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Zusammenfassung

Die atypischen Proteinkinase C (aPKC) Isoformén und { haben aufgrund ihrer
strukturellen Ahnlichkeiten viele gemeinsame Fumigin in der Zelle. Beide Isoformen
sind in Podozyten exprimiert, aber ihre zellularenkion bleibt unklar. Wahrend der
komplette PK@/1 Knockout eine embryonale Letalitat zur Folge leatwickelt die PKC
Knockout Maus lediglich in spéateren Stadien einemar®typ in den sekundéaren
lymphatischen Organen. Um die zellulare Rolle beideformen zu verstehen, wurde in
dieser Arbeit die Rolle der aPKC Isoformen in Poderz genauer analysiert.

Um die embryonale Letalitdt zu umgehen und die &Reibn aPK@/1 in Podozyten
untersuchen zu koénnen, generierten wir mit Hilfes dére-loxP Systems Podozyten-
spezifische aPKI1 Knockout Mause. Diese Mause entwickelten im Alten 3 Wochen
Veranderungen in der Ful¥fortsatzarchitektur und der Expression verschiedener
Schlitzmembranmolekule. Sie entwickelten eine Pnotée und Glomerulosklerose und
sterben im Alter von 4-5 Wochen an Nierenversagkn.die Mechanismen zellbiologisch
zu analysieren, generierten wir stabile Podozytéimzen, die defizient fiur aPK@& oder

{ waren. Dazu haben wir die Mause mit Immorto-tr@mem Tieren gekreuzt und
monoklonale Podozytenzelllinien aus den Glomerehegiert. Auch in Kultur zeigten die
PKCM Knockout Podozyten einen Phanotyp mit verminde&gnaptopodin und WT-1
Expression, sowie einer geringeren Zellausdehnungd uExpression der
Adhasionsmolekile Vinculin und Integrifl. In Phalloidinfarbungen konnten wir
Veranderungen des Aktin Zytoskeletts nachweisenpndt zellularen Veranderungen nach
Puromycin aminonukleosid (PAN) Behandlung verglbah sind. PK@/ Knockout
Zellen zeigten eine erhohte Aktivitat der kleinedRase Racl. Die PKCKnockout
Podozyten zeigten keine auffalligen Veranderunges Aktin Zytoskelettes, jedoch in
vielen anderen Experimenten &dhnliche, aber mildfeeanderungen. Um einen Uberblick
Uber die molekularen Prozesse zu erhalten, didPténotyp in Kultur beeinflussen, haben
wir vergleichende Mikroarray-Analysen an aPKC Knaakund PAN-stimulierten Zellen
durchgefuhrt. Dadurch haben wir einige transkripgite Signaturen identifiziert, die eine
maogliche Erklarung fur den Phanotyp der PKiKnockout und PAN-stimulierten Zellen
geben. Wir identifizierten die Def-6 mRNA in den €Kit Knockout und PAN-
stimulierten Zellen als ein deutlich Uberreprasates Genprodukt. Def-6 ist ein Guanin-
Nukleotid Austauschfaktor (GEF), der Racl aktivientd dessen Expression den Aktin
zytoskelettalen Phéanotyp erklaren konnte. Wir kenntzeigen, dass Def-6 in den

Glomeruli in Podozyten lokalisiert ist und dass eeibbberexpression von konstitutv
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aktivem Def-6 in kultivierten Podozyten zu einermehrten Bildung von Lamellipodien
und Filopodien fuhrt und den Phanotyp von RK&nockout Zellen imitiert.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass\PKG Gegensatz zu PKCflur die
Aufrechterhaltung der podozytaren Homoostase dsfleist und auch in kultivierten

Podozyten eine wichtige Rolle flur die Zellarchitgkspielt.

SchlagwdrterPodozyten, aPKC, Aktin Zytoskelett.
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Abstract

The atypical protein kinase C (aPKC) isoforiisund { share several cellular functions due
to their structural similarities. Both isoforms aegpressed in podocytes but their distinct
functions remain elusive. The total body knockoKOJ) of PKC\/ leads to embryonic
lethality, whereas the PKCknockout mouse developes in later states only gésnn the
lymphatic organs. In this proposal we analysedrthe of the aPKC isoforms in podocytes in
more detail.

To avoid the embryonic lethality and to analyse tbée of PKQJ/u in podocytes, we
generated podocyte specific aPK{knockout mice using the Cre-loxP system. At the ay
three weeks the knockout mice developed changi®infoot process architecture and in the
expression of different slit diaphragm moleculesitirermore, they developed proteinuria and
glomerulosclerosis and died at the age of 4-5 wdek® renal failure. To analyse the
mechanisms on a cellular level, we generated staddecyte cell lines deficient for PRG

or PKC. We crossed the mice to immorto-transgenic aninaald cultured monoclonal
podocyte cell lines from the glomeruli. The aP¥«knockout podocytes in culture developed
a phenotype with a decrease in synaptopodin andl\WWApression, a reduced spreading and a
lower expression of the adhesion molecules vincalud integrinfl. Phalloidin stainings
revealed obvious changes of the actin cytoskeletiomlar to the changes seen after treatment
with puromycin aminonucleoside (PAN). Moreover, @ieKCQ./i1 knockout podocytes show
an increased expression of the activated small 68 Racl. The PKCknockout podocytes
did not display this strong actin cytoskeleton ptgpe, but in most of the experiments
developed similar but milder changes.

To reveal molecular processes influencing the &glesal phenotype in cell culture, we
analysed the transcriptome of aPKC knockout and Rabted cells using a microarray. We
identified some transcripts that could explain phenotype of the PKXZi knockout and PAN
treated cells. We identified the Def-6 mRNA as #igantly overrepresented in the PKIC
knockout and PAN treated cells. Def-6 is a guamineleotide exchange factor (GEF) for
Racl. Def-6 causes membrane ruffling in other calld gives us a possible explanation for
the observed phenotype. We found that Def-6 isesgmd in podocytaa vivo and that an
overexpression of constitutive active Def-6 leadsiricreased lamelipodia and filopodia
formation in cultured podocytes, thereby imitatthg PKQ.J/1 knockout phenotype.

In summary, we could show that PKG but not PKGC, is essential for podocyte homeostasis
and plays a crucial role for cell architecture agtbskeletal rearrangements in podocytes.
Keywords:podocytes, aPKC, actin cytoskeleton.
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1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion der Niere

Die Aufgabe der S&ugerniere ist neben sekretons€humktionen die Regulation des S&aure-
Base-Haushaltes. In der Niere werden taglich ca 18Priméarharn gebildet. Den
menschlichen Korper verlassen pro Tag jedoch nua ét5 | Urin. Die flr den Kérper noch
wertvollen Stoffe und Elektrolyte und ein GroRtellss Wassers (99 %) werden wieder in das
Blut riickresorbiert. Der konzentrierte Endharn vadtlie3lich ausgeschieden.

Die Niere lasst sich in zwei Regionen unterteildie, aul3ere Nierenrinde (Cortex) und das
innere Nierenmark (Medulla) (Abbildung 1A). Beideed®onen enthalten eine Vielzahl
Funktionseinheiten (1-2 Millionen), die NephroneieD DNephrone bestehen aus dem
Tubulusapparat und einem GefalRknauel, dem Glongrder von Auslaufern des Tubulus

ummantelt wird (Bowman-Kapsel).

A B

Bowman-Kapsel
\ slomerulus proximaler Tubulus
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Arteriole
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Abbildung 1 Schematischer Aufbau von Niere und Nepton.

(A) Die Niere besteht aus der aul3eren Rindenscli@hitex) und der inneren Markschicht
(Medulla). Der konzentrierte Urin gelangt in dasidnbecken und wird Uber den Harnleiter
in die Harnblase geleitet und final ausgeschiedBnDie funktionelle Einheit der Niere ist
das Nephron bestehend aus Glomerulus, proximaleouliis, Henle-Schleife und distalem
Tubulus (Bilder au€ampbell, 199§1)).

Durch den Blutdruck werden Wasser, Harnstoff, Salmel andere niedermolekulare
Substanzen aus dem Blut in das Lumen der Bowmassd{afitriert, hochmolekulare

Proteine und Zellen bleiben im Blut zurtick. Deresdstandene Primarharn gelangt aus der
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Bowman-Kapsel in den proximalen Tubulus, die Hédieife und den distalen Tubulus
(Abbildung 1B). Jeder dieser Abschnitte enthaltzefsehe lonen- und Wasserkanéle, tUber
die der Priméarharn konzentriert wird. Jedes Nephwod Uber eine afferente Arteriole mit

Blut versorgt, die sich in die Glomerulus-Kapillareauffachert. Beim Verlassen des
Glomerulus vereinigen sich die Kapillaren wieder efierenten Arteriole. Diese fachert sich
anschlieBend wieder in Kapillaren auf, die das TudBystem umgeben. So kdnnen Tubuli
und Kapillaren Substanzen und Flussigkeit zwiscBariplasma und Primarharn Uber das
Interstitium austauschen. Der distale Tubulus mtimddas Sammelrohr, in dem die Filtrate
vieler Nephrone zusammenlaufen. Die Sammelrohréeemen sich schliel3lich in das

Nierenbecken.

1.2 Der glomerulare Filter

Die Ultrafiltration des Blutplasmas geschieht dumile Kapillarwand der Glomeruli. Die
glomeruléare Filtrationsbarriere besteht aus glomeen Endothelzellen (GECs), der
glomerularen Basalmembran (GBM) und den Podozyseh¢ Abbildung 2) (2). Die
Plasmamolekile werden durch den glomerularen Ralééangig von ihrer GroRe, Form und
Ladung filtriert (3;4). Die bisherigen Daten zeigetass alle drei Zonen der glomerularen
Kapillarwand intakt sein mussen, um eine normaleriBafunktion zu erzielen, neuere
Studien weisen allerdings dem Podozyten eine beseriRolle bei der Aufrechterhaltung der
Filtrationsbarriere zu (5).

Die Funktion der Filtrationsbarriere wird durch leiesystemische und renale Erkrankungen
beeinflusst, was zu einem Proteinverlust durch dem (Proteinurie) und dadurch zu
fortschreitenden Nierenerkrankungen fuhren kannE@)e Fehlfunktion des Glomerulus ist
eine haufige Ursache fir ein Nierenversagen, dadtees sehr wichtig, die molekulare
Biologie des Glomerulus und seiner zellularen Kongsden zu verstehen (6).

Podozyten sind spezialisierte, hoch differenzidt@thelzellen, die sich aul3en auf den
glomerularen Kapillaren befinden. Podozyten konseuokturell in drei Segmente aufgeteilt
werden: Zellkérper, Priméarfortsatze und Ful3fortsgengl.foot processed-Ps) (7). Die stark
verzweigten Ful3fortsédtze bedecken die gesamte l@tieef der Kapillarbogen (Abbildung
3A). Zellkorper und Primarfortsatze sind normaldasgenicht in Bertihrung mit der GBM, sie
befinden sich frei im Lumen der Bowman Kapsel uilddn einen ,sub-zellularen Raum*
zwischen dem Zellkdrper und den Ful3fortsatzen. ders Zellkdrper formieren sich grofRe

Primarfortsatze, die sich aber sofort weiter inevideine Ful3fortsatze verzweigen (7).



Einleitung 18

Afferente Arteriole
Efferente Arteriole

Bowman-Kapsel
Mesangium

Podozyt Kapillarlumen

Podozyten-

Fubfortsitze glomerulare

Basalmembran

Fenestriertes Endothel

Proximaler Tubulus

Abbildung 2 Aufbau eines Glomerulus.

Schematische Darstellung eines Glomerulus und isédoenpartimente (Modifiziert nach
Kriz et al., 199§8)).

FuRRfortsatze benachbarter Podozyten greifen indarannd bilden zwischen sich 30-40 nm
breite Filtrationsschlitze, die von einer extrazkien Proteinstruktur Uberbriickt werden, die
Schlitzmembran (engslit diaphragm SD) genannt wird (9). Die Filtrationsschlitze cider
Ort, an dem ein stetiger Flussigkeitsstrom durch dazerale Epithel stattfindet (10). Sie
bilden die letzte Barriere fiir groRe Proteine. Hirtkrankung der Podozyten, die mit einem
Verlust von Ful3fortsatzen einhergeht, fuhrt dapeistherweise zu Proteinurie (7).
Podozyten sind polarisierte Epithelzellen mit einapikalen und einer basalen
Zellmembrandomane. Die Grenze zwischen basalerapiichler Membran wird durch die
Schlitzmembran bestimmt. Die apikale Membran ural Schlitzmembran sind durch eine
Schicht aus Sialoglykoproteinen, unter anderem Palgiwin bedeckt, die eine stark negative
Oberflachenladung der Podozyten verursachen (1bgr (die basale Membran wird die
Fixierung an die GBM vermittelt. Beide Membranen ige@ eine heterogene

Lipidzusammensetzung. Sie enthalten zum Teil Chedesreiche Domanenligid rafts)
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(12;13), passend zu spezifischen MembranproteireenPddozyten, die ebenfalls flo3artig
angeordnet sind (14;15).

Der Zellkorper der Podozyten enthélt einen groRelkern, ein gut ausgebildetes Golgi-
System, viel raues und glattes EndoplasmatischegkuRem, viele Lysosomen und
Mitochondrien. Im Gegensatz zum Zellkdrper, enthaltdie Fortsatze nur wenige
Zellorganellen (10).

1.3 Proteine der Schlitzmembran

Der Schlitzmembrankomplex besteht aus einer Viélzatterschiedlicher Proteine, wozu
unter anderem Nephrin (16), CD2AP (14;17), FAT (I&)-1 (19), P-Cadherin (20), Podocin
(21) und Neph1-3 (22-24) gehoren. Dies ist aberanurkleiner Teil der Molekile, die eine
wesentliche Rolle in der funktionellen und strukllen Aufrechterhaltung der
Schlitzmembran spielen (Abbildung 3B).

Mutationen im Gen NPHS1, welches fir Nephrin kadgidinden sich im kongenitalen
nephrotischen Syndroms des Finnischen Typs, eiowrsemal-rezessiven Krankheit, die
durch massive Proteinurie uteround Nephrose bei Geburt gekennzeichnet ist (251283
Genprodukt von NPHS1, Nephrin, ist ein 180 kDa $maembranprotein, das in der Niere
ausschlief3lich in Podozyten und dort hauptsachdicider Schlitzmembran exprimiert wird
(27). Eine Inaktivierung von NPHS1 fihrt in der Maau Proteinurie und partiellem
FuRRfortsatzZ=ffacement (ein Verlust der normalen Ful3fortsatzstruktur Hurcein
Verschmelzen der Ful3fortsatze) (28). Neph-1 isHgimolog von Nephrin, dessen Fehlen in
der Maus ebenfalls zu Proteinurieffacementind frihem postnatalem Tod fuhrt (23). Neph-
1 ist ebenfalls ein Transmembranprotein, das valoPyien stark exprimiert wird (24) und
auch an der Schlitzmembran lokalisiert ist (29).pN& bildet Homo- und mit Nephrin
Heterodimere (30) und interagiert ebenfalls mit ¢mal (24) und ZO-1 (31). Podocin ist das
Genprodukt von NPHS2 und ebenfalls an der Schlitzbran exprimiert (21). Mutationen
dieses Gens verursachen ein autosomal-rezessieesidSresistentes nephrotisches Syndrom
(32) und eine fokal segmentale GlomeruloskleroseG§) (33;34). Podocin assoziiert mit
CD2AP und Nephrin ifipid rafts (14).

Z0O-1 ist ein typisches Protein an der zytoplasmhéa Seite voitight JunctionsEs war das
erste Protein, dessen Lokalisation an der intralZefin Seite der Schlitzmembran gezeigt
werden konnte. ZO-1 interagiert mit dem Aktin ZWekett und nimmt an Signalprozessen
Uber Tyrosinphosphorylierung teil (19). Eime vivo Unterbrechung der Nephl-Nephrin
Interaktion mit verschiedenen Antikdrpern bewirkbfinurie und reduziert die Nephl und
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Nephrin Proteinexpression. Eine Kombination der ilmper bewirkt aul3erdem eine
Reduktion der ZO-1 Expression (29).

Ein weiteres Schlusselprotein der Schlitzmembramdas 500 kDa grof3e Protein FAT, ein
Mitglied der Cadherin Superfamilie. FAT-defizient#duse zeigen Ful3fortsaEffacement
und Proteinurie, was auf eine wichtige Rolle beai Badung der Schlitzmembran hindeutet
(35).

P-Cadherin gehort ebenfalls zu den Cadherinen undl lvereits in den frihen Phasen der
glomerularen Entwicklung exprimiert (36). Es kolbgirt mit Nephrin und ZO-1 in der
spaten S-shaped body¥Entwicklungsphase und befindet sich in reifen Glarein der
Schlitzmembran (20).

Das Adaptermolekil CD2AP befindet sich auf deraméllularen Seite der Schlitzmembran.
In der Niere wird CD2AP vor allem von Podozyten mxpert. Ein Fehlen von CD2AP fluhrt
in Mausen zu massiver Proteinurie und zum Tod 5dEMgn nach der Geburt, was wieder
auf eine essentielle Rolle von CD2AP im Filtratiproezess hinweist (37). CD2AP bindet
direkt an andere Schlitzmembranproteine wie Nep(tif) und Podocin (14) und hat eine
Aktin-Bindungsdomane (38).
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Abbildung 3 Rasterelektronenmikroskopie von glomerléren Kapillaren der Ratte.

(A) Die Kapillaroberflache ist von stark verzweigt®odozyten (P) und ihren FuR3fortsatzen
bedeckt. Rattenniere in 6000 facher VergroRerund @isPavenstadt et a(10)).

(B) Schematische Zeichnung eines Podozyten mit kidkde der Schlitzmembran (Bild aus
Kerjaschki et al(39)).
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1.4 Das podozytare Zytoskelett

Die komplexe Struktur der Podozyten und die Auftedimltung der Ful3fortsatze erfordert
ein gut strukturiertes Zytoskelett. Das podozytdygoskelett kann in drei Kompartimente
unterteilt werden: 1. der Zellkdrper der Podozyethalt eine diinne Schicht kortikales Aktin
und das Mikrotubuli organisierende Zentrum naheKia®is; 2. die Primarfortsatze enthalten
Mikrotubuli und Intermediéarfilamente wie Vimentimd Desmin und 3. die interdigitierenden
FuRRfortsatze, die zwei Arten Aktin enthalten. Essdts parallele Aktinfilamente, die zentral
Uber dem Level der interzellularen Verbindungeratden und andererseits ein subkortikales
Aktinnetzwerk direkt an der interzellularen Verbimdy und an der apikalen und basalen
Plasmamembran (40-42).

Die Mikrofilamente der Ful¥fortsatze bilden schiefemige Blndel, die entlang der
Langsachse der FuRfortsatze verlaufen. Die Biegudggser Biindel liegen am Ubergang zu
den Primarfortsatzen und werden durch das Mikrditdssoziierte Proteint mit den
Mikrotubuli verbunden (43) (Abbildung 4).

A B Foot processes Major processes
with with
microfilaments microtubules

A

P Aebashibe

et

Abbildung 4 Das Zytoskelett von Podozyten Ful3fortdaen.

(A) Querschnitt durch eine glomeruléare Kapillarsohe. Die FulR3fortsatze (zum Teil quer
angeschnitten) bedecken die GBM und enthalten eikempletten Aktin-basierten
kontraktilen Apparat (in rot dargestellt). (B-D)igedas Zytoskelett detaillierter. (B) Blick
von oben auf die Primar- und Ful¥fortsatze. (C) Bclenes Fuldfortsatzes parallel (w-x
Linie) und (D) senkrecht (y-z Linie) zur LAngsachBée Aktin-Filamente (rot) enden in der
Basis der Ful¥fortsdtze. Am anderen Ende stehen dieesktem Kontakt zu den Mikrotubuli
(gran), die langs der Primarfortsatze verlaufens Makrotubuli-assoziierte Protein (blau)
vermittelt den Kontakt zwischen Mikrotubuli und dekktinfilamentbindeln (Bild aus
Pavenstadt et a(10)).
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Die Dynamik des Zytoskeletts spielt in vielen Psssn wie Zellteilung, Zellmigration,
interzellularerJunctionBildung, intrazellularer Transport und bei der Paghthaltung der
Zellpolaritat eine zentrale Rolle. In Podozyten dsts Zytoskelett besonders wahrend der
Entwicklung, bei der Aufrechterhaltung des gloméreh Filters und in pathologischen
Zustanden von besonderer Bedeutung (10). Wahrendlamerularen Entwicklung wandelt
sich die klassisch@&dherens Junctiomndifferenzierter Podozyten in eine hochspezetiisi
Junction die Schlitzmembran, um. Gleichzeitig bilden siache interdigitierenden
FuRRfortsatze mit den oben beschriebenen einzigartiktin Zytoskelett- und Mikrotubuli-
Strukturen (44).

Podozyten sind in vielen humanen glomerularen BRaagen, wie Minimal Change Disease
(MCD), Fokal segmentaler Glomerulosklerose (FSG&gmbrandser Glomerulopathie
(MGN), diabetischer Nephropathie (DN) und Lupus N (LN), betroffen (39;45).
Charakteristisch sind Veranderungen in der Strukiemr Schlitzmembran und Ful3fortsatz-
Effacementaufgrund von Verdnderungen des podozytaren Zyteisk€46). Das molekulare
Netzwerk der Ful3fortséatze besteht aus Aktinfilamenind Aktin-assoziierten Molekilen wie
Myosin, a-Actinin und Synaptopodin (39;47). In gesunden Rgten bilden die FulR3fortsatze
ein interdigitierendes Netzwerk mit benachbartef3fbrisatzen (Abbildung 5A und B). Die
dadurch enstandenen Filtrationsschlitze werden d&en Schlitzmembran, die die letzte
Barriere fur groBe Proteine bildet, Uberspannt .(4Bgi verschiedenen glomerularen
Erkrankungen kommt es zu einer Retraktion der s#dwen Ful3fortsatze. Dadurch
vereinfacht sich die Ful¥fortsatzstruktur und dasmade interdigitierende Muster geht
verloren Effacement Hierbei verdndert sich das Aktin Zytoskelett vgrarallelen
Aktinbindeln zu einem dichten Netzwerk aus kurzektiffilamenten (Abbildung 5C).
FuRfortsatZ=ffacementerfordert eine aktive Reorganisation der Aktinfiente (48). Diese
dynamischen und verschachtelten Prozesse geschsdterell und koénnen vollstandig
reversibel sein. Zum Beispiel konnen in Ratten Rgtdn Effacementihnliche
Veranderungen durch Protaminsulfat innerhalb Minutesgeldst und in wenigen Minuten
durch Heparansulfat-Perfusion wieder riickgangig aghmhwerden (49). Im Menschen kann
bei Steroid-sensitiver Minimal Change Disease, digftretende Proteinurie und das
PodozytenEffacementinnerhalb weniger Tage mit Glucocorticoid Theramellstandig
behandelt werden (50).

Die Dynamik des Aktin Zytoskeletts wird in Podoayteon einer Vielzahl unterschiedlicher

Molekule beeinflusst.
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Mutationen im Gen fur ACTN4, das alpha-actinin-4diest, sind mit der autosomal-
dominanten familiaren FSGS assoziiert (51). Es k®rivereits gezeigt werden, dass die
mutierte Form des Proteins starker an Aktin bindeas einen Einfluss auf die
Podozytenstruktur haben konnte (52). Eine Podozspezifische transgene Expression
dieser Mutante fuhrt in Mausen zu FSGS (53) undkuttivierten Podozyten zu einer
geringeren Zellausdehnung, eingeschrankter Bewsglit und zu einer geringeren Zahl

aktinreicher peripherer Auslaufer (54).

Abbildung 5 Aktin Zytoskelett in normalen und ,effaced" Podozyten.

(A) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einasdfortsatzes von dem sich mehrere
FuRRfortsdtze abzweigen. Das Zytoskelett der Pron&étze besteht haupséchlich aus
Mikrotubuli und Intermediarfilamenten. Die Fuldfd@tse enthalten Biundel paralleler
Aktinfilamente (Pfeile), die die benachbarten Futs@tze verbinden. (B) Hohere Auflosung
(x 65000). (C) Aufsicht auf normale (i) undeffaced (verschmolzene) (i)
PodozytenfulRfortsatze. In gesunden Podozyten igieeden die Ful¥fortsatze zweier
benachbarter Zellen. Die Aktinbiindel der benaclkemaRodozyten sind hier in gelb und rot
dargestellt und die Mikrotubuli der Primarfortsatae blau. Zwischen den effaced
Podozyten bildet sich eine meanderférmige Zellgeeaas, da die Ful3fortsadtze nicht mehr
ineinander greifen. Es bildet sich eine Zytoplasthaht, die mit unorganisierten, kurzen
Aktinfilamenten geflllt ist (grin) (Bild ausaul et al., 200155)).

Ein anderes Protein, das ebenfalls eine gro3e Rolidie Aufrechterhaltung des podozytaren
Aktin Zytoskeletts spielt, ist Synaptopodin. Syrgguidin  gehdrt zur Gruppe der
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prolinreichen Aktin-assoziierten Proteine, die tark dynamischen Zellkompartimenten, wie
zum Beispiel in der dentrischen Spindel im Gehideroden Podozytenful3fortsatzen in der
Niere vorkommen (56). Synaptopodin-defiziente Maugeigen Defizite in der
Synapsenbildung und einen Proteinverlust Uber den (37). Undifferenzierte Podozyten
exprimieren kein Synaptopodin und weisen ein katék Aktin Zytoskelett auf (57;58). Sie
zeigen nur eine geringe RhoA, aber eine starke Rawd Cdc42 Expression (59).
Differenzierte Podozyten hingegen zeigen gut erdglie Stressfasern, eine starke
Synaptopodin (57) und RhoA Expression (58kanumaet al. konnten zeigen, dass die
Ablation von Synaptopodin zu einer verminderten Riixpression und Aktivitat fihrt und
die Uberexpression zur Hochregulation von RhoA. é&yopodin bindet bevorzugt an die
GDP-gebundene Form von RhoA und verhindert durehkdmpetitive Bindung die Smurfl-
vermittelte Ubiquitinierung und somit den Abbau \RhoA (59).

Die kleinen Guanosin Triphosphatasen (GTPasen) ARax; und Cdc42 kontrollieren
Signalwege, die Membranrezeptoren mit dem Auf- Addbau des Aktin Zytoskeletts und
assoziierter Integrin Adhasionskomplexe verbinds)).(

Rho (drei Isoformen, RhoA, RhoB und RhoC), Raci(tkeformen, Racl, Rac2 und Rac?3)
und Cdc42 gehoren zur Familie der Rho GTPasen.ahdeGTPasen wechseln sie zwischen
einer inaktiven GDP-gebundenen Form und einer ektiGTP-gebundenen Form. Der
Wechsel zwischen den beiden Formen wird durch grafe Familie GEFs (Guanin-
Nukleotid Austauschfaktoren, engiuanine nucleotide exchange facjokentrolliert, die die
GDP/GTP Austauschrate erhdhen (61). Im Gegenzugegibuch eine grol3e Familie GTPase
aktivierender Proteine (GAPs), die die intrinsisdB&Pase Aktivitat der Rho GTPasen
steigern (62). Die kleinen GTPasen Rho, Rac und4d€dmeeinflussen Uber verschiedene
Signalwege die Bildung unterschiedlicher Aktinfilamte. Rho bewirkt die
Aktinpolymerisation durch die Aktivierung von mDiayelches die Elongation von
Aktinfilamenten fordert. Weiterhin aktiviert es dpl60Rho Kinase, die diklyosin light-
chain phosphatase@hosphoryliert und inaktiviert, was zu einem Aegtider Myosin I
Aktivitat fuhrt, die Aktinflamente vernetzt und Ktraktionskrafte generiert. Rac und Cdc42
aktivieren beide Uber unterschiedliche Wege der2 & actin-related protein 2/8Komplex,
der Aktinpolymerisation in allen eukaryotischen I€elvermittelt (63). Obwohl sowohl Rac
als auch Cdc42 den gleichen Komplex aktivieren,urgachen sie unterschiedliche
morphologische Strukturen. Die Rac Aktivierung tihur Bildung von Lamellipodien, die
von Cdc42 zur Bildung von Filopodien (60). Lametien und Filopodien sind die zwei

Haupttypen von Plasmamembranausstulpungen in siwkedenden Zellen (64). Die Funktion
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von Lamellipodien ist die Motilitat Uber glatte Gbiachen, Filopodien hingegen dienen der
Erkundung von extrazellularer Matrix und der Olimfle anderer Zellen. Der wesentliche
Unterschied zwischen diesen beiden Zellauslaufgraie Anordnung ihrer Aktinfilamente.

Lamellipodien enthalten ein verzweigtes Netzwerk Altinfilamenten, Filopodien hingegen
unverzweigte Bundel von Aktinfilamenten, die ax@hgeordnet, eng gepackt und von
einheitlicher Polaritat sind (65;66).

1.5 Polaritat in Podozyten

Polaritat ist ein gemeinsames Merkmal vieler Zplty und die Grundvoraussetzung flr die
Entwicklung vielzelliger Organismen. Die Polaritdér Zelle bezieht sich auf die meist
asymmetrische Anordnung verschiedener Zellbereichvde der Plasmamembran,
intrazellularer Organellen und des Zytoskeletts).(&ine Zelle muss immer optimal an die
jeweilige Umgebung und Funktion angepasst seined&hnn die Form und Polaritat von
Zellen sehr variabel sein.

Podozyten haben eine aufRergewohnliche Form undtiBankin der Filtrationsbarriere
nehmen sie die Rolle eines molekularen Siebes lerjnflussen aber auch benachbarte
Zelltypen innerhalb des Glomerulus durch sezemi&dktoren oder Signalprozesse an der
Schlitzmembran (10;68).

Wahrend der Entwicklung (Glomerulogenese) macht Bedozyt groRe Veranderungen
durch. In dercomma-shaped bodyhase sind die Podozyten-Vorlauferzellen noch &pika
miteinander verbunden. Wahrend der Reifung UbeBesbaped bodihase bis zucapillary
loop Phase wandert der apikale Verbindungsgurtel in tRich basale Seite, der apikale
Anteil der Zellen dehnt sich in den Raum der Bowrkapsel aus und an der basalen Seite
entstehen Zellauslaufer. Diese Translokation vokedpach basal erfordert viele sequentielle
Prozesse bis zum reifen Podozyten (69;70). Hierdedern sich die interzellularen
Verbindungen komplett in ihrer Zusammensetzung koign von einenTight und Adherens
Junctioréahnlichen Komplex zur Schlitzmembran (44).

Zellpolaritat erfordert eine koordinierte Interaktii verschiedener Signalmolekile. Zu diesen
Polaritatsmolekllen gehort dpartitioning defectiv PAR) Komplex, der Crumbs und der
Scribble Komplex. Polaritatskomplexe kooperieren dan kleinen GTPasen Rac, Rho und
Cdc42. Somit vermitteln sie den Vesikeltransporig dPhosphatidyl-Inositol-Phosphat-
Regulation und die Organisation von Mikrotubuli urdktin Zytoskelett (71-73). Die
Polaritatskomplexe befinden sich in unterschiedliciRegionen. In Epithelzellen bewirken

der PAR und der Crumbs Komplex apikale Polaritahmwgegen der Scribble Komplex an
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der basolateralen Zelloberflache agiert. Die ucteeslliche Verteilung der Komplexe geht
mit der asymmetrischen Organisation denctionseinher. Adherens Junctiongermitteln
Cadherin-basierende Zell-Zell Adhasionfight Junctions bilden eine interzellulare
Diffusionsbarriere (67). Die podozytare Schlitzmearbzeigt Eigenschaften vokdherens
und Tight Junctionsz. B. durch die Expression der Protermaula occludens-{ZO-1) und
P-Cadherin (19;20).

aPKC , .
Apical ;
Mammalian epithelial cells / A <—>§ <5 '

TJ

P
Belt-like AJ

Cortical
actin bundles

Abbildung 6 Zellpolaritéat und der Par3-aPKC-Par6 Komplex.

(A) Apikal-basale Polaritat in kultivierten Epitlzellen. Die roten Linien markieren den
aPKC Komplex, die blauen die Par-1 Verteilung (BalasSuzuki et al., 200674)). (B) Der
Par3-aPKC-Par6 Komplex ist einer der Hauptprotaimglexe anTight Junctions Die
Doppelpfeile markieren direkte Interaktionen (BaldsEbnet et al., 200875)).

In Epithelzellen befindet sich der PAR Komplex &ight Junctionsund reguliert dort die
apikobasolaterale Polaritat (73). Der Kern des R&dRplexes besteht aus aPKC und Par-6
zusammen mit dem Geristprotein Par-3 (AbbildundP@)-6 und Par-3 sind PDZ-Domanen-
haltige Adapter-Proteine, wobei Par-6 auch furAkéivitat von aPKC erforderlich ist (73).
Die Interaktion mit der GTP-gebundenen Form demmklle GTPasen Rac und Cdc42 bewirkt
eine Konformationsdnderung von Par-6 (76;77) ures diewirkt die Phosphorylierung und
Aktivierung von aPKC (78). Par-3 rekrutiert Par#6duaPKC an die Stellen, an denen ihre
Aktivitat erforderlich ist (67). Inzwischen gibt ggele Beweise daflr, dass der PAR Komplex
fur den Podozyten eine wichtige Rolle spielt. Esirke bereits gezeigt werden, dass die
Inhibition von aPKC in isolierten Glomeruli zu FoiRfsatzEffacemenund zum Verlust der
regularen Ful3fortsatz-Architektur fuhrt (79). Passdazu konnte der PAR Komplex als neue
Komponente der Schlitzmembran identifiziert werd&0). Die bereits langer bekannten
Komponenten der Schlitzmembran Nephrin und Nephddrn an die PDZ Domanen von Par-
3 und verankern den Komplex so an der Schlitzmemi#&xach aPKC wird tber Par-3 an den

Nephrin-Podocin-Nephl Komplex gebunden (79;80).
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1.6 Protein Kinase C Isoformen

Die Protein Kinase C (PKC) Familie besteht aus &@n®Threonin Kinasen, die an vielen
verschiedenen Signalwegen beteiligt sind. Sie hadiaen Einfluss auf viele G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren und andere Wachstumsfakb@magige Zellantworten (81;82).

1.6.1 Struktur der PKC Isoformen

Die PKC Isoformen teilen bestimmte strukturelle éimsitte (Abbildung 7). Sie enthalten
eine hoch konservierte katalytische Doméne, die Mativen besteht, die fir die
ATP/Substrat-Bindung und Katalyse notwendig sindl wegulatorische Doméanen, die das
Enzym in der inaktiven Konformation halten. Die ugorischen Doméanen befinden sich am
N-Terminus des Proteins und enthalten eine autoitanische Pseudosubstrat Doméane und
zwei Bindungsmodule C1 und C2. Die Pseudosubseaqué&hz enthalt ein Alanin anstatt der
Serin/Threonin Phosphoakzeptorstelle, ahnelt atresteinem PKC Substrat (83).

Die PKC Isoformen werden, basierend auf ihren goteedlichen regulatorischen Domanen,
in drei Unterfamilien eingeteilt. Zu desonventionalPKCs (cPKC) zahlen die Isoformen

Bl, Bl (eine Spleissvariante vdsl mit 43 zusatzlichen Aminosauren am N-Terminusj ¥n
Die regulatorischen Domanen der cPKCs enthaltea €ih Doméne, die als Diacylglycerol
(DAG)/ Phorbol 12-myristat 13-acetat (PMA)-bindead®lotiv fungiert und eine C2
Domaéne, die Calcium-abhangig anionische Phospldalipindet. Die C1 Doméne besteht aus
einer Tandemsequenz von 50 Aminosauren, C1A und, &dd& mit 6 Cysteinen und 2
Histidinen, die zwei Zf koordinieren. Dienovel PKCs (nPKC3, 6, €, ) haben auch zwei
C1 und eine C2 Domane, allerdings ist die Reihgefader Domanen anders als bei den
cPKCs. In der C2 Doméne der nPKCs fehlt auRerder@dieium-koordinierende saure Rest,
was den groRen Unterschied zwischen cPKC und nP&Gsnacht. Die nPKCs werden
Calcium-unabhéngig von DAG/PMA aktiviert. AtypisciiKCs (aPKCs{ und vA) haben
keine Calcium-sensitive C2 Domane, sie haben eymsehe C1 Domane (keine Tandem-
Sequenz), die PHoder Ceramide bindet, aber kein DAG oder PMA. Zlgdt haben sie
eine PB1 (Phox und Beml) Domane, die Protein-Rroligieraktionen mit anderen PB1-
enthaltenden Gerlstproteinen wie z. B. PARgarfitioning defective-p und MEK5S
vermittelt (84;85). Die Aktivitat der aPKCs wirdiprar durch Protein-Protein Interaktionen
und Phosphorylierung durgihosphoinositide-dependent kinas@”DK-1) reguliert.

Als eine 11. PKC-Isoform wird in manchen Publikaga die Serin/Threonin Kinase PKCu
(Protein Kinase D1, PKD) genannt, die dort unter nevel PKCs eingeordnet wird (86). Sie
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wird aber nur PKC-abhangig aktiviert und z&hlt migelbst zur PKC Familie. PKCu
unterscheidet sich in wesentlichen Strukturen ven gechten* PKC Isoformen: sie enthéalt
eine saure Domane (87), eine PH Doméane innerhaliedelatorischen Domane und keine

typische Pseudosubstratbindestelle (88).

Hinge
Regulatory Domain M Kinase Domain
| | 1
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Abbildung 7 Doméanen-Struktur der Protein Kinase C (PKC) Isoformen.

PKCs haben eine konservierte Kinase Domane (bladi)variablere regulatorische Domanen.
Alle PKC Isoformen haben ein Pseudosubstratmotiir(gN-terminal zur C1 Doméne (rot).

Tandem C1 Domanen sind die Sensoren fir DAG/PMAen cPKC und nPKC Isoformen,

die einzelne C1 Doméne in den aPKCs bindet kein [PAG\. Die C2 Domanen (gelb) sind

Calcium-abhangige Phospholipid-bindende Module ém dPKCs. Die nPKC C2 Domane
bindet kein Calcium. Variable Regionen der PKC dsofen sind grau dargestellt (Bild aus
Steinberg, 200833)).

1.6.2PKC Aktivierung und Lokalisation in Zellen

Initial wurde die Aktivierung von PKCs am Beispign PKGx durch eine Translokation in
die Membran beschrieben. PK®efindet sich normalerweise im Zytosol. Bei Akéiming
wird IP; generiert, wodurch intrazellulares Calcium freges wird, das an die C2-Domane
bindet und ihre Affinitat zur Membran erhdht. Anrddembran diffundiert PK@ innerhalb
der Lipiddoppelschicht und es kommt zu einer weitemteraktion der C1A-Domane mit
DAG. Bei dieser zweiten Interaktion spielt Phosphaserin (PS) eine wichtige Rolle, indem
es die intramolekulare Interaktion zwischen der €tAd C2-Doméne zerstort und somit die
C1A-Domane fur die Interaktion mit DAG freilegt (8®ie starke Bindung an die Membran
bewirkt eine Konformationsanderung, die die auttditbrische Pseudosubstrat Domane aus
der substratbindenden Tasche vertreibt und soneit Akitivierung ermdglicht (83). Die
Aktivierung besteht somit aus der Freisetzung desu@osubstrats aus der substratbindenden
Tasche und der nachfolgenden Phosphorylierung deasii-Doméne (90). Dieses Schema
der PKC Translokation erklart allerdings nicht @@mplexe Lokalisation der PKCs in den
Zellen. Zum Beispiel translokieren die cPKCs schneld transient nach Phospholipase C

(PLC)-vermittelter DAG Anreicherung zur Plasmameanbr In einigen Zellen mit
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biphasischer DAG Antwort werden Plg@ind PK@II Gber eine Art Autophosphorylierung
von der Membran freigelassen (91). Sie akkumulietenn perinukledr in Endosomen, die
die kleine GTPase Rabl1 enthalten (92). Dies gekthiurch einen Phospholipase D (PLD)
abhangigen Prozess, in dem Phosphatidsaure (PA, mragphatidic aciyl entsteht, die in
DAG umgewandelt wird (93). PKC Isoformen translokie auch in bestimmte
Membrankompartimente wiépid rafts oder Caveolae (94). Caveolae sind Sphingolipid-
/Cholesterol-angereicherte  Detergenz-resistente WManen, die Plasmamembran-
einstilpungen in Caveolin-exprimierenden Zellemldnl. Ceramid ist ein weiteres Lipid, das
PKCa und PK@II Signale inhibitorisch an perinuklearen Membrameguliert (95). Ceramid
ist eines der Lipide idipid rafts oder Caveolae. Die Ansammlung von Ceramid an der
Plasmamembran ist durch PB@eguliert (96). Die Ceramid-Ansammlung fuhrt wiaed®a

zur Rekrutierung und Aktivierung von PKCdurch Dissoziation von PKE14-3-3
Komplexen (97).

1.6.3Atypische PKCs

Die Untergruppe der atypischen PKCs besteht ausstéormen PK@&/i, wobeii die murine
und1 die humane Isoform darstellt, und PK@®as Besondere an den aPKCs ist, dass sie kein
DAG zur Aktivierung bendtigen. Sie kénnen durch emedLipide wie z. B. Ceramid (97) oder
Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphat (PIP3), Birodukt der Phosphatidylinositol-3-kinase
(PI3K) aktiviert werden (98). Die aPKCs spielen esiwichtige Rolle in Prozessen wie
Proliferation (99), Differenzierung (100), Polatit&79), Glucose-Transport (101) und
Zelliberleben (102).

Die Zinkfingerdoménen (C1) der aPKCs sind zu 35-48% denen der anderen PKC
Isoformen identisch. Die Zinkfingerdoméanen von RK@hd PKQ/it sind untereinander zu
74 % identisch (103). Als Substrate dienen den aPHKiCht nur zytosolische, sondern auch
nukleare Proteine. Ein Beispiel ist der Transkopsifaktor Sp-1, mit dem PKCeinen
Komplex bildet und das Protein an der DNA-Bindur@sdne phosphoryliert (104). PKC
und auch PK®&h konnten beide bereits nuklear detektiert werdenrcB verschiedene
Stimulantien konnte eine Translokation zwischenrkiand Zytosol beobachtet werden. RKC
wandert in PC12 Zellen nach NGF (engérve growth factgr Stimulation transient in den
Kern (100), PK@/ konnte auch in ruhenden HepG2 Zellen bereits itogh und Kern
detektiert werden. Nach Stimulation mit PDGF (erRJatelet derived growth factproder
EGF (engl.epidermal growth factgrtranslokiert PK@/1 ins Zytoplasma und in kompaktere
Strukturen des Kerns (105). Proteine, die groRer4@60 kDa sind, kdnnen nicht durch
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passive Diffusion durch die Kernporen in den Keetaggen (106). Um schnell in den Kern
zu gelangen, bendtigen Proteine konservierte Kkatikationssignale (NLSs, engluclear
localization signaly die trimere NLS-importire-importin B Komplexe bilden kénnen, was
eine schnelle Translokation in den Kern bewirkt7l@der sie missen mit einem Protein
interagieren, das ein NLS enthalt, um mit dieseotdin zusammen in den Kern transportiert
zu werden. Im Gegensatz dazu gibt es auch kurzeih-eeiche Kernexportsignale (NESs,
engl. nuclear export signajsin vielen Proteinen. Fur PKQund PKQ/t konnte jeweils ein
NLS und ein NES identifiziert werdeReranderet al. konnten ein Cluster aus vier basischen
Aminosauren im N-terminalen Teil der Zinkfingerdamedder beiden Proteine identifizieren
(KRF/LNRR), welches es in den klassischen und neuen Isoformeht gibt. Diese an der
Oberflache liegenden Aminosauren bilden das NLS3)1M®PKCJ/1 befindet sich in
unbehandelten Zellen meist hauptséchlich im Zytasal nur zu einem kleinen Teil im Kern.
Nach Leptomycin B Behandlung, wobei der CRM1-ablgengiransport aus dem Kern
verhindert wird, akkumuliert PKIZi im Kern. Dies machte deutlich, dass P&GCein NES
besitzt. Interessanterweise akkummuliert RK@ch Leptomycin B Behandlung nicht so stark
im Kern, was zeigt, dass das NES von RKGirker ist als das NLS. In PKC ist das NLS
starker als das NES, so dass der Kernimport wederdffektiver ist. Insgesamt wird die
Starke der NLSs und NESs wahrscheinlich durch nmdtekulare Interaktionen reguliert
(103).

Die Funktion der aPKCs wurde auch bereits in Mawsgten untersucht. Die PKC
Knockout Mause werden scheinbar gesund geboret, ceac2 Wochen zeigen sie jedoch
Veranderungen in den sekundaren lymphatischen @ngé&teyer’s patchesind Milz). In
genaueren Untersuchungen konnte gezeigt werders, das Fehlen von PKCin den
Embryonischen Fibroblasten (EFs) zu einer StoruegyNIF«xB Signalweges fuhrt (108). Im
Gegensatz dazu fihrt der totale PiKnockout schon im Embryo zum Tode (101). Daher
wurden Leber-spezifische (109), Pankr@aZell-spezifische (110) und Muskel-spezifische
PKCMu Knockout Mause (101) generiert. Hierbei wurde Gas-loxP System verwendet. Es
wurden jeweils Mause gezichtet, in denen RK&on zwei loxP Sequenzen flankiert ist und
diese mit Tieren gekreuzt, die die Cre Rekombinaséer Kontrolle eines Gewebe-
spezifischen Proteins exprimieren. So konnte RK8pezifisch in der Leber, im Pankreas
oder im Muskel deletiert werden. Alle drei spezfien Deletionen beeinflussten die Insulin-
Sensitivitat oder -Sekretion in den untersuchtelityfen.

Fur beide aPKCs konnten bereits viele zellularen8igege und Funktionen identifiziert

werden (111). aPKCs sind in verschiedenen ZelletienMitogen-aktivierte Protein Kinase



Einleitung 31

(MAPK) Kaskade involviert. In Schilddriisenzellentiglert Gberexprimiertes aktives PKC
ERK1 und ERK2, was eine PK&nockdownPKC(-kd) Mutante nicht bewirkt (112). PKC
ist auBerdem an der NEB Aktivierung Uber die Signaltransduktion von TiNEnd IL-1
beteiligt. Der PKGC-kn blockiert die NFR<B Antwort auf diese Stimuli (113;114). Die
Bindung an diese Rezeptor-Signalkomplexe geschiosht PKQ und PKG/1 Uber das
Adapterprotein ZIP/p62zgta-interacting protein/ human 62-kDa Lck-bindprgtein) (113).
Als Teil des Par3-aPKC-Par6 Komplexes spielen d&Gs eine wichtige Rolle in der
Zellpolaritat (siehe 1.5), z. B. bei der Bildungnvd@ight Junctionsoder im Falle der
Podozyten bei der Bildung der Schlitzmembran (79).

1.7 Def-6 und Swap-70

Def-6 (Differentially expressed in FDCP6auch als SLAT Qwap70-like adaptor of T-ce)ls
oder IBP (RF-4-binding proteinpezeichnet, wurde in einer Yeast 2-Hybrid Analgsedem
Vorhaben IRF-4-bindende Proteine zu identifizierams humaner Lymphknoten cDNA
kloniert. Das Protein enthalt 631 Aminoséuren uatddin kalkuliertes Molekulargewicht von
74 kD. Die Aminosauresequenz ist zu 92 % mit seifMaushomolog und zu 45 % mit
Swap-70 $witch-associated protein YOidentisch (115). Swap-70 besteht aus 585
Aminosauren. Das 70 kD grofR3e Protein wurde urspidingus aktivierten B-Zellen als Tell
eines Komplexes isoliert, der den Isotypenwecheal mnmunglobulinketten reguliert (116).
Def-6 und Swap-70 besitzen eine sehr ahnliche &trukit jeweils einem N-terminalen EF-
Hand Motiv, einer zentralen Pleckstrin Homologiéd{FDoméane und einer C-terminalen
helikalen DBL Homologie (DHL) Region. Die Def-6 Semz enthalt eine potentielle NLS
(Aminosauren K328-R340) (115) und Swap-70 drei NEgg§juenzen (siehe Abbildung 8). Die
NLS Sequenzen lassen vermuten, dass diese Prot@amebestimmten Stimulationen fahig
sind, in den Kern zu wandern (117).

Def-6 und Swap-70 agieren beide als GEFs fur cdkl GTPase Racl, was zur Aktivierung
von Racl fuhrt (118;119). Jedoch sind beide Pretkéine typischen GEFs, da die klassische
Anordnung der DHL und PH Domanen in ihnen umgekeésirt Def-6 existiert in zwei
Konformationen. Normalerweise wird Def-6 durch eingamolekulare Wechselwirkung in
einer geschlossenen Konformation gehalten und &E @ktivitat dadurch verhindert. Eine
Phosphorylierung des Tyrosinrestes Y210 durch &neKinase und eine Bindung an
Zellmembran-assoziiertes RIRerstort die intramolekulare Interaktion und aletit’ die GEF
Funktion (118).
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Def-6 und Swap-70 interagieren beide mit dem z@splatischen Teil der IntegrinkettéA,
die spezifisch in Muskelzellen exprimiert wird. Digteraktion von Def-6 mit Integria7A
wird durch die Phosphorylierung von Def-6 verhindem Gegenzug wird so die GEF
Aktivitat stimuliert. Eine Uberexpression von Defihrt in C2C12 Myoblasten zu erhéhten

Racl-GTP Leveln und dadurch zu einer gestortereiiffzierung (120).
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Abbildung 8 Doméanenstruktur von Def-6 und Swap-70.

Def-6 und Swap-70 enthalten eine sehr ahnliche Demstruktur mit einem EF-Hand Motiv,
einer Pleckstrin Homologie Doméane (PH) und einei.DHBbmologie Region (DHL). NLS
Sequenzen sind mit einem Pfeil markiert. Die Numméber den Strukturen geben die
Aminosaurepositionen im Protein wieder.

Die Lokalisation von ektop exprimiertem Def-6 wurdereits in NIH-3T3, HeLa und C2C12
Zellen untersucht. In allen Zelltypen war das Hrotsn den Réandern von Lamellipodien und
an Fokalkontakten lokalisiert (120).

Def-6 und Swap-70 scheinen beide noch zusatzlicim&tionen aul3er der Funktion als GEF
zu haben. Beide aktivieren nicht nur Racl, sontiérden auch an das aktivierte Racl (121).
Def-6 agiertupstreamvon Racl, Cdc42 und RhoA und wird Uber den PI3gn&liweg
aktiviert, was in NIH 3T3 Zellen zur Bildung von taellipodien und Filopodien fuhrt (122).
Mavrakis et al.konnten zusatzlich zeigen, dass eine UberexpressionDef-6 in HO,
gestressten NIH-3T3 Zellen zu starken Veranderungester Zellmorphologie fihrt. Def-6
reichert sich hier an der Plasmamembramé@mbrane rufflesind Filopodien an. Diese durch
Def-6 verursachten Veranderungen im Aktin Zytoskedend Kennzeichen von Racl, Cdc42
und Rho GTPase Aktivitat (122). Swap-70 bindet ad€m an F-Aktin und ist durch diese
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Bindung ebenfalls an der Bildung von Membrananhdgém (,membrane rufflé$ nach
Wachstumsfaktorstimulation beteiligt (123).

Def-6 und Swap-70 werden beide sehr stark in B- Windellen exprimiert. Funktionell
konnte bereits gezeigt werden, dass eine Aktivigrdies T-Zell-Rezeptors zur Rekrutierung
von Def-6 an die immunologische Synapse fuhrt (118)

Es gibt zwar bereits Knockout Modelle fiir Def-6 usaap-70 in der Maus, jedoch wurden in
diesen Modellen vor allem Lymphozyten-spezifischenk&ionen untersucht (124-126). Es
konnte unter anderem gezeigt werden, dass DefésRafle bei der Signalweiterleitung Gber
den T-Zell Rezeptor und bei der Reifung von Th2etekpielt (127). Im Knockout Modell
wurde aul3erdem gezeigt, dass der Verlust von Daf-@iner spontanen Entwicklung von
systemischer Autoimmunitat fihrt (126). Untersuapemzu Def-6 und Swap-70 in der Niere
gibt es bisher nicht.

1.8 Puromycin aminonukleosid (PAN) Nephrose

Das Puromycin aminonukleosid (PAN)-induzierte Negler Modell ist bisher eines der am
besten beschriebenen Tiermodelle fiir ein nephr@scSyndrom, aus dem sich FSGS
entwickelt (128). In der Ratte findet man nach PAMNektion in den glomerularen
Epithelzellen typische Veranderungen, die mit deniMal Change Disease im Menschen
assoziiert sind (129). Die Ratten entwickeln schd® Tage nach einer einmaligen
intraperitonealen PAN Injektion eine schwere Pratge (130). Die Anzahl der Ful¥fortsatze
und Filtrationsschlitze ist deutlich reduziert ued bilden sich neudunctionszwischen
benachbarten Ful3fortsadtzen an den Stellen, woesggntlich die Schlitzmembran befinden
sollte. Die Schlitzmembranen, die normalerweiseeldiriiber der Basalmembran liegen,
befinden sich nun weiter oben uber den neugebitdetenctions (131). Ahnliche
Veranderungen an den Fuf¥fortsadtzen und Filtratobisgen konnten auch nach Perfusion
der Rattenniere mit dem Polykation ProtaminsulR$) beobachtet werden (49). Es konnte
gezeigt werden, dass dieser Prozess eine Umvegeties Aktin Zytoskeletts und eine
veranderte Regulation Zytoskelett-assoziierter ¢tnet wie zum Beispiel Nephrin und
Podocin, beinhaltet (132). Die glomerularen PraeiDendrin und Nephrin zeigen
normalerweise ein lineares Muster entlang der HKagithlingen. Nach PAN Behandlung
wird dieses Muster unterbrochen und scheint etaarugér (133).

In vitro Studien zeigen, dass PAN zu einer Abrundung detoBgden und zu einer
verminderten Adhasion an Plastik fihrt (134). Intikierten undifferenzierten Podozyten

verursacht eine PAN Stimulation eine vermindertetéinexpression mehrerer Proteine des
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Zytoskeletts wie Aktin, Vimentin, Keratifs-Tubulin, Laminin und Heparansuflat. Au3erdem
fuhrt es zu einem Verlust der Integrigii-haltigen Fokalkontakte. Diese verminderten
Proteinlevel sind dabei keine Folge einer allgemeiReduktion der Proteinsynthese (135).
PAN vermindert auch die mRNA und Proteinexpression Integrina3 und Integrinfl, die
die Adhasion an die extrazellulare Matrix vermittelDies koénnte ein Grund fur die
verminderte Adhéasion der Podozyten sein (136). Addsa konnte bereits gezeigt werden,
dass PAN in Podozyten zu Veranderungen des Aktitoskgletts und einem Verlust der
Synaptopodin Expression fihrt (137).

1.9Zielsetzung

Podozytare Schadigungen sind die Hauptursache gklmerularer Nierenerkrankungen, die
im fortgeschrittenen Stadium zu Nierenversagen eiihkénnen. Die in Podozyten
exprimierten aPKC Isoformen PREG und PKC haben in vielen Zellen unterschiedliche
Funktionen. Sie &hneln sich strukturell sehr staml unterscheiden sich von allen anderen
PKC Isoformen durch den Mechanismus ihrer Aktiviekeit. Ziel dieser Studie ist es, die
Rolle von PKG/1 und PKC in Podozyten genauer zu untersuchen und Gemeirsmkind
Unterschiede zwischen den beiden Isoformen heradseiten.

Zu diesem Zweck wurde ein Podoyzten-spezifischesCNHAK Knockout Mausmodell
entwickelt. Aus den Podozyten-spezifischen RK&nockout und aus konstitutiven PKC
Knockout Mausen wurden Podozyten isoliert und kidti. Diese Modellsysteme standen in
den weiteren Untersuchungen fur alle anfallendeg&stellungen zur Verfliigung.

In denin vivo undin vitro Experimenten soll vorrangig der Einfluss der aPkGformen
PKCMv und PKE auf die Zellpolaritat, Podozytenarchitektur, Zusaemsetzung der
Schlitzmembran und das Aktin Zytoskelett unterswatriden.

Das Hauptziel der Untersuchungen ist es, aPKC BpeslinMechanismen von
Podozytenfunktionsstorungen zu identifizieren undodghche neue Zielgene fur
Behandlungsstrategien zu identifizieren.



Material

35

2 Material

2.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurdsofern nicht anders gekennzeichnet,

von den Chemikalienherstellern Roth (Karlsruhe, tBehiand),

Merck (Darmstadt,

Deutschland), J.T. Baker (Deventer, Niederland&y &ligma-Aldrich (Seelze, Deutschland)

bezogen.

2.2 Oligonukleotide (Primer)

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfesd Programms Primer 3 erstellt und
durch die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, tBehiand) synthetisiert.

Tabelle 1 Verwendete Primer fir rt-PCR.

Gen Vorwarts-Primer (5°-3") Ruckwartsprimer (5-37)

HPRT -1 CAG TCC CAG CGT CGT GAT TA AGC AAG TCT TTRGT CCT GTC
Integrin 1 CTG GTC CAT GTC TAG CGT CA CTCCTG TGC ACACGTIGTT
FAK CACATG CAGTCT CTG TGT CAG| GGT GTATGT GTCTTCTC ATC G
Vinculin ACC TGC AGA CCAAAACCAAC | AGCTGG TCT ACACGG TCA CA
Def-6 CAC CAACGT GAAACACTGGA | TGG TGG TGG GTC GCT TAT
Swap-70 AGG CCC TGG AGC AGT ATG A TTGTCCTTC CAG CTC TTGIG
RhoA TCCTGG TTG GGA ACAAGAAG |GCCTTCTTCAGG TTT TAC CG
Racl CTG ACT CCC ATC ACC TAC CC CTT GAG TCC TCG CTG TG&IA
WT-1 ATC TGA AGACCCACACCAGG | ATCTGAAGA CCCACAKCAGG

Synaptopodin

GGC CCATCCTCT ATCCTGTA

GAC CAA AGATT CAG CCT CG

2.3 Antikorper

Folgende Primarantikoérper (Tabelle 2) und Sekundé&@per (Tabelle 3 und Tabelle 4)

wurden fir die Immunfluoreszenzfarbungen und Waestglot Analysen verwendet. Das

Molekulargewicht ist nur bei Antikbrpern genannt on Western Blot verwendet wurden.
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Tabelle 2 Verwendete Primarantikdrper fur Immunfluoreszenzfarbungen oder Western Blot Analysen.

Primarantikorper | Molekular- | Verdlinnung Hersteller
gewicht
(kDa)

PKC M rabbit IF: 1:100 in PBS PD Dr. Michael Leitges,
Universitat Oslo, Norwegen

Nidogen rat IF: 1:1000 in PBS Chemicon, Temedlla,
USA

Nephrin guinea pig IF: 1:200 in PBS Acris, Herford, Deutschland

polyclonal

Nephrin (H-300) 180 WAB: 1:500 in 2% BSA/TBST Sa@taiz Biotechnologies
Santa Cruz, CA, USA

Podocin IF: 1:200 in PBS Sigma, St. Louis, MO; USA

Rabbit polyclonal

Z0-1 IF: 1:200 in PBS Invitrogen, Carlsbad, CA,

Rabbit polyclonal USA

Par3 IF: 1:200 in PBS Upstate Biotechnology,

Rabbit polyclonal Lake Placid, NY, USA

CD2AP (H-290) 80 WAB: 1:1000 in 2% Santa Cruz Biotechnologies

Rabbit polyclonal BSA/TBST

GAPDH (FL-335) | 37 WAB: 1:1000 in 2% Santa Cruz Biotechnologies

Rabbit polyclonal BSA/TBST

WT-1 (C-19) 52 WAB: 1:1000 in 2% Santa Cruz Biotechnologies

Rabbit polyclonal BSA/TBST

IF: 1:50 in PBS

Synaptopodin IF: unverdiinnt Progen, Heidelberg,

G1D4 Deutschland

Mouse monoclonal

RhoA 23 WB: 1:500 in TBST Cytoskeleton, Denver, CQ,

Mouse monoclonal USA

Racl 21 WB: 1:500 in TBST Cytoskeleton

Mouse monoclonal

Cdc42 21 WB: 1:250 in TBST Cytoskeleton

Mouse monoclonal
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Def-6 74
Polyclonal Rabbit

WAB: 1:6000 in 2%
BSA/TBST

Dr. Thomas Samson
(Universitat North Carolina,

antiserum USA)

Swap-70 70 WAB: 1:1000 in 2% Sigma-Aldrich

Rabbit affinity BSA/TBST

purified

GFP 27 WAB: 1:1000 in 2% Cell Signaling Technolody
Rabbit polyclonal BSA/TBST

OctA-Probe (D-8) | 8 AS WB: 1:1000 in 2% Santa Cruz Biotechnologies
rabbit polyclonal BSA/TBST

(Flag)

Vinculin (H-300) 117
Rabbit polyclonal

WB: 1:1000 in 2%
BSA/TBST

Santa Cruz Biotechnologies

Vinculin-FITC IF: 1:50 (2h, RT) Sigma-Aldrich
Mouse monoclonal
Clone hVIN-1
Purified mouse 130 WAB: 1:1000 in 2% BD Transduction
anti-CD29 BSA/TBST Laboratorie§"
(IntegrinBl)
Phospho-FAK 125 WAB: 1:1000 in 2% Cell Signaling Technolody
(Tyr576/577) BSA/TBST
Rabbit polyclonal
Alexa-Fluof’546 IF: 1:100 in PBS Invitrogen
Phalloidin
Tabelle 3 Verwendete Sekundarantikdrper fir WesternBlot Analysen.

Sekundarantikérper Verdinnung Hersteller

Goat anti-rabbit IgG-HRP

1:20000 in TBST

Santa Biatechnologies

Goat anti-mouse IgG-HRH

D

1:20000 in TBST

Santa @iorechnologies
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Tabelle 4 Verwendete Sekundarantikorper fur Immunfluoreszenzfarbungen.

Sekundarantikdrper Verdinnung | Hersteller
Cy3-conjugated AffiniPure Donkey anti | 1:500 in PBS | Jackson Immuno Researg
mouse IgG (H+L)
Cy3-conjugated AffiniPure Donkey anti | 1:500 in PBS | Jackson Immuno Researc
rabbit 1IgG (H+L)
Fluorescein (FITC)- conjugated 1:500 in PBS | Jackson Immuno Researg
AffiniPure Donkey anti rabbit IgG (H+L)
Alexa-Fluor 488 goat anti-guinea pig IgG  1:500 BSP | Invitrogen
Alexa-Fluor 555 goat anti-rat IgG 1:500 in PB$  tregen
Alexa-Fluor 555 donkey anti-rabbit IgG 1:500 in PBSInvitrogen
Alexa-Fluor 488 donkey anti-rabbit 1IgG 1:500 in PBSInvitrogen
Alexa-Fluor 555 donkey anti-mouse IgG 1:500 in PBSnvitrogen
Alexa-Fluor 488 donkey anti-mouse 1gG 1:500 in PBSnvitrogen

2.4 Plasmide

h

h

h

Folgende Plasmide wurden fir transiente Transfe&toin Podozyten oder HEK293 Zellen

verwendet.

Tabelle 5 Verwendete Plasmide.

Protein Plasmid Herkunft
PKCM-flag PKQ\/1 (Maus) in pcDNAG6-flag| Prof. Tobias Huber, Unive#si
Freiburg, Deutschland
PKC(-flag PKC (Maus) in pcDNAG6-flag | Prof. Tobias Huber, Unive#si
Freiburg, Deutschland
PKCM-GFP PKGQG/tin pGFP3 Prof. Jae-Won Soh, Inha Universitat,
Korea
PKCL-GFP PKC in pGFP3 Prof. Jae-Won Soh, Inha Universitat,
Korea
Def-6 FL-GFP Def-6 FL (bp 1-2015) in Prof. Fred Sablitzky, Universitat
pPEGFP-C2 (Kpnl/Apal) Nottingham, UK
Def-6 DHL-GFP | Def-6 DHL (bp 1066-1934) in | Prof. Fred Sablitzky, Universitat
pPpEGFP-C3 (EcoRI/Apal) Nottingham, UK
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Swap-70 FL-GFP| Swap-70 FL in pEGFP-C1 Ph.D. Saybam, Universitat
Tokio, Japan

Swap-70 PH-GFP| Swap-70 PH in pEGFP-C1 Ph.D. Saljaa, Universitat
Tokio, Japan

CD2AP-GFP CD2AP in pEGFP-N1 PD Dr. Tobias Huberivigrsitat
Freiburg, Deutschland

Flag p3XFLAG-CMV-14 Sigma-Aldrich

2.5Zellen

2.5.1Murine Podozyten

Alle hier verwendeten Podozyten wurden aus trarmgédmmorto-M&ausen isoliert, die das
Gen fur ein thermolabiles Tumorantigen tragen, &ddvom Simian Virus 40 (SV40)
temperatur-sensitiven Mutantenstamm tsA58. Diesmdnomaus tragt auf3er dem SV40
large tumor antige{TAg) zusétzlich den HaupthistokompatibilitatskdexpH-2K® Klasse |
Promotor in sich, der durch Interferon aktiviertravi Zellen von dieser Immortomaus
proliferieren nur bei 33 °C und in Gegenwart yelmterferon ¢-INF). Durch die Zugabe von
v-INF wird der H-2K Promotor aktiviert und die Expression des Immanitgins ausgelost.
Bei einer Temperaturanderung zu 37 °C oltiBlF beginnen die Zellen zu differenzieren
und stellen ihre Proliferation ein, da die Synthekss Immortoproteins gestoppt und

vorhandenes Protein innerhalb kurzer Zeit abgelvadt(138).

2.5.2HEK?293 Zellen

HEK293 Human embryonic kidngysind menschliche embryonale Nierenzellen, die mit
DNA-Teilen des menschlichen Adenovirus 5 transfemniwurden (139). Aufgrund ihres
adharenten Wachstums und der leichten Transfizieebawerden HEK-Zellen gerne als
Modellorganismus verwendet. Dabei stehen nichtGharakteristika der Zellen an sich im
Vordergrund, sondern das Verhalten der experimesitejebrachten Bestandteile (Plasmide)

in z. B. Co-Immunprazipitationen.
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3 Methoden

3.1 Tierexperimentelle Arbeiten
3.1.1Mausstamme

PKCM flox:

Nomenklatur: B6,129-Prkg(CMv-crelLei

Das Exon mit den Nucleotiden 110-233 im Gen fur RKa@irde von zwei loxP Sequenzen
flankiert, so dass dieses essentielle Exon von ®PKdrch das Hinzufligen einer Cre
Rekombinase entfernt werden kann. C57BL/6 und 12 ®lintergrund (140).

Podocin Cre:
Nomenklatur: B6,SJ|__-|<aPHsz-cre)
Eine Kassette, die die Cre Rekombinase kodiertde/wmnter die Kontrolle des NPHS2

(Podocin) Promotors gestellt und das Konstrukime éauslinie integriert (141).

Immorto:

Nomenklatur: C57BL/6-TiG"40sA%8TAs

In das Genom der Immorto-Mause wurde die Promogoresgz und der Transkriptionsstart
des Haupthistokompatibilitatskomplexes H2#asse | (MHC) Gens integriert. Daran wurde
die Sequenz des thermolabilen Tumorantigens Sedge tumor antigenTAg), das vom
Simian Virus 40 (SV40) temperatur-sensitiven Mugaistamm tsA58 kodiert wird, gekoppelt
(142).

PKCC-/-:

Nomenklatur:129S2-PrkcZ™

Das Gen fur PKC wurde durch homologe Rekombination inaktiviertdam eine f3-
galactosidase/neomycin Kassette (Lacneo) in digekedde Sequenz eingefligt wurde, die
die transkriptionelle Organisation des PKIbkus zerstort. 129/SV Hintergrund (108).

CD2AP-/-:

Nomenklatur: Cd2dp**"®129SvJ

In den CD2AP-/- Mausen wurde das Exon, das die &R Homology 3 (SH3) Domane
von CD2AP kodiert, durch ein Neomycin Resistenz @¢8a0O) ersetzt (37).
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3.1.2Haltung

Alle Tiere wurden im zentralen Tierlabor der Medischen Hochschule Hannover unter
spezifischen pathogenfreien Bedingungen bei 21 rf@inem regelmafigen 12-stiindigen
Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten und geziichtet. Dierdierhielten Standardfutter mit freiem

Zugang zu Leitungswasser.

3.1.3Genotypisierung aus Schwanzspitzen-Biopsien

Zur Genotypisierung der Mause wurde genomische NA Schwanzspitzen-Biopsien der
Tiere gewonnen. Dazu wurden die Proben mit 400xtaktionspuffer und 10 ul Proteinase
K (Bioline, Luckenwalde, Deutschland) versetzt urmer Nacht bei 55 °C und 1000 U/min
geschattelt. Am nachsten Tag wurden die Probenrblrai RT stehen gelassen, 50 pl des
Uberstandes in ein neues GefaR pipettiert, diese§0nul Isopropanol versetzt und durch
leichtes Schitteln die DNA ausgefallt. Durch Zdogiation fur 10 min bei 10000 rpm wurde
die DNA abzentrifugiert. Das DNA Pellet wurde midGtpl TE-Puffer versetzt und durch
erneutes Schutteln Uber Nacht bei 55 °C und 100@QirUivieder gel6st. Die so isolierte

genomische DNA wurde fir die Genotypisierungs-PE&svendet.

Extraktionspuffer: TE (Tris-EDTA)-Puffer:
100 ml 1M Tris pH 8,0 10 mM Tris (1,21 g/l)
50 ml 0,5 M EDTA 1 mM EDTA (0,372 g/l)
10 ml 5 M NacCl pH 7,5 einstellen,

25 ml 20% SDS auf 1 | mit bd® auffillen
315 ml bdHO

3.1.40rganentnahme

100 % Avertin: Avertin Gebrauchsldsung:

10 ml 2-Methyl-2-Butanol 31,3 pl 100 % Avertin

10 g Tribromoethanol 1,218 ml InfusionslésungBzPBS)
bei 4 °C dunkel lagern 24 h bei 37 °C schdatteln,

bei RT max. 1 Woche dunkel lagerbar

0,4 M Sdrensenpuffer:

Stammlosung A: 0,4 M KEPOy (27,22 g auf 500 ml bdiD)
Stammldsung B: 0,4 M NRIPO, x 2H,0O (71,2 g auf 1000 ml bdid®)
Arbeitslosung: 1 Teil Lo6sung A + 4 Teile Lésungs] 7,38
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0,26 M Sorensenpuffer:
65 ml Stammldsung A + 260 ml Stammldsung B, auf ®0onit bdHO auffillen.

Vor der Organentnahme wurden alle Tiere mit Ave@iebrauchslésung betaubt (100 ul/10 g
Mausgewicht). Nach Offnung des Thorax folgte diefi®son der Organe mit PBS, um das
Blut aus den Organen zu spulen. Dazu wurde ein& 2Nadel in die linke Herzkammer
eingefuhrt und mindestens 10-20 ml PBS (je nacHi&ter Maus) mit leichtem Druck durch
die Organe gespult. Zum Abfluss des Blutes wurde Ldiber vorher angeschnitten. Nach
erfolgreicher Perfusion wurden die Organe prapartezi Bedarf mit einer Klinge halbiert
und je nach Fragestellung weiterbehandelt.

Organe fur Gefrierschnitte wurden fir wenige Mimute -35 bis -40 °C kaltes Methylbutan
(auf Trockeneis gekuhlt) gelegt, anschlieRend iisdigem N gefroren und bei -80 °C
gelagert. Organe fur Paraffinschnitte wurden in 4P&raformaldehyd (PFA) in 0,13 M
Sorensenpuffer bei 4 °C fixiert. Nach zwei Tageriolgte ein Wechsel auf reinen
Sorensenpuffer, der nach weiteren zwei Tagen nochat gewechselt wurde. AnschlielRend
erfolgte die Einbettung in Paraffin. Organe fur RiN&lationen wurden einen Tag in RNA-
late® L6sung (Ambion Inc, Austin, Texas) bei 4 °C gelagmd dann bei -20 °C eingefroren.
Organe fur Western-Blot Analysen wurden direkt lim$igem N gefroren und bei -80 °C

gelagert.

3.1.5Anfertigung von Gefrier- und Paraffingewebeschnitte

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurden die rgeenen Organe in Tissue-Tek O.C.T.
Compound auf dem Schneideblock fixiert. Anschlief3amirden 6 um Schnitte am Kryotom

Leica CM3050S angefertigt und bei RT tber Nachtogpéhet. Am n&chsten Tag wurden die
Schnitte 10 min in eiskaltem Aceton bei -20 °Cdixiund danach getrocknet. Zur Lagerung
wurden die Schnitte bei -20 °C aufbewabhrt.

Die Organe fur Paraffinschnitte wurden vor der Eitbng in Paraffin zunéchst in einer
aufsteigenden Alkoholreihe von Wasser befreit. @jeschah automatisiert im Leica TP1020
Rondell (Programm: 3h 70 % Isopropanol, 1h 80 %rspanol, 2x 1h 90 % Isopropanol, 2x
1h 100 % Isopropanol, 1,5h 100 % Isopropanol, 1lolKex 1,5h Xylol, 2x 2h Histowax).
Anschlie3end wurden die Organe an der Ausgiel3statica EG1160 komplett in Paraffin
(Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) eingebelNach Aushartung der Paraffinblécke
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erfolgte die Anfertigung der 3 um Paraffinschnédte Mikrotom Leica RM2245. Die Schnitte
wurden Uber Nacht bei 37 °C getrocknet und weigeiRI gelagert.

3.1.6Uringewinnung

Die Uringewinnung bei Mausen erfolgte spontan. beim Hochheben der Maus spontan
oder nach Bauchmassage austretende Urin wurdeaaafil® aufgefangen und bei -80 °C

gelagert.

3.2 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Fur alle Arbeiten mit Bakterienkulturen wurde fahgies LB-Medium und LB-Agarplatten

verwendet.

LB-Medium: LB-Agar:

5 g Trypton/Pepton 12,5 g Balf#\gar in 500 ml LB-Medium
5 g Hefeextrakt autoklavieren

2,5 g NaCl nach dem Abkuhlen auf etwa 50 °C
auf 500 ml mit bdHO auffillen Antibiotika zugeben

pH 7,5 einstellen
autoklavieren

Antibiotika:

Ampicillin bzw. Kanamycin

Konzentration im LB-Medium: 75 pg/ml
Konzentration in LB-Agar-Platten: 100 pg/ml

3.2.1Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte ampEpdorf Bio Photometer. Hierbei
wurde die Absorption der verdinnten DNA-LOsung keiler Wellenlange von 260 nm
(OD2s0) gegen bdHO gemessen. Bei dieser Wellenlange entspricht @idgo von 1,0 bei
doppelstrangiger DNA einer Konzentration von 50npig/
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3.2.2Bestimmung der Bakteriendichte

Die Bestimmung der Bakteriendichte erfolgte am Hploef Bio Photometer. Hierbei wurde
die Absorption der gegebenenfalls verdinnten Bakisuspension gegen reines LB-Medium

bei einer Wellenlange von 600 nm (&) gemessen.

3.2.3Plasmid-Praparation

Die Plasmid-Praparation erfolgte mit dem Gené¥Prasmid Miniprep Kit (Fermentas, St.
Leon-Rot, Deutschland). Fir eine Miniprep wurdembLB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikazusatz angeimpft und tber Nacht bei 87deschuttelt. Die Isolation der Plasmid
DNA erfolgte nach Herstellerangaben. AnschlieBendde die Konzentration der DNA

gemessen und diese bei -20 °C gelagert.

3.2.4Agarosegelelektrophorese

Auf Agarosegelen trennt man DNA-Molekile nach ih@ro3e. Durch eine angelegte
Spannung wandern die DNA-Molekile mit unterschidtdn Geschwindigkeiten in Richtung
Anode, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit doppiigiger DNA-Molekile umgekehrt

proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewsclst.

50 x TAE:

2 M Tris-Base 242,2 g

1 M Eisessig 57,1 ml

0,05 M EDTA 18,61 g Nd&eDTA X 2 H,O

auf 2 | mit bdHO auffiillen,
pH 8,3 mit Eisessig einstellen
Arbeitslosung: 1 x

Agarosegell % Agarose in 1x TAE + 0,5 pg/ml Ethidiumbromid.

Zur Auftrennung von DNA Molekulen wurden je 10 pbBe mit Auftragspuffer versetzt und
in einer geeigneten Gelkammer auf einem 1 %igen radsgmel mit Ethidiumbromid
(Stocklosung: 10 mg/ml, Endkonzentration: 0,5 p@/mbfgetrennt. Die Elektrophorese
erfolgte bei 90 V. Als Standard wurde Easy Ladd@ibline) verwendet. Die Banden auf

dem Gel wurden nach dem Lauf mit Hilfe von UV-Licdtektiert und dokumentiert.
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3.2.5Herstellung kompetenter Bakterien-Zellen

TSS-Medium:

10 % (w/v) PEG 10000 1lg

5 % (v/v) DMSO 0,5 ml

50 mM MgCb 0,1 g (MgCix 6 H0)

mit LB-Medium auf 10 ml auffillen und autoklavieren

Aus einer DHo-Glycerinkultur wurde eine 5 ml Vorkultur in LB-Magn angeimpft und
U/N bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. 1 ml dieS@rkultur wurde in 20 ml frisches LB-
Medium gegeben und erneut bei 37 °C bis zu einego®ion 0,4-0,6 (exponentielle
Wachstumsphase), ca. 2 Stunden, inkubiert. Danacikdem alle weiteren Schritte auf Eis
durchgefuhrt, um das Wachstum der Bakterien zupstopDie Bakteriensuspension wurde
10 min bei 2000 rpm und 4 °C zentrifugiert und &adlet in 4 ml TSS-Medium vorsichtig
resuspendiert. Mit sterilen Spitzen wurden 100 jiduots genommen und diese in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Danach wurden die Aliigumei -80 °C gelagert.

3.2.6 Transformation von kompetenten Bakterien-Zellen

Die kompetenten DHEZellen (100 pl) wurden auf Eis aufgetaut und weniddes Plasmids
auf die Zellen gegeben. Der Ansatz wurde 45 minEsfinkubiert und danach 2 min bei
42 °C einem Hitzeschock unterzogen. Nach Zugabe vonl LB-Medium wurde 1 h bei
37 °C unter leichtem Schitteln inkubiert, fir 3 nbei 4000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das noch mit einem geringetuen LB-Medium bedeckte Pellet
wurde resuspendiert und auf LB-Platten mit entdprrdem Antibiotikum ausplattiert. Die

Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert unsichliel3end einzelne Kolonien gepickt.

3.2.7RNA Isolation aus Gewebe oder Zellen

Die RNA Isolation aus Gewebe oder Zellen erfolgtié dem RNeasyMiniKit (Qiagen,
Hilden, Deutschland). Die Proben wurden in 700 uTHuffer (+1/10B-Mercaptoethanol)
lysiert, auf QiaShredder Saulen (Qiagen) gegebém2umin bei 13000 rpm zentrifugiert. Das
Lysat wurde mit 700 pl 70 % Ethanol versetzt undl @e Mini S&ulen gegeben. Nach
erneuter Zentrifugation wurde mit 350 ul RW1 Pufjewaschen. Darauf folgte der DNAse
Verdau mit dem RNAse-Free DNase Set (Qiagen). dienurden 70 ul RDD Puffer mit
10 pl DNase versetzt, diese auf die Saule gegebdrils min inkubiert. Nach dem Verdau

wurde einmal mit 350 pul RW1 Puffer und zweimal rB@0 pul RPE Puffer gewaschen.
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Hierauf folgte eine Zentrifugation ohne Puffer zdmocknen der S&ule. In einem neuen
Gefald wurden 30 pl Wasser auf die Saule gegebemnlinkubiert und die aufgereinigte
RNA durch Zentrifugation gewonnen. Die RNA wurde B0 °C gelagert oder sofort in

cDNA umgeschrieben.

3.2.8Reverse Transkription (cDNA Synthese)

Um die isolierte RNA in cDNA umzuschreiben, wurdepy RNA mit DEPC Wasser
(Applied Biosystems, Ambion, CA, USA) auf ein Gesanlumen von 28 ul gebracht. Hierzu
wurden je Ansatz 2,3 pl Oligo(dT)15 Primer (Promedannheim, Deutschland) und 2,3 ul
Random Primer (Promega) gegeben und der Ansatari®en70 °C inkubiert. Dann wurden
9,3 pul M-MLV Puffer (Promega), 2,3 ul dNTPs (Ferrtess) und 2,3 pl M-MLV Reverse
Transcriptase (Promega) zugegeben und erst 90 enit2b°C und dann 10 min bei 70 °C
inkubiert. Nach dem Abkthlen wurde die cDNA bei “ZDgelagert.

3.2.9Real-time-PCR

Die Real-time-PCR (rt-PCR) erfolgte mit dem Lightydler 480 (Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland) System. Die cDNA wurde nastFStart Taq Polymerase, SYBR
Green (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland), genfipezen Primern und folgenden PCR
Bedingungen amplifiziert: 5 min bei 95 °C, 45 Zykld.0 s bei 95 °C, 10 s bei 60 °C und 10 s
bei 72 °C. Fast Start Taq Polymerase, Puffer, Mg@ti ANTPs wurden dem Fast Start Taq
DNA Polymerase dNTP Pack (Roche Diagnostics) entnem

Die PCR-Reaktionsansatze wurden mit Master-Mix né&mlgendem Schema in 96well

Platten pipettiert, mit Folie versiegelt, anzenigiert und im Light Cycler 480 gemessen.

Mastermix: Reaktionsansatz:

1 ml 10x Puffer 10 pl Mastermix

0,8 ml MgC} (25 mM) 1 pl Hin-Primer

0,2 ml dNTPs (10 mM) 1 pl Ruck-Primer

0,5 ml 10x SYBR Green 0,1 pl Fast Start Taq Pohase
1 ml 0,1 % Tween-20 6,9 ul DEPC-Wasser

1,5 ml DEPC-Wasser

Die Uberprufung der Spezifitat des Amplifikationsguktes erfolgte durch Analyse der
Schmelzkurven. Alle Proben wurden als Dreifachwgdgmessen und normalisiert gegen das

konstitutiv exprimierte Gen Hypoxanthin Phosphosydolransferase-1 (HPRT-1).
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3.2.10Konventionelle PCR

Alle hier durchgefiihrten PCR-Reaktionen wurden @&n BCR-Maschine Primus MWG-
Biotech oder Px2 ThermoHybaid durchgefiuihrt. Fir @E€R-Reaktionen wurden die
Reagenzien des Tag DNA Polymerase Kits (Qiagenyvemdet. Alle PCR-Ansatze und
Temperaturprogramme erfolgten nach Standardprdeskomit jeweils unterschiedlichen
Primerpaaren und angepassten Annealing-Tempergfliabelle 6). Als Template wurde 1 pl

genomische DNA, die aus den Schwanzspitzenbiopsidiert wurde, eingesetzt.

Tabelle 6 PCR-Bedingungen bei Genotypisierungen.

PCR Primer Annealing- Fragment-
Temperatur grol3e

Cre Crehin: AGGTTCGTTCACTCATGGA 60 °C 250 bp
Crerlick: TGCACCAGTTTAGTTACCC

PKCMiflox | loxPhin: TTGTGAAAGCGACTGGATTG 57 °C WT: 355 bp
loxPrick: CTTGGGTGGAGAGGCTATTC Flox: 1000 bp
WTrlck: AATGTTCATGTTCAACACTGCT

Immorto Immortohin: 58 °C 600 bp
CCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTG
Immortorick:
TTAGAGCTTTAAATCTCTGTAGGTAG

PKCC Highzeta5in: GCCATCTCCAACAGCCACAG |57 °C WT: 300 bp
Highzeta5ex: CCGTTGGCTCGGTACAGCTT KO: 800 bp

MO13: CTTGGGTGGAGAGGCTATTC

3.3 Proteinbiochemische Methoden
3.3.1Bestimmung der Protein-Konzentration

Die Proteinbestimmung erfolgte mit dem BCA Protéissay Kit (Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA) nach Herstellerangaben in eiBéwell Platte. Hierbei wurden jeweils
5 ul der verschiedenen BSA-Konzentrationen (10 rhgbnmg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml,
0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml, 0 mg/ml) alsi@tardreihe verwendet. Von den Proben
wurden ebenfalls 5 ul eingesetzt. Zu den Standards Proben wurden 200 pl Working
Reagenz (50A:1B) gegeben und die Platte fir 30 m@inRT inkubiert. Dann wurden die
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Extinktionen aller Proben bei 546 nm im Plattendeséat Tecan Sunrise gemessen und mit

Hilfe der Standardreihe die Konzentrationen debBnoberechnet.

3.3.2SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)nnt Proteine aufgrund des
denaturierenden SDS ausschlieBlich nach ihrem Médegewicht. In  einem
diskontinuierlichen Puffersystem nach Laemmli ergiich somit eine lineare Beziehung

zwischen dem Logarithmus des Molekulargewichts derdWanderung des Proteins.

10 x Elektrophoresepuffer: 6 x Auftragspuffer

250 mM Tris 60g 0,5M Tris pH 6,8 7 ml
1,92 M Glycin 288 g 0,35 M SDS 1lg
1% SDS 209 30 % Glycerin 3 ml
auf 2 | mit bidestilliertem Wasser auffillen, O6BDTT 0,93 ¢

pH 8,2 -8,4 0,175 mM Bromphenolblau 1,2 mg

Arbeitslosung: 1 x

Die gewtiinschte Menge Protein (meist 10 pug) wurdetmi Auftragspuffer versetzt und die
Proben flr 5 min bei 95°C denaturiert. AnschlieRemuden die Lysate auf einem SDS-Gel
in einer Gelelektrophoresekammer in 1x Elektropbepaffer bei 70 V aufgetrennt. Nach
Verlassen des Sammelgels wurde die Spannung auf 120 erhoht. Als
Molekulargewichtsstandard wurde der Page RURlus Prestained Protein Ladder
(Fermentas) verwendet.

Je nach GroRRe des zu erwarteten Proteins wurdensuahtedlich konzentrierte Trenngele mit
einer Dicke von 1,5 mm verwendet. Bei sehr grof¥eteihen (> 130 kDa) wurden 8 % Gele,
bei sehr kleinen Proteinen (< 40 kDa) 12 % Gele lidallen anderen Proteinen 10 % Gele
verwendet. Die Zusammensetzung der unterschieklioentrierten Trenngele ist in Tabelle

7 dargestellt. Fur alle Gele wurden 4 % ige Samelelgerwendet.

Tabelle 7 Zusammensetzung der unterschiedlich konatierten Trenngele.

