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Zusammenfassung

MDM2 (Murine double minute 2 homolog) ist einer der Hauptnegativregulatoren des
Tumorsuppressors pb3. Ein Knockout von Mdm2 fiihrt zu Verdnderungen, die nicht
mit dem Leben vereinbar sind. In den Versuchstieren, den Zebrafischen, fiihrte es zu
Malformationen, perikardialen Odemen, Verinderungen der Glomerula, Proteinurie und
einer damit einhergehenden verringerten Lebenserwartung. Somit bestétigte sich die
Hypothese, dass MDM2 zur Aufrechterhaltung der Homdéostase in der Niere notwendig
ist um damit ein Uberleben der Podozyten iiber den Zeitraum eines Lebens und die damit
verbundene glomerulére Filtrationsbarriere zu gewéhrleisten. Zudem zeigte sich in der
genaueren Betrachtung der Zelluntergangsform, dass es nicht, wie vermutet, zu einer
pb53-induzierten Apoptose kommt, sondern Zielgene von p53 hochreguliert werden, die
Zellzyklus, Zelltod und Autophagie kontrollieren. Es zeigte sich eine neue Form des p53-
induzierten Zelltods, welcher der Paraptose dhnelt und somit als Podoptose bezeichnet

wurde.

Zur Betrachtung der Rolle von MDM2 und pb3 in den Podozyten wurde folglich ein
doppelter Knockout von Mdm2 und p53 sowohl in den Zebrafischen als auch im Maus-
modell durchgefiihrt. Dort konnten wir zeigen, dass durch die Durchfiihrung des dop-
pelten Knockouts zuvor gesehene Verdnderungen bei singuldrem Mdm2-Knockout nicht
auftraten. Die Tiere zeigten ein signifikant verlingertes Uberleben, es kam zu einer signi-
fikant niedrigeren Ausprigung der Proteinurie und die zuvor gezeigten Verdnderungen
der Glomerula liefsen sich nicht wiederholen. Somit konnte die Hypothese bestétigt wer-
den, dass p53 und MDM2 wichtige Gegenspieler sind, die sich gegenseitig regulieren und
beeinflussen. Dadurch ergeben sich auch potentielle Einschridnkungen bei der Verwen-
dung von MDM2-Antagonisten in der Tumortherapie. Denn eine durch die Suppression
von MDM2 induzierte reaktive Steigerung von p53 kann moglicherweise zu irreversiblen
renalen Schidigungen und glomeruliren Verdnderungen fiihren. Podozytére pathologi-
sche Verdnderungen sind hierbei aufgrund der fehlenden Regenerationsfdhigkeit nicht

reversibel.



Podozyten bendtigen sowohl MDM2 als auch p53 um das Gleichgewicht zwischen pro-
apoptotischen und contra-apoptotischen Faktoren beizubehalten. Nur dadurch kann es
seine Funktion als Bestandteil der glomeruldren Filtrationsbarriere beibehalten. Nur
dadurch kann eine progrediente Nierenfunktionsverschlechterung mit Entwicklung einer

Glomerulosklerose und die Dialysepflichtigkeit als Endpunkt verhindert werden.



Abstract

MDM2 (Murine double minute 2 homolog) is one of the major negative regulators of
the tumor suppressor pb53. Knockout of Mdm2 leads to changes that are incompatible
with life. In the animals that were experimented with, zebrafish, it resulted in malfor-
mations, pericardial edema, glomerular changes, proteinuria, and concomitant decreased
life expectancy. Thus, it confirmed the hypothesis that MDM2 is required to maintain
homeostasis in the kidney to thereby ensure survival of podocytes over a lifetime as well
as to ensure the associated glomerular filtration barrier. In addition, closer examination
of the cell death form revealed that p53-induced apoptosis does not occur as suspec-
ted. Instead the target genes are upregulated by p53 that control cell cycle, cell death,
and autophagy. A new form of p53-induced cell death was revealed, which resembles

paraptosis and was thus termed podoptosis.

Consequently, to consider the role of MDM2 and pb3 in podocytes, we performed a
double knockout of MDM2 and p53 in both zebrafish and mouse models. There, we
demonstrated that by performing the double knockout, changes previously seen with
singular MDM 2-knockout did not occur. The animals showed significantly prolonged
survival, there was a significantly lower expression of proteinuria, and the previously
shown changes in the glomeruli could not be repeated. Thus, the hypothesis that p53
and MDM2 are important counterparts, that mutually regulate and influence each other,
was confirmed. This imposes potential limitations on the use of MDM2 antagonists in
tumor therapy as a reactive increase in pb3 induced by suppression of MDM2 could
potentially lead to irreversible renal damage and glomerular changes. In this regard, po-
docyte pathological changes are not reversible due to the lack of regenerative capacity.
Podocytes require both MDM?2 and p53 to maintain the balance between pro-apoptotic
and contra-apoptotic factors. Only by doing so, it can maintain its function as a com-
ponent of the glomerular filtration barrier. And only this can prevent progressive renal
function deterioration with development of glomerulosclerosis and the eventual need for

dialysis.



