol aufgefullt und erneut gevortext.

Die Proben wurden auf die S&ule pipettetiert und fir 1 min bei 13500 rpm zentrifugiert. Der
Durchlauf wurde verworfen und anschliefend auf die Sdule 500 p Waschpuffer BW
gegeben. Dieses wurde erneut zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Auf die Séule
wurde danach 600 pl Waschpuffer B5 gegeben und nochmals zentrifugiert. Der Durchlauf
wurde verworfen und die S&ule getrocknet und dann in ein E-Cup Uberfuhrt. Zu der Sé&ule
wurden 200 W BE-Puffer (70°C) gegeben und dieses 1 min bei RT stehen gelassen;
abschlieRend nochmals zentrifugiert und die S&ule verworfen. Die Proben mit der
gewonnenen DNA wurden bei 4°C gelagert, bis diese fiur die Genotypisierung verwendet

wurden.



COL4A3

Primer forward

CAA GGC TTAAAG GAAAATCC
Primer reverse

CCT GCT AATATA GGG TTC GAG A
Primer mutant

AAT CGC CAATGACAAGACG

Der Mastermix flr die Genotypisierung ist
folgendermaRen mit COL4A3 anzusetzen:
10 pl DNA,

0,5 ul Primer foward (20 pM),

0,5 Yl Primer reverse (20 pM),

0,5 (I Primer mutant (20 pM),

0,5 W Nuclei,

0,2 yl Taq (F-100, Biozym),

2,5 Wl 10xPuffer und

10,3 pl dH,O werden in PCR-tubes gegeben.

23

Nphs2

Primer forward
TAATTATAGGGC GG TTG TC
Primer reverse

TCCTC TTCTCCCAACTAAA

Der Mastermix flr die Genotypisierung
ist folgendermaRen mit Nphs2 anzusetzen:
10 yl DNA,
0,5 Jl Podocin 3 forward (20 pM),
0,5 yl Podocin 3 reverse (20 pM),
0,5 Wl Nuclei (je 10 mM),
0,2 yl Taq (F-100, Biozym),
25 Wl 10xPuffer und
10,8 pl dH20 werden
in PCR-tubes gegeben.
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Fur die PCRs wurden dann jeweils folgende Programme des Thermocyclers (Mastercycler

personal von Eppendorf) verwendet:

COL4A3 Nphs2
°C Minuten °C Minuten
95 4 94 5
64 1 94 45 sek )
72 2 R 52 45 sek - 35X
95 1 g 30 sek 3x 72 45 sek
62 1 ) 72 10 B
72 2 3
95 1 % 30 sek 3x
60 1 J
72 2 3
95 1 >30 sek 41x
58 1

J

72 4
72 1

Anschlielend folgte der Agarose-Gellauf:

1,5% Agarose wurden mit 1x TAE gekocht. 10 pl 0,06%iges Ethidiumbromid wurden zu den
30ml Agarose zugegeben und dann ausgehdrtet. Danach wurde das Gel beladen mit 12,5 p
Probe (DNA) und 2,5 il 6x DNA Ladepuffer. Der Gellauf lief bei 70 V 1 Std und das Bild

wurde danach unter UV-Licht erstell.

Ansatz 6x Ladepuffer:

10 mM Tris pH 7,6
0,03% Bromphenolblau
0,03% Xylencyanol
60% Glycerol

60 MM EDTA




Rezept TAE:

50x TAE fur 11/ 1:50 Verdinnung:
2 M Tris

50 mM EDTA-Tetranatriumsalz

Tetrahydrat mit Essigséure ergeben ca. 57,1 ml

pH-Wert 8,3 (mit Essigséure eingestellt)
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Zur Kontrolle der GrélRe wurde ein Marker zusatzlich aufgetragen.

(100 bp Plus DNA Leiter # 5M0321, Fermentas)

Ansatz Marker:

105 Wl DNA-Leiter
105 pl 6x Ladepuffer
420 gl dH20

3000 bp

1200 bp
1000 bp

500 bp

VLl

Abbildung 8a:
Beispielhaftes 1,5%iges Agarose-Gel

zur Auftrennung einer COL4A3-PCR

3000 bp
1000 bp

300 bp

Genotypen zu Abb. 8a,b:

+/- heterozygot
+/+ homozygoter Wildtyp

-/- homozygoter Knockout

Genotyp

[—
f—
=
—
-
et

S ——

Abbildung 8b:
Die Nphs2-PCR wurde mittels

2%igem Agarose-Gel analysiert. Es
gab keine homozygoten Nphs2+/R140Q

da diese postnatal letal gewesen

waren.

Fur die Einbringung der Punktmutation im Nphs2-Gen wurde die Region zwischen Exon 3

bis Exon 4 ausgetauscht. Gleichzeitiy wurde eine Hygromycin-Kassette in die Intronregion

eingebaut. Der Einbau dieser Hygromycin-Kassette diente zur Selektion der Stammzellen,

wurde aber in den Mausen Uber die LoxP-sites wieder entfernt. Die Primer zur

Genotypisierung liegen in der Intron-3-Region. Dementsprechend muss zusatzlich zu der im
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Genom verbliebenen LoxP-site auch ein gewisser Teil des Konstruktes erhalten geblieben
sein.  Welcher Teil das allerdings ist, kann Uber die Original-Veroffentlichung nicht
nachvollzogen werden (Philippe et al. 2008). Die Arbeitsgruppe von C. Antignac, die uns die
Mause zur Verfigung gestellt hat, hat uns ebenso die Primer-Sequenzen zur Verfiigung

gestellt.

2.3.1 Praparation fur die Histologie

Fur diesen Versuch wurden praparierte Mausnieren (siehe Tabelle 2, Seite 74) benutzt.
Verwendete AntikOrper:

1. AK: Nidogen-1 1052 (rabbit-anti-human/mouse)

(Geschenk von Prof. Dr. med. Miosge, Abteilung Prothetik, Uniklinik Gottingen)

2. AK: polyclonal goat anti-rabbit Immunoglobulins/HRP von Dako 1:5000

Die im Vorfeld hergesteliten 3 pm dicken Paraffinschnitte wurden mit Hilfe von Xylol
entparaffiniert (dreimal, fur je 10 min, bei RT). AnschlieBend kamen die Schnitte in eine
absteigende Alkoholreihe, um diese zu rehydrieren; zweimal fir 5 min in 100% Ethanol,
sowie je einmal fir 5 min in 96%, 70% und 50% Ethanol. Danach wurde 5 min mit dH2O
gewaschen und fir den Andau Proteinase K (Dako; 0,4 mg/ml) (verdinnt 1:50 in 0,05Tris-
HCI pH 7,6) fur 5 min bei 37°C verwendet. Darauf folgte das dreimalige Waschen mit 1x
TBS fur jeweils 10 min (10x TBS: 0,5M Tris = 60,57¢/l; 1,5MNaCl = 87,6g/l pH 7,6). Das
Blocken erfolgte mit 5% BSA/TBS 1h bei RT. Der AK gegen Nidogen-1 wurde anschlieRend
mit 5% BSA/TBS 1:100 fur 1 h bei 37°C angewendet. Das dreimalige Waschen folgte erneut
mit 1x TBS fur jeweils 10 min. Der zweite AK (Goat anti rabbit Alexa 488; Invitrogen) wurde
mit 5% BSA/TBS 1:200 verdinnt und die Schnitte 1 h bei RT und Dunkelheit inkubiert.
Danach erfolgte das Waschen fir 10 min mit TBS und abschlieRend das Eindecken mit

Fluoreszenz Mounting Medium (. N. bei Dunkelheit und 4°C.

Mit Hilfe des Fluoreszenz Mikroskops konnten die Zellen analysiert werden (Fluoreszenz
Mikroskop von ZEISS, Axiovert S100TV; UV-Lampe: XBO 75W HBO 100W).



27

2.3.2 Elektronenmikroskopische Methodik

Diese Methodik wird unterteilt in die LR-Gold® - Einbettung, die Herstellung von Semi-
Dinnschnitten (0,9 pm) und Ultra-Dinnschnitten (80 nm), das Herstellen von kolloidalem
Gold wund das Koppeln wvon Antikorpern, sowie die elektronenmikroskopische

Immunogoldhistochemie von Nidogen-1.

Die verwendeten Maduse fur die Elektronenmikroskopie sind aus der Tabelle 2, Seite 74 im

Anhang zu entnehmen. Der Nidogen-1 AK ist unter 2.3.1 auf Seite 26 beschrieben.

2.3.2.1 LR-Gold®-Einbettung
Im folgenden Abschnitt wird die Methodik der Préparation und Fixierung fir

Immunogoldhistochemie (LR-Gold®) beschrieben.

1) Die Gewebestiicke der Mausniere sollten nicht grofer als 1,5 x 1,5 mm sein und
schnellstmdglich in ein Fixans gebracht werden; fir 20 min bei 4°C.
Das Fixans bestand aus 4% Paraformaldehyd und 0,5% Glutaraldehyd (von Sigma-
Aldrich, Art-Nr. 2038565) in 0,1 M PBS:

Fur das Fixans wurde 0,2 M PBS angesetzt. (0,1 M PBS setzt sich zusammen aus:
6,79 g NaCl + 1,48 g NazHPO4 in 1000 ml ag. tridest. gelost und mit 1 N NaOH auf
pH 7,4 gebracht und filtriert) 20 ml 0,2 M PBS und 20 ml 8% frisches
Paraformaldehyd (8 g Paraformaldehyd auf 100 ml aqg. tridest. fur 1 h auf 60°C erhitzt,
gekthlt auf RT, 1 Tropfen 1 N NaOH dazu, danach filtriert. Der pH solite um 8
liegen) wurden mit 0,8 ml 25% Glutaraldehyd vermischt (aus luftdichter Ampulle;
zB. SERVA, Art-nr. 2311, Boe Ingelheim Gruppe). Der pH-Wert des fertig
gemischten Fixans muss um 7,4 liegen.

2) Nach der Fixierung wurde mit 0,1 M PBS gewaschen.

3) Die Proben wurden fir 45 min in 10 mM Ammoniumchlorid (0,0053 g NH4Cl auf
10 ml 0,1 M PBS) in 0,1 M PBS bei 4°C gelagert.

4) Danach wurde 3mal fir jeweils 5 min in 0,1 M PBS bei 4°C gespalt und

5) anschlielend die Gewebestiicke fir 15 min in 30% Ethanol bei 4°C gelagert.

6) Im Anschluss wurden die Gewebestiicke fur 15 min in 50% Ethanol und

7) fur 15 min in 70% Ethanol dehydriert.
8) Danach wurden die Praparate 1 h mit LR-Gold® pur bei 4°C und
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16 h (Uber Nacht) bei -20°C LR-Gold® mit 0,8% Beschleuniger (25 ml LR-Gold® und
0,2 g Benzil) gelagert.

10) Zuletzt wurde frisches LR-Gold® mit Beschleuniger angesetzt und Proben in Beem®-

Kapseln ausgerichtet, luftdicht verschlossen und 16 h (lber Nacht) bei -20°C unter
UV-Licht ausgehartet.

2.3.2.2 Herstellung von Semi-Dunnschnitten und Ultra-Dinnschnitten

Die Netztrager oder auch Grids genannt, bestehen aus Nickel, Kupfer oder Gold und haben

einen Durchmesser von 2-3 mm und eine definierte Anzahl von Gitterlinien. Diese Grids

missen befilmt werden, bevor sie als Objekttrager dienen konnen. Hier wurden Nickel-Grids

mit einem Durchmesser von 3,05 mm verwendet.

Grids _befilmen:

1) Beschichtungslosung: 0,3 g Formvar (von Agar Scientific) wurden in 100 ml
Chloroform (von MERCK) geldst (Lagerung lichtgeschitzt bei RT),

2) eine Glaskivette mit Aqua dest. randvoll befillt und

3) 5 Objekttrager (unbeschichtet) wurden mit Seife gewaschen und anschlieRend gut mit
Aqua dest. und folgend 70% EtOH fusselfrei gereinigt und getrocknet.