8 % 10 % 12 %
Acrylamid (30%) 2,7 ml 3,3ml 4,0 ml
10 % SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
1,5M Tris pH 8,8 2,5ml 2,5ml 2,5ml
bdH,O 4,6 ml 4,0 ml 3,3 ml
10 % APS 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 4 ul 4 ul 4 pl
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Sammelgel (4 %):

21,4 ml Acrylamid (30 %)

1,6 ml 10 % SDS

40 ml 0,5 M Tris pH 6,8

95,2 ml bidestilliertes Wasser
+ Bromphenolblau

— pro Gel 4 ml dieser Lésung
+ 40 pl 10 % APS

+ 4 ul TEMED

3.3.3Westernblot

Blotpuffer: 1 x TBST:
Glycin 159 20ml 1 M Tris/HCI pH 7,4
Tris-Base 309 18 g NaCl
auf 5 | mit bdHO auffillen 1 ml Tween 20

auf 2 | mit bdHO aufflllen
Entwicklerldsung: Fixierlésung:
Tetenal Roentgen Liquid Tetenal Roentgen Suyperfi
1+3,5 mit Wasser ansetzen 1+4 mit Wasser ansetzen

Um die Proteine eines Polyacrylamidgeles auf eMBRMembran (Immobilon-P Membran,
Millipore, Bedforn, MA, USA) zu uberfiihren, wurdesl Gel nach folgendem Blotschema in
eine Blotapparatur eingebaut. Die Proteine sindyramid des basischen Blotpuffers negativ

geladen und wandern daher in Richtung Anode.

Blotschema:

oben: Kathode
Schwamm
Filterpapier
Gel
PVDF-Membran
Filterpapier
Schwamm

unten: Anode

Die Membran wurde vor Benutzung kurz in Methanold uanschlieRend in Wasser
geschwenkt. Der Western Blot erfolgte in einer dutain Apparatur fir 2 h bei 400 mA.
Nach dem Blotten wurde die PVDF-Membran wieder ietiénol und anschliel3end in
Wasser geschwenkt. Um unspezifische Bindungsstabensattigen, wurde die Membran 1 h
in 2 % BSA in TBST (bzw. 5 % Milchpulver) geblockbanach wurde die Membran uber

Nacht bei 4 °C mit Primarantikorper inkubiert. Araahsten Tag wurde die Membran 30 min
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in TBST gewaschen und 1 h bei RT mit Sekundarargioinkubiert und wieder 30 min mit
TBST gewaschen

Die Detektion der HRP-gekoppelten Antikdrper erfelgnit dem SuperSigrialest Pico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). Neirder Detektion der aktiven Formen
von RhoA, Racl und Cdc42 wurde das Immun-&aresternCVKit (Biorad, Hercules, CA,
USA) mit einer niedrigeren Detektionsgrenze verwetndDie anschlieRende Entwicklung
erfolgte auf Amersham Hyperfill{ECL-High performance chemiluminescence Filmen (GE

Healthcare Limited, Buckinghamshire, UK).

3.3.4 Coomassiefarbung

Eine Farbung mit Coomassieldsung farbt alle auf Gahaufgetrennten Proteine blau an. Die

Hintergrundfarbung wird nach der Farbung mit 7 %igsaure wieder entfarbt.

Farbelbsung: Entfarbeldésung:
0,2 g Coomassie Brilliant Blue R 7 % Essigsaurd @

0,05 g Coomassie Brilliant Blue G

42,5 ml Ethanol

5 ml Methanol

10 ml Essigsaure

auf 100 ml mit bdHO aufffullen

Das fertige Polyacrylamid-Gel wurde in Farbelbswngige Minuten erhitzt bis das Gel
komplett blau angefarbt war. Nach einem Waschdchritwasser wurde das Gel in 7 %

Essigsaure erneut erhitzt bis die Proteinbanddndsatlich vom Hintergrund abhoben.

3.3.5Co-Immunprézipitation

HEK-RIPA.: Triton-Puffer:

50 mM Tris-HCI pH 7,5 0,606 g 50 mM Tris-HCIl pH67, 6,19
200 mM NacCl 1,16 g 150 mM NacCl 8,76 g
1 mM EDTA 0,03 g 1 % Triton-X 100 10 ml
1 mM EGTA 0,045¢ auf 1 | mit bd® auffillen.

1 % Triton-X 100 1ml

0,25 % Na-Deoxycholat 0,25¢
auf 100 ml mit bdHO aufflillen, frisch Protease- und Phosphataseitdndn zugeben.

Zur Co-lImmunprazipitation Flag-markierter Proteimerden HEK293 Zellen mit Plasmiden

transient transfiziert, die die zu untersuchendeneihe in den Zellen exprimieren.
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Die transfizierten Zellen wurden in 900 pl HEK-RIP2S5 min auf Eis lysiert und
anschlieBend 15 min bei 14000 rpm und 4 °C zewiigft Vom Uberstand wurden 30 pl
Aliguots mit 6 x Auftragspuffer versetzt und beD-8C eingefroren. Der restliche Uberstand
wurde mit 50 pl Flag-beads (50 %ige Suspension)i-ErAG M2 affinity gel, Sigma)
versetzt und 2 h bei 4 °C rotiert. Danach wurdea &eads 1 min bei 3000 rpm
runterzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, diadB in 1 ml HEK-RIPA resuspendiert und
5 min bei 4 °C rotiert (5x wiederholen). Dann wurdi#ie Beads mit 6 pl 6 x Auftragspuffer
versetzt und auf einem Polyacrylamidgel aufgetrexietr bei -80 °C kurzfristig gelagert.

Vor der Verwendung wurden die Flag-beads zweimat wmton-Puffer (+1% BSA)
preabsorbiert, zentrifugiert und anschlielend iMolumen Triton Puffer (+1% BSA/0,1%
NaNs) zur Lagerung bei 4 °C aufgenommen (50 %ige Suspeh

3.4 Zellkultur

Alle Arbeiten mit murinen Podozyten wurden untererfbdnken durchgefuhrt. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in befeuchteteruichranken bei 5 % GQind 33 °C bzw.
37 °C. Bei allen Arbeiten mit lebenden Zellen wurdas RPMI-Medium und PBS im

Wasserbad auf 37 °C vortemperiert.

RPMI-Medium:
RPMI-Medium1640 (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
+ 10 % FCS (PAA Laboratories, Pasching, Ostereich)

+ 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S, Invitrogen)

PBS:
DPBS 10x 14200 (Invitrogen), 1:10 in bgB{ autoklaviert

3.4.1Kultivierung muriner Podozyten

Immortalisierte Maus Podozyten wurden zur Proliiera in mit Collagen Typ 1
beschichteten Flaschen in RPMI-Medium mit 10 Ufaihterferon ¢-IFN, Cell Sciences,
Canton, MA, USA) bei 33 °C gehalten. Sobald dieletel80-90 %ige Konfluenz erreicht
hatten, wurden sie passagiert (alle 2-3 Tage).flerenzierung wurden die Zellen 14 Tage
in RPMI-Medium ohney-IFN bei 37 °C gehalten. Wahrend der Differenzigrwurde alle 2-

3 Tage das Medium in den Schalen oder Flaschenajeselk.
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Beschichten der Flaschen:

Die Beschichtung der Flaschen erfolgte fir 30 mih @mer Loésung aus 10 ml 20 mM
Natriumacetat und 0,2 ml Collagen Typ 1 (BD Bioscies, Bedford, MA, USA) bei
Raumtemperatur. Dann wurden die Flaschen zweimal RBIS gewaschen und bis zur

Verwendung mit PBS gefullt.

Passagieren der Podozyten:

Vor dem Passagieren wurden die Zellen mit warmens BBwaschen. Dann wurden die
Zellen mit 5 ml Trypsin/EDTA (Biochrom AG) bei 3&°von der Oberflache geldst und nach
Zugabe von 5 ml Medium 8 min bei 1200 rpm zentiidug Der Uberstand wurde abgesaugt
und das Pellet in Medium resuspendiert. Etwa 28D Z€llen wurden in RPMI-Medium (10
U/ml y-IFN) pro Flasche bei 33 °C weiterkultiviert.

Differenzieren:

Zum Differenzieren wurden 70 000 Zellen auf Platteit 10 cm Durchmesser bzw. 5000
Zellen in 24well Platten in RPMI-Medium ausgesate [Platten wurden fur 14 Tage bei

37 °C kultiviert, bevor sie geerntet wurden.

3.4.2Generierung monoklonaler Zelllinien aus murinen Glaneruli

Zur Gewinnung monoklonaler Podozyten-Zelllinien &asorto-transgenen Mausen, wurden
die Nieren der Tiere mdglichst steril entnommer Nierenkapsel entfernt und die Nieren
vorsichtig durch Siebe verschiedener Maschenwdi& (um, 100 pm, 71 pm) passiert.
Hierbei wurde mit reichlich kaltem PBS gespult, indglichst viele Tubulifragmente zu
entfernen. Auf dem kleinsten Sieb sammelte sich @iemerulifraktion, die 8 min bei
1200 rpm zentrifugiert wurde. Das Pellet wurde PMR-Medium aufgenommen und in eine
Collagen-beschichtete Kulturflasche mit RPMI-Mediunb0 U/mly-INF gegeben, die bei
33 °C kultiviert wurde. Nach 3-4 Tagen wuchsenaligten Zellen aus den Glomeruli. Nach
etwa einer Woche wurden die gewachsenen Zellewsitrigst und auf neue Flaschen verteilt.
Um Einzelzellen zu isolieren, wurden 96well Plattaschichtet und in der ersten Spalte je
Vertiefung 1000 Zellen in 100 pl Medium (100 U/mINF) gegeben. Um die Zellen weiter
zu verdinnen, wurde in alle anderen Vertiefungepi8@edium (100 U/ml-INF) vorgelegt
und immer aus der weiter links gelegenen Vertief@0gul Zellsuspension in die nachste
Vertiefung pipettiert. Durch die so entstandenedaungsreihelitmited dilution) konnten
unter dem Mikroskop einzelne Vertiefungen markweerden, in denen sich jeweils nur eine
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Zelle befand (Abbildung 9). Aus den Einzelzellenrd@n monoklonale Zelllinien kultiviert,
die zur Kontrolle differenziert und auf die Expness Podozyten-spezifischer Marker

untersucht wurden.

PKCiota flox/WT PodocinCre Immorto
B
{ﬁ& — &

PKCiota flox/WT PodocinCre Immorto PKCiota flox/'WT PodocinCre Immorto

I T
‘Q‘\Tg_ * M&
v
PKCiota flox/flox PodocinCre Immorto
T
? Glomeruli Limited dilution

L 180um

100um —Zellkultur —— ——»Monoklonale Zelllinien

71um

Abbildung 9 Generierung monoklonaler Zelllinien ausimmorto-transgenen Mausen.

3.4.3Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zellen wurden grundsétzlich in mit flissigem StickE(Linde AG, Hannover, Deutschland)
geflullten Tanks in einer Losung aus 10 % DMSO inSF@elagert. Um eine Zellkultur
aufzutauen, wurden die Zellen in warmem RPMI-Medaugenommen und 8 min bei 1200
rpom zentrifugiert. Das Pellet wurde in RPMI-Mediugsuspendiert und in eine Flasche mit
RPMI-Medium gegeben. Bei Podozyten wurde dem Mediinekt nach dem Auftauen eine
erhohte Konzentratiop-INF (Endkonzentration: 50 U/ml) zugesetzt. Um 2elkinzufrieren,
wurde das Zellpellet in 1 ml 10 % DMSO in FCS aumigmen, die Suspension auf Eis
abgekuhlt, tber Nacht bei -70 °C eingefroren undraiohsten Tag in den Stickstofftank

uberfuhrt.
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3.4.4Z¢ellernte

Lyse-Puffer 1 x RIPA:

1 x RIPA 10 ml 50 mM Tris 0,6 gin 100 bd I6sehl 7,5
NavO, (100 mM) 100 pl

NaF (1M) 500 pl 150 mM NacCl 0,88 g
Proteaseinhibitor 1 Tablette 0,1 % SDS 0,19

Lagerung bei -20 °C 0,5 % Na-Deoxycholate 0,59

Pro 1 ml Lyse-Puffer 1 % Nonidet P-40/Tergitdl g

10 pl Ocadaicacid zugeben mit der hergestellténn® Tris-Losung auf

100 ml auffillen

Die Zellen wurden vor dem Lysieren mit kaltem PB8&wgschen und dann je nach
PlattengrofRe mit 80-250 pl Lyse-Puffer auf EisdylsiDas Lysat wurde fir mindestens 1 h
bei -80 °C eingefroren oder 1 h bei 4 °C rotiednn 15 min bei 11000 rpm zentrifugiert und
der Uberstand abgenommen. Aus dem Uberstand wigderdteinmenge bestimmt und alle

weiteren Experimente durchgefihrt.

3.4.5Transiente Transfektion

Um Podozyten transient zu transfizieren, wurdenTaugn vor der Transfektion in einer 24well
Platte je 5000 Zellen auf Coverslips ausgesat nriRIRMI-Medium mit 10 U/m¥-Interferon
bei 33 °C kultiviert. Die Transfektion der Podozyteerfolgte mit FuGENEBHD
Transfektionsreagenz (Roche) nach Herstellerangd@h&ng Plasmid-DNA wurden mit 3 pul
FUGENE’HD Reagenz in 100 pl serumfreiem Medium gegebeworgext, 20 min bei RT
inkubiert und auf die zu transfizierenden ZellerRiAMI-Medium gegeben. Dann wurden die
Zellen fur 48-72 h bei 37 °C kultiviert, bevor $ieert oder weiter behandelt wurden.

Die transiente Transfektion der HEK293 Zellen ggfelgenauso wie bei den Podozyten, mit

dem Unterschied, dass 2 pg Plasmid und 6 pl FuSHBEReagenz eingesetzt wurden.

Fur die Transfektion von siRNA wurde Lipofectami@800 (Invitrogen) verwendet. Die
Zellen wurden ebenfalls am Tag vor der Transfekdasgesat und bei 33 °C kultiviert. Die
Transfektion erfolgte nach Herstellerangaben. 2@I@iRNA wurden in 50 pl serumfreies
Medium gegeben. In ein anderes Aliquot von 50 pluredéreiem Medium wurde 1 ul

Lipofectamine gegeben und 5 min bei RT inkubiednb wurden beide Aliquots vermischt,
weitere 20 min bei RT inkubiert und auf die Zelgggeben, die mit 500 pl antibiotikafreiem
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Medium bedeckt sind. Nach 6 h erfogte der Mediunhgetauf normales RPMI-Medium mit
FCS und Antibiotikum. Nach 48-72 h bei 37 °C wurdea Zellen fixiert oder lysiert.

3.4.6Gewinnung genomischer DNA aus Zellen

Genomische DNA aus Podozyten wurde mit dem GeneBlMammalian Genomic DNA
MiniPrep Kit (Sigma) isoliert. Dazu wurde das Zellet nach Herstellerangaben
resuspendiert, lysiert und die genomische DNA (#re Saule aufgereinigt. Die isolierte

genomische DNA wurde bei 4 °C gelagert.

3.5Farbungen
3.5.1Immunfluoreszenzfarbung auf Gefrierschnitten

Vor der Farbung wurden die aufgetauten Schnitteirb mit PBS inkubiert und 30 min mit

10 % Eselserum (Jackson Immuno Research, SuffaiglaBd) geblockt, um unspezifische
Bindungen des Antikdrpers zu verhindern. Daraufjtoldie Inkubation mit verdinntem
Primarantikorper Uber Nacht bei 4 °C. Am nachsteag Twurde der ungebundene
Primarantikorper abgewaschen (3x 5 min PBS) und $ahnitte 1 h bei RT mit

Sekundarantikorper inkubiert. AnschlieBend wurdaeet mit PBS gewaschen und die
Schnitte mit Aquapolymount Eindeckmedium (+DAPIpl§&ciences Inc., Warrington, PA,
USA) versiegelt. Die Farbung wurde am Leica DMLBkkdiskop mit der Kamera Leica
DFC425C analysiert.

Die Farbungen der Gefrierschnitte fir Abbildung @©@d Abbildung 14 erfolgten in

Kooperation mit Dr. Bjorn Hartleben (Universitateiyurg) und wurden an einem Zeiss

Lasermikroskop mit 63 x Ol-Objektiv dokumentiert.

3.5.2Immunfluoreszenzfarbung auf Zellen

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zelleaf &overslips ausgesat und
gegebenenfalls ausdifferenziert. Die Zellen wurden4 % PFA fixert, mit PBS gewaschen
und in PBS bei 4 °C gelagert.

Vor der Farbung wurden die Zellen 10 min mit 0,1 T¥ton X-100 permeabilisiert und
danach mit PBS gewaschen. Anschliel3end wurdenmipezifischen Antikdrperbindungen
mit 10 % Eselserum blockiert. Die folgende Inkubatimit dem Priméarantikérper erfolgte

Uber Nacht bei 4 °C (oder 1 h bei RT). Am nachsierg wurde der ungebundene
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Primarantikorper abgewaschen (3x 5 min PBS) undZdéiken wurden 1 h bei RT mit
entsprechendem Sekundéarantikérper inkubiert. Arsf8bhd wurde erneut mit PBS
gewaschen und die Coverslips mit Aquapolymount e&gkdhedium (+DAPI) auf
Objekttragern fixiert. Die Farbung wurde am Leic®lIB Mikroskop mit der Kamera Leica
DFC425C analysiert.

3.5.3Phalloidin-Féarbung

Die Phalloidinfarbung erfolgte auf Coverslips mét Tage differenzierten Zellen. Die Zellen
wurden mit 4 % PFA fixert, mit PBS gewaschen un®BS bei 4 °C gelagert.

Vor der Farbung wurden die Zellen 10 min mit 0,1 T¥ton X-100 permeabilisiert und

danach mit PBS gewaschen. Die Blockierung erfaigitel0 % FCS in PBS fur 30 min bei
RT. Die Inkubation mit dem bereits gekoppelten Alekior 546 Phalloidin Antikdrper

erfolgte in einer 1:100 Verdunnung in PBS fir 3Groei 37 °C. Danach wurden die Zellen
dreimal 5 min mit PBS gewaschen und mit Aquapolymadtindeckmedium (+DAPI) auf

Objekttragern fixiert. Die Farbung wurde am Leic®lDB Mikroskop mit der Kamera Leica

DFC425C analysiert.

3.5.4PAS-Farbung

Die PAS-Farbung erfolgte auf Paraffinschnitten, dar der Farbung in einer fallenden
Alkoholreihe entparaffiniert werden mussten (3x i mdistoclear, 3x 3 min 100 % Ethanol,
2X 2 min 96 % Ethanol, 1x 1 min 70 % Ethanol, 1xzk&0 % Ethanol und 1x kurz
destilliertes Wasser). Nach dem Entparaffiniererrdeumit 0,5 % Periodsaure 10 min
oxidiert, 3x 5 min mit destilliertem Wasser gewasthund 20 min in Schiffscher Reagenz
inkubiert. Darauf folgte die Differenzierung in 8twasser (12 ml 10 % N&Gs;, 10 ml 1M
HCI, 200 ml bdHO) 3x fiur 2 min und ein ca. 10 minutiger Waschdthmter flieRendem
Leitungswasser. Vor dem Eindecken mit Histokitt dem die Schnitte in umgekehrter
Reihenfolge durch die Alkoholreihe gebracht (2xzZ&@6 % Ethanol, 3x 2 min 100 %
Ethanol, 3x 2 min Histoclear). Die Dokumentationr dAS-Farbung erfolgte am Leica
DMLB Mikroskop mit der Kamera Leica DFC425C.
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3.6 Rho/Rac/Cdc42 Aktivitats-Assay

Die Rho, Racl und Cdc42 Aktivitats-Assays erfolgtait dem Rho Activation Assay
Biochem Kit, Racl Activation Assay Biochem Kit bzwlem Cdc42 Activation Assay
Biochem Kit (Cytoskeleton, Denver, CO, USA).

Der Rho Assay nutzt die Rho Bindungsdomane (RBD3) Bbo Effektors Rhotekin, die
spezifisch die GTP-gebundene Form von Rho bindets Bhotekin-RBD Protein ist an
Glutathione-Sepharose-Beads gebunden, die so gihéldowr von GTP-Rho erméglichen.
Im Western Blot wird das aktive Rho mit einem Ripezfischen Antikdrper nachgewiesen.
Der Racl und Cdc42 Assay nutzt die Cdc42/Rac iktieea Bindungsregion (CRIB), die
auch p21 Bindungsdoméne (PBD) genannt wird, des4ZIBac Effektorproteins p21
activated kinase 1 (PAK). Dieses Motiv bindet speah an die GTP-gebundenen Form von
Rac oder Cdc42. Das PAK-PBD ist ebenfalls an Ghidae-Sepharose-Beads gebunden, was
einen Pulldowrf von GTP-Rac oder GTP-Cdc42 ermoglicht. Mit speziien Antikdrpern
wird das aktive Rac oder aktive Cdc42 im Westewt Bachgewiesen.

FUr die Aktivitats-Assay wurden die Podozyten 14ddifferenziert. Die differenzierten

Zellen wurden mit PBS gewaschen, in 200 pl Lysepuff- 0,5 % Natrium-Deoxycholat,

0,1 % SDS, 1x Proteaseinhibitor-Cocktail) lysiertdu2 min bei 11000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in flussigemcgtoff schockgefroren und bei -80 °C
gelagert. Mit einem Teil des Uberstandes wurdePdaeinbestimmung durchgefiihrt.

Fur die Assays wurden jeweils 500 pg der Lysate bygepuffer auf gleiches Volumen

eingestellt und mit 30 pl Rhotekin RBD beads oderpy2 PAK-PBD beads 1 h bei 4 °C

rotiert. Dann wurden die Beads 1 min bei 11000 pd 4 °C zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und die Beads mit 500 pl Waschpuffer gglvean. Nach erneuter Zentrifugation
wurden die Beads in 5 pl 6x Auftragspuffer resusipam, 5 min bei 95 °C erhitzt und auf
einem 12 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Naah@elauftrennung wurden die Proteine
auf PVDF Membranen geblottet (90 min, 400 mA), ih B % Milchpulver geblockt und tber

Nacht in RhoA, Racl (jeweils 1:500) oder Cdc42 Rarper (1:250) inkubiert.

3.7 Mikroarray

Die Podozyten fiur die Mikroarray-Analysen wurden Tdge bei 37°C differenziert und
anschlieBend die RNA mit dem RNe&3siiniKit (Qiagen) isoliert.



Methoden 58

Fur die Mikroarray Analyse wurde der ,Whole Mousen@me Oligo Microarray” (G4122F,
ID 014868, Agilent Technologies) verwendet. Diegeray enthalt 45018 Oligonukleotid
Sonden, die das gesamte murine Transkriptom umfagse Durchfihrung der Mikroarrays
erfolgte in Kooperation mit Dr. Oliver Dittrich-Biteolz aus dem Institut fir Biochemie der
Medizinischen Hochschule Hannover. Die SyntheseQi&-markierten cRNA erfolgte mit
dem ,Quick Amp Labeling Kit, one color* (#5190-044Rgilent Technologies) entsprechend
der Herstellerbeschreibung. Die cRNA Fragmentierungybridisierung und die
Waschschritte wurden ebenfalls wie empfohlen dugtiityt: ,One-Color Microarray-Based

Gene Expression Analysis Protocol V5.7¢ (siehe :Htipvw.agilent.comfir Details). Die

Microarrray-Chips wurden auf dem Agilent Micro AyreéScanner G2565CA bei zwei
verschiedenen PMT Einstellungen (100 % und 5 %gaye#®, um den dynamischen Bereich
der Messung zu erhdéheaxtended dynamic range mydBie Extraktion der Daten erfolgte
mit der ,Feature Extraction Software V10.7.1.1) mikem empfohlenen Standard
Extraktionsprotokollprogramm: GE1_107_Sep09.xml.

Die erhaltenen Intensitatswerte des grinen KangRrdcessedSignal“ oder ,gPS") werden
durch globale lineare Skalierung normalisiert: AjleS Werte einer Probe werden mit einem
Array-spezifischen Skalierungsfaktor multiplizieRiesen Skalierungsfaktor erhalt man aus
der Division des Referenz 75th Perzentilwertes (&0 gesetzt fur die gesamte Serie) und
des 75th Perzentilwertes des jeweiligen Mikroarrgysray i in der unten gezeigten
Formel). Dementsprechend wurden alle normalisiergfdS Werte fir alle Proben

(Mikroarray Datensatze) mit folgender Formel beresth
Normaliserter gPSayi= gPSuray i X (75" Perzentil@eterenz array 75" Perzentil@ay i)

Ein unterer Schwellenwert wurde als 1 % des Refei&th Perzentilwertes (=15) gesetzt.
Alle normalisierten gPS Werte, die unter diese nsiigtsgrenze fallen, werden durch den
stellvertretenden Wert 15 ersetzt.

Die Kalkulation der im Verhaltnis stehenden Werée tklativen Genexpression erfolgte mit

Hilfe von Excel Makros.

3.8 Erstellung der Heatmaps

Fur die Erstellung der sogenanntéeatmapswvurde das Programm Multi Experiment Viewer
(MeV) 4.5.1 verwendet. Hierbei wurden zur bessei@arstellung der Dynamik die

Intensitatswerte der zu vergleichenden Arrays incrbBoft Excel logarithmiert und
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anschlieBend der Mittelwert Uber alle Intensitdjedes Gen gebildet. Die gebildeten
Mittelwerte wurden von allen Intensitaten subtrahimd die erhaltenen Werte als Text-Datei
(.txt) gespeichert.

Diese Daten konnten in das Programm MeV geladendewver Die Grenzen fur die
Farbmarkierungen wurden jeweils auf den hochstehniedrigsten Wert des Arrays gesetzt,
so dass sich alle Werte im Farbmarkierungsberegfimden. In derHeatmapsstellen die
grinen Farben eine reduzierte Genexpression unwidie eine verstarkte Genexpression dar.
Zur Clusteranalyse wurde der Unterpunfdierarchical Clustering® ausgewahlt. Die
Gruppierung der Gene erfolgte mit den Einstellungénclidean Distance”und ,Average

linkage clustering*

3.9 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie erfolgte in Kooperationt dem Institut fur Pathologie der

Medizinischen Hochschule Hannover (Dr. J.U. Becker)

Eine kleine Gewebeprobe mit maximal 1 mm Kantergamgirde in 2 % Glutaraldehyd

fixiert, danach in 4% Osmiumtetroxid nachfixiertfitmastiert, entwassert und in Epon
eingebettet. AnschlieBend wurden die Proben mitnidazetat (alkoholische gesattigte
Losung) und Bleicitrat (nach Reynolds, 1963 (143)achkontrastiert, auf einem

Ultramikrotom geschnitten und auf Kupfergrids aufggen. Die Auswertung der Praparate
erfolgte an einem Transmissionselektronenmikroskeigss EM 10 A/B (Zeiss, Oberkochen,

Deutschland).

3.10 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte om Tabellenkalkulationsprogramm
Microsoft Excel oder mit GraphPad Prism. Von denzeldaten wurden Mittelwerte und
Standardabweichungen gebildet, die als Fehlerbalkeden Diagrammen wiedergegeben
sind. Der Vergleich der Versuchsgruppen erfolgté deim Student’s t-Test. Ein Wert von

p<0,05 wurde als statistisch signifikant angenommen
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4 Ergebnisse

4.1 Generierung und Untersuchung der Podozyten-spezifthen aPKCu/1 Knockout

Maus

4.1.1Die Podozyten-spezifische Deletion von aPKG bewirkt einen schweren

glomerularen Phanotyp

Der Par3-aPKC-Par6 Polaritatskomplex wurde kirzlials neue Komponente der
glomerularen Schlitzmembran identifiziert (79). Daide aPKC Isoformen in kultivierten
Podozyten exprimiert werden, war es von grof3enrdste, die Funktion der zwei Isoformen
in vivo und in vitro zu untersuchen und zu klaren, welche Isoform fén dodozyten
essentiell ist. PKGdefiziente Mause zeigen lediglich in spateren 8ta¥eranderungen an
den sekundaren lymphatischen Organen (108), deplett® Knockout (KO) von PKu ist
jedoch embryonal letal (144).

Um die Rolle von PK&/1 genauer zu untersuchen, haben wir RK@ellspezifisch entfernt.
Wir haben dazu Mause, in denen ein essentielles Ean PKQ./1 (Nukleotide 110-233) von
zwei loxP Sequenzen flankiert ist (,gefloxt”) (14@)it Podocin-Cre Mausen (141) gekreuzt.
Podocin ist ein Protein, das ausschliel3lich vonoRgegn exprimiert wird (141). Die Cre
Rekombinase ist das 38 kDa-grof3e Produkt des Cyeligation recombinationGens des
Bakteriophagen P1. Cre erkennt die sogenannte (mdas of X-over of P1Sequenz des
Bakteriophagen P1 und katalysiert eine DNA Rekormtodm zwischen zwei loxP Sequenzen.
Je nach Orientierung der beiden loxP Sequenzemam@er kann es zu einer Inversion,
Exzision, Integration oder Translokation der DNAgBenz kommen (145). In den Podocin-
Cre Mausen wird die Cre-Rekombinase abhangig vordo&ln-Promotor spezifisch in
Podozyten exprimiert. Sie erkennt die loxP Sequende PKG/1 flankieren, und schneidet
es heraus. Um den Podozyten-spezifischen Verlust RECJ/1 zu bestatigen, wurden
Gefrierschnitte von 6-Tage-alten Knockout und Wjdt(WT) Nieren angefertigt. Die
Schnitte wurden mit PKIGu spezifischen Antikdrpern gefarbt und zusatzlich Midogen,
einem Marker fur die glomerulare Basalmembran. ém dontrollschnitten kann PRG
glomerulér detektiert werden, in den Knockout Glamieist PKC\/1 ab dercapillary loop
Entwicklungsphase nicht mehr detektierbar. Diesrddimrt mit dem Beginn der Podocin
Expression in entwickelnden Glomeruli. Eine gutenKolle fur die Podozyten-spezifische
Deletion ist die PK&/1 Expression in den Tubuli, die auch im Knockoutindetektierbar ist
(Abbildung 10).
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Die Podozyten-spezifischen PKEL Knockout M&use werden gesund geboren und
unterscheiden sich in den ersten zwei Wochen sichtbar von den Wildtyp Nachkommen.
Mit etwa drei Wochen zeigen die Knockout Mauseeestachstumsstérungen und im Urin

sind deutliche Anzeichen von Proteinurie zu detzkf.

PKCA/| Nidogen Merge Detail

Kontrolle

pKCA“ flox/flox
PodCre+

Abbildung 10 Podozyten-spezifischer Verlust von aP&ih.

Der Verlust von aPK@1 kann in Podozyten der Podozyten-spezifischen aPKhockout
Mause detektiert werden, in den Tubuli hingegeibbEPKCJ/1 unbeeinflusst (Pfeilspitze).

Mit vier Wochen kann man deutliche GroRRenuntersthiewischen den gesunden und
Knockout Tieren erkennen (Abbildung 11A) und dietBmurie der Tiere steigt deutlich. Um
den Grad der Proteinausscheidung tUber den Urinntersuchen, wurde von den Mausen
Spontan-Urin gesammelt und davon je 1 pl auf eirldn%igen SDS-Gel aufgetrennt
(Abbildung 11B). Das Gel wurde anschlieBend mit @assie-Losung gefarbt und die
erhaltenen Banden detektiert. Auf dem Gel wurdenUron jeweils drei Kontroll- und

Knockout Mausen und eine BSA Standardreihe aufgetraMan erkennt deutlich die starke
Proteinurie der Knockout Tiere im Vergleich zu dgsunden Wildtyp Mausen. Vergleicht
man den Proteingehalt des Urins der Knockout Trarfeder BSA Standardreihe, enthalt
dieser mindestens 10-20 pg/pl Albumin und noch enéeoteine, die im Gel oberhalb oder
unterhalb der Albuminbande laufen (B). Mit 7 Tagasigt der Urin von Knockout Tieren

keinen Unterschied zu Kontrolltieren (ohne AbbilgunAlle PKQJ/i Knockout Mause

sterben spatestens 4-5 Wochen nach Geburt.
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Abbildung 11 Phénotyp der Podozyten-spezifischen &€ A1 Knockout Mause.

(A) Im Alter von etwa 4 Wochen zeigen Podozytenzdjsche aPK@/1 Knockout Méause (*)
eine Wachstumsretadierung. (B) In der Coomassiefiyleines SDS-Geles, auf das je 1 ul
Urin von Kontroll- und Knockout-Tieren aufgetragemrden, erkennt man in den Knockout
Tieren eine signifikante Proteinurie im Vergleiahden Wildtyp Tieren.

Um die Histomorphologie der Nieren zu untersuchvemden Nieren-Paraffinschnitte von 6
Tage und 4 Wochen alten Kontroll- und Knockout-&reangefertigt. Diese Schnitte wurden
einer Periodsaure-Schiff (PAS)-Farbung unterzoged die gefarbten Schnitte unter dem
Mikroskop verglichen. Im Alter von 1 Woche zeigere dPodozyten-spezifischen PKE
Knockout Nieren histologisch noch keine Auffélliglem (Abbildung 12A). Die Glomeruli
und auch die Tubuli zeigen keine Auffalligkeitem Alter von 4 Wochen erkennt man in der
Histologie der Nieren deutliche Unterschiede zwesckontrollen und Knockout Tieren. Es
zeigt sich eine generelle Glomerulosklerose in @ameruli, Dilatationen in den Tubuli und
Proteinansammlungen (Zylinder) im gesamten Tubykies (Abbildung 12B und C).
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A

Kontrolle PKCA/Nfloxfflox PodCre*

Abbildung 12 Histologie der Podozyten-spezifischeaPKCA/i Knockout Maus.

Die Histologie der Nieren von 6 Tage und 4 WochétenaWildtyp und Podozyten-
spezifischen aPKXi Knockout Mausen wurde durch Periodsaure-Schiff SRRarbung
analysiert.

(A) Im Alter von etwa einer Woche zeigen die Podenyspezifischen aPK@ Knockout
Méause keinen erkennbaren histologischen PhanotgseiNvon 6 Tage alten Wildtyp (links)
und Knockout (rechts) Mausen zeigen keine erkerambhistologischen Unterschiede. (B und
C) Im Alter von 4 Wochen entwickeln Podozyten-sfisehe aPK@&/1 Knockout Mause
segmentale Glomerulosklerose, Tubulus-Dilatationend Proteinansammlungen im
Tubulussystem.
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4.1.2Der Verlust von aPKCM verursacht Storungen in der regularen

FulRfortsatzarchitektur

Um den Effekt des Podozyten-spezifischen aRK®&nockouts auf die ultrastrukturelle
Glomerulusstruktur genauer darzustellen, wurdekteleenmikroskopische Aufnahmen von
4 Wochen alten Wildtyp und proteinurischen Knockdugren gemacht (Abbildung 13).

A Kontrolle

Abbildung 13 Elektronenmikroskopische Analyse von BKCA/t Knockout Glomeruli.

(A) Ultrastrukturelle Analysen der Glomeruli vonMochen alten Wildtyp Mausen zeigen die
normale  Struktur der glomerularen Filtrationsbaeie (oben) mit regularer
FuRRfortsatzarchitektur (unten) und normalen Samiégmbranen (schwarze Pfeile). (B) Die
Analyse von 4 Wochen alten aPKEC Knockout Mausen zeigt globales Ful3fortsatz-
Effacement(C) In einigen Bereichen kdnnen intakte FuR3faresdeobachtet werden, jedoch
zeigen diese zum Teil verschobene Schlitzmembrgweif3e Pfeile) und abnormale Zell-
Zell-Verbindungen.

In den Kontrollnieren erkennt man die strukturiaufgereinten Podozytenful3fortsatze, die
glomerulare Basalmembran und die direkt dariibgehde Schlitzmembran (Abbildung 13A,
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schwarzer Pfeil). In den Knockout Tieren sind diddfortsatze zum grof3ten Tewffaced,
sie sind miteinander verschmolzen und gehen zuimv&doren (Abbildung 13B).

In einer hoheren VergréRerung erkennt man noclgeimtakte FulR3fortséatze, wobei die
benachbarten Ful3fortsdtze ungewohnliche Schlitzmemderschiebungen zeigen. Die
Schlitzmembranen befinden sich normalerweise dir@hér der Basalmembran. In den
Knockout Nieren sind die Schlitzmembranen zum Veilschoben. Weiterhin sind zwischen
den Ful¥fortsatzen benachbarter Zellen ungewdhnlieheZell-Verbindungen zu detektieren,
die man in den Wildtyp Tieren nicht findet (Abbilay 13C).

4.1.3Veranderte Expression von Schlitzmembranmolekilenn den Podozyten-

spezifischen aPKQG/1 Knockout Mausen

Die Veranderungen in der Ful¥fortsatzarchitektur ubdsonders die veranderten
Schlitzmembranen lassen darauf schliel3en, dass diachn diesen Stellen normalerweise
exprimierten Proteine in den aPK& Knockout Mausen Veranderungen zeigen. Mit Hilfe
von konfokaler Lasermikroskopie wurde die Expressiotensitat und die Verteilung des
Polaritatsproteins Par3, d@&gght JunctionMarkers ZO-1 und der Schlitzmembranmolekile
Nephrin und Podocin untersucht. Hierzu wurden @egahnitte von 4 Wochen alten Wildtyp
und Knockout Nieren mit Antikbrpern gegen die gertan Moleklle gefarbt. In den
Kontrollmausen zeigten diese Marker eine linearetafleng entlang der glomerularen
Basalmembran. Im Gegensatz dazu ist die VerteikomgPar3, ZO-1, Nephrin und Podocin
in den PKG/t Knockout Mausen entlang der glomerularen Basalmambnterbrochen und
eher granular (Abbildung 14). Zusatzlich scheiré dlephrin Expression in den PKIC
Knockout Mausen im Vergleich zur Kontrolle starkueiert zu sein (Abbildung 14C).

Ein weiteres in den Glomeruli exprimiertes Proté&h der Podozytenmarker WT-1. Die
Expression von WT-1 wurde mittels Immunfluoreszénafing auf Gefrierschnitten von 7,
14, 21 und 28 Tage alten Kontroll- und PMCKnockout Nieren untersucht (Abbildung
15A). Um die WT-1 Expression zu quantifizieren, dem in allen Schnitten die WT-1
positiven Zellen pro Glomerulus ausgezéhlt (n=30=#@meruli) (Abbildung 15B). An Tag 7
konnten noch keine signifikanten Unterschiede zZimescKontroll- und Knockout-Glomeruli
detektiert werden. Auf den Nierenschnitten von Tagonnten durchschnittlich 14 WT-1
positive Zellen pro Glomerulus gezahlt werden. AagTL4 zeigten sich ebenfalls noch keine
Unterschiede zwischen Wildtyp und Knockout, jed@amk die Zahl der WT-1 positiven
Zellen pro Querschnitt auf durchschnittlich 11, was die Ausdehnung des Glomerulus

wahrend des Wachstums zuriickzuftihren ist.
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A Par3 Nidogen Merge Detail

Kontrolle

pKCMIfioxﬂﬂox
PodCre*

Kontrolle

PKCA/,flox/flox
PodCre*

Kontrolle

pKCMIfioxfﬂox
PodCre*

Kontrolle

pKCN’lﬂoxfﬂox
PodCre*

Abbildung 14 Immunfluoreszenz Aufnahmen von Wildtypund PKCA/v Knockout Glomeruli.

Nieren-Gefrierschnitte von 4 Wochen alten Wildtyfoftrolle, jeweils obere Reihe) und
Knockout Mausen (jeweils untere Reihe) wurden mitilkorpern gegen das Par-Komplex
Protein Par3, dagight JunctionProtein ZO-1, die Schlitzmembranmolekile Nephrird u
Podocin und Nidogen, einem Marker fur die Basalnrampgefarbt und durch konfokale
Lasermikroskopie dargestellt. (A-D) Im Unterschidder linearen Farbung von Par3, ZO-1,
Nephrin und Podocin in den Wildtyp Mausen, zeigeesel Molekile in den Knockout
Mausen eine granulére Verteilung entlang der gloiaeen Basalmembran. Zusatzlich
scheint die Nephrin Expression in den Knockout Gdarh reduziert (C). GroéRenbalken =
S um.
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An Tag 21 und Tag 28 zeigen die PKCKnockout Nieren eine signifikant reduzierte Anzahl
WT-1 positiver Zellen pro Glomerulus. An Tag 28dim den Knockout Nieren nur noch

durchschnittlich 3 WT-1 positive Zellen pro Glomleisi zu detektieren, im Gegensatz zu 11
WT-1 positiven Zellen pro Glomerulus in den Wildtiyf@usen.

Der Zeitpunkt an dem die WT-1 Expression verlorehtgstimmt etwa mit dem Einsetzen
der Proteinurie und den histologischen Verandemingeerein. Fir die Quantifizierung der

WT-1 positiven Zellen wurden pro Zeitpunkt 5 Wildtyund Knockout Tiere untersucht

(Abbildung 15B).

Die Expression verschiedener Schlitzmembranmolekiilede aufRerdem in Nierenlysaten
von Kontrolltieren und 28 Tage alten PKICKnockout Mausen untersucht. Die Expression
von Nephrin und CD2AP ist in den Knockouts deutlieduziert, wobei die Expression von

GAPDH als Ladungskontrolle unbeeinflusst ist (Adbihg 15C).

A Kontrolle PKCAM/ floxffiox PodCret B

k%

WT 1 positive Zellen/ Glomerulus

7 14 ) 21 ) 28
[ Kontrolle ™
I ~«c)ifoxiox PodCre

=

g

G £ g o

e =0

§ £38

v o o
Nephrin| S —180 kDa
CD2AP | S s — 75 kDa
GAPDH | © — 37 kDa

Abbildung 15 Expression von WT-1, Nephrin und CD2ARN Wildtyp und aPKC A Knockout Nieren.

(A und B) Glomeruli aus 7, 14, 21 und 28 Tage adiKCQ./1 Knockout Nieren zeigen eine
signifikant reduzierte Zahl WT-1 positiver Zellenrop Glomerulus im Vergleich zu
gleichaltrigen Wildtyp Tieren (* p<0,05; ** p<0,01)400 x VergroRerung. (C) In
Nierenlysaten von 4 Wochen alten aPK@&nockout Mausen ist die Expression von Nephrin
und CD2AP im Vergleich zur Kontrolle deutlich rederz.
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4.2 Untersuchungen an PKG./v und PKC{ monoklonalen Podozytenzelllinien
4.2.1Herstellung und Charakterisierung der monoklonalenPodozytenzelllinien

Um den Einfluss der PKQi- und PKE-Defizienz auf den Podozyten genauer zu
untersuchen, haben wir Glomeruli aus den Knockoaudén und den Kontrolltieren isoliert
und daraus monoklonale Podozyten-Zelllinien kuditii Die Podozyten-spezifischen PKC
Knockout Mause wurden dazu mit Immorto-transgeneéiudén gekreuzt, so dass alle Zellen
das Immortotransgen tragen und immortalisiert ifti€ugehalten werden kénnen. Aus diesen
Kreuzungen erhielten wir Kontrollzellen, die zwesfigpxte Allele, aber kein Cre enthalten
und Knockout Zellen, die zwei gefloxte Allele undsatzlich das Cre Gen enthalten. Von

jeder Kontroll- oder Knockout-Zelllinie wurden miestens drei unterschiedliche Klone
kultiviert und untersucht.

A
Cre b w s g B
=
controls  cells =
1 1 i_ 1 1
] + 5T
5% 5 5 %
PKCMiflox = & = 2 2 &
=
controls cells =
Flox (1000 bp)
WT (355 bp)
B + o
+ =
WS
h—l
= 0 2
= I .
i3]
PKC C controls cells £
KO (800 bp)
WT (300 bp)

Abbildung 16 PCR der isolierten monoklonalen Zelllnien.

(A) Genomische DNA der Kontrollzelllinie PR flox/flox und der Knockout-Linie PK&h
flox/flox PodCre wurde mit Hilfe von PCR auf dasedBen (oben) und auf die flox-
Sequenzen (unten) untersucht. (B) Genomische DNAP#&, Zellen wurde per PCR auf
das Vorhandensein von Wildtyp (WT) oder Knockou©{KAllelen untersucht.

Von den kultivierten monoklonalen Zelllinien wurdenomische DNA isoliert und mittels

PCR bei den PKIu Zellen auf das Cre-Gen und die flox Sequenzen heidden PKQ
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Zellen auf das Vorhandensein von Wildtyp und Knadkallelen Gberpruft (beispielhatft in
Abbildung 16 dargestellt). Als Kontrolle wurde gemsche DNA aus Schwanzspitzen-
Biopsien der Mause verwendet.

Das Cre Gen konnte wie erwartet nur in den RKKOKnockout Zellen und in der
entsprechenden Kontrolle detektiert werden. Beiddllidien enthielten aul3erdem zwei
gefloxte PKG/1 Allele, so dass die Wildtyp Zellen den Genotyp RKGlox/flox und die
Knockout Zellen den Genotyp PKE flox/flox Cre+ besitzen (Abbildung 16A). Bei den
PKC{ Zellen wurden wie erwartet in den Wildtyp Zellenrnwildtyp Allele und in den
Knockout Zellen nur Knockout Allele detektiert (Althung 16B). Im Folgenden wird der
Genotyp PKG/ flox/flox als PKG/u Wildtyp (PKCAVL WT) und PKG/ flox/flox Cre+ als
PKCM Knockout (PKG/1 KO) bezeichnet.

Danach musste Uberprift werden, ob es sich beisidierten glomeruléaren Zellen wirklich
um Podozyten handelt, da aus den Glomeruli aucherandglomerulare Zellen
(Mesangialzellen, Parietalzellen, Endothelzelleasvegachsen konnten. Dazu wurden die
Zellen 14 Tage ausdifferenziert und die Lysate inest¥rn Blot auf die Expression
verschiedener Podozytenmarker untersucht. In allem hier gezeigten monoklonalen
Zelllinien und auch in den anderen untersuchtem&tokonnten die podozytaren Proteine
Nephrin bei 180 kDa und WT-1 bei 52 kDa detektigerden. Als Ladungskontrolle wurde
die Membran zuséatzlich mit GAPDH inkubiert und eictelt. Die PKG/i1 und PKQ
Wildtyp und Knockout Zellen zeigten eine etwa dheistarke Nephrin Expression. Die
Expression von WT-1 ist ebenfalls detektierbar,o@d in beiden Knockout Zelllinien

deutlich reduziert.

PKCNI PKC(

WT KO WT KO
Nephrin 180 kDa
GAPDH % =, 37 kDa
WT-1 e s | 52 kDa
GAPDH | & 37 kDa

Abbildung 17 Western Blot Analyse der monoklonalerzelllinien.

Jeweils 20 ug der Zelllysate wurden auf die Expoesson Nephrin und WT-1 untersucht.
Zur Ladungskontrolle wurde die jeweilige Membrart @APDH normalisiert.
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AulBBer im Western Blot wurden die Zellen auch mitféedivon Immunfluoreszenzfarbungen
charakterisiert. Die verschiedenen Zelllinien wurdet Tage auf Coverslips differenziert,
anschliel3end fixiert und mit Antikérpern gegen Bmdozytenmarker Synaptopodin und WT-
1 geféarbt. Eine Expression von Synaptopodin kanRadozyten erst im ausdifferenzierten
Zustand detektiert werden, WT-1 jedoch wird auchoscvon undifferenzierten Zellen
exprimiert (10). In allen untersuchten PKICund PKE& Wildtyp und Knockout Zellen
konnte nach 14 Tagen Differenzierung deutlich das Aktinfasern assoziierte Protein
Synaptopodin detektiert werden (Abbildung 18A urlabAdung 19A).

A
Synaptopodin DAPI Merged

PKCAN WT

PKCA1 KO

1)

WT-1 DAPI Merged

PKCAMI WT

PKCM KO

Abbildung 18 Expression Podozyten-spezifischer Preine in den PKGW Zelllinien.

Die PKCG\1 Wildtyp und Knockout Zelllinien wurden nach 14 EagDifferenzierung auf die
Expression der Podozytenmarker Synaptopodin (A) OWd-1 (B) untersucht. Die
Kernfarbung erfolgte mit DAPI (blau) (400 x Vergeifdng).

In den PKG/t Knockout Zellen war die Synaptopodin Expressiato@ deutlich schwécher
und auf das Zentrum der Zelle reduziert. Die Exgoesin den Ful3fortsatzen war kaum noch
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zu detektieren. WT-1 konnte in allen untersuchtestllidien im Kern detektiert werden
(Abbildung 18B und Abbildung 19B). Hier konnte maenfalls, konsistent mit den
Ergebnissen des Western Blots, eine etwas schwéidhdr1l Expression in den PREG

Knockout Zellen erkennen.

>

Synaptopodin DAPI Merged

PKCZ WT

PKCZ KO

ve)

DAPI Merged

PKCZ WT

PKCZ KO

Abbildung 19 Expression Podozyten-spezifischer Preine in den PKC Zelllinien.

Die PKC, Wildtyp und Knockout Zelllinien wurden nach 14 EagDifferenzierung auf die
Expression der Podozytenmarker Synaptopodin (A) Od-1 (B) untersucht. Die
Kernfarbung erfolgte mit DAPI (blau) (400 x Vergeifdng).

Da die Expression von Synaptopodin und WT-1 auftdtnebene deutlich reduziert war,
sollte untersucht werden, ob die Gene fur diesdePr® auch bereits auf mMRNA Ebene
reguliert sind. Dazu wurden die Zellen wieder 14 aifferenziert und diesmal die mRNA
aus den Zellen gewonnen. Nach dem Umschreiben MAc@urde die mRNA Expression

von Synaptopodin und WT-1 in der Real-time PCRP@R) untersucht. Als Normalisierung
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diente hier das konstitutiv exprimierte Gen HPRTBie Ergebnisse der rt-PCR zeigten
ebenfalls eine Reduktion von Synaptopodin und Wih-tlen PKG/t und PKE Knockout
Zellen (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Real-time PCR der differenzierten PKG./1 und PKC{ Zellen.

Die PKC\Mu und PKQ Zelllinien wurden nach 14 Tagen Differenzierungteis rt-PCR auf
die mRNA Expression der Podozytenmarker WT-1 (obanyl Synaptopodin (unten)
untersucht. Die Normalisierung erfolgte gegen HPRTp<0,01. n. s. = nicht signifikant.

4.2.2Lokalisation von PKCA/v und PKC( in Podozyten

Die atypischen PKCs spielen eine wichtige Rolle bler Bildung der glomerularen
Schlitzmembran (79). Fur ihre Funktion ist auch diekalisation innerhalb der Zelle
entscheidend. Um die Lokalisation von PKQund PKC in Podozyten darzustellen, wurden
GFP-Konstrukte der beiden Proteine in Podozytemstemt transfiziert und die GFP-
Fluoreszenz unter dem Mikroskop detektiert (Abhiigu21). Zusatzlich wurden die
transfizierten Podozyten 24 h mit 100 pg/ml Puromyaminonukleosid (PAN, Sigma)
stimuliert und ebenfalls die Lokalisation von PKHCund PKQ untersucht. Die Puromycin
aminonukleosid-induzierte (PAN) Nephrose ist eit gaschriebenes vivo und in vitro

Modell fur Veranderungen der FuR3fortsatzarchitektdie zu Glomerulosklerose fuihren
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konnen (128). In dieser Arbeit wird PAN als Verglesmodell fir den zellularen Phanotyp
bei Podozytenschadigungen verwendet.
PAN

- +
Abbildung 21 Lokalisation von PKCAvund PKCE nach PAN-Stimulation.

Uberexpression von PK@G-GFP und PKG-GFP in Podozyten. Die Lokalisation der beiden
PKC Isoformen andert sich nach Stimulation mit P@RO x Vergrof3erung).

PKCA-GFP

PKCZ-GFP

In den unstimulierten Podozyten ist PKEGFP in der gesamten Zelle und auch im Kern
lokalisiert. Im Gegensatz dazu ist PKGFP nicht im Kern, sondern nur im Zytosol
exprimiert. Nach PAN Stimulation ist PRG-GFP noch immer stark im Kern exprimiert,
aber zusatzlich auch zum Teil in der Membran. PIQEP befindet sich nach PAN
Stimulation nicht im Kern, sondern reichert sichripekledr an. Die Expression im Zytosol

wird dafir wesentlich schwécher.

4.2.3Morphologische Unterschiede zwischen den Podozytesiltinien

Da sich schon in ersten Untersuchungen erheblictierschiede zwischen den verschiedenen
Wildtyp und Knockout Zelllinien herausstellten, Iseh die Zellen nun genauer auf
allgemeine zellulare Funktionen und Eigenschaftgensucht werden.

Als erstes und auffalligstes Merkmal zeigten sichtddschiede in der Zellmorphologie
zwischen den einzelnen Zelllinien. Im proliferieden Zustand bei 33 °C sollten die
Podozyten ein kopfsteinpflasterartiges Muster aaoktdaneinander liegenden Zellen bilden.
Nach 10-14 Tagen bei 37 °C sind die Podozyten Haselnziert. Sie breiten sich aus und
bilden Auslaufer, mit denen sie mit den benachba#ellen in Kontakt treten. Die beiden

Kontrollzelllinien PKCG/t und PKE Wildtyp zeigen genau diese erwartete Morphologie
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(Abbildung 22). Die PK&h Knockout Zellen (PK&/ flox/flox PodCre+) zeigen schon
wéahrend der Proliferation eine ungewothnliche Motpgie. Die Podozyten wachsen eher
langgestreckt und zum Teil Ubereinander. Durch dasreinanderwachsen I6sen sich die
Zellen von der Collagenoberflache ab und flotieirenMedium. Im differenzierten Zustand
scheinen die Podozyten viel weniger ausgebreitdtdaner kleiner zu sein. AufRerdem sind
die Zellauslaufer wesentlich kirzer. Die PK&nockout Zellen zeigen bei genauer
Betrachtung eine milde Variante dieser verandeMemphologie. Bei 33 °C erkennt man
ebenfalls Andeutungen von Zellanhdufungen. Bei G7ist kaum ein Unterschied zu den

Kontrollzellen zu erkennen.

PKCT +/+

PKCT -/-

33°C

37 °C

Abbildung 22 Morphologie der undifferenzierten unddifferenzierten PKCA/v und PKCE Zelllinien.

Die Morphologie der verschiedenen Zelllinien wurde proliferierenden Zustand bei 33 °C
mit y-INF (obere Reihe) und im differenzierten Zustaa@m14 Tagen bei 37 °C ohpdNF
(untere Reihe) verglichen (200 x Vergré3erung).

4.2.4Expression verschiedener Adhasionsmolekule

Eine wichtige Eigenschaft der Podozyten ist ihre hdglon an die glomerulare
Basalmembran. Die Adhasion erfolgt Uber Fokale Adirien (Fokalkontakte),
Proteinkomplexe, die das Aktin Zytoskelett einerllZean eine Matrix koppeln. Ein
Hauptbestandteil dieser Proteinkomplexe ist dasinAkihdende Strukturprotein Vinculin
(146). Der Kontakt zu Proteinen der Matrix wird tiverschiedene transmembrane Integrine
vermittelt. Die Integrine sind Uber Adaptermolekide z. B. Vinculin an das Aktin
Zytoskelett gekoppelt. In den Fokalen Adhasionerls@ul3erdem die Signallibertragung

eine wichtige Rolle. Zu den signalubertragendertditen gehort unter anderem die Kinase
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FAK (focal adhesion kinageKurzlich konnte gezeigt werden, dass eine Iitobivon FAK

in Podozyten im Mausmodell vor Proteinurie Wfthcemenschitzt (147).

Um die Anzahl und Ausdehnung der Fokalen Kontaktgen PKQG/1 und PKE Wildtyp und
Knockout Zellen zu beurteilen, wurden die ausdéfeierten Zellen mit einem Antikorper
gegen Vinculin gefarbt und so die Fokalen Kontakerkiert. Um die Fokalen Kontakte zu
guantifizieren, wurden pro Zelllinie mindestensEBfzelzellen fotografiert und anschlieRend
die Zahl der Vinculin-positiven Flachen pro Zellesgezéahlt. Die PKI1 Knockout Zellen
zeigten in der Farbung signifikant weniger Vincudits die Wildtyp Zellen (Abbildung 23A,

obere Reihe).
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Abbildung 23 Expression von Adhasionsmolekilen inhmunfluoreszenz und rt-PCR.

(A) Eine Immunfluoreszenzfarbung auf differenziart@odozyten gegen Vinculin zeigt eine
signifikante Reduktion der Vinculin Punkte in derK@®J/t Knockout Zellen (400 x

Vergrol3erung).
(B) Die mRNA-Expression von Vinculin, Integritii und FAK in der Real-time PCR zeigt
ebenfalls eine Reduktion in beiden aPKC Knockoutlliden.*p<0,05. n. s. = nicht

signifikant.
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Bei den PKG Wildtyp und Knockout Zellen zeigte sich hingegexinkgrof3er Unterschied in
der Anzahl der Fokalen Kontakte (Abbildung 23A,aretReihe). Dieser Befund konnte auch
auf RNA-Ebene bestétigt werden. Von den entspratdrezelllinien wurde RNA gewonnen,
diese in cDNA umgeschrieben und in der rt-PCR aage. Aul3er auf Vinculin wurde die
MRNA der Zellen auf die Expression der Adh&siongkidle Integrin 1 und FAK
untersucht.

Fur alle drei Adhasionsmolekiile zeigte sich in d&0CA/1 Knockout und in den PKC
Knockout Zellen eine Reduktion der mRNA Express{@ibbildung 23B). Signifikant war
jedoch nur die mRNA Expression von Vinculin undelgpin f1 in den PK@/t Knockout
Zellen reduziert. Eine Reduktion auf mRNA Ebene snggloch nicht zwingend auch eine
Reduktion auf Proteinebene bedeuten. Daher wurdeatzich Zelllysate im Western Blot
auf die Expression der Adhasionsmolekile Vinculinpspho-FAK (pFAK) und Integrifl
untersucht. Fur Vinculin konnte im Western Blot wsighon in der Immunfarbung und in der
rt-PCR eine Reduktion in beiden Knockout Zelllinidietektiert werden (Abbildung 24).
Integrin B1 scheint auf Proteinebene vor allem in den RK&nockout Zellen reduziert zu
sein, in den PKC Knockout Zellen ist die Integriil Proteinexpression unbeeinflusst. Die
Doppelbande fir Integri3l zeigt das kleinere pre-Integrifl und das grof3ere N-
glykosylierte reife Integrirpl (148). Phospho-FAK scheint auf Proteinebene Vlemaim

PKC{ Knockout reduziert zu sein.

PKCM  PKC({
WT KO WT KO

Vinculin —_ 117 kDa
pFAK 125 kDa
Integrin 1 s 130 kDa
GAPDH 37 kDa

Abbildung 24 Expression von Adhasionsmolekiilen im \&stern Blot.

Je 10ug Zelllysat von differenzierten PKCund PKQ@ Wildtyp und Knockout Zellen wurde
im Western Blot auf die Expression von Vinculin,A% und Integrin 1 untersucht. Als
Ladungskontrolle wurde GAPDH verwendet.

In einem weiteren Versuch wurden Zellen fur 24 #am mit unterschiedlichen
Konzentrationen PAN behandelt. Am Abend vor dem8tation wurden die Zellen zur
Synchronisierung auf Hungermedium (1% FCS) ges&iztkonnte bereits gezeigt werden,
dass PAN einen Effekt auf Adhasionsmolekile hatt1®er Effekt von PAN auf die
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Wildtyp Podozyten wurde hier Gberprift, da in dereiteren Versuchen ebenfalls
Stimulationsversuche mit PAN durchgefihrt wurdeacN PAN Stimulation zeigte sich die
MRNA Expression der Adhasionsmolekule Vinculin umiggrin1 in den Podozyten bereits
bei einer Konzentration von 10 pg/ml oder héhenisiigpnt um mindestens das Zweifache
verringert (Abbildung 25). Eine Kontrolle ohne Stilation wurde zusatzlich 24 h auf
Hungermedium gehalten, dort zeigte sich keine S8igmte Regulation der

Adhasionsmolekdle.
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Abbildung 25 Expression der Adhé&sionsmolekile Vinclin und Integrin p1 nach PAN Stimulation.

Differenzierte Podozyten wurden 24 h mit untersdidben Konzentrationen PAN stimuliert
und die mRNA Expression von Vinculin und Integft in der rt-PCR untersucht. Eine
zusatzliche Probe wurde 24 h in Hungermedium gehdlt% FCS).*p<0,05; **p<0,01; n. s.
= nicht signifikant.

4.2 .5Ausdehnung der PKG\/1 und PKC( defizienten Zellen

Wahrend der Differenzierung breitet sich der Zeaitlgi der Podozyten normalerweise auf der
Oberflache auf. Die Zelle wird flacher und die Fufidatze bilden langgestreckte
Zellauslaufer. So verdndern sie sich von einer etedlichen Form zu einer stark
verzweigten aufgespreizten Zelle. Bei den RKCKnockout Zellen fiel schon
lichtmikroskopisch auf, dass sie sich nicht wie eliésprechenden Wildtyp Zellen ausdehnen
und wesentlich kleiner erscheinen. Um dies qudititau erfassen, wurden die 14 Tage
differenzierten Zellen mit Vinculin gefarbt und entdem Mikroskop fotografiert. Zur
Auswertung der Zellausdehnung wurde das Programagénd 1.42q (National Institutes of
Health, USA) verwendet. Es wurde jeweils der grdBsechmesser von 50 Zellen gemessen
und aus den erhaltenen Werten ein Mittelwert gehilBie PKG/1 Knockout Zellen zeigten
eine um mehr als die Halfte reduzierte AusdehnungVergleich zu den Wildtyp Zellen
(Abbildung 26A und B). Die PKCWildtyp und Knockout Zellen zeigten keine sign#iken

Unterschiede in ihrer Ausdehnung.
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Die gleichen Vinculin Farbungen und Messungen deltadsdehnung wurden mit Zellen
wiederholt, die misilencingRNA (siRNA) gegen PK@' oder PKE behandelt wurden. Im
Vergleich zu den Zellen, die mit Kontroll-siRNA hatdelt wurden, zeigten die Zellen mit
PKCMv siRNA eine signifikant reduzierte Ausdehnung. Digerrringerung der
Zellausdehnung der mit PKGIRNA behandelten Zellen war nicht signifikant @Aldung
26C). In einem weiteren Versuch wurden Zellen fdr Qtunden mit 100 pg/ml PAN
behandelt. Diese Zellen zeigten ebenfalls eine whrrals die Halfte reduzierte Ausdehnung

im Vergleich zu den unbehandelten Zellen.
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Abbildung 26 Ausdehnung der PKG/1v und PKCZ Wildtyp und Knockout Zellen.

(A) Vinculin-immunfarbung der Wildtyp und KnockouZellen und (B) Messung des
mittleren Durchmessers, um die Ausdehnung der Zellebestimmen (400 x Vergréf3erung).
(C) Mittlerer Durchmesser der mit PRG siRNA, PKQ siRNA oder PAN behandelten
Zellen (jeweils 50 Zellen). **p<0,01. n.s. = nighignifikant.
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4.2.6Veranderungen des Aktin Zytoskeletts bei PK@/v Defizienz

Die bisher untersuchten Veranderungen in der Esmesder Adhasionsmolekile und der
stark reduzierten Zellausdehnung der RKCKnockout Zellen deuten bereits auf
Veranderungen in der Organisation des Aktin Zyttedk® hin. Um dies genauer zu
untersuchen, wurden die ausdifferenzierten RKGnd PKE Wildtyp und Knockout Zellen
mit einem Fluoreszenz-markierten Antikdrper gegas Aktin-bindende Phalloidin gefarbt.
Die Kernfarbung erfolgte mit DAPI. In gesunden, mai differenzierten Podozyten sollte ein
gut ausgebildetes Netzwerk aus Aktinfasern erkensbim, das sich Uber die gesamte Zelle
erstreckt. Dieses erkennt man zum Beispiel in dECH Wildtyp Zellen. Die PKGA
Knockout Zellen zeigen aul3er ihrer gut zu erkeneandeduzierten Ausdehnung auch
deutliche Veranderungen im Aktin Zytoskelett.

Es sind kaum noch Stressfasern zu erkennen un@reidteil des Aktins verdichtet sich an
den Zellrdndern und bildet Mebrananhaufungererfbrane ruffles(Abbildung 27A). Um
diese Veranderungen zu quantifizieren, wurden d@irgten Zellen unter dem Mikroskop
fotografiert und alle Zellen mit verandertem Zyteldtt gezahlt. Zusatzlich wurde die
Gesamtzahl der Zellen bestimmt, um eine prozenatstellung der Zellen mit verandertem
Zytoskelett zu ermdglichen (Abbildung 27B).

In den PKG/t und PKQ@ Wildtyp Zellen gab es auch einen geringen Anteilleh, in denen
das Aktin Zytoskelett veréndert war und nicht diemale Struktur an Stressfasern zeigte. In
den PKG/u Knockout Zellen hingegen waren kaum noch Zellent mormaler
Zytoskelettstruktur zu erkennen. Bis zu 80 % ddlefiezeigten deutliche Veranderungen im
Aktin Zytoskelett. Bei den PKC Wildtyp und Knockout Zellen zeigten sich kaum
Unterschiede in der Anzahl Zellen mit verandertektirAZytoskelett. Um die Veranderungen
der PKG/1 Knockout Zellen mit einer anderen Methode zu hgd, wurden Wildtyp
Zellen mit 10 uM aPKC Pseudosubstrat (Biosourcen&@dlo, CA, USA), das gegen beide
atypische Isoformen gerichtet ist, flr 2 h bei &7/ehandelt.

Als Kontrolle diente 10 pMScrambled Peptid (gleiche Aminosduren in einer nicht
funktionellen Reihenfolge). Desweiteren wurden WjidZellen mit PKG/1 siRNA und mit
Kontroll siRNA behandelt und ebenfalls die Zelleit nerandertem Zytoskelett ausgezahilt.
Wie bei den PK@&@/i Knockout Zellen, zeigte sich auch nach Behandlumg aPKC
Pseudosubstrat und PK& siRNA eine signifikant erh6hte Anzahl Zellen meréindertem
Aktin Zytoskelett. In einem weiteren Versuch wurdeie Zellen erneut 24 Stunden mit
100 pg/ml PAN behandelt. Die Aktin Zytoskelett Viedl@rungen nach dieser Stimulation
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waren ahnlich ausgepragt wie in den RKkd&nockout Zellen. Es bildeten sich in fast 80 %
der Zellen typische Phalloidin-gefarbte Membranamindgen an den Zellrdndern.
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Abbildung 27 Veranderungen des Aktin Zytoskelettsn PKCA/ defizienten Zellen.

(A) Phalloidin Farbungen von PKG und PKE Wildtyp und Knockout Zellen und von
Zellen, die mit einem aPKC Pseudosubstrat (PS), PPAKEIRNA oder PAN behandelt wurden
(400 x VergroRRerung). (B) Quantifizierung der Zellmit verandertem Aktin Zytoskelett.
**p<0,01. n. s. = nicht signifikant.
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4.2.7Expression der kleinen GTPasen RhoA, Racl und Cdc42

Veranderungen des Aktin Zytoskeletts werden haufigrch das Gleich- oder
Ungleichgewicht der kleinen GTPasen RhoA, Racl @uit42 bestimmt (149). Da die
PKCM Knockout Zellen einen offensichtlichen Aktin Zykedett Phanotyp zeigen, wurde die
Expression und Aktivitat der kleinen GTPasen in demschiedenen Podozytenzelllinien
untersucht.

Die aktiven GTP-gebundenen Formen von RhoA, Raad @Qdc42 koénnen nicht durch
spezifische Antikdrper im Western Blot von den G@d#bundenen inaktiven Formen
unterschieden werden. Daher wurde fir die Detektimm aktivem RhoA, Racl und Cdc42
jeweils ein Aktivierungs Assay der Firma Cytosketetverwendet, der die aktiven Formen
mithilfe spezifischer Beads préazipitiert und deiett Die ausdifferenzierten Podozyten
wurden lysiert und je 500 pg fur die Assays einggs®as an die Beads gebundene aktive

RhoA, Racl oder Cdc42 wurde im Western Blot mizggehen Antikdrpern nachgewiesen.

PKCM  PKC{
WT KO WT KO
ROOA-GTP | e - e | 23 kD2
t-RhoA 23 kDa
Rac-GTP — =" | 21 kDa

t-Rac  |[WiED s Sl - | D] kDa

Cdc42-GTP - - 21 kDa
t-Cdc42 At s e 71 kDa
GAPDH 37 kDa

Abbildung 28 Expression und Aktivitat der kleinen GTPasen RhoA, Racl und Cdc42.

Western Blot Analysen der aktiven GTP-gebundenemEn von RhoA, Racl und Cdc42
zeigen deutliche Unterschiede in der Expressiorisstand Aktivitat zwischen Wildtyp und
Knockout Zellen.

In beiden Wildtyp Zelllinien (PK&/ und PKE Wildtyp) konnte aktives RhoA-GTP und nur
wenig aktives Racl-GTP detektiert werden (Abbild@8). In den PK&/1 Knockout Zellen

zeigte sich eine etwas geringere Expression arveaktiRhoA-GTP, aber erheblich mehr
aktives Racl-GTP. In den PK&nockout Zellen war kein Unterschied an RhoA-GTP z
erkennen, jedoch ebenfalls deutlich mehr Racl-AJ&s aktive Cdc42-GTP zeigte keine
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Regulation in den unterschiedlichen Zelllinien. AlBdungskontrolle diente Lysat, das bereits
vor der Inkubation mit den Beads separiert wurdenkdn wurden jeweils 50 pug auf ein Gel
aufgetragen und die Membran des anschlieenden eWedlots mit dem gleichen
Antikorper inkubiert, der auch die an die Beadsugelenen aktiven Formen nachweist.
Interessanterweise zeigten sich in den Zelllysafeenfalls erhebliche Unterschiede in der
Expression der Totalproteine RhoA, Racl und Cdc#RhpA, t-Racl und t-Cdc42)
(Abbildung 28).

In den PKG/1 Knockout Zellen lasst sich kaum t-RhoA nachweiged auch die Expression
von t-Racl und t-Cdc42 ist deutlich reduziert imrgleich zum Wildtyp. Bei den PKC
Zellen zeigt sich kein Unterschied in der Expreassion t-RhoA und t-Cdc42 zwischen
Wildtyp und Knockout. Die Expression von t-RhoA #@terdings insgesamt geringer als in
den PKQG/u Wildtyp Zellen. Die Expression von t-Racl ist iendPKQ Knockout Zellen wie
auch in den PK@&1 Knockout Zellen wesentlich geringer als im Wildtypie Regulation an
aktivem und totalem Racl scheint in beiden Knockdnien gegenlaufig reguliert zu sein.

In einem weiteren Experiment wurde die mMRNA Expi@syon RhoA und Racl in der rt-
PCR untersucht. Hier zeigten sich fur RhoA und Radieiden Knockout Zelllinien deutlich
reduzierte mRNA Level (Abbildung 29).
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Abbildung 29 mRNA Expression der kleinen GTPasen RbA und Racl.

Rt-PCR Analyse der PKZ und PKE Wildtyp und Knockout Zellen auf die mRNA
Expression der kleinen GTPasen RhoA und Racl. §&®. s. = nicht signifikant.

4.3 Transkriptom-Analyse der Podozyten mittels Mikroarray

Die bislang erhaltenen Ergebnisse zu den RKGnd PK Zellen zeigten, dass die PKC
Isoformen verschiedene zellulare Funktionen begssBn. Um Gemeinsamkeiten und
Unterschiede in der PR@ und PKQ Defizienz zu erkennen, wahlten wir einen Mikrogfra

Ansatz, der uns genauere Informationen Uber diailgggn verschiedenster Gene innerhalb
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des Transkriptoms geben sollte. Die PKQind PKE Wildtyp und Knockout Zellen fur den
Mikroarray wurden 14 Tage differenziert bevor di&lAR der Zellen isoliert wurde. Die
Qualitat der RNA wurde mit dem Agilent 2100 Bionady (Agilent Technologies) vor dem
Einsatz im Mikroarray untersucht. Von jeder Zelirwurden zwei unterschiedliche Klone
untersucht. Hierbei wurde darauf geachtet, dass alle untersuchten Podozytenlinien etwa
in der gleichen Kultivierungspassage befanden (B3)3-

Der Mikroarray ,Whole Mouse Genome Oligo Microarrayntersucht mit tGber 45 000
Gensonden die RNA auf die Expression von etwa 20 @@terschiedlichen Genen. Die
erhaltenen Genlisten wurden nach mehrerer Filteren sortiert (siehe Methoden) und nur
die Gene in die weitere Auswertung Ubernommen, ididbeiden untersuchten Klonen
entweder mindestens zweifach UberreprasentiertOfy2oder unterreprasentiert (>2)0
waren. In einem weiteren Mikroarray wurde RNA awdleh untersucht, die zuvor 24 h mit
100 pg/ml PAN stimuliert wurde. Als Vergleich dient unstimulierte Zellen. Die
Auswertung der PAN-Arrays erfolgte nach den glerclkiterien wie bei den PKXv und
PKC{ Wildtyp und Knockout Zellen.

Tabelle 8 Anzahl Gber- und unterreprasentierter Gem in PKCi KO vs. WT, PKCE KO vs. WT und PAN
vs. Kontroll- Zellen.

Uberreprasentierte Unterreprasentierte
x-fache Regulation Gene % Gene %
PKCA1I KO vs. WT
>2 295|100 365|100
>5 160| 54 108| 30
>10 87| 29 32| 9
>100 11| 4 8] 2
PKCC KO vs. WT
>2 201|100 163|100
>5 110| 37 47| 13
>10 66| 22 19| 5
>100 8| 3 1] 03
PAN vs. Kontrolle
>2 582100 4131100
>5 136| 46 51| 14
>10 32| 11 14| 4
>100 0] O 0] 0

Aus den Arraydaten der PR@G Zellen erhielten wir 295 Gene, die in den Knockdatlen
mindestens 2 fach Uberreprasentiert und 365 Geeaenihdestens 2 fach unterrepréasentiert

sind. Einige Gene waren sogar mehr als 100 faahiezty(Tabelle 8).
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In den PKE Podozyten waren 201 Gene in den Knockout Zellendestens 2 fach
uberreprasentiert und 163 Gene mindestens 2 fatdrreprasentiert. In den PKZellen
waren ebenfalls einige Gene mehr als 100 fach iexgul

Die Arraydaten der mit PAN stimulierten Zellen dvga allgemein eine grol3ere Anzahl
regulierter Gene. In den stimulierten Zellen waré82 Gene mindestens 2 fach
Uberreprasentiert und 413 Gene mindestens 2 faehraprasentiert. Ein Teil der Gene war
auch 5 fach oder mehr als 10 fach reguliert, jedgathes nicht wie in den PKG oder PKC

Arraydaten Gene, die mehr als 100 fach regulied.si

Tabelle 9 Die 30 am starksten Uberreprasentierten €ne aller Arrays.

PKC A1 WT vs. KO PKC ¢ WT vs. KO Kontrolle vs. PAN
x-fache x-fache x-fache

Gen Regulation Gen Regulation Gen Regulation
Hoxc9 569.17 Ctsz 577.65 Tnfrsfl8 26.08
Aplpl 381.47 Hoxc9 349.35 Pvrl4 19.03
Krt18 249.64 Kif21b 289.23 Ms4al0 17.35
Cxcl12 205.70 Cdo7 232.42 Ckmtl 15.79
G6pc2 192.04 Tubb2b 209.08 Bmp8a 13.76
Tgfb3 192.03 Gypc 203.18 Depdc7 13.38
Dpysl4 153.24 Cd248 133.69 Mstl 13.03
Htatip2 137.58 Bhlhb9 120.58 Egfr 12.84
Emb 134.92 Cldn1 97.86 Unc45b 12.77
Pdgfd 115.15 Caspl 86.42 S100al5 12.69
Hoxc6 111.51 B3galntl 69.96 Aldhla3 12.12
Six1 95.58 Ucp2 50.56 Rasgefla 12.00
Firt3 95.40 Cd302 47.57 Clqgtnf5 11.87
Galntl4 94.93 Ckb 45.49 Ggtlal 11.82
Digh3 86.53 Hoxd9 44.73 Grifin 11.47
Has2 80.79 Hoxc6 44.45 Apobecl 11.16
Hoxc10 80.37 Fbin2 43.26 Scn3b 10.90
Lox 71.89 Tmem144 43.16 Dcn 10.66
Armcx1 71.78 Plcl2 41.39 Gprl35 10.63
Cbr3 70.50 Hs3st3al 40.09 Nefh 10.61
Foxc2 68.02 Cgrefl 37.61 Ppp2r2c 10.58
Cgrefl 65.87 Mageel 36.35 Map3k6 10.57
Abcgl 59.74 Dmrta2 32.30 Fezl 10.36
Mbp 55.52 Zfp296 32.03 Hhex 10.36
Aytll 53.83 P2ry6 31.23 Krtap3-2 10.17
Def6 50.87 Hpsl 27.93 Psd2 10.11
H60 48.79 Ldhb 25.98 Slcball 10.03
Mageel 42.66 Mpped2 25.88 Tjp3 9.63
Smoc2 40.89 Peli2 25.41 Aqp8 9.46
Tshz3 36.34 Cd38 23.64 RIf 9.17

In Tabelle 9 und Tabelle 10 sind die jeweils 30kstéen Gber- und unterrepréasentierten Gene
aus den Arrays der PR@G Knockout, PKC Knockout und PAN stimulierten Zellen

dargestellt. In den PKXZi Knockout Zellen ist Hoxc9 das am starksten Ubeasgntierte Gen
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(569 fach), in den PKCKnockout Zellen Ctsz (578 fach) und in den PANMnsiierten Zellen
Tnfrsfl8 (26 fach). Das jeweils am starksten uefaidisentierte Gen ist in den PKC
Knockout Zellen Armcx2 (251 fach), in den PK&nockout Zellen Erdrl (88 fach) und in
den PAN stimulierten Zellen Cldn2 (37 fach). Insges ist in den PK&1 und PKQ
Knockout Zellen eine starkere Genregulation aldan PAN-stimulierten Zellen zu erkennen.

Tabelle 10 Die 30 am starksten unterreprasentierte®ene aller Arrays.

PKC A1 WT vs. KO

PKC ¢ WT vs. KO

Kontrolle vs. PAN

x-fache x-fache x-fache

Gen Regulation Gen Regulation Gen Regulation
Armcx2 250.61 | Erdrl 88.14 [ Cldn2 36.59
Pitx1 227.63 | Pdpn 67.95 | Cxcl7 27.35
Gbpl 200.94 | Tmem51 25.48 | Cxcl10 20.95
Gentl 115.80 [ Eps8I2 23.64 | Adamts16 17.37
Nkx2-3 98.12| EmI2 23.00 [ Abpl 17.30
Napsa 96.27 [Bmp4 17.74 | Ccl7 14.51
Sdk1 93.51 | Lmod1 16.70 | Ccl2 13.63
Sall3 84.07 | Sgca 16.68 [ Lamal 13.00
Ucp2 70.45 [ Nppa 14.48 | Actal 12.80
Gypc 70.16 | Cd200 13.78 | Galnt14 12.26
Col4ab 63.22 | Frasl 13.61|Cnnl 11.48
Cd74 57.18 | Pcsk9 13.14 | Actcl 10.79
Cd302 51.22| Cdh13 11.86 | Slcola6 10.58
Tirl 45.93 [Aldhlal 10.93|Irgl 9.81
Unc93bl 42.70 [Ugt2b38 10.58 | Semaba 9.02
Myo5hb 36.82 | Ctsh 10.09 | Megf6 8.96
Klk1b24 31.92 | Myo5b 8.25 [ Gpr56 8.89
Tbhx15 31.66 | Adoral 8.25 [ Pkhd1 7.96
Plcel 24.94 | Wnt10a 7.91 | Ptprk 7.72
Lamal 21.36 | Fbp2 7.80 [ Asb5 7.63
Setbpl 21.32| Col4ab 7.78 [ Dhrs3 7.59
Zcchc3 20.82 | Tacstd2 7.64 | Bmf 7.51
Irgl 20.63 | Gramd1b 7.42 | Lincr 7.48
Kcnj14 20.60 | Eya2 7.38 | Tmem145 7.33
Lrrc33 15.94 [ Tnfrsflb 7.30 | Sept4 7.24
FbxI7 15.58 | Mpp7 7.28 [ Cdh6 7.08
Ctsh 14.50 | Podn 7.23 [ Sox8 7.05
Gldc 13.26 | Tmem141 7.06 [ Fhod3 6.96
Chstl 13.19 | Pla2g2d 6.57 | Tspanl8 6.65
Caspl 11.91 [ Ppargcla 6.52 | Gjb2 6.60

Zur Identifizierung der zellbiologisch fir den PKCoder PAN Phanotyp relevanten Gene,
erstellten wir Listen mit den in den verschiedeMamsuchsgruppen gleichsinnig regulierten
Genen. In einem Vergleich der Gene, die in den BK@hd PKQ Knockout Zellen reguliert
sind, ergaben sich 35 Gene, die in beiden Knockdelilinien mindestens 2 fach

Uberreprasentiert sind und 32 Gene, die in beidenlestens 2 fach unterreprasentiert sind

(Abbildung 30A).
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Vergleicht man die Gene, die in den PKKnockout Zellen und in den mit PAN stimulierten
Zellen reguliert sind, findet man 16 Gene, die umieiden Bedingungen mindestens 2 fach
Uberreprasentiert sind und 13 Gene, die in beidemlestens 2 fach unterreprasentiert sind
(Abbildung 30B).

Von den Genen, die in den PKLKnockout Zellen und in den mit PAN stimuliertenllZa
regulierten sind, waren 36 Gene mindestens 2 fdwrréprasentiert und 35 Gene unter
beiden Bedingungen mindestens 2 fach unterrepragebbildung 30C). Desweiteren
wurden alle drei Konditionen (PK@G, PKCZ und PAN) miteinander verglichen und es
ergaben sich 8 Gene, die unter allen drei Bedingangindestens 2 fach Uberreprasentiert
sind und 3 Gene, die in allen mindestens 2 facarteprasentiert sind (Abbildung 31).

Die Genlisten der gleichsinnig regulierten Gene dear mit Hilfe des Programm Multi
Experiment Viewer (MeV) weiterverarbeitet, indenr flie unterschiedlichen Bedingungen
Heatmapserstellt wurden. In die vorderen Spalten wurdea bitensitaten aller Wildtyp
Zelllinien oder Kontrollen geladen und in die hirete Spalten die Intensitaten aller Knockout
oder stimulierten Zellen. Die Farbkodierung zeigt 8téarke der Regulation an, eine starke
Genexpression ist rot dargestellt und eine schw&arexpression griin. Am linken Rand der
Heatmapswurden die einzelnen Gene vom MeV Programm zusktahach &hnlicher
Expression gruppiert Hierarchical Clustering. Gene, die in derHeatmap durch die
Gruppierung nahe beieinander stehen, &ahneln sidterdatarker als Gene, die weiter
voneinander entfernt aufgelistet sind. In AbbildB® sindHeatmapsder Gene dargestellt,
die in den PK@/ Knockout Zellen und in den PAN stimulierten Zellgleichsinnig reguliert
sind. Abbildung 31 zeigHeatmapsder Gene, die in den PKG Knockout, PKG Knockout
und in den PAN stimulierten Zellen gleichsinnigubert sind.

Der in den vorherigen Untersuchungen beobachteimd®yp mit Verdnderungen des Aktin
Zytoskeletts, verminderter Zellausdehnung und \dm#&er Expression von
Adhasionsmolekuilen, trat vor allem in den PWKCKnockout Zellen und in den PAN
stimulierten Zellen auf. In den PKCKnockout Zellen konnte nur ein abgeschwéachter
Phanotyp detektiert werden. Die Gene, die in derCPKund PK& Knockout Zellen
gleichsinnig reguliert sind, sind also vermutliclicht die Gene, die diesen Phanotyp
verursachen. Und auch die Gene, die in allen deslirBjungen gleichsinnig reguliert sind,
konnen nicht fir den Phanotyp verantwortlich seim den Unterschied zwischen den beiden
atypischen PKCs zu finden, wurden die Gene genaeteachtet, die in den PKG Knockout
Zellen und in den PAN stimulierten Zellen gleichsm reguliert sind, jedoch keine

Regulation in den PKCKnockout Zellen zeigen.
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PKCM KO >2,07 PKCZ KO >2,07 PKCAN KO >2,0] PKCZ KO >2,0]
(295) (201) (365) (163)

PKCZ KO =2,01 PAN >2.01 PKCTKO >2,0/ PAN=>2,0|
(201) (582) (163) (413)

PKCM KO >2,0]| PAN>2,0/
(365) (413)
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Abbildung 30 Gleichsinnig regulierte Gene der verdtiedenen Mikroarrays.

Anzahl der Uberlappenden Gene in den Vergleichetsitoen (A) PKG/1 KO vs. PKE KO,

(B) PKC{ KO vs. PAN und (C) PK@ KO vs. PAN. Die Prozentzahlen geben den Anteil der
Uberlappenden Gene an der Gesamtzahl reguliertee @eeder. (C) In deHeatmapdes
Vergleichs PKG/t KO vs. PAN sind die Intensitaten der Regulatios &drbiger Code
dargestellt (griin = geringe Expression, rot = stdEkpression). An der linken Seite wurden
die Gene nach ahnlicher Regulation durch eine Eissttware (MeV) gruppiert.
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Abbildung 31 Gleichsinnig regulierte Gene in den PICA, PKCE und PAN-stimulierten Zellen.

Uberlappende Gene der PKG PKC, und PAN Arrays. In denHeatmapssind die
Intensitaten der Regulation als farbiger Code dasgdié (griin = geringe Expression, rot =
starke Expression). An der linken Seite wurden @ene nach ahnlicher Regulation durch
eine Clustersoftware (MeV) gruppiert.

Tabelle 11 zeigt die 28 Gene, die nur in den RK®&nockout Zellen und in den PAN
stimulierten Zellen Uberreprasentiert sind, zusammet der jeweiligen Genbeschreibung
und der Regulationsstarke in den verglichenen Arrdabelle 12 zeigt die 32 Gene, die in
beiden Bedingungen unterreprasentiert, jedoch micken PKC Knockout Zellen reguliert
sind. Die Regulationsstarke der gezeigten GeneinisTabelle 11 und Tabelle 12 als
Mittelwert der jeweils zwei unterschiedlichen Zédlike bzw. der zwei Stimulationsversuche

dargestellt.
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Tabelle 11 AusschlieBlich in PK@/v Knockout Zellen und PAN-stimulierten Zellen Uberreprasentierte
Gene.

Die grau hinterlegten Gene werden in der Diskusg@mauer betrachtet.
* Swap-70 ist in den Daten des PAN Arrays nicht®>#herreprasentiert, zeigte sich jedoch in
der rt-PCR als signifikant Gberreprasentiert unddeweshalb in die Tabelle aufgenommen.

x-Fache Regulation

Gensymbol Uberreprasentiertes Gen Accesion PKCM control
WT vs. vs. PAN
KO '
Abcblb ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1B NM_011075 54.6 3.3

Abcbh4 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 4 NM_008830 19.5 2.8

Arntl2 Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like 2 NM_172309 5.0 4.4
Bfsp2 Beaded filament structural protein 2, phakinin BC062815 6.6 4.7
Bruno-like 4, RNA binding protein (Drosophila NM_ 133195 9.3 7.5

Brunol4

Carboxypeptidase Z NM_153107

Adult male thymus cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:5830401007 product:ectonucleoside triphosphate
Entpd6 diphosphohydrolase 6, full insert sequence AK030789 2.6 35

12 days embryo embryonic body between diaphragm region and neck
cDNA, RIKEN full-length enriched library, clone:9430006K02

product:inferred: transmembrane receptor {Mus musculus}; frizzled
homolog 8 (Drosophila) homolog {GNF expression},... AK034561

Htr2b 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B NM_008311 14.3 4.3
Lpinl Lipin 1 (Lpinl), transcript variant 2 NM_015763 2.5 2.9
Lpin3 Lipin 3 NM_022883 4.2 3.8
Map3k6 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6 NM_016693 5.6 10.6
Nid1 Nidogen 1 NM_010917 3.9 7.1
Ogfrll Opioid growth factor receptor-like 1 BC019747 3.3 3.9
Pcolce2 Procollagen C-endopeptidase enhancer 2 NM_029620 2.1 2.8
Pstpipl Proline-serine-threonine phosphatase-interacting protein 1 NM_011193 4.5 3.7

Adult male thymus cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:5830461H18 product:hypothetical Ras small GTPase, Rab
type/Ras small GTPase, Ras type/Ras small GTPase, Rho type

Rap2a containing protein, full insert sequence. [AK018024] AK018024 25 25

Rprm Reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator candidate NM_023396 7.3 7.0
Adult male tongue cDNA, RIKEN full-length enriched library,

Sfil clone:2310047115 product:hypothetical protein, full insert sequence. AK019095 4.0 3.1

Sh3bgrl2 SH3 domain binding glutamic acid-rich protein like 2 NM_ 172507 6.6 3.2

Adult male aorta and vein cDNA, RIKEN full-length enriched library,
Tubb6 clone:A530059D09 product:unclassifiable, full insert sequence AK041002 7.2 2.7
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Tabelle 12 Ausschlief3lich in PK@/ Knockout Zellen und PAN-stimulierten Zellen unterreprésentierte

Gene.

Die grau hinterlegten Gene werden in der Diskusg@mauer betrachtet.

x-Fache Regulation
Gensymbol Unterrepréasentiertes Gen Accesion PKCM control
WTVS | \s. PAN
KO
Abpl Amiloride binding protein 1 (amine oxidase, copper-containing) NM_029638 0.33 0.06
Adh7 Alcohol dehydrogenase 7 (class 1V), mu or sigma polypeptide NM_009626 0.26 0.38
Akrlci19 Aldo-keto reductase family 1, member C19 NM_001013785 0.20 0.33
Amigol Adhesion molecule with Ig like domain 1 NM_146137 0.42 0.29
Bckdhb Branched chain ketoacid dehydrogenase E1, beta polypeptide NM_199195 0.45 0.41
Chs Cystathionine beta-synthase (Cbs), transcript variant 2 NM_178224 0.13 0.23
Chstl Carbohydrate (keratan sulfate Gal-6) sulfotransferase 1 NM_023850 0.08 0.23
Clmn Calmin isoform e mRNA for calmin delta, complete cds AB059646 0.34 0.32
Efhdl EF hand domain containing 1 NM_028889 0.39 0.45
Enpep Glutamyl aminopeptidase NM_007934 0.24 0.43
Fndc4 Fibronectin type Il domain containing 4 NM_022424 0.21 0.44
Adult male kidney cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:0610033M06 product:RIKEN cDNA 0610033M06 gene, full
Galnt14 insert sequence. AK002747 0.25 0.08

Inmt Indolethylamine N-methyltransferase NM_009349 0.11 0.27

Bone marrow macrophage cDNA, RIKEN full-length enriched library,

clone:1830053P18 product:immunoresponsive gene 1, full insert
Irgl sequence. AK152177 0.20 0.11
Lamal Mus musculus laminin, alpha 1 (Lamal), mRNA [NM_008480] NM_008480 0.05 0.08
Lbp Lipopolysaccharide binding protein NM_008489 0.12 0.24
Parp9 Poly (ADP-ribose) polymerase family, member 9 NM_030253 0.42 0.46
Pax9 Paired box gene 9 (Pax9) NM_011041 0.27 0.40

10, 11 days embryo whole body cDNA, RIKEN full-length enriched
Rorl library, clone:2810404D04 product:unclassifiable AK012979 0.35 0.34
Sdk1 Sidekick homolog 1 (chicken) NM_177879 0.01 0.30
Sept4 Septin 4 NM_011129 0.21 0.14
Serpinald Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 1d NM_009246 0.20 0.40
St8sial ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 1 NM_011374 0.25 0.40
Sultlc2 Sulfotransferase family, cytosolic, 1C, member 2 NM_ 026935 0.22 0.21
Tbxasl Thromboxane A synthase 1, platelet NM_011539 0.33 0.38
Tnfaip8I1 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8-like 1 NM_025566 0.17 0.25
Tspan33 Tetraspanin 33 NM_146173 0.12 0.36
Zbpl Z-DNA binding protein 1 NM_021394 0.12 0.42
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4.4 Expression von Def-6 und Swap-70
4.4.1Bestatigung der Mikroarray-Daten mittels rt-PCR

Aus den Mikroarray-Daten ergaben sich viele intemage Gene, die in den PKIG PKC,
und PAN-stimulierten Zellen reguliert sind und awghige, die gleichzeitig unter mehreren
Bedingungen reguliert sind. Da die PKICKnockout Zellen und die PAN stimulierten Zellen
einen sehr &hnlichen Phanotyp zeigen, hatten wibesonderes Augenmerk auf die Gene,
die in den PK@/1 Knockout Zellen und in den PAN Zellen gleichsinnegyuliert sind, aber in
den PKE Knockout Zellen keine Regulation zeigen. Von deéh d@usschlief3lich in den
PKCM Knockout und PAN stimulierten Zellen Uberreprassten Genen (Tabelle 11) legten
wir unseren Fokus besonders auf das Gen fur Debi dem bereits gezeigt werden konnte,
dass es die Balance der kleinen GTPasen RhoA und Reuliert und auRerdem Aktin-
haltige Membrananhaufungemémbrane ruffldsbewirkt (122). Da unsere Zellen einen
Aktin Zytoskelett Phanotyp und aulRerdem eine edh&tdcl Aktivitat zeigen, erschien uns
Def-6 als mdglicher Kandidat, um diesen Phanotygéren. Ein Homolog von Def-6 ist
Swap-70, das in den PKG Knockout Zellen ebenfalls 2 fach Uberreprasentjedoch in
den PAN Arrays nur schwach reguliert ist. Aufgruseiner strukturellen und funktionellen
Ahnlichkeit zu Def-6 wurde es ebenfalls in den em#h Untersuchungen beriicksichtigt
(122;123).

In den Mikroarrays war Def-6 in den PK& Knockout Zellen durchschnittlich 51 fach und
Swap-70 etwa 2 fach Uberrepréasentiert. Nach PANu8&tion war Def-6 5 fach, Swap-70
jedoch im Mikroarray nur tendentiell (1,4 fach) dleprasentiert. In den PKCKnockout
Zellen waren Def-6 und Swap-70 kaum reguliert.

Zur Bestéatigung der Daten aus den Mikroarrays wuligemRNA Expression der Zellen in
der rt-PCR untersucht. Die RNA, die auch in den igiékrays verwendet wurde, wurde in
cDNA umgeschrieben und mit spezifischen PrimernD@f-6 und Swap-70 in der rt-PCR
untersucht. Die Ergebnisse der rt-PCR bestatigeiMdkroarray Analysen. Def-6 war in den
PKCM Knockout Zellen mehr als 200 fach Uberreprasentiawap-70 2,5 fach. Nach PAN-
Stimulation war Def-6 4 fach und Swap-70 2 fachridg@asentiert. In den PKGnockout
Zellen waren Def-6 und Swap-70 wie auch in den bikrays kaum reguliert (Abbildung
32). Bei der 24 h PAN Stimulation wurde als Korigoleine Probe fur 24 h auf

Hungermedium (1 % FCS) gesetzt, um zu zeigen, diase Behandlung keine Auswirkung
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auf die Expression von Def-6 und Swap-70 hat. Di°GRs wurden wie auch die
Mikroarrays mit cDNAs von zwei unterschiedlichenlKlenen wiederholt.
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Abbildung 32 Bestatigung der Mikroarray-Daten mittels Real-time PCR der verschiedenen Zelllinien.

Real-time PCR Ergebnisse der RNAs, die auch im ddikiay eingesetzt wurden. Def-6 und
Swap-70 mRNA sind in den PK@G Knockout Zellen und nach PAN Stimulation
Uberreprasentiert, in den PK®&nockout Zellen jedoch kaum reguliert. Eine Kol&gamit

1 % FCS zeigt ebenfalls keine Regulation. *p<0r0S. = nicht signifikant.

4.4.2PAN-Versuche in Podozyten

Aus den bisherigen Untersuchungen zeigte sich, Ba§$ in den PK&/1 Knockout Zellen
und in den Zellen nach PAN-Stimulation jeweils diebt Gberreprasentiert ist und auch
Swap-70 eine signifikante Regulation zeigt. Zur kfiyg von PAN auf Podozyten gibt es
mehrere Veroéffentlichungen (150;151), jedoch wurldestang Def-6 und Swap-70 noch nicht
in diesen Zusammenhang gestellt. In der Literawnden bislang sehr unterschiedliche PAN-
Konzentrationen auf Podozyten angewendet, die #itonsdauer betrug meist 24 oder 48 h
(136;137;150). In einem einfihrenden Dosis-Expenimait den Konzentrationen 0, 10, 20,
50 und 100 pg/ml PAN wurde die Dosis, die benttgtd, um die Def-6 und Swap-70
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MRNA positiv zu regulieren, auf 100 pg/ml festgele§ine zweifache Regulation wurde
schon mit 10 pg/ml erreicht, den grof3ten Effekiedtén wir jedoch mit 100 pg/ml.

PKCAR WT PKCALM KO
Def-6 Def-6
- 300+
§ o T 5
? i T I
o 59 2 200
g . 5
(i}
- k=]
g7 5 o0
E 2d - g ——
5 14 ] I I
e 11 = R

T H H ) 0 1 8 24

time (hrs) time (hrs)
Swap-70 Swap-70
2.5
7=
£ T
[+] =
w204 2 6] T T
g @ S o
1.5+
5 T - g . L
3 —_— o
8 10 g 3
g R
g 0.5 E
c S 14
0.0 T Y L4 ) 0
I B S B S/
time (hrs) time (hrs)

Abbildung 33 PAN Stimulation in den PKCi Wildtyp und Knockout Podozyten.

Differenzierte PK@/1 Wildtyp und Knockout Podozyten wurden mit 100 plgPAN far
unterschiedliche Zeitpunkte stimuliert und die mRERpression von Def-6 und Swap-70 in
der rt-PCR untersucht.

Um den Effekt von PAN auf die PK@G Wildtyp und Knockout Podozyten genauer zu
untersuchen, wurden diese fir 1, 8 und 24 Stundea@@ pg/ml PAN stimuliert, erneut die
RNA der Zellen isoliert, diese in cDNA umgeschrieband in der rt-PCR eingesetzt
(Abbildung 33). Bei den PKIZi Wildtyp Zellen zeigte sich erst nach 24 h einendigant
erhohte Expression von Def-6. In den PKXnockout Zellen zeigte sich wie erwartet schon
vor Stimulation eine deutlich erhdhte Def-6 mRNApEsssion (fast 100 fach), die nach 8 und
24 Stunden Stimulation mit PAN zusatzlich um da3 fache anstieg. Die Swap-70 mRNA
Expression stieg in den Wildtyp Zellen nach 8 h P8fnulation auf etwa das 2 fache und
nach 24 h auf etwas das 1,5 fache. In denPKKKnhockout Zellen zeigte sich wie fur Def-6
vor Stimulation eine erhdhte mMRNA Expression vonafwO0, die sich jedoch nicht durch

eine PAN Stimulation steigern liel3.
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4.4.3Def-6 Expressionin vivo

In vitro konnten wir bereits zeigen, dass die mRNA von ®efad auch die von Swap-70 in
den PKQ/t Knockout Podozyten Uberreprasentiert ist. Als stehwar es wichtig zu klaren,
ob dies auchn vivo zutrifft. Hierfir wurde RNA aus den Nieren 4 Woaohelter PKG/
Wildtyp und Knockout Mausen isoliert. Dies ist d&itpunkt an dem die Tiere bereits stark
erkrankt sind. Die PKCWildtyp und Knockout Tiere, die keinen offensiatilen Phanotyp

zeigen, waren zum Zeitpunkt der Organentnahme eiites(8 Wochen).
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Abbildung 34 Def-6 und Swap-70 mRNA Expression in lren unterschiedlicher Wildtyp und Knockout
Mause.

cDNA aus PKG/i, PKC und CD2AP Wildtyp und Knockout Nieren wurden irr dePCR
auf die mRNA Expression von Def-6 und Swap-70 wuent. *p<0,05. n. s. = nicht
signifikant.
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Die isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben und der rt-PCR auf die mRNA
Expression von Def-6 und Swap-70 untersucht. In BIK&\/1 Knockout Nieren zeigte sich
wie auchin vitro eine gesteigerte Def-6 mMRNA Expression und auchpsw) war deutlich
Uberreprasentiert. In den PKKnockout Nieren war die Def-6 und Swap-70 mRNA
ebenfalls tendentiell hochreguliert, jedoch nigghsikant (Abbildung 34).

Als weiteres Tiermodell wurden in diesem ExperimébRAP Wildtyp und Knockout Mause
untersucht. Die CD2AP Knockout Maus entwickelt rattva 3 Wochen ebenfalls einen
glomerularen Phéanotyp mit Proteinurie und FuRfezt&Eifacementder nach etwa 6 Wochen
zum Tod durch Nierenversagen fihrt (37). Von der2&P Wildtyp und Knockout Mausen
wurden im Alter von 5 Wochen (erkrankte Tiere) reentnommen und die cDNA in der rt-
PCR ebenfalls auf die mRNA Expression von Def-6 @whp-70 untersucht. Wie in den
erkrankten PK&/1 Knockout Mausen zeigte sich auch in den CD2AP Koat Tieren eine
signifikant erhbhte mRNA Expression von Def-6 uwdap-70 (Abbildung 34).

Def-6 Merged

Abbildung 35 Def-6 Expression in PKG/ Wildtyp und Knockout Glomeruli.

PKCAM WT

PKCAM KO

Gefrierschnitte von 4 Wochen alten PKCWildtyp und Knockout Nieren wurden mit
Antikorpern gegen WT-1 (grtin) und Def-6 (rot) gétafVergréfierung 400 x). In den PKIC
Knockout Glomeruli kolokalisiert Def-6 in einigerellen mit WT-1 (weil3e Pfeile).
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In Immunfluoreszenzfarbungen konnte Def-6 ebenfallder Niere und dort vor allem in den
Glomeruli detektiert werden. Nieren-GefrierschnitéWochen alter PKE&v Wildtyp und
Knockout Mause wurden mit einem Antikdrper gegenf-®eund zusatzlich mit WT-1
gefarbt, um die Podozyten in den Glomeruli zu nmeda (Abbildung 35). Hierbei wurde ein
Antiserum gegen Def-6 verwendet, das uns freundfighise von Dr. Thomas Samson
(Universitat von North Carolina, USA) zur Verfugugegstellt wurde. In beiden Genotypen
konnten wir in den Glomeruli Zellen detektierene @ine Expression von Def-6 zeigen. Im
Unterschied zum Wildtyp, kolokalisiert die Def-6 fitession in den Knockout Glomeruli
zum grof3ten Teil mit der WT-1 Expression in den é¢zyten (Abbildung 35, weil3e Pfeile).
Die bereits gezeigte erhohte Def-6 mRNA Expressimt in vivo also zu einer verstarkten

Proteinexpression von Def-6 in den PK{Knockout Podozyten.

4.4.4Def-6 und Swap-70 Expression in Podozyten

Die Lokalisation von Def-6 wurde bereits in mehreelltypen untersucht und das Protein
an den Randern von Lamellipodien und an Fokalkdetakietektiert (120). Auch fur Swap-
70 konnte nach Stimulation mit PDGF eine Anreichgruin Membrananhéufungen
(membrane rufflgsgezeigt werden (119).

In diesem Experiment sollte die Lokalisation vonR&farkiertem Def-6 und Swap-70 in
kultivierten Podozyten untersucht werden. Dazu waordlie Podozyten transient mit den
GFP-Konstrukten Def-6 FL (komplette Sequenz, ehdl-length), Def-6 DHL (enthalt nur
die DHL Domane, konstitutiv aktiv), Swap-70 FL (kplette Sequenz) und Swap-70 PH
(enthélt nur die PH Domane) transfiziert. Die tfeasrten Zellen wurden anschlielRend mit
Phalloidin und DAPI gefarbt, um die Zellstruktureesser sichtbar zu machen.

Nach Uberexpression von Def-6 FL erkennt man eirgrd&Ssion von Def-6 im gesamten
Zytosol, perinuklear, und vor allem an den Zell@md(Abbildung 36). Betrachtet man die
Phalloidinfarbung, zeigt sich eine KolokalisatioonvDef-6 und Aktin an den Zellrdndern.
Nach Uberexpression von konstitutiv aktivem Def-8ddn die Podozyten vermehrt
Lamellipodien, an deren Réandern sich Def-6 und alashPhalloidin-gefarbte Aktin anhauft.
In den Uberlappenden Bildermérged erkennt man die Kolokalisation von Def-6 DHL mit
Aktin. Das uberexprimierte Swap-70 FL ist, wie alddf-6 FL, in der gesamten Zelle, aber
verstarkt perinuklear und an den Zellauslaufernriexprt. Es kolokalisiert ebenfalls mit
Aktin an den Zellrdndern. Das Uberexprimierte SwapPH, dem unter anderem die Aktin-
Bindungsstelle fehlt, ist hingegen fast ausschiigldim Kern exprimiert, an den Zellrandern

sind keine Anreicherungen von Swap-70 PH zu erkenne
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Phalloidin DAPI Merged

Abbildung 36 Uberexpression von Def-6 und Swap-7@ iPodozyten.

Podozyten wurden mit GFP-Konstrukten (gruin) fur-BefL, Def-6 DHL, Swap70-FL und
Swap70-PH transfiziert und mit Phalloidin (rot) urdAPI (blau) gefarbt (400 x
Vergrol3erung).

Def-6 FL

Def-6 DHL

Swap70-PH Swap70-FL

Der Phanotyp der Podozyten nach Uberexpressiorkeostitutiv aktivem Def-6 DHL dhnelt
stark dem in den PKIZi Knockout Zellen beobachteten Phanotyp, so dasgesiteinsamer

Mechanismus nahe liegend ist.

4.4.5Bindung von PKCi und PKCE an Def-6 und Swap-70

Wenn die PK@/ Defizienz die mRNA und Proteinlevel von Def-6 uBdap-70 beeinflusst,
die PKC Defizienz jedoch kaum, scheinen die beiden siatksthnelnden PKC Isoformen in
diesem Fall eine unterschiedliche Regulation zuitk@n. Fir Def-6 und Swap-70 sind

ebenfalls sehr ahnliche Funktionen beschriebewncjedst Swap-70 bei PK Defizienz viel
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schwacher reguliert als Def-6. Beide aPKC Isoforrhaben eine PB1 Domane, die Protein-
Protein-Interaktionen vermittelt (84). Eine Regidatvon Def-6 durch die Bindung an eine

der aPKCs Uber diese oder eine andere Bindungsaowdre moglich. Im Folgenden wurde

daher die Bindung von PR@G und PKQ an Def-6 und Swap-70 untersucht, um mdogliche
Unterschiede oder Gemeinsamkeiten in ihrem Bindeergslten zu erkennen.

PKCiN-flag S + - + -
PKCC-flag - - o+ -+ -+
Def-6-GFP - o+ + - - - -
Swap-70-GFP - - - + + - -
CD2AP-GFP T T
Flag + - - - - - -
IP: flag WB:GFP — —
WB:flag — o — . —
Lysat WB:GFP WD ae T

Abbildung 37 Bindung von PKCAv und PKCE an Def-6 und Swap-70.

HEK293 Zellen wurden mit PKXi-flag oder PKC-flag und zusétzlich mit Def-6-GFP,
Swap-70-GFP oder CD2AP-GFP transfiziert. Nach denunprézipitation von PKXi- und
PKC(-flag wurden die gebundenen GFP markierten Projgén&Vestern Blot nachgewiesen.
Fur die Bindungsexperimente wurden HEK293 Zellert RIKC\i-flag oder PKC-flag
Konstrukten und mit Def-6 FL-GFP und Swap-70 FL-GFé&hsfiziert. Aus den Lysaten der
transfizierten HEK293 Zellen wurden anschlieRentl Rag-Beads alle Proteine, die direkt
oder indirekt an PK@'1 oder PKC binden, aus dem Lysat isoliert. Im Western Blotaen
die an die Flag-Beads gebundenen Proteine mitfsg®@n Antikbrpern nachgewiesen.

Im Western Blot konnte mit einem GFP-Antikorper ggz werden, dass PKG und PKQ
beide an Def-6 binden (Abbildung 37). PKICund PKQ binden ebenfalls beide an Swap-70,
aber deutlich schwacher als an Def-6. Als Kontrollerde der Blot mit Flag-Antikorper
inkubiert. Dies bewies eine etwa gleichstarke Tigkt®nseffizienz in allen Proben. Im Lysat
wurde zusatzlich die Transfektionseffizienz der G&dnstrukte Gberprift. Parallel wurden
HEK293 Zellen mit PK&/i-flag oder PKC-flag und CD2AP-GFP transfiziert und co-
immunprazipitiert. Hier zeigten beide aPKC Isoformgedoch keine Bindung. Um
unspezifische Bindungen an die Flag-Sequenz ausizeiden, wurde die Immunprazipitation
mit einem Kontroll-Flag-Konstrukt durchgefiihrt. Hieeigte sich erwartungsgemaf keine

Bindung an eines der GFP-markierten Proteine.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, das3/PHIE Struktur des Aktin Zytoskeletts in
Podozyten beeinflusst und der Phanotyp den Veranden nach PAN-Stimulationen stark
ahnelt. Der PK@&/h Knockout scheint hierbei eine grof3ere Auswirkung @die Zellen zu
haben, als der PK{Knockout.
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5 Diskussion

Der Podozyt als Teil der glomerularen Filtrationsieae ist ein hoch differenzierter und
polarisierter Zelltyp, der morphologisch und fuoktell in Zellkérper, Primarfortsatze und
FulRfortsatze unterteilt wird (10). Um diese dreidmsionale Struktur wahrend der
glomerularen Entwicklung zu generieren und zu éehal muss es bestimmte
Polaritatssignalwege geben, die aber in Podozyigany noch nicht untersucht wurden. Es
ist anzunehmen, dass auch bei Reparaturmechanisiménglomerularen Schadigungen
ahnliche zellulare Programme ablaufen. In der ggdnden Arbeit wurde eine PKC
Knockout Maus (stand in der Arbeitsgruppe zur Vguitg) und eine Podozyten-spezifische
aPKQJ/t Knockout Maus generiert und analysiert, um die l&Rolon aPKCs fir die
Entwicklung und Aufrechterhaltung der Podozytenvivo und spater auclin vitro zu

untersuchen.

5.1 Phanotyp der aPKC Knockout Mause

Die PKC, Knockout Maus zeigt keinen spontanen, renalen &tlgan Die Mause werden
normal und in mendelscher Verteilung geboren. Uextign den sekundaren lymphatischen
Organen Peyer’s patcheand Milz) zeigen die Knockoukiere Veranderungen, die auf eine
Stérung des NkB Signalweges zuriickzufthren sind (108).

Da der komplette Knockout von aPKiC embryonal letal ist (144), generierten wir einen
Podozyten-spezifischen Knockout von aRWKC Die Podozyten-spezifischen Knockout
Mause werden gesund geboren, entwickeln jedochdreit Wochen Wachstumsstérungen,
eine starke Proteinurie und eine progressive Glologklerose. AuRerdem kommt es zu
einem Verlust der regularen Ful3fortsatzarchitehtitrEffacemenund anderen strukturellen
Storungen. Die Schlitzmembranen zwischen den Ftdéftzen befinden sich nicht wie
normalerweise direkt Uber der Basalmembran, soncdsnad verschoben. Bei diesem
Mausmodell deutet einiges auf ein Problem bei defrekhterhaltung der glomerularen
Struktur und nicht auf einen Entwicklungsphéanotyp. leine Erklarung fir den fehlenden
Entwicklungsphanotyp konnte eine Redundanz zwisdeenbeiden aPKC Isoformen sein, da
sie sich strukturell und funktionell sehr ahnelntdUcherweise wird die Funktion von
aPKQJ/1 wahrend der Entwicklung von aPK&ompensiert. Eine funktionelle Redundanz der
beiden Isoformen konnte, zum Beispiel im Insulimstierten Glucosetransport (140;152),
bereits beobachtet werden. Dies konnte eine Folkge edolutiondr konservierten PKC
Doménen sein. Atypische PKCs enthalten eine athipistl Domane und eine PB1 Doméne,
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die Protein-Protein Interaktionen mit anderen PBthaltenden GerUstproteinen vermittelt
(84,85). Die C1 Doménen von PK@nd PKQ/u sind untereinander zu 74 % identisch (103).
Eine andere Erklarungsmdglichkeit fir das spéatetrAtdn des Phanotyps konnte der
verwendete Promotor liefern. Der Podocin Promotdiveert die Cre Rekombinase relativ
spat wahrend der glomerularen Entwicklung (141) uWdihnte so einen eventuellen
Entwicklungsphanotyp verschleiern.

Ein ungewohnlicher Befund sind bei den aRKCKnockout Mausen die verschobenen
Schlitzmembranen und diEght Junctiondhnlichen Zell-Zell-Verbindungen. Die Podozyten
scheinen durch das Fehlen von aRKGhre Orientierung zu verlieren und die Mechanismen
die fur die Bildung und Platzierung der Schlitzmearb zustandig sind, sind durch das
fehlende aPK@&/ gestort. Interessanterweise gibt es eine altebdikation, in der ebenfalls
in Podozyten verschobene Schlitzmembranen beoliashi@len. Kurihara et al. konnten
bereits 1992 in Ratten nach PAN Stimulation eingemvbhnliche Schlitzmembranarchitektur
und ein vermehrtes Auftreten vaight Junctiongzwischen Podozyten nachweisen (131).

In Gefrierschnitten erkrankter 4 Wochen alter Potlerz-spezifischer aPK(@ Knockout
Mause, konnten wir in den Glomeruli eine verand#&fieteilung der Molekile ZO-1, Par3,
Nephrin und Podocin zeigen. Die untersuchten Rreteiaren nicht mehr linear entlang der
glomerularen Basalmebran exprimiert. Das Muster uvderbrochen und es zeigte sich eine
eher granulare Verteilung der Proteine. Das Feli@m aPKQG/i stért also die normale
Verteilung von ZO-1, das milight Junctionsassoziiert ist, von Par3, welches die Polaritat
der Zellen beeinflusst und der fir die Schlitzmeanbessentiellen Molekile Nephrin und
Podocin. In weiteren Farbungen auf Nierenschnittengeborener Wistar Ratten, in denen
alle Stadien der glomerularen Entwicklung neberedeadargestellt werden kénnen, konnten
wir zusammen mit der Gruppe von Prof. Huber in lbueg die Translokation von aPKGE
und Par3 wahrend der glomerularen Entwicklung zei(fe3). Dabei erhielten wir einen
einzigartigen Befund: In den frihen Phasen der gloidaren Entwicklunggomma shaped
body) befinden sich aPKK, Par3 und ZO-1 an der apikalen Membranseite. \Wihders-
shaped bodyhase verlagert sich die Expression von al@K®ar3 und ZO-1 entlang der
lateralen Seite zur Zellbasis. Nachdem diese ,Rataumkehr” erfolgt ist, kann erst die
Nephrin und Podocin Expression in der sp&eamaped bodynd frihercapillary loop Phase
nachgewiesen werden, die sofort an der basolatef@éite der Podozyten lokalisieren. In
dem Komplex kolokalisieren aPK@G, Par3, ZO-1 mit Nephrin und Podocin und in denf sic
entwickelnden Glomerulus kommt es zur Ausbildungr d8chlitzmembran. Die

Polaritditsumkehr wahrend der Entwicklung bestimngmagufolge die zielgerichtete
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Lokalisation der Schlitzmembranmolekile Nephrin uRddocin zur basalen Seite der
Podozyten. Diese Polaritdtsumkehr ist bislang ni*adoyzten beschrieben und aRkGls
Teil des Polaritatskomplexes scheint eine groRéeRwai der Bildung und Aufrechterhaltung
der Schlitzmembran zu spielen. Durch diesen Befiasden sich auch die verschobenen
Schlitzmembranen in den aPKA Knockout Nieren erklaren. Die Polaritat der Podeny
und die strukturierte Formierung der Ful3fortsastedurch das Fehlen von aPKCgestort,
die Schlitzmembranmolekile Nephrin und Podocin werchicht mehr an ihren Zielort

rekrutiert und es bilden sich Schlitzmembranenradesen untblichen Stellen aus.