1 Einleitung

1.1 Chronische Nierenerkrankung (CKD)

Chronische Nierenerkrankung oder auch genannt chronic kidney disease (CKD) bezeich-
net die verschiedenen Stadien der Niereninsuffizienz in Graden bis zum Endstadium mit
zum Teil Dialysepflichtigkeit (End stage renale disease, ESRD). Zur Einschitzung der
verringerten Nierenfunktion betrachtet man dabei zum einen die errechnete glomeru-
ldre Filtrationsrate (GFR) und die Albuminausscheidung tiber den Urin [101]. Zudem

muss die Funktionseinschriankung iiber einen Zeitraum von mindestens drei Monaten

vorliegen.
Grade | Beschreibung GFR . A1: Albuminurie |A2: Albuminurie |AS3: Albuminurie
(ml/min/1,73m?) | <30mg/g 30-300mg/g >300mg/g

G1 normal oder hoch >90

G2 milde Verschlechterung 60-89

G3a  |mild bis moderat 45-59

G3b  |moderat bis schwerwiegend |30-44

G4 schwerwiegend 15-29

G5 Nierenversagen <15

Abbildung 1.1: Einteilung der Niereninsuffizienz nach Stadien anhand der GFR und Al-
buminurie modifiziert nach KDIGO (Kidney disease improving global
outcome) [38]

Dadurch wird nur das Ausmak der Funktionseinschrankung definiert (siehe Abbildung
1.2). Die Ursache lésst sich daraus nicht ableiten. Es gibt verschiedene Grunderkrankun-
gen, die Risikofaktoren fiir Entwicklung einer chronischen Niereninsuffizienz sind. Zu den
haufigsten zdhlen hierbei der arterielle Hypertonus und Diabetes Mellitus. In Landern,
in denen Bluthochdruck und Diabetes Mellitus weniger hiufig sind, gehéren zu den
Ursachen vor allem nephrotoxische Medikamente wie NSAR und Antibiotika, Infekti-

onskrankheiten und Glomerulonephritiden [77]. Dabei ist die Filtrationsstérung in den



meisten Fillen auf die Entwicklung einer Glomerulosklerose zuriickzufiihren [117]. Fiir
die Filtration sind hauptsichlich die Nephrone zustandig. Jeder Mensch besitzt circa 900
000 Nephrone (dabei gibt es allerdings grofse Schwankungen). Die Entwicklung dieser ist
in der 36.Schwangerschaftswoche abgeschlossen. Danach werden keine neuen Nephrone
mehr gebildet [14]. Daher ist zum Beispiel auch eine Frithgeburt oder ein niedriges Ge-
burtsgewicht (unter 2500g) mit der Entwicklung einer CKD assoziiert [23] [86]. Im Falle
einer Degeneration bzw Schidigung von Nephronen, kommt es kompensatorisch zur Stei-
gerung der einzelnen Filtrationsleistung der verbliebenen Nephrone (Hyperfiltration).
Das wiederum fiihrt zu Hypertrophie, Podozytenverlust und schlieflich zur Glomerulo-
sklerose [32]. Die Sklerose (Vernarbung von Bindegewebe) findet dabei in einem Teil des
Nephrons, den Kapillarschlingen des Nierenkorperchens, statt. Sofern dieser Kreislauf
durch Therapiemaffnahmen nicht unterbrochen wird, fiihrt dies zu einem sténdigen Ver-
lust der Nephrone, einem Abfall der Filtrationsleistung und zuletzt zu einem terminalen
Nierenversagen, welches eine Nierenersatztherapie im Form einer Himodialyse, Perito-
nealdialyse oder Nierentransplantation erforderlich macht [102|. Es gibt viele weitere
Erkrankungen bzw. Risikofaktoren, die zur Entwicklung einer Niereninsuffizienz beitra-
gen konnen. Dazu zdhlen auch genetische Erkrankungen wie die polyzystische Niere-
nerkrankung, hamatoonkologische Erkrankungen wie das muliple Myelom, entziindliche
Erkrankungen wie Pyelonephritiden oder Glomerulonephritiden oder obstruktiv bedingt
durch zum Beispiel eine Nephrolithiasis. Auch ein akutes Nierenversagen kann durch ei-
ne irreversible Schidigung perspektivisch zu einer chronischen Niereninsuffizienz fiihren.
In Abbildung 3.2 wird dies schematisch dargestellt.

Prédisponierende Faktoren zur Entwicklung einer Niereninsuffizienz sind zum Beispiel
Schwangerschaft, ein geringes Geburtsgewicht, Alter, Ubergewicht und genetische Fak-
toren [150] [129]. Klinisch ist eine Niereninsuffizienz meistens erst im fortgeschrittenem
Stadium sichtbar. Dazu zdhlen unspezifische Symptome wie Miidigkeit, Belastungs-
dyspnoe, Konzentrationsschwierigkeiten oder Ubelkeit. Durch den progredienten Nie-
renfunktionsverlust kommt es zur Volumeniiberladung und einer Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS), was zu Bluthochdruck fiihrt. Des weiteren
fithrt der Erythropoetin-Mangel zur Anédmie, der Vitamin-D-Mangel zu einem gestorten
Calcium-Phosphat-Haushalt, Elektrolytentgleisungen zu kardialen Rhythmusstérungen
und durch die verminderte renale Exkretion von Wasserstoffionen zur metabolischen Azi-
dose. Die haufigsten Todesursachen bei chronisch Nierenerkrankