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1 Einleitung

Im Jahre 1927 beschrieb Arthur Cecil Alport zum ersten Mal das Auftreten einer
kongenitalen Erkrankung, die mit Nephritis und Taubheit einherging. Manner
schienen von dieser Krankheit haufiger befallen zu sein als Frauen. Im Laufe der
Zeit fand man heraus, dass diese progredient verlaufende Nierenerkrankung durch
Mutation der a3-,a4- oder a5-Ketten des Typ-IV Kollagen verursacht wird.
Hierdurch verandert sich die Zusammensetzung der glomeruléren Basalmembran,
was schlieBlich zu einer Proteinurie und Hamaturie fihrt. Neben den von Alport
beschriebenen Veranderungen von Niere und Innenohr kdnnen auch die Augen
betroffen sein, da an allen diesen Orten die a3-,a4- oder a5- Ketten des Typ-IV
Kollagen vorkommen.

Durch Fortschreiten der Krankheit kommt es zur glomerularen und interstitiellen
Fibrose, was letztendlich im terminalen Nierenversagen endet und die Erkrankten
somit dialysepflichtig werden (Gross et al. 2005).

Als diagnostische Mittel zum Nachweis des Alport-Syndroms stehen bisher nur die
Nierenbiopsie oder die molekulargenetische Untersuchung zur Verfigung, die
beide invasive und aufwendige Methoden darstellen.

Bisher ist keine kausale Therapie fur diese Erkrankung bekannt. Es konnte aber
am Tiermodell gezeigt werden, dass der angiotensin converting enzyme-Hemmer
(ACE-Hemmer) Ramipril den Verlauf der Krankheit verlangsamt und die
Uberlebenszeit verlangert. Der Schaden an der glomerularen Basalmembran kann
durch diese Therapie aber dennoch nicht behoben werden. Es wurde zudem
beobachtet, dass der Beginn dieser Therapie ebenfalls ausschlaggebend fur die
Wirksamkeit ist. Je friher Ramipril gegeben wurde, desto besser konnte dieser
seine nephroprotektive Wirkung entfalten und umso mehr wurde der
Erkrankungsprozess verlangsamt (Gross et al. 2003).

Sollte dieser Ansatz nicht mehr wirksam sein, bleibt nur noch die Dialyse und/oder
eine Nierentransplantation als Option.

Aufgrund dieser Tatsachen ist es das Ziel, méglichst einfache Diagnosemethoden
zu etablieren, um die Erkrankung so fruh wie moglich zu erkennen und folglich
eine frGhe Therapie zu starten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun der Urin von
Alport-Patienten im Vergleich zu dem von Gesunden untersucht um hier potentielle

Biomarker im Urin der Erkrankten zu finden, welche als diagnostische

1



Marker dienen konnten. Nachdem in einer vorhergehenden Arbeit die Suche an
COL4A3-Knockout-Mausen erfolgreich war, will man nun dieses Konzept auf den

Menschen ausweiten.

1.1 Vererbung und Haufigkeit des Alport-Syndrom

Es gibt drei verschiedene Erbgange fur das Alport-Syndrom. Am haufigsten, zu
etwa 85%, wird es X-chromosomal rezessiv vererbt. Hierbei ist das COL4A5-Gen
betroffen, das fur die a5-Kette des Kollagens verantwortlich ist (Barker et al. 1990).
Die Haufigkeit dieser Mutation betragt etwa 1:5000 (Tryggvason et al. 1993). Dies
erklart auch, warum Manner schwerer von dieser Erkrankung betroffen sind als
Frauen, da Manner nur ein X-Chromosom besitzen, wahrend Frauen den Schaden
durch ihr zweites X-Chromosom kompensieren. Insgesamt sind jedoch Frauen
etwa doppelt so haufig von der Erkrankung betroffen als Manner.

Zu etwa 14% wird die Krankheit autosomal rezessiv vererbt, wobei hier entweder
das COL4A3- oder das COL4A4-Gen defekt sein kann. Beide Gene liegen Kopf
an Kopf auf dem Chromosom 2 (Mochizuki et al. 1994). Fir diesen Erbgang
mussen beide Elternteile Gentrager der Mutation gewesen sein, meist ohne selbst
Symptome zu zeigen.

Als letztes findet man zu etwa 1% einen autosomal-dominanten Erbgang, der
ebenfalls das COL4A3 oder das COL4A4-Gen betrifft (van der Loop et al. 2000).
Von diesem Erbgang betroffene Menschen zeigen einen deutlich milderen Verlauf
als die beiden anderen. Es ist bislang nicht geklart, woran dies liegt. Die Haufigkeit

der beiden autosomalen Erbgange betragt etwa 1:50000 (Flinter et al. 1988).

1.2 Aufbau und Funktion der Niere

Anfangs wird die Funktion der Niere und ihr makro- und mikroskopischer Aufbau
erlautert, bevor naher auf die Veranderungen der glomerularen Basalmembran
(GBM) eingegangen wird.

Die Nieren sind paarig im Retroperitonealraum angelegt und sind fir die
Ausscheidung harnpflichtiger Stoffwechsel- und Abbauprodukte und an der

Regulation des Wasser-, des Saure-Basen- und des Salzhaushalts zustandig.




Bei der Produktion des Harns entsteht zunachst durch Filtration des Blutes in
einem Kapillarknguel im Glomerulum der Niere der sogenannte Primarharn.
Dieser wird dann in einem System aus hintereinander geschalteten Kanalen, dem
Tubulussystem der Niere, konzentriert und in seiner Zusammensetzung stark
verandert. Dies geschieht vor allem durch Wasserentzug und Sekretions- und
Letztendlich Endharn

ausgeschieden (Aumdiller et al. 2007).

Resorptionsvorgange. wird er als sogenannter
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Abbildung 1: Nierenkdrperchen und Tubulus-Segmente (modifiziert nach Lullmann-

Rauch 2003)




Des Weiteren produzieren die Nieren das Hormon Erythropoetin, welches bei der

Produktion der Erythrozyten bedeutsam wird. Durch Beteiligung am Vitamin-D

Stoffwechsel regulieren sie den Kalziumhaushalt. Dartber hinaus sind die Nieren
in der Lage, durch renale Autoregulation Einfluss auf den systemischen Blutdruck
zu nehmen (Aumdiller et al. 2007).

Die Nieren sind sowohl von einer bindegewebigen Kapsel als auch einer
Fettkapsel umgeben. Makroskopisch lassen sich die Nieren in Rinde und Mark
unterteilen. Das Mark besitzt eine pyramidenformige Form, dessen Spitze (Papilla
renalis) in einen Kelch des Nierenbeckens ragt, an welchem der konzentrierte
Endharn mundet. Die Rinde schlie8t sich nach au3en hin dem Mark an und setzt
sich als Columnae renales auch zwischen den Markpyramiden fort, von denen
aus Markstrahlen in die Rinde ragen. Die Mark-freien Areale werden insgesamt
als Rindenlabyrinth bezeichnet (Lullmann-Rauch 2003).

Die mikroskopisch wichtigen Bauelemente sind die Nierenkorperchen
(Corpusculus renalis), die Nierenkanalchen (Tubulus renalis) und die BlutgefalRe
im Interstitium, welche die wesentlichen Strukturen des Nierenparenchyms
darstellen (LGllmann-Rauch 2003).

Das im Rindenlabyrinth  befindliche  Nierenkoérperchen  fungiert als
Verbindungsstlck zwischen den Gefallen und dem Tubulussystem. Es besteht
aus einer zentral mehrfach gewundenen Gefal3schlinge, dem Glomerulum, und
einer sie umgebenen doppelwandigen Kapsel, das parietale Blatt der Bowman-
Kapsel (Schiinke et al. 2005).
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Abbildung 2: Blut-Harnschranke im Schema (modifiziert nach Lullmann-Rauch et al.
2003)

Zum Glomerulum werden in der anatomischen Terminologie neben der
Gefallschlinge noch weitere Strukturen gezahlt: GBM, Podozyten und Mesangium.
Die Podozyten bestehen aus spezialisierten Epithelzellen und entsprechen dem
viszeralen Blatt der Bowman-Kapsel. Das Mesangium ist kontraktil und dient
insbesondere der Stabilisierung der GefalRschlinge. Zum glomerularen Filter
werden das Kapillarendothel, die GBM und die PodozytenflulRe gezahlt, welche
zusammen die Blut-Harn-Schranke bilden (Lullmann-Rauch 2003).

Dabei ist das Endothel fenestriert mit einem jeweiligen Durchmesser von 50 -
100nm ohne Diaphragma. Die zum Lumen gerichtete Plasmamembran tragt eine
negativ geladene Glykokalyx, welche etwa 400 - 500nm dick ist und die

Fensterdffnungen bedeckt. Der Zellleib der Podozyten befindet sich im Harnraum




seitlich der GBM. Von dem Zellleib gehen Priméarfortsatze ab, von welchen sich die
Sekundarfortsatze, die sogenannten Podozytenfulde, abzweigen. Mit diesen haftet
er an der GBM. Die Gesamtheit der Podozytenfule bildet eine fast vollstandige
Abdeckung der GBM, es verbleiben lediglich schmale etwa 40nm breite
Filtrationsschlitze, die von einem Schlitzdiaphragma tUberbrtckt sind. Neben
anderen Proteinen kommt dem Transmembranprotein Nephrin eine besondere
Rolle zu. Die langen Nephrinmolekule benachbarter Podozytenfortsate
durchspannen den Filtrationsschlitz so, dass sie sich nach Art eines
ReilRverschlusses in der Mitte des Schlitzes verzahnen. Beidseits der Mitte lassen
sie jedoch Filtrationsporen frei (Lullmann-Rauch 2003).

Wie bereits beschrieben, liegt zwischen dem Kapillarendothel bzw. Mesangium
und den Podozyten die GBM. lhr Grundgerust wird von der Lamina densa
gebildet, welche aus einem molekularen Netz aus u.a. Kollagen Typ IV, Laminin 11
und Proteoglykanen besteht. Beidseits wird die Lamina densa von den Laminae
rarae umgeben; so wird die Lamina densa auf der Endothelseite von der Lamina
rara interna und auf Seite der Podozyten von der Lamina rara externa

umschlossen.

In die Laminae rarae ragen Zelladhasionsproteine, wie zum Beispiel Integrine, die
der Verankerung der Endothelzellen und Podozyten dienen. Weiterhin befestigen
negativ-geladene Heparansulfat-Proteoglykane die Lamina densa mit den
Laminae rarae, sodass die GBM stark negativ geladen ist. Fur die Neusynthese
der GBM sind in erster Linie die Podozyten, in zweiter Linie die Mesangiumzellen
verantwortlich. Die a3-, a4- und a5-Ketten des Typ-IV Kollagen werden hingegen
ausschlieBlich von den Podozyten gebildet, wahrend fur den Abbau beide
gleichermalen zustandig sind (Lullmann-Rauch 2003; Abrahamson et al. 2009).

Der glomerulare Filter besitzt die Aufgabe Makromolekile zu selektieren.
Entscheidende Kriterien fur die Filtrierbarkeit eines gro’en Molekils sind seine
Grolde und elektrische Ladung. Die Sortierung nach Grole erfolgt hauptsachlich
durch die Lamina densa und die Poren im Schlitzdiaphragma. Fur die
Ladungsselektion werden die anionischen Bestandteile des Filters und zwar
insbesondere die Glykokalyx des Kapillarendothels verantwortlich gemacht. So
sind anionische Molekule, wie beispielsweise das Albumin, sehr viel schlechter

filtrierbar als neutral geladene Molekile gleicher Groe, da negativ geladene




Molekule von der ebenfalls negativ geladenen Glykokalyx abgestof3en werden
(LUllmann-Rauch 2003).

1.3 Molekulare Ebene des Nierenschaden

1.3.1 Mutation im Kollagen Typ-IV

Zuerst wird der allgemeine Aufbau der Kollagen Typ-IV beschrieben und
anschliefend sein Zusammenhang mit dem Alport-Syndrom.

Kollagen ist ein wichtiges Strukturprotein des Binde- und Stltzgewebes und ein
Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix. Es gehort zur Familie der
Glykoproteine, was bedeutet, dass der Proteinanteil groRer ist als sein
Kohlenhydratanteil. Es sind derzeit etwa 25 verschiedene Kollagen-a-Ketten
beschrieben. Hierbei wird jede einzelne Kette von einem eigenen Gen kodiert. Aus
diesen Ketten werden die aktuell 28 bekannten Kollagen-Typen gebildet (I-XXVIII).
Jede Kollagen-a-Kette besteht aus einer linksgangigen Helix. Jeweils drei dieser
Helices lagern sich zu einer rechtsgangigen Tripelhelix zusammen, dem Kollagen
(Rassow et al. 2008).
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Abbildung 3: Kollagenketten als Monomer und in der Tripelhelix (modifiziert nach

Hudson et al. 2003)

Das Kollagen Typ-IV gehdrt zur Gruppe der netzbildenden Kollagene und ist
Hauptbestandteil aller Basalmembranen. Es gibt sechs verschiedene Kollagen
Typ-IV Ketten, a1- a6. Jede dieser Ketten hat den gleichen Grundaufbau. An
seinem N-terminalen Ende befindet sich die 7S-Domane, die fur die Vernetzung
wichtig ist. Im Typ-IV Kollagen lagern sich immer vier 7S-Domanen zusammen.
Den grofdten Anteil am Kollagen besitzt der lange Kollagenschwanz in der Mitte
des Molekuls. Am C-terminalen Ende findet man eine evolutionar
hochkonservierte nichtkollagene Domane, die sogenannte NC1-Domane. Die
Verbindung zweier NC1-Domanen unterstutzt ebenfalls die Vernetzung. Die
Kollagen Typ-IV Ketten lagern sich zu drei verschiedenen Tripelhelices
zusammen, al/a1/a2, a3/ad4/aS oder a5/a5/a6. Die al/al/a2-Kette findet man
ubiquitar in allen Basalmembranen, wahrend die a3/a4/a5-Kette vorwiegend nur in
der Niere (und hier in der glomerularen Basalmembran), dem Innenohr und den
Augen vorkommt. (Hudson et al. 1993; Hudson et al. 2003; Loéffler et al. 2003).

Eine Besonderheit lIasst sich in der Aminosaurensequenz der Kollagen-Ketten




finden. Diese besteht aus dem sich wiederholenden Triplett Glycin-X-Y. In dieser
Einheit steht X meistens fur Prolin und Y meist fur Hydroxyprolin (Rassow et al.
2008). Der Grund fur diese sich wiederholende Abfolge ist einfach zu erklaren. Da
sich die Kollagen-Ketten zu Tripel-Helices zusammen lagern, passt Glycin als
kleinste Aminosaure in die innere Windung und ermodglicht so den korrekten
Aufbau. Eine Windung einer Helix umfasst immer drei Aminosauren und somit
befindet sich Glycin an jeder dritten Stelle. Darlber hinaus unterstitzt es noch den
Zusammenhalt der Kollagen-Strange. Die freien Ketten werden unter anderem
durch Wasserstoffbriicken zusammengehalten. Den hierfir notwendigen
Wasserstoff stellt die Aminogruppe des Glycins zur Verfligung, wahrend die
Carboxylgruppe der Aminosduren X und Y einer anderen Kette das jeweilige
Sauerstoffatom bereitstellt (Stryer 1991; Hudson et al. 1993).

Wie bereits erwahnt, steht an Position X meist die Aminosaure Prolin. Diese weist
ebenfalls eine Besonderheit auf und zwar ist sie die einzige Aminosaure, bei der
die Seitenkette nicht nur mit dem chiralen Kohlenstoffatom verbunden ist, sondern
auch mit der Aminogruppe. Hierdurch entwickelt sich eine Ringstruktur, die
ebenfalls fur den Kollagenaufbau nutzlich ist, da sie einen natlrlichen Knick
aufweist und so die Helixbildung erleichtert. Das an Position Y haufig
vorkommende Hydroxyprolin kann weitere Wasserstoffbriicken zu anderen
Strangen ausbilden und somit die Stabilitat erhéhen. Darlber hinaus werden die
Kollagen-Strange zusatzlich noch durch mehrere Disulfidbricken verstarkt.
Speziell das a3-/a4-/a5-Netzwerk weist eine besonders hohe Anzahl davon auf,
wodurch es deutlich stabiler ist als die anderen beiden Kollagen Typ-IV Netzwerke.
Eine weitere Aminosaure, die gelegentlich an Position Y vorkommen kann, ist
Hydroxylysin, das zur Glykosilierung der Kollagen-Ketten dient (Stryer 1991;
Loffler et al. 2003; Rassow et al. 2008).

Die Kollagen-Ketten kodierenden Gene sind immer paarweise angeordnet und
liegen Kopf an Kopf auf dem jeweiligen Chromosom. So findet man COL4A1 und
COL4A2 auf Chromosom 13, COL4A3 und COL4A4 auf Chromosom 2 und
COL4A5 und COL4A6 auf dem X-Chromosom (Hudson et al. 1993).

Wahrend der Embryonalphase und auch noch bei Geburt bestehen alle
Basalmembranen aus dem al/a1/a2-Netzwerk, auch die glomerulare
Basalmembran. Erst ab dem vierten Tag nach der Geburt werden die Gene fur die

a3-, a4- und a5-Kette aktiviert. Nun beginnt der Umbau von der embryonalen




glomerularen Basalmembran hin zur adulten glomerularen Basalmembran (Miner
et al. 1994). Wahrend die a1- und die a2-Ketten von Endothelzellen, Podozyten
und Mesangiumszellen gebildet werden, konnen die a3-, a4- und a5-Ketten nur
von den Podozyten produziert werden (Abrahamson et al. 2009). Beim Alport-
Syndrom kann auf Grund des Gendefektes dieser Umbauprozess nicht stattfinden,
sodass die embryonalen Kollagen-Ketten erhalten bleiben. Diese besitzen aber
weniger Disulfidbriacken und somit weniger Stabilitat. Dies wirkt sich wiederum
negativ auf die Filtration aus, da sie dem hohen Pensum nicht gerecht werden
kann. Daruber hinaus ist die embryonale glomeruldare Basalmembran anfalliger
gegenuber Matrix-Metalloproteasen (Kalluri et al. 1997; Gunwar et al. 1998).

Am haufigsten liegt der Krankheit eine Punktmutation zu Grunde, die sich
entweder in einer misssense- oder einer nonsense-Mutation darstellt. Es werden
aber auch Deletionen oder Insertionen beobachtet, genauso wie Splice-Site-
Mutationen. (Gross et al. 2002). Hierdurch kommt es zum Abknicken der
Tripelhelix, was zu einem falschen Aufbau der glomerularen Basalmembran flhrt
und in Aufsplitterung und Lamellierung dieser endet. (Gross et al. 2003). Durch
diese Schaden werden Proteine in den Primarurin filtriert, die normalerweise diese
Barriere nicht Uberwinden konnen. Somit werden vermehrt Eiweile Uber das
Tubulussystem transportiert und mit dem Urin ausgeschieden. Die Art und der Ort
der Mutation haben starken Einfluss auf das Ausmal} der Erkrankung. Fehlen
grolRe Stucke des Kollagenstranges, ergibt sich eine frameshift Mutation. Betrifft
die Mutation die NC-1 Domane, dann ist der Erkrankte deutlich schwerer betroffen

als bei den anderen Mutationen (Gross et al. 2002).

1.3.2 Am Erkrankungsverlauf beteiligte Rezeptoren

Das mutierte Kollagen steht im Kontakt mit mehreren anderen Bestandteilen der
glomerularen Basalmembran, wie zum Beispiel dem Laminin oder dem Nidogen.
Ebenso auch mit benachbarten Zellen, wie Podozyten, Mesangiums- oder
Endothelzellen, Uber verschiedene Rezeptoren. Hier sind vor allem die Discoidin-
Domain-Rezeptoren (DDR), wie DDR1, und die Integrin-Rezeptoren wie die a131,
az2p1-, a3p1- und a5B1-Integrine zu erwahnen. Der Uber diese Rezeptoren
registrierte Defekt des Kollagen flhrt zu einer Hochregulierung von profibrotischen

Faktoren wie beispielsweise transforming growth factor-beta (TGF-), platelet-
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derived growth factor (PDGF) und connective tissue growth factor (CTGF).
Daruber hinaus wird noch die Aktivierung mehrerer Matrix-Metalloprotease
gefordert (Fogo et al. 1999; Cosgrove et al. 2000; Gross et al. 2004).

