Aus dem Institut fur Pathologie
(Prof. Dr. med. P. Strobel)

der Medizinischen Fakultit der Universitit Gottingen

Eine Untersuchung der Bedeutung des
Apoptose-induzierenden Faktors fiir den

podozytiren Zelltod

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades
fur Zahnmedizin
der Medizinischen Fakultit der

Georg-August-Universitit zu Gottingen

vorgelegt von

Kristina Kruse

aus
Detmold

Gottingen 2021



Dekan: Prof. Dr. med. W. Briick

Betreuungsausschuss
Betreuer/in: Prof. Dr. med. P. Strobel

Ko-Betreuer/in: Prof. Dr. med. M. Zeisberg

Priifungskommission

Referent/in: Prof. Dr. med. P. Strobel
Ko-Referent/in: Prof. Dr. M. Zeisberg
Drittreferent/in: PD Dr. S. Sennhenn-Kirchner

Datum der mindlichen Prifung: 18.07.2022



Hiermit erklire ich, die Dissertation mit dem Titel "Eine Unter-
suchung der Bedeutung des Apoptose-induzierenden Faktors
fir den podozytiren Zelltod" eigenstindig angefertigt und kei-
ne anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmit-
tel verwendet zu haben.

Gottingen, den «....oovviiiies e
(Unterschrift)



Inhaltsverzeichnis 1

Inhaltsverzeichnis
AbbildungsverZeiChnis .......couueeeiiiiiieeiiiiieeiniiieeeieeeirre e essssreesessssseenes III
TabelleNVerZeiChmnis ... .uueiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeireeee e ssre e s annes Iv
AbKUrzungsverZeiChniS. ... uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecciiiiiiireccnrrrre s A\
1 EINICItUNG cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicccccnniiree e aasaaneee 1
11 Aufbau und Funktion der INIEE c..e.eeieuririieeieirircceierieeeteistneieie ettt seese et esese et senens 1
111 Aufbau des GLOMEIUIUS ...c.ovceeeeuririieeieiricicteietseciete ettt ettt sttt b et seaeaebeseen 1
1.1.2  Podozyten als spezialisierte NIETENZEIlEn .......ceviuevrueeiueeiieeiieeieeieeieeeieeeie e seeseseene 2
1.2 Chronische NierenerkranKkung ..o eaeseaes 3
1.3 GlomeruloPathien ..o 4
1.4 Fokal segmentale glomeruldre SKIEIOSE ......cccuvvuiueiurieimriciicircciccece e 4
1.5 Der Apoptose-induzierende Faktor und sein Anteil am programmierten Zelltod................... 7
1.6 Zielsetzung und Fragestellung det ArDeit ..o 11
2 Material und Methoden ........ccceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 12
2.1 IMALELIAL ..ottt et ettt ettt sent et een 12
2.2 IMETROAEN ettt ettt bbbttt een 22
221 ZEUIENICH covreeereiririeeierricerieietsesteeieseeseseeebesseseae e sesessee et sestee s sesessaesessestacsessesesesesessestessessenesssesessentansen 22
222 ZRIKUITUL oottt ssesessae et sestee e sesess e asestae s sesesesesessestacsessenessaesessentassen 22
2.2.3  Analysen auf ProteiNeDEne .......cociieiiciiiciicicicrecree e naens 24
224 Uberexpression VON PrOtEINEN . ..ottt ssaens 26
225 Transienter Knock-down von Proteifien.....co e cericennciereninieeinneeeiesesteeenseseseieseeseseenen 28
2.2.6  Priparation detr DeckgASEr ......cociiieiieiieiiciiccrcre e naens 28
2.2.7  Fixierung und Firbung von Zellen fiir die Konfokalmikroskopie.........ccveeuriceniceniceniecnneaee 28
2.2.8  KonfokalmIKIOSKOPIE ....ccuiuciieciiecirieciiec ettt ssaes 29
229  Imitierung des Podozytenschadens ... s 29
2210  DutrcChflusSZYtOMELIIC. ...ccuvvirieiieiiieiieieiriie ettt 30
2211 Datenanalyse ..ot 31
2.2.12 Herstellung histologischer SChnittpraparate ..o 31
2.2.13 Immunfluoreszenzfirbung der SChOIttPrAPALALE .....cvuveveeeeiiiiiiiicr s 31
3 ErgebniSse..cccciiuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecccniire e aaes 33
3.1 Der Einfluss der Behandlung mit verschiedenen Agenzien auf den podozytiren

ZLEIEOM ettt bttt bbbt bttt skttt neneae b 33
3.2 Untersuchung des Irn-vitro-Modells der fokalen segmentalen glomeruliren Sklerose in

Podozyten auf ProteiNebene. ..ot 36
3.3 Veranderung der Proteinmenge des Apoptose-induzierenden Faktors ........ccoccveiviciricnnans 37
3.4 Intrazellulire Lokalisation des Apoptose-induzierenden Faktors in Podozyten..................... 39
3.5 Untersuchung der Kolokalisation von AIF mit Podozyten in humanen Biopsien mit



Inhaltsverzeichnis 1I

3.6
3.7

4
4.1

4.2

4.3

44

4.5
45.1
452

4.6

Der Einfluss der AIF Ubetexpression auf den podozytiten Zelltod ........c..meveeecreeerecreennen. 43
Der Einfluss des AIF Knock-downs auf den podozytiren Zelltod..........coveiiniiivinicincinns 46
5 ST 0 o P 49

Die Folgen der verinderten Genexpression des Apoptose-induzierenden Faktors auf

PARP-T und YHZAX L.t 52
Die Lokalisation von AIF in Podozyten 7 vitro sowie in humanen Biopsien ........ccccueueeee. 53
Der Einfluss der verinderten Genexpression von AIF auf den podozytiren Zelltod .......... 55
Die Folgen der Uberexpression von AIF auf den podozytiren Zelltod........ocomeveeereenereones 55
Die Folgen des AIF Knock-downs auf den podozytiren Zelltod ..........ccccveuveecuvecivcncucencnnn. 55
Schlussfolgerung und AUSBLCK .......ccvvviiiiiiiiiiici e 56
ZusammeENfaSSUNG....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiireeeccesisree e e e ssssssssseseeesssssssssns 57
LiteraturverzeiChnis .....uuueeeeeiiiiiiie 58



Abbildungsverzeichnis 111

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Einfluss von ADR, PAM und PAN auf den podozytiren Zelltod. ........ccccouuevrvinrinnnne. 35
Abbildung 2: Untersuchung des In-vitro-Modells der FSGS in Podozyten auf Proteinebene. ............ 37
Abbildung 3: Verinderung der Proteinmenge des Apoptose-induzierenden Faktors. .........cccovveeneee. 38
Abbildung 4: Immunhistochemische Farbung von AIF in POdozyten ..., 40
Abbildung 5: Untersuchung der Kolokalisation von AIF mit Podozyten in humanen Biopsien ......42
Abbildung 6: Der Einfluss der AIF Uberexpression auf den podozytiren Zelltod. ........c.evenreernnc 44
Abbildung 7: Der Einfluss des AIF Knock-downs auf den podozytiren Zelltod unter

Behandlung mit ADR und PAM.......cic e 47

Abbildung 8: Der Einfluss des AIF Knock-downs auf den podozytiren Zelltod unter
Behandlung mit PAN. ..o 48



Tabellenverzeichnis v

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Chemikalien und ReagenZzien .........c.ovcveeiviiiniiiniiiniiiircreeeceeeeecee e 12
Tabelle 2: PrmAre ANtIROIPEL .....vcviiiiiiiiiccrc s 15
Tabelle 3: SekuNdAre ANROIPEL....c.oviiieiiiiiiicc s 16
Tabelle 4: FlUOreSZenZfarbDStOfTe . .uoiiiiiiriieiiriciccire ettt sttt s et s s essnsesans 16
Tabelle 5: VerbrauChSmMAaterIallen ....cucviririereiirieieririeesisiesesistsseesstesessssessesesesessesesassssesesessssesesesssseseses 17
TADEILE 0: GEIALE.cuvuirvereeiirrereeiirieteeeisteteest st e te sttt etssts e sesesesteseseseseeseseseatesesesersesesasessasasasesssasesessnsasesersnsesasen 18
TADELLE 72 SOFEWALE «..vvvieievetetieietetetetet ettt ettt et s bt se et et bess et ebebessas et ebessasesebessasesebessassesesansasesesen 20
Tabelle 8: Gebrauchsfertige ReaktioNSSYSTEIMIC. .....vuuvecurieciriecieeieeeieecieeeieeereeeie e seeaeseene 21
Tabelle 9: Plasmide Und VEKLOLEN .....cueiievereeiieicieteieteeteeetete ettt ettt et ssas et ssas s bessasesesessaseseseses 21
Tabelle 10: Puffer und Lésungen ZellKULtUr ... 23
Tabelle 11: Puffer und Lésungen ProteiniSOlation .........cccimivvierieineiiinieirieinsiicesieiesssssssesessenenns 24
Tabelle 12: Puffer und Lésungen Westernn BIOt ... 26
Tabelle 13: Puffer und Losungen Transformation.........ccciirinieiiiiniiieeieesisesessesssssssesenns 26
Tabelle 14: Puffer und Lésungen Deckglaspraparation ... 28
Tabelle 15: Puffer und Losungen ZellfArbung.........ccvcviriiriirnirerceeeeeiecereceeceseese e 29

Tabelle 16: Puffer und Losungen GewebefarbUung ........c.cccveuriiriiiriiiricireieeeeceieceeecseeeseeeseeeneene 32



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

ADR
AIF
ATP
CKD
Cyp A
DAPI
dd
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
EGTA
et al.
FCS
FSGS
GBM
GFR
HEPES
HIV
KDIGO

KO
MCN
MIF
MNNG
Na(l
NAD
NMDA
PAM
PAN
PARP-1
PBS
PCR

PI
RNA
RPM
RT
SDS

Adriamycin

apoptosis inducing factor, Apoptose-induzierender Faktor
Adenosintriphosphat

chronic kidney disease, Chronische Nierenerkrankung
Cyclophilin A

4' 6-Diamidin-2-phenylindol

doppelt destilliert

Dulbecco's modified eagle medinm

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsiure

Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,IN',N'-tetraessigsdure
et alii, und andere

fetal calf serum, fetales Kilberserum

Fokal segmentale glomeruldre Sklerose

Glomerulire Basalmembran

Glomerulire Filtrationsrate
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
Humanes Immundefizienz-Virus

kidney disease-improving global ontcomes, Nierenerkrankung-Verbesserung der
globalen Ergebnisse
Kontrolle

minimal change nephritis, glomeruldre Minimalldsion
Makrophagen-migrationsinhibierender Faktor
1-Methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin
Natriumchlorid

Nicotinamidadenindinucleotid
N-Methyl-D-Aspartat

Pamidronat

Puromycin Aminonukleosid
Poly-(ADP-Ribose)Polymerase 1

phosphate buffered saline, Phsophat gepufferte Salzlésung
polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Propidiumjodid

Ribonukleinsiure

revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

sodinm dodecy! sulfate, Natriumdodecylsulfat



Abkiirzungsverzeichnis VI
SDS-Page SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

siRNA small interfering RNA, kleine eingreifende RNA

tAIF truncated AIF, verkurztes AIF

TBE TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TBST-T tris-buffered saline with Tween20, Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween20

TNF-a Tumornekrosefaktor- o

TRIS Tris-aminomethan

VDAC voltage-dependent anion channel, spannungsabhingiger Anionenkanal

WHO Weltgesundheitsorganisation



Einleitung 1

1 Einleitung

11 Aufbau und Funktion der Niere

Die Niere ist ein paarig angelegtes Organ, welches vielfaltige Aufgaben im menschlichen Kor-
per erfillt und dadurch eine lebensnotwendige Rolle spielt. Sie ist unter anderem fir die
Harnproduktion, den Elektrolythaushalt und die Volumenregulation durch Stabilisierung des
Wasserhaushalts verantwortlich, auflerdem stellt sie den Bildungsort fiir das Hormon

Erythropoetin dar (Jelkmann 2011). Das Nierengewebe lisst sich in Rinde und Mark einteilen.

Die funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron, bestehend aus dem Glomerulus und der
Bowman-Kapsel, dem proximalen und distalen Tubulus, der Henle-Schleife und dem Sammel-
rohr (Preuss 1993). Eine menschliche Niere enthilt etwa 1.000.000 Nephrone (Quaggin und
Kreidberg 2008).

1.1.1  Aufbau des Glomerulus

Der renale Glomerulus ist eine hochspezialisierte Struktur, welche fiir die Ultrafiltration des

Blutes und fiir die Herstellung des Primirharns zustindig ist (Pollak et al. 2014).

Der Glomerulus stellt die Filtrationseinheit der Niere dar und ist der proximal gelegene Teil
des Nephrons (Quaggin und Kreidberg 2008). Er enthilt ein Kapillarnetz, das aus einer affe-
renten Arteriole gespeist wird und in eine efferente Arteriole miindet. Das Kapillarnetz ist von
der Bowman-Kapsel umhillt. Die Bowman-Kapsel wird aus einem inneren (viszeralen) und
einem 4ulleren (parietalen) Blatt gebildet, welches aus Epithelzellen besteht (Arakawa und
Tokunaga 1977). Der glomerulire Filter besteht aus drei Anteilen: Die innere Schicht wird von
einem fenestrierten Endothel gebildet, dessen Fenestrierungen einen Durchmesser von etwa
70-100 nm aufweisen und nicht fur Blutzellen durchlissig sind (Reiser und Altintas 2010).
Benachbart zu den Endothelzellen finden sich die intraglomerulidren Mesangiumzellen und die
mesangiale Matrix (Quaggin und Kreidberg 2008), die unter anderem die Aufgabe haben, das
kapillire Netzwerk im Glomerulus zu stitzen (Stockand und Sansom 1998). Die zweite
Schicht wird von der glomeruliren Basalmembran (GBM) gebildet, die sich aus extrazelluliren
Proteinen wie Typ IV Kollagen, Laminin, Fribronektin und Proteoglykanen zusammensetzt.
Die dritte Schicht wird von Podozyten gebildet, welche auch als viszerale epitheliale Zellen

bezeichnet werden (Stockand und Sansom 1998) und das innere Blatt der Bowman-Kapsel
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bilden. Die Epithelzellen des dulleren Blattes werden als Parietalzellen bezeichnet. Das Ultra-
filtrat, welches durch die letzte Barriere, die durch die Fulifortsitze der Podozyten gebildet
wird, gelangt, befindet sich im Bowman-Raum. Von dort aus gelangt das Ultrafiltrat in den

proximalen Tubulus und in die Henle-Schleife (Garg 2018).

1.1.2 Podozyten als spezialisierte Nierenzellen

Die Glomeruli der Niere sind verantwortlich fiir die Filtration des Blutes und fiir die Herstel-
lung des Primarharns. Diese als Blut-Harn-Schranke bezeichnete Struktur wird aus den
Endothelzellen des Glomerulus, der GBM und aus den Podozyten gebildet (Lal und Patrakka
2018).

Die Podozyten sind post-mitotische, epitheliale Zellen, die sich auf der GBM befinden. Sie
bestehen aus drei Strukturen, dem Zellkérper, dem Hauptfortsatz und den Fuldfortsitzen.
Podozyten umgreifen mit ihren primiren und sekundiren FuBfortsitzen die glomeruliren
Kapillaren und bilden so den duleren Anteil des glomeruliren Filters. Zwischen den FuBfort-
siatzen der verschiedenen Podozyten bestehen Zell-Zell-Kontakte. Diese Verbindung wird als
Schlitzmembran bezeichnet, wobei die Verbindung zwischen Fullfortsitzen eines einzelnen
Podozyten auf unbekannte Weise vermieden wird (Garg 2018). Diese Schlitzmembran tber-
briickt einerseits den Raum zwischen den Fortsitzen, lisst aber gleichzeitig auch Filtrations-
schlitze frei (Hagmann und Brinkkoetter 2018), die von Molekilen mit einer GroBe bis
70 kDa passiert werden kénnen (Hamano et al. 2002). Eine Zerstérung dieser Schlitzmembran
wird mit dem Auftreten von glomeruliren Erkrankungen in Verbindung gebracht (Quaggin
und Kreidberg 2008). Auf Grund ihrer Lokalisation und ihres Aufbaus sind Podozyten sowohl
mechanischem Stress, als auch chemischem Stress durch Sauerstoffradikale und Zytokine aus-
gesetzt. Auf diesen Stress reagieren Podozyten hiufig mit einem hypertrophen Wachstum, um

die glomerulire Funktion aufrecht zu erhalten (Hagmann und Brinkkoetter 2018).

Bei einer Beschidigung der Podozyten kommt es hdufig zu einem Verstreichen der Ful3fort-
sitze, bei dem ihre urspriingliche Struktur verloren geht und ihre Filterfunktion reduziert wird.
Dies wird auf einen Zusammenbruch des Aktin-Zytoskeletts zurtickgefiithrt, das im gesunden
Zustand fir die Kontraktilitit und die Reorganisation der Ful3fortsitze zustindig ist. Hierbei
handelt es sich jedoch nicht um einen passiven Prozess, sondern um einen Adenosintriphos-
phat(ATP)-verbrauchenden, signal-gesteuerten Vorgang (Garg 2018). Die Hauptfortsitze der
Podozyten bestehen aus Mikrotubuli und Intermedidrfilamenten (Drenckhahn und Franke
1988). Das Verstreichen der Fuldfortsitze wird haufig mit einer Proteinurie in Verbindung

gebracht, allerdings kann eine Proteinurie auch ohne verstrichene Ful3fortsitze vorliegen, hier
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liegt in vielen Fillen eine Ablésung der Podozyten von der GBM zu Grunde (Garg 2018). Der
Vorgang der Depletion ist nicht reversibel, da Podozyten allenfalls eine limitierte Fihigkeit
haben, sich zu teilen (Griffin et al. 2003). Die Depletion von mehr als 20 % der Podozyten
von der Basalmembran hat eine fokal segmentale glomerulire Sklerose (FSGS) mit Proteinurie
sowie Verwachsungen der Bowmankapsel an die GBM zur Folge, wobei das Ausmal} dieser
pathophysiologischen Konsequenzen positiv mit dem Prozentsatz der depletierten Podozyten
korreliert. Diese Beobachtung lisst die Hypothese zu, dass verbliebene Podozyten bis zu ei-
nem gewissen Grad die Podozytendepletion kompensieren konnen, es jedoch ab einer Uber-
schreitung eines kritischen Werts zu den beschriebenen Konsequenzen kommt (Wharram et

al. 2005).

1.2 Chronische Nierenerkrankung

Die chronische Nierenerkrankung (CKD) ist ein ernstzunehmendes Gesundheitsproblem, fur
das in den nichsten 15 Jahren ein steigender Anteil an den verursachten Todesfillen weltweit
erwartet wird. Fiir das Jahr 2015 schatzte die Weltgesundheitsorganisation (WHO) den Anteil
der CKD als Ursache der Todesfille weltweit noch auf 1,4 % (871 000 Todesfille), fir das
Jahr 2030 wird ein Anstieg von 0,2 % auf 1,6 % (1 152 000 Todesfille) erwartet. Damit wiirde
sich die Erkrankung auf Platz 13 aller Todesursachen weltweit befinden (Ronco 2007).

Risikofaktoren fir die Erkrankung stellen Bluthochdruck, Diabetes, Dyslipoproteinimie und
Rauchen dar. CKD manifestiert sich in einer Fibrosierung des Nierengewebes als Ausdruck
einer fehlerhaften Wundheilung. Die Fibrosierung ist gekennzeichnet durch glomerulire Skle-

rose, tubuldre Atrophie und interstitielle Fibrose (Webster et al. 2017).

Die CKD wird definiert Gber ein Absinken der glomeruliren Filtrationsrate (GFR) unter
60 ml/min pro 1,73 m” (Normalwert 90-120 ml/min), einem Vorliegen von Markern des Nie-
renschadens oder die Kombination beider Symptome tber einen Zeitraum von mindestens
drei Monaten (Webster et al. 2017). Als Marker fiir einen Nierenschaden gelten eine Albumi-
nurie, eine UbermifBige Sedimentbildung oder Elektrolyte im Urin, Pathologien beziiglich der
Histologie und der Struktur, sowie eine Nierentransplantation in der Vergangenheit (KDIGO
2012). Ab einer GFR von 15 ml/min pro 1,73 m” ist das Endstadium der CKD erreicht, in
welchem nur wenige Therapiestrategien wie eine Nierentransplantation oder die Dialyse in
Frage kommen (Webster et al. 2017). Die chronische Nierenerkrankung kann verschiedene
Strukturen betreffen. Hierzu gehéren zum Beispiel die Glomeruli, das Tubulussystem oder die

Blutgefale.
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1.3  Glomerulopathien

Als Glomerulopathie bezeichnet man Erkrankungen der Glomeruli, die wie oben beschrieben,
eine wichtige Aufgabe fiir die Filterfunktion der Niere erftllen. Diese kann durch systemische
Erkrankungen  wie Diabetes, Autoimmunerkrankungen, systemische Infektionen,
Drogenabusus oder Neoplasien hervorgerufen werden. In diesen Fillen werden sie als sekun-
dire Glomerulopathien bezeichnet. Primire Glomerulopathien zeichnen sich dadurch aus,
dass die Glomeruli direkt betroffen sind und keine systemische Erkrankung zu Grunde liegt

(KDIGO 2012).

1.4  Fokal segmentale glomerulire Sklerose

Die FSGS ist gekennzeichnet durch glomerulire Vernarbung und durch eine Proteinurie, die
meist von einer Hypoalbuminimie, Hypercholsterinimie und peripheren Odemen begleitet
wird (ID’Agati 2011). Histologisch zeigt sich eine fokale und segmentale Sklerose und eine
Verstreichung der podozytiren FuBfortsitze. Die Bezeichnung fokal bezieht sich hierbei auf
die Beobachtung, dass lediglich ein Teil aller Glomeruli betroffen ist. Der Befall ist segmental,
das heil3t die Erkrankung betrifft nur einige Kapillarschlingen innerhalb eines Glomerulus
(Habib 1973). Mit Progression breitet sich die Sklerose zu einer globalen Erkrankung der Nie-
re aus (D’Agati 2011).

Die FSGS und die Minimal-change-Nephritis (MCN) kénnen auch als Podozytopathien be-
zeichnet werden, da bei beiden Erkrankungen ein Verstreichen der Fulifortsitze durch eine
Umgestaltung des Aktin-Zytoskeletts in Folge eines Podozytenschadens auftritt (Wiggins
2007). Durch die Umgestaltung des Aktin-Zytoskeletts wird die Bindung an die GBM verrin-
gert. In der Folge kommt es leichter zu einer Ablosung der Podozyten durch den Filtrations-
drucks oder durch den Fluss des glomeruliren Ultrafiltrats in der Bowmankapsel (Friedrich et
al. 2000). Haufig sind die juxtamedulliren Glomeruli zuerst betroffen und es kommt zu einer
Ablagerung von mesangialem, fibrillirem Material oder mesangialer Matrix (Nagi et al. 1971)
in den Kapillaren der Glomeruli, was deren Obliteration zur Folge hat. Anschliefend kommt
es zu einer Adhidsion der Gefil3schlinge an den benachbarten Teil der Bowman-Kapsel (Habib
1973).

In einer Studie zwischen 1986 bis 2015 und einem Patientenkollektiv von 21.374 Patienten mit
renalen Biopsien, die eine der 18 meist verbreitetsten glomeruliren Erkrankungen aufwiesen,
zeigte sich bis 2005 ein Anstieg des Anteils der Patienten mit einer FSGS, der sich anschlie-

Bend wieder leicht verringerte. In der Bevolkerung zwischen 30-50 Jahren war die FSGS die
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hiufigste glomerulire Erkrankung im Vergleich zu anderen Subtypen. In der Bevolkerung
afrikanischer Abstammung war die Inzidenz deutlich hoher als in der kaukasischen Bevolke-

rungsgruppe. (O’Shaughnessy et al. 2017).

In einer Studie von 2000 bis 2011 mit einer Kohorte von 2501 Patienten mit primiren
Glomerulonephropathien prisentierte sich die FSGS unabhingig von der ethnischen Zugeho-
rigkeit als héufigste Glomerulonephropathie (38,9 %). Zwischen 2000 und 2011 wies die
FSGS den héchsten Anstieg auf (1,6/100.000 in 2000, 5,3/100.000 in 2011). Die Patienten-
gruppe mit einer FSGS wies im Vergleich zu den anderen Glomerulonephropathien den
hoéchsten Anteil an afro-amerikanischen Personen auf (22,3 %) (Sim et al. 2016). Dies deckt
sich mit der Beobachtung, dass in dieser Bevolkerungsgruppe das individuelle Risiko fiir eine
FSGS hoher ist (Satko et al. 2005). Die besondere Pradisposition dieser Bevolkerungsgruppe
ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass sich in Subsahara-Afrika zwei Genvarianten des
APOL1-Gens durch positive Selektion ausgepragt haben. Die zwei Genvarianten G7 und G2
scheinen mit einem erhohten Vorkommen an FSGS, Hypertonus assoziierten Nierenversagen
und Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) assoziierter Nephropathie in Zusammenhang zu

stehen (Genovese et al. 2010).

Das APOL7-Gen codiert fiir das Apolipoprotein -1, einen Plasmafaktor, der in der Lage ist,
den Parasiten Trypanosoma brucei brucei zu lysieren, wobei jedoch zwei Stimme des Parasits re-
sistent gegen Apolipoprotein L-1 sind. Einer dieser Stimme, die besonders im Subsahara-
Afrika vorkommen, ist empfindlich gegen die zwei Genvarianten G7 und G2 von APOLYT,

was den Selektionsvorteil erklirt (Genovese et al. 2010).

Eine weitere Erkliarung fiir das vermehrte Auftreten von glomeruliren Erkrankungen in der
afro-amerikanischen Bevolkerung liefern unter Umstinden gemeinsame Variationen im
MYHY9 Locus auf Chromosom 22, ein Gen das fur die schwere Kette des Nicht-Muskel-
Myosins Typ IIA codiert (Linda Kao et al. 2008).

Bei der FSGS wird zwischen einer primiren und einer sekundiren Form unterschieden, wobei
etwa 80 % aller FSGS-Fille der primiren, idiopathischen Form zugeschrieben werden. Die
sekundiren Formen lassen sich in genetische-, virusassoziierte-, drogen- oder medikamenten-

induzierte oder adaptive Formen untergliedern (D’Agati 2011).

Genetische Pridispositionen betreffen tiberwiegend verschiedene podozytir exprimierte Pro-
teine (D’Agati 2011), die hdufigsten sind jedoch Mutationen im NPHS7-Gen, welches fur
Nephrin codiert und NPHS2, ein Gen das fiir Podocin codiert (Santin et al. 2011). Ebenfalls

scheinen Mutationen im Wilnms-tumor-suppressor (W1T'1)-Gen (Barbaux et al. 1997), Mutationen
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von Phospholipase C-& (PLCE1), Mutationen im TRPC6-Gen (Winn et al. 2005), das fir den

transient receptor potential channel 6 codiert, und einige weitere Mutationen eine Rolle zu spielen.

Die virusassoziierten Formen der FSGS konnen einerseits durch ein Virus ausgeldst werden,
das die Podozyten direkt infiziert, wie im Beispiel HIV Typ-1 (Bruggeman et al. 2000). Ande-
rerseits konnen auch durch die Virusinfektion freigesetzte inflammatorische Zytokine an die

Rezeptoren der Podozyten binden und so Einfluss auf sie nehmen (D’Agati 2011).

Die drogenassoziierten Formen konnen beispielweise durch Heroin ausgelost werden, wobei
die Reinheit des Heroins einen entscheidenden Einfluss auf die Ausprigung der FSGS zu ha-
ben scheint, da verunreinigtes Heroin die Ausprigung verstirkt (Friedman und Rao 1995). Bei
den medikamentenassoziierten Formen der FSGS steht vor allem die durch Pamidronat
(PAM) induzierte Form im Vordergrund, moglicherweise durch eine Zerstérung des Aktin-
Zytoskeletts (Markowitz et al. 2001). Neben PAM scheint auch die Therapie mit Interferonen
(Markowitz et al. 2010) oder mTOR Inhibitoren wie Rapamycin (Vollenbréker et al. 2009)

eine FSGS auslosen zu konnen.

Eine weitere grof3e Gruppe der sekundiren FSGS stellen die adaptiven Formen dar. Hier fin-
den strukturelle und funktionale Anpassungen auf erhchte Kapillardriicke oder Plasmaflussra-
ten statt. Durch eine glomerulire Hypertension kommt es zu einer Vergroflerung des
Glomerulus (Rennke und Klein 1989) und zu einer lokalen Gefi3expansion, wodurch mecha-
nischer Stress auf die Podozyten ausgetibt wird, welche mit einem hypertrophen Wachstum
reagieren und sich an die Bowmankapsel anreihen. Lokal kommt es zur Ablosung der
Podozyten von der GBM, wodurch Parietalzellen an die GBM adhirieren kénnen (Nagata
und Kriz 1992).

Histologisch unterscheidet man zwischen verschiedenen Unterformen der FSGS. Dazu geho-
ren die nicht-anderweitig-spezifizierte, die perihilire, die zellulire und die kollabierende Lision

genauso wie die Spitzenldsion (D’Agati et al. 2004).

Um eine Prognose fiir das Fortschreiten der FSGS zu stellen, werden verschiedene Merkmale
berticksichtigt. Vor allem die Remission der Proteinurie scheint eine entscheidende Rolle zu
spielen, da bei rascher Remission die Prognose deutlich besser ist (Chun et al. 2004). In einer
Studie zwischen 1982 und 2001 mit 197 Patienten, die unter einer durch Biopsie gesicherten
FSGS erkrankt waren, hatten Patienten mit der kollabierenden Variante das geringste ein-und
drei-Jahres-Uberleben. Die hochste Remissionsrate und das hochste drei-Jahres Uberleben

wiesen Patienten mit Spitzenldsion auf (Thomas et al. 2000).
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Die Therapie der FSGS strebt eine partielle oder totale Remission sowie den Erhalt der
renalen Funktion an. Kinder mit einem nephrotischen Syndrom werden empirisch fir vier bis
sechs Wochen mit Prednisolon behandelt, in der Regel wird nur im Falle einer
Glukokortikoidresistenz eine Nierenbiospie vorgenommen. Im Vergleich dazu wird bei Er-
wachsenen hdufig schon vor Beginn der Therapie eine Biopsie durchgefithrt. Die initiale The-
rapie bei adaptiven Formen ist eine Behandlung mit Blockern des Renin-Angiotensin-Systems
und eine salzarme Diit. Bei anderen sekundiren Formen wird zuerst die Ursache behandelt.
Die primire Form der FSGS wird mit Glukokortikoiden oder in resistenten Fillen mit einem

Calcineurin-Inhibitor behandelt (ID’Agati 2011).

1.5 Der Apoptose-induzierende Faktor und sein Anteil am

programmierten Zelltod

Der Apoptose-induzierende Faktor (AIF) wird von dem AIFM7 Gen codiert und ist ein
mitochondriales Flavoprotein mit einer molekularen Masse von 613 Aminosiuren und
67 kDa. Es wird im Zytosol synthetisiert und nach Abspaltung einer mitochondrialen Lokali-
sationssequenz durch eine mitochondriale Signalpeptidase in das Mitochondrium importiert
(Otera et al. 2005). Nach Abspaltung dieser Sequenz liegt das reife AIF mit einer molekularen
Masse von 57 kDa vor (Susin et al. 1999b). Im Vergleich zu dieser Beobachtung konnten
Otera et al. (2005) eine Masse von 62 kDa des reifen AIF detektieren.

In gesunden Mitochondrien tibernimmt AIF die Funktion einer Oxidoreduktase, die mit sei-
ner N-terminalen Domaine in der inneren Mitochondrienmembran verankert ist. Die C-
terminale Domine befindet sich im intermembrandsen Raum (Otera et al. 2005) (Arnoult et
al. 2002). Genauso wie eine Lokalisation an der inneren Membran ist auch eine zweite Lokali-
sation an der zytosolischen Seite der dulleren Membran mdoglich, wie unter anderem in Neu-
ronen gezeigt werden konnte. Auflerdem konnte auch eine geringe Menge an freiem AIF im
Intermembranraum nachgewiesen werden (Yu et al. 2009). Im Vergleich zu seiner pro-
apoptotischen Rolle scheint AIF auch eine anti-apopotische Funktion zu erfiillen, da es durch
seine Oxidoreduktaseseaktivitit freie Radikale abfangen kann (Miramar et al. 2001). Dies zeigt
sich auch in einem Harlequin-Maus Modell, hier fithren verringerte Mengen an AIF in Neuro-
nen zu einem Anstieg neuronaler Schiden, die durch reaktive Sauerstoffspezies verursacht
werden (Klein et al. 2002). AuBlerdem scheint AIF in Neuronen wihrend der Entwicklung
kortikaler Strukturen sowie in der Aufrechterhaltung der mitochondrialen Morphologie einen
entscheidenden Einfluss zu haben. Die physiologischen Funktionen von AIF sind unabhingig

von seiner Rolle als apoptotischer Stimuli zu betrachten (Cheung et al. 2000).
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Im Zuge ecines apoptotischen Reizes kommt es zur Porenbildung in der inneren
Mitochondrienmembran und nachfolgend zu einer Verringerung des Membranpotentials
(Zamzami et al. 1995). Im weiteren Verlauf kommt es zur Permeabilititserhhung der dulleren
mitochondrialen Membran und zur Freisetzung l6slicher Proteine aus dem intermembrandsen
Raum (Heiden et al. 1997). In Folge eines apoptotischen Stimulus kommt es zur Aktivierung
einer Protease, die fiir die Ablésung von AIF von der inneren Mitochondrienmembran ver-
antwortlich ist. AIF befindet sich dann als abgespaltene Form im Intermembranraum und
kann freigesetzt werden (Otera et al. 2005). Zu den Proteinen, die vom Intermembranraum in
das Zytosol tibertreten, geh6ren Cytochrom ¢ (Kluck et al. 1997), Procaspase 2, 3 und 9 (Susin
et al. 1999a) (Mancini et al. 1998) sowie AIF (Susin et al. 1996). Die Freisetzung von AIF iber
die Permeabilitits-Transitions-Pore kann durch Cyclosporin A inhibiert werden (Susin et al.

1999b).

Nach Induktion des Zelltods transloziert AIF in das Zytosol und in den Nukleus, zur gleichen
Zeit, zu der auch das mitochondriale Transmembranpotential reduziert wird und die Zellkerne
eine Chromatinkondensation aufweisen. Die Uberexpression von Bcl-2 verringert die indu-
zierte Freisetzung von AIF und Cytochrom c und stabilisiert das Transmembranpotential
(Susin et al. 1999b). Der Effekt von AIF scheint nicht von anderen zytoplasmatischen Fakto-
ren abhingig zu sein und ist bereits nach einer Minute nachweisbar. Im Zuge dessen kommt
es zu einer Bindung an Desoxyribonukleinsaure (DNA) (Ye et al. 2002) und zur Fragmentie-
rung von Chromatin, wobei Fragmente einer Grof3e von etwa 50 Kilobasen entstehen. Die
Fragmentierung kann durch Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und 4-
Chlormercuribenzoesiure gechemmt werden. Durch die intrazellulire Injektion von AIF oder
AIF mit der Deletion der Aminosiuren 1-120, die nur beim Precursor Protein nachweisbar
sind und als mitochondriale Lokalisationssequenz dienen, kommt es zur nukledren
Chromatinkondensation, zum DNA Verlust, zum Zusammenbruch des mitochondrialen
Transmembranpotentials sowie zur Exposition von Phosphatidylserin auf der dulleren Seite
der Plasmamembran. Der zytosolische beziehungsweise nukleire Effekt von AIF kann nicht
durch den Caspase Inhibitor Benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe) fluoromethylketone Z-
VAD-FMK und Bcl-2 verringert werden. Dass Caspase-Inhibitoren den AIF-induzierten Zell-
tod nicht verhindern koénnen, lisst den Riickschluss zu, dass diese Form des Zelltodes

Caspase-unabhingig ist (Susin et al. 1999b).

Der Caspase-abhingige Zelltod wird als Apoptose bezeichnet und ist als ein regulierter Be-
standteil des physiologischen Zellzyklus beschrieben (Hengartner 2000). Im Zuge der

Apoptose kommt es zur Kondensation von Chromatin, zur Fragmentierung und zur Bildung
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von Apoptosekorpern, die von einer intakten Zellmembran umgeben sind. Diese
Apoptosekorper werden im weiteren Verlauf phagozytiert und von anderen Zellen degradiert

(Kerr et al. 1972).

Im Vergleich zur Apoptose sind die nicht-apoptotischen Zelltodmechanismen deutlich weni-
ger erforscht. Zu diesen Mechanismen gehéren zum Beispiel die Autophagie, die Nekrose
sowie diverse Zwischenformen (Edinger und Thompson 2004) (Golstein et al. 2003) (Clarke
1990) (Clarke 2002). Die Unterscheidung zwischen den nicht-apoptotischen Mechanismen ist
Gegenstand  vielfiltiger Diskussionen und ist morphologisch anspruchsvoll. Bei der
Autophagie werden innerhalb der sterbenden Zelle autophagozytotische Vakuolen gebildet
(Dunn 1990). Wihrend des nekrotischen Zelltodes kommt es zu einer gesprenkelten
Chromatinkondensation, zum Anschwellen des Mitochondriums sowie der gesamten Zelle, zu
einer Unterbrechung der Membranintegritit, zu einem Verlust der mitochondrialen Ultra-
sttuktur und zu einem Austreten von intrazellulirem Bestandteilen (Golstein et al. 2003)
(Wang et al. 2009). Im Gegensatz zu fritheren Auffassungen scheint es sich bei der Nekrose
genauso wie bei der Apoptose um einen regulierten Mechanismus zu handeln, der eine Rolle
bei der Entwicklung und der Erhaltung der Homo6ostase von Organismen spielt (Zong und
Thompson 20006).

Zu den Mediatoren der Nekrose gehoren unter anderem Calcium, der Tumornekrosefaktor o

(TNFa), die Aktivierung von Calpain (Wang 2000) sowie reaktive Sauerstoffspezies (Zong
und Thompson 20006). Letztere kénnen, genauso wie Alkylantien (Moubarak et al. 2007),
DNA-Schiden verursachen, was unter anderem zur Aktivierung der Poly(ADP-ribose)-
Polymerase 1 (PARP-1) fihrt und so eine Form der programmierten Nekrose auslost
(D’Amours et al. 1999) (Zong und Thompson 2006) (Zong et al. 2004). Durch die Aktivie-
rung der PARP-1 kommt es zur Bildung des PAR Polymers unter Verbrauch von
Nicotinamidadenindinucleotiden (NAD) (D’Amours et al. 1999) und zur poly(ADP-
ribosyl)ierung von Schlisselproteinen zur DNA Reparatur (Baritaud et al. 2010). Das PAR
Polymer induziert auf bisher unbekannte Weise die Freisetzung von AIF aus dem Mitochond-
rium und die Translokation in den Zellkern sowie eine nukleidre Kondensation, was die oben
beschriebenen Konsequenzen zur Folge hat. Hierfiir transloziert PAR Polymer vom Nukleus
in das Zytoplasma und zeigt eine mitochondriale Lokalisation, wie Yu et al. (2000) in einer
Studie an Neuronen zeigen konnten. Der durch die Aktivierung von PARP -1 ausgeloste Zell-
tod wird zur Unterscheidung von der Nekrose und der Apoptose als Parthanatos bezeichnet.
Im Vergleich zur reinen Nekrose kommt es nicht zu einem Anschwellen der Zelle, sondern

zur Kondensation des Zytoplasmas, die DNA wird in gro3e Fragmente zerlegt und nicht wie
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bei der Nekrose hydrolysiert. Beim Parthanatos zeigt sich eine mitochondriale Depolarisation
und nicht wie oben beschrieben ein Verlust der mitochondrialen Ultrastruktur (Wang et al.

2009).

Als wichtiger Zwischenspieler agiert hier die Cysteinprotease Calpainl, die AIF in der Nihe
seiner N-terminalen Domine spaltet, sodass die freie verkirzte AIF (tAlF)-Variante mit einer
Masse von 57 kDa ohne Bezug zur inneren Mitochondrienmembran entsteht. Bei diesem Pro-
zess verliert AIF das hydrophobe Transmembransegment (Polster et al. 2005) (Otera et al.
2005). Die Protease Calpainl wird durch Calcium und andere apoptotische Stimuli aktiviert
(Otera et al. 2005). In einer Studie von Braun et al. (2002) konnte die Freisetzung von AIF
und der Zelltod durch die Komplexierung von Calcium inhibiert werden. Moubarak et al.
(2007) konnten zeigen, dass die Calpainl Aktivierung nach alkylierendem DNA Schaden
PARP-1 abhingig ist. Die Freisetzung von AIF kann nicht allein durch den Porenbildner Bid,
sondern nur durch Bid und Calpainl in Kombination geférdert werden, was den Ruckschluss
zuldsst, dass Calpainl durch die Pore ins Mitochondrium gelangen kann und dort
proteolytisch aktiv wird (Polster et al. 2005) Sowohl die AIF Freisetzung, als auch der resul-
tierende Zelltod konnten durch Bcl-2, ein anti-apoptotisches Mitglied der Familie der Bcl-
Proteine, inhibiert werden. Die Aktivierung des pro-apoptitischen Protein Bax fihrt zur Bil-
dung einer mitochondrialen Pore, wodurch mitochondriale Proteine wie AIF ins Zytoplasma
gelangen konnen. Bax transloziert, induziert durch 1-Methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin
(MNNG), vom Zytoplasma zum Mitochondrium. Die Aktivierung und Translokation zum

Mitochondrium von Bax ist Calpainl und PARP-1 abhingig (Moubarak et al. 2007).

In Fibroblasten konnten Scharstuhl et al. eine Beteiligung des spannungsabhingigen Anionen
Kanal (VDAC) nachweisen, der eine Komponente des Permeabilitits-Transitions-Poren
Komplex darstellt. Der VDAC Inhibitor 4,4-Diisothiocyanato-Dihydrostilben-2,2-
Disufonsiure konnte die Freisetzung von AIF ins Zytoplasma und so den Zelltod verhindern,
moglicherweise Gber eine Inhibierung der Translokation von Bax zum Mitochondrium, da Bax
mit VDAC interagiert. Im Vergleich dazu konnte Cyclosporin A als Inhibitor des Permeabili-

tats-Transitions-Porenkomplexes dieses nicht verhindern (Scharstuhl et al. 2009).

In Abgrenzung zur bislang gezeigten Lokalisation von AIF konnten Yu et al. (2009) zeigen,
dass etwa 30 % des AIF locker mit der duleren Mitochondrienmembran in Verbindung steht
und sich auf der zytosolischen Membranseite befindet. Etwa 20 % des AIF transloziert in
ungespaltener Form zum Nukleus und 16st dort den N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) induzier-
ten Zelltod aus. Laut dieser Studie spielt Calpain keine Rolle beim PARP-1 induzierten Zell-
tod.
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Der Signalweg von AIF im Zellkern ist weitestgehend unbekannt. Artus et al. konnten zeigen,
dass AIF im Zellkern tiber seine C-terminale Domine mit Histon H2AX direkt interagiert und
einen Komplex mit CyclophilinA (CypA) bildet (Artus et al. 2010). Histon H2AX gehért zu
der Histon H2A Familie, die am Aufbau des Nukleosomen-Core-Partikels beteiligt ist.
Kommt es zum DNA Doppelstrangbruch durch Alkylatientien wie MNNG, wird H2AX an
Serin139 phosphoryliert und dann als y-H2AX bezeichnet (Thiriet und Hayes 2005) und ist
deshalb ein sehr sensitiver Marker fiir DNA-Doppelstrangbriiche (Fernandez-Capetillo et al.
2004). YH2AX scheint die Struktur des Chromatins zu verindern, um die Anlagerung von
Reparaturfaktoren zu ermdéglichen (Paull et al. 2000). Die Phosphorylierung ist wahrscheinlich
entscheidend fiir den Ablauf der programmierten Nekrose. Ohne H2AX oder Cyp A kann
AIF  keine Chromatinkondensation und DNA Fragmentierung (auch bezeichnet als
Chromatinolyse) im Zellkern hervorrufen und so keinen programmierten Zelltod ausldsen.
Artus et al. (2010) konnten zeigen, dass es nach einer MNNG-induzierten programmierten
Nekrose zu einer Phosphorylierung von H2AX an Serin139 kommt. Sie gehen von einer In-

teraktion von AIF und H2AX an der C-terminalen Domane von AIF aus und vermuten, dass

die von YH2AX ausgeloste DNA-Umstrukturierung fir die Wirkung von AIF erforderlich ist.

1.6 Zielsetzung und Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Dissertation sollte die Fragestellung bearbeitet werden, welche Rolle AIF
in Podozyten und besonders in bereits etablierten In-vitro-Modellen der FSGS spielt. Die ein-
zelnen Ziele waren die Analyse der In-vitro-Modelle der FSGS, die immunhistochemische Ana-
lyse der intrazelluliren Lokalisation von AIF in kultivierten Podozyten und die histologische
Analyse der intrazelluliren Lokalisation von AIF in humanem Material. Des Weiteren sollte
untersucht werden, welchen Effekt eine Uberexpression und ein Knock-down von AIF auf
das Uberleben der Podozyten haben. Zusitzlich sollte eine Analyse der Zelltodmechanismen

vorgenommen werden.
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2 Material und Methoden

21 Material

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien

Agens Hersteller

1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol Sigma Aldrich, St. Louis, USA

10X Fast Digest Green Buffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, St. Louis, USA

2x Lammli Sample Puffer Bio Rad, Hercules, USA

(3-Aminopropyl)triethoxysilan Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

4,5 % Formaldehyd Bufa Chemikalien GmbH & Co.KG, Hude,
Deutschland

4x Lammli Sample Puffer Bio Rad, Hercules, USA

Agar-Agar, bakteriologisch Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal (CIP) New England Bio Labs GmbH, Frankfurt am

Main, Deutschland
AllStar Neg. Control siRNA (20 nmol) Qiagen, Hilden, Deutschland
Annexin V BioLegend, San Diego, USA
Annexin V Binding Buffer BioLegend, San Diego, USA

Anti-Mouse Conventional Immuno Gold Aurion Immuno Gold Reagent& Accessories,

Reagent, 6nm Wageningen, Niederlande
Kanamycin Carl Roth, Katlsruhe, Deutschland
Chloroform Merck, Darmstadt, Deutschland

Complete, EDTA-free (1 Tablette gelost in Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
2 ml H,0) Deutschland

CutSmart Buffer New England Bio Labs GmbH, Frankfurt am
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DC Protein Assay Reagent A
DC Protein Assay Reagent B
DC Protein Assay Reagent S
Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Dulbecco's Modified Eagle’s Medium DMEM (1x)

Doxorubicin Hydrochlorid (Adriamycin)
Ethanol (100 %) (EtOH)
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N',N'-tetraessigsdure (EGTA)

FastDigest Kpnl
FastDigest Notl

Fluo-4 Direct Calcium Assay Kit, Starter Pack

GelRed Nucleic Acid Gel Stain

Heat inactivated FBS

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdure (HEPES) Buffer Solution

HiPerFect Tranfection Reagent
Igepal CA-630
Insulin-Transferrin-Sodium

L-Glutamine 200 mM

Larixyl acetate

Main, Deutschland

Bio Rad, Hercules, USA

Bio Rad, Hercules, USA

Bio Rad, Hercules, USA
Honeywell, Morris Plains, USA

Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Chemsolute®, Renningen, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Ore-

gon, USA
Biotium, Fremont, USA

Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien, USA

Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien, USA

HWI pharma services GmbH, Ruelzheim,
Deutschland
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LB-Medium (Luria/ Miller)
Milchpulver

Mowiol® 4-88
Natriumchlorid

NP-40

O° GeneRuler DNA Ladder
Pamidronat disodium sulfate
ROTI®Plast Paraffin

PBS Dulbecco

Penicillin Streptomycin 10,000 U/mL

Phenylmethanesulfonyl fluoride solution

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase

Polybrene

Ponceau S (C.I. 27195)
Prestained Protein Ladder
Propidiumjodid

Puromycin Aminonukleosid

RPMI Medium 1640

siRNA AIF PDCD8 11
SiIRNA AIF PDCD8 6
siRNA negativ Kontrolle
Sodium deoxycholate

Sodium orthovanadate

StarPure Agarose, Low EEO Standard

Carl Roth, Katlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Katlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom GmbH, Betlin, Deutschland

Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

New England Bio Labs GmbH, Frankfurt am
Main, Deutschland

Merck Mlllipore, Burlington, USA

Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Cayman Chemical, Michigan, USA

Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Starlab  International GmbH, Hamburg,
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T4 DNA Ligase

Tris-aminomethan (TRIS)-Borat-EDTA-
Puffer (TBE) Puffer (10x)

Thimerosal

Trans Blot Turbo 5x Transfer Puffer
TransIT-LT1 Reagent

TRIS Pufferan

TRIS Pufferan

TRIS-hydrochlorid Pufferan
Tris/Glycin/SDS Puffer

Triton X-100

Trypsin-EDTA 0,05 %

Tween 20

Western Lightning Plus-ECL

Deutschland
Promega, Madison, USA

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Bio Rad, Hercules, USA

Mirus Bio, Madison, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Bio Rad, Hercules, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Gibco by Life Technologies, Carlsbad, Kali-
fornien, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

PerkinElmer, Waltham, USA

X-tremeGENE HP DNA Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Tabelle 2: Primire Antikérper

Antikérper (nach Anti- Herkunft  Verdiinnung Hersteller

gen)

YH2AX (#9718) Kaninchen  1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA

AIF (Klon 4E7) Maus 1:1000 Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, USA

Caspase — 3 (#906062) Kaninchen  1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA

GAPDH (D16H11) XP Kaninchen 1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
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(#5174S)

Monoclonal Anti-B-Aktin Maus 1:1000 Sigma Aldrich, St. Louis, USA
(A2228)

PARP (#9542) Kaninchen  1:1000 Cell Signaling, Danvers, USA
Podocin (P0372) Kaninchen  1:1000 Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Tabelle 3: Sekundire Antikérper

Antikorper Verdiinnung Hersteller

Alexa Fluor 488 Ziege-anti-Kaninchen
(IF)

Polyklonal Kaninchen-anti-Maus IgG,
Rabbit anti- Mouse IgG (H+L) Sec-
ondary Antibody, Cy5, Invitrogen
#10537643

Polyklonal Ziege-anti-Kaninchen,
Goat anti- Rabbit igG (H+L) Highly
Cross- Adsorbed Secondary Antibody,
Alexa Fluor Plus 647 #A32733

1:1000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

1:1000  Fisher Scientific, Vantaa, Finnland

1:1000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tabelle 4: Fluoreszenzfarbstoffe

Antikorper Verdiinnung Hersteller

DAPI (4,6-Diamidin-2-Phenylindol)

Invitrogen™  Alexa  Fluor™ 488

Phalloidin

1:1000  Sigma Aldrich, St. Louis, USA

1:400  Invitrogen, Carlsbad, USA
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Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Cellstar R6hrchen (15 ml,50 ml)
Combitips advanced (1 ml; 5 ml)
Cryo Pure Réhrchen (1,8 ml)

Einmalspritzen BD Discardit 1I
(10 ml)

Handedesinfektionsmittel
Mikro-Schraubenréhre 1,5 ml
Mikrotestplatte 96 Well

Mini-PROTEAN TGX Precast Gel,
4-15 %

Objekttriger
Parafilm
Pasteurpipetten 230mm

Pipettenspitzen Biosphere Filter
Tips  (0,1-20 pl,  2-200 pl, 100-
1000 ul)

Pipettenspitzen Biosphere Quality
Tips  (0,1-20 pl,  2-200 pl, 100-
1000 wl)

Reaktionsgefal3 (1,5 ml, 2 ml)

Rohrchen fur Durchflusszytometer

(5 ml)

Serologische Pipette (1 ml, 2 ml,
5 ml, 10 ml, 25 ml)

Syringe Filter

TC-Flasche T75

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Bio Rad, Hercules, USA

Labortechnik Susse, Gudensberg, Deutschland
Bemis, Neenah, Wisconsin, USA
Th. Geyer Ingredients GmbH&Co. KG

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Nalge Nunc International, Rochester, USA

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
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TC-Schale 100

Trans-Blot Turbo Mini-size Trans-

fer Stacks

Trans-Blot Turbo RTA Transfer
Kit, Nitrocellulose

TransBlot Turbo Mini size nitrocel-

lulose Membran

Untersuchungshandschuh

Sempercare nitrile skin’
Waschlotion
Zellkulturplatte 12-well
Zellkulturplatte 6-well
Zellkulturplatte 96-well

Zellschaber 25 cm

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Bio Rad, Hercules, USA

Bio Rad, Hercules, USA

Bio Rad, Hercules, USA

Semperit Technische Produkte Gesellschaft m.b.H.

b

Wien, Osterrreich

Schiilke& Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Tabelle 6: Gerate

Gerite

Hersteller

Agarosegeldetektionssystem

BioDocAnalyse
Analysewaage R160 P
Autostainer Link 48
BD FACSCanto 11
Blaubrand-Zihlkammer

Brutschrank Heracell 150
(+33 °C)

Brutschrank, CO2  Inkubator

Biometra, Géttingen, Deutschland

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Agilent Technologies, Kalifornien, USA

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Brand GmbH+ Co Kg, Wertheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Binder, Tuttlingen, Deutschland
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(+37 °C)

Canon EOS 650D

EC 3000-90 Power Supply

Einfriercontainer, Nalgene Mr.
Frosty
Elektrophorese-Kammer Blue

Marine 100
Eppendorf Reference Pipette
Flockeneisbereiter AF80

Fusion FX Vilber Lourmat Analy-

sekamera

Kamm 1,5 mm, 8 wells, BM-100

Kihlschrank Sikarost
(+4 °C, -20 °C)

Comfort

LC-/AC-Waage LC 620s manual
Magnetrihrer

Mikrobiologische Sicherheits-

werkbank HER Asafe

Mikroskop Axiovert 25
Mikrowelle 8018E

Mini Protean Tetracell

Mini Protean Tetrasystem

Muse Cell Analysator

2000

Nano Drop

Spectrophotometer
Optiplex 780 Desktop PC

Plattformschiittler Polymax 1040

Canon Deutschland, Krefeld, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Nalge Nunc International, Rochester, USA

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Scotsman Industries, Illinois, USA

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land

Siemens, Minchen, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland
IKA Labortechnik, Staufen im Breisgau, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Géttingen, Deutschland
Bauknecht Hausgerit GmbH, Stuttgart, Deutschland
Bio Rad, Hercules, USA

Bio Rad, Hercules, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Dell, Texas, USA

Heidolph, Schwabach, Deutschland
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Power-Pac 200/300

Schlittenmikrotom Leica

SM2010 R

Shandon Excelsior ES

Spektrales konfokales

Laserscanning Mikroskop IX81
Systec VX-100 Autoklav

Tecan Plate Reader infinite M200
Pro

Thermo  Scientific EC3000-90

Electrophoresis Supply

Trans Blot Turbo Transfer System
Vortex Genie 2

Wasserbad

Zentrifuge Eppendorf 5417R
Zentrifuge Eppendorf 5430R
Zentrifuge Eppendorf 5804

Zentrifuge Perfect Spin Mini

Bio Rad, Hercules, USA

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutsch-
land

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Olympus, Tokio, Japan

Systec, Linden, Deutschland

Tecan Group, Miannedorf, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Bio Rad, Hercules, USA

Scientific Industries, New York, USA
GFL, Burgwedel, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-
land

Tabelle 7: Software

Software

Hersteller

Adobe Photoshop CC2018
BD FACSDiva Software
Fluoview FV 1000

Fusion FX Evolution- Capt

Adobe Systems Inc., Kalifornien, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Olympus, Tokio, Japan

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland
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GraphPad Prism 7 GraphPad Software Inc., Kalifornien, USA

Inkscape Inskape Project c/o Software Freedom Con-

servancy, New York, USA

Tabelle 8: Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Reaktionssystem Hersteller

EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Rea- Agilent Technologies, Kalifornien, USA

gent
EnVision FLEX Wash Buffer (20x) Agilent Technologies, Kalifornien, USA
Muse Count& Viability Kit 40ml Merck, Darmstadt, Deutschland

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Cloning Invitrogen, Carlsbad, USA
Kit

Plasmid Midi Kit (25) Qiagen, Hilden, Deutschland
QIAquick PCR Purification Kit (50) Qiagen, Hilden, Deutschland
RNeasy Mini Kit (50) Qiagen, Hilden, Deutschland
SuperScript IV Reverse Transcriptase Invitrogen, Carlsbad, USA
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Carlsbad, USA

Tabelle 9: Plasmide und Vektoren

Plasmid Hersteller

Mouse AIFM1 ORF mammalian expression Sino Biological Inc., Pennsylvania, USA
plasmid, C-Myc tag

pCMV3-C-Myc Negative Control Vector Sino Biological, Peking, China
(C-terminal Myc-tagged)

pCR-2.1-TOPO Vektor Invitrogen, Carlsbad, USA
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pENTR AIF Merck, Darmstadt, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinien

Fur die Forschungsatbeit stand die bedingt immortalisierte Podozytenzelllinie AB8/13 zur
Verfiigung. Diese Zelllinie proliferiert bei 33 °C, die Ausdifferenzierung findet bei 37 °C statt.
Bei 37 °C werden Marker differenzierter Podozyten exprimiert. Diese Temperatursensitivitit
wird durch das SV40-T Gen, welches bei 37 °C inaktiviert wird und ein Telomerasegen her-
vorgerufen (Saleem et al. 2002). Die Inkubation erfolgte bei 5 % CO,. Fur die Ausdifferenzie-
rung bendtigen die Zellen etwa sieben Tage. Verwendet wurden die Passagen 7-35. Die Zellli-
nien wurden freundlicherweise durch Jochen Reiser und Mohammed Saleem zur Verfiigung
gestellt. Der Ethikantrag mit der Antragsnummer 8/7/18 wurde ohne medizinisch-ethische

oder rechtliche Bedenken genehmigt.

2.2.2 Zellkultur

Die gesamte Arbeit mit der Zellkultur fand stets unter sterilen Bedingungen unter der Sicher-

heitswerkbank statt, um eine Kontamination der Zellen zu verhindern.

Zur Proliferation der Zellen befanden sich die Podozyten in einer T75-Flasche im Inkubator
bei 33 °C. Sie waren adhirent auf dem Flaschenboden und wurden mit einer Nihtlosung be-
stechend aus Kulturmedium und Insulin-Transferrin im Verhiltnis 1:100 (Endkonzentration
0,005 pg/ml Insulin, 0,005 ng/ml Transferrin, 0,005 ng/ml Natrium Selenit) versorgt. Ein

Medienwechsel fand alle drei Tage statt.

Zur Trypsinierung der Zellen wurde das Medium abgesaugt und mit 3 ml 1x Phosphat gepuf-
ferter Salzlésung (PBS) gespiilt. Dieses wurde abgesaugt, dann 2 ml Trypsin auf die Zellen
gegeben und die Flasche fiir 2 min bei 33 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen leicht abge-
klopft und deren Ablésung vom Flaschenboden unter dem Lichtmikroskop tberprift. Da-

nach wurde die Trypsinierung mit 2 ml Medium gestoppt.

Zum Teilen (1:2) der Zellpopulation wurden zweimal 2ml des Trypsin-Medium-Zell-
Gemisches in neue Flaschen tberfithrt und auf 10 ml Medium aufgefillt. Hierbei entstand

eine neue Passage. Die Teilung fand bei einer Konfluenz von 80-90 % statt.

Eingefrorene Zellen wurden aufgetaut und mit 5 ml Medium in einem 15 ml Falconréhrchen

aufgefillt und anschlieBend fiir 2 min bei 1200 Umdrehungen pro Minute (RPM) in der Zent-
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rifuge Eppendorf 5804 zentrifugiert. Der Uberschuss wurde abgenommen, das Pellet wurde in
2 ml Medium resuspendiert und anschlieBend in eine T75-Flasche mit 8 ml Medium tber-

fihrt.

Zum FEinfrieren der Zellen wurde zuerst das Medium abgesaugt und anschlieBend mit 3 ml
1xPBS gespult. Die Zellen wurden wie oben beschrieben trypsiniert und in ein 15 ml
Falconrohrchen tiberfiithrt. Dieses Rohrchen wurde fir 5 min bei Raumtemperatur (RT) und
1200 RPM in der Zentrifuge Eppendorf 5804 zentrifugiert und der Uberschuss entfernt. Das
Pellet konnte nun mit 1,5 ml Medium resuspendiert werden und mit weiteren 1,5 ml Einfrier-
medium zur Zellstabilisierung versetzt werden. Nun wurden drei Einfrierrohrchen mit je ei-
nem Milliliter der Zellldsung befiillt und vorerst in einem Einfriercontainer (Abkithlung -1 °C
pro Minute) fiir 24 h bei -80 °C gelagert, danach konnten sie in flissigem Stickstoff zur lang-

fristigen Lagerung uiberfithrt werden.

Zum Aussien der Zellen wurden diese wie bereits oben beschrieben trypsiniert (2 ml Trypsin)

und die Trypsinierung mit Medium (18 ml) abgestoppt.

Von diesen 20 ml wurden 10 ul entnommen und auf jeweils zwei Felder der Zihlkammer
pipettiert. Auf diesen zwei Feldern finden sich insgesamt viermal 16 Rechtecke, innerhalb de-
rer die Zellen ausgezahlt und ein Mittelwert berechnet wurde. Dieser Mittelwert wurde mit
10.000 multipliziert, woraus sich die Zellanzahl pro Milliliter ergab. Diese Zellzahl wurde mit
dem totalen Volumen (20 ml) multipliziert, um die gesamte Zellzahl zu erhalten. Die ge-
wunschte Zellzahl (auf einer konfluenten10 cm-Platte in der Regel 150.000) konnte nun auf
die Platten verteilt werden. Die Zelllosung wurde auf ein Gesamtvolumen von 10 ml mit Me-
dium aufgefillt und wie oben beschrieben mit Insulin und Transferrin versetzt. AnschlieSend
wurden die Platten leicht geschwenkt, um die Zellen gleichmaBig zu verteilen. Diese Platten

wurden zut Differenzierung bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 10: Puffer und Losungen Zellkultur

Bezeichnung Zusammensetzung

Einfriermedium 50 % fetales Kilberserum (FCS), 30 % Kulturmedium, 20 %
DMSO

Kulturmedium RPMI Medium 1640 ,10 % FCS, 1 % Penicillin-Streptomycin,

1 % Glutamin
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2.2.3 Analysen auf Proteinebene

2.2.3.1 Proteinisolation

Fir die Isolierung von Proteinen aus Podozyten wurde das Medium aus der Kulturschale ab-
genommen und in ein 15 ml Réhrchen iberfithrt. Nach Zugabe von 500 ul PBS wurde der
Boden der Kulturschale mit Hilfe eines Zellschabers abgeschabt und so die adhirenten Zellen
vom Boden gel6st. Das Zell-PBS-Gemisch wurde nun mit einer Pipette aufgenommen und in
das entsprechende Schraubrohrchen tiberfithrt. AnschlieBend wurden die befiillten Rohrchen
in der Zentrifuge Eppendorf 5804 bei 2000 RPM fiir 1 min zentrifugiert. Der Uberstand, be-
stehend aus Medium und PBS, wurde anschlieBend abgenommen und verworfen. Nun wur-
den 500 pl PBS zugefiigt und die Losung mit den Zellen resuspendiert, um die Zellen zu wa-
schen und in ein 1,5 ml Eppendorf Rohrchen aufgenommen. Die Rohrchen wurden erneut
fir 3 min bei 4 °C und 2000 RPM in der Zentrifuge Eppendorf 5430R zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Nach Zugabe von 100 ul Lysepuffer und sorgfiltiger Resuspension
durch den Vortex Genie 2 fur drei Sekunden wurde die Lésung fiir 15 Minuten inkubiert. In
der Inkubationszeit wurde in fiinf-miniitigen Abstand eine Durchmischung durch den Vortex
Genie 2 vorgenommen. AnschlieBend wurden alle Rohrchen fir 30 Minuten bei 4 °C mit
14000 RPM in der Zentrifuge Eppendorf 5430R zentrifugiert. Von dem dabei entstehenden
Uberstand wurden jeweils 70 pl in ein neues Eppendorf-Réhrchen tiberfithrt. Uberschiisse des
Uberstandes wurden fiir die Proteinmessung verwendet. Die 70 ul wurden mit 30 pl 4-fach
Laemmli Puffer vermengt und fiir 5 min bei 94 °C aufgekocht. Die Proben wurden bei -80 °C
gelagert.

Tabelle 11: Puffer und Lésungen Proteinisolation

Bezeichnung Zusammensetzung
4x Laemmli-Puffer 900 pul 4x Laemmli Sample Buffer, 100 ul Mercapto Ethanol
Lysepuffer 940 wl  Ripa-Puffer, 40ul Complete, EDTA-free, 10 ul

Phenylmethanesulfonyl  fluoride  solution, 10pul  Sodium

orthovanadate

Ripa-Puffer (fir 1) 11PBS, 5 g Sodium deoxycholate, Igepal Ca-630
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2.2.3.2 Proteinmessung

Bei der Proteinmessung wurde der Uberstand (beschrieben in 2.2.3.1) verwendet. Zuerst wur-
de eine Losung, bestehend aus Reagenz S und Reagenz A (DC Protein Assay) im Verhiltnis
1:50 angesetzt. Von dieser Losung wurden jeweils 20 pl in eine 96-Well-Mikrotestplatte vorge-
legt. Jede Proteinprobe wurde in Triplikaten gemessen, sodass von jedem Proteinlysat an-
schlieBend dreimal 2 ul pipettiert wurden. Der Lysepuffer diente als Negativkontrolle. Dann
wurden 200 pl der Substanz B zugegeben und die Platte fiir 10 min bei RT inkubiert. Die
Messung wurde mit dem Tecan Reader durchgefithrt. Aus der Konzentration des Proteinlysats

wurde errechnet, wie viel Volumen des Proteinlysats 15 ug Protein entsprechen.

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) und Western Blot

Fir den Western Blot wurden Zwolf-Kammer Gele verwendet, von denen jede Kammer mit
dem errechneten Volumen des Proteinlysats entsprechend der Proteinmessung (15 pg Protein)
beftllt wurde. Das Proteinlysat wurde aufgefiillt mit 1x Laemmli Puffer, um alle Kammern
gleichmiBig zu befiillen. Zusitzlich wurde je eine Kammer mit der Proteinleiter versehen, die
tbrigen wurden mit 1x Laemmli Puffer aufgefillt. Die SDS-Page lief bei 80 Volt in dem Lauf-
puffer fir etwa 3 h. AnschlieBend wurde der Laufpuffer aufgefangen, die Gelform aufgebro-
chen und das Gel in eine Schale mit Transferpuffer gelegt. Danach wurde es auf eine Schicht
Filterpapier und auf die Membran aus Nitrozellulose in die Schublade des Transfergerites
gelegt, mit einer weiteren Schicht Filterpapier bedeckt und die Luftblasen herausgerollt. Der
Transfer konnte nun nach dem SchlieBen der Schublade gestartet werden. Nach Ende des
Transfers wurde die Membran mit Ponceau kurz angefirbt und unbedeutende Teile der Mem-
bran entfernt, sowie eine visuelle Kontrolle vorgenommen, ob erwartete Banden vorhanden
sind. Die Entfirbung fand mit destilliertem Wasser statt. Dann wurde mit Magermilch fiir
60 min geblockt. AnschlieBend wurde die Membran tiber Nacht mit dem Primarantikérper bei
4 °C geschwenkt. Am folgenden Tag fand eine dreimalige Spulung fiir jeweils 15 min mit
TBS-T und nachfolgend die Inkubation mit dem entsprechenden Sekundirantikérper fur
60 min statt. Danach wurde erneut dreimal 15 min gewaschen und die Entwicklungslésung
appliziert. Die Darstellung der Proteinbanden fand entsprechend der Qualitit des Signals mit

unterschiedlichen Belichtungsdauern statt.
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Tabelle 12: Puffer und Losungen Western Blot

Bezeichnung Zusammensetzung

10x TBS (fir 11) 11 doppelt destilliertes Wasser (ddH,O) 292,7 g Natriumchlorid
(NaCl), 4,24 g Tris, 26 g Tris-HCI

1x Laemmli-Puffer 500 pl 2x Laemmli Sample Buffer, 500 ul Ripa-Puffer
Laufpuffer 100 ml Tris/Glycin/SDS Puffer, 900 ml destilliertes Wasser
Magermilch 2,5 ¢ Magermilchpulver, 50 ml Tris-gepufferte Salzlésung mit

Tween20 (TBST)

Ponceau 0,1 % (w/v) Ponceau, 1 % (v/v) Essigsdure, 98,9 % ddH,O

TBS-T 91ddH,0, 10 ml Tween 20, 1 1 10x TBS

Transferpuffer 200 ml 5xTransferpuffer, 600 ml destilliertes Wasser, 200 ml
Ethanol

2.2.4 Uberexpression von Proteinen

2.2.4.1 Transformation

Zur Transformation von DNA in E. coli wurden 3,176 ng DNA in 50 ul einer Lésung kom-
petenter DH5 alpha E.coli gegeben und fir 15 min auf Eis gelagert. Danach folgte eine Inkuba-
tion bei 42 °C fir 30 s und anschlieend eine weitere Lagerung von 10 min auf Eis. Die Sus-
pension wurde dann in 500 pl LB-Medium gegeben und bei 37 °C mit 450 RPM fiir 1-2 h

inkubiert. Die Flissigkeit wurde nach Abschluss des Experiments autoklaviert.

Zur Vervielfiltigung der Bakterien wurden die transformierten E. co/i Bakterien in LB-Medium
Uberfithrt und tber Nacht bei 37 °C geschiittelt. Zusitzlich wurde Kanamycin zur Selektion

transformierter Bakterien zugesetzt.

Tabelle 13: Puffer und Lésungen Transformation

Bezeichnung Zusammensetzung

LB-Medium 25 g LB-Medium (Lutia/ Miller) auf 11 destilliertem Wasser,
Kanamycin 50 pg/ul
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2.2.4.2 Plasmidpriparation

Bei der Plasmidpriparation werden die Plasmide mittels alkalischer Lyse aus den transformier-
ten Bakterien isoliert. Bei der hier verwendeten Midiprip (Plasmid Midi Kit) konnten etwa

25 pg Plasmid isoliert werden.

Hierbei wurden zuerst die Bakterien bei 8000 RPM fir 15 min bei 4 °C herunterzentrifugiert.
Dem bakteriellen Pellet wurde nun 0,3ml Puffer P1 zugefiigt, um die Zellen zu
resuspendieren, sowie eine RNase, um die Ribonukleinsdure (RNA) zu degradieren. Dann
wurden 0,3 ml Puffer P2 zugefgt, der die Zellen unter alkalischen Bedingungen lysierte. Waih-
rend dieses Schrittes wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur invertierend durchmischt. Der
dritte Puffer P3, von dem 0,3 ml verwendet wurden, diente der Neutralisierung des pH-
Wertes, da unter neutralen Bedingungen die Plasmid-DNA renaturieren kann. AnschlieSend
wurde fiir 10 min bei 4 °C und 13000 RPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch eine
dem Kit beigeftigte Filtersiule filtriert. Die Plasmid DNA blieb im Filter retiniert und wurde
im nachsten Schritt durch zwei Waschvorginge mit je 2 ml Puffer QC gewaschen und an-
schlieBend mit Hilfe von 0,8 ml des Puffers QF eluiert. Die DNA wurde durch Zugabe von
0,56 ml Isopropanol prizipitiert und anschlieBend fir 30 min bei 4 °C und 13000 RPM in der
Zentrifuge 5430 R zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das DNA Pellet mit 70 %
Ethanol gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren bei 13 000 RPM in der Zentrifuge Eppen-
dorf 5430R fiir 10 min wurde der Uberstand entfernt und das Pellet fiir 10 min getrocknet.
Das trockene Pellet wurde in PE Puffer gelost und bei 4 °C verwahrt. Mit Hilfe des Nano

Drops wurde die DNA Konzentration gemessen.

2.2.4.3 Transfektion

Fiir die Uberexpression von Proteinen durch den Vektor pCMV3-C-Myc wurden ausdifferen-

zierte Podozyten verwendet, die sieben Tage zuvor auf eine 10 cm Platte ausgesit wurden.

Zu Beginn wurde unter der Sterilbank ein Ansatz aus 10 ul X-tremeGENE HP DNA
Transfektionreagenz, 10 ug des Plasmids (siche 2.2.4.2) und 400 pl serumfreien Mediums her-
gestellt. Dieser Ansatz wurde fiir 30 min bei RT inkubiert und anschlieBend auf die Podozyten
getropft, deren Kulturmedium kurz zuvor gewechselt wurde. Nach 24 h konnte mit der Be-

handlung der Podozyten begonnen oder die Proteine isoliert werden.
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2.2.5 Transienter Knock-down von Proteinen

Zur Transfektion der Zellen mit der siRNA wurden 50 ul des HiPerFect Transfektionsreagenz
und 10 ul der siRNA eingesetzt, um eine 20 nM siRNA-Losung zu erreichen. Diese
Transfektionslosung wurde zusammen mit 340 ul serumfreien Medium fir 30 min bei RT
inkubiert. Die vorbereiteten 10 cm Platten mit ausdifferenzierten Zellen wurden mit neuem
Medium versehen. Nach 30 min Inkubationszeit wurde die Transfektionslosung auf die 10 cm
Platten getropft und diese zuriick in ihren Inkubationsschrank (37°C) gestellt. Nach 48 h wur-

den die Proteine isoliert (siche 2.2.3.1).

2.2.6 Praparation der Deckgliser

Die Behandlung der Deckglischen war notwendig, um einerseits eine Oberflichenrauigkeit
und andererseits sterile Bedingungen zu erzielen. Die Oberflichenrauigkeit war von grofB3er
Bedeutung, da nur so die Zellen adhirieren konnten. Zuerst wurde eine 2 M HCI Lésung her-
gestellt. Die Deckgldschen wurden dreimal mit ddH,O gespiilt, anschlieBend wurden sie fir
15 min in 70 % Ethanol unter leichtem Schiitteln gelagert, um sie zu entfetten. Dann wurden
sie erneut dreimal mit ddH,O gespilt und an der Luft getrocknet. Nach sorgfiltiger Trock-
nung wurde die vorbereitete HCI Losung auf die Deckglaschen pipettiert und fiir 2 h bei
Raumtemperatur und leichtem Schiitteln inkubiert. Die Deckglischen wurden erneut mit

Ethanol gewaschen und auf Papiertiichern getrocknet, zuletzt erfolgte die Autoklavierung.

Tabelle 14: Puffer und Losungen Deckglaspraparation

Bezeichnung Zusammensetzung

2 M HCI Losung 37 % HCI Losung in 5 ml ddH,O

2.2.7 Fixierung und Firbung von Zellen fiir die Konfokalmikroskopie

Jeweils zwei Deckglischen (siche 2.2.6) wurden in eine 6-Well Platte gelegt. Danach wurden
jeweils 40.000 Zellen pro Well ausgesit. Nach Behandlung (siche 2.2.9) der Zellen wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen in 1x PBS gewaschen. Nun wurden die Deckglischen in
eine 12-Well-Platte umgelagert, sodass sich jeweils ein Deckglidschen in einem 12-Well befand.
AnschlieBend wurden 500 pl 4 % Paraformaldehyd auf die Deckglischen gegeben und fiir
15 min bei RT inkubiert und die Zellen somit fixiert. Nach der Inkubationszeit wurde das

Paraformaldehyd abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Das PBS wurde ab-
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gesaugt und die Deckglischen mit 0,3 % Triton X-100 benetzt, um die Membrankontinuitat
zu unterbrechen. Dieses wurde anschlieBend entfernt und die Zellen dreimal fir 3 min mit
PBS gewaschen. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden mit einer Blockierlésung blo-
ckiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation tiber Nacht in einer feuchten Kammer mit dem
primiren AntikGrper bei 4 °C. Am zweiten Tag wurde der primire Antikérper entfernt und
dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde der sekundire Antikérper sowie DAPI als Kern-
firbung hinzugegeben und fiir 60 min im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Zuletzt wurde dreimal
mit PBS und anschlieBend mit ddH,O gewaschen. Die Deckglischen wurden umgedreht auf

einen Objekttriger gelegt und mit Mowiol eingedeckt.

Tabelle 15: Puffer und Lésungen Zellfirbung

Bezeichnung Zusammensetzung

0,3 % Triton X-100 3 ul gelost in 1 ml PBS

AIF  Antikérper  (4E7), Angesetzt im Verhiltnis 1:1000

Mouse

Blockinglosung FCS, 1:100 in PBS verdiinnt
DAPI Angesetzt im Verhaltnis 1:1000
Phalloidin Angesetzt im Verhaltnis 1:400

2.2.8 Konfokalmikroskopie

Bei der Konfokalmikroskopie wird spezifisch eine Ebene einer dreidimensionalen Zellstruk-
tur, die mit einem spezifischen Antikérper angefirbt ist, betrachtet. Durch zwei Blenden kann
Licht, dass nicht in der Brennebene liegt, abgestrahlt werden und so ein sehr scharfes Bild
einer definierten Ebene dargestellt werden. Einzelne Bereiche werden punktférmig ange-
strahlt, wobei die im Sekundirantikorper befindlichen Fluoreszenzfarbstoffe mit Licht defi-

nierter Wellenlingen angeregt werden.

2.2.9 Imitierung des Podozytenschadens

Der Podozytenschaden wurde durch verschiedene Agenzien ausgel6st, von denen bekannt ist,

dass sie einen pathogenen Einfluss auf Podozyten haben.
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Verwendet wurde der zytostatisch wirkende Topoisomerase II Hemmer Adriamycin (ADR) in
einer Konzentraton von 0,1 ug/ml, das die Proteinsynthese hemmende Antibiotikum
Puromycin Aminonukleosid (PAN) in eciner Konzentraton von 50 ug/ml und das
Bisphosphonat Pamidronat (PAM) in einer Konzentration von 100 uM. Die Podozyten wur-

den fiir 24 h, 48 h und 72 h mit den Agenzien inkubiert.

2.2.10 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden Fluoreszenzfarbstoff-markierte Zellen analysiert. Die
Zellen wurden mit Annexin V und Propidiumiodid (PI) gefirbt, um eine Unterscheidung zwi-
schen lebenden Zellen, Zellen in frither und spiter Apoptose, und nekrotischen Zellen vorzu-
nehmen. Bei dieser Methode handelt es sich bei Annexin V-und PI-negativen Zellen um intak-
te, lebende Zellen, bei Annexin V-positiven und PI-negativen um apoptotische Zellen und bei
Zellen, die sowohl Annexin V-positiv als auch Pl-positiv sind, um nekrotische Zellen.
Annexin V bindet an Phosphatidylserin, welches bei Einleitung der Apoptose von der
zytoplasmatischen Innenseite der Zellmembran an die duBlere Zellmembran transloziert. Erst
wenn Phosphatidylserin sich auf der duleren Membran befindet, kann Annexin V binden. PI
ist ein kationischer Farbstoff, der nicht membrangingig ist. Nur wenn die Integritit der
Membran wie bei der Nekrose nicht mehr gewihrleistet ist, kann PI an DNA binden

(Cummings et al. 2004).

Hierftr wurden Zellen in 10 cm oder 6-Well Platten ausgesit und fiir sieben Tage ausdifferen-
ziert und eine Behandlung (s. 2.2.9) vorgenommen. Anschliefend wurde das Medium abge-
nommen und in ein 15 ml Falconréhrchen tberfithrt. Die adhirenten Zellen wurden mit 2 ml
PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin pro 10 cm Platte trypsiniert. Die direkte Wirkung des
Trypsins auf die Zellen wurde anschlieSend durch das FCS im RPMI Medium inhibiert, da das
zusitzliche Protein die Menge an Substrat fir das Trypsin erhéht. Die Suspension wurde in
das entsprechende Falconréhrchen iberfithrt. Danach wurde der Plattenboden mit einem
Zellschaber abgeschabt und die restliche Flussigkeit ebenfalls in das Falconréhrchen tber-
fihrt. Die Falconréhrchen wurden fiir 5 min bei 1200 x g zentrifugiert, der Uberstand abge-
saugt und das Pellet mit 500 pl PBS resuspendiert. Diese Suspension wurde in ein Réhrchen
fir die Durchflusszytometrie Gberfiihrt und erneut bei 1200 x g fiir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das entstandene Pellet in 100 pl Annexin Binding Puffer
resuspendiert. Auflerdem wurden je Réhrchen 5 ul Annexin V und 10 ul Propidiumjodid hin-
zugegeben und die Probe wurde fir 15 min dunkel bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ab-

lauf der Inkubationszeit wurden erneut 100 ul Annexin Binding Puffer hinzugegeben.
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Nach der Messung wurde zuerst ein Messbereich definiert, der sich an der Hauptpopulation
orientierte. Hierbei wurden unbehandelte Zellen, denen nur 200 ul Annexin Binding Puffer

hinzugesetzt waren, verwendet. Gemessen wurden 3.000 — 10.000 Events.

2.2.11 Datenanalyse

Weitere Details in Bezug auf die statistische Analyse sowie die Anzahl der Replikate sind den
jeweiligen Ergebnisabschnitten zu entnehmen. Signifikanzlevel wurden wie folgt dargestellt: *
p < 0,05 ** p < 0,01; ¥* p < 0,001; *** p<0,0001. Die Daten wurden mit Hilfe des
ungepaarten T-Tests unter Anwendung von Graph Pad Prism v.7 analysiert und dargestellt.

Zur Erstellung der Abbildungen wurde das Programm Inkscape verwendet.

2.2.12 Herstellung histologischer Schnittpriaparate

Das gewonnene Nierengewebe wurde in 4 %iger Formalinlésung fixiert, anschlieBend wurde
es entsprechend des Protokolls der Pathologie der Universitit Gottingen tiber Nacht mit Hilfe
des Excelsiors ES wie folgt entwissert und paraffinisiert. Das Gewebe wird fir 1,5 h in For-
malin 4 % inkubiert, worauf die Entwisserung durch Alkohol erfolgt. Hierbei lagert das Ge-
webe zuerst fiir 30 min in Ethanol 75-85 %, anschlieBend fiir 45 min in Ethanol 90 %, dann
fir 1 h in Ethanol 96 %. Es folgen drei Bider in Ethanol 100 %, zuerst fur 75 min, dann fur
70 min und fir 90 min. Daran angeschlossen erfolgen drei Xylol Bader, jeweils fir 20 min,
dann fir 30 min und fir 1 h. Zuletzt erfolgen drei Paraffinbider bei 55-65 °C fiir 30 min,
45 min und fur 90 min. Das Gewebe wird anschlieBend mit heilem Paraffin in Blécken tber-

gossen und hirtet im Zuge des Auskiihlens aus. Die Blécke werden mit Hilfe des Schlitten-
mikrotoms in 1,5 um dicke Scheiben geschnitten, die dann auf einen Objekttriger gezogen

werden, der zuvor mit einem Silan beschichtet wurde.

2.2.13 Immunfluoreszenzfirbung der Schnittpriparate

Die immunhistochemische Firbung soll der selektiven Visualisierung bestimmter Antigene
von Proteinen dienen. Fur die Kernfirbung wurde DAPI zur direkten Anfirbung von DNA
verwendet. Ansonsten wurde die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt. Bei der AIF-
Farbung wurde ein sekundirer Anti-Maus-, bei der Podocin-Firbung ein Anti-Kaninchen-
Antikoérper genutzt. Die Firbung des humanen Gewebes fand mit Hilfe des Autostainers statt.
Zuerst wurde das Gewebe fir 5 min in dem Envision Flex Wash Puffer gewaschen. Anschlie-
Bend wurde zum Blockieren der endogenen Peroxidase fiir weitere 5 min mit dem EnVision

Flex Peroxidase-Blocking Reagenz inkubiert und wieder fir 5 min mit dem Puffer gewaschen.
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AnschlieBend wurde der primire Antikorper aufgetragen und fir 30 min inkubiert. Bevor der
sekunddre Antikorper aufgetragen wurde, fand erneutes Waschen in dem Puffer fir 5 min
statt. Die Inkubationszeit fiir den zweiten Antikérper betrug 15 min. Anschlieend wurde fur

5 min mit dem Puffer gewaschen und mit Mowiol eingedeckt.