4) Nun wurde der Objekttrdger 15 sek in die Flasche mit der Beschichtungslésung
gestellt und

5) anschlieRend wurden mit einem anderen Objekttrager die Kanten sehr gut angekratzt.

6) Nun wurde vorsichtig vom Rand aus der Objekttrager ins Wasser geschoben, sodass
sich der Film I6ste und auf das Wasser legte.

7) Nun wurden die Grids mit der glanzenden Seite auf den Beschichtungsfilm gelegt.

8) Parafilm wurde geschnitten (sollte grosser sein als der Beschichtungsfilm mit den
Grids) und

9) auf den Beschichtungsfilm mit den Grids gelegt und schnell hochgezogen.

10) Wasserreste wurden vorsichtig am Rand mit Zelistoff entfernt und

11)die Grids anschlielend in einer Plastik-Petrischale gelagert und @. N. trocknen

gelassen.
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Mit Hilfe des Ultramikrotoms (von Reichert-Jung Ultracut E) und mittels Diamantenmesser

konnten Semi-Dinnschnitte (0,9 pm) und danach Ultra-Dinnschnitte (80 nm) von den

eingebetteten Proben hergestellt werden.

Die Semi-Dinnschnitte wurden hier angefertigt, um festzustellen, ob sich Glomeruli auf dem

Schnitt befinden. Wenn Glomeruli auf dem Schnitt vorhanden sind, kann man das Praparat

mit Hilfe einer Rasierklinge quadratisch trimmen, ohne dass die Glomeruli dabei verloren

gehen. AnschlieBend konnen damit Ultra-Dinnschnitte angefertigt werden.

Die Ultra-Dinnschnitte wurden auf Wasser aufgefangen und anschlieRend mittels Trager
(Grid von AHTENE GRIDS®) aufgenommen.

Die Semi-Dinnschnitte wurden auf Objekttrager mit Hilfe von Glasstabchen Uberfihrt. Mit

der Richardson-Blau-Farbung wurden die Schnitte angefarbt.

Richardson-Blau

Lsg. A: 1% Azur 1l

19 Azur Il
(Merck, # 1.09211)
100 ml Aqua dest.

Lsg. B: 2% Methylenblau

2 g Methylenblau
(Merck, # 1.15943)
100 ml Aqua dest.

— 20 ml Lsg. A+ 10 ml Lsg. B + 10 ml Lsg. C mischen

— filtrieren

2.3.2.3 Kolloidales Gold herstellen

Kolloidales Gold wurde nach folgendem Rezept hergestellt:

Lsg. C: 2% Borax

2 g Naz2B4O7
(Merck, # 1.06309)
100 ml Aqua dest.

1) Gold kochen: 49,5 ml Aqua dest. (Tridest)y mit 0,5 ml 1% AuHClL x 3H20

(Tetrachlorogoldlll-séure-trinydrat  von  Roth,  Art.-Nr.

3867.1) gekocht mit

Rickflusskihlung in einem sauberen Zwei-Hals-Kolben. Als es kochte, wurde 1 ml

1% Tri-Na-citrat 2H20 zugegeben und anschlieBend weiter gekocht (1% Tri-Na-citrat
2H20: 1,38 g in 50 ml Aqua dest.)
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Farbumschlag: Der Farbumschlag verlief folgendermaRen:
gelb — taubenblau — blau — violett — rot — kirschrot
Beim Farbumschlag kirschrot wurde es weitere 5 min gekocht

Verdinnungsreihe: Die Stammlosung goat-anti-rabbit 1gG (Invitrogen A 10533

1 mg/ml; 4°C) wurde zundchst 1:10 mit Aqua dest. pH 9,0 verdiinnt und anschlieRend
auf 1:100 verdinnt (fir die Verdinnungsreine auf Mikrotiterplatte). Das Volumen
betrug ca. 500 pi

Verdinnungsreihe auf Mikrotiterp latte:

In zehner Schritten von 10 pl bis 120 W wurde die 1:100 Verdinnung des sek. AK in
die Mikrotiterplatte  pipettiert; anschlieRend wurden 100 pl  kolloidales Gold
zugegeben, kurz geschittelt und 2 min gewartet, dann 100 W 10% NaCl zugegeben

und der Farbumschlag abgelesen.

Bei einem rosa Farbumschlag liegt eine optimale Verdinnung wvor. Bei dem
Farbumschlag blau ist der AK-Anteil zu gering.

2.3.2.4 Antikoper koppeln (Immunogoldhistochemie)

Bei 40 Wl idealem Farbumschlag wurde mit folgendem Pipettierschema fortgefahren:

1)

2)
3)

4)

5)

40 gl (1:10) AK +1000 gl Gold

=1040
+104 yl 10% BSA/PBS pH 9,0
+ 556 pl 1% BSA/PBS pH 9

= 1700 Wi

Das E-Cup wurde zwei Minuten stehen gelassen, damit sich der AK an das Gold
koppeln kann.

Das gekoppelte Gold wurde zentrifugiert (10.000 rpm, 25 min bei 21°C).

AnschlieBend 10 min im Stander stehen gelassen (Sediment ist gekoppelt / Fahne ist
ungekoppelt) und

das Sediment (ca. 15 ) mit Eppendorfspitze herauspipettiert und in ein E-Cup
Uberfuhrt.

15 Wl Sediment wurden nochmals 1:10 verdinnt mit jeweils der Hélfte:

+67,5 1% BSA/PBS pH 9,0



31

+ 67,5 1% BSA/PBS pH 7,4
=150

Der gekoppelte AK konnte dann bei 4°C gelagert werden (ca. 2 Wochen im Kuhischrank
haltbar).

Eine Petrischale wurde mit Parafilm beschickt und anschlieBend pro Grid 20 P 1%
PBS/BSA pH 7,4 auf den Parafilm pipettiert. Das Praparat wurde auf den PBS/BSA-Tropfen
fir 10 min bei RT gelegt und geblockt. Danach wurde das Préparat mit dem primdren AK
(Nid-1 1052) 1:200 in 1% PBS/BSA pH 7,4 fir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBend mit 1x
PBS gewaschen (100 ml pro Grid) und danach mit dem sekundéren AK (gekoppelt an 20 nm
Gold) 1:30 in PBS/BSA pH 7,4 fir 20 min bei RT ebenfalls inkubiert. Der Grid wurde erneut
mit 1x PBS gewaschen und danach kontrastiert mit 1% Uranylacetat (giftig) und 2,66%
Bleicitrat fur je 10 min bei RT und mit dest. H2O sorgféltig gewaschen (200 ml pro Grid).
AbschlieBend wurde der Grid bis zur Verwendung fir das EM in einer Gridbox gelagert.

Fur die Negativkontrolle (Seite 73) wurde der primdre AK (Nid-1 1052) gegen 1% PBS/BSA
(pH 7,4) ersetzt.

Uranylacetat (1%) muss alle zwei Wochen neu angesetzt werden:

0,1 g auf 10 ml Aqua dest.

Bleicitrat (2,66%) muss alle sechs Monate neu angesetzt werden:

1,33 g Pb(NOs3)2 (Blei-Il-nitrat) wurden in 30 ml Aqua dest. gelost und 1,76 g Tri-Natrium-
Citrat-dihydrat dazugegeben, 1 min kraftig geschittelt und 30 min zur Umwandlung in
Bleicitrat bei RT stehen gelassen, gelegentlich geschiittelt. Danach wurden 8 ml 1 N NaOH
zugegeben und mit Aqua dest. auf 50 ml aufgefilit und geschittelt. Bleicitrat loste sich und

wurde abschlieRend filtriert.

2.4 Perfusion zur Glomeruli-lsolation

Fur die Glomeruli-1solation wurden die Mause mittels Metallkiigelchen (Dynabeads®, wvon
Invitrogen) intrakardial perfundiert. Aufgrund der Beads-Grolie setzen sich die Kiigelchen in

den Glomeruli fest, was eine Isolation der Glomeruli mit Hilfe von Magneten ermdglicht.
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Ansétze der bendtigten LAsungen:

-Puffer 1: 0,1 M NaH2POq (steril), Lagerung bei RT

-Puffer 2: 0,1 M NaH2PO4+ 0,1% BSA (steril), Lagerung bei 4°C
-Dynabeads® M450 Epoxy Invitrogen 14011

Dynabeads® (M450 Epoxy) wurden resuspendiert und pro Ansatz 1 ml in ein 1,5-mkE-Cup
tberfuhrt und in einen Magnetstander fir 1 min gestellt. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgenommen und verworfen. Das E-Cup mit den Magnetkugeln wurde in einen Halter gestellt
und 1 ml Pufferl hinzupipettiert, 2 min resuspendiert und wieder 1 min in den Magnetstander
gestellt. Danach wurde der Uberstand erneut abgenommen und das Bead-Pellet erneut in
Pufferl wverdinnt. Dieser Vorgang wurde nochmals zweimal wiederholt, anschlielend die
Magnetkugeln mit 1 ml Puffer 2 fir 2 min resuspendiert und tber Nacht bei RT und 800 rpm

in den Thermomixer gestell.

Am ndchsten Tag wurde das E-Cup fur 1 min in den Magnetstdnder gestellt, dann der
Uberstand abgenommen. Danach wurde 1 ml Puffer2 hinzupipettiert und 2 min resuspendiert
und wieder 1 min an den Magneten gestelit. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Am
Ende wurden die Beads in 1 ml Puffer2 bei 4°C gelagert.

Die Narkose der Mause wurde mit Isofluran (Forene® Abbott) auf Zellstofftuch (~2 ml) in
einer Betdubungsflasche durchgefiihrt. Die Maus wurde in die Flasche gesetzt und gewartet,

bis die Schnappatmung aufhorte.

Die Maus wurde fixiert und am Bauch mit Desinfektionsmittel angefeuchtet. Die Bauchdecke
wurde mit Hilfe einer Schere erdffnet und an beiden Seiten aufgeschnitten, die Leber nach
unten geklappt und das Zwerchfell durchtrennt. AnschlieBend folgte die Durchtrennung der
Rippenbogen, links und rechts des Sternums. Danach wurde das Herz freigelegt und mit einer
Gewebepinzette fixiert, der rechte Vorhof mit einer spitzen Schere erdffnet und der Butterfly
in den linken Ventrikel eingefihrt. Die Klemme wurde gedffnet fir die Perfusionsfliissigkett.
Bei einer erfolgreichen Perfusion farben sich Leber und Niere hell. Abschlielend konnten die
Nieren mit einer spitzen Schere isoliert werden.

Die darauffolgenden Schritte wurden unter der Sterilbank durchgefthrt:

Fur die Glomeruliisolation wurden die Nieren zuerst auf einer autoklavierten Glasplatte auf
Eis in ca. 1 mm groRe Stiicke mit einem Skalpell geschnitten (Skalpell ,,Feather Disposable
Scalpel* No. 11, REF 02.001.30). Das Gewebe wurde in 15-ml-Falkon-Réhrchen dberfiihrt
und mit 1xPBS (von PAA, Cat. No. H15-002, 500ml) auf 1 ml aufgefiillt. Collagenase A
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0,1 ml 20 mg/ml (von Roche, 70365126, 100mg) in HBSS/Hanks (von Biochrom L2045) ge-
[6st und im 37°C Wasserbad fur 45 min alle 5 min geschwenkt. Das Gewebe mit der Lésung
wurde durch ein 100-pm-Zellsieb (Cell stainer von BD Falcon, REF 352360) in ein 50-ml-
Falkon gegeben; anschlieBend mit 1xPBS nachgespiilt (insgesamt 14 ml) und 15 min in einen
Magnethalter (von New England BioLabs, Cat.No. S1507S) auf Eis gestelt. Der Uberstand
wurde in ein 50-ml-Falkon dberfihrt (U1) und das am Magnet entstandene Pellet mit 14 ml
IXPBS erneut gewaschen. Danach wurde das Falkon erneut fir 15 min auf Eis in den
Magnethalter gestellt, anschlieBend der Uberstand abgenommen und mit Uberstand 1
vermischt (U1 + U2). Das Pelett (am Magneten), welches die Glomeruli enthalt, wurde in

500 g 1xPBS aufgenommen und in ein 1,5-ml-E-Cup uberfihrt und anschlieBend auf Eis
gestellt. Das Falkon mit U1 + U2 wurde kurz geschwenkt und der Inhalt durch ein 100-pm-
Sieb gegeben und erneut fir 10 min in den Magnetstinder gestellt. Dieser Uberstand wurde in
ein weiteres 50-ml-Falkon Uberfihrt und dann das zweite Pellet (am Magneten) mit 500 i
1xPBS gewaschen und zum ersten Pellet dazugegeben. Aus dem restlichen Uberstand,
welcher Tubuli-Reste enthélt, wurde je 1 ml entnommen und in ein neues 1,5-ml-E-Cup
Uberfuhrt. Beide E-Cups wurden dann bei 3250 rpm bei 4°C fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand bis zum Pellet wurde vorsichtig abgesaugt und das E-Cup fir Western Blot bei

-20°C weggefroren. Fir die real-time PCR wurde es mit 350 pl RLT-Puffer + 3,5 pl R-ME (B-

Mercapto-Ethanol) verdunnt und bei -20°C weggefroren.

2.5PCR

2.5.1 RNA-Isolation
Fur die RNA-Isolation aus Glomerulikultur sind folgende Schritte durchgefiihrt worden:
1) 350 gl Lysat aus den Glomerulipellets wurde auf eine Shredder-Saule (QIA Shredder,
Qiagen Cat.No. 79656) gegeben und bei 13000 rpm fir 2 min zentrifugiert, dann die
Saule verworfen
350 pl 70% EtOH dazugegeben und grindlich resuspendiert,
2) + 700 W auf MinElute Spin Column (4°C) und bei 10000 rpm 30 sek zentrifugiert,

Durchlauf verworfen

+ 350 4l RW1 (Puffer Kit) und erneut bei 10000 rpm 30 sek zentrifugiert, Durchlauf
verworfen

3) DNase Verdau (DNase, Qiagen, Cat.No. 79254):
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10 yl DNase
+ 70 Wl RDD — 80 W direkt auf den Filter gegeben; 15 min bei RT inkubiert

4) + 350 Wl RW1 zugegeben und bei 10000 rpm 30 sek zentrifugiert (neues Collection
Tube)

5) + 500 4l RPE (RNeasy Mikrokit, Qiagen 50 Cat.No. 74004) zugegeben und ebenfalls
bei 10000 rpm 30 sek zentrifugiert, Durchlauf verworfen

6) + 500 W 80% EtOH, bei 10000 rpm 2 min zentrifugiert (neues Collection Tube),
anschlieBend bei 14000 rpm fir 5 min zentrifugiert,

7) Séule auf neuen E-Cups,

+ 14 g NFW (nukleasefreies Wasser) zugegeben und bei 14000 rpm 1 min
zentrifugiert und bei -20°C gelagert.

Konzentrationshestimmung:

Mittels eines Photometers (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

-63 W NFW + 7 pl Probe

-70 W NFW in eine Kivette (UVette 220-1600 nm, Eppendorf, Cat.No. 952010051)

- Photometrische Messung der RNA wurde bei 260 nm durchgefiihrt.
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2.5.2 Umschreibung von mRNA in cDNA

Durchfihrung  der

umgeschrieben)

Transkription (im E-Cup) (pro Probe 200ng

in PCR-Thermocycler

1) 200 ng RNA in 14 gl NFW, fir 5 min bei 65°C und anschlieBend fur 5 min bei 4°C

(Pause)

2) + 23 Yl Mastermix

8 W 5x Puffer

1 W RNase OUT (40 U/, 125 W) (von Invitrogen/life tech, Cat.No. 10777-019)

4 4l dNTP (10 mM) (von Invitrogen/life tech, Cat.No. 18427-013 100 pi)

4 Ul Oligo dTis (Primer p(dT)1s von Roche, Cat.No. 10814270001)
4y DTT (0,1 M)

2 W Superscript 11 (200 U/W) (von Invitrogen/life tech, Cat.No. 18064-071)
3) bei 37°C fur 60 min, bei 70°C fur 15 min, bei 4°C Pause

4) + 2 RNase H bei 37°C fir 20 min (von Invitrogen/life tech, Cat.No. 18021-071)

5) +161 W NFW

6) Die cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.5.3 Primer

Die Primersequenzen fir die real-time PCR von Nidogen-1 und GAPDH (Housekeeping-

Gen) sind der folgenden Tabelle zu entnehmen. Sie wurden mit Hilfe der NCBI Primer-Blast

hergestellt und mit der

Datenbank wvon NCBI

Blast (Standard Nucleotide BLAST,

http/Ammww.ncbi.nim.nih.gov  (2007)) Gberprift. Die GroRe der Produkte wurde Uberprift

mittels normaler

Annealing-Temperatur durch eine Gradienten-PCR ermittelt.

PCR und anschlieBendem Agarose-Gellauf. Des Weiteren wurde die

Zielgen Reverse Forward Annealing Langen der
(5 —3) (5 —>3) Temperatur (°C) Primer
Nidogen-1 | AGG TCA GAC CAT CAG ACCCCGTAA 60 135
TGG GCA AG GAG GGA AC
GAPDH CTGTAGCCGTAT CATCTT GGG CTA 60 123

TCATTGTC

CACTGA



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Gradienten-PCR

Die Annealing-Temperatur wurde mit Hilfe der Gradienten-PCR ermittelt. Die Annealing-
Temperatur beschreibt hierbei die maximale Temperatur, bei welcher sich der Primer am
Besten an die cDNA anlagert und nur ein Produkt gebildet wird.

Ansatz Gradienten-PCR:

cDNA 0,5l

Primer (for + rev) 2

SYBR-Green Mix 5u

Nuklease-freies Wasser 25U

PCR-Protokoll:

Initiale Denaturierung 3 min 95°C

Denaturierung 20 sek 94°C

Anlagerung (Annealing) 20 sek variabel 45 Zyklen
Verlangerung 20 sek 68°C

Letzte Verlangerung 10 min 68°C

0 4°C
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2.5.4 Real-time PCR

Mastermix (iQ SYBR Green Supermix) fir gPCR

1x 12,54 (2x) SYBR + ROX (3,3 Wl zu 1,25 ml auf 2xiQ)

0,5 Wl Primer rev.

0,5 Primer fwd.
11,5 NFW
254

Die Real-time PCR wurde mithilfe eines Mastercycler Realplex? S (Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) und folgendem Programm durchgefiihrt:

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 10 min 1
95°C 30sek )
60°C Imin \ 40
72°C 1 min
95°C 1 min ?
60°C 30 sek ! 1
95°C 30 sek

)

Die statistische, erforderliche Normalisierung der PCR-Daten erfolgte mit Hilfe des House-
keeping-Gens GAPDH. Es wurde als Kontroll-Gen gewéhlt, da es sich stabil exprimierte in
unseren Versuchen.

Die Berechnung der Ratio ist eine Mdoglichkeit des Vergleichs der Proben. Der relative
Expressionsunterschied zwischen dem House-keeping-Gen zur Referenzprobe, normalisiert
durch das Referenzgen GAPDH, wird hierbei aus der arithmetischen Formel E-2ACt
(E=Effizienz der PCR) berechnet.

ACt = Ct Zielgen — CtReferenzgen
AAC = C¢Behandlung — CtKontrolle

Ratio = 2-AACt
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Der C¢-Wert (Cycle of threshold) entspricht dem Zyklus (Schwellenwert-Zyklus) der PCR, in
dem sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich von der Hintergrundstrahlung abhebt. Je
Kleiner der C¢-Wert, desto mehr Kopien des Zielgens sind zu Beginn in der Probe enthalten.
Bei der relativen Expression von Nid-1 wurde WT 60T (+/+//+/+) normalisiert (= 1,0) und es

ergaben sich entsprechende Signifikanzen zwischen den Genotypen (Seiten 61-64).

2.6 Western Blot

Der Western Blot ermoglicht den Nachweis von Proteinen durch die Ubertragung (Blotting)
von Proteinen auf eine Trédgermembran. Diese Proteine sind dann zugénglich fir einen
spezifischen Antikdrpernachweis. Durch einen daran bindenden sekundaren Antikdrper, an
dem das Enzym HRP (Meerrettichperoxidase) gekoppelt ist, ist eine Visualisierung der

Proteine moglich. Die Peroxidase setzt das Luminol in einer Chemilumineszenzreaktion um.

Zur Herstellung der Lysate wurden die Glomeruli und die Pellets der Uberstande in je 100
Urea Puffer (9,5 M Urea, 2% CHAPS, 1% DTT) in ein 1,5-m-E-Cup auf Eis lysiert.
AnschlieBend wurde ein Ultraschallstab in das Rohrchen gestellt und das Programm 1 lief
insgesamt 5 min (Gerat: Misconix), um die DNA zu zerkleinern. Danach wurde das Lysat fur
10 min bei 15000 rpm und 8°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues E-Cup
Uberfihrt und bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren. Mit Hilfe der Methode nach
Bradford wurden die Proteinkonzentrationen der Proben im Vergleich zur Standardkurve mit
BSA ermittelt. Es wurden Doppelbestimmungen der Standartkurven und der Proben

durchgefihrt.
Die Proben bzw. die Glomeruli wurden 1:5 verdinnt (2,5 gl Probe wurden mit 22,5 Wl dH20

vermischt).

Standard verdiinnen

Stock 1 mg/ml BSA (-20°C)

- 0 mg/ml Leerwert Std A
- 01 mg/ml 50 W 5u + 45l dH,0 Std B
- 0,25 mg/ml 125 u +375 W dH,0 StdC
- 05 mg/ml 250 +25,0 pl dH,0 Std D
- 0,75 mg/ml 375 +12,5 pl dH,0 Std E

- 1,00 mg/ml 50,0 W +0,0 pl dH,0 Std F
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Eine 96-Well-Platte wurde mit je 10 pl Standartreagenz und mit den verdiinnten Proben in

der Doppelbestimmung bestiickt. Auf die 10 gl Standartreagenz wurden je 200 gl von der
verdiinnten Bradfordlosung pipettiert. Das Bradford Reagenz wurde zuvor 1.5 in dH20
verdinnt. Um eine vorzeitige Ausfallung zu verhindern, wurde die Bradfordlésung nach den

Proben pipettiert. Nun werden die Extensionen im ELISA Reader gemessen.

StdA | StdE

StdA | StdE

StdB | StdF

StdB | StdF

StdC | 15 P1

StdC | 15 P1

StdD | 15 P2

T o T mf gl O wl >»

StaD | 15 P2
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Extension und Konzentration der Uberstinde

Standardkurve 0,1 Ext1 Ext 2 Mw
0,1 0,161 0,176 0,1685
0,25 0,378 0,381 0,3795
0,5 0,601 0,635 0,618
0,75 0,863 0,897 0,88
1 0,99 0,994 0,992
Mw Yy =0,9265x +0,1142
R2=0,9707
1,2
1 2 4
*
0,8
0,6 * * Mw
04 / — Linear (Mw)
0,2
0 : : : : :
0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Uberstand ug uL dH20
Pod/Col4 1.5 Ext1 Ext2 Mw Konz mg/ml 1:5 Verd Konz mg/ml 40,00 22,75
++  H+ 365 1,1169 1,157 1,13695 1,10 5,52 7,25 15,50
366 1,174 1,163 1,1685 1,13 5,63 7,10 15,65
438 1,265 1,184 1,265 1,23 6,15 6,50 16,25
+- +H+ 363 0,915 0,885 0,9 0,84 4,18 9,57 13,18
450 1,033 1,006 1,0195 0,97 4,83 8,29 14,46
440 0,824 0,831 0,8275 0,76 3,79 10,56 12,19
++ - 405 0,76 0,742 0,751 0,67 3,37 11,85 10,90
417 1,165 1,143 1,154 1,11 5,55 7,20 15,55
452 1,174 1,142 1,158 1,12 5,58 7,17 15,58
+-  +- 439 0,899 0,863 0,881 0,82 4,08 9,81 12,94
434 0,931 0,871 0,901 0,84 4,19 9,56 13,19
441 0,94 1,0 0,97 0,91 4,56 8,77 13,98
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Glomeruli ug uL dH20
Pod/Col4 15 Ext1 Ext2 Mw Konz mg/ml 1:5 Verd ~ Konz mg/ml 40,00 22,75
H+ H+ 365 1,1169 1,157 1,13695 1,10 5,52 7,25 15,50
366 1,174 1163  1,1685 1,13 5,63 7,10 15,65
438 1,265 1,184 1,265 1,23 6,15 6,50 16,25
+- H+ 363 0,915 0,885 0,9 0,84 4,18 9,57 13,18
450 1,033 1,006 1,0195 0,97 483 8,29 14,46
440 0,824 0,831 0,8275 0,76 3,79 10,56 12,19
H+ - 405 0,76 0,742 0,751 0,67 3,37 11,85 10,90
417 1,165 1,143 1,154 1,11 5,55 7,20 15,55
452 1174 1142 1,158 1,12 5,58 7,17 15,58
+H- - 439 0899 0863 0,881 0,82 4,08 9,81 12,94
434 0931 0871 0,901 0,84 419 9,56 13,19
441 0,94 1,0 0,97 0,91 4,56 8,77 13,98

Im Anschluss wurde der Gellauf mit Fertiggelen (4-8%ig, Expedeon Run Blue) durchgefihrt.
(Bei Fertiggelen muss der dazugehdrige Laufpuffer und fir die Proben der dazugehorige
Probenpuffer benutzt werden.)

Die Probe (40 pg, im ELISA Reader gemessen) wurde zu 6,5 pl dH20 gegeben;
+ Probenpuffer: 4 ul =400 g

4 Ul Lysat +

2,5 H0 +

2,5 Ul Expedeon 4x LDS Sample Buffer +

1y DTT (10fach)

=10
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AnschlieBend wurde die Lésung 10 min bei 70°C inkubiert und danach 5 min auf Eis
abgekdihlt.

Dann wurde es kurz zentrifugiert. Die Fertiggele wurden in die Halterung eingespannt und die
Kammer innen mit dem Puffer beflillt (die Dichtigkeit wurde geprift), auBen sollte es Y2 voll
befullt sein. Danach wurden 10 pl Marker (ProSieve QuadColor Protein Marker, Lonza)
direkt links in die Tasche gegeben und anschlieBend die Proben pipettiert.

Das Gel lief zun&chst bei 80 V 30 min lang und danach bei 120 V ca. 1-1,5 Std.
Fur die Materialvorbereitung wurde folgendes bendtigt:
Je Gel:  1x Membran (links oben beschriftet, so wenig wie mdglich ber(ihrt)
2x Filterpapiere (Bio-Rad, 170.3932) (groRer als Membran geschnitten)
2Xx Vlies

Die Nitrocellulosemembran (Protran® #4685.1 von Roth) zwischen den Filterpapieren und

Vlies wurde 15 min in Transferpuffer eingeweicht.
Nun wurde der Blot aufgebaut. Die Plastikplatte wurde mit einem Spatel gelost und das Gel

7 min im Transferpuffer &quilibriert. Je nach GrolRe des gesuchten Proteins und Laufverhalten

des Gels musste das Gel zugeschnitten werden.

Die Blotkassette in Transferpuffer wurde nach dieser Reihenfolge zusammengebaut:
1. Blotkassette (schwarze Seite nach unten)

. Vlies

. Filterpapier

. Gel (Marker rechts)

. Membran (Beschriftung rechts oben auf dem Bauch)

. Filter

. Luftblasen ,herausgerollt*

. Vlies

© 00 N oo o B~ W DN

. Blotkassette geschlossen

Die Kassette wurde in die Apparatur eingesetzt (schwarze Seite an schwarzer Seite der
Kammer) und dann die Kammer mit Transferpuffer befillt. Der Eisblock wurde auf die
schwarze Seite der Kammer gestellt. Das Blotten erfolgte G. N. bei 4°C und 40 V. 1 h 100 V.
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Danach wurde der Blott abgebaut (Marker musste komplett Ubertragen sein).
Das Blocken erfolgte 1 h bei RT mit 5%iger Magermilch in TBS-T.
AK
1. AK (Nid-11052) (L gl in 6 ml) . N. bei 4°C
Dann folgte das 3malige Waschen fir je 15 min mit 1XTBS-T
2. AK (Polyclonal goat anti-rabbit Immunglobulins /HRP 1:5000)
in 5%iger Magermilch in TBS-T (Gesamtvolumen 6ml) fur 1 h bei RT
Dann folgte das 4malige Waschen fir je 15 min mit 1XTBS-T (Entwickler angeschaltet)
Blot entwickelt
Je Kivette 3 ml Lsg A (Perkin Elmer)
3 ml Lsg B, Lsg mischen

Die Membran in der Lsg wurde 1 min geschwenkt und dann die Membran in die
Entwicklerkassette gelegt. Der Film wurde rechts oben umgeknickt und der Film dann nach

entsprechender Zeit entwickelt und anschlieBend in der Dunkelkammer sofort beschriftet.

Die Marker wurden eingezeichnet und erst dann solte die Membran aus der

Entwick lerkassette genommen werden.

Quantifizierung von Nidogen-1

Die Western Blots wurden zum Nidogen-1 quantifiziert (Seite 52). Die Filme wurden auf
einem Standardkopierer als TIFF-Datei mit 1200 dpi eingescannt. Die Pixel der Banden
wurden mit der Kd-1 Software (Kodak, Rochester, USA) ermittelt. Fir die relative Expression
der Banden wurden die Pixelwerte jeder einzelnen Probe durch den Pixelwert der Wildtyp-

Bande dividiert.
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2.7 Immunfluoreszenz fir Kryo-LM-Schnitte

Der Gefrierschnitt wird in der Pathologie hauptsachlich als Schnellschnitt zur intraoperativen
Beurteilung von Geweben herangezogen. Er hat vor allem in der Immunhistochemie
Bedeutung erlangt, besonders dann, wenn Forschungsantikbrper verwendet werden sollen, die

nur auf nativen Geweben binden konnen.

Die Nieren-Proben wurden direkt nach der Entnahme in die Einbettschalen Tissue-Tek®
(Cryomold® Intermediate USA) mit Hilfe vom Einbettmedium Tissue-Tek® (O.C.T.™
compound containing Sakura Finetek Europe B.V.) eingebettet und bei -20°C Uber Nacht
gelagert. AnschlieBend erfolgte die langfristige Lagerung bei -80°C.

Es wurden 7 pm dicke Schnitte mit dem Kryotom (Jung CM3000) angefertigt. Die
Gefrierschnitte  wurden mit Hilfe eines Obijekttragers (Menzel-Glaser Superfrost®  Plus)

aufgenommen und bei RT fir 10 min luftgetrocknet.

Fur die Immunfluoreszenzdoppelfarbung (Nidogen-1 + Nephrin) wurde das Einbettmedium
vorsichtig von dem Objekttrager entfernt und die Schnitte in Aceton fir 10 min bei -20°C auf
dem Objekttrager fixiert. Anschlielend wurden die Schnitte zweimal fur jeweils 5 min mit

1xPBS gewaschen.

Der primare AK (Nephrin Guinea pig polyclonal Cat.Nr GP-N2 1:100) in 1% PBS/BSA (pH
7,4) wurde fir 1 h bei RT auf die Gefrierschnitte aufgetragen. Danach folgte das 3malige
Waschen fur jeweils 5 min mit 1xPBS. Der sekunddre AK (Alexa Fluor 546 goat anti guinea
pig Invitrogen A11074 1:200) in 1% PBS/BSA (pH 7,4) wurde fir 1 h bei RT im Dunkeln

aufgetragen. AnschlieRend erfolgte wieder das 3malige Waschen allerdings im Dunkeln.

Nun wurde der zweite primare AK (Polyclonal Antibody to Nidogen-1 Serum rabbit Acris#
APO2274Su-S 1500) in 1% PBS/BSA (pH 7,4) auf die Nephrinreaktion aufgetragen. Die
Inkubationszeit betrug 1 h bei RT im Dunkeln. Danach folgte wiederholt das 3malige
Waschen fir jeweils 5 min mit 1xPBS im Dunkeln. Der zweite sekundare AK (Alexa Fluor
488 goat anti rabbit Invitrogen A11008 1:200) in 1% PBS/BSA (pH 7,4) wurde fir 1 h bei RT
im Dunkeln aufgetragen. Abschlieend erfolgte wieder das 3malige Waschen im Dunkeln.

Zur Absicherung einer spezifischnen Bindung des Antikorpers wurde eine Negativkontrolle

mitgefihrt (Seite 68), wobei jeweils die primdren AK nicht mit aufgetragen wurden, sondern
nur das 1% PBS/BSA (pH 7,4).
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Mit Hilfe von Deckglaschen (von Menzel-Glaser®) und Fluoreszenz Mounting Medium
(Dako 10085472, USA) konnten die gefarbten Schnitte eingedeckt werden. Sie sollten 0. N.
bei 4°C im Dunkeln trocknen bzw. ausharten.

Unter dem Mikroskop (Axiovert S 100TV) mit UV-Licht (XBO75W HBO 100W) wurden die
Schnitte mit einer VergroRerung von 40x (400fach) beurteilt.
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3. Ergebnisse

Nach unserer Hypothese nimmt Nidogen-1 (Nid-1) bei podozytaren Erkrankungen der Niere
eine Schllsselrolle ein, da es vermutlich eine wichtige stabilisierende Funktion in der GBM
ubernimmt. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit 60 und 180 Tage alte Wildtyp-, Einzel-
und Doppel-heterozygote Kollagen IV/Podocin-Mé&use, mittels real-time qPCR (auf mRNA-
Ebene) und Western Blot (auf Proteinebene) auf die Quantitdt/Verteilung wvon Nid-1
untersucht. Mittels ultrastruktureller  Immunogoldhistochemie  und Immunfluoreszenz  wurde
die genaue Lokalisation und Quantifizierung von Nid-1 in der GBM durchgefiihrt.
Insbesondere bei der elektronenmikroskopischen Immunogoldhistochemie konnte Nid-1 sehr

genau untersucht werden in Bezug auf die Lokalisation und Proteinmenge.

3.1 Immunfluoreszenz fir Kryo-LM-Schnitte

Um die genaue Lokalisation des Nid-1 histologisch darstellen und untersuchen zu kdnnen,
wurde die Immunfluoreszenz durchgefuhrt. Nicht nur die Quantitdt, sondern auch die
Verteilung und Lokalisation von BM-Komponenten spielt eine essentielle Rolle fir die
Funktionalitdt der GBM und die sie umgebenden Strukturen.

In Abbildung 9 ist die Immunfluoreszenz fur Kryo-LM-Schnitte mit Nid-1 und Nephrin
dargestellt. Des Weiteren wurde eine Immunfluoreszenzdoppelfarbung der beiden Proteine

durchgefihrt.