Discoidin-Domain-Rezeptoren

Discodin-Domain-Rezeptoren (DDR) gehoéren zur Klasse der Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen. Es sind Transmembran-Rezeptoren, die durch Kollagen aktiviert werden.
Typ-IV Kollagen ist in der Lage, DDR1 zu aktivieren, jedoch nicht DDR2 (Vogel et
al. 1997; Vogel et al. 2000). DDR's sind fur die Regulation von Zelladhasion,
Proliferation und dem Umbau der extrazellularen Matrix zustandig (Vogel et al.
2006).

In der Niere ist DDR1 auf der Basalseite der Podozytenfuldfortsatzen zu finden,
genau zwischen der glomeruldaren Basalmembran und dem Schlitzdiaphragma
(Gross et al. 2010). DDR's schlie3en sich zu Dimeren zusammen; dieser Vorgang
geschieht unabhangig von Liganden. Zur Aktivierung dieser Rezeptoren ist eine
Leucin-Zipper Abfolge notwendig, die in der Transmembran-Domane der DDR's
gefunden wird (Noordeen et al. 2006). Fur diesen Vorgang sind zwei Cysteine
essentiell (Abdulhussein et al. 2008). Zusatzlich werden fir die Aktivierung vier
benachbarte Kollagenschleifen benétigt, die auf der Oberflache exponiert werden
(Abdulhussein et al. 2004).

Hier kommt den Podozyten eine weitere zentrale Rolle zu neben der Bildung der
a3-, a4- und a5-Kette des Typ-IV Kollagen. Aufgrund des Fortbestehen der
embryonalen glomerularen Basalmembran kommt es zu einem veranderten
Signal, das die Podozyten mit ihren DDR1 aufnehmen und darauf mit einer
Hochregulation von profibrotischen Faktoren, wie TGF-B, reagieren (Gross et al.
2010).

Erhdhte Level von TGF-B wiederum sorgen fur eine vermehrte Bildung und
Ablagerung von Extrazellularer Matrix, wie dem Fibronectin (Nakamura et al.
1992) oder Laminin-1 (Cosgrove et al. 1996). Durch diese Ablagerungen wird die
glomerulére Basalmembran verdickt und aufgesplittet (Gross et al. 2003). Im
weiteren Verlauf der Erkrankung flhrt diese erhohte Produktion auch zur
tubulointerstitiellen Fibrose (Sayers et al. 1999).

Ein weiterer Effekt des erhdhten TGF-3-Levels ist sein Effekt auf das Plasmin

11



Protease System. TGF- reduziert die Aktivitat des Plasminogen-Aktivator (PA),
welches Plasminogen in das aktive Plasmin umwandelt. Im Gegenzug erhoht es
den Level des Plasminogen-Aktivator inhibitor (PAl), welcher das genau Gegenteil
bewirkt (Tomooka et al. 1992). Die Protease Plasmin wiederum ist durch die
Aktivierung der Matrix-Metalloprotease-2 (MMP-2) an der Gewebereparatur
beteiligt. MMP-2 ist am Kollagenumbau direkt involviert (Baricos et al. 1999). Das
Gleichgewicht zwischen Kollagenaufbau und -abbau ist prazise reguliert, da es
andernfalls zur proteolytischen Destruktion der GBM fuhrt. DDR1 reguliert die
Aktivitat von zwei Matrix-Metalloproteasen, MMP-2 und MMP-9, die fur diesen
Prozess zustandig sind (Hou et al. 2002). Des Weiteren induziert erhohtes TGF-3
die Apoptose von Podozyten Uber die Aktivierung von p38 MAP-Kinase und
Caspase-3 (Schiffer et al. 2001). Dadurch wird die Filtrationsbarriere weiter

zerstort und der Austritt von Proteinen erleichtert.

Integrin-Rezeptoren

Integrine gehoéren zur Familie der Glycoproteine. Sie sind heterodimere
Oberflachenrezeptoren, jeweils bestehend aus einer a- und einer B-Untereinheit.
Hierbei ist die B-Untereinheit in der Lage, mit mehreren a-Untereinheiten einen
Komplex einzugehen. Integrine stehen mit der Extrazellularen Matrix und anderen
Oberflachenrezeptoren in Kontakt. Sie kontrollieren somit verschiedene Aktivitaten
der Zelle, wie zum Beispiel Zellmigration oder Zelladhasion. Sie spielen ebenfalls
eine Rolle in mehreren Signalkaskaden (Hynes 1992; Kreidberg et al. 1996).

a1B1-Integrine sind vor allem auf Mesangiumzellen zu finden, a2B1-Integrine
bevorzugt auf den Endothelzellen, dazu auch im distalen Tubulus und im
Sammelrohr, a3B1-Integrine sind hauptsachlich auf den Podozyten lokalisiert,
a5B1-Integrine wurden ebenfalls auf Mesangiumszellen nachgewiesen (Korhonen
et al. 1990; Cosgrove et al. 2000; Matsumoto et al. 2003). Die Integrinexpression
auf den Zellen wird durch TGF-B noch erhdht (Border et al. 1992). Durch
Strukturanderung der glomerularen Basalmembran kommt es zu einem Verlust der
direkten Interaktion zwischen a1f1-Integrin und seinem Liganden Kollagen 1V,
welches wiederum zur Mesangiumzellexpansion fuhrt (Kashtan 1999). Durch

diese Signalveranderung beeinflusst a1B1-Integrin auch die Expression von
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mehreren Matrix-Metalloproteasen (MMP), namentlich MMP-2, MMP-9 und MMP-
14 und hemmt die Bildung von deren Gegenspielern, den tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMP), besonders TIMP-1 und TIMP-3 (Cosgrove et al. 2008).
TIMP-1 und TIMP-3 haben eine hohe Affinitat zu MMP-2 und MMP-9 (Goldberg et
al. 1992), wobei TIMP-3 der Hauptregulator von MMP's ist. Jedoch hat die
Anwesenheit von MMP-9 keinen Einfluss auf die Entwicklung des Alport-Syndrom
(Andrews et al. 2000). Die primare Aufgabe von MMP's ist der kontrollierte Abbau
von Matrix- und Nicht-Matrixmolekilen im Rahmen der Gewebereparatur und des
Umbauprozesses (Nagase et al. 2006). Wird dieser prazise regulierte Prozess
jedoch gestort und die Konzentration der MMP's ist erhdht, wie es beim Alport-
Syndrom der Fall ist, unterstitzt dies die Progression der Erkrankung durch
vermehrten Abbau (Zeisberg et al. 2006). Durch diese proteolytische
Degradierung der Matrix wird die Verdickung, Aufsplitterung und Lamellierung der
glomerularen Basalmembran weiter unterstitzt (Rao et al. 2006). Diese
Veranderungen der Basalmembran werden noch dadurch verstarkt, dass die
embryonalen a1/a1/a2-Ketten, die bei dieser Krankheit erhalten bleiben, anfalliger
sind gegenuber MMP's als die a3/ao4/a5-Ketten (Kalluri et al. 1997). Vergleicht
man die beiden Netzwerke miteinander, erkennt man, dass es in der al/a1/a2-
Helix deutlich weniger Disulfidbricken gibt als in der a3/a4/a5-Helix. Die a3-/04-
/a5-Ketten sind daher vor der endoproteolytischen Spaltung durch MMP's
resistenter (Gunwar et al. 1998).

Neben dem a1B1-Integrin kommt auch dem a5B1-Integrin eine besondere Rolle
zu. Das durch das mutierte Kollagen Typ-IV veranderte Signal auf diesen
Rezeptor erhéht die Produktion von TGF-B und Plasminogen-Aktivator inhibitor 1
(PAI-1) (Matsumoto et al. 2003). Wie bereits beschrieben, erhoht TGF-B die
Produktion von extrazellularer Matrix, was die Glomerulosklerose und die
Verdickung der glomerularen Basalmembran vorantreibt (Nakamura et al. 1992;
Baricos et al. 1999). PAI-1 hemmt den Plasminogen-Aktivator, so dass
Plasminogen nicht mehr in das aktive Plasmin umgebaut werden kann. Plasmin
unterstitzt im Gesunden den Kollagenumbau. Diese Funktion wird durch seine
Hemmung aufgehoben (Tomooka et al. 1992; Baricos et al. 1999).

a2p1-Integrin kommt hauptsachlich auf den Endothelzellen und auch auf der
Basalseite der Podozytenfulfortsatzen vor. Durch das Wegfallen des normalen

Kollagen Typ-IV Signals kommt es zu einer Stimulation der Produktion von TGF-3
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und CTGF. Sie ahneln in dieser Hinsicht den DDR1. Durch die Uberschissigen
profibrotischen Faktoren wird wiederum die Bildung der extrazellularen Matrix
angeregt. Diese verdickt dann wieder die glomerulare Basalmembran und fihrt
zum Fortschreiten der Erkrankung (Cosgrove et al. 2000; Girgert et al. 2010).
a3B1-Integrine sind innerhalb der Niere bevorzugt auf den Podozyten lokalisiert.
Diese sind vielseitig an der Pathogenese des Alport-Syndroms beteiligt. Sie sind
fur die Produktion der mutierten a3-/a4-/a5-Ketten zustandig. Sie beeinflussen die
Hochregulierung von TGF-B und sie bewirken pleotrope Effekte auf MMP's und
TIMP's. Zudem bedingt es im Verlauf der Krankheit den Verlust des
Schlitzdiaphragmas. Kommt es nun aufgrund der Mutation zu einem veranderten
Rezeptorsignal des a3p1-Integrins, so fuhrt dies zum Verlust der
PodozytenfulRfortsatze und somit zum partiellen Verlust der
Podozytenschlitzmembran. Diese stellt in der gesunden Niere eine wichtige

Filterbarriere dar, die grof3e Proteine zurtckhalt (Kreidberg et al. 1996).

1.3.3 Nephrosklerose und tubulointerstitielle Fibrose

Auf den entstandenen glomerularen Schaden reagiert der Koérper mit der
Hochregulierung von profibrotischen Faktoren wie TGF-B oder MMP's, um das
Gewebe zu reparieren (Border et al. 1992). Da aber beim Alport-Syndrom auf
Grund des Gendefekt kein a3-/a4-/a5-Netzwerk gebildet werden kann, scheitert
der Heilungsversuch (Gross et al. 2005). Da das Scheitern aber nicht registriert
wird, resultiert daraus ein Uberschie3ender Heilungsprozess. In diesem kommt es
zu einer vermehrten Bildung von extrazellularer Matrix und durch bereits
beschriebene Signalkaskaden zum Untergang der Podozyten und der
Podozytenschlitzmembran. Der Podozytenuntergang wird noch verstarkt durch die
Anwesenheit von Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a). Es wurde gezeigt, dass dieser
im Alport-Syndrom exprimiert wird, bevorzugt von Podozyten. Diese gehen
daraufhin zugrunde und foérdern die Sklerosierung (Ryu et al. 2011). Das
Absterben der Podozyten durch TNF-a wird durch eine verminderte
Nephrinexpression erreicht. Nephrin ist auf dem Schlitzdiaphragma zwischen den
PodozytenfulRfortsatzen lokalisiert und essentiell fur die korrekte Filterbarriere

(Ruotsalainen et al. 1999; Doublier et al. 2001). Somit kdnnen Proteine, die bisher

14



wegen ihrer Grolde oder ihrer Ladung diese Barriere nicht passieren konnten,
ungehindert die glomerulare Basalmembran Uberwinden und in den Urin

gelangen.

- Inflammation

- Reactive Oxygen-Nitrogen Species

- Vasoactive Peptides (ANG II, ET-1)

- Fibrotic Pathways Activated by ANG Il (TGF beta, PAI-1)

- Receptors of tyrosine kinase growth factors

Extracellular Matrix stabilizers (Integrins, Transglutaminases)

Regression

j - ANG Il blockade
Progression ; \ - ET-1 antagonism
: - NO activation
- TGF-beta blockade (BMP-7)
- Hepatic growth factor
- Antioxidants
- Blockade of fibrogenic growth factors
- Matrix destabilisation (blockers of integrin, transglutaminase 2)
- Matrix degradation (MMP activation)
- Inhibition of agents associated with ANG Il (PAI-1, Aldosterone)

Abbildung 4: Einflisse auf die Progression oder Regression der
Nierenfibrose (modifiziert nach Chatziantoniou et al. 2005)

Die Aktivierung des Komplementsystems ist aus unbekannten Griinden auch noch
an der Proteinurie beteiligt. Der Komplement-Rezeptor-1 (CR1) ist auf Podozyten
des gesunden Glomerulum exprimiert (Pavenstadt et al. 2003). Dieser Rezeptor
wirkt als Co-Faktor, genauso wie das Membran-Cofaktor-Protein (MCP), fur den
Faktor I. Faktor | wiederum hemmt die aktiven Komplementfaktoren C3b und C4b
(Nangaku 1998). Durch die Apoptose der Podozyten fallt diese Hemmung weg,
und die nun aktiv arbeitenden Komplementfaktoren unterstitzen die Proteinurie.

Neben Proteinen koénnen jetzt auch Erythrozyten die glomerulare Schranke

passieren, so dass es ebenfalls zur Hamaturie kommt (Alport 1927). Aus bisher
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ungeklarten Grinden wird hierauf die Gerinnung aktiviert und es kommt zur
Ablagerung von Fibrin (Deguchi et al. 1989; Ono et al. 1991). An der Gerinnung
sind die beiden Serinproteasen Kallikrein und Thrombin beteiligt (Stryer 1991).
Das gebildete Thrombin stimuliert sowohl die Produktion von TGF- als auch die
Synthese von Plasminogen-Aktivator (PA) und Plasminogen-Aktivator Inhibitor-1
(PAI-1) aus Mesangiumzellen und Podozyten, auf die bereits eingegangen wurde
(lwamoto et al. 1990; Villamediana et al. 1990; Tsunoda et al. 2001). Die Sekretion
von PA und PAI-1 wird zusatzlich noch von TNF-a stimuliert (lIwamoto et al. 1990).
PAI-1 hemmt die Fibrinolyse und steht so im Sinne einer Progression der
Nierenfibrose, da es dadurch der Wundheilung entgegenwirkt (Chatziantoniou et
al. 2005). Durch die ungenigende Plasminbildung kann es sich weder aktiv an der
Fibrinolyse noch am Umbau des Kollagens beteiligen (Saksela 1985; Villamediana
et al. 1990).

Somit kommt es zu vermehrter Fibrinablagerung, die zusammen mit der
Akkumulation der extrazellularen Matrix und den Zytokinen die Nephrosklerose
und die tubulointerstitielle Fibrose fordert und vorantreibt. Dieser Prozess fuhrt
somit letztendlich zum terminalen Nierenversagen (Tsuonda et al. 2001; Gross et
al. 2003).

1.4 Extrarenale Manifestation des Alport-Syndrom

Das Alport-Syndrom betrifft nicht nur die Nieren. Die a3-/a4-/a5-Ketten sind auch
auf den Basalmembranen im Innenohr und im Auge zu finden (Kashtan et al.
1996; Hudson et al. 2003). Durch Mutation dieser Ketten kommt es im Rahmen
des Alport-Syndrom haufig zur progredienten, beidseitigen, sensorineuralen
Innenohrschwerhorigkeit im Bereich von 2000 bis 8000 Hz (Alport 1927;
Williamson 1961; Johnsson et al. 1981). Im Auge finden sich typische
Veranderungen wie Lentikonus anterior und Fundus albipunctatus (Thompson et
al. 1987). Gelegentlich kann es vorkommen, dass Alport-Patienten auch an einer
diffusen Leiomyomatose des Osophagus leiden. Dies liegt an der Benachbarung
der Gene flir die a5- und a6-Kette des Kollagen Typ-IV. Sind durch grofRere
Deletionen beide Gene betroffen, kommt es zu dieser Erkrankung (Oohashi et al.
2011).
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1.5 Therapie des Alport-Syndrom

Es gibt zurzeit keine kausale Therapie flr das Alport-Syndrom. Stattdessen
werden Medikamente eingesetzt, die symptomatisch wirken und solche, die die
Progression der Erkrankung verlangsamen. Die aktuell anerkannte Therapie der
ersten Wahl ist der ACE-Hemmer Ramipril (Kashtan et al. 2012). Es gehort zur
Gruppe der Antihypertensiva und ist fur die Therapie der arteriellen Hypertonie,
Herzinsuffizienz, diabetischen Nephropathie mit Mikroalbuminurie und zur
Pravention der kardiovaskularen Morbiditat und Mortalitat beim Erwachsenen
zugelassen. ACE-Hemmer wirken symptomatisch und sind, wie der Name schon
sagt, Inhibitoren des sogenannten angiotensin converting enzym (ACE) und haben
somit einen Einfluss auf das Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS)
(Kasper et al. 2005). Im Folgenden wird kurz auf das RAAS eingegangen und die
wichtigsten Punkte werden erlautert. Angiotensinogen ist ein Polypeptdid, das in
der Leber produziert wird. Dieses wird durch das in der Niere gebildete Renin in
das Dekapeptid Angiotensin | gespalten. Renin wird aus der Niere ausgeschieden,
wenn dort entweder ein verminderter Blutdruck oder ein Abfall des Blutvolumens
gemessen wird. Der Abfall des Blutvolumens wird durch einen erniedrigten
Salzgehalt im Blut festgestellt. Angiotensin | wird nun wiederum durch das
angiotensin converting enzym (ACE) in das aktive Oktapeptid Angiotensin I
umgewandelt. ACE ist insbesondere in Endothelien der Nierengefalde und auf der
Oberflache von Endothelzellen der Lunge lokalisiert. Diesen Prozess verhindert
der ACE-Hemmer, so dass Angiotensin Il nicht mehr entstehen und seine Wirkung
nicht mehr entfalten kann. Ohne diese Hemmung wirkt es vasokonstriktorisch
durch Bindung an die Angiotensin 1- und Angiotensin 2-Rezeptoren, was
blutdrucksteigernd ist und in einer gesteigerten Durchblutung des Koérpers und

insbesondere der Nieren resultiert (Speckmann et al. 2008).
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Abbildung 5: Renin-Angiotensin-System (modifiziert nach Speckmann et al. 2008)

Renin

Zudem bewirkt Angiotensin Il die Freisetzung von Aldosteron aus der
Nebennierenrinde. Dadurch werden eine erhdhte Ruckresorption von Natrium- und
Chloridionen und eine vermehrte Ausscheidung von Kaliumionen durch das
Tubulussystem der Niere erreicht. Dem resorbierten NaCl folgt osmotisch Wasser
mit, so dass auf diese Weise das Blutvolumen erhéht wird und folglich der
Blutdruck gesteigert wird. Eine weitere Eigenschaft des Angiotensin Il ist eine
gesteigerte Freisetzung des Anti-Diuretischen-Hormons (ADH) aus dem
Hypophysenhinterlappen. Wie der Name des Hormons schon sagt, vermindert es
die Diurese, und ermdglicht dem Korper, so mehr Wasser zu resorbieren und auf
diese Weise Blutvolumen und Blutdruck zu steigern (Speckmann et al. 2008).

Es ist bisher nicht genau geklart, in welcher Weise Ramipril auf die Pathogenese
des Alport-Syndroms wirkt. Es konnte bisher gezeigt werden, dass es
nephroprotektiv und antifibrotisch wirkt und die Uberlebensdauer verlangert (Gross
et al. 2003). Es wurde am Mausmodell gezeigt, dass unbehandelte Mause an
einer massiven Proteinurie, Glomerulosklerose und tubulointerstitiellen Fibrose mit
komplettem Verlust der glomerularen Funktion litten. Innerhalb von 10 Wochen
hatten sie ein terminales Nierenversagen erreicht und starben anschlie3end.

Wourden diese Mause jedoch mit Ramipril behandelt, konnte gezeigt werden, dass
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die Proteinurie deutlich gesenkt werden konnte und sich die Uberlebenszeit
verlangerte. Der Vergleich zwischen frihem (4 Wochen) und spatem (7 Wochen)
Therapiebeginn zeigte sowohl im Ausmaly der Proteinurie als auch in der
Uberlebenszeit einen deutlichen Vorteil zugunsten des frilhen Beginns. Es konnte
ebenfalls nachgewiesen werden, dass die frlthe Gabe des ACE-Hemmers die
Konzentration von TGF- um 200% und die von CTGF um 400% reduzierten. Es
konnte jedoch kein Unterschied in den strukturellen Schaden der glomerularen
Basalmembran zwischen den behandelten und unbehandelten Mausen gezeigt
werden (Gross et al. 2003; Gross et al 2004).

Zu den allgemeinen Nebenwirkungen gehoren trockener Husten, symptomatische
Hypotonie, Schwachegefihl, Geschmacksstérungen bedingt durch orale Aphten,
Nierenfunktionsstérung im Sinne eines akuten Nierenversagens, Hyperkaliamie
oder Exantheme und angioneurotisches Odem. Ramipril sollte nicht wahrend der
Schwangerschaft eingesetzt werden, da es Knochen- und Wachstumsstérungen
hervorrufen kann (Kasper et al. 2005).

ACE-Hemmer werden im Laufe ihrer Behandlung aufdosiert, um einen
bestmoglichen Effekt erreichen zu kénnen. Beim Menschen wird die maximale
Blutdrucksenkung bei 5 mg, die maximale nephroprotektive Wirkung unter 10 mg
erreicht. ACE-Hemmer werden oft als Ester hergestellt, in der Leber durch
Esterasen zum aktiven Metaboliten umgewandelt und schliel3lich Uber die Nieren

ausgeschieden (Kasper et al. 2005).
1.6 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, Biomarker im Urin von Alport-Patienten zu finden, bei
denen sich die Krankheit in einem frihen Stadium (Stadium 0 oder |) befindet. Da
auf Grund der Mutation die glomerulare Basalmembran nicht korrekt aufgebaut
werden kann, geht die naturlich Filtrationsbarriere der Niere zu Grunde. Somit
konnen Proteine in den Urin gelangen, die normalerweise nicht filtriert werden
wurden. Nachdem die Suche am Mausmodell erfolgreich war (Doktorarbeit Imke
Schmidt-Eylers 2012), wird in dieser Arbeit nun die Suche auf den Menschen
ausgeweitet.

Es wurde der Urin von erkrankten Kindern mit dem Urin von gesunden Kindern

untersucht und verglichen. Die Zielsetzung lag darin, im Urin der Kranken Proteine
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zu finden, die klinisch relevant hochreguliert und spezifisch fur das Alport-Syndrom
sind.

Zum Schluss werden dann diese Kklinisch relevant hochregulierten Proteine
biochemisch diskutiert, sodass im Idealfall ein Zusammenhang zur Pathogenese

des Alport-Syndroms hergestellt werden kann.

1.6.1 Biomarker

Ein Biomarker, der im klinischen Bereich Anwendung finden soll, muss einfach,
kostengunstig, risikoarm und nicht-invasiv vom Patienten zu gewinnen sein. Da
zur Diagnose des Alport-Syndrom bisher nur die Nierenbiopsie oder die
genetische Untersuchung zur Verfugung stehen, versucht man hierfur einfachere
Diagnosemittel zu finden (Kashtan et al. 2012). Eine Biopsieentnahme ist
schmerzhaft fir den Patienten, aufwendig und mit Komplikationen, (wie Infektion
oder Nachblutung) verbunden. Aus diesem Grund konzentriert sich die heutige
Forschung unter anderem auf die Entdeckung von Biomarkern aus leichter
zuganglichen Medien wie Blut, Urin oder Speichel. Fur das Alport-Syndrom sind
bislang keine solche Marker bekannt. Da aber durch die Erkrankung vermehrt
Proteine uUber den Urin ausgeschieden werden, auch schon bevor die
Sklerosierung des Glomerulum einsetzt, erhofft man sich hier Proteinmarker far
eine fruhe Diagnosestellung zu finden. Je fruher die Diagnose gestellt werden
kann, desto eher kann mit der Therapie begonnen werden und umso besser ist
deren Erfolg (Gross et al. 2003). Es wird zudem aktuell versucht, Biomarker flr

das Alport-Syndrom aus Blutseren zu finden (Baum et al. 2008).

1.6.2 Biomarker + Proteomics

In den letzten Jahren haben sich die leistungsfahigen massenspektrometrischen
Verfahren zur Proteinanalyse immer starker durchgesetzt (Schrattenholz 2001).
Durch diese rasante Entwicklung ist die Detektion von Biomarkern eine der
Hauptaufgaben in der Proteomforschung geworden. Hierbei stellt die
Untersuchung in leicht zuganglichen Medien wie Urin einen der aussichtsreichsten
Ansatze zur Identifikation von Biomarkern dar (Aebersold et al. 2003).

Der Begriff Proteom setzt sich aus den Wértern Protein und Genom zusammen
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und beschreibt die Gesamtheit aller Proteine in einer Zelle, einem Organismus
oder einem Medium zu einem bestimmten Zeitpunkt (Wilkins et al. 1996).

Man muss hier aber zwischen dem Genom und dem Proteom unterscheiden.
Wahrend das Genom eines Organismus festgelegt ist, kann das Proteom sich je
nach Lage und Stimulus verandern. So kann sich das Proteinmuster auf
veranderte Umweltbedingungen des Zellmilieus, Temperatur, Stress oder
Gewebestruktur und -eigenschaften hin andern. Wurde friher noch postuliert,
dass ein Gen nur ein Protein kodiert, wei® man heute, dass durch ein Gen
mehrere Proteine entstehen konnen (Muller et al. 2007).

Proteine werden in ihrer Entstehung durch Umwelteinflisse und Modifizierungen
verandert und lassen sich nur durch quantitative Proteomanalysen erfassen. In
dieser Arbeit sollen Proteine durch etablierte proteomische Verfahren identifiziert
werden, die im Urin von Alport-Patienten klinisch relevant hochreguliert sind und
somit im Rahmen dieser Erkrankung als Biomarker fungieren konnen. Die
Grundlage hierfur stellt die Kopplung von zweidimensionaler Elektrophorese
zusammen mit einem hochauflésenden Massenspektrometer dar. Mithilfe von
Proteomics soll die Analyse von einem Kdrpermedium, wie in diesem Fall Urin, die

krankheitsbedingten Proteinveranderungen des Alport-Syndrom widerspiegeln.

1.7 Hypothese

Das Alport-Syndrom ist eine kongenitale Erkrankung, die zu einer Uberwiegend
autosomal rezessiven Mutation der a3-,04- oder a5-Ketten des Typ-IV Kollagen
fuhrt. Diese Kollagenketten sind in der Niere, dem Innenohr und den Augen zu
finden. Unbehandelt fihrt dies zu einer glomerularen und interstitiellen Fibrose
und Schwerhdrigkeit. Eine kausale Therapie ist bisher nicht bekannt, jedoch
verzogert die Einnahme eines ACE-Hemmers die Krankheitsprogredienz. Zudem
hat sich gezeigt, dass ein mdglichst frGher Beginn der Therapie zu einem
besseren Uberleben flihrt. Bisher sind die diagnostischen Methoden fiir das Alport-
Syndrom aufwendig und mit hohen Kosten verbunden. Aufgrund der ausgepragten
Proteinurie, die bei der Erkrankung auftritt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass
spezielle Proteine im Urin ausgeschieden werden, die bei Gesunden nicht filtriert

werden und dass man sich diese Proteine als sogenannte Biomarker zur

21



einfacheren und somit frihen Diagnostik zu Nutzen machen kann. Es stellten sich
zusammenfassend folgende Fragen:
1) gibt es Proteine im Urin an Alport-Syndrom erkrankter Kinder, die beim
Gesunden nicht vorkommen?
2) Sind diese Proteine spezifisch fur das Alport-Syndrom oder sind sie bei
anderen Erkrankungen ebenfalls zu finden?
3) Lassen sich diese Proteine neben den proteomischen Methoden auch in
einem ELISA-Test bestatigen?

4) sind die Proteine in einem grofReren Klientel nachweisbar?
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2 Material & Methoden

2.1 Materialien

Um sauberes und reines Arbeiten zu garantieren und Kontaminationen zu
vermeiden wurden alle Materialien als Einwegartikel verwendet. Alle anderen
Verbrauchsmaterialien wurden hierfir, wenn nétig, mit einem Wasserdampfdruck
von 2 Bar bei 121°C fur 20 Minuten autoklaviert.

2.1.1. Urin

Bei dieser Arbeit wurden Proben verwendet, die bei der Early Pro-Tect Alport
Studie gewonnen wurden. Ziel dieser Studie ist es herauszufinden, ob die frihe
Gabe von Ramipril zur Behandlung des Alport-Syndroms vorteilhaft ist und wann
der ideale Therapiestartpunkt ist. Ebenfalls wurden nach potentiellen Biomarker im
Urin zur Fruherkennung der Erkrankung gesucht. Abbildung 6 zeigt den Aufbau
der Studie.

Enrolled and screened s Not eligible
n =160 n =40
Pr egi%‘éﬁgetrﬁf‘:ged Eligible Treatment
randomization b . v a(iut;flde d
withdrawn Previously et riaded
untreated
Not randomised Randomized
n = 40 n =80
l /latio 1:1\‘
Ramipril treatment tRantliprilt tPlact:ebo .
label), t reatmen reatmen
L peez protocol | [(double-blind) || (double-blind)

Abbildung 6: Studiendesign der Early Pro-Tect Alport Studie (Gross et al.
2012)
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Fir diese Arbeit wurde der Urin von Kindern mit nachgewiesenem Alport-Syndrom
zwischen 2-18 Jahren mit dem von gesunden Kindern analysiert. Dabei waren die
erkrankten Kinder alle mit dem ACE-Hemmer Ramipril vorbehandelt, da bei ihnen
die Erkrankung bekannt war, und deshalb eine frlihzeitige Therapie begonnen

werden konnte.

Einschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie waren
a. Alter 224 Monate bis < 18 Jahre,

b. gesicherte Diagnose des Alportsyndroms aufgrund einer Nierenbiopsie oder

einer genetischen Untersuchung,

c. Anamnesekriterien wie positive Familienanamnese, Augen- oder
Innenohrveranderungen,

d. Alport-Level O-l bei Einschluss in die Studie,

e. schriftiche  Einwilligung des Patienten und/oder der Eltern oder der

Bevollmachtigten.

Ausschlusskriterien waren

a. ungesicherte Diagnose,

b. Alport-Level Il, Il oder IV,

c. Allergien oder Intoleranz gegenuber der Medikation,

d. Kontraindikation gegen ACE-Hemmer,

e. andere zusatzliche Erkrankungen (kardial, pulmonal, renal, hepal oder andere),

f. bestehende Schwangerschaft oder Stillzeit g) Alkohol- oder Drogenabhangigkeit.

Die Ethikkommission der Universitat Gottingen hat die Studie unter der
Antragsnummer 11/6/11 und die Registersuche unter der Antragsnummer 10/11/06
genehmigt.

Abbildung 7 zeigt die aktuell gultige Stadieneinteilung flr das Alport-Syndrom.
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Stage Definition

Microhaematuria without microalbuminuria (usually

? at birth)

I Microalbuminuria (30-300 mg albumin/gCrea)

II Proteinuria >300 mg albumin/gCrea

I >25% decline of normal renal function (creatinine
clearance)

v End-stage renal failure (ESRF)

Abbildung 7: Stadieneinteilung des Alport-Syndroms (Gross et al. 2012)

An dieser deutschlandweiten Studie nahmen 13 Universitatskliniken teil, jeder
Patient mit Alport-Syndrom konnte an dieser Studie teilnehmen, sofern er die
Kriterien erfullte und bereit war, sich in eine der 13 Kliniken zu begeben. Der Urin
wurde jeweils vor Ort durch eine geschulte Mitarbeiterkraft abgenommen. Hierflr
wurde ein Urinbecher mit Mittelstrahlurin gefillt, insgesamt 10 - 30ml pro Patient.
Dieser Urin wurde dann far 10 Minuten bei 1000 G und 20 °C zentrifugiert, um
Zellreste zu entfernen. Der Uberstand wurde dann portionsweise zu 3 - 5ml in
mehrere saubere Urinmonovetten umgefullt und schnellstmdglich bei -20 °C (ideal
-80 °C) eingefroren. Diese Proben wurden dann tiefgefroren in
Trockeneis/Styroporbox nach Gottingen transportiert und dort bis zur weiteren

Bearbeitung bei -80 °C gelagert.

2.1.2. Chemikalien

Die nachfolgend aufgefuhrten Chemikalien, Antikorper, Verbrauchsmaterialien,
Gerate und wissenschaftliche Software wurden fur diese Arbeit verwendet.
Sie wurden von verschiedenen Firmen bezogen, die im Einzelnen in den

nachfolgenden Tabellen aufgelistet sind.
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Tabelle 1: Chemikalien

Chemikalien

1,4 Dithiothreit
2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB)
Acetonitril 99,5%
Ammoniumbicarbonat

Ampuwa

Bio-Lyte 3/10 Ampholyte
Bromphenolblau

BSA (bovines Albuminserum) Standard
Calciumchlorid-Dihydrat

Chaps (3-[(3-Cholamidopropyl)-

dimethylammonio]-propan-sulfonat)
Chloroform 99%

Citrat Puffer Dako REAL (10x)
Coomassie Brilliant Blue G-250

Criterion XT MOPS (3-(N-Morpholino)-

Propansulfonsaure) running buffer 20x
Destilliertes Wasser

Essigsaure 99%

Ethanol

Flamingo Farbstoff (orale flureszent gel
stain) 10x

Glycerin 87%
Glycin 99%
lodacetamid

Methanol >99%

Hersteller

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fresinus Kabi, Bad Homburg
Bio Rad, Hercules, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Dako, Glostrup, Danemark
Bio-Rad, Munchen

Bio Rad, Hercules, USA

Laboreigene Herstellung
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Bio Rad, Hercules, USA

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roth, Karlsruhe
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Tabelle 1: Chemikalien

Mineralol Bio Rad, Hercules, USA

precision plus protein standards Bio Rad, Hercules, USA

Markerprotein

Protein Assay (Farbstoffkonzentrat) Bio Rad, Munchen
Roti-Blue (5xKonzentrat) Roth, Karlsruhe
Salzsaure Roth, Karlsruhe
sequencing grade modified trypsin Promega, Madison, USA
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
sodium dodecyl sulphate, ultra pure Roth, Karlsruhe
Trifluoressigsaure Merck, Darmstadt

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)  Roth, Karlsruhe
Pufferan 99,9%

urea for electrophoresis Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

vectashield mounting medium for Vector Laboratories, Inc, Burlingame, USA

flourescence with Dapi

Xylol ThGeyer GmbH, Renningen
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Tabelle 2: Antikorper

Antikorper Herstellungstier Hersteller
anti-chondroitin sulfate proteoglycan  Hase LifeSpan Biosciences, Inc.
4 antibody (Verdunnung 1:25) Seattle, USA
anti-mannan binding lectin serine Hase GeneTex, Inc.

peptidase 2 antibody San Antonio, USA

(Verdinnung 1:10)

anti-multimerin-2 antibody Ziege Santa Cruz Biotech. Inc.
(Verdinnung 1:10) Santa Cruz, USA
anti-peroxiredoxin 2 antibody Hase Abcam, Cambridge, UK

(Verdinnung 1:1000)

anti-tetranectin antibody Hase LifeSpan Biosciences, Inc.
(Verdinnung 1:100) Seattle, USA

alexa flour 488 goat anti rabbit Ziege Invitrogen, Darmstadt
(Verdinnung 1:1200)

alexa flour 488 donkey anti goat Esel Invitrogen, Darmstadt

(Verdinnung 1:400)

Tabelle 3 ELISA

ELISA Hersteller
Chondroitin sulfate proteoglycan 4 ELISA Kit Cusabio Biotech, Wuhan,
China

Mannan binding lectin serine peptidase 2 ELISAKit USCN Life Science Inc.,
Houston, USA

Multimerin-2 ELISA Kit USCN Life Science Inc.,
Houston, USA

Peroxiredoxin 2 ELISA Kit USCN Life Science Inc.,
Houston, USA

Tetranectin ELISA Kit USCN Life Science Inc.,

Houston, USA
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2.1.3. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Criterion XT Precast Gel 12% BIS-Tris
IPG + 1 Well comb

Eppendorf Cups

Gelfarbeschalen

Gentle Skin Handschuhe
Halb-Mikrokuvetten 10 x 4 x 45 mm
Menzel-Deckglaser 24x60mm

Model 583 Gel Dryer Filter Paper
Pipettenspitzen weil® 10 ul, gelb 100 ul,
blau 1000 pl

ReadyStrip IPG Strips 11cm, pH 4-7

Reaktionsgefalle 0,6ml DNAse-,
RNAsefrei

Ruhrspatel
Serological Pipette 10ml
SuperFrost Objekttrager 76x26mm

Tube 15 ml, 50 ml

Hersteller

Bio-Rad, Munchen

Eppendorf AG, Hamburg
Roth, Karlsruhe

Meditrade, Kiefersfelden
Sarstedt, NUmbrecht

Menzel GmbH, Braunschweig
Bio-Rad, Munchen

Sarstedt, NUmbrecht

Bio-Rad, Munchen

Biozym Scientific GmbH, Hess.
Oldendorf

Sarstedt, Numbrecht
Sarstedt, Numbrecht
R. Langenbrinck, Emmendingen

Sarstedt, Nimbrecht
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2.1.4. Gerate

Tabelle 5: Gerate

Gerate Modell Hersteller

Auto-Cut Schneidegerat 2040 Reichert-Jung, Heidelberg
Dako Pen Dako, Glostrup, Danemark
electrophoresis power PS 3002 Life technologies, Carlsbad,
supply Californien, USA
Gelelektrophoresesystem 13cm x 8 cm Bio-Rad, Minchen
Isoelektrisches Protean IEF Cell Bio-Rad, Miinchen

Fokussiersystem

Kuhlbare Tischzentrifuge Sigma1-15PX, Sigma, Osterode
Rotor 12132H

Lab-Therm Kuahner Braun, Burladingen
Magnetrihrer lkamag RCT IKA-Werke GmbH,
Staufen
Massenspektrometer Voyager DE-STR Applied Biosystems,
MALDI-TOF California, USA
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Tabelle 5: Gerate

Multi Gourmet Dampfgarer
PH-Meter
Photometer

Spektrometer

Sartorius Laborwaage

Scanner
Spectra Mini

ELISA Messgerat

Speed-Vakuumzentrifuge

Ultraschallbad

Ungekulhlte Tischzentrifuge

Vortexer

Warmebad

PB-11
Lambda 25 UV/VIS

Perkin-Elmer

Universal

Braun GmbH, Kronberg

Sartorius, Gottingen

LASGmbH, Rodgau

Sartorius, Géttingen

Fluorescent Image Analizing Fujifilm, Dusseldorf

System FLA-5100

Univapo 150 H

Sonorex Super

Centrifuge 5415D, Rotor
14198

Reax 2000

GFL 1083

Tecan,

Mannedorf, Schweiz

UniEquip
Laborgeratebau- und
Vertriebs GmbH, Planegg

Bandelin electronic, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments,
Schwabach

GFL, Burgwedel
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2.1.5. Software

Tabelle 6: Software

Software

Adobe Acrobat Reader

Data Explorer TM

Decodon Delta2D 4.3

Image Reader FLA 5000V 3.0
Lambda 25

Mascot Wizzard

Microsoft Excel

Hersteller

Adobe Systems GmbH

Matrix Science

Decodon GmbH, Greifswald
Fujifilm, DUsseldorf
Perkin-Elmer, Rodgau Jigesheim
Matrix Science

Microsoft Deutschland GmbH
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2.2 Methoden

2.2.1 Proteinbiochemische Vorbereitung der Gelelektrophorese

Die Probenvorbereitung ist ein essentieller Schritt in dem Prozess der
Biomarkersuche, da hier die Grundlage fur die gesamte Arbeit gelegt wurde. Die
Urinproben mussten sorgfaltig bearbeitet werden, um etwaige Kontamination von
aullen zu verhindern. Andererseits durfte die Bearbeitung auch nicht zu lange
dauern, da sonst ein Proteinverlust durch Verdauung oder eine Modifizierung
stattfinden konnte (Westermeier et al. 2002).

Um dafir zu sorgen, dass alle kovalenten und nicht-kovalenten Bindungen
zwischen den einzelnen Proteinen und zwischen den Proteinen und Nicht-
Proteinanteilen gelost waren, wurde jede Urinprobe vor jeder Trennung der
Proteine einer kompletten Denaturierung und Solubilisierung unterzogen.
Hierdurch wurde auch die Aktivitat von Proteasen, Phosphatasen und
Glykosidasen gehemmt.

Durch diese Vorbereitung wurden die einzelnen Proben derart aufgearbeitet und

gereinigt, dass ein ideales Weiterarbeiten moglich war (Schrattenholz 2001).

2.2.2 Proteinfallung

Die durchgefuhrte Proteinfallung erfolgte nach Wessel und Fligge (1984). Die im
nachfolgenden beschriebene Fallung eines Methanol-Chloroform- Gemisches
bezieht sich auf eine 100 pl Probe. Bei davon abweichenden Mengen der
einzelnen Urinproben wurden die anderen Substanzen dementsprechend
angepasst.

Einer 100 pl Probe Urin wurden zuerst 400 ul Methanol zugefligt und kurz mit dem
Vortexer geschittelt. AnschlielRend erfolgte hierzu die Gabe von 100 pl Chloroform
und ebenfalls wurde dies kurz mit dem Vortexer geschuttelt. Als letztes wurde 300
pI destilliertes Wasser zugefugt, das Gemisch erneut kurz mittels des Vortexers
geschuttelt und abschliessend fur 1 Minute bei 14.000 G und bei 4 °C zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation befanden sich die Proteine zwischen den beiden Phasen,
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so dass die obere Phase vorsichtig abpipettiert werden konnte. Hiernach wurde
dem Rest erneut 400 pyl Methanol hinzugegeben und anschlieRend mit dem
Vortexer kurz geschuttelt. Danach wurde das Gemisch wieder zentrifugiert,
diesmal fur 2 Minuten bei 14.000 G und 4 °C. Diesmal lagerte sich das
Proteinpellet am Boden des Gefalkes ab, war aber instabil, so dass bei der
Abnahme der dariber liegenden Phase Vorsicht angesagt war.

Ein letztes Mal wurden 400 pl Methanol hinzugegeben, das Gemisch kurz mit dem
Vortexer geschuttelt und erneut fir 2 Minuten bei gleichen Einstellungen
zentrifugiert. Darauf folgend wurde wieder vorsichtig die obere flissige Phase
abpipettiert und das Proteinpellet fur 15 - 20 Minuten unter dem Abzug getrocknet,

bis die letzte Flussigkeit verdampft war.

2.2.3 Proteinbestimmung

Fir die 2D-Gelelektrophorese wurden 150 pg Protein bendtigt. Um die unbekannte
Proteinkonzentration der Probe, die in ug/ul angegeben wird zu bestimmen,
bediente man sich photometrischer Techniken. In diesem Fall benutzte man die
Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford 1976).

Coomassie Brilliant Blau G-250®, ein Triphenylmethanfarbstoff, bildet in saurer
Ldsung mit kationischen, nichtpolaren und hydrophoben Aminosaureketten der
Proteine einen Komplex. Dies verursacht eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 465 zu 595 nm. Bei dieser
Wellenlange werden Extinktionsanderungen im Photometer gemessen, die die

Grundlage fur die Errechnung der Proteinkonzentration bilden.

Als erstes wurde eine Farbeldsung im Verhaltnis 1:5 angesetzt (10 ml Farbstoff
und 40 ml destilliertes Wasser). Diese verdinnte Farbelésung wurde nach Tabelle
7 in HalbmikrokUvetten gegeben und mit BSA gemischt. Zur Fehlerreduzierung
wurde immer eine Doppelbestimmung angesetzt. Nach der Zugabe von BSA
wurde das Gemisch kurz umgerthrt und danach fir 10 Minuten stehen gelassen,
so dass die Reaktion stattfinden konnte. Nach Ablauf der Zeit wurden die Proben
gemessen mit dem Programm Lambda 25 und der Methode: Wp
HST_PROT.MWP 595nm.

34



Tabelle 7: Bradford-Pipettierschema

Farbeldsung [ul] BSA [ul]
1000 0

998 2

996 4

994 6

992 8

990 10

Mit Hilfe der Absorptionsergebnisse des Photometers und der bekannten BSA-
Konzentrationen konnte eine Kalibrierkurve und somit mittels linearer Regression
eine Funktionsgleichung erstellt werden. Mit Hilfe dieser Gleichung lie sich die
Proteinkonzentration der unbekannten Urinproben errechnen. Hierfur wurde zu
dem getrocknete Proteinpellet 10 ul Lysepuffer (bestehend aus 9,5 M Urea (28,8
g), 2% Chaps (1 g), 10 mM PMSF, 2% Ampholyte (20 pl in 1000 pl) und 1% DTT
(10 mg in 1000 pl)) gegeben und gerthrt, bis alles vollstandig geldst und die
Ldsung klar war. Fur die Proteinbestimmung betrug das Probenvolumen 1 - 2 pl,
welches auf 1000 pl mit der zuvor benutzten Farbeldsung gemischt wurde. Erneut
wurde das Gemisch kurz umgerihrt und 10 Minuten gewartet, so dass die
Reaktion stattfinden konnte. Anschliel3end wurde die Extinktion gemessen und die

Proteinkonzentration mit Hilfe der Funktionsgleichung berechnet.

2.2.4 Zweidimensionale Elektrophorese in der Proteomforschung

2.2.4.1 Allgemeine Grundlagen

Die zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist nach wie vor das am
besten geeignete Verfahren zur Auftrennung und Differenzierung von vielen
Proteinen. Das Grundprinzip jeder Elektrophorese ist die Wanderung elektrisch
geladene Teilchen in einem elektrischen Feld. Da jedes Teilchen, in diesem Fall

jedes Protein, eine ganz spezielle Wanderungsgeschwindigkeit hat, konnen so die
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unterschiedlichen Proteine getrennt werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit
setzt sich aus drei Merkmalen zusammen, auf die im Folgenden kurz eingegangen
wird (Schrattenholz 2001).

Ladungsunterschiede und pl-Wert

Jedes Protein hat eine spezielle Aminosaurensequenz. Einige Aminosauren sind
saurer, andere sind basischer Natur. Somit hat jedes Protein sein eigenes Muster
aus geladenen Aminosauren, es sind Polyelektrolyte. Der pl-Wert ist der pH-Wert,
an dem das Protein neutral geladen ist, da sich die positiven und negativen
Ladungen der Aminosaurereste gegenseitig aufheben. An diesem sogenannten
isoelektrischen Punkt bewegt sich das Protein nicht im elektrischen Feld
(Schrattenholz 2001).

Massenunterschiede

Ein zweiter wichtiger Unterschied zwischen den einzelnen Proteinen ist ihre
Masse. Aufgrund der unterschiedlichen Lange der Amonissauresequenz der
Proteine besitzt jedes eine eigene molekulare Masse (Mr). Diese
Massenunterschiede und die daraus resultierenden GrdélRenunterschiede macht
man sich zZu Nutze, da diese sich in unterschiedlichen

Wanderungsgeschwindigkeiten ausdricken (Schrattenholz 2001).

Chemisch-physikalische Unterschiede

Die bereits erwahnten unterschiedlichen Eigenschaften der Aminosaurereste
dricken sich auch in der Beschaffenheit der Oberflache eines Proteins aus.
Verschiedene Wechselwirkungen der Proteine mit der Matrix beeinflussen
ebenfalls seine Wanderung. Diese Interaktionen drucken sich als Affinitats-,
Retentions- oder Bindungseigenschaften aus.

Die ebenfalls zu diesem Feld gehdrenden Eigenschaften, wie die Konformation
oder die raumliche Struktur, spielen fur die hier beschriebene Methode eine

untergeordnete Rolle. (Schrattenholz 2001).
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2.2.4.2 Die erste Dimension: Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Bei der isoelektrischen Fokussierung nutzt man die Tatsache, dass jedes Protein
eine eigene Ladungseigenschaft hat. In einem elektrischen Feld wandert jedes
einzelne Protein an den Ort, an dem es seinen isoelektrischen Punkt (pl-Wert)
erreicht hat und seine Ladung gleich Null ist und somit auch seine Mobilitat. Durch
dieses Verfahren erreicht man, dass sich das Protein an einem Ort anreichert
(Schrattenholz 2001).

pl

W

SDsS-
PAGE

|
|
|

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Gelelektrophorese (modifiziert nach
Schrattholz et al. 2001)

Die Durchfuhrung der ersten Dimension erfolgte nach dem gangigen
Arbeitsprotokoll (Dihazi et al. 2005). Als erstes nahm man die IPG-Streifen (11 cm,
pH 4-7) aus dem Kuhlfach und legte sie auf ein Papiertuch, damit sie auftauten.
Derweil wurde die Fokussierkammer griindlich mit 70% Ethanol und destilliertem
Wasser gereinigt und trocknete es im Anschluss, um Verunreinigungen zu
vermeiden. Als nachstes bereitete man den Rehydratationspuffer vor, bestehend
aus 8 M Urea, 1% Chaps, 2,15 mg (15 mM) DTT, 0,2% (2 ul) Ampholyte (pH 3-10)
und 2% (2 pl) Bromphenolblau. DTT wurde zur Herstellung reduzierender

Bedingungen und zur
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Spaltung von Disulfidbricken zwischen den Aminosaureresten benutzt
(Schrattenholz 2001).

Um spater ein gutes Ergebnis zu bekommen, wurden 150 pg Protein bendtigt.
Durch die Proteinbestimmung konnte man errechnen, wieviel yl von dem geldsten
Protein bendtigt wurde, um die gewunschte Menge zu erhalten. Diese Menge
wurde mit dem Rehydratationspuffer zu einem Endvolumen von 175 pl verdinnt
und vorsichtig in die Fokussierkammer gegeben. Hierbei sollte keine
Blasenbildung entstehen, da diese den weiteren Prozess storen wuirden.
Anschlielend wurde vorsichtig der IPG-Streifen mit der Gelseite voraus auf die
Flussigkeit gelegt. Dabei war wichtig zu beachten, dass Plus- und Minuspol des
Streifens und der Kammer Ubereinstimmten und wiederum keine Blasen
entstanden. Damit der Streifen die Losung absorbieren konnte, lie man die
Kammer fur ca. 20-30 Minuten bei Raumtemperatur stehen bis die gesamte
Fllssigkeit eingezogen war. Als nachstes wurden 2 ml Mineraldl auf den Streifen
gegeben, um eine Austrocknung wahrend der Fokussierung zu vermeiden.
Anschlielend deckte man die Kammer mit einem Deckel zu und stellte diese in
das Fokussiergerat. Der anschlieBende Vorgang dauerte etwas 18 - 22 Stunden.
Er begann mit einer passiven Rehydratationszeit, die 11 Stunden dauerte und bei
der kein Strom floss. Der anschliefiende aktive Ablauf ist in Tabelle 8 aufgelistet.
Nach der vollstandigen Fokussierung nahm man die Streifen vorsichtig aus der
Kammer heraus und liel} das Mineraldl auf einem Filterpapier abtropfen. Wichtig
bei diesem Vorgang war, dass die Gelseite nicht kontaminiert wurde. Anschliel3end

wurden die Streifen equilibriert.

Tabelle 8: Fokussierprogramm flr die erste Dimension

Schritt Spannung [V] Gradient Dauer Funktion
1 200 linear 1h Proteineintritt
2 500 rapid 1h Proteineintritt
3 1000 rapid 1h Proteineintritt
4 2000 rapid 1h Fokussierung
5 8000 rapid 50000 Vhrs Fokussierung
6 500 rapid 12 h Step and Hold
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2.2.4.3 Equilibrierung

Die Equilibrierung war aus mehreren Grunden notwendig. Zum einen mussten
Stoffe, die fur die isoelektrische Fokussierung notwendig waren, entfernt werden,
da diese sonst die Wechselwirkungen mit der Gelmatrix stéren wirden. Zum
anderen musste darauf geachtet werden, dass oxidative Prozesse verhindert
werden, vor allem die Reoxidation freier Sulfidgruppen zu Disulfidbricken.

Daher wurde in einem ersten Schritt 10 ml Equilbrierpuffer | (6 M Urea, 30%
Glycerol (w/v), 2% SDS (w/v), 0,05 M Tris-HCI, 2% (100 mg) DTT und 0,25% (50
pl) Bromphenolblau) auf den Streifen gegeben. Der Farbstoff war notwendig, umin
der zweiten Dimension den Verlauf anzuzeigen.

Nachdem der Streifen 20 Minuten lang in dem Puffer geschattelt wurde, kippte
man diesen vorsichtig ab und gab 10 ml Equilibrierpuffer Il (6 M Urea, 30%
Glycerol (w/v), 2% SDS (w/v), 0,05 M Tris-HCI, 2,5% (400 mg) lodacetamid und
0,25% (50 ul) Bromphenolblau) auf den Streifen und liel3 ihn erneut fur 20 Minuten
schatteln. Durch das lodacetamid wurden die Cystinreste alkyliert, und es konnten

sich keine neuen Disulfidbriicken ausbilden (Schrattenholz 2001).

2.2.4.4 Die zweite Dimension:
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Bei diesem Verfahren wurden alle Proteine nach kompletter Denaturierung in
einheitliche,  vollstandig entfaltete  Polypeptidketten  mit  gleichartigen
Ladungseigenschaften Uberfuhrt. Erreicht wurde dies durch Natriumdodecylsulfat
(SDS), welches ein negativ geladenes und stark denaturierendes Detergens ist.
Es hebt alle nicht-kovalenten Bindungen der Proteine auf. Dadurch konnte eine
Trennung der Proteine nach ihrer Masse erreicht werden. Kleinere Proteine
wanderten schneller durch die Gelmatrix als groRere, da jene weniger
Wechselwirkungen eingingen (Schrattenholz 2001).

Fiar den Ablauf der zweiten Dimension wurde sich dem gangigen Protokoll bedient
(Dihazi et al. 2005).

Fir die Durchfihrung der zweiten Dimension wurden kommerziell verfiigbare
Criterion®-Gele (12%ige Bis-Tris-Gele mit einer Vertiefung fir die 11 cm langen

IPG-Streifen) verwendet. Diese wurden in die Elektrophoresebox gegeben und mit
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einer Flussigkeit bestehend aus 50 ml Criterion XT MOPS Laufpuffer und 950 ml
destilliertem Wasser gefullt. AnschlieBend wurde die Box komplett mit Eis
umgeben, damit die Gele optimale Bedingungen hatten, da bei dem Vorgang
Warme entstand. In den als Standardbereich gekennzeichneten Ort der Gele
wurden 7 ul Markerprotein gegeben. Danach legte man vorsichtig die
fertigequilibrierten IPG-Streifen in die Vertiefung der Gelkammern, so dass der
Pluspol dem Markerprotein anlag. Fur die folgende Auftrennung nach dem
Molekulargewicht wurde fir etwa 60 Minuten eine Spannung von 200 V auf die
Elektrophoresebox gegeben. Das bei der Equilibrierung dazugegeben
Bromphenolblau diente hierbei als Verlaufsparameter.

Nach Beendigung des Vorganges mussten die Gele fixiert werden, da sonst
kontraproduktive Prozesse der SDS-solubilisierten Proteine begannen, die das
Ergebnis verandert hatten (Schrattenholz 2001).

Hierfir wurden die Gele fur 1 - 2 Stunden in eine Fixierldésung gegeben, die aus
500 ml Methanol, 120 ml Essigsaure und 380 ml destilliertem Wasser bestand,

und auf die Schuttelwaage gestellt (Pesic et al. 2011).

2.2.5 Farbemethoden von Proteinen in 2D-Gelen

Um die aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen, wurden mehrere

Farbungsmethoden angewandt, die im Folgenden kurz dargestellt werden.

Floureszenzfarbung

Die Flamingo®-Farbung dient der fluoreszenzmarkierten Farbung der Proteine.
Hierfir wurde eine 1:10 Verdinnung mit 20 ml Flamingo®-Farbeldésung und 180
ml destilliertem Wasser angesetzt und diese anschlieliend auf das Gel gegossen,
nachdem die Fixierlosung vorher entfernt wurde. Das Ganze wurde mit Alufolie
umhdallt, damit kein Licht an den Farbstoff kommen konnte, und Gber Nacht auf die
Schuttelwaage gestellt. Am nachsten Tag konnte das 2D-Gel bei 700 V mit dem
Fuji FLA-5100 Scanner digitalisiert werden (Pesic et al. 2011).
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Coomassiefarbung

Nach dem Scannen wurden die Gele Uber Nacht in eine Coomassie-Farbeldsung
gegeben. Diese bestand aus 120 ml destilliertes Wasser, 40 ml Methanol und 40
ml Roti-Blue®-Farbstoff. Durch diesen Prozess konnten die einzelnen Proteine fur

den weiteren Vorgang visualisiert werden (Pesic et al. 2011).

2.2.6 Trypsin-Verdau von Proteinen

Nachdem man nun in den vorangegangenen Schritten die Proteine aus dem Urin
nach Ladung und Masse aufgetrennt hatte, konzentrierten sich die folgenden
Schritte auf die Identifizierung der einzelnen Proteine. Hierzu wurden zunachst die
mit Coomassie angefarbten Spots aus den Gelen ausgestochen, anschlie3end
eluiert und zuletzt mit Hilfe des Protease Trypsin enzymatisch gespalten. Dieses
spaltet die Proteine immer spezifisch nach den basischen Aminosauren Arginin
und Lysin, sodass fur  jedes Protein eine ganz eigene

Polypeptidzusammensetzung entsteht (Schrattenholz 2001).

Der Ablauf des Trypsinverdaues wird im Folgenden erlautert (Hellman et al. 1995;
Dihazi et al. 2009).

Jeder Gelspot, der ein zu identifizierendes Protein darstellt, wurde mit Hilfe einer
1,5 mm Stanze ausgestochen und in ein neues, sauberes Eppendorf-Gefal
uberfuhrt. Die Gelstickchen wurden dann dreimal mit Ampuwa-Wasser umspult.
Als nachstes wurde dem Spot 15 ul 50%iges Acetonitril zugefuhrt, in dem es dann
fur 15 Minuten lag. Nach der Entfernung der 50%igen Losung gab man die gleiche
Menge an 100%igem Acetonitril hinzu, in dem sich das Gelstiick anschlie3end fur
1 Stunde befand. Nach Ablauf dieser Zeit entfernte man die Flissigkeit wieder und
gab stattdessen 15 pyl 100 mM Ammoniumbikarbonat hinzu und lie3 es fir 5
Minuten inkubieren. Danach pipettierte man noch einmal 15 pyl 100%iges
Acetonitril  hinzu und wartete 15 Minuten. AnschlieBend wurden beide
Flussigkeiten entfernt, sodass nur noch das Gelstluck zurtckblieb. Anschliessend

wurde das Gelstuck fur 20 Minuten unter dem Abzug getrocknet. Dieser Vorgang

41



diente dazu, zum einen die blaue Coomassie-Farbung aus dem Gelspot zu
entfernen und zum anderen, diesen fur das kommende Trypsin empfanglich zu
machen.

Der nachste Schritt beinhaltete die eigentliche Verdauung der Proteine. Hierflr
wurde zunachst ein Verdauungspuffer angesetzt bestehend aus 1940 l
destilliertem Wasser, 10 pl Calciumcholrid und 50 yl 1 M Ammoniumbikarbonat.
Wichtig hierbei war die Endkonzentration der beiden letztgenannten
Komponenten. Aus diesem Puffer wurden nun 100 ul zu 12,5 ul Trypsin gegeben.
Trypsin wurde seinerseits vom Hersteller schon mit einem Puffer geliefert. Dabei
wurde Trypsin in 200 ul von diesem Puffer gelést, sodass eine
Trypsinkonzentration von 0,1 ug/ul entstand. Von diesem Trypsin-Puffer-Gemisch
wurden nun 7 ul auf jedes getrocknete Gelstiick gegeben und lield dieses fur 45
Minuten auf Eis inkubieren. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die FlUssigkeit
abpipettiert und durch 10 yl Verdauungspuffer ohne Trypsin ersetzt, sodann fur 24
Stunden in den Inkubator bei 37°C gestellt.

Am folgenden Tag wurde der inkubierte Verdauungspuffer in neue Eppendorf-
Gefalie abpipettiert. Zu dem Gelspot wurde 20 ul einer Losung aus 30% Acetonitril
und 70% Trifluoressigsaure gegeben und anschliefend fir 30 Minuten in ein
Ultraschallbad gestellt. Danach wurde diese Losung wieder abgenommen und gab
sie in das Eppendorf-Gefald zu der ersten. Auf das Gelstiick wiederum gab man
diesmal 20 pl von einer Losung bestehend aus 60% Acetonitril und 40%
Trifluoressigsaure und stellte das Gemisch erneut fir 30 Minuten in das
Ultraschallbad. Nach Ablauf dieser Zeit gab man die Flussigkeit zu den ersten
beiden und konnte das Gelstuck jetzt verwerfen. Die Eppendorf-Gefalle mit den
aus dem Verdau entstandenen Peptidfragmenten, die bis dahin noch in Flussigkeit
gel6st waren, wurden nun in der Speed-Vakuumzentrifuge getrocknet. Die Proben
wurden nach der Trocknung bis zur weiteren Bearbeitung eingefroren, sofern sie

nicht sofort weiterverwendet wurden.

2.2.7 Massenspektrometrie

2.2.7.1 Grundprinzipien

Die Massenspektrometrie ist nach wie vor eine der wichtigsten analytischen

42



Methoden und wird unter anderem auch fir die Identifikation von Proteinen
benutzt. Obwohl es viele verschiedene Arten von Massenspektrometern gibt, ist
der Grundaufbau bei allen gleich. Dieser wird im Folgenden kurz erlautert. Es gibt
vier Grundelemente, die man in jedem Massenspektrometer findet. Als erstes gibt
es die Probenschleuse/das Einlasssystem, durch welche die zu identifizierende
Probe in ein Hochvakuumsystem gegeben wird. Das Vakuumsystem ist
notwendig, um Stolreaktionen der lonen mit Luftpartikeln zu vermeiden. Diese
StoRreaktionen hatten eine geringere Nachweisempfindlichkeit zur Folge. Als
nachstes gibt es die lonenquelle, deren Aufgabe die Erzeugung und
Beschleunigung von lonen ist. Diese lonen sind vor allem durch ihre spezifische
Ladung m/z und ihre Geschwindigkeit v charakterisiert. Danach ist ein
Massenanalysator dazwischengeschaltet. Er ist fir die Massentrennung der lonen
zustandig, die nach ihrem m/z-Verhaltnis geteilt werden. Dies erreicht er durch
elektrische oder magnetische Felder. Als letztes kommt der Detektor, der die
Qualitat der dort ankommenden lonenstrome aufzeichnet. Die Informationen aus
der lonenquelle, dem Analysator und dem Detektor werden zur Messsteuerung

und Datenprozessierung an den Computer weitergeleitet (Schrattenholz 2001).

Hochvakuum

lonenquelle Analysator Detektor

Probe

Computer

lonenerzeugung Massentrennung lonennachweis

Messsteuerung und
Datenprozessierung

Abbildung 9: Funktionselemente eines Massenspektometers
(modifiziert nach Schrattholz et al. 2001)
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2.2.7.2 MALDI-TOF-MS

Die MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass
spectrometry) wurde fur die ldentifizierung der Proteine verwendet. Sie ist eine
schnelle und sehr sensitive Methode. Es ist zudem ein schonendes Verfahren, da
die Molekile beim lonisierungsprozess nicht zerstért werden. Bei der MALDI-TOF-
MS wird die zu untersuchende Probe in eine kristalline Matrix eingebunden. Diese
Matrix ist so gewahlt, dass sie beim Bestrahlen mit einem UV-Laser das Laserlicht
stark aufnimmt, was zur Verdampfung der Matrix fuhrt. Dadurch werden die
eingeschlossenen Molekile frei und kénnen schonend und fragmentierungsarm in
die Gasphase uberfuhrt werden. Die Analyse von Peptidgemischen mittels MALDI-
TOF-MS ergibt Spektren, die mit einem Fingerabdruck verglichen werden kénnen,
und so kann durch einen Vergleich mit einer Datenbank das richtige Protein
identifiziert werden (Schrattenholz 2001).

2.2.7.3 Vorbereitung des Probentragers

Der Probentrager wurde abwechselnd grundlich mit Methanol, 50%igem Acetonitril
und 100%igem Acetonitril gewaschen. Hiernach wurde es komplett mit System A,
einer 0,3%igen Trifluoressigsaure, bedeckt und fir 5 Minuten stehen gelassen,
sodass sie einziehen konnte. AbschlieRend wurde der Probentrager noch einmal
mit 50 und 100%igem Acetonitril abgespult und danach trocknen lassen. Derweil
wurden die Peptidfragmente in 4 pl System A geldst. Anschlieiend wurde 0,7 pl
DHB (2,5-Dihydroxybenzoesaure), welches die Matrix darstellt, auf den vollstandig
getrockneten Probentrager gegeben. Dazu wurde jeweils 1,4 ul von dem geldsten
Protein gegeben. Nachdem alles auskristallisiert war, konnte die Messung im
MALDI-TOF-MS beginnen. Der Probentrager war selbst mit Nummern versehen,
so dass es pro Nummer ein zu untersuchendes Protein war und man dieses in

Tabellen Ubernehmen konnte (Hellman et al. 1995; Dihazi et al. 2009).

2.2.7.4 Spektrenerfassung und Proteinidentifikation

Mit dem Voyager-DE-STR-Massenspektrometer der Firma Applied Biosystems

erfolgte die massenspektrometrische Analyse des Proteinverdaus. Dabei wurde
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mit einer Beschleunigungsspannung von 20 kV gemessen.

Nach mehrfacher Messung und Anhaufung einzelner Spektren jedes Gelspots
fand die Proteinindetifizierung durch die Datenbank SwissProt statt. Dabei wurde
die Vorverarbeitung der Spektren von dem halbautomatischen Programm Mascot
Wizzard ubernommen. Der Signifikanzwert (p-Wert) wurde auf <0,05 festgelegt.
Ein Protein galt als identifiziert, wenn es in der SwissProt-Datenbank die

Signifikanzgrenze von 55 Uberschritten hatte (Takemori et al. 2006).

2.2.7.5 ESI-MS

Die ESI-MS (electrospray-ionisation-mass spectrometry) wurde ebenfalls zur
Identifikation der Proteine eingesetzt. Genauso wie das MALDI-TOF-MS ist auch
diese eine schonende Methode, durch die die Molekule beim lonisierungsprozess
nicht zerstort werden.

Unter Atmospharendruck wird die zu untersuchende Probenlésung durch eine
dinne Kapillare gespruht (ca. 5 yl/Minuten), auf der ein Potential von mehreren
Kilovolt liegt. Hierdurch wird die Probe beim Verlassen der Kapillarenspitze in viele
kleine Tropfchen zerstaubt, die alle elektrisch geladen sind. Fur den
lonisierungsprozess gibt es zwei Theorien. Die eine besagt, dass mit
zunehmender Ladungsdichte der Tropfchen die Coulomb-Abstolung der darin
enthaltenen Molekille grofRer wird als die bestehende Oberflachenspannung der
Tropfchen und dadurch einzelne Moleklle austreten kénnen. Die andere Theorie
besagt, dass, wenn ein Gleichgewicht zwischen der Coulomb-AbstoRung und der
Oberflachenspannung besteht, die Tropfchen sukzessiv zerplatzen (Coulomb-
Explosion).

Wahrend beim MALDI-TOF-MS Uberwiegend nur einfach geladene lonen erzeugt
werden, ist dies beim ESI-MS von dem m/z-Bereich abhangig. Ist dieser <1000 Da
entstehen bevorzugt einfach geladene, ist dieser >2000 Da bevorzugt mehrfach

geladene lonen (Schrattenholz 2001).
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Abbildung 10: Aufbau einer ESI-lonenquelle (modifiziert nach Schrattholz et al. 2001)

2.2.7.6 ELISA

Zur Bestatigung der im 2D-SDS-PAGE gefundenen Proteine wurden enzyme-
linked immunosorbent assay’s (ELISA’s) durchgeflhrt. Es wurden sogenannte
Sandwich-ELISA benutzt. Bei diesem Verfahren sind die einzelnen Vertiefungen
(englisch: well) bereits mit einem Antikorper (englisch: capture antibody) gegen
das zu detektierende Protein beschichtet. Das Protein bindet wahrend der
Inkubationszeit spezifisch an den Antiképer. Im nachsten Schritt wird ein weiterer
Antikdrper (englisch: detection antibody) gegen das zu bestimmende Protein
dazugegeben, der an ein anderes Epitop des Proteins bindet, und lasst das Ganze
wieder inkubieren. Dieser Detektionsantikorper ist zusatzlich noch mit Biotin
verbunden. Anschlieliend werden die einzelnen Vertiefungen gewaschen, um
uberschussige Antikdrper zu entfernen, sodass nur die gebundenen verbleiben.
Danach wird ein zusatzlicher Antikdrper zugegeben, der gegen das Biotin des
Detektionsantikdpers bindet. Ferner ist an diesen Antikorper ein Enzym gebunden,
welches das nach einer weiteren Inkubationsphase hinzugegebene Substrat
umwandelt. Hierdurch findet eine Farbreaktion statt, die anschlie®end mit dem

Photometer gemessen und ausgewertet wird.
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Die Vorbereitung und Durchfuhrung erfolgt nach dem jeweils mitgelieferten
Arbeitsprotokoll.

Reagenzvorbereitung: Da sowohl die zu testenden Urinproben, als auch die
gelieferten Reagenzien bei -20 °C oder bei +2-8 °C gelagert wurden (jeweils so,
wie es von der Firma vorgeschrieben wurde), lied man alles zuerst fur ca. 30
Minuten bei Raumtemperatur stehen, um alles aufzutauen und zu erwarmen. Der
mitgelieferte Standard wurde zuerst fir 30 Sekunden bei 6000 — 10000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert und anschlie®end mit 1 ml standard diluent
gelost, geschwenkt und fur 10 - 15 Minuten stehen gelassen. Nach Ablauf dieser
Zeit wurde eine Verduinnungsreihe erstellt. Hierfur wurden 7 Eppendorf Réhrchen
mit jeweils 500 ul standard diluent vorbereitet. AnschlieRend wurde aus dem
konzentrierten Standard 500 ul in das erste Réhrchen gegeben und gut gemischt,
so dass eine 1:2 Verdinnung entstand. Danach wurde aus dem verdinnten
Standard 500 ul in das zweite Eppendorf gegeben und wie oben beschrieben
verfahren bis hin zum sechsten Réhrchen. Das letzte Eppendorf wurde als
Nullwert genommen. Das detection reagent A und B wurde ebenfalls kurz
zentrifugiert und danach in einer 1:100 Verdunnung in das bereits vorbereitete
assay diluent A und B gegeben. Der assay diluent seinerseits wurde 1:2 mit
Ampuwa-Wasser verdunnt bevor das detection reagent dazugegeben wurde. Zur
Herstellung der Waschlésung wurde das Waschpuffer-Konzentrat (30x
konzentriert) mit Ampuwa-Wasser aufgeflillt bis eine einfache Konzentration
erreicht war. Das TMB-Substrat wurde lichtgeschiutzt gelagert, da es sehr
empfindlich war.

Probenvorbereitung: Die Urinproben wurden mit PBS 1:2 und 1:3 verdunnt, so
dass eine Doppelbestimmung durchgefiihrt werden konnte. Zusatzlich wurden
immer einige Urinproben von gesunden Kindern mitbestimmt als Negativkontrolle.
Diese Proben wurden ebenfalls 1:2 mit PBS verdlnnt.

Durchfihrung:_Zu Beginn wurde ein Plattenplan beschriftet, sodass sicher war, in
welchen Napfchen sich welche Probe befand. Anschliefend wurde analog zu dem
Plan 100 ul der Proben, der Negativkontrolle, des Standard und des Nullwerts in
die jeweiligen Napfchen pipettiert. Zur Fehlerminimierung wurde alles als
Doppelbestimmung angesetzt. Die Platte wurde mit einer mitgelieferten Folie
abgedeckt und fir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde
die Flussigkeit vorsichtig entfernt. Hierbei musste man darauf achten, dass die
Wande
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oder der Boden der einzelnen Napfchen nicht beschadigt wurden. Wichtig war,
dass nach diesem Schritt noch nicht gewaschen wurde. Hiernach wurden 100 pl
des detection reagent A in jedes Napfchen gegeben, die Platte wieder abgedeckt
und erneut flr 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Inkubationsperiode wurde
die Flussigkeit wiederum entfernt und die Platte dreimal mit der vorbereiteten
Waschlosung gewaschen. Hierfur gab man 350 pl des Waschpuffers in jedes
Napfchen und liel3 es fur 2 Minuten stehen, entfernte die Losung wieder und
wiederholte diesen Vorgang. Nach dem letzten Waschgang war es sehr wichtig,
dass die Platte absolut trocken war. Jetzt wurde je 100 pl von dem detection
reagent B hinzugegeben, erneut abgedeckt und fur 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend wurde die Flussigkeit wieder entfernt und nach dem
bereits beschriebenen Verfahren flinfmal gewaschen. Auch diesmal war es
essentiell, dass am Ende die Platte wieder trocken war. Im Anschluss wurde in
jedes Napfchen 90 uyl des TMB-Substrat gegeben, nochmals abgedeckt und 15 -
25 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dieser Inkubationsvorgang solle nicht langer als 30
Minuten dauern. Es wurde empfohlen, alle 10 Minuten zu kontrollieren, damit die
Farbintensitat nicht zu kraftig wird. Bei Vorhandensein des zu untersuchenden
Proteins verfarbte sich die Losung in diesem Schritt blaulich. Nach Beendigung
der enzymatischen Umsetzung des TMB-Substrats gab man 50 pl Stoppldsung,
eine Saure, hinzu, die die Reaktion stoppte. Dies bewirkte einen Farbumschlag
von blau zu gelb. Nun musste die Platte zeitnah im Mikroplate Reader bei 450 nm
gemessen werden. Aufgrund der optischen Dichte und der mit angesetzten
Standardkurve, wurde einem ebenfalls gleich die Konzentration des jeweiligen

Proteins ausgerechnet.
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Sandwich ELISA

W (2] (3] (4] 5]

TME Colared
Substrate Product
Biotin Labeled Avidin-HRPO
Detection Antibody @ ~ .""
Antigen
S T - - 435
- 4 b .-* ~ 4 b 4 . -

Blocking Buffer

o a.) Plate is coated with a suitable capiure antibody, b.) Blocking buffer is added to block
remaining protein-binding sites on plate.

9 Sample is added to plate and any antigen present is bound by the capture antibody.

9 A suitable biotin labeled detection antibody is added to the plate and also binds to any antigen
present in well,

O uitratvidin™-HRPO (Leinco Prod. No. A106) is added and binds the biotin labeled
detaction antibody,

9 TMEB substrate (Leinco Prod. No. T118) is added and converted by HRPO to a detectable form.
Abbildung 11: Schematische Darstellung des Prinzip eines Sandwich ELISA
(https://www.leinco.com/sandwich-elisa-protocol/)
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2.2.8 Immunfloureszenzfarbung der Nierengewebeschnitte aus

einemMausmodel mit Alportsyndrom

Da sich die Ergebnisse dieser Studie komplett von denen der vorhergegangenen
Mause-Studie (Doktorarbeit Imke Schmidt-Eylers 2012) unterscheiden, wurde in
einem letzten Schritt untersucht, ob sich die Expression dieser Proteine in
Mausnieren vom Alport-Syndrom Mausmodel verglichen zur Kontrolle
unterscheiden. Hierfir wurden Semidunnschnitte von Mausenieren mit
spezifischen Antikdrpern gegen die einzelnen Proteine versehen und diese mit
einem sekundaren Fluoreszenzantikorper detektiert. Um einen guten Vergleich zu
erlangen wurden die Nieren von Wildtypmausen und

COL4A3-Knockout-Mausen (Alport-Syndrom Mausmodel) jeweils im Alter von 4,5
und 6 Wochen untersucht. Um eine bessere Reprasentierbarkeit zu gewahrleisten
wurden immer mehrere Mausenieren eines Alters untersucht und pro zu
untersuchenden Protein immer ein doppelter Ansatz gewahlt. Vor den eigentlichen
Versuchen wurden die einzelnen Antikérper auf ihre Wirksamkeit und auf die
einzusetzende Konzentration getestet. Fir die Arbeit wurden mir freundlicherweise
bereits in Paraffin eingelegte Mausenieren zur Verfugung gestellt, die meinen
Vorgaben, was das Alter der Mause betraf, entsprachen. Zuerst wurden mit Hilfe
eines Mikrotoms die Semidiunnschnitte erstellt und auf entsprechend beschriftete
Objekttrager uberfuhrt. Auf jeden Objekttrager wurden immer zwei Schnitte
gegeben, so dass einer als Kontrolle fungieren konnte. Nach dem Schneiden
wurden die Schnitte bei 37 °C flr 1 Stunden getrocknet und anschliel3end trocken
gelagert.

Die Vorbereitung und Farbung der Nierenschnitte erfolgte nach laboreigenem
Protokoll. Zuerst wurde eine Deparaffinisierung durchgefuhrt. Hierfir wurden die
einzelnen Schnitte fir zweimal 10 Minuten in Xylol gegeben. Anschliel3end
mussten die jetzt paraffinfreien Nierenschnitte gewassert werden. Dazu wurden
die Praparate nacheinander in Bader mit absteigender Alkoholkonzentration
getaucht. Zu Beginn gab man sie fir zweimal 5 Minuten in 100% Ethanol, danach
fir zweimal 5 Minuten in 96% Ethanol und abschlielend fir zweimal 5 Minuten in
70% Ethanol. Hiernach wurden die Schnitte noch 5 Minuten lang mit destilliertem
Wasser abgesplilt. In nachsten Schritt wurden die Nierenpraparate mit Citratpuffer

zusammengegeben. Dieser wird zehnfach-konzentriert geliefert und muss auf eine
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einfache Konzentration mit destilliertem Wasser verdinnt werden. Dieser Schritt
geschieht, um die Antigenstellen, die durch die initiale Paraffinisierung und
anschlieBende Deparaffinisierung verandert wurden, wieder zuganglich fur die
Antikdrper zu machen. Daflir gab man diese zusammen mit dem Citratpuffer in ein
hitzefestes Gefald und stellte es flr 40 Minuten in einen Dampfgarer. Dieser wurde
bereits 5 Minuten vorher angestellt, sodass er bereits auf Betriebstemperatur war,
wenn die Schnitte hinzugegeben wurden. Nach Abschluss dieser Zeit wurden die
Nierenschnitte fir dreimal 10 Minuten mit tris-buffered saline (TBS) auf dem
Schuttler gewaschen. TBS stellt man her, indem man 60,57 g 0,5 M Tris und 87,6
g 1,5 M NaCl in einem Liter destillietem Wasser auflost und den pH-Wert mit
Salzsaure auf 7,6 einstellt. Nachdem die Schnitte gewaschen wurden, mussten sie
geblockt werden. Hierfir wurden die Objekttrager vorsichtig getrocknet, wobei
man darauf achten musste, nicht auf die Nieren zu kommen und sie nicht zu
beschadigen. Anschliefend zog man mit einem Wachsstift (Dako Pen) einen Kreis
um die Praparate. Dieser Wachskreis bewirkte, dass die Blockierflissigkeit nicht
ablief, sondern auf den Nieren blieb. Zum Blocken gab man 100 pl einer Lésung,
die aus 5% Bovines Serumalbumin (BSA) geldst in TBS besteht, auf die einzelnen
Schnitte und liel} das Ganze fir 1 Stunde bei Raumtemperatur stehen. Nach
Ablauf der Stunde wurde die Blockierlosung entfernt und der erste Antikorper auf
die Schnitte gegeben. Pro Objekttrager wurden immer zwei Nierenschnitte
aufgetragen. Einer wurde mit 100 ul des Antikorpers versetzt, der andere mit 100
Ml 5% BSA in TBS und diente als Negativkontrolle. Zu Beginn der Experimente
wurde die jeweilige optimale Konzentration fur jeden einzelnen Antikorper ermittelt.