Tabelle 16: Puffer und Lésungen Gewebefirbung

Bezeichnung Zusammensetzung
AIF- Antik6rper (Klon 4E7) 1:1000
DAPI 1:1000
Podocin Antikérper (P0372) 1:1000

Polyclonal Ziege-anti-Kaninchen IgG (sek. 1:1000
Antikorper), Alexa Fluor Plus 674

Polyclonal Kaninchen-anti-Maus IgG (sek. 1:1000
Antikérper), Cy5
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3  Ergebnisse

3.1 Der Einfluss der Behandlung mit verschiedenen Agenzien auf den

podozytiren Zelltod

Um in Podozyten dhnliche Pathologien hervorzurufen wie im Krankheitsbild der FSGS, wur-
den die Podozyten mit etablierten Stressoren behandelt (sieche 2.2.9). Bei diesen Stressoren
handelte es sich um Adriamycin (ADR), Pamidronat (PAM) und Puromycin Aminonukleosid
(PAN). Als Losungsmittelkontrolle diente Wasser und DMSO in entsprechenden Konzentra-
tionen. Nach der Behandlung wurden die Zellen mit Hilfe des Annexin V/Propidiumjodid

(PI) Assays in der Durchflusszytometrie dargestellt und vermessen (siche 2.2.10).

Bereits nach 24 h war lichtmikroskopisch festzustellen, dass die Dichte der adhirenten Zellen
durch die Behandlungen deutlich riickliufig war. Durchflusszytometrisch konnte bestitigt
werden, dass ein hoherer Anteil an Podozyten unter Behandlung mit den Stressoren im Ver-

gleich zu den Losungsmittelkontrollen nicht mehr vital war. Im Vergleich zur Kontrolle (H,O:
88,52 % £ 0,90) reduzierte sich der Anteil lebender Zellen unter Behandlung mit ADR
(82,32 % £ 0,91) fir 24 h signifikant (p = 0,0051). Das gleiche galt fir die Behandlung mit
PAM (81,32 % = 1,10) nach 24 h (p = 0,0023). Der Anteil an toten und sterbenden Zellen
nahm unter der Behandlung von ADR (17,68 % + 0,91) und PAM (18,69 % % 1,10) im Ver-
gleich zur Kontrolle (H,0:11,48 % * 0,90) signifikant zu (p(ADR) = 0.0051, p(PAM) =
0,0023) (Abbildung 1 A, B). Der Anteil an lebenden Zellen nahm unter der Behandlung mit
PAN (75,17 % % 1,28) nach 24 h im Vergleich zur Kontrolle (DMSO: 89,30 % = 0,77) signifi-
kant ab (p < 0,0001) (Abbildung 1 C, D). Dementsprechend nahm der Anteil an toten und
sterbenden Zellen unter der Behandlung mit PAN (24,83 % =+ 1,28) im Vergleich zur Kontrol-
le (DMSO: 10,71 % = 0,77) signifikant zu (p < 0.0001) Dieser Effekt verstirkte sich zeitab-
hingig, sodass nach 48 h mit der Behandlung mit ADR (lebende Zellen: 41,24 % = 3,29, tote
und sterbende Zellen: 58,77 % £ 3,29) und PAM (lebende Zellen: 57,21 % + 2,83, tote und
stertbende Zellen: 42,79 % =+ 2,83) ein Grofteil der Podozyten nicht mehr vital war. Diese
Veridnderung war im Vergleich zur Kontrolle (H,O lebende Zellen 85,60 % =+ 1,45; tote und
stertbende Zellen 14,40 % £ 1,45)) signifikant (p ADR<0,0001, p PAM= 0,0001). Auch bei
Behandlung mit PAN sank der Anteil der vitalen Zellen weiter (Iebende Zellen 14,02 % =+
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1,05; tote und sterbende Zellen 85,98 % % 1,05). Auch diese Verdnderung war im Vergleich

zur Kontrolle (DMSO lebende Zellen 84,73% =+ 1,32; tote und sterbende Zellen 15,28 % +
1,32) signifikant (p < 0,0001).

Es konnte also gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit den verschiedenen Stressoren
in der gewihlten Dosierung der Zellmetabolismus der Podozyten 7z vitro gestort und so Zell-
tod induziert wird. Es ist anzumerken, dass trotz der Behandlung noch ein ausreichender An-
teil an lebenden Zellen (Q3), vorhanden war. Dies lisst weitere Untersuchungen beziiglich der

Mechanismen des podozytiren Zellschadens mit Hilfe des beschriebenen Modells zu.
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Abbildung 1: Einfluss von ADR, PAM und PAN auf den podozytiren Zelltod. Die immortalisierte

Podozytenzellliniec AB 8/13 wurde fir 24 h und 48 h mit ADR, PAM und PAN behandelt (Konzentrationen
siche 2.2.9). Als Losungsmittelkontrolle dienten Wasser und DMSO. Nach der Behandlung wurden die Zellen
mit Propidiumiodid und Annexin V angefirbt und anschlieBend in der Durchflusszytometrie gemessen (n = 1,
Daten zeigen Triplikate, Mittelwert &+ Fehler der Standardabweichung). Signifikanzen wurden mit einem T-Test

errechnet (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). Die prozentualen Werte der Diagramme von A) wurden in B)

aufgetragen, die prozentualen Werte von B) wurden in C) aufgetragen.
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3.2  Untersuchung des In-vitro-Modells der fokalen segmentalen

glomeruliren Sklerose in Podozyten auf Proteinebene

Zur Untersuchung der zelluliren Mechanismen, die durch die Behandlung der Podozyten mit
ADR, PAN und PAM initiiert werden, wurden die Proteine aus den Podozyten isoliert, mit
Hilfe der SDS-Page beztglich ihres molekularen Gewichts voneinander getrennt und im Wes-

tern Blot dargestellt (siche 2.2.3).

Es war zu beobachten, dass es bei der Behandlung mit PAN bereits nach 48 h ausschlief3lich
zu einer Detektion eines kleineren Fragmentes (57 kDa) von AIF kam. Bei der Behandlung
mit ADR und PAM nach 72 h gelang der Nachweis eines grolen Fragmentes (67 kDa) und
eines kleineren Fragmentes (57 kDa). Bereits nach 24 h kam es unter der Behandlung mit
PAN zu einer gesteigerten Proteinmenge von YH2AX im Vergleich zur Wasser-Kontrolle, dies
war unter Behandlung mit ADR und PAM erst nach 48 h zu beobachten. Die gleiche Be-
obachtung lie sich auf fir das Spaltprodukt von Caspase3 beschreiben. Das PARP-1-
Spaltprodukt lieB3 sich unter allen drei Behandlungen bereits nach 24 h nachweisen, am stirks-

ten jedoch auch unter der Behandlung mit PAN.

Nach 72 h schien unter der Behandlung mit PAN kein BAktin mehr nachweisbar zu sein

(Abbildung 2)
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Abbildung 2: Untersuchung des In-vitro-Modells der FSGS in Podozyten auf Proteinebene. Nach der
Behandlung der Podozyten fir verschiedene Zeitriume (24 h, 48 h und 72 h, Konzentrationen siche 2.2.9) wur-

den die zelluliren Proteine isoliert, mit Hilfe der SDS-Page nach Gréfle aufgetrennt und ein Western Blot mit
verschiedenen Antik6rpern, die Zellstressmarker darstellen, durchgefithrt. B-Aktin (42 kDa) diente zur Kontrolle

gleich aufgetragener Proteinmengen. Als Losungsmittelkontrolle diente Wasser.

3.3 Verinderung der Proteinmenge des Apoptose-induzierenden

Faktors

Um die Funktion von AIF in Podozyten niher zu untersuchen, wurde die Menge des Proteins
einerseits durch transiente Uberexpression (Abbildung 3 A) andererseits durch induzierbaren

Knock-down (Abbildung 3 B) verdndert.

Die Uberexpression von AIF wurde mit Hilfe eines Vektors, in dem das AIFM7-Gen unter
der Kontrolle eines CMV-Promotors abgelesen wird und mit einem Myc-Tag versehen ist,
vorgenommen (siche 2.2.4). Deutlich wurde die um etwa 50 % verstirkte Expression im Ver-
gleich zur einfachen Kontrolle und im Vergleich zur Kontrolle mit einem entsprechenden
Leervektor (pMSCV). Dass das Plasmid in die Podozyten aufgenommen wurde, wurde durch
die Expression des Myc-Anhangs unter Beweis gestellt. Die Proteinmenge von YH2AX wurde

durch die Uberexpression von AIF nicht verindert. Im Gegensatz dazu kam es bei einer




Ergebnisse 38

Uberexpression von AIF zu einer verringerten Proteinmenge von PARP-1, ein Spaltprodukt

wurde nicht sichtbat.

Die Verringerung der Produktion von AIF wurde durch zwei verschiedene siRNAs vorge-
nommen, wobei der Effekt durch PDCD8-6 noch deutlicher wurde als durch PDCD8-11
(siehe 2.2.5). AuBerdem zeigte sich bei Verwendung von PDCD8-6 zusitzlich eine Expression
des Spaltproduktes von AIF (57 kDa). Die Proteinmenge von YH2AX und PARP-1 wurde nur

bei der Verwendung von PDCID8-6 leicht verringert. Auch hier konnte kein Spaltprodukt von
PARP-1 nachgewiesen werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Verinderung der Proteinmenge des Apoptose-induzierenden Faktors. Mit Hilfe des Uber-

expressionsvektors pCMV3-C-Myc, der das AIFM7-Gen enthielt, wurde die Expression von AIF verstirkt. Als
Kontrollvektor diente pMSCV, um eine verinderte Expression durch die Transfektion auszuschlieen. Die In-
kubationszeit betrug 24 h (A). Durch die Inkubation mit zwei verschiedenen siRNAs (PDCD8-11 und PDCDS8-
6) wurde die Expression von AIF herunterreguliert. Als Kontrolle, um Verdnderungen in der Expression durch
die Transfektionsreagenzien auszuschlieBen, diente eine negativ Kontroll- siRNA. B-Aktn (42 Da) diente zur

Kontrolle gleich aufgetragener Proteinmengen (B).
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3.4 Intrazellulire Lokalisation des Apoptose-induzierenden Faktors in

Podozyten

Zur genaueren Untersuchung der Lokalisation von AIF wurden die Podozyten wie bereits
beschrieben behandelt und anschlieBend mit DAPI, Phalloidin und einem monoklonalen AIF-
spezifischen Antikérper, gefarbt (siche 2.2.7). Diese Firbung wurde unter dem
Konfokalmikroskop begutachtet und quantifiziert. Bei sichtbarer AIF- Fluoreszenz im Zell-
kern galt eine Zelle als AIF- positiv. Es erfolgte eine Bildakquisition von jeweils 50 Podozyten,
welche im Anschluss ausgezahlt wurden. Es wurde unterschieden zwischen AIF-positiven
Zellen (Zellen bei denen nukledres AIF durch die AIF- Fluoreszenz im Zellkern nachgewiesen

werden konnte) und AIF- negativen Zellen.

Es zeigte sich, dass es unter Behandlung mit ADR im Vergleich zur Kontrollbehandlung mit
H,O zeitabhingig zu einer ansteigenden Lokalisation von AIF im Zellkern kam (24 h (50 %),
48 h (53,9 %), 72h (54 %), H,O Kontrolle 37,8 %). Nach 48 h stagnierte der Anteil an
nukledrem AIF (Abbildung 4 A, C).

Bei der Behandlung mit PAN kam es nach der Behandlung von 24 h und 48 h zu einer Ver-
ringerung des Anteils an nukledrem AIF (24 h (42 %), 48 h (38,7 %), 72 h (50 %), DMSO
Kontrolle 47,06 %), nach 72 h jedoch wieder zu einem leichten Anstieg (Abbildung 4 B, D),
der sich etwa mit der Losungsmittelkontrolle vergleichen lie3 (DMSO Kontrolle 47,06 %).
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Abbildung 4: Immunhistochemische Fiarbung von AIF in Podozyten Die Podozyten wurden mit DAPI,

Phalloidin und einem monoklonalen, spezifisch an AIF-bindenden Antikérper gefirbt. Gezeigt sind beispielhaft
die Firbungen nach einer Behandlung von 24 h (A, B). Der Anteil von Podozyten mit AIF in nukleirer Lokalisa-
tion ist in Prozent angegeben (Anteil an nukleirem AIF). Es wurden 50 Zellen ausgezihlt, eine Zelle galt bei

sichtbarer AIF Fluoreszenz im Kern als AIF-positiv (C, D).
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3.5 Untersuchung der Kolokalisation von AIF mit Podozyten in

humanen Biopsien mit FSGS

Um die Lokalisation von AIF in humanem Gewebe niher zu untersuchen, wurden Biopsien
von Liasionen, in denen eine FSGS diagnostiziert wurde, angefiarbt und analysiert. Fir die Far-
bung wurden DAPI, sowie ein fiir Podocin (spezifischer Podozytenmarker) und AIF spezifi-
scher, monoklonaler Antikérper verwendet (siche 2.2.12). Die Podozyten, in denen sich AIF

im Zellkern nachweisen lief3, wurden ausgezahlt und ein prozentualer Wert errechnet.

Es zeigte sich, dass besonders hiufig in humanem Gewebe mit diabetischer Nephropathie im
Vergleich zum Kontrollgewebe eine Lokalisation von AIF in Podozyten nachzuweisen war
(Abbildung 5 B). Besonders deutlich wurde dies bei der diabetischen Nephropathie mit reakti-
ver FSGS vom kollabierenden Subtyp (d.N., FSGS k.S) (46,7 %) (Abbildung 5 A, B). Im Ver-
gleich zum Kontrollgewebe (Ko) (24,3 %) konnte auch bei der mesangioproliferativen
Glomerulopathie mit reaktiver FSGS (Mp. Gp., FSGS) (37,4%) und bei der
Glomerulomegalie mit FSGS (33,4 %) ein erhohter Prozentsatz an AIF positiven Podozyten
nachgewiesen werden. Etwa auf dem Niveau der Kontrolle befand sich dieser Wert bei der
primiren FSGS vom Spitzen-Lisions-Typ (22,5 %), bei der sekundiren FSGS vom
perihiliiren Subtyp (21,45 %) und bei der Ubergewichts-induzierten Glomerulopathie mit
sekundarer FSGS (20 %). Deutlich seltener im Vergleich zum Kontrollgewebe ist die Lokalisa-
tion von AIF in Podozyten bei der primiren FSGS vom zelluldren Subtyp (prim. FSGS, z.5.)
(8,3 %) (Abbildung 5 A, B).
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Abbildung 5: Untersuchung der Kolokalisation von AIF mit Podozyten in humanen Biopsien Das hu-

mane Gewebe wurde mit DAPI sowie mit monoklonalen Antikérpern, die spezifisch fiir Podocin und AIF sind,
gefirbt und unter dem Konfokalmikroskop dargestellt. Es wurde nur eine Auswahl an Geweben beispielhaft
dargestellt (A) (d.N., FSGS k.S.= diabetische Nephropathie mit FSGS vom kollabierenden Subtyp; Mp. Gp.,
FSGS = Mesangioproliferative Glomerulopathie mit FSGS; prim. FSGS, z.S.= primire FSGS vom zelluliren
Subtyp). Gezihlt wurde die Anzahl an Gesamtpodozyten in einem Glomerulus sowie die Anzahl an Podozyten,

bei denen eine Kolokalisation mit AIF nachzuweisen war (B) (gemessen wurden Duplikate).
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3.6 Der Einfluss der AIF Uberexpression auf den podozytiren Zelltod

Wie in 2.2.4 beschrieben wurde die Menge des AIF-Genprodukts durch eine transiente Uber-
expression mit Hilfe des Vektors pMSCV3-C-Myc-AIFM1 erhoht. Unter diesen Bedingungen
wurden die humanen Podozyten fiir 24 h 7z vitro mit ADR, PAM und PAN sowie mit den
Losungsmittelkontrollen Wasser (fir ADR und PAM) und DMSO (far PAN) behandelt. Es
wurde der Anteil an nicht-vitalen Zellen gemessen (Q1, Q2, Q4). AnschlieBend erfolgte ein
Vergleich dieses Wertes zwischen der Uberexpression und dem Kontrollvektor pMSCV
(Abbildung 6).

Zu beobachten war, dass bereits bei den Losungsmittelkontrollen mit Wasser und DMSO
unter Uberexpression von AIF mit dem pCMV3-C-Myc-AIFM1 Vektor im Vergleich zum
Kontrollvektor signifikant mehr nicht-vitale Zellen (H,O pMSCV 14,19 % % 0,68; H,O
pCMV3-C-Myc-AIFM1 28,35 % + 2,25; p = 0,001; DMSO pMSCV 11,45 % =% 0,94; DMSO
pCMV3-C-Myc-AIFM1 26.07 % % 0,81; p < 0,0001) gemessen wurden (Abbildung 6 B, D).
Die gleiche Beobachtung lie3 sich fiir die Behandlung mit ADR und PAM treffen, auch hier

lagen in beiden Fillen unter Uberexpression signifikant mehr nicht-vitale Zellen (ADR
pMSCV 16,74 % £ 1,25; ADR pCMV3-C-Myc-AIFM1 33,28 % £ 1,52; p = 0,0002; PAM
pMSCV 11,45 % =+ 1,73; PAM pCMV3-C-Myc-AIFM1 36,45 % % 1,62; p < 0,0001) im Ver-
gleich zum Kontrollvektor vor. Die Ergebnisse zeigten aulerdem, dass unter der Uberexpres-

sion insgesamt mehr nicht-vitale Zellen unter Behandlung gemessen wurden im Vergleich zur
Loésungsmittelkontrolle (H,O pCMV3-C-Myc-AIFM1 28,35 % =+ 2,25; ADR pCMV3-C-Myc-
AIFM1 33,28 % * 1,52; PAM pCMV3-C-Myc-AIFM1 36,45 % £ 1,62).

Unter der Behandlung mit PAN war zu beobachten, dass zwar signifikant mehr nicht-vitale
Zellen unter Uberexpression im Vergleich zum Kontrollvektor gemessen wurden, allerdings
war dieser Unterschied im Vergleich zu den Behandlungen mit ADR und PAM (Abbildung 6:
B) deutlich geringer (PAN pMSCV 28,35 % * 0.90; PAN pCMV3-C-Myc-AIFM1 35,29 % =+
2,60; p = 0,0450)(Abbildung 6 D).
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Abbildung 6: Der Einfluss der AIF Uberexpression auf den podozytiren Zelltod. Mit Hilfe des Uberex-

pressionsvektors pCMV3-C-Myc-AIFM1 wurde eine Uberexpression von AIF induziert. Als Kontrollvektor
diente pMSCV. Zusitzlich zur Uberexpression wurden die Podozyten mit ADR und PAM behandelt, als L6-
sungsmittelkontrolle diente Wasser (A). Unter der Behandlung wurde der Anteil von nicht vitalen Zellen unter
dem Einfluss der Uberexpression mit der Kontrolle verglichen (B, D) (n = 1, Daten zeigen Triplikate, Mittelwert

+ Fehler der Standardabweichung). Behandlung mit PAN, als Losungsmittelkontrolle diente DMSO (D). Signifi-
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kanzen wurden mit einem T-Test errechnet (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001) (Konzentrationen siche

2.2.9).



Ergebnisse 46

3.7 Der Einfluss des AIF Knock-downs auf den podozytiren Zelltod

Wie bereits in 2.2.5 beschrieben, wurde die Menge des AIF-Genprodukts durch zwei ver-
schiedene siRNAs herunterreguliert. Hierbei handelte es sich um die siRNA PDCD-8-11 und
PDCD-8-6. Als Negativ-Kontrolle diente eine siRNA, die keinen Effekt auf die Regulation
der Genexpression zeigte. Nach der Behandlung der Podozyten fir 24 h mit den drei ver-
schiedenen siRNAs wurden die Podozyten fiir weitere 24 h und 48 h mit ADR, PAM und
PAN sowie mit den bereits beschriebenen Losungsmittelkontrollen Wasser und DMSO be-
handelt. Ausgewertet wurde der Anteil an nicht-vitalen Zellen und dieser Wert unter AIF

Knock-down mit der Kontroll-siRNA verglichen.

Es zeigte sich, dass lediglich unter Behandlung fiir 24 h mit der Losungsmittelkontrolle Was-

ser unter dem Knock-down von AIF bei beiden siRNAs eine signifikante Verringerung an
nicht-vitalen Zellen zu messen war (H,O siRNA neg. Ktr. 21,97 % £ 1,80; H,0O siRNA
PDCD 8-11 12,28 % % 0,56; p = 0,0068; H,O siRNA PDCD 8-6 14,68 % + 1,34; p = 0,0325).
(Abbildung 7). Unter der Behandlung mit ADR und PAM war nach 24 h zwar ein leichter
Trend in Richtung Abnahme an nicht-vitalen Zellen unter dem Einfluss der siRNA PDCD-8-

11 zu erkennen, die allerdings nicht signifikant war (ADR siRNA neg. Ktr. 24,17 % =+ 0,92;
ADR siRNA PDCD 8-11 21,47 % * 1,045; ADR siRNA PDCD 8-6 23,50 % £ 2,11) (PAM
siRNA neg. Ktr. 24,52 % =+ 0,85; PAM siRNA PDCD 8-11 16,77 % =+ 3,69; PAM siRNA
PDCD 8-6 28,98 % * 3,30). Nach 48 h neutralisierte sich der Effekt beider siRNAs unter bei-

den Behandlungen sowie bei der Losungsmittelkontrolle ginzlich (Abbildung 7 C), weshalb

hier keine weiteren Daten gezeigt wurden.

Unter der Behandlung fiir 24 h mit PAN zeigte sich unter dem Einfluss der siRNA PDCD-8-
11 eine signifikante Verringerung an nicht-vitalen Zellen (PAN siRNA neg. Ktr. 29,62 % =+
1,03; PAN siRNA PDCD 8-11 24,50 % £ 1,02 p = 0,0243; PAN siRNA PDCD 8-6 32,01 %
+ 1,21) (Abbildung 8 B). Unter Behandlung mit der Losungsmittelkontrolle DMSO war fur
diese siRNA lediglich eine Tendenz zur Verringerung zu erkennen, welche nicht signifikant
war (DMSO siRNA neg. Ktr. 16,78 % *+ 4,48, DMSO siRNA PDCD 8-11 12,54 % +£ 1,16;
DMSO siRNA PDCD 8-6 15,87 % * 1,37). Die zweite siRNA PDCD-8-6 zeigte weder fiir die
Behandlung mit PAN noch fir die Lésungsmittelkontrolle DMSO einen Einfluss. Nach 48 h

war unter Behandlung mit PAN sowie der Losungsmittelkontrolle fiir beide siRNAs kein Ef-

fekt zu verzeichnen (Abbildung 8 C).
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Abbildung 7: Der Einfluss des AIF Knock-downs auf den podozytiren Zelltod unter Behandlung mit
ADR und PAM. Mit Hilfe der beiden siRNAs PDCD-8-11 und PDCD-8-6 wurde die Menge des AIF-
Genprodukts reduziert. Zusitzlich wurde eine siRNA ohne spezifischen Effekt als Kontrolle verwendet. Nach
Behandlung mit der siRNA fiir 24 h wurden die Podozyten fiir 24 h mit ADR und PAM behandelt, als L6-
sungsmittelkontrolle diente Wasser (A). Unter der Behandlung fiir 24 h wurde der Anteil von nicht-vitalen Zellen
an Gesamtzellen unter dem Einfluss des Knock-downs mit der Kontrolle verglichen (B). Anteil von nicht-vitalen
Zellen an Gesamtzellen unter Behandlung der Podozyten nach Knock-down von AIF mit ADR und PAM fiir
48 h (C) (n = 3, Mittelwert * Fehler der Standardabweichung). Signifikanzen wurden mit einem T-Test errechnet

(*p < 0,05; ¥ p < 0,01; ¥* p < 0,001) (Konzentrationen siche 2.2.9).
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Abbildung 8: Der Einfluss des AIF Knock-downs auf den podozytiren Zelltod unter Behandlung mit
PAN. Mit Hilfe der beiden siRNAs PDCD-8-11 und PDCD-8-6 wurde die Menge des AIF-Genprodukts redu-
ziert. Zusitzlich wurde eine siRNA ohne spezifischen Effekt als Kontrolle verwendet. Nach Behandlung mit der
siRNA fir 24 h wurden die Podozyten fur 24 h mit PAN behandelt, als Lésungsmittelkontrolle diente DMSO
(A). Unter der Behandlung wurde der Anteil von nicht-vitalen Zellen unter dem Einfluss des Knock-downs mit
der Kontrolle verglichen (B) (n=3-4, Mittelwert &+ Fehler der Standardabweichung). Behandlung der Podozyten
nach Knock-down von AIF mit PAN fir 48 h (C). Fir Konzentrationen von ADR, PAN und PAM siehe 2.2.9.
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4 Diskussion

Die Diskussion gliedert sich in sechs verschiedene Abschnitte. Zu Beginn wird das in der Ar-
beit verwendete Modell zur Imitation des Podozytenschadens niaher beleuchtet und anschlie-
Bend die Auswirkungen des Modells auf die Genexpression der Podozyten 7 vitro thematisiert.
Im Weiteren wird auf die verinderte Genexpression des Apoptose-induzierenden Faktors und
deren Folgen fiir die Expression von YH2AX und PARP-1 eingegangen, die in der Signalkas-
kade des induzierten Zelltodes von AIF eine Rolle zu spielen scheinen. AnschlieBend wird die
Lokalisation von AIF, die in Podozyten 7 vitro sowie in humanen Biopsien vorgenommen
wurde, niher thematisiert. Um die Rolle von AIF und einen Zusammenhang mit dem
podozytiren Zelltod zu diskutieren, wird niher auf den AIF Knock-down sowie die AIF
Uberexpression und die Ubertragbarkeit auf den Podozytenschaden, der im Fall einer FSGS

vorliegt, eingegangen.

4.1 Die Eignung des verwendeten Modells zur Imitation des

Podozytenschadens bei einer FSGS

Fir die experimentelle Arbeit wurden verschiedene Stressoren verwendet, um einen
Podozytenschaden auszulosen. Hierzu gehoren der zytostatisch wirkende Topoisomerase 11
Hemmer ADR in einer Konzentration von 0,1 ng/ml, das die Proteinsynthese hemmende
Antibiotikum PAN in einer Konzentration von 50 ug/ml und das Bisphosphonat PAM in

einer Konzentration von 100 nM.

ADR wird als Zytostatikum in der Tumortherapie eingesetzt und wird aus Streptomyces Arten
isoliert (Benjamin et al. 1974). Im Mausmodell kommt es bereits nach wenigen Tagen nach der
Anwendung von ADR zuverlissig zu einem reproduzierbaren Nierenschaden (Chen et al.
1998). Erste Berichte tGber einen Nierenschaden im Menschen gab es bereits 1977 (Burke et al.
1977). In einer Studie von Yesair et al. (1972) konnte gezeigt werden, dass ADR groftenteils
in der Niere akkumuliert. Ein Problem in der klinischen Anwendung von ADR entsteht durch
die enge therapeutische Breite von ADR. Die ADR induzierte Nephropathie ist ein etabliertes
Mausmodell der chronischen Nierenerkrankung, bei der es zu einer fokalen glomeruliren
Sklerose kommit, die einen Podozytenschaden, eine tubulo-interstitielle Entziindung und eine
Fibrose beinhaltet (Lee und Harris 2011). Die intravenése Gabe von ADR in die Schwanzve-
ne von Miusen hat einen direkten toxischen Effekt auf die Glomeruli und fiihrt zur Vergro3e-

rung der Endothelzellporen und Ausdinnung der Glykokalix auf dem glomerulidren Endothel
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(Jeansson et al. 2009), zu Veranderungen der GBM und zur Verschmelzung der FuBlfortsitze
der Podozyten, was mit einer Einschrinkung der Filtrationsbarriere und damit einem Verlust
der Nierenfunktion einhergeht (Lee und Harris 2011). Als ein molekularer Mechanismus wird
die erh6hte Produktion an freien Radikalen diskutiert (Barbey et al. 1989). Im hier verwende-
ten Zellkulturmodell zeigte sich sowohl in der quantitativen, lichtmikroskopischen Analyse als
auch in der durchflusszytometrischen Analyse ein signifikanter podozytirer Zelluntergang,
welcher in Ubereinstimmung mit der vorher beschriebenen Toxizitit ist. Der Effekt nahm in
Abhingigkeit von der Expositionszeit zu (siche 3.1). Interessant ist die Beobachtung, dass die
PI- negativen Zellen unter Behandlung mit ADR eine héhere PI-Fluoreszenz zeigen als unter
der Behandlung mit PAM (Abbildung 1 A). Eine mégliche Erkliarung dafiir kénnte sein, dass
ADR durch seine Bindung an DNA einen Einfluss auf die PI-Fluoreszenz hat (Krishan et al.
1978).

PAN ist der Aminonukleosid-Teil des Antibiotikums Puromycin, welcher von Caulfield et al.
(1976) bei Verwendung in einem Tiermodell zu starken Verinderungen im Zytoskelett von
Podozyten und zu ihrer Ablésung von der Basalmembran fihrte. In einer Studie von 2002
konnten diese Ergebnisse tberwiegend bestatigt werden: bereits nach drei Tagen zeigten die
mit PAN-behandelten Ratten eine Proteinurie und eine Verinderung der Expression von
Schliisselproteinen zur Aufrechterhaltung des glomeruliren Filters (Luimula et al. 2002). L6-
wenborg et al. (2000) konnten eine umgekehrte Korrelation zwischen der Menge des verab-
reichten Aminonukleosids und der GFR zeigen. Bei geringen PAN Konzentrationen kam es
zu einer Volumenzunahme der Glomeruli, bei sehr hohen Konzentrationen allerdings zu einer
Volumenabnahme, was die Autoren durch eine Volumenkontraktion bei schweren Odemen
oder hohe Urinvolumina erklirten. Interessant ist in dieser Studie die Korrelation zwischen
der PAN-Konzentration und der Breite der Fulifortsitze und eine inverse Korrelation zwi-
schen der PAN-Konzentration und der totalen Grof3e der Schlitzporen. Diese Beobachtungen
decken sich mit denen der humanen FSGS, was die Eignung des Modells auch ftr In-vitro-
Studien der FSGS bestitigt. Unsere Untersuchungen deckten sich mit den oben beschriebenen
Ergebnissen. In der durchflusszytometrischen Auswertung lief3 sich ein signifikanter Zelltod
erkennen, der in Abhingigkeit von der Expositionszeit zunahm (siche 3.1). Lichtmikrosko-
pisch zeigte sich nach 48 h sehr eindriicklich die Ablosung simtlicher Zellen vom Boden der
Kulturschale.

Das Medikament PAM gehort zur Gruppe der Bisphosphonate und wird vor allem in der
Therapie von osteolytischen Tumoren oder Osteoporose eingesetzt. Unter anderem verof-

fentlichten Ten Dam et al. (2011) zwei Fallberichte von Patienten, die unter einer intravendsen
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Therapie mit PAM ein nephrotisches Syndrom mit histologischen Zeichen einer FSGS entwi-
ckelten. Der unerwtnschte nephrotoxische Effekt der Bisphosphonate verstirkt sich
dosisabgingig, weshalb iiberwiegend Patienten mit bosartigen Knochentumoren unter einer
intravenosen Therapie betroffen sind (Perazella und Markowitz 2008). Auch in einem Tier-
modell, in dem die Harnstoffkonzentration im Serum als Marker fiir einen Nierenschaden
verwendet wurde, konnte eine Zeit- und Dosis-abhingige Korrelation zwischen der Gabe von
PAM und dem Nierenschaden festgestellt werden (Green et al. 1997). Auch in den Untersu-
chungen dieser Arbeit kam es unter der Behandlung mit PAM bereits nach 24 h zu einem

signifikanten Riickgang von lebenden Zellen. Dieser Effekt verstirkte sich nach 48 h (3.1).

Alle drei verwendeten Stressoren eigneten sich wie ausgefithrt, um einen dem 7z vivo dhnlichen
Podozytenschaden z vitro hervorzurufen. Interessant wiren Untersuchungen beziiglich der
Auswirkungen verschiedener Konzentrationen gewesen, wobei wie oben beschrieben bereits
durch vorige Arbeiten eine Dosis-Wirkungs-Beziehung nachgewiesen werden konnte. Was in
diesem Modell nicht gezeigt wird, ist ob Interaktionen der Podozyten mit anderen Zellen vor-
handen sind, beispielsweise mit Immunzellen oder mit extrazelluliren Faktoren, welche sich
protektiv oder verstirkend auf den podozytiren Zelltod auswirken kénnten. Der Vorteil die-
ses Ansatzes liegt in der Moglichkeit der isolierten pathomechanistischen Analyse des

podozytiren Zellschadens ohne duflere Einflisse.

4.2  Die Auswirkungen des Podozytenschadens auf die Mengen an

relevanten Proteinen in vitro

Nachdem der Zelltod-induzierende Effekt auf die Podozyten in 3.1 gezeigt wurde, folgte eine
Analyse der Zelltodmechanismen auf Proteinebene. Hierbei zeigt sich nach 72 h in dem ADR-
und dem PAM- Modell das AIF Spaltprodukt. In allen drei Modellen lie3 sich bereits nach

24 h ein Anstieg der phosphorylierten Form des Histons H2AX (YH2AX), sowie das Spalt-
produkt von Caspase3 und PARP-1 nachweisen (siche 3.2).

Die Zelltod-induzierende Wirkung von AIF wird auf eine Translokation von AIF in den Zell-
kern zurtickgefithrt (Ye et al. 2002). Die Mechanismen, die diese Translokation bewirken, sind
bislang nicht abschlieBend geklirt. Ebenfalls ungeklirt ist, ob es sich hierbei um das vollstin-
dige Protein oder um eine Spaltversion davon handelt, sowie welche Protease letztendlich fir
die Spaltung von AIF verantwortlich ist (Norberg et al. 2010) (Yu et al. 2009). In der vorlie-
genden Arbeit kam es nach einer Reizung mit ADR zu einer erthéhten Menge von AIF, nach
Reizung mit PAN konnte nach 48 h das Spaltprodukt von AIF gezeigt werden. Dies war bei
ADR und PAM erst nach 72 h moglich. Artus et al. konnten zeigen, dass wihrend des
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Caspase-unabhingigen Zelltodes H2AX und AIF in nukledrer Lokalisation assoziiert vorliegen

(Artus et al. 2010). Allerdings konnte hier kein direkter Zusammenhang zwischen der
phosphorylierten Form von H2AX (YH2AX) und AIF hergestellt werden. Die erhéhte Menge

von YH2AX scheint auch in dieser Arbeit nicht mit einer erhéhten Expression von AIF oder
dem Vorkommen des Spaltproduktes assoziiert zu sein. Dies konnte auf eine Beteiligung von
YH2AX auch in Caspase-abhingigen Zelltodmechanismen zuriickzufiihren sein (Rogakou et
al. 2000). Tatsdchlich konnte auch in dieser Arbeit zeitgleich mit dem erhéhten Vorkommen

von YH2AX eine erhohte Proteinmenge des Spaltproduktes von Caspase3 gezeigt werden.

Die Aktivierung PARP-1 wird durch DNA-Doppelstrangbriiche initiiert und fithrt zu einer
Freisetzung des PAR-Polymers. Als Folge dessen wird eine Freisetzung und Translokation
von AIF aus dem Mitochondrium in den Nukleus diskutiert (Yu et al. 2000). In dieser Unter-
suchung kommt es unter Behandlung mit ADR und PAM zwar nach 24 h zu einer minimal
gesteigerten Konzentration von PARP-1, allerdings wird zu diesem Zeitpunkt auch bereits das
Spaltprodukt von PARP-1 sichtbar. Dies ldsst auf eine Caspase-Aktivitit schlieBen, da diese
scheinbar fiir die Spaltung von PARP-1 verantwortlich ist. Dies geschieht vermutlich, um
PARP-1 zu inaktivieren und einen NAD" Verbrauch bei starken DNA Schiden zu verhin-
dern, der zu einer Nekrose fithren wirde (Herceg und Wang 1999). Auch in unseren Untersu-
chungen kommt es zeitgleich mit der Spaltung von PARP-1 zur Spaltung von Caspase3 (siche
3.2). Die fehlende Aktin Kontrollbande unter PAN Behandlung nach 72 h kénnte auf einen
fortgeschrittenen Zelltod mit Aktivierung von Aktin-spaltenden Proteasen zurtickzufithren

sein (Brown et al. 1997).

4.3 Die Folgen der verinderten Genexpression des Apoptose-

induzierenden Faktors auf PARP-1 und yYH2AX

Wie beschrieben wurde die transiente Uberexpression von AIF mit Hilfe eines Vektors vorge-
nommen. In Abbildung 3 A) ist zu sehen, dass die zellulire Konzentration von YH2AX durch
die gesteigerte Produktion von AIF nicht verandert wird. Wenn man von der oben genannten
Theorie ausgeht, dass H2AX und AIF miteinander interagieren und es bei der programmier-
ten Nekrose zu einer Phosphorylierung von H2AX (Artus et al. 2010) kommt, wire zu erwar-
ten, dass die Menge an YH2AX durch die Uberexpression von AIF ansteigt. Auch wenn es
sich nicht um eine programmierte Nekrose, sondern um eine Apoptose handelt, miisste die

Proteinmenge an YH2AX laut Rogakou et al. (2000) ansteigen.
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Diese Beobachtung kann in der aktuellen Arbeit nicht nachvollzogen werden, da es unter der

Uberexpression von AIF zu einem deutlich angestiegenen Zelltod ohne einen YH2AX-Anstieg
kommt (siche 3.3). Bei einer Verringerung der Expression von AIF mit Hilfe eines
induzierbaren Knock-downs mit Hilfe zwei verschiedener siRNAs zeigt sich, dass bei einer

deutlichen Verringerung der Expression von AIF auch eine geringere Proteinmenge an

YH2AX nachweisbar ist. Diese Beobachtung lasst auf einen Zusammenhang zwischen YH2AX

und AIF in dem von AIF ausgel6sten Zelltod schlief3en.

Die nachweisbare Menge des PARP-1-Proteins nimmt sowohl unter der Uberexpression als
auch beim Knock-down von AIF ab. Ein Spaltprodukt konnte in beiden Fillen nicht nachge-
wiesen werden. Bisher wurde der Einfluss von AIF auf PARP-1 Proteinlevel nicht untersucht.
Die Ergebnisse lassen den Riickschluss zu, dass keine Abhingigkeit zwischen dem AIF Prote-
inlevel und dem PARP-1 Proteinlevel besteht. Eine weitere mégliche Erklirung fiir die Be-
obachtung konnte die artifizielle Erhohung der zelluliren AIF — Konzentration durch die
Transfektion sein. Es ist vorstellbar, dass PARP-1 durch die AIF Uberexpression und eine
nachfolgende Zelltodkaskade gespalten wird, was zum Beispiel Caspase- abhingig geschehen
kann (Lazebnik et al. 1994). In dieser Arbeit kann eine Beteiligung von Caspasen nicht ausge-
schlossen werden, allerdings konnten keine Spaltprodukte im Western Blot nachgewiesen
werden. Die abnehmende PARP-1-Konzentration im Rahmen des AIF Knockdowns kénnte
durch die Beobachtung erklirt werden, dass AIF und PARP-1 einer gegenseitigen Abhingig-
keit unterliegen. Einerseits scheint das PAR-Polymer, ein Produkt der PARP-1 Aktivierung,
fur die Translokation von AIF vom Mitochondrium in den Zellkern bedeutsam zu sein, ande-

rerseits scheint AIF fiir den PARP-1-induzierten Zelltod erforderlich zu sein (Yu et al. 2000).

4.4 Die Lokalisation von AIF in Podozyten in vitro sowie in humanen
Biopsien

Bei der Untersuchung der Lokalisation von AIF in Podozyten iz vitro zeigt sich, dass die Men-
ge an Podozyten, bei denen einen AIF- Fluoreszenz im Zellkern detektiert werden konnte,
unter der Behandlung von ADR schon nach 24 h anzusteigen scheint, der Zuwachs dann aber
nach 48 h stagniert (Abbildung 4). Beim Vergleich dieser Ergebnisse mit der Untersuchung
auf Proteinebene witre zu erwarten, dass eine nukledre Lokalisation von AIF erst nach 72 h
unter der Behandlung mit ADR sichtbar wird, da erst zu diesem Zeitpunkt ein Spaltprodukt
auf Proteinebene zu erkennen ist. Dieses Spaltprodukt transloziert laut Otera et al. (2005) in
den mitochondrialen Intermembranraum und von dort ins Zytoplasma. Uber das Zytoplasma

gelangt das Fragment dann zum Nukleus (Susin et al. 1999b). Eine Erklirung fir unsere Be-
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obachtung liefert die Arbeit von Yu et al., in der ein zweites Reservoir von AIF an der dulleren
mitochondrialen Membran auf der zytosolischen Seite nachgewiesen wird. Hierbei handelt es
sich um etwa 30 % der gesamten Menge an AIF. Diese Form von AIF kann schnell nach Be-
handlung von Neuronen mit NMDA ohne eine Spaltung freigesetzt werden und Zelltod im
Zuge des Parthanatos auslésen (Yu et al. 2009). Dies wiirde erkliren, warum auch ohne ein
nachweisbares AIF-Spaltprodukt nach 24 h eine nukleire Lokalisation von AIF sichtbar wird.
Fraglich ist, warum die Anzahl an Zellen mit nukleir lokalisiertem AIF unter der Behandlung
von PAN im Vergleich zur Kontrolle nach 24 h und 48 h abfillt, um dann nach 72 h wieder
auf den Kontrollwert anzusteigen. Unter Umstinden ist der durch PAN-induzierte podozytire
Zelltod nicht primdr AIF abhingig, was auch durch die frithe Spaltung von Caspase3 nach
24 h deutlich wird (Abbildung 2). Eine zuverlidssige Interpretation des Anstieges nach 72 h
unter der Behandlung ist nicht moglich, da auch auf Proteinebene keine -Aktinbande meht

nachweisbar ist.

Zusitzlich zu der Lokalisationsanalyse von AIF in Podozyten 7 vitro wurde auch die Lokalisa-
tionsanalyse in humanen Biopsien vorgenommen, bei der einzelne Glomeruli betrachtet wur-
den. Bei den Biopsien handelte es sich um Nierenbiopsien von Patienten mit nephrologischen
Erkrankungen, bei denen histologisch eine FSGS nachgewiesen werden konnte. Es wird deut-
lich, dass besonders bei den diabetischen Nephropathien die Menge an Podozyten mit nukleér
lokalisiertem AIF hoch ist. Ma et al. (2019) konnten zeigen, dass es bei Patienten mit einer
diabetischen Nephropathie zu einer Spaltung von mitochondrialen Strukturen kommt. Das
konnte dazu fithren, dass mitochondriale Proteine wie AIF ins Zytoplasma freigesetzt werden
und es anschlieBend zu einer Translokation in den Zellkern kommt und der Zelltod so be-
schleunigt wird. Die Translokation von AIF vom Zytoplasma in den Nukleus findet laut einer
Untersuchung von Zhu et al. in Neuronen CyclophilinA vermittelt statt (Zhu et al. 2007). Die
anschlieBende Chromatinolyse findet laut Wang et al. (2016) durch die Interaktion des Makro-
phagen-migrationsinhibierenden Faktors (MIF) mit AIF statt. Diese scheint notwendig zu
sein, da AIF im Gegensatz zu MIF nicht iiber eine Nukleaseaktivitit verfugt. In der Studie
von Ma et al wird auBerdem demonstriert, dass erhohte Glukosekonzentrationen zur Produk-
tion reaktiver Sauerstoffspezies fithren und die Apoptoserate der Podozyten ansteigt. Dieses

aulert sich in einer erhéhten Proteinurie im Vergleich zur Kontrollgruppe (Ma et al. 2019).
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4.5 Der Einfluss der verinderten Genexpression von AIF auf den

podozytiren Zelltod

4.5.1 Die Folgen der Uberexpression von AIF auf den podozytiren Zelltod

Allein die Uberexpression von AIF fiihrt zu einem verstirkten podozytiren Zelltod, die Vul-
nerabilitit gegentiber den zuvor etablierten Stressoren ist jedoch nicht deutlich erhort (siehe
3.6). Diese Beobachtung konnte darauf hindeuten, dass die durch ADR, PAM und PAN
verurusachte Zytotoxizitit nicht auf einem AIF- abhingigen Mechanismus basiert. Durch die
hier kiinstlich vermehrte Proteinmenge wird die Zelltodkaskade eingeleitet, was die Zunahme
an nicht-vitalen Zellen erklirt. Eine tiefergehende Erklirung des Mechanismus ldsst dieses
Experiment nicht zu. FEine genaue Lokalisation des kiinstlichen AIFs auf der Ebene der ver-
schiedenen Zellorganellen ist in der aktuellen Arbeit aus technischen Grinden nicht gelungen.
Es war nicht moglich, eine vollstindige Fraktionierung der Zellorganellen vorzunehmen und
es kam wiederholt zu Verunreinigungen der Fraktionierung trotz eines etablierten Protokolls.
Um eine kiinftige mechanistische Aufklirung der Rolle von AIF zu liefern, wire dieses jedoch
notwendig. Es ist moglich, dass ein GroBteil des iiberexprimierten AIFs nicht ins Mitochond-
rium transportiert wurde, da die Gro3e des detektierten Proteins darauf schlieBen lisst, dass
die mitochon-driale Lokalisationssequenz nicht abgespalten wurde. Laut Susin et al. hat AIF
vor der Abspaltung der mitochondrialen Lokalisationssequenz eine Grof3e von 67 kDa, nach
Abspaltung eine Grofie von 57 kDa (Susin et al. 1999b). Das tberexprimierte AIF hat in die-
ser Arbeit eine GréBle von 67 kDa (Abbildung 3). Im Zytosol stinde AIF der Zelltodkaskade
direkt zur Verfiigung.

4.5.2 Die Folgen des AIF Knock-downs auf den podozytiren Zelltod

In den Ergebnissen zeigt sich unter Behandlung mit ADR und PAM zu keinem Zeitpunkt
eine signifikante Verringerung an nicht-vitalen Zellen nach AIF Knock-down (siche 3.7). Al-
lein bei der H,O Kontrolle nach 24 h ist eine signifikante Reduktion an nicht-vitalen Zellen zu
sechen. Nach 24 h ist ein Trend in Richtung Verringerung des Zelltodes bei der Behandlung
unter ADR und PAM mit der siRNA PDCD 8-11 sichtbar. Dieser Trend nivelliert sich nach
48 h. Unter der Behandlung mit PAN ist nach 24 h eine signifikante Reduktion der nicht-
vitalen Zellen unter Knock-down mit der siRNA PDCD 8-11 sichtbar. Auch dies nivelliert
sich zeitabhingig. Ein Effekt des Knock-downs ist also moglich, es ist aber denkbar, dass die-
ser durch die verschiedenen Stressoren in seiner Ausprigung mitigiert wird. Fraglich ist, wa-
rum die zweite siRNA PDCD 8-6 diesen Effekt nicht hervorruft, obwohl der Knock-down im

Western Blot im direkten Vergleich deutlicher sichtbar wird. Unter der Behandlung mit der
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siRNA PDCD 8-6 wird ein Spaltprodukt von AIF sichtbar, was unter Umstanden auf die In-
duktion der Zelltodkaskade hindeutet.

4.6  Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Rolle von AIF im podozytiren Zelltod 7z vitro und in vive niher
untersucht. Es konnten Hinweise auf eine Beteiligung von AIF in der Signalkaskade des
podozytiren Zelluntergangs ermittelt werden, auch wenn sich in keiner der Untersuchungen
eine vordergriindige Beteiligung von AIF im Sinne eines primar nicht-apoptotischen Zelltodes
gezeigt hat. Unklar bleibt weiterhin, inwiefern eine Spaltung von AIF fir die Initiation des
Zelltodes entscheidend ist und wie diese stattfindet. Im hier verwendeten Modell konnte ge-
zeigt werden, dass eine nukleire Translokation von AIF in Podozyten stattfindet. Iz vivo zeigte
sich eine mogliche Partizipation von AIF in der Atiologie und Progression der diabetischen
Nephropathien mit FSGS. Interessant wire eine Untersuchung der einzelnen Zellorganellen
und die entsprechende Proteinverteilung von AIF im Zuge des Zelltodes. Um die Wirkung
von AIF auf die Progredienz einer chronischen Nierenerkrankung niher zu untersuchen, wire
auch ein induzierbarer Podozyten-spezifischer AIF Knock-out im Tiermodell ein interessantes
Verfahren, wobei hier die physiologische Rolle von AIF nicht vergessen werden darf. Sollte
sich hierbei AIF als wichtiger Zwischenspieler in der Signalkaskade des podozytiren Zelltodes
herausstellen, kime es als mogliche therapeutische Zielstruktur fiir eine pharmakologische

Intervention in Frage.
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5 Zusammenfassung

Chronisch progrediente Nierenerkrankungen sind in unserer alternden Gesellschaft von ent-
scheidender Bedeutung. Eine wichtige Rolle fiir die renale Filterfunktion spielen Podozyten,
welche spezialisierte Epithelzellen darstellen. Die Pathomechanismen des podozytiren Zellto-
des sind noch nicht hinreichend geklirt. In dieser Arbeit wurde anhand einer etablierten
Podozytenzelllinie 7z vitro die Beteiligung von AIF am podozytiren Zelltod niher untersucht.
Hierzu wurde ein Modell genutzt, bei dem durch die drei verschiedenen Zellstressoren ADR,
PAM und PAN eine Signalkaskade eingeleitet wurde, die letztendlich im Zelltod endet. Diese
Signalkaskade wurde zu verschiedenen Zeitpunkten auf Proteinebene untersucht. Hierbei zeig-
te sich keine vordergrindige Rolle von AIF, welcher laut Literatur eine Form des nicht-
apototischen Zelltods einleitet. AuBerdem wurde mit Hilfe eines Uberexpressionsvektors eine
Uberexpression von AIF vorgenommen, was in einem vermehrten podozytiren Zelltod miin-
dete. Dieser Effekt wird durch den hier kiinstlich ausgelosten Zellstress nicht verstirkt. Dart-
ber hinaus wurde durch die Verwendung von zwei verschiedenen siRNAs ein Knock-down
von AIF vorgenommen und die Zellen wie beschrieben behandelt. Hierbei konnte in Teilen
eine Verringerung des Zelltodes festgestellt werden. Immunzytochemisch zeigte sich teilweise
eine geringe Translokation des Apoptose-induzierenden Faktors in den podozytiren Zellkern.
Zusitzlich zu den In-vitro-Untersuchungen wurde humanes Gewebe immunhistochemisch
analysiert, wobei besonders bei den diabetischen Nephropathien eine verstirkte Expression
von AIF in Podozyten deutlich wurde. Unter den Biopsien, die histologische Zeichen einer
FSGS aufwiesen, war, insbesondere bei den diabetischen Nephropathien, vermehrt nukledres
AIF nachweisbar, was auf eine mogliche Partizipation von AIF in diesem Krankheitsbild hin-
deutet. In der Zukunft bedarf es weiterer Untersuchungen, um die Rolle von AIF und die
genaue Signalkaskade des podozytiren Zelltodes, der eine chronische Niereninsuffizienz nach
sich ziehen kann, niher zu bestimmen, um therapeutisch intervenieren zu kénnen. Eine Betei-
ligung von AIF konnte in dieser Arbeit herausgearbeitet werden, allerdings scheint diese nicht

vordergriindig fur den Krankheitsverlauf verantwortlich zu sein.
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