In einer parallel vertffentlichten Arbeit vadirose et al. konnte der von uns beobachtete
Phanotyp der Podozyten-spezifischen aRK®&nockout Maus bestétigt werden (80). In
dieser Arbeit wurde ebenfalls eine Podozyten-sisetrié aPK@&/1 Knockout Maus generiert
und ein &hnlicher Phanotyp mit Wachstumsstorungeoteinurie und Glomerulosklerose in
denKnockout Tieren beobachtet. Im Gegensatz zu undérgebnissen, konnten sie jedoch
bereits an Tag 1 nach der Geburt eine Proteinwtektieren, was wahrscheinlich an der
Wabhl des Cre-Promotors lagiroseet al verwendeten anstelle des Podocin Promotors einen
Podozyten-spezifischen Nephrin Promotor, der deeRekombinase wesentlich friher in der
glomerularen Entwicklung aktiviert. Diese Erkenst® klaren auch weitgehend die oben
gestellte Frage, ob der von uns beobachtete spfitetende Phanotyp durch eine
Kompensation von aPK& durch aPKG oder durch die spate Aktivierung der Cre
Rekombinase durch den Podocin-Promotor hervorgerwied. Vergleicht man unsere und
die Ergebnisse vohrlirose et al, dann ist es wahrscheinlich, dass die Wahl deto¢to-
Promotors fur den spaten Phanotyp verantwortlitchledoch kann eine mégliche Redundanz
der beiden aPKC Isoformen weiterhin nicht ausgessein werden. Dies ware Uber einen

Doppel-Knockout beider aPKCs genauer analysierbar.

Bei weiteren Untersuchungen an den aRK@nockout Nieren zeigte sich eine global
reduzierte Expression von Nephrin und CD2AP im \iestBlot und eine signifikant
geringere Zahl WT-1 positiver Zellen in den Knockd&lomeruli. Die reduzierte Nephrin
Expression wurde auch bereits in den ImmunfluoresfZebungen beobachtet. Eine geringere
Zahl WT-1 positiver Zellen in den Glomeruli kannnmar zwei Grinde haben: Zum einen
konnte die Zahl der Podozyten in den Glomeruli et sein, zum anderen kdnnten die

Podozyten ihre WT-1 Expression verlieren, zum Belspufgrund einer Dedifferenzierung.
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Dasselbe gilt fur die niedrigere Nephrin Expressiéime mogliche Dedifferenzierung wurde
in folgenden Experimenten in kultivierten Podozyggsmauer untersucht.

5.2 PKCM-Defizienz in Podozyten fuhrt zu Dedifferenzierungund zu Veranderungen
des Aktin Zytoskeletts

In unseren bisherigen Untersuchungen konnten vigrere dass die Deletion von PKin
Vivo zu einem starken glomerularen Phanotyp mit Protegrund Glomerulosklerose fiihrt.
Um den Einfluss von PKXi und PKE auf den Podozyten genauer zu untersuchen,
generierten wir monoklonale Podozytenzelllinien aBsdozyten-spezifischen PKC
Knockout und PKC Knockout Mausen und den entsprechenden Kontn@hieWir konnten

in den Zelllinien die Expression von WT-1, Nephtind Synaptopodin zeigen und so die
Zellen als Podozyten charakterisieren. Hierbei teeigich bereits, dass beide Knockout
Zelllinien auf mMRNA Ebene eine geringere WT-1 ungh&ptopodin Expression aufweisen
(Abbildung 20). Auf Proteinebene zeigen jedoch dier PKCJ/1 Knockout Podozyten eine
deutlich reduzierte WT-1 und Synaptopodin Exprasgidbbildung 18). Diese verminderte
Expression der Podozytenmarker bestétigt die Varngyt dass die Differenzierung der
Zellen gestort ist. Insbesondere eine geringerafppodinexpression ist als ein Zeichen fir
Dedifferenzierung zu werten (154).

Morphologisch zeigten vor allem die PK£Knockout Podozyten in Kultur einen Phanotyp.
Schon im proliferierenden Zustand zeigten sie nittétfiir Podozyten typische Morphologie,
sondern wuchsen langgestreckt und zum Teil Uberdara Sie erreichten niemals eine
Konfluenz, sondern wuchsen Ubereinander in Clusi@eses Wachstumsverhalten ist auf die
gestorte Polaritat der PRG Knockout Podozyten zurlickzufiihren. Die Zellen egidein
gerichtetes Wachstum und keine Kontaktinhibitiom differenzierten Zustand sind die
PKCMv Knockout wesentlich kleiner als die Kontrollzellemd zeigen deutlich kirzere
Zellauslaufer. Diese verminderte Zellausdehnungnkem wir durch Messung des mittleren
Zelldurchmessers in Vinculin-Farbungen bestéatigarsatzlich konnte auch die in Fokalen
Kontakten vorkommenden Proteine FAK und Integfih in geringerer mRNA und
Proteinexpression in den PKE Knockout Podozyten nachgewiesen werden. In
vergleichenden Experimenten zeigten die REEllen keine signifikanten Veranderungen.
Diese Ergebnisse machten einen Phéanotyp, der dasn Akytoskelett beeinflusst,
wahrscheinlich. In Phalloidinfarbungen der monokliem Zelllinien, konnte besonders in den
PKCM Knockout Podozyten ein verandertes Aktin Zytostkedetektiert werden. In diesen
Zellen waren kaum noch Stressfasern zu erkennerinn@rof3teil des Aktins lagerte sich an
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den Zellrandern und bildete Mebrananhaufungaenibrane ruffles(Abbildung 27). Die
gleichen Effekte auf das Aktin Zytoskelett sahem auch nach PAN Stimulation, wie es
bereits vorRicoet al. (137) und vielen anderen Arbeitsgruppen beschniebgde. Ebenfalls
bekannt ist die Wirkung von PAN auf Integfid. Coerset al. konnten bereits nach PAN
Stimulation den Verlust von IntegrifiLl-haltigen Fokalkontakten beschreiben (135). Ireein
anderen Veroffentlichung voKrishnamurtiet al konnte eine auf mRNA und Proteinlevel
reduzierte Expression von Integra3 und 1l in glomeruldren Epithelzellen nachgewiesen
werden (136). Auch die verminderte Adhasion naciNFsimulation, wie vorFishmanet al.
beschrieben (134), konnte die Folge einer vermiedéntegrin1l Expression sein.

Das Zytoskelett der Podozyten spielt aufgrund denplexen Struktur der Zellen bei der
Aufrechterhaltung des glomerularen Filters und athplogischen Zustanden eine besondere
Rolle (10). Bei Verédnderungen des Aktin Zytoskalsind oft die kleinen GTPasen Rho, Rac
und Cdc42 involviert, die Signalwege kontrollierelle Membranrezeptoren mit dem Auf-
und Abbau des Aktin Zytoskeletts und assoziieneedrin Adhasionskomplexe verbinden,
wodurch Prozesse wie Morphologie, Bewegung und Aidnéreguliert werden (60). In
Podozyten konnte bereits eine differenzierungs-agplggé Expression von RhoA und Racl
beschrieben werden. Die Aktivitdt von RhoA ist ifffetenzierten Podozyten grof3er als in
undifferenzierten, was die verstarkten Stressfagerden differenzierten Podozyten erklart
(59). Und auch fur Racl konnte eine verstarkte i in 7 Tage differenzierten Podozyten
gezeigt werden, wahrend die Aktivitat nach 14 Tageder auf das Ausgangsniveau abfallt
(155). Eine erhohte Racl Aktivitat erklart auch dasstarkte Auftreten von Lamellipodien
und Zellauslaufer in differenzierten Podozyten, wie ebenfalls in den PKIZi Knockout
Zellen nachweisen konnten (Abbildung 22).

Auch im PAN Rattenmodell ist ein Einfluss auf dieiken GTPasen gezeigt worden. An Tag
7 (zum Zeitpunkt der starksten Proteinurie) steiigt RhoA Aktivitdt. Die Racl Aktivitat
steigt erst signifikant an Tag 14, wenn der Regetrmrsprozess wieder einsetzt (155).

In den hier untersuchten PK& und PKQ Knockout Podozyten konnte eine deutlich
verstarkte Aktivitdt von Racl im Vergleich zu dentsprechenden Wildtyp Zelllinien
detektiert werden, die Aktivitdt von RhoA und Cdc&@&r hingegen kaum beeinflusst
(Abbildung 28). Die verstarkte Racl Aktivitat isermutlich ein Grund fur den auffélligen
Aktin Zytoskelett Phanotyp, da bereits gezeigt werdkonnte, dass Racl Aktivitat zur
Bildung von Lamellipodien fiihrt, wie wir sie auclkrgtarkt in den PKIQ1 Knockout Zellen
detektieren kdénnen (60). Jedoch zeigen beide aPKackout Zelllinien eine erhdhte Racl

Aktivitat, so dass vermutlich auch die verminddtigression von t-Cdc42 eine Rolle fiir den
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Phanotyp spielt, die nur in den PKICKnockout Zellen auftritt. Die reduzierte Expressio
der Totalproteine RhoA, Racl und Cdc42 in den Knatkellen ist ein Ph&dnomen, das nicht
durch unspezifische Antikérper hervorgerufen weréann, da fir die Aktivitdsassays und
fur die Gesamtlysate derselbe Antikérper verwendaide. In der rt-PCR konnte auRerdem
eine geringere MRNA Expression von RhoA und Racdein PKG/1 und PKE Knockout
Podozyten nachgewiesen werden. Dies bestatigt digaldme, dass auch die Proteinlevel
tatsachlich vermindert sind. Da schon die RNA Menigeeinflusst sind, ist der Grund fiir die
geringen Proteinlevel nicht auf translationaler i#2u suchen, sondern muss transkriptionell
bedingt sein. Die Ursache kann also entweder eamminderte Transkription sein, so dass
von Beginn an weniger mRNA produziert wird, odervasd genigend mRNA hergestellt,
diese aber sofort wieder degradiert. Alternativevé@benfalls ein rapider Abbau der Proteine
in den Knockoutslenkbar.

Betrachtet man die Lokalisation der beiden aPKCBadozyten, ist es sehr auffallend, dass
PKCM aulRer im Zytosol auch im Kern, PK§adoch in unstimulierten Zellen und auch nach
PAN-Stimulation nicht im Kern lokalisiert ist. Ined Literatur konnten beide Isoformen
bereits im Kern detektiert werden. PK@andert nach NGF Stimulation transient in den Kern
(100). PKG/w konnte auch in unstimulierten Zellen bereits intrKdetektiert werden. Nach
Stimulation mit verschiedenen Wachstumsfaktoremsiakiert PKQGJ/t ins Zytoplasma und in
kompaktere Strukturen des Kerns (105). Wie bereitder Einleitung beschrieben, enthalten
beide Isoformen ein Kernlokalisationssignal (NLS)duein Kernexportsignal (NES). Das
NLS von PKQ/u ist starker als das NES, so dass der Kernimposemtéch effektiver ist
(103). Die verstarkt nukleare Lokalisation von PWCbewirkt vermutlich entscheidende
Unterschiede in Aktivierungsprozessen untersctobdl Transkriptionsfaktoren, fur die

PKC( eine geringere Rolle spielt.

5.3 Mikroarray Analysen der Podoyzten

Da die bisherigen Analysen auf multiple Zellmeckamn hindeuten, die den Phanotyp
beeinflussen, haben wir eine Mikroarray Analysectigefuhrt. Mit einer Mikroarray Analyse
kann man die zu untersuchenden Proben auf die &sipreeiner Vielzahl von Genen testen.
Vergleicht man die unterschiedlich behandelten @nploder wie in diesem Fall die Wildtyp
und Knockout Zellen, erhalt man einen Uberblickrigiee Gene, die unterschiedlich reguliert
sind. Im besten Fall identifiziert man ganze Gepgan, die einer bestimmten Funktion oder

einem Signalweg zugeordnet werden kdnnen.
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In dieser Arbeit wurde der ,Whole Mouse Genome OligMicroarray” (Agilent
Technologies) verwendet und wir haben RK@nd PKE Wildtyp und Knockout Podozyten
sowie unstimulierte und mit PAN stimulierte Pod@ytmiteinander verglichen. In den
PKCM und PK@ Knockout Zellen fanden wir jeweils mehrere Hund@gne, die in ihrer
Expression mehr als zweifach im Vergleich zum Witdbeeinflusst waren. In den PAN-
stimulierten Zellen waren etwa doppelt so viele &eaguliert, jedoch zeigten diese im
Unterschied zu den beiden Knockout Zelllinien eimesentlich schwéachere Regulation.
Einzelne Gene der PRG oder PKE Knockout Zellen waren in diesen bis zu 600 fach
reguliert, in den PAN-stimulierten Zellen war di¢argkste Regulation 26 fach. Dieser
unterschiedliche Effekt in den Knockout Zellliniem Vergleich zu den PAN-stimulierten
Zellen kénnte mit der Stimulationsdauer zusammegé&anDie Zellen wurden fir 24 h mit
PAN behandelt, die Knockout Zellen jedoch sind diaaft defizient fir PK@/ oder PKC.

Um die Gene zu identifizieren, die mit dem bisheoltachteten Phéanotyp der PKC
Knockout Zellen in Zusammenhang stehen, haben var Lasten der regulierten Gene
miteinander verglichen. Aus einem Vergleich der &edie in beiden Knockout Zelllinien
und auch in den PAN-stimulierten Zellen reguliarids identifizierten wir 8 Gene, die in
allen Bedingungen Uberreprasentiert sind (Cgrefdh, Gs3st3bl, Cripl, Aldh2, Col7al,
Gjal, Prdm8) und 3 Gene, die in allen Fallen uepmésentiert sind (Nppa, Myo5Db, Plcel).
Eines der Uberrepréasentierten Gene,@ap JunctionProtein Gjal (Connexin43) gehort zur
Gruppe der Connexingsap junctionsvermitteln die Zell-Zell Kommunikation in vielen
Geweben (156). Sie bestehen aus Kanalen, die besrdetZellen miteinander verbinden und
so einen Austausch von lonen, Nahrstoffen und Méitain erlauben. Jede Zelle bildet einen
Halbkanal, so dass zwei Zellen an Zellkontaktste#ene Gap Junctionbilden kénnen. Die
Halbkanéle sind Oligomere aus 6 Connexin Molek{l&v). Yaoitaet al. konnten bereittn
vivo und in vitro zeigen, dass die Gjal Expression nach PAN-Stimoulah Podozyten
ansteigt (157). Unter normalen Bedingungen findetnhnkeine Gap Junctionszwischen
Podozyten, unter nephrotischen Bedingungen odeh mhandlung mit Protaminsulfat
konnten jedoch vermehidunctions mit engem Kontakt bei Podozyten detektiert werden
(49;158). Hierbei scheint die Regulation von Gjahhvon einem bestimmten Stimulanz wie
z. B. PAN abhangig, sondern eher eine allgemeirtevéih der Podozyten auf Schadigung zu
sein (157). In unseren Untersuchungen ist Gjalem BKQG/i1 Knockout und in den PAN-
stimulierten Zellen Uberreprasentiert, in denenhadie Zellen stark geschadigt sind. Jedoch
finden wir Gjal genauso stark in den RKRnockout Zellen Uberreprasentiert, die einen

wesentlich schwacheren Phéanotyp zeidanvivo konnten elektronenmikroskopisch in den
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Podozyten-spezifischen PKE Knockout Mausen vermehrfTight Junctiordhnliche
Verbindungen zwischen den Podozyten detektiert @erdie sie schon vodurihara et al.
nach PAN-Behandlung gezeigt wurden (131). Dieseeifen Podozyten eigentlich kaum
vorkommenden Zell-Zell-Verbindungen kdnnten einégBaler verstarkten Gjal Expression
und/oder anderggap JunctiorMolekile sein.

Da die PAN stimulierten Zellen einen ahnlichen sWelettalen Phé&notyp zeigen wie die
PKCM Knockout Zellen, nahmen wir an, dass die fur dean@typ verantwortlichen Gene
unter beiden Bedingungen &hnlich reguliert sein sefis Die fur die Ausbildung des
Phanotyps verantwortlichen Gene sollten in den PK@ockout Zellen nicht reguliert sein.
Daher haben wir uns speziell auf die Gene konztrdie in den PK&'1 Knockout und
PAN-stimulierten Zellen reguliert sind, nicht aberden PKC Knockout Zellen. In Tabelle
11 und Tabelle 12 sind diese Gene dargestellt. Lilga Uberreprasentierten Genen befand
sich das Annexin Anxa8, einige Transkriptionsfa&to(Sp6, Tcfec), Histon-Proteine (H2afj,
Hils1) und einige fur die Zellstruktur wichtige RPeme (Cdh26, Def-6 und Swap-70).
Annexine sind C& bindende Proteine, die in der Lage sind®’Cabhéangig mit negativ
geladenen Membranoberflachen zu interagieren. Dteridinale Seite der Annexine stellt
eine Zieldomane flur viele signalvermittelnde Kinmaseie Rezeptor-Tyrosinkinasen und
Proteinkinasen dar (159;160). Fur viele Annexinarite bereits eine Expression in der Niere
nachgewiesen werden (161). Inzwischen konnte incKoat Modellen gezeigt werden, dass
Annexine die Rekrutierung von Membranproteinen udamit die Membranstruktur
regulieren (162;163).

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die bei deanBkription fur die Initiation der RNA-
Polymerase eine grofRe Rolle spielen. Die Gene @p6Tefec sind Transkriptionsfaktoren
und kdénnen somit durch Bindung an bestimmte DNAeRére oder DNA bindende Proteine
die Transkription bestimmter Proteine beeinflus$gb ist an der Entwicklung vieler epithel-
haltiger Organe, vermutlich Uber eine apoptotisttiekung, beteiligt (164). Tcfec wird
NFkB-abhangig durch LPS induziert (165).

Histon-Proteine sind im Zellkern fir die Verpackuihgy DNA innerhalb der Chromosomen
von grol3er Bedeutung und spielen daher bei derskrgation und DNA Reparatur eine
entscheidende Rolle.

Cadherine sind als Adhasionsmolekiile BestandteifeAdherens JunctionsSie vermitteln
Zell-Zell-Erkennung und Adhasion (166). Der zyteptatische Teil der Cadherine interagiert
mit den zytoplasmatischen Cateninen, so dass siclCadherin-Catenin Komplex bildet

(167). Diese Cadherin-Catenin Komplexe vermittelmedokale Aktin Polymerisation um
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Adherens Junctionsu bilden. Die Signalweiterleitung tber diese Kéemp erfolgt Uber die
kleinen GTPasen. Rac und Rho sind fur die Bildurey Adherens Junctiorwichtig
(168;169), wahrend Cdc42 vor allem fir die Aufrechaltung vonAdherens Junctions
verantwortlich ist (166). Da wir in den PRG Knockout und PAN-stimulierten Zellen
ebenfalls Veranderungen in den Zell-Zell Kontakiemschen den Podozyten detektieren
konnten, ist es mdglich, dass Cadherine bei dieBd&@notyp eine entscheidende Rolle
spielen, vor allem da die Regulation denctionsiiber Rac und Rho vermittelt wird.

Die Proteine Def-6 und Swap-70 werden im nachsteeftgunkt (5.4) genauer behandelt.
Unter den unterreprasentierten Genen befand smeh@ruppe GTP und Guanylat bindender
Proteine (Gbpl, Gbp2, Gem) und das Gen Synpo, e®ldhs Protein Synaptopodin kodiert.
Guanylat-bindende Proteine (GBPs) binden spezifidganin Nukleotide (GMP, GDP, GTP)
und unterscheiden sich von den GTP-bindenden Restedurch ihre 2 anstelle von 3
Bindungsmotiven (170). Sie spalten in zwei aufeti@folgenden Spaltreaktionen GTP in
GMP und gehoren zur Familie der GTPasen (170;Hihge starke Expression der Guanylat
bindenden Proteine Gbpl und Gbp2 konnte in Endo¢lleh nach Stimulation mit Interferon
v, TNF oder IL1b gezeigt werden (172). Da diese éinet in den PK&/ Knockout und
PAN-stimulierten Zellen unterreprasentiert sind, ravées moglich, dass es zu einer
verminderten GTP Hydrolyse in den Zellen kommt.Didirde die verstarkte Expression von
aktivem GTP-Rac in den PR@G Knockout Zellen erklarerBalasubramaniaret al. konnten
bereits in NIH 3T3 Zellen zeigen, dass eine vek&tatExpression von Gbp2 zu einer
verminderten Rac Aktivierung fuhrt (173).

Das Podozyten-spezifische Protein Synaptopodin wwd in differenzierten Podozyten
exprimiert (57). Die in den PK& Knockout und PAN-stimulierten Zellen verminderte
Synaptopodin deutet, wie bereits vorher in der Imfimoreszenz in den PR@ Knockout
Podozyten detektiert, auf eine gestorte Differenzig der Podozyten hirAsanumaet al.
konnten aul3erdem zeigen, dass eine verringertep®p@in Expression zu einer geringeren
RhoA Expression und Aktivitat fihrt und im Gegemsatazu die Uberexpression zur
Hochregulation von RhoA. Dies erfolgt durch die tsugte Bindung von Synaptopodin an
die GDP-gebundene Form von RhoA, wodurch die Srefinittelte Ubiquitinierung und
somit der Abbau von RhoA unterbunden wird (59). Be&ingere RhoA Expression konnten
wir in den PKG/1 Knockout Zellen ebenfalls detektieren, sodassedi€&gnalweg in den

Zellen ebenfalls eine Rolle spielen kdnnte.
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5.4 Def-6 und Swap-70 in Podozyten

Den Uberreprasentierten Genen Def-6 und Swap-7énhaly uns besonders gewidmet. Def-6
und sein Homolog Swap-70 interagieren beide alss3GFdie GTPase Racl (118;119) und
lokalisieren an Lamellipodien und FokalkontakteRQ1123).

In den hier durchgefiihrten Mikroarray-Analysen eigich das Gen fir Def-6 in den PKC
Knockout Zellen und in den PAN-stimulierten Zellgls stark Giberreprasentiert und Swap-70
als leicht Uberreprasentiert. In den RK&nockout Zellen waren beide nicht wesentlich
reguliert. Die PK@/1 Knockout und die PAN-stimulierten Zellen zeigteum3ardem in der
Zellkultur einen wesentlich auffalligeren Aktin Dgkelett Phanotyp als die PK®&nockout
Zellen, der moglicherweise durch ein Ungleichgewabdr kleinen GTPasen Racl, RhoA und
Cdc42 verursacht wird. Def-6 und sein Homolog Swap-deren Uberexpression ebenfalls
Veranderungen des Aktin Zytoskeletts verursachenn kél20;123), erschienen uns als
maogliche Kandidaten, um den Phénotyp der Zellearklaren.

In vivo konnten wir erhdhte mRNA Level von Def-6 und a&hkap-70 in PK&/1 Knockout
und CD2AP Knockout Nieren erkrankter Tiere detektie nicht aber in den PKGnockout
Nieren. Dies lasst vermuten, dass die erhéhten6D@RNA Level keine direkte Folge der
PKCM Defizienz sind, sondern eher auf die allgemeiranglrulare Schéadigung, wie sie
auch in den CD2AP Knockout Mausen beschriebenzigtickzufiihren sind. Ein weiteres
Indiz fur diese Theorie sind die Def-6 mRNA Level den Nieren unterschiedlich alter
PKCM Wildtyp und Knockout Tiere. In den Wildtyp Maussimken die Def-6 mRNA Level
von Tag 6 zu Tag 30 auf etwa die Halfte, in den ¢koat Tieren steigt Def-6 in der gleichen
Zeit um das 2,5 fache (nicht gezeigte Daten). Dséiteint erst stark anzusteigen, sobald die
Tiere erkranken.

Auf Proteinebene konnten wir zeigen, dass Def-@an Glomeruli von Wildtyp und PKXZu
Knockout Tieren exprimiert wird und vor allem im #égkout mit dem Podozytenmarker WT-
1 kolokalisiert.

Um die zellulare Rolle weiter zu definieren, fulmrteir Uberexpressionsexperimente mit
Def-6 und Swap-70 in Podozyten durdh.vitro konnten wir Uberexprimiertes Def-6 und
auch Swap-70 innerhalb der Podozyten am Rand d#enZeén Membrananhaufungen
nachweisen. Bei der Uberexpression von konstitakiivem Def-6 (Def-6-DHL) zeigten sich
verstarkt Lamellipodien, in denen Def-6 mit Aktirol&kalisierte. Samsonet al. konnten
bereits zeigen, dass Def-6 Racl aktiviert (120neErhdhte Racl Aktivitat kann wiederum

zu Veranderungen des Aktin Zytoskeletts wie verrnsgHramellipodienbildung fihren (60).
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Der in den PKG/t Knockout beobachtete Phanotyp dhnelt stark derh kimerexpression
von konstitutiv aktivem Def-6 DHL auftretenden Pb#p.

5.5 Schlussfolgerung

Ein Hauptanliegen dieser Arbeit war es, die funkeiten Unterschiede zwischen den beiden
atypischen PKC Isoformen PKG und PKC in Podozyten zu untersuchen. Der Unterschied
demaskierte sich sehr schnell in den jeweiligen dfaadellen. Die PK&h Knockout Maus

ist embryonal letal und auch der von uns unterguétddozyten-spezifische Knockout von
PKCMu fuhrt nach 4-5 Wochen zum Tode, wéahrend die PK&ockout Maus keinen
schweren Phanotyp zeigt. Auch in den nachfolgenderitro Untersuchungen erwies sich

das Fehlen von PKX als schwerwiegender als die PKDBefizienz fur die Zellhoméostase.

Tabelle 13 Gemeinsamkeiten und Unterschiede der PK@G und PKC{ Knockout Podozyten im Vergleich
zum PAN Modell.

1. erhdht,| :erniedrigt, n. s. =nicht signifikant

PKCM KO PKC{ KO PAN
Mausmodell Proteinurie, Kein renaler Proteinurie,
Glomerulosklerose, Phanotyp Glomerulosklerose,
verschobene verschobene
Schlitzmembranen Schlitzmembranen

Kurihara et al.(131)

Synaptopodin Protein:] Protein: n. s. Protein:|
Expression RNA: | RNA: | RNA: |
Asanumeet al. (59)

Veranderungen des| Membrane ruffles n. s. Membrane ruffles
Aktin Zytoskeletts

Zellausdehnung ! n.s. !
Fokale Kontakte ! n.s. Nicht untersucht
Racl Aktivitat 0 1 1

Attiaset al. (155)
Def-6 mRNA Level 1 n. s. )
Lokalisation in Zytosol und Kern Zytosol -
Podozyten
Bindung an Def-6 Ja Ja -

Bindung an Swap-7(Q Ja Ja -




Diskussion 111

In der vorliegenden Arbeit konnten wir im Mausmaaeligen, dass PKXZi im Gegensatz zu
PKC{ eine essentielle Rolle bei der Bildung der Schigmbran spielt, indem es als
Bestandteil des Par3-aPKC-Par6 Komplexes die Rétlader Podozyten reguliert. In den
PKCM defizienten Podozyten zeigten sichvitro Stérungen in der Zellarchitektur, die in
den PKQ defizienten Podozyten nicht erkennbar waren. Au&rreduzierten Expression
einiger Podozyten-spezifischer Proteine und Admésimlekile in den PKI defizienten
Zellen, zeigten sich starke Veranderungen in derk&ir des Aktin Zytoskeletts, die auf eine
verstarkte Racl Aktivitat der Zellen zurtickzufiiheamd.

Als ein in PKQJ/t Knockout Zellen und in PAN stimulierten Zellen ateprasentiertes Gen
identifizierten wir in Mikroarrays den Guanin-Nukked-Austauschfaktor Def-6, der auch in

anderen Erkrankungen mit glomeruléren SchadinguegenRolle spielt.

Puromycin aminonucleoside
(PAN)
Def-6 ’— > Synaptopodin
Swap-70 -

l l

& PKCZ &
Rac1-GDP  Rac1-GTP RhoA-GDP  RhoA-GTP

DedifferenzierungE Differenzierung

Rac1 V
RhoA

Membrane ruffles
Filopodien
Lamellipodien

59

Abbildung 38 Modell zur Wirkung von PAN Uber PKC A/ auf das Aktin Zytoskelett.

Insgesamt zeigten sich vor alleim vivo grof3e Unterschiede zwischen den beiden aPKC

Isoformen.In vitro bewirkte die PK@&/ Defizienz ebenfalls einen schwereren Phanotyp mit
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Veranderungen des Aktin Zytoskeletts. Eine Erklgamoglichkeit fur die unterschiedlichen
Beobachtungen ist die unterschiedliche Lokalisatien beiden Isoformen in Podozyten. In
Tabelle 13 sind die Unterschiede und Gemeinsamkeies PK@/1 Knockouts, des PKC
Knockouts und des PAN Modells dargestellt.

Auf Grundlage der aus unseren Experimenten erhaiterErgebnissen und der
Gemeinsamkeiten des Phanotyps der RKKnockout und der PAN stimulierten Podozyten,
entwickelten wir ein Modell, mit dem sich unsereeilkung nach der beobachtete Phanotyp
erklaren lasst (Abbildung 38).
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