Die einzelnen Antikorper wurden wie folgt angesetzt:

¢ Anti-Chondroitin sulfate proteoglycan 4 1:25
¢ Anti-Mannan-binding lectin serine protease 2 1:25
e Anti-Multimerin-2 1:20
e Anti-Peroxiredoxin-2 1:200
e Anti-Tetranectin 1:50

AnschlieRend wurden die Schnitte Uber Nacht bei 4 °C gelagert, sodass die
Antikorper mit den jeweiligen Proteinen interagieren konnten.

Am folgenden Tag wurde die Flussigkeit wieder entfernt und die Nierenschnitte
dreimal fir 10 Minuten mit TBS auf dem Schuttler gewaschen, so dass nicht-
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gebundene Antikorper entfernt werden konnten. Auf die gewaschenen Praparate
wurde nun der zweite Antikorper gegeben, der spezifisch an den ersten Antikorper
bindet. Dieser ist fluoreszierend, so dass dieser spater unter dem Mikroskop
nachgewiesen werden kann und somit der Nachweis oder das Fehlen des zu
detektierenden Proteins bewiesen wird. Entsprechend des Herstellungstieres der
Primarantikorper, musste jeweils der passende Sekundarantikorper aufgegeben
werden. So wurde in einem ersten Schritt unter licht-geschitzten Bedingungen,
um die Aktivitdt des Sekundarantikérpers nicht zu vermindern, dieser in einem
Verhaltnis von 1:200 mit 5%iger BSA in TBS verdunnt. In einem zweiten Schritt
wurden nun jeweils 100 pl dieses Gemisches auf die wieder vorsichtig
getrockneten Nierenschnitte gegeben. Auch dieser Schritt fand unter licht-
geschutzten Bedingungen statt. Hiernach lie man den neuen Antikorper fir eine
Stunde bei Raumtemperatur interagieren. Nach Ablauf dieser Zeit mussten die mit
den Nierenschnitten besetzten Objekttrager erneut gewaschen werden, diesmal
um die Uberschissigen Sekundarantikdrper zu entfernen. So wurden abermals fur
dreimal 10 Minuten mit TBS auf dem Schiuttler gewaschen, diesmal aber ohne
Lichteinfall. AbschlieRend wurden die Objekttrager wieder vorsichtig abgetrocknet
und mit Fluoreszenz DAPI Eindeckmedium eingebettet. Hierbei musste darauf
geachtet werden, dass sich zwischen dem Objekttrager und dem Deckglaschen
keine Luftblasen bilden, da diese die spatere Bildqualitat und die Auswertung
verschlechtern wurden. Nach dem Eindeckprozess wurden die Praparate wieder
uber Nacht bei 4 °C stehen gelassen.

Am nachsten Tag wurden die einzelnen Schritte unter dem Fluoreszenz-Mikroskop

begutachtet und zur Ergebnissicherung Fotos gemacht.
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Abbildung 11: Aufbau eines Fluoreszenzmikroskopes
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3 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, spezifische Proteinbiomarker im Urin von
Patienten im frGhen Stadium des Alport-Syndrom zu finden. Hierfur wurde der Urin
von erkrankten Kindern mit dem von gesunden Kindern verglichen.

Die Ergebnisse lassen sich folgendermalRen gliedern, dass zuerst die Resultate
der Proteomics-Analysen dargestellt werden und anschlie3end die Validierung der
Proteomicsdaten mittels ELISA. AbschlieRend wird noch ein kurzer Vergleich
zwischen den Ergebnissen dieser Studie und denen der vorangegangenen Studie
an COL4A3-Knockout-Mausen auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede

hergestellt.

3.1 Prasentation der 2D-Gele

In einem ersten Schritt wird von jeder gesunden Kontrollprobe ein 2D-Gel erstellt.
Dies erfolgt stets nach dem gleichen Prinzip, sodass eine optimale
Vergleichbarkeit garantiert werden kann. Zur Vereinfachung wurden diese Gele
am Computer mit Hilfe des Programms Delta2D Ubereinandergelegt, so dass ein

Mastergel entsteht, was als Vergleich flr die erkrankten Proben dienen kann.
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Abbildung 12: Mastergel der Kontrollproben

In Abbildung 13 ist dieses Mastergel zu sehen. Jeder schwarze Punkt stellt ein
Protein dar, aufgetrennt nach Ladung und Grol3e.

In einem nachsten Schritt wird nun jedes erstellte Gel der Studienproben mit dem
Mastergel verglichen. Hierfur werden erneut mit Hilfe des Programms Delta2D die
Gele auf dem Computer Ubereinandergelegt und auf Unterschiede wie auch

Gemeinsamkeiten Uberpruft.
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Abbildung 13: Urinproteomprofile der Alport-Patienten (blau) und der gesunden
Kontrollgruppen (orange) im Vergleich

In Abbildung 14 ist ein solcher Vergleich zu sehen. Das Urinproteomprofil der
Gesunden (hier orange gefarbt) weist einige Unterschiede auf im Vergleich mit
dem der Erkrankten (hier blau gefarbt). Gemeinsamkeiten werden in diesem
Beispiel schwarz dargestellt. Man kann sehen, dass es mehr blaue Spots als
orangen-farbende gibt, was darauf hinweist, dass im Alport-Syndrom mehr
Proteine ausgeschieden werden.

Diese Spots, die nur in den Gelen der Studienproben vorkommen, werden nun in
einem nachsten Schritt identifiziert.

Zusammenfassend zeigt sich bereits hier, dass im Urin der erkrankten Kinder sich
deutlich mehr Proteine zeigen, welche im Urin der gesunden Kontrollprobanden
nicht vorkommen. Dies erhdht die Wahrscheinlichkeit auf einen potentiellen

Biomarker.
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3.2 Identifikation der Urinproteine mit Hilfe von MALDI-
TOF-MS und ESI-MS

Durch Trypsinverdau und mit Hilfe von massenspektrometrischen Verfahren
wurden im Folgenden nun die Gelspots identifiziert, die bei den Erkrankten
vorkamen aber nicht bei den Gesunden. Hierdurch wurden nun 67 verschiedene
Proteine gefunden, die in Tabelle 9 aufgelistet sind. In den folgenden Gelen sind
diese Proteine mit ihren Gelnamen dargestellt, sofern sie in dieser Probe
vorkamen.

Es fallt auf, dass manche Proteine mehrfach in einer Probe identifiziert wurden,
obwohl sie sich an verschiedenen Orten auf dem Gel befinden. Dies bedeutet,
dass entweder die Masse oder der pl-Wert sich unterscheidet. Dies kann durch
posttranslationale = Modifizierung  erklart werden, wodurch sich die
Proteinseitenketten unterscheiden, was wiederum Einfluss auf die Masse wie auch
die Ladung hat. Zum einen gibt es hier die posttranslationale Glykolisierung, die
Einfluss auf beide Eigenschaften hat und zum anderen heterogene
Phosphorylierungen, die nur den isoelektrischen Punkt verandern (Seo et al.
2004). Zudem koénnen in jedem Gel viele verschiedene Fragmente des Albumins
gefunden werden, die sich ebenfalls sowohl in ihrer Ladung als auch in ihrer
Masse unterscheiden.

Auf Grund dieser Ursachen werden mehr Gelspots untersucht, als letztendlich

Proteine identifiziert werden.
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Abbildung 14:: 2D-Gel der Probe 93 05 01 (am Alport-Syndrom erkrankt)

Die einzelnen schwarzen Flecken stellen unterschiedliche Proteine dar, aufgeteilt nach
Ladung und Grosse. Je weiter links die Proteine, desto negativer ihre Ladung. Je weiter
unter die Proteine, desto kleiner ist ihnre Masse.

Die jeweiligen blauen Beschriftungen stellen unterschiedlich identifizierte Proteine mit den

jeweiligen Abkurzungen dar.
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Abbildung 15: 2D-Gel der Probe 93 05 02 (am Alport-Syndrom erkrankt)

LIS NSTRTRTETN

.
Abbildung 16: 2D-Gel der Probe 93_05_03 (am Alport-Syndrom erkrankt)
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Abbildung 17: 2D-Gel der Probe 93 11 _02 (am Alport-Syndrom erkrankt)

ol

Abbildung 18: 2D-Gel der Probe 93_13_02 (am Alport-Syndrom erkrankt)
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Nach der vollstandigen Untersuchung jedes Proteinspots auf den einzelnen Gelen,
werden die Ergebnisse verglichen und sich auf diejenigen Proteine konzentriert,

die sich in den einzelnen Proben wiederholen und sich bezuglich ihrer
Ausscheidung im Urin von Kontrollprobanden unterscheiden. Diese Proteine
kommen entweder in allen funf Proben oder in vier aus den funf verschiedenen
Proben vor.

Diese Proteine sind: Alpha-1-antitrypsin, Apolipoprotein A-l, Chondroitin sulfate
proteoglycan 4, Hemoglobin subunit beta, Ig alpha-1 chain C region, Ig gamma-1
chain C region, Kininogen-1, Mannan-binding lectin serine protease 2, Multimerin-
2, Peroxiredoxin-2, Prostaglandin-H2 D-isomerase, Serotransferrin, Serum

albumin, Tetranectin und Zinc-alpha-2-glycoprotein.

Tabelle 9 Identifizierte Proteine mittels Proteomics und Massenspektromie. Nach
dem Namen alphabetisch geordnet mit dem zugehodrigen Gennamen und der
Akzession. Das jeweilige Gewicht des Proteins in Dalton, der jeweilige pH-

Wert, an dem das Protein seinen isoelektrischen Punkt einnimt und abschliessed

der Score mit der das Protein in der Onlinedatenbank indentifiziert wurde

Name des Proteins Genname Akzession Masse pl- Score
Wert
[Da]
78 kDa glucose-regulated HSPAS5 GRP78_HUMAN 72,33 5,07 213
protein

Actin, cytoplasmic 1 ACTB ACTB_HUMAN 41,74 529 401
Alpha-1-antitrypsin SERPINA1 A1AT_HUMAN 46,74 5,37 506
Alpha-1B-glycoprotein A1BG A1BG_HUMAN 54,25 556 410
Alpha-2-HS-glycoprotein AHSG FETUA_HUMAN 39,33 543 298
Apolipoprotein A-l APOA1 APOA1_HUMAN 30,78 5,56 932
Apolipoprotein A-IV APOA4 APOA4_HUMAN 454 528 313

Basement membrane-specific HSPG2 PGBM_HUMAN 468,83 6,06 871
heparan sulfate proteoglycan
core protein

Beta-2-glycoprotein 1 APOH APOH_HUMAN 38,3 8,34 209
Beta-2-microglobulin B2M B2MG_HUMAN 13,72 6,06 112
Beta-actin-like protein 2 ACTBL2 ACTBL_HUMAN 42 5,39 145
Cadherin-1 CDH1 CADH_HUMAN 97,46 4,57 366
Calreticulin CALR CALR_HUMAN 48,14 4,29 83

Cathepsin D CTSD CATD_HUMAN 4455 6,1 460

61



Tabelle 9 Identifizierte Proteine mittels Proteomics und

Massenspektromie.

Chondroitin sulfate
proteoglycan 4

Collagen alpha-1 (XII)

Collagen alpha-3 (VII)
Fibrinogen gamma chain
Fibronectin

Gamglioside GM2 activator
Gelsolin

Haptoglobin
Haptoglobin-related protein
Hemoglobin subunit beta
Ig alpha-1 chain C region
Ig alpha-2 chain C region

Ilg gamma-1 chain C region
Ig gamma-2 chain C region
Ig gamma-3 chain C region
Ig gamma-4 chain C region
Ig kappa chain C region

Ig kappa chain V-l region AG

Ig kappa chain V-II region
Cum

Ig kappa chain V-III region
SIE

Ig kappa chain V-1V region
Len

Ig lambda-1 chain C regions
Immunoglobulin J chain

Immunoglobulin superfamily
member 8

Inter-alpha-trypsin inhibitor
heavy chain H4

Kallikrein-1
Kininogen-1

Leucine-rich alpha-2-
glycoprotein

Lithostathine-1-alpha
Lysosomal acid phosphatase

Mannan-binding lectin
serine protease 2

CSPG4 CSPG4_HUMAN
COL12A1  COCA1_HUMAN

COLGA3 CO6A3_HUMAN

FGG FIBG_HUMAN
FN1 FINC_HUMAN
GM2A SAP3_HUMAN
GSN GELS_HUMAN
HP HPT_HUMAN
HPR HPTR_HUMAN
HBB HBB_HUMAN
IGHA1 IGHA1_HUMAN
IGHA2 IGHA2_HUMAN
IGHG1 IGHG1_HUMAN
IGHG2 IGHG2_HUMAN
IGHG3 IGHG3_HUMAN
IGHG4 IGHG4_HUMAN
IGKC IGKC_HUMAN

KV101_HUMAN
KV201_HUMAN

KV302_HUMAN

KV402_HUMAN

IGLCA LAC1_HUMAN
IGJ IGJ_HUMAN
IGSF8 IGSF8_HUMAN
ITIH4 TIH4_HUMAN
KLK1 KLK1_HUMAN
KNG1 KNG1_HUMAN
LRG1 A2GL_HUMAN

REG1A REG1A_HUMAN
ACP2 PPAL_HUMAN
MASP2 MASP2_HUMAN

250,54
333,15

343,67
51,51
262,63
20,84
85,7
45,21
39,03
16
37,67
36,53
36,11
35,9
41,29
35,94
11,61
11,99
12,68

11,78
12,64

11,35
18,1
65,03

103,36

28,89
71,96
38,18

18,73
48,34
75,7
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5,27
5,38

6,26
5,37
5,46
5,17
5,9

6,13
6,63
6,74
6,08
5,71
8,46
7,66
8,23
7,18
5,58
5,67
5,28

8,7
7,92

7,89
5,09
8,23

6,51

4,68
6,34
6,45

5,65
6,28
5,39

135
131

205
67

115
127
401
236
147
182
371
312
561
221
204
255
869
295
100

269

253

170
152
173

147

89
356
154

375
82
352



Tabelle 9 Identifizierte Proteine mittels Proteomics und
Massenspektromie

Multimerin-2 MMRN2  MMRN2_HUMAN 104,41 556 130
Phosphatidylethanolamine- PEBP1 PEBP1_HUMAN 21,06 7,01 81
binding protein 1

Peroxiredoxin-2 PRDX2 PRDX2_HUMAN 21,89 5, 426
66

Procollagen C- PCOLCE PCOC1_HUMAN 47,97 7, 195

endopeptidase 41

enhancer 1

Prostaglandin-H2 D- PTGDS PTGDS_HUMAN 21,03 7, 300

isomerase 66

Protein AMBP AMBP AMBP_HUMAN 39 595 383

Protein disulfide-isomerase PDIA3 PDIA3_HUMAN 56,78 5,98 144

A3

Retinol-binding protein 4 RBP4 RET4_HUMAN 23,01 5,76 186

Secreted and transmembrane SECTM1 SECTM1_HUMA 27,04 7 170

protein 1 N

Serotransferrin TF TRFE_HUMAN 77,06 6,81 835

Serum albumin ALB ALBU_HUMAN 69,37 5,92 1181

SH3 domain-binding glutamic SH3BGRL SH3L3 HUMAN 10,44 4,82 323
acid-rich-like protein 3 3

Tenascin TNC TENA_HUMAN 240,85 4,79 197

Tetranectin CLEC3B  TETN_HUMAN 2254 552 448

Transthyretin TTR Q53WY6_HUMA 457 818 127
N

Tripeptidyl-peptidase 1 TPP1 TPP1_HUMAN 61,25 6,01 173

Uromodulin UMOD UROM_HUMAN 69,76 505 196

Vesicular integral-membrane LMAN2 LMAN2_HUMAN 40,23 6,46 235
protein VIP36

Vitamin D-binding protein GC VTDB_HUMAN 52,96 5,4 103
Vitelline membrane outer layer VMO1 VMO1_HUMAN 21,53 49 209
protein 1 homolog

Vitronectin VTN VTNC_HUMAN 54,31 555 197
Zinc-alpha-2-glycoprotein  AZGP1 ZA2G_HUMAN 34,26 5,71 758

Im folgenden Schritt wurde zu diesen 15 Proteinen in der Literatur nachgelesen,
ob diese bereits in anderen (nephrologischen) Erkrankungen beschrieben und
nachgewiesen worden sind. Sollte dies zutreffen, ware der einzelne Marker nicht
mehr spezifisch fur das Alport-Syndrom.

Nach dieser Recherche bleiben noch 5 Proteine Ubrig. Diese sind:

e Chondroitin sulfate proteoglycan 4
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e Mannan-binding lectin serine protease 2
e Multimerin-2
e Peroxiredoxin-2

e Tetranectin

Zinc-alpha-2-glycoprotein wird im Zusammenhang mit verschiedenen Krebsarten
beschrieben, wobei vor allem bei Prostata- und Blasenkrebs dieses Protein im

Urin erhoht ist (Hassan et al. 2008). Kininogen-1 ist erhoht bei fortschreitendem

Nierenversagen bei Personen mit Diabetes mellitus Typ 1 (Merchant et al. 2013).
Prostaglandin-H2 D-Isomerase (Synonym: Prostaglandin D Synthase) wird
vermehrt im Urin ausgeschieden von Menschen, die an Diabetes mellitus Typ 2
leiden (Hirawa et al. 2001). Albumin wird bei mehreren Stoffwechselkrankheiten,
wie Diabetes mellitus Typ 1 und Typ 2 Uber den Urin abgegeben. Auch bei
Hypertonikern kann eine erhdhte Albuminausscheidung beobachtet werden (de
Zeeuw et al. 2006; Weir et al. 2007). Serotransferrin, Zinc-alpha-2-glycoprotein,
Alpha-1-antitrypsin und Albumin konnen nachgewiesen werden bei diabetischer
Nephropathie, Lupus nephritis und Fokal segmentaler Glomerulosklerose
(Varghese et al. 2007). Apolipoprotein A-l ist speziell gefunden worden bei
Patienten, die nierentransplantiert sind und einen Ruckfall einer Fokal
segmentalen Glomerulosklerose haben (Lopez-Hellin et al. 2013). Eine (Mikro-)
Hamaturie kann sehr viele Ursachen haben. Von einfachen Harnwegsinfektionen
uber Nierensteine bis hin zu Tumoren der Nieren und ableitenden Harnwege. Ig
gamma-1 chain C region und Ig alpha-1 chain C region kdnnen beim Vorliegen
eines Multiplen Myelom freigesetzt und Uber die Nieren ausgeschieden werden.
Auf diese Weise konnen sie schliellich im Urin detektiert werden (Palumbo et al.
2011).

Zusammenfassend finden sich 15 Proteine, die entweder in allen 5 Urinproben
oder in 4 von 5 nachzuweisen waren. Proteine, die sich nur in 3 oder weniger
nachweisen liefen wurden nicht weiterverfolgt, da der Biomarker mdglichst
reprasentativ sein soll und eine mdglichst grol’e Anzahl Erkrankter erfasst. Nach
Recherche in der Literatur konnen 10 der 15 Proteine auch bei anderen
Erkrankungen auftreten und eignen sich nicht als spezifischer Marker fir das

Alport-Syndrom
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3.3 Ergebnisse der ELISA

In einem abschlieRenden Schritt sollten diese funf Proteine mit Hilfe des ELISA
Verfahren bestatigt und validiert werden. Hierfur wurde jedes Protein einzeln mit

einem separaten Test untersucht. Hierbei war grofte Sorgfalt angesagt, da die

ELISA sehr anfallig fur Verunreinigungen und andere Stérfaktoren waren.

Zuerst wurde, durch eine mitgelieferte Probe, eine Standardkurve erstellt, mit
deren Hilfe man die jeweilige Konzentration der Proteine in den Urinproben
bestimmen konnte. In Abbildung 20 kann man exemplarisch eine solche Kurve

sehen.

0.19 p.38 .75 1.50 3.00 6.00 12.00
[ng/ml]

Konzentratian
Abbildung 19: Standardkurve eines ELISA
In Abbildung 21 sieht man eine ELISA-Platte kurz vor der Messung. Die ersten
beiden Spalten stellen die Standardproben fir die oben gezeigte Kurve dar. In den
beiden anderen Spalten sieht man die Studienproben (gelb gefarbt, was das zu
identifizierende Protein darstellt) und als Kontrolle einige Negativproben (klar
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gefarbt), in denen dieses Protein nicht zu bestimmen war. Die unterschiedlichen
Gelbfarbungen erklaren sich durch die verschiedenen Konzentrationen und die

jeweiligen Verdunnungsansatze.
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Abbildung 20: ELISA Kit kurz vor der Auswertung durch den Computer. In den
ersten beiden Spalten von links sieht man den Ansatz fur die Standardkurve mit
der Konzentration nach unten hin zunehmend. In den anderen beiden Spalten
sieht man die untersuchten Urinproben

Es lie3en sich letztendlich nur zwei Proteine durch dieses Verfahren nachweisen,
Mannan-binding lectin serine protease 2 und Tetranectin. Bei den anderen drei

Proteinen war der ELISA jeweils negativ, das heil’t, das Protein kénnte nicht
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nachgewiesen werden. Da diese jedoch durch massenspektrometrische Verfahren
nachgewiesen wurden, kann dies nun mehrere Ursachen haben. Zum einen kann
der gelieferte ELISA trotz Garantie des Herstellers generell nicht funktionieren.
Zum anderen kann das Protein derart verandert sein, dass der Antikorper des
ELISA's nicht an das spezifische Epitop binden kann.

In Tabelle 10 und 11 sieht man die Ergebnisse aufgelistet. Die gemessenen
Konzentrationen wurden auf die jeweilige bekannte Proteinurie der einzelnen

Proben berechnet, sodass man die Konzentrationen besser vergleichen kann.

Tabelle 10 Ergebnisse der ELISA fir Mannan-binding lectin serine protease 2

MASP2

Patient Proteinurie [mg/l] Konzentration [pg/ml]  Proteinkonzentration im Urin [ng/g
Proteinurie]

05_02 50 52,84 1056,8
11_02 85 72,22 849,65
05_03 120 59,74 497,83
13_02 162 41,38 255,43
05_01 240 58,5 243,75

Tabelle 11 Ergebnisse der ELISA fur Tetranectin

CLEC3B

Patient Proteinurie [mg/l] Konzentration [ng/ml]  Proteinkonzentration im Urin [ng/g
Proteinurie]

05_02 50 13,64 272800
11_02 85 10,54 124000
05_03 120 7,83 65210
13_02 162 45,73 282280
05_01 240 37,94 158080

Es ist interessant zu beobachten, dass bei dem Mannan-binding serine lectin
protease 2 die gemessenen Konzentrationen vergleichbar ahnlich sind. Im Bezug
auf die jeweilige Proteinurie fallt jedoch auf, dass die Konzentration mit
zunehmender Proteinurie abfallt. Dies kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass dieses

Protein vor allem in den fruhen Phasen der Erkrankung bei noch nicht
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fortgeschrittener Proteinurie vermehrt ausgeschieden wird und somit in der
Fraherkennung einen Vorteil und Nutzen haben kénnte.

Bei Tetranectin halt sich die gemessene Konzentration erst stabil und nimmt dann
bei hoherer Konzentration zu, was zu sehr variablen Ergebnissen flhrt, wenn
diese auf die Proteinurie berechnet werden.

Hier sind zuklnftig weitere Tests an einer grolkeren Anzahl von Proben von Néten,
um genaue Aussagen zu etwaigen Zusammenhangen zwischen der Konzentration
und der Proteinurie zu stellen. Es wird hier nur ein erster Hinweis gegeben, welche

Proteine von Interesse sein konnten, als mogliche Proteinmarker zu dienen.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass sich mittels ELISA nur 2 der 5 Proteine
bestatigen lassen, Mannan-binding lectin serine protease 2 und Tetranectin.
Insbesondere Mannan-binding lectin serine protease 2 zeigt hohe Konzentration
bei geringer Proteinurie, was einem frihen Erkrankungsstadium entspricht und

somit als Fruhmarker in Frage kommt.

3.4 Auswertungen der gefarbten Nierenschnitten von

Mausen

Zum Vergleich mit der voran gegangenen Mause-Studie wurden Nierenpraparate
von Wildtypmdausen und von Col4A3-Knockout-Mausen mit den jeweiligen
Antikdrpern gegen die einzelnen Proteine versetzt, mit Fluoreszenz angefarbt und
anschliel3end verglichen.

Es wurden jeweils Mause im Alter von 4% Wochen ausgewahlt, was einem
Frihstadium der Erkrankung entspricht, und Mause im Alter von 6 Wochen, was
einem fortgeschrittenen Stadium entspricht. Zudem wurde fir jeden Schnitt eine
Negativkontrolle erstellt um die Aussagekraft zu erhéhen und die Fehlerbelastung
Zu minimieren.

Bei den Schnitten der gesunden Mause zeigte sich in beiden Stadien kein
Nachweis der untersuchten Proteine Chondroitin sulfate proteoglycan 4, Mannan-
binding lectin serine protease 2, Multimerin-2, Peroxiredoxin-2 und Tetranectin.

Nachfolgend werden einige der Bilder gezeigt.
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Abbildung 21: Nierenschnitt Maus, Wildtyp, 42 Wochen alt, versetzt mit
Antikorper gegen CSPG4, 100x vergrossert

Abbildung 22: Nierenschnitt Maus, Wildtyp, 6 Wochen alt, versetzt mit Antikorper
gegen MASP2, 100x vergrossert




Abbildung 23: Nierenschnitt Maus, Wildtyp, 472 Wochen alt, versetzt mit
Antikorper gegen MMRNZ2, 100x vergrossert

Abbildung 24: Nierenschnitt Maus, Wildtyp, 6 Wochen alt, versetzt mit AntikGrper
gegen PRDX2, 100x vergrossert
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Abbildung 25: Nierenschnitt Maus, Wildtyp 472 Wochen alt, versetzt mit AntikGrper
gegen CLEC3B, 100x vergrossert

Bei der Untersuchung der Praparate aus Col4A3-Knockout-Mause im Alter von 4

2 Wochen lie sich nur das Chondroitin sulfate proteoglycan 4 nachweisen und
dies auch nicht in allen Abschnitten der Niere, sondern nur in einzelnen Glomeruli.
Die anderen vier Proteine waren nicht zu detektieren. Nachfolgend exemplarisch

eine Abbildung mit dem glomerularen Nachweis des nachgewiesenen Proteins.
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Abbildung 26: Nierenschnitt Col4A3-Knockout-Maus, 42 Wochen, zentrale
periglomerulare Aufhellung nach Zugabe des Antikdrpers gegen  Chondroitin
sulfate proteoglycan 4, 100x vergrossert
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Im Vergleich zu den 472 Wochen alten Mausen zeigt sich bei den 6 Wochen alten
Col4A3-Knockout-Mausen kein groRer Unterschied, es ist weiterhin nur das
Chondroitin sulfate proteoglycan 4 nachweisbar. Dies weiterhin in und um das
Glomerulum, aber nun sind deutlich mehr davon betroffen als noch im jlingeren
Alter, was fur den Progress der Erkrankung und dadurch die vermehrte
Konzentration des Proteins spricht. Die anderen vier Proteine sind weiterhin nicht
nachweisbar, sodass hier davon ausgegangen werden kann, dass diese bei der
Erkrankung von Mausen, anders als bei den Menschen, keine Rolle spielen,

sondern andere Proteine im Vordergrund stehen.

Abbildung 27: Nierenschnitt Col4A3-Knockout-Maus, 6 Wochen, Aufhellungen an vier
Glomeruli nach Zugabe des Antikdrpers gegen Chondroitin sulfate proteoglycan 4, 100x

vergrossert.
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Abbildung 28: Nierenschnitt Col4A3-Knockout-Maus, 6 Wochen, Aufhellungen an allen
sichtbaren Glomeruli nach Zugabe des Antikdrpers gegen Chondroitin sulfate
proteoglycan 4, 100x vergrossert.

Zusammenfassend lasst sich hier zeigen, dass es doch grofdere Unterschiede
zwischen Menschen und Mausen gibt bezlglich der ausgeschiedenen Proteine im
Alport-Syndrom. Einzig das Chondroitin sulfate proteoglycan 4 liel3 sich ebenfalls
im Mausmodel mittels Antikorper nachweisen, die anderen 4 Proteine waren

dagegen nicht nachweisbar.

72



4 Diskussion

Durch  die gemeinsame  Verwendung von  Proteomics und der
Massenspektrometrie konnten funf verschiedene Proteine identifiziert werden, die
als potentielle Biomarker zur Fruherkennung und -diagnostik des Alport-Syndrom
verwendet werden kénnen. Chondroitin sulfate proteoglycan 4, Mannan-binding
lectin serine protease 2, Multimerin-2, Peroxiredoxin-2 und Tetranectin wurden nur
im Urin von erkrankten Kindern gefunden, jedoch nicht in dem gesunder. Auch
wenn nur zwei dieser Proteine mittels ELISA bestatigt werden konnten, sollten
dennoch alle fiinf Proteine berlcksichtigt werden. Diese werden nun im Anschluss

in ihrem Zusammenhang mit dem Alport-Syndrom diskutiert.

4.1 Die potentiellen Biomarker

4.1.1 Chondroitin sulfate proteoglycan 4

Chondroitin sulfate proteoglycan 4 ist ein relativ grol3es Protein mit einer Masse
von ungefahr 250 kDa und es besteht aus 2322 Aminosauren. Es ist auf dem
Chromosom 15q24.2 lokalisiert und umfasst 38,5 Kilobasen.

Dieses Protein wurde vor ca. 30 Jahren entdeckt und bisher nur im
Zusammenhang mit dem malignen Malignom beschrieben, da es bei dieser
Erkrankung gehauft auftritt (Wilson et al. 1981). Im Folgenden wird nun versucht,
seine Eigenschaften mit dem Alport-Syndrom zu verknipfen. Viele dieser
Fertigkeiten sind noch nicht vollstandig erforscht, so dass es teilweise nur
Hinweise und Spekulationen darlber gibt.

Chondroitin  sulfate proteoglycan 4 ist involviert in einer Vielzahl von
Zellregulationsprozessen, die hauptsachlich zu einer Aktivierung und Stimulation
der Zellproliferation fuhren. Hier sind unter anderem zu nennen die Aktivierung des
Integrin gesteuerten FAK-pathways (focal adhesion kinase), des ERK 1 und 2
Pathways (extracellular-signal regulated kinase) und des PISK/AKT/mTOR
Pathways (phosphoinositide 3-kinase/protein kinase B/mammalian target of
rapamycin). Diese drei Wege stehen im Zusammenhang mit diesem Protein im
Vordergrund und beschreiben das Wachstum und den Erhalt von Malignomen
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(Yang et al. 2004; Chekenya et al. 2008).

Der FAK-pathway spielt eine Rolle in der Interaktion zwischen einzelnen Zellen
und der extrazellularen Matrix. Zudem unterstutzt es noch die Apoptose durch die
Ubermittlung eines Signals an die Zelle zum Untergang. Bei einer Uberexpression
dieses Weges wird jedoch dieses Signal gehemmt, sodass das Wachstum wieder
im Vordergrund steht (Mehlen et al. 2006; Ndozangue-Touriguine et al. 2008). FAK
wird von den meisten Zellen produziert, so dass es uniquitar vorkommt. FAK
interagiert mit Integrin alpha-1, alpha-3 und alpha-5 (Parsons et al. 1997; Eliceiri et
al. 2002). ERK 1 und 2 sind zwei Enzyme, die an einer Vielzahl an zellularen
Prozessen beteiligt sind wie zum Beispiel Proliferation und Differenzierung. Die
beiden Enzyme missen, um diese Aufgaben zu erflllen, durch
Phosphorylierungen aktiviert werden, wandern anschlief3end in den Zellkern und
phosphorylieren dort dann selbst verschiedene Zellregulationsgene (Owaki et al.
1992; Garcia et al. 1999). AbschlielRend der PISK/AKT/mTOR-Pathway ist ein
wichtiger und sehr komplexer Weg fur die Apoptose von Zellen. Vereinfacht gesagt
aktiviert das Enzym PI3K die Proteinkinase B (AKT), die wiederum das Protein
mTOR aktiviert, welches letztendlich in der Apoptose von Zellen beteiligt ist. Auch
dieser Weg hemmt den Zelluntergang bei erhdhter Stimulation wie schon der FAK-
Pathway (Andjelkovic et al. 1997; Walker et al. 1998).

Chondroitin sulfate proteoglycan 4 selbst bindet mit einer Vielzahl an Elementen
der extrazellularen Matrix, wie etwa Kollagen Typ I, V und VI, Laminin, Tenascin
und Fibronectin (Stallcup 2002; Campoli et al. 2010; Wang et al. 2010). Die
Kollagene sind Bestandteil des Bindegewebes, das Laminin ein Teil der
Basalmembran und Tenascin und Fibronectin sind beide an Reparatur- und
Umbauprozessen beteiligt.

Daruber hinaus ist Chondroitin sulfate proteoglycan 4 auch an der Aktivierung von
Matrix-Metalloproteasen beteiligt. Sie aktiviert namlich die Membrane Typ 3 matrix
metalloproteinase, die anschlieRend selbst die Matrix-Metalloprotease 2 (MMP 2)
aktiviert (Shimada et al. 1999). Wie bereits berichtet ist MMP 2 direkt am Umbau
von Kollagen IV beteiligt (Baricos et al. 1999). Die primare Aufgabe von MMP's ist
der kontrollierte Abbau von Matrix- und Nicht-Matrixmolekulen im Rahmen der
Gewebereparatur und des Umbauprozesses (Nagase et al. 2006). Fur die
Aktivierung der MMP's und auch fiir die oben beschriebenen Interaktionen mit den
einzelnen Integrinen ist das Chondroitin sulfate dieses Proteins essentiell, da es
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hieriber seine Funktionen ausubt (lida et al. 2007).

Somit kann man sagen, dass Chondroitin sulfate proteoglycan 4 an vielen
Zellumsatz- und Reparaturprozessen sowie am Zelluntergang beteiligt ist, wie
diese auch beim Alport-Syndrom stattfinden. Es lasst sich aktuell nicht
erschlielen, ob einer der genannten Eigenschaften dieses im Urin gefundenen
Proteins fuhrend ist im Zusammenhang mit der Erkrankung oder ob die
Gesamtheit aller einen Einfluss hat. Bisher wurde es nur im Zusammenhang mit
Malignomen, und hier besonders dem malignen Malignom beschrieben. Eine

Beziehung zu anderen Krankheiten wird Gegenstand zukunftiger Forschung sein.

4.1.2 Multimerin-2

Das auf Chromosom 10 23.31 gelegene Multimerin-2 ist im Vergleich deutlich
kleiner bei einer molekularen Masse von 104 kDa und eine Lange von 949
Aminosauren.

Multimerin-2 ist vor allem in Gefal3en lokalisiert und dort sowohl auf der dem
Lumen zugewandten Innenseiten, als auch auf der Auldenseite und dort in enger
Verknlipfung mit den Endothelzellen (Christian et al. 2001). Die Position dieses
Proteins erklart sich auch durch seine primare Aufgabe. Es verlangsamt namlich
zum einen die Beweglichkeit von Endothelzellen und wirkt zum anderen als ein
Inhibitor des GefalRwachstums. Dies wird bewirkt durch die Bindung des vascular
endothelial growth factor A (VEGFA). Dieser bindet normalerweise an den auf den
Endothelzellen lokalisierten vascular endothelial growth factor receptor 1 und 2
(VEGFR1/VEGFR2) (Mustonen and Alitalo 1995; Olsson et al. 2006) und stimuliert
auf diese Weise die Neubildung und das Wachstum von Blutgefalen. Durch das
Wegfallen des Stimulationssignals wird die Aktivitdt des Rezeptors nach unten
reguliert (Ferrara 2002). Zu den weiteren Aufgaben des VEGFA zahlen die
Erhéhung der Aktivitat der Matrix-Metalloproteasen, der aVB3 -Integrine und die
erhohte Anlockung von Makrophagen und Granulozyten (Olsson et al. 2006). Wie
bereits mehrfach erwahnt sind die Matrix-Metalloproteasen am Gewebeumbau
und an der Reparatur beteiligt. Diese Prozesse betreffen insbesondere die
Extrazellulare Matrix. Durch die Hemmung dieser Proteasen werden somit auch
die Umbauprozesse in der Niere unterdrickt und somit versucht, die zunehmden

Sklerosierung zu verhindern.
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Die aVB3 -Integrine dienen als Rezeptoren flr Vitronectin (Hermann et al. 1999).
Vitronectin ist ein Glycoprotein der Extrazellularen Matrix, das an den
Plasminogen-Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) bindet und diesen stabilisiert (Zhou et al.,
2003). Durch diese Bindung wird die Aktivitat des Plasminogen-Aktivator gehemmt
und somit weniger Plasminogen in das aktive Plasmin umgewandelt. Plasminogen
wird eine protektive Funktion zugeschrieben, da es eine aktute inflammatorische
Verletzungsreaktion des Glomerulum zu unterdriicken versucht (Castellino et al.
2005). Somit fuhrt letztendlich die Hemmung des VEGFA zu einer verringerten
Aktivitat des aVB3 -Integrin und somit zu einer kleiner werdenden Bindung mit
Vitronectin. Die erniedrigte Bindung vermindert die Hemmung des Plasminogen-
Aktivator durch den Plasminogen-Aktivator Inhibitor-1, sodass Plasminogen seine
schitzende Funktion erfullen kann.

Wie oben erwahnt lockt VEGFA auch Makrophagen an. Neben deren
Hauptaufgabe in der Immunabwehr mittels Phagozytose und Zytokinausschuttung,
spielen sie auch eine Rolle in der Gewebereparatur (de la Torre et al. 2008). Sie
schutten unter  anderem veschiedene Proteasen, Zytokine und
Wachstumsfaktoren aus, die insbesondere auf die Endothelzellen und
Fibroblasten wirken (Deodhar et al. 1997). Somit wird durch den Umbau der
extrazellularen Matrix der Aufbau von Narbengewebe geférdert. Die Blockierung
dieser Prozesse ist ein weiterer moglicher Ansatz des Korpers, der
uberschiel3enden Sklerosierung der Niere beim Alport-Syndrom
entgegenzuwirken, da VEGFA auf mehrern Wegen diese vorrantreiben kann.
Somit ist eine Hemmung dieses Signalproteins durch Multimerin-2 ein sinnvoller

Ansatz.

4.1.3 Peroxiredoxin-2

Peroxiredoxin-2 ist ein relativ kleines Protein mit einer Lange von 198
Aminosauren und einer Masse von etwas 21 kDa. Es ist auf dem Chromosom 19
p13.2 lokalisiert.