Verglichen von WT 60Tagen mit WT 180Tagen (s. Abb. 9) ist auffllig, dass sich die
Kolokalisation des Nidogen-1 und des Nephrins verandert. Wahrend Nid-1 und Nephrin beim
WT 60T eher infauf der Basalmembran lokalisiert sind, verlagern sich diese beim WT 180T

eher in die mesangiale Matrix. Tubular konnen keine Unterschiede festgestellt werden.

Vergleicht man Pod/Col IV 60T mit Pod/Col IV 180T, ist erkennbar, dass sich die
Kolokalisation des Nid-1 und des Nephrins ebenfalls verandert. Wahrend sich Nid-1 und
Nephrin bei Pod/Col 1V 60T eher infauf der Basalmembran lokalisieren, verlagern sich diese
bei Pod/Col IV 180T eher in das Mesangium. Nid-1 ist bei Pod/Col IV 180T vermehrt im
Mesangium und auch auf der Basalmembran vorhanden. Tubular sind ebenfalls keine

Unterschiede festzustellen.
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Im Vergleich von allen Genotypen zu Alport 60T (Col IV -/-) sind grolere Auffalligkeiten
sichtbar. Nid-1 ist im Bereich der Basalmembran stark vermehrt, jedoch nicht mesangial oder
tubular. Nephrin hingegen ist mesangial, tubuldar und kaum auf der BM lokalisiert. Eine
Negativkontrolle ist im Anhang auf Seite 73 aufgefiihrt.

Um diese Auffalligkeiten genauer quantifizieren zu koénnen, wurde der Western Blot (s. Seite
51) durchgefihrt und anschlieBend mit der Immunogoldhistochemie (s. Seite 54) die

Lokalisation und Menge des Nid-1 genauer unter dem Elektronenmikroskop untersucht.
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Abbildung 9: Immunfluoreszenz fur Kryo-LM
Aufgezeigt sind die jeweiligen Genotypen mit Nidogen-1 und Nephrin und die Kombination der

beiden Proteine (Immunfluoreszenzdoppelfarbung).

Wie in der Abb. der Kombinationen ersichtlich ist, sind Nid-1 und Nephrin bei den Genotypen
++/+/+ (WT 60T) und +/-//+/- (Pod/Col 1V 60T) eher infauf der Basalmembran lokalisiert und
verlagern sich bei den Genotypen +/+//+/+ (WT 180T) und +/-//+/- (Pod/Col 1V 180T) eher in die
mesangiale Matrix. Nid-1 ist beim Genotyp +/-//+/- (Pod/Col IV 180T) auch auf der Basalmembran
vorhanden. Bei dem Genotyp +/+//-/- (Alport 60T) ist Nid-1 im Bereich der Basalmembran stark
vermehrt. Nephrin hingegen ist mesangial, tubular und kaum auf der BM lokalisiert.

Negativkontrollen von Nid-1 und Nephrin sind auf Seite 73 dargestelit.
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3.2 Western Blot-Ergebnisse Nidogen-1

Um zu beurteilen, ob es quantitative Unterschiede in der Proteinmenge von Nid-1 gibt, wurde
der Western Blot mit 180T alten M&usen durchgefuihrt (s. Abb. 10a+b). Die Gele von 60T
alten Méausen zeigten keine reprasentativen Ergebnisse.

Die Untersuchungen wurden an isolierten Glomeruli vorgenommen, weil Analysen aus den
Tubuli nicht detailliert genug sind, da die BM-Komponenten auch im Tubulointerstitium
vorkommen. Wie im Methodenteil erlautert (s. Punkt 2.4, Seite 31), wurden die Méause fur die
Glomeruli-1solation  mittels  Metallkiigelchen  (Dynabeads®, von Invitrogen) intrakardial
perfundiert. Aufgrund der Beads-Grolie setzten sich die Kugelchen in den Glomeruli fest, was
eine Isolation der Glomeruli mit Hilfe von Magneten ermdglichte. Um die Struktur der

Glomeruli zu erhalten, ist es sinnvoll, diese direkt nach der Isolation zu verwenden.

Als Referenz wurde B-Aktin gewéhlt, da es stabil produziert wird.

Wie in Abbildung 10a+b ersichtlich ist, gibt es keine quantitativen Unterschiede in der
Proteinmenge von Nid-1 beim Western Blot.

Gel 1 180T vom 31.1.14

+<— 130 kDa
(spez. Bande Nidogen-1-
Fragment)

«— [-Aktin
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+
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Abbildung 10a: Dieser Western Blot zeigt bei 130 kDa spezifische Banden (Nidogen-1-Fragmente).
Nidogen-1 wird in der Literatur als 148 kDa schwer beschrieben (Carlin et al. 1981). Des Weiteren
zeigt das Gel bei 50 kDa R-Aktin-Banden. 3-Aktin wird in der Literatur mit einem Gewicht von ca.
42 kDa beschrieben und fungiert als Kontroll-Gen.



kDa

250
180

140

95

72
55

42

Gel 2 180T vom 31.1.14

L%
I =
-
+ +

52

Abbildung 10b: Dieses Gel zeigt ebenfalls bei 130 kDa spezifische Banden (Nidogen-1-Fragmente).
R-Aktin-Banden sind auch bei diesem Gel bei 50 kDa.

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Quantifizierung des Proteins aufgefihrt.

Quantifizierung von Nidogen-1

Gel 1 30 sek 381 385 372 386
+H++/+ +-+1+ +/+/[+/- +-l+1-
obere Bande | 900470,31 | 1132514,72 421099,17 1009610,33
1,00 1,26 0,47 1,12
untere Bande | 452438,56 444483,93 192051,57 294085,96
1,00 0,98 0,42 0,65
Gel 2 30 sek 423 421 369 394
++[+/+ +-/[+/+ ++/[+/- +/-1[+1-
obere Bande 736513,55 737514,00 948708,13 736846,00
1,00 1,00 1,29 1,00
untere Bande 181521,59 210865,50 292415,50 90879,00
1,00 1,16 1,61 0,50
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Tabellen der Quantifizierung von Nidogen-1:

Die oberen dargestellten Werte stellen jeweils die Pixel der Banden dar. Darunter die relative
Expression bezogen auf den Wildtyp (=1,0). Fur die relative Expression der Banden wurden die
Pixelwerte jeder einzelnen Probe durch den Pixelwert der Wildtyp-Bande dividiert.

Um das Ergebnis weiterhin quantifizieren zu konnen, wurde die Lokalisation und die Menge

des Nid-1 mit der elektronenmikroskopischen Immunogoldhistochemie genauer untersucht.
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3.3 Auswertung der Aufnahmen der Elektronenmikroskopischen Immunogoldhistoche-

mie von Nidogen-1

Die genaue Lokalisation von Nid-1 und Unterschiede zwischen der mesangialen Matrix, BM
und Bowmann'schen Kapsel konnen dank ultrastruktureller  Immunogoldhistochemie
qualitativ  untersucht ~ werden, was im Western Blot nicht moglich ist. Die
Elektronenmikroskopie  ermdglicht auch Kkleine  Veranderungen klar darzustellen und
dementsprechend zu beurteilen. Verdnderungen in der Menge von Nid-1 oder in der
Lokalisation konnen Hinweise auf mdgliche zusatzliche Funktionen des Proteins und/oder

Interaktionen von Zellen geben.

In Abbildung 11 sind die elektronenmikroskopischen Bilder der Wildtyp, Einzel- und Doppel-
heterozygoten Pod/Col IV-Mé&use, 60 Tage und 180 Tage alt, aufgefihrt. Auf Seite 73 ist eine
Negativkontrolle von WT 60T aufgeftihrt.

Die  Unterschiede zwischen gesunder GBM (WT) und aufgesplitterter GBM mit
Glomerulosklerose und vergroRRerten, verschmolzenen Podozyten beim Alport-Syndrom (-/-)
sind deutlich auf den elektronenmikroskopischen Bildern erkennbar. Es herrscht ein dichtes
Nebeneinander von dinnen und dicken glomerularen Basalmembran-Abschnitten. Auch der
Verlust der Schlitzmembran ist eindeutig sichtbar. Nid-1 ist beim Alport-Syndrom vermehrt
in den Verdickungen der GBM und vermehrt in der mesangialen Matrix lokalisiert.

Waéhrend sich Nid-1 (gekoppelt an 20 nm Gold) bei den 60T-Genotypen und WT 180T
vereinzelt auf der GBM angesiedelt hat, ist es beim Alport-Syndrom und Pod/Col IV 180T
stark vertreten.

Die Ausdiinnung der GBM ist bei dem elektronenmikroskopischen Bild von Pod/Col IV 60T

und 180T an einigen Stellen erkennbar.

Die verdinnte GBM st ein Symptom des frihen Alport-Syndroms oder der TBMN.
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Abbildung 11: Elektronenmikroskopische Bilder der Immunogoldhistochemie
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Statistische Auswertung der Immunogoldhistoche mie

Erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms ,SAS*“ und Unterstitzung von Herrn Albert

Rosenberger aus der Abteilung Genetische Epidemiologie Gottingen.

Begriffserklarungen sind dem Glossar (s. Punkt 7, Seite 75) zu entnehmen.

Design:

Untersucht wurde die Anzahl der Kugeln (=Nidogen-1 an 20 nm Gold gekoppelt) je
Glomerulus der Nierenkdrperchen in n=14 Mausen mit unterschiedlichen Genotypen (Alport
Col IV -/- 60T, +/-/[+/- 180T, +/-//+/- 60T, WT 180T und WT 60T). Je Maus wurden bis zu 4
Glomeruli in elektronenmikroskopischen Bildern abgebildet und vermessen. Die Zahlung der
Kugeln je Glomerulus erfolgte in verschieden, sich nicht Uberlappenden Abschnitten dieser
Bilder entlang der Zellmembran. Die Lé&nge der sichtbaren Zellmembran kann zwischen den
Abschnitten variieren. Als ZielgroRe wurde daher die auf eine Referenzlinge L von je 1000
Pixel standardisierte Anzahl Kugeln (K/L) gewahlt. Die Gesamtzahl der ausgemessen
elektronenmikroskopischen ~ Bilder  belduft sich auf n=428. Die Messung der

Basalmembranldange und Auszahlung der Kugeln erfolgten mit Hilfe vom Programm ImageJ.

Qualitatskontrolle (QC):

Die erhobenen Daten wurden auf Erfassungsfehler durch Plotten der Verteilung der K/L, bzw.
des Logarithmus In (K/L), je Abschnitt und Maus sowohl visuell als auch mit der statistischen
Kennzahl COOKs D (Kriterium D>4/n) gepruft (Der und Everitt 2006). Die erfassten Werte

von AusreiRern wurden mit dem Laborprotokoll verglichen und ggf. korrigiert.

Statistisches Modell:

Unterschiede in der zu erwartenden Anzahl Kugeln (K/L) wurden mit einem gemischten,
linearen Modell statistisch getestet, wobei der Glomerulus als ,random effect” beriicksichtigt

wurde (Maxwell und Delaney 2004).

Die Varianz der Beobachtungen wurde je Maus im Modell geschatzt. Als ZielgroRe wurde In
(K/L) gewdhlt, um der Annahme normalverteilter Residuen bestmbglich zu entsprechen.
Unterschiede zwischen den Genotypen wurden im Sinne eines t-Tests gepruft, wobei die
erzielten p-Werte fir multiples Testen geméR der studentisierten Rang-Prozedur nach Tukey-
Kramer (HSD-Methode) korrigiert wurden. Das Signifikanzniveau wurde auf o=5%
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festgelegt. Das Signifikanzniveau 0=5% spiegelt somit den kritischen Wert fiir die

Schwellenhohe wider (dies entspricht emner maximal zuldssigen ,Jrrtumswahrscheinlichkeit®).
Bei der QC fielen einige Abschnitte mit hoher Variabilitdt (relative zu den meisten anderen
Abschnitten) auf. Da diese die Schatzung der Messwert-Varianzen stark beeinflussen kann,

wurde eine durch Bootstrapping robuste Modellbildung durchgefiihrt (Davison und Hinkley
1999).

Dabei wurden r=5.000 bzw. 10.000 Bootstrap-Stichproben aus den erhoben Daten, gemaR
Ziehen mit Zurlcklegen, generiert. Das oben beschriebene Modell wurde an jede dieser
Bootstrap-Stichproben angepasst. Die robusten p-Werte je Gruppenvergleich wurden als
mittlerer p-Wert aller 5.000 Modellanpassungen ermittelt. Die Punktschatzer und die 95%-
Konfidenzintervalle der erwarteten K/L je Genotyp wurden aus der Verteilung der

entsprechenden Punktschétzer ermittelt.

Geschatzte Erwartungswerte je Gruppe

Bootstrapping™ Original-Daten
Genotyp

Mittel 95%-CI S.e. Mittel 95%-CI S.e.

Alport 60T () | 2,21 |[(2,09-2,33)| 0,061 2,05 (1,83-2,28) | 0,113

WT 180T 1,89 |(1,79-1,99)( 0,050 2,05 (1,86-2,25) | 0,100

Pod/Col IV 180T | 1,29 |(1,09-1,47)| 0,098 0,64 (0,32-0,96) | 0,163

Pod/Col IV 60T | 0,71 |(0,55-0,92)| 0,094 1,10 (0,73- 1,46) | 0,184

WT 60T 0,42 |(0,28-0,58)| 0,073 0,07 (-0,11-0,25) | 0,092

* bei 10.000 Replikationen
Mittel = arithmetisches Mittel
95%-Cl = 95% Erwartungsbereich/VVertrauensbereich (95% confidence interval)

s.e. = Standardfehler (standard error)

Fir Alport durfen 2,21 Kugeln je 1000 Pixel (95%-ClI. 2,09-2,33) erwartet werden. Dies
unterschiedet sich signifikant von den Genotypen Pod/Col IV 60T (+/-//+/-) und WT 60T mit
weniger als 0,75 Kugeln je 1000 Pixel (alle p-Werte <0,001).
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Signifikanz: globaler Test

p-Wert (Globaler Test)

Bootstrapping* | Original-Daten

<,0001 <,0001

* bei 10.000 Replikationen

Mit dem globalen Test (F-Test) wurde ermittelt, ob sich die zu erwartende Anzahl

Kugeln/Lange (K/L) im Generellen zwischen den Genotypen unterscheidet.

Signifikanz der Gruppenvergleiche (adj. flr multiples Testen nach Dunnett)

adjustierte p-Werte
Genotyp verglichen mit | Bootstrapping* | Original-Daten
WT 180T Alport 60T (-/-)] 0,4774 1,0000
Pod/Col IV 180T | Alport 60T (-/-)]  0,1291 <,0001
Pod/Col IV 60T | Alport 60T (-/-)|  0,0064 <,0001
WT 60T Alport 60T (-/-)]  <,0001 <,0001

* bei 10.000 Replikationen
Adjustiert fur multiples Testen wurde gemal Dunnett (Vergleich gegen Alport 60T)

Im obigen Gruppenvergleich wurde ermittelt, ob sich die zu erwartende Anzahl Kugeln (K/L)
zwischen den einzelnen Genotypen und Alport 60T (Col IV -/-) unterscheiden. Fir multiples

Testen wurde gemél Dunnett Kkorrigiert.

Fur Alport dirfen 2,21 Kugeln je 1000 Pixel (95%-Cl: 2,09-2,33) erwartet werden. Dies
unterschiedet sich signifikant von den Genotypen Pod/Col IV 60T (+/-//+/-) und WT 60T mit
weniger als 0,75 Kugeln je 1000 Pixel (alle p-Werte <0,001). Daraus kann geschlossen
werden, dass sich bei Alport 60T (Col IV -/-) 3 bis 5-mal mehr Kugeln auf der Basalmembran
ansiedeln, im Vergleich zu beiden 60-Tage-Genotypen. Fir den Genotyp Pod/Col IV 180T
(+/-11+1-) dirfen 1,29 Kugeln je 1000 Pixel, fur WT 180T durfen 1,89 Kugeln je 1000 Pixel
erwartet werden. Auf Basis der gegebenen Stichprobe kann dies jedoch nicht von Alport 60T

(Col IV -/-) signifikant unterschieden werden.
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Signifikanz der Gruppenvergleiche (adj. fur multiples Testen nach Tukey-Kramer)

adjustierte p-Werte
Genotyp verglichen mit | Bootstrapping™ | Original-Daten
WT 180T Alport 60T (-/-) 0,5926 1,0000
Pod/Col IV 180T | Alport 60T (-/-) 0,2069 <,0001
Pod/Col IV 60T | Alport 60T (-/-) 0,0131 0,0001
WT 60T Alport 60T (-/-) <,0001 <,0001
Pod/Col IV 180T| WT 180T 0,5900 <,0001
Pod/Col IV 60T WT 180T 0,0694 <,0001
WT 60T WT 180T 0,0002 <,0001
Pod/Col IV 60T |Pod/CollV 180T 0,8101 0,3505
WT 60T Pod/CollV 180T 0,3344 0,0181
Pod/Col IV 60T WT 60T 0,9412 <,0001

* bei 5.000 Replikationen

Adjustiert fur multiples Testenwurde gemal Tukey-Kramer (paarweise Vergleiche der Genotypen)

Im obigen Gruppenvergleich wurde ermittelt, ob sich die zu erwartende Anzahl Kugeln (K/L)
zwischen den Genotypen untereinander unterscheiden. Fir multiples Testen wurde geméR

Tukey-Kramer Kkorrigiert.

Die signifikanten Unterschiede in der Anzahl Kugeln je 1000 Pixel zwischen Pod/Col 1V 60T
sowie WT 60T und Alport 60T (Col IV -/-) bleiben auch nach Korrektur fur multiples Testen
eines jeder-mit-jedem-Vergleichs bestehen. Zusatzlich konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen WT 60T und WT 180T nachgewiesen werden (p=0,0002).
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3.4 PCR-Ergebnisse

Die Expression von Nid-1 wurde auf mRNA-Ebene mittels real-time PCR untersucht. Dafir

wurden isolierte Glomeruli genommen, um die Ergebnisse genauer quantifizieren zu kdnnen.

Im folgenden sind die Dissoziations-Kurve (s. Abb. 12), das PCR-Diagramm (s. Abb. 13) und
die dazugehorigen aufgelisteten Signifikanzen®™***) (s. Seite 61) aufgefuhrt. Mit Hilfe des

Progamms GraphPad konnten die Ergebnisse ausgewertet werden.

Amplifications Plots & Dissociation Curve

Dissociation Curve

Nidogen — 1 60°C

Dissociation Curve

Abbildung 12: Die Dissoziations-Kurve zeigt die spezifische Expression von Nidogen-1. GAPDH
wurde als House-keeping-Gen (Kontroll-Gen) verwendet, da es sich stabil exprimierte in unseren
Versuchen.
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Abbildung 13: PCR-Diagramm Podocin/Kollagen IV
Alle Genotypen versus WT 60T (Glomeruli). Die Nid-1-Expression beim Alport-Syndrom ist am

hochsten. Am deutlichsten ist der Unterschied zum WT 60T, wo die Expression des Nid-1 am
geringsten war.

Glomeruli
Signifikanz

+/+ /[ +/+ 60d Gl vs +/+ // -/-60d GI 1 il
+/+ /[ +/+ 60d Gl vs +/+// +/- 60d Gl 1 falaied
+/+ /[ +/+ 60d Gl vs +/- /[ +/+ 60d GI 1 il
+/+ /[ +/+ 60d Gl vs +/- /| +/- 180d GI 1 folaied
+/+ /[ +/+ 60d Gl vs +/- /[ +/+ 180d GI 1 *

+/- /| +/- 60d Gl vs +/+ // -/- 60d Gl 1 folaied
+/- /| +/- 60d Gl vs +/+// +/- 60d Gl 1 el
+/- /| +/- 60d Gl vs +/- // +/- 180d GI 1 *x

+/- /| +/- 60d Gl vs +/- /[ +/+ 60d GI 1 *

| +-// +/+60d Gl vs +/+ // --60d Gl 1 | ok |

| +/+//+/-60d Gl vs +/+ /[ -/-60d Gl 1 | * |
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+/+ /[ +/+ 180d Gl vs +/+ // -/- 60d GI 1 ol
+/+ /[ +/+ 180d Gl vs +/+// +/- 60d Gl 1 folalel
+/+ /[ +/+ 180d Gl vs +/- // +/- 180d Gl 1 **
+/+ /[ +/+ 180d Gl vs +/- // +/+ 60d Gl 1 *
| +/-//+/-180d Gl vs +/+// -/-60d GI 1 | foleid
Tubuli

Wildtyp 60T vs. Alport 60T

| +/+ /[ +/+ 60d Tu vs +/+ // -I-60d GI 1 | ok

*** Signifikanz (p-Wert < 0,05)

In den Tabellen (s. Seite 63) sind die Ergebnisse der PCR aufgefihrt mit den jeweiligen
Mittelwerten  und  Standardabweichungen.  Aus  den  Mittelwerten  und  den
Standardabweichungen sind die Unterschiede und Signifikanzen (***) zwischen den
Genotypen ersichtlich.

Somit konnte festgestelt werden, dass die Nid-1-Expression beim Alport-Syndrom am
hochsten ist, gefolgt vom Genotyp Pod/Col IV (+/-//+/-) 180T. Der Mittelwert beim Alport-
Syndrom liegt bei 2,71. Verglichen mit dem Genotyp Pod/Col IV 60T wurde Nid-1 um die
Hélfte weniger exprimiert. Der Mittelwert liegt hier bei 1,33. Am deutlichsten ist der

Unterschied zum WT 60T, wo die Expression des Nid-1 am geringsten war.
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Genotyp verglichen mit:

Nidogen-1 Pod/Col IV Pod/Col IV

+/-l[+/- 60T +/+//-/- (Alport 60T)
Mittelwert 1,33 2,71
Std-Abw. 0,38764662 0,23938775
Nidogen-1 Pod/Col IV Pod/Col IV

+/+/+/+ (WT 60T) +/+//-I- (Alport 60T)
Mittelwert 1,04 2,71
Std-Abw. 0,29164025 0,23938775
Nidogen-1 Pod/Col IV Pod/Col IV

+/+/[+/+ (WT 60T) ++/[+/+ (WT 180T)
Mittelwert 1,04 1,25
Std-Abw. 0,29164025 0,29648777

PCR-Ergebnisse: Aufgefuhrt sind die PCR-Ergebnisse mit den jeweiligen Mittelwerten

und

Standardabweichungen. Die Nid-1-Expression ist beim Alport-Syndrom am hdochsten. Der

grofite Unterschied ist zum WT 60T, wo die Expression am geringsten war.
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Nidogen-1 Expression real-time PCR
350 *k*k
*k*k

3,00 — FHK
£ *xx
2 2,50
o
5 2,00 T
o T
g 150 T
©
< 100
(s’

0,50

0,00

WT60T +/-// +/- 60d Alport WT180T  +/-//+/- 180d

*** Signifikanz zwischen zwei Genotypen

Aufgefihrt ist die Nid-1-Expression der entsprechenden Genotypen. Signifikant erhdhte Werte zeigen
sich bei Alport 60T und +/-//+/- 180T. Der grofite Unterschied ist wieder zwischen Alport 60T und
WT 60T zu verzeichnen.
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4. Diskussion

Diese Arbeit beschéftigte sich mit der Frage, ob es, wie vermutet, eine Verbindung zwischen
der glomerularen Basalmembran (GBM) und der Schlitzmembran (SD) gibt, welche die
Podozyten-Struktur beeinflusst und bei gleichzeitigem Auftreten von GBM/SD-Mutationen
friher zum Nierenversagen fihrt. Nidogen-1 sollte eine Schlisselrolle spielen, da es eine
wichtige stabilisierende Funktion in der GBM Ubernimmt. Dieses wurde an Wildtyp-, Einzel-
und doppelheterozygoten Kollagen IV/Podocin-Mausen auf mRNA- (mittels real-time gPCR)
und Proteinebene (mittels Western Blot) untersucht. Mit Hilfe wvon  ultrastruktureller
Immunogoldhistochemie  wurde die genaue Lokalisation und Quantifizierung von Nid-1
durchgefiihrt.

4.1 Vernendetes Mausmodell fir Fragestellung

Fir die vorliegende Arbeit wurden heterozygote Nphs2*/R140Q-Mause aus 129 Sv/Pas-
Hintergrund mit heterozygoten COL4A3*--Mausen aus 129 Sv/J-Hintergrund gekreuzt. Das
verwendete Mausmodell sollte als Mdoglichkeit dienen, die Fragestellung Uber die Rolle von
Nid-1 bei podozytaren Erkrankungen der Niere zu beantworten. Das Mausmodell wurde
gewahlt, da es ein geeignetes Modell darstellt, die gewinschten nephrologischen Strukturen

genauer zu untersuchen. Zudem konnte Nid-1 somit ndher betrachtet werden.

4.2 Grenzen, Schwichen und Starken der Methodik

Eine kritische Auseinandersetzung mit der durchgefihrten Methodik ist wichtig, um die

Ergebnisse bewerten und beurteilen zu kdnnen.

Somit ist es nicht hundertprozentig auszuschlieBen, dass Fehler und ungenaues Arbeiten in
der Durchfihrung der einzelnen etablierten Methoden zu falschen Ergebnissen gefiihrt haben
konnten. Daher war es u.a. unerldsslich, auch Negativkontrollen wie bei der
Immunfluoreszenz oder der Immunogoldhistochemie mitlaufen zu lassen, um die Qualitdt der

Methode zu Uberprifen und Fehler der eigenen Arbeit auszuschlieRen.

Fur die statistische Auswertung der Immunogoldhistochemie wurden die Anzahl der Kugeln
(=Nidogen-1 an 20 nm Gold gekoppelt) je Glomerulus der Nierenkorperchen in n=14 Méusen
mit den unterschiedlichen Genotypen (Alport 60T Col IV -/-, +/-/[+/- 180T, +/-//+/- 60T, WT
180T und WT 60T) untersucht. Je Maus wurden bis zu 4 Glomeruli vermessen und die

Messung je Glomerulus erfolgte in verschiedenen Abschnitten, um statistische Werte zu
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erhalten. Die Gesamtzahl der ausgemessen elektronenmikroskopischen Bilder belief sich auf
n=428. Die Messung der Basalmembraniinge und Auszihlung der Kugeln erfolgte mit Hilfe
des Programms Imagel. Eine Erhdhung oder Verringerung der Fallzahl hatte unter
Umstdnden zu anderen Ergebnissen filhren konnen. Die Fallzahl in der vorliegenden Arbeit
schien jedoch als absolut ausreichend, um représentative statistische Ergebnisse zu erhalten.
Mit Hilfe einer Qualitatskontrolle wurden die erhobenen Daten nach AusreiRern geprift und
mit dem Laborprotokoll verglichen und ggf. korrigiert. Das verwendete Programm ImageJ ist
ein Bildbearbeitungs- und Bildverarbeitungsprogramm, welches vielfach fir medizinische

und wissenschaftliche Bildanalyse benutzt wird.

Die Untersuchungen mittels Western Blot und real-time PCR wurden an isolierten Glomeruli
vorgenommen, weil Analysen aus den Tubuli nicht detailliert genug sind, da die BM-
Komponenten auch im Tubulointerstitum vorkommen. Um die Struktur der Glomeruli zu

erhalten, war es sinnvoll, diese direkt nach der Isolation zu verwenden.

Die Starken und Schwerpunkte dieser Arbeit liegen im Bereich der Immunogoldhistochemie
und der real-time PCR. Die weiteren zahlreich zur Vefligung stehenden Methoden mussten
zusétzlich genutzt und ausgeschopft werden, um die Ergebnisse verdeutlichen und verstarken
zu konnen. Die Immunfluoreszenz bot die hervorragende Mdglichkeit die Verteilung von
Nidogen-1 genauer zu untersuchen. Nicht nur die Quantitat, sondern auch die Verteilung und
Lokalisation von BM-Komponenten spielt eine essentielle Rolle fir die Funktionalitdit der
GBM und die sie umgebenden Strukturen. Besonders die Immunogold-Technik und die
Immunfiuoreszenz  fur Kryo-LM-Schnitte sind mit einem hdchst technischen Aufwand
verbunden, um auch eine geeignete Bildgebung zu bekommen. Daher sind die Ergebnisse und
die Bilder dieser Methoden besonders reprasentativ. Auch der durchgefiihrte Western Blot
war sinnvoll, um zu beurteilen, ob es quantitative Unterschiede in der Proteinmenge von
Nidogen-1 gab.

Diese Arbeit beschéaftigte sich mit der Bedeutung der glomeruldaren
Basalmembrankomponente Niogen-1 bei podozytdren Erkrankungen der Niere. Unterstiitzend
durch die zahlreichen Methoden konnte die Vermutung bestarkt werden, dass Nidogen-1 bei

podozytaren Erkrankungen eine Schllsselrolle einnimmt.
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4.3 Bewertung der Immunfluoreszenz-Ergebnisse

In der Abbildung 8 sind die Ergebnisse der Immunfluoreszenz dargestellt, die die Nid-1-

Farbung, die Nephrin-Farbung und die Immunfluoreszenzdoppelfarbung beinhalten.

Nid-1 und Nephrin sind beim WT 60T und bei Pod/Col IV 60T wvermehrt in der
Basalmembran lokalisiert. Auffallig ist, dass sich die Lokalisation der Proteine von der
Basalmembran ins Mesangium bei WT 180T und Pod/Col IV 180T verdndert. Dies scheint
vor allem mit dem Alter der Mause und der jeweiligen ,Aufgabe” der Proteine
zusammenzuhdangen. Nephrin, welches ein Zell-Adhdsiosmolekdl darstellt (Kestila et al.
1998), wird hauptsachlich in den Podozyten und nahe der Schlitzmembran exprimiert
(Ruotsalainen et al. 1999). Mit voranschreitendem Alter konnte Nephrin beim WT als ein
LStabilisierungsprotein® im  Mesangium  fungieren, wie auch Nid-1. Tubular waren keine

Unterschiede sichtbar.

Die grofiten Unterschiede sind sichtbar beim Alport-Syndrom (Col 1V -/-) zu allen
Genotypen. Nid-1 ist beim Alport-Syndrom in der BM stark vermehrt, was bestétigen konnte,
dass Nid-1 als Stabilisierungsprotein der Basalmembranarchitektur fungiert (Aumailley et al.
1993) sowie als Reparaturprotein oder Verknupfungsprotein. Mesangial und tubular ist Nid-1

nicht vorhanden.

Nephrin ist eher mesangial und tubular bei COL4A3 -/- Méusen mit Alport-Syndrom
vorhanden, kaum auf der Basalmembran. Das zeigt, dass Nephrin im Mesangium tatsachlich

als , Stabilisierungsprotein“ fungieren konnte.

4.4 Analyse des Western Blots

Um zu beurteilen, ob es quantitative Unterschiede in der Proteinmenge von Nid-1 gibt, wurde
der Western Blot durchgefihrt. Wie in Abbildung 10a+b ersichtlich ist, gab es keine
quantitativen Unterschiede in der Proteinmenge von Nid-1 beim Western Blot. Das konnte
daran liegen, dass die Proteinmenge gleich war aber eventuell eine andere Verteilung vorlag

oder dass der Western Blot unter Umstdnden zu ungenau durchgefiihrt wurde.

In beiden Gelen waren die Nid-1-Fragmente bei 130 kDa. Nidogen-1 wird in der Literatur als
148 kDa schwer beschrieben (Carlin et al. 1981). Des Weiteren zeigte das Gel bei 50 kDa R-Aktin-
Banden.

Um das Ergebnis weiterhin quantifizieren zu konnen, wurde die Lokalisation und die Menge
des Nid-1 mit der elektronenmikroskopischen Immunogoldhistochemie genauer untersucht.

Das Ergebnis der Immunogoldhistochemie wird im folgenden Punkt diskutiert.
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4.5 Elektronenmikroskopische Immunogoldhistoche mie von Nid-1

Anhand der elektronenmikroskopischen Bilder und der statistischen Auswertung der
Immunogoldhistochemie von Nid-1 lasst sich zeigen, dass es signifikante Unterschiede
zwischen einzelnen Genotypen gibt in Bezug auf die Anreicherung des Nid-1 im Verhélinis
zur GBM-Léange (KI/L).

Wie im Ergebnisteil aufgefiihrt (s. Seite 56), dirfen beim Alport-Syndrom (Col 1V -/-) 2,21
Kugeln je 1000 Pixel (95%-Cl: 2,09-2,33) erwartet werden. Dies unterscheidet sich
signifikant von den Genotypen Pod/Col IV 60T und WT 60T mit weniger als 0,75 Kugeln je
1000 Pixel (alle p-Werte <0,001). Daraus kann geschlossen werden, dass sich beim Alport-
Syndrom (Col IV -/-) 3 bis 5-mal mehr Kugeln auf der Basalmembran ansiedeln, im
Vergleich zu beiden 60-Tage-Genotypen. Fur den Genotyp Pod/Col IV(+/-//+/-) 180T dirfen
1,29 Kugeln je 1000 Pixel und fur WT 180T dirfen 1,89 Kugeln je 1000 Pixel erwartet
werden. Auf Basis der gegebenen Stichprobe kann dies jedoch nicht vom Alport-Syndrom
(Col IV -/-) signifikant unterschieden werden.

Wie auch auf den -elektronenmikroskopischen Bildern ersichtlich ist, lagert sich Nid-1
verstarkt bei den Genotypen Col IV -/~ und Pod/Col 1V 180T an. Die verbreiterte,
aufgesplitterte GBM mit verdickten Podozyten (s. Abb. 11) ist ein typisches Bild des Alport-
Syndroms (Kashtan et al. 1994; Gubler etal. 1981).

Es scheint also einen Zusammenhang zwischen dem Alter der Maus, d.h. auch zunehmende
Beschadigung der GBM beim Alport-Syndrom (s. Abb. 11) und der Nid-1-Expression auf der
GBM zu geben. Je édlter die Maus und je ,kranker die Maus, desto mehr lagert sich Nid-1 auf
der GBM an. Dies bestatigt die Vermutung, dass sich Nid-1 als Regenerationsprotein

vermehrt anreichert bei zunehmender Beschadigung der GBM.

Kruegel et al. (2008) stellten die Hypothese auf, dass Nid-1 in den spaten Stadien der
Osteoarthritis (OA) den Chondrozyten helfe, die Knorpelintegritit wiederherzustellen und
somit Nid-1 eine wichtige Schilsselrolle in der Pathogenese der OA spiele. Da Nid-1 die
Fahigkeit besitzt, dreifach Komplexe mit Laminin und Kollagen 1V zu bilden (s. Abb. 4), als
auch andere Komponenten der Basalmembran miteinander zu verknipfen, scheint es sehr
wahrscheinlich, dass Nid-1 als Linkprotein  fungiert (Kramer 2005) wund die
Basalmembranarchitektur auf supramolekularer Ebene stabilisiert (Aumailly et al. 1993).
Dieser Stabilisierungsversuch einer geschadigten GBM bei glomerularen Erkrankungen durch
Nid-1 konnte von grolRer Bedeutung sein. Suh und Miner (2013) hingegen haben beschrieben,
dass es keine definitiven Beweise gabe, dass Nid-1 allein fir die Stabilitdit und

Barriereeigenschaften der GBM verantwortlich ware.
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Des Weiteren kann es in diesem Zusammenhang von Wichtigkeit sein, dass Nid-1 Uber R1-
Integrine mit Podozyten interagieren kann (Salmivirta et al. 2002). Das lasst vermuten, dass

Nid-1 glomeruldre Zellen beeinflussen konnte.

4.6 Beurteilung der PCR-Ergebnisse

Die real-time PCR wurde durchgefiihrt, um die Ergebnisse der Proteinebene (Western Blot)

auch auf mRNA-Ebene weiter untersuchen, beurteilen und quantifizieren zu kénnen.

Die PCR-Ergebnisse (s. Punkt 3.4, Seite 60) decken sich mit den Ergebnissen der
Immunogoldhistochemie. Die Expression des Nid-1 bei Pod/Col 1V 180T und dem Alport-
Syndrom ist im Verhdltnis zu den anderen Genotypen signifikant erhoht.

So lagen die Mittelwerte bei Pod/Col 1V 60T bei 1,33 und beim Alport-Syndrom (-/-) bei
2,71. Die Signifikanz ist dementsprechend hoch beim Alport-Syndrom. Des Weiteren lag der
Mittelwert beim WT 60T bei 1,04 und beim Alport-Syndrom wie bereits erwahnt bei 2,71.

Diese Unterschiede vom gesunden zum kranken Genotyp lassen wieder darauf schlie3en, dass
Nid-1 wverstarkt exprimiert wird, um mdglicherweise die gestorte Struktur der GBM zu

stabilisieren und aufrecht zu erhalten (Aumailley et al. 1993).

Im Vergleich von Alport-Syndrom (-/-) zu WT 180T und Pod/Col IV (+/-//+/-) 180T ist
ebenfalls eine Signifikanz zu verzeichnen, jedoch kann man sagen, dass die Expression von
Nid-1 im Allgemeinen am hdchsten beim Alport-Syndrom und bei Pod/Col 1V 180T ist. Das
bekraftigt die Vermutung, dass das Alter der Mause und die zunehmende Destruktion der

GBM eine groRe Rolle spielen mit der damit verbundenen erhdhten Nid-1 — Expression.
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5. Zusammenfassung

Die Basalmembrankomposition der Glomeruli stellt einen wichtigen Faktor in der
Pathogenese vieler Nierenerkrankungen dar. Das Verstandnis der Interaktionen der BM-
Komponenten und der Pathogenese von glomeruldren Nierenerkrankungen koénnten zu neuen

Therapieansatzen fuhren.

Essentielle Bestandteile der Filtrationsbarriere der Niere sind die GBM und die
Schlitzmembran.  Nach unserer Hypothese besteht eine Verbindung zwischen der
glomerularen Basalmembran und der Schlitzmembran. Diese Verbindung konnte die
Podozyten-Struktur  beeinflussen und bei einem gleichzeitigen Auftreten von GBM/SD-

Mutationen glomeruldare Nierenerkrankungen negativ beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob diese Mutationen friher zum
Nierenversagen filhren. Dies wurde durch Untersuchungen von doppelt-heterozygoten
COL4A3*-(GBM) / Nphs2*R140Q (SD)-Mausen am Tiermodell Uberprift. Hierbei sollte die
Zusammensetzung der GBM untersucht werden, da diese essentiell fur die Funktion von
Zellen im Glomerulum und die Stabilitdt der GBM ist.

Nidogen-1 (Nid-1) nimmt nach unserer Hypothese eine zentrale Rolle ein, da es eine wichtige
stabilisierende Funktion in der GBM Ubernimmt. Besonders fur Kollagen IV und Laminin
dient Nid-1 zur Vernetzung und Stabilisierung. Es wurde als Linkprotein zwischen diesen
beiden Proteinen beschrieben (Kramer 2005), weshalb gerade in Bezug auf die Kollagen-1V-
Erkrankung Alport-Syndrom ein funktioneller Einfluss des Nidogen-1 vermutet werden kann,
da sich die BM-Proteine in ihrer Zusammensetzung gegenseitig beeinflussen konnen. Auch
ware funktionell ein madglicher Link zwischen BM und SD maglich. Mittels ultrastruktureller
Immunogoldhistochemie und Immunfluoreszenz wurde die genaue Lokalisation des Proteins
und Quantifizierung wvon Nid-1 in der GBM durchgefihrt. Insbesondere bei der
elektronenmikroskopischen  Immunogoldhistochemie  konnte Nid-1 sehr genau untersucht
werden in Bezug auf die Lokalisation. Die Ergebnisse zeigen, dass Nid-1 stark exprimiert
wird bei den Genotypen Col IV -/- und Pod/Col IV (+/-//+/-) 180T. Die Unterschiede
zwischen gesunder GBM (WT) und aufgesplitterter GBM mit Glomerulosklerose und

vergroRerten, verschmolzenen Podozyten beim Alport-Syndrom (Col IV -/-) sind deutlich auf
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den elektronenmikroskopischen Bildern (s. Seite 55) erkennbar. Es herrscht ein dichtes
Nebeneinander von dinnen und dicken glomeruldaren Basalmembran-Abschnitten. Auch der
Verlust der Schlitzmembran ist eindeutig sichtbar. Nid-1 ist beim Alport-Syndrom vermehrt
in den Verdickungen der GBM und vermehrt in der mesangialen Matrix lokalisiert. Wahrend
sich Nid-1 (gekoppelt an 20 nm Gold) bei den 60T-Genotypen und WT 180T vereinzelt auf
der GBM angesiedelt hat, ist es beim Alport-Syndrom und Pod/Col IV 180T starker vertreten.

Diese unterschiedliche Verteilung und vermehrte Ausschittung des Nidogen-1, gerade im
Bereich der Aufsplitterungen bzw. mit fortschreitendem Alter der Pod/Col IV GBM, spricht
fur mogliche Regenerationsbemihungen, die GBM besser zu stabilisieren. Dies konnte durch
eine vermehrte ,Verlinkung“ von Laminin-111 mit dem noch vorhandenen Kollagen IV oder
anderen ~ GBM-Proteinen  geschehen. Auch  ware ein  mdglicher  frustraner
Regenerationsversuch, welcher aufgrund der genetischen Erkrankung in einem Circulus
vitiosus mindet, zu diskutieren. Des Weiteren kann es von Bedeutung sein, dass Nid-1 Gber
R1-Integrine mit Podozyten interagieren kann (Salmivirta et al. 2002). Das lasst vermuten,
dass Nid-1 auch einen direkten Einfluss auf glomerulare Zellen und somit auf das
Fortschreiten oder die Regeneration von glomeruldaren Erkrankungen haben konnte. Dies
bedeutet im weiteren Sinne eine Auswirkung auf die Podozyten-Struktur und eine
Cytoskelettbeeinflussung. Eine quantitative sowie qualitative Anderung des Nidogen-1 hitte
somit einen direkten Einfluss auf das Verhalten der Zellen im gesunden wie auch im

erkrankten Milieu.

In weiteren zukinftigen Experimenten sollte die Funktionalitdit von Podozyten in vitro néher
untersucht werden. Es wadre zu Kkldren, ob sich Podozyten von der Differenzierung,
Proliferation und Migration verdndern, wenn sie mit Nid-1 interagieren. Das Wissen um die
genaue Lokalisation und den funktionellen Einfluss von Nidogen-1 auf die GBM und deren

Zellen konnte somit neue Therapieansatze bei glomerularen Erkrankungen ermdglichen.
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Negativkontrollen Immunfluoreszenz fur Kryo-LM-Schnitte 49

WT 60T Nid-1

WT 60T Nephrin

Abbildung: Negativkontrollen Immunfluoreszenz
Zum Ausschluss falsch positiver Ergebnisse, aufgrund unspezifischer Antikorperbindung,
wurden Negativkontrollen durchgefiihrt. Die priméren AK wurden dabei nicht mit aufgetra-

gen, sondern nur das 1% PBS/BSA (pH 7,4) (40fache VergroRerung).

Negativkontrolle elektronenmikroskopische Immunogoldhistochemie von Nid-1 55

GBM = glomeruldare Basalmembran
e = Endothel
P = Podozyt

Abbildung: Negativkontrolle der Immunogoldhistochemie
Fir die Negativkontrolle wurde der primire AK (Nid-1 1052) gegen 1% PBS/BSA (pH 7,4) ersetzt.

Es ist keine spezifische Reaktion zu erkennen.
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Tabelle 1: Diagnosekriterien fur das Alport-Syndrom

Tabelle 2: Elektronenmikroskopie

Genotyp Alter (d)| Maus-Nr. | LR-GOLD
Nphs2 // COL IV WT 60 968 X
Nphs2 // COL IV WT 60 325 X
Nphs2 // COL IV WT 60 324 X

Col IV +/+//-1- 60 973 X
Col IV +/+//-1- 60 1038 X
Col IV +/+//-1- 60 1054 X
Pod// Col IV +/-/I+/- 60 309 X
Pod // Col IV +/-//+/- 60 305 X
Pod // Col IV +/-//+/- 60 295 X
Pod// DDR 1 WT 180 61 X
Pod// DDR 1 WT 180 69 X
Pod// DDR 1 WT 180 7973 X
Pod// Col IV +/-/I+/- 180 340 X
Pod// Col IV +/-/I+/- 180 4 X
Pod// Col IV +/-1I+]- 180 19 X
Pod// Col IV +/-1I+]- 180 20 X
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7. Glossar

Adjustiert nach Dunnett — Vergleich gegen ecine ,Kontrolle (hier: Alport) / multipler
Mittelwertvergleichstest

Adjustiert nach Tukey-Kramer (HSD-Methode) — Vergleich jeder-mit-jedem (alle
Paarvergleiche). Die kleinste noch signifikante Differenz zwischen zwei Gruppenmittelwerten
wird berechnet (HSD=Honest Significant Difference).

Adjustierter p-Wert — Der p-Wert ist eine Indikator, ob die Null-Hypothese -eines
statistischen Tests abgelehnt werden kann (p-Wert muss kleiner als das Signifikanzniveau o
sein). Werden mehrere statistische Tests parallel durchgefihrt, muss fur dieses multiple

Testen korrigiert werden; hierfur werden adjustierte p-Werte berechnet.

Bootstrapping — Ein Verfahren zur robusten Schitzung von Modellparametern sowie fir
robuste statistische Tests. Durch wiederholtes Ziehen mit Zuriicklegen aus einem Datensatz
werden neue Datensdtze generiert. An jeden dieser Bootstrap-Datensatze wird das
Auswertungsmodell angepasst. Die Punktschatzer der Parameter ergeben sich als mittlerer
geschatzter Parameterwert (hier fir K/L) Uber alle Bootstrap-Replikationen bzw. dessen
Standardabweichung (s.e.: standard error). Die Intervallschatzer (95%-ClI) ergeben sich aus

der Verteilung der Bootstrap-Replikationen.

Boxplot — grafische Darstellung der Verteilung der erhobenen ZielgroBen (mit Streuungs-

und Lagemalien)

Cl — Konfidenzintervall = Erwartungsbereich. Der Erwartungsbereich ist definiert als die
Schwankungsbreite der Werte um den Mittelwert, die mit einer 95%igen Wahrscheinlichkeit
in der Grundgesamtheit nicht Uberschritten wird. Dafir zieht man vom Mittelwert das 1,96-
Fache wvon der Standardabweichung ab, um das untere Ende des Konfidenzintervalls zu
bekommen. Fir das obere Ende wird das 1,96-Fache der Standardabweichung addiert (1,96
ergibt sich aus dem Quantil (=Lagemal?) der Normalverteilung bei einem zweiseitigen Test zu

einem Signifikanzniveau von 95%)
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Replikationen — Anzahl der Bootstrap-Stichproben
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