Dieses ubiquitar im Zytoplasma vorkommende Enzym ist, wie aus dem Namen
auch schon abzuleiten ist, fur sogenannte Redox-Reaktion verantwortlich.
Insbesondere ist es involviert in der Entgiftung von reaktiven
Sauerstoffverbindungen in der Zelle, vor allem von Wasserstoffperoxid (Seaver et
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al. 2001). Nachfolgende Formel zeigt beispielhaft eine solche Redox-Reaktion: 2
R-SH + ROOH = R'-S-S-R' + H20 + ROH (Cha et al. 1995). Es wurde
beobachtet, dass eine verminderte Konzentration von Peroxiredoxin-2 zu einer
zunehmenden Anzahl an reaktiven Sauerstoffverbindungen fihrt, welche
wiederum in einer vermehrten Proteinoxidation resultieren. Darlber hinaus wird
durch die verringerte Menge des Enzyms der AKT-Pathway, der bereits bei der
Disskussion des Proteins Chondroitin sulfate proteoglycan 4 besprochen wurde,
gehemmt. All diese Mechanismen wurden zu einer verstarkten Apoptose der
Podozyten fuhren. Dem wird durch einen Anstieg der Konzentration von
Peroxiredoxin-2 versucht entgegen zu wirken (Hsiang-Hao et al. 2011). Reaktive
Sauerstoffverbindungen sind eine Gruppe von Molekilen, die bei oxidativem
Stress entstehen. Durch diese Verbindungen folgen eine zunehmende
Proteinoxidation und eine Lipidperoxidation. Proteinoxidation kann zu einer
Konformationanderung fuhren und somit das Protein unbrauchbar machen und
sich ablagern. Diese Vorgange wurden bereits mit mehrern anderen Erkrankungen
in Verbindung gebracht, so zum Beispiel neurodegenerative Erkrankungen oder
Arteriosklerose (Dean et al. 1997). Bei der Lipidperoxidation, die meist
ungesattigte Fette betrifft, da diese durch ihre Doppelbindungen anfalliger sind
gegenuber den Radikalen, fuhrt es allgemein zu Zellschadigung, da die
Zellmembranen zum grof3en Teil aus Lipiden bestehen. Dies kann je nach Ort der
Zellschadigung zu verschiedenen Manifestationen filhren wie zum Beispiel
Arteriosklerose oder Hamolyse (Ostrea et al. 1985; Aviram et al. 1986). Es wurde
beobachtet, dass ein Uberangebot von Angiotensin Il ebenfalls zu einem erhdhten
Untergang der Podozyten flhrt. Innerhalb des Glomerulum flihrt Angiotensin Il zu
einer Abnahme der Filtration und es beeinflusst die Semipermeabilitat der
Glomerularen Basalmembran, was letztendlich zu einer Zunahme der Proteinurie
fuhrt (Hsiang-Hao et al. 2011). Die Tatsache, dass zur Therapie der Alport-
Syndrom bisher ACE-Hemmer eingesetzt wurde, die die Umwandlung von
Angiotensin | in Angiotenin Il hemmt und somit eine geringere Konzentration von
Angiotensin Il vorliegt, unterstutzt diese These. Auch in anderen chronischen
Nierenerkrankung konnte gezeigt werden, dass die Hemmung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) einen positiven und protektiven Einfluss
auf den Verlauf der jeweiligen Erkrankung hat (Ruster et al. 2006; Remuzzi et al.
2006). Es wird in der Literatur vermutet, dass Peroxiredoxin-2 ebenfalls einen

modulierenden Einfluss auf das RAAS hat und
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den durch Angiotensin Il verursachten Schaden an den Podozyten verringert
(Hsiang-Hao et al. 2011).

4.1.4 Mannan-binding lectin serine protease 2

Mannan-binding lectin serine protease 2 ist ein Plasmaprotein mit einer Masse von
etwa 75 kDa und eine Lange von 686 Aminosauren. Es ist lokalisiert auf
Chromosom 1 p36.3 — p36.2.

Diese Serumprotease aktiviert das Komplementsystem Uber den Lektin-Weg, der
unabhangig von Antikdrpern funktioniert (Kawasaki et al. 1978; |keda et al. 1987).
Im Folgenden wird kurz auf das Komplementsystem eingegangen und die
verschiedenen Madglichkeiten, es in Gang zu setzen. Das Komplementsystem ist
ein Teil des unspezifischen Immunsystems (Janeway et al. 2001). Sein Name
kommt daher, dass man initial dachte, dass es die spezifische Immunantwort
komplementiere. Seine Hauptaufgaben sind die Opsonierung von Bakterien und
Fremdkoérpern, die Zelllyse durch die Bildung des Membranangriffskomplex
(Papadimitriou et al. 1991), die Anlockung von Makrophagen und anderer
Immunzellen mittels Chemotaxis und zusammen mit den Antikorpern die
Agglutination von Bakterien und Fremdkorpern, so dass diese von Fresszellen
vernichtet werden kénnen. Die Komplementfaktoren C1-C9 werden zum groRten
Teil in der Leber in einer inaktiven Vorstufe produziert. Es gibt drei verschiedene
Wege deren Aktivierung zu beginnen, den klassischen Weg, den alternativen Weg
und den Lektin-Weg.
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Abbildung 29: Schematischer Uberblick tiber die Komplementaktivierung. Es
werden die drei verschiedenen Moglichkeiten gezeigt, der klassische, der
alternative und der Lektin- Weg. Zudem werden die Folgen aus der
Komplementaktivierung gezeigt, die Opsonierung, die Zelllyse und die Anlockung
anderer Immunzellen (modifiziert nach Janeway et al. 2001)

Der klassische Weg fuhrt Gber die Aktivierung Faktors C1 durch den Antigen-
Antikérper-Komplex. Der C1-Komplex besteht aus drei Subtypen C1q, C1r und
C1s, die miteinander zusammen die Faktoren C2 und C4 aktivieren. Diese beiden
schlielen sich anschliefend zusammen und bilden die C3-Konvertase (C4b,2b),
die, wie aus dem Namen zu erschlie3en ist, den Faktor C3 in seine aktive Form
uberfuhrt. Der Faktor C3 wird in C3a und C3b gespalten, C3a ist ein Mediator fur
den lokalen Entzindungsprozess, wahrend C3b auf der Antigenoberflache bindet
und fur die Opsonierung verantwortlich ist. Dartber hinaus bindet C3b an die
ursprungliche C3-Konvertase C4b,2b und bildet dadurch die C5-Konvertase
(C4b,2b,3b), die den Faktor C5 in seine aktiven Spaltprodukte C5a und C5b
uberfihrt. C5a unterstitzt C3a in der lokalen Entziindungsreaktion. C5b bindet
nach und nach die Faktoren C6 bis C9 und bildet dadurch den
Membranangriffskomplex, der letztendlich zur Lyse der jeweiligen Zelle fuhrt
(Janeway et al. 2001).

Der Lektin-Weg unterscheidet sich von dem klassischen Weg nur darin, dass am
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Anfang der Aktivierungskaskade statt dem C1-Komplex ein Protein steht, das
Mannan-binding lectin (MBL) hei3t, und dem C1-Komplex sehr ahnlich ist. Der
Mannan-binding lectin Komplex enthalt zwei Proteasen, Mannan-binding lectin
serine protease 1 und 2 (MASP 1 und 2), die den Subtypen C1r und C1s aus dem
klassischen Weg ahneln. Es wurde beschrieben, dass MASP 2 homolog dem C1s
sei (Presanis et al. 2004) und es sich eigenstandig aktivieren kann und dadurch
die Faktoren C2 und C4 binden und aktivieren kann (Thiel et al. 1997; Vorup-
Jensen et al. 2000; Harmat et al. 2004). Die aktiven Faktoren C2b und C4b bilden
schliel3lich wieder die C3-Konvertase und es folgt derselbe Mechanismus, wie
bereits oben beschrieben. Der Vorteil dieses Weges ist, dass er unabhangig von
einem Antigen-Antikdrper-Komplex ist, weil er das MBL an spezielle
Zuckermolekule an der Oberflache von Bakterien bindet. Diese freien
Zuckermolekule finden sich nur bei Bakterien, da im gesunden Gewebe diese von
anderen Molekulen bedeckt sind, so dass der MBL-Komplex dort nicht binden
kann. Dieser Weg bildet eine Moglichkeit einer bereits fruhen Antigenbekampfung
bevor Antikorper gebildet wurden (Janeway et al. 2001).

Abschliel3end der alternative Weg, der sich in einigen Punkten unterscheidet. Bei
diesem Weg kommt es zum Kontakt zwischen dem inaktiven Faktor C3 und der
Pathogenoberflache. Als Folge daraus, kommt er zur einer spontanen Hydrolyse
innerhalb des C3, worauf es sich in seiner Konformation andert und dadurch dem
Faktor B ermdglicht, sich an dem Faktor C3(H20) anzulagern. Durch diese
Bindung kann der Faktor B jetzt durch den Faktor D in seine aktive Form, Faktor
Bb, gespalten werden. Der jetzt entstandenen Komplex C3(H20) Bb kann nun als
C3-Konvertase arbeiten und C3 in seine Produkte C3a und C3b spalten. Lagert
sich nun ein aktives C3b an den C3(H20) Bb Komplex an, entsteht hierdurch eine
vollwertiger C5-Konvertase und die restliche Aktivierung verlauft wie bereits
beschrieben. Auch dieser Weg ist unabhangig von einer Antikdrperproduktion,
sodass auch hier eine frihe Immunantwort stattfinden kann (Janeway et al. 2001).
Die Aufgaben der Mannan-binding lectin serine protease 2 wurde im oben
beschrieben Text erlautert. Da das Komplementsystem ebenfalls aus bisher
unerklarten Ursachen an der Proteinurie und am Fortschreiten der Erkrankung
beteiligt ist, kdbnnte darauf hinweisen, warum man diese Protease im Urin der an

Alport-Syndrom erkrankten Kinder finden kann.
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Abbildung 30: Uberblick tber die einzelnen Komponenten der
Komplementsystems und deren Auswirkungen (modifizierte nach Janeway et al.
2001)

4.1.5 Tetranectin

Tetranectin ist ein Protein mit einer Masse von etwa 22 kDa und einer Lange von
202 Aminosauren. Es ist lokalisiert auf dem Chromosom 3p22-p21.3.

Wie aus dem Namen schon abzuleiten ist, ist Tetranectin ein Protein, das aus vier
identischen Peptidketten besteht, die untereinander verbunden sind. Diese Ketten
sind als ein Tetramer angeordnet. Es wurde urspringlich entdeckt, als
Plasminogen aktivierendes Protein in Kombination mit tissue plasminogen
activator (tPa). Dabei fiel auf, dass Tetranectin sich nur an die Kringle 4-Domane
des Plasminogen bindet, nicht jedoch an die Kringle 1-3- und die Kringle 5-
Domane (Clemmensen et al. 1986). In den folgenden Jahren zeigte sich, dass das
Protein noch an andere Strukturen bindet, namlich an Heparin, an Fibrin, den
tissue plasminogen activator (tPa) selbst, an das Apolipoprotein A, den
Hepatozyten Wachstumsfaktor und an Angiostatin 1-4 (Kluft et al. 1989; Lorentsen
et al. 2000; Caterer et al. 2002; Westergaard et al. 2003; Mogues et al. 2004).
Aber insgesamt gesehen ist seine Hauptaufgabe trotzdem die Bindung an die

Kringle 4-Domane des Plasminogen. Humanes Plasminogen enthalt funf
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homologe dreifache Schleifen (Magnusson et al. 1976). In Abbildungen 33 ist
schematisch der Aufbau dargestellt.

K2 K3
K4

K1

A- chain

K5

s741 __J B-chain
SIGNAL PEPTIDE 2 S, COOH

Abbildung 31: Schematische Darstellung des Plasminogenmolekdl. Die flinf Schleifen
werden durch K1 — K5 dargestellt, die Schnittstelle bei der Spaltung in das aktive
Plasmin durch den roten Blitz (modifiziert nach Syrovets et al. 2012)

Es ist bemerkenswert, dass, obwohl diese funf Schleifen insgesamt sehr ahnlich
sind, Tetranectin nur an K4 bindet, aber nicht an die anderen. Andererseits binden
zum Beispiel Fibrinogen oder Thrombozyten nur an K1-3, aber wiederum nicht an
K4. Auch die Bindungsaffinitat der einzelnen Schleifen unterscheidet sich. Diese
ist am hochsten bei K1, gefolgt von K4 und dann K5 (Booth et al. 2006; Ho-Tin-
Noe et al. 2005; Miles et al. 1988). Damit Plasminogen in die aktive Protease
Plasmin umgewandelt werden kann, muss es gespalten werden. Dies erfolgt
durch die beiden Enzyme tissue plasminogen activator (tPa) und urokinase
plasminogen activator (uPa) (Violand et al. 1976). Steigt die Konzentration des
Plasmin an, spaltet dieses tPa und uPa, um eine uberschiel’ende Bildung zu
verhindern (Cesarman-Maus et al. 2005).

Die Hauptaufgabe des Plasmin ist sicherlich die Fibrinolyse, bei der das durch die

Gerinnung entstandene Fibrinnetz in viele Fibrinspaltprodukte geteilt wird (Fay et
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al. 2007)

Dem Plasmin wird zudem eine schutzende Funktion zugeschrieben, da es
versucht, eine akute inflammatorische Verletzungsreaktion in den Glomeruli zu
unterdrucken, da durch erhohte Fibrinablagerungen der Nierenschaden und somit
letztendlich das Nierenversagen gesteigert wird (Castellino et al. 2005). In

Abbildung 34 sieht man den Einfluss des Plasmin auf die Extrazellulare Matrix.

S

Plasminogen

l o u-PA

/\X>J

Extracellular matrix Activation of Proteolysis of
protein degradation proMMPs TIMPs

[ T ol

Faciliate the access of
MMPs to collagen

N v

Extracellular Matriz Remodelling

T MMP activity

Abbildung 32: Eigenschaften des Plasmin neben der Fibrinolyse. Es
wird die Aktivierung des Plasmin vom Plasminogen durch uPa
gezeigt, neben der Hemmung des uPa durch den Plasminogen-
activator-inhibitor (PAI-1) (modifiziert nach Frontiers in Bioscience
1995)

Es aktiviert mehrere MMP's und hemmt zeitgleich deren Gegenspieler, die TIMP's,
die bereits ausfihrlich in Kapitel 1.3.2 besprochen wurden. Somit ist Plasmin ein
wichtiges Enzym im Gewebeumbau und deren Reparatur (Wewer et al. 1998).
Zudem ist Plasmin am Kollagenumbau beteiligt, indem es die Prokollagenase in
die aktive Kollagenase umwandelt (Villamediana et al. 1990).

Somit hat Tetranectin indirekt Uber seine Bindung und Aktivierung an das
Plasminogen einen Einfluss auf die Umbauprozesse, die beim Alport-Syndrom in

der Niere stattfinden und es versucht zusatzlich, die Gerinnungsprozesse zu
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unterdricken.

In der Doktorarbeit, die dieser vorausging, wurde das Plasminogen direkt im Urin
von Mausen als potentieller Biomarker gefunden, hier beim Menschen wird der
Umweg Uber das Tetranectin gegangen. Trotzdem besteht hier eine
Gemeinsamkeit, da es in beiden Fallen zu einer Aktivierung von Plasminogen
kommt mit den oben beschriebenen Auswirkungen. (Doktorarbeit Imke Schmidt-
Eylers 2012).

4.2 Limitationen und Schwachen

Die erste und offensichtlichste Schwache dieser Arbeit ist sicher, dass es nur 5 an
Alport-Syndrom erkrankte Probanden gab, sodass aktuell anhand dieser Daten
keine statistische Aussage getroffen werden kann. Dadurch, dass es eine sehr
seltene Erkrankung ist, die zudem primar Kinder und Jugendliche betrifft, ist eine
Beschaffung von Urinproben sehr schwer. Mit dieser Arbeit wurde jetzt ein erster
Hinweis auf mdgliche Proteinbiomarker im Urin gezeigt. Sicher missen diese
Ergebnisse jedoch in einer grolReren Kohorte bestatigt werden, bevor man einen

moglichen Test zur Diagnostik zulasst.

Ebenfalls einschrankend ist, dass sich nur 2 der 5 Proteine mittels ELISA
bestatigen lieRen. Die Tatsache, dass alle 5 Proteine mittels
massenspektrometrischen Malinahmen nachgewiesen wurden, bestatigt das
Vorhandensein dieser Proteine. Hier ist es moglich, dass die Proteine wahrend der
glomerularen Filtration derart verandert wurden, dass der spezifische Antikérper
des ELISA nicht mehr binden konnte und so ein Nachweis nicht mdglich war.
Somit besteht bei all den Proteinen die Gefahr, dass es zu Veranderungen in der
Proteinstruktur kommen kann und so mdgliche Antikorper nicht mehr binden
kénnen, was spater in der Diagnostik mittels Urinstreifen problematisch werden

konnte.
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4.3. Schlussfolgerung

Somit lassen sich zu den initial in Absatz 1.7 gestellten Thesen folgende
Ergebnisse zeigen.

1) Ja, es gibt eine Vielzahl an Proteinen, die bei Patienten mit Alport-Syndrom
uber den Urin ausgeschieden werden im Vergleich mit dem Urin gesunder
Menschen.

2) Funf dieser Proteine sind bisher in der Literatur nicht im Zusammenhang
mit anderen Erkrankungen beschrieben, diese ware Chondroitin sulfate
proteoglycan 4, Mannan-binding lectin serine protease 2, Multimerin-2,
Peroxiredoxin-2 und Tetranectin und kommen somit als potentielle
Biomarker in Frage.

3) Zwei dieser funf Proteine liessen sich mittels ELISA bestatigen, Mannan-
binding lectin serine protease 2 und Tetranectin, sodass auf diese beiden
Proteine das Hauptaugenmerk gelegt werden sollte.

4) Diese These sollte Gegenstand von nachfolgenden Arbeiten sein.
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5 Zusammenfassung

Das Alport-Syndrom ist eine erbliche, progredient verlaufende Nierenerkrankung,
die durch Mutation der a3-,a4- oder a5-Ketten des Typ-IV-Kollagens entsteht.
Infolge von charakteristischen Veranderungen der glomerularen Basalmembran
manifestiert sich eine Proteinurie und Hamaturie. Die Erkrankung kann au3erdem
mit Innenohrschwerhdrigkeit und typischen Augenveranderungen einhergehen. Im
Verlauf der Erkrankung kommt es sowohl zur Nephrosklerose als auch zur
tubulointerstitiellen Fibrose, was schliel3lich zum terminalen Nierenversagen fuhrt.
Die Therapie der ersten Wahl stellt derzeit der ACE-Hemmer Ramipril dar. Zwar
kann Ramipril den strukturellen Schaden der glomerularen Basalmembran nicht
beheben, daflr aber bei frihzeitigem Therapieeinsatz die Proteinurie mindern
sowie nephroprotektiv und antifibrotisch wirken.

Demzufolge ist es wichtig, das Alport-Syndrom so frih wie moglich zu
diagnostizieren. Bislang sind keine diagnostischen Marker fir das Alport-Syndrom
bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde, nach den Erfolgen bei der Suche nach
Biomarkern bei der COL4A3-Knockout-Maus, jetzt im menschlichen Urin nach
Proteinen gesucht, die fur ein frihes Stadium des Alport-Syndrom charakteristisch
sein konnten.

Zunachst wurde der Urin von gesunden und von am Alport-Syndrom erkrankten
Kindern analysiert. Dazu wurden mittels 2D-SDS-PAGE die Proteine im Urin nach
Ladung und Masse getrennt, um ihre Proteomprofile darstellen zu kdénnen. Im
Anschluss erfolgten die massenspektrometrische Analyse und die quantitative
Auswertung der Regulationsunterschiede der identifizierten Proteine. Insgesamt
konnten 67 verschiedene Proteine identifiziert werden, von denen die funf Proteine
Chondroitin sulfate proteoglycan 4, Mannan-binding lectin serine protease 2,
Multimerin-2, Peroxiredoxin-2 und Tetranectin klinisch relevant hoch reguliert
waren und nicht in der Vergangenheit im Zusammenhang mit anderen
Nierenerkrankungen beschrieben worden waren.

Diese Proteine wurden mittels ELISA gepruft, wobei Mannan-binding lectin serine
protease 2 und Tetranectin als mogliche Biomarker verifiziert werden konnten.
SchlieBlich wurden dennoch alle diese funf Proteine im Rahmen dieser Arbeit
biochemisch diskutiert und dabei in den Zusammenhang der Pathogenese des
Alport-Syndrom gebracht.
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Fir die Zukunft muss die Aussagekraft dieser potentiellen Biomarker an einer
grolReren Fallzahl bestatigt werden, diese Arbeit gibt nur erste Hinweise, es ware
aber naturlich winschenswert, wenn sich einer oder mehrere, der hier gefundenen
Proteine als tatsachliche Biomarker herausstellen wirden. Da das Alport-Syndrom
eine sehr seltene Erkrankung ist, fallt es natirlich schwer eine gro3e Anzahl an
Urinproben zu bekommen. Trotzdem ware es hilfreich dies zu versuchen, um die

frhzeitige Diagnostik der Krankheit zu ermoglichen und vereinfachen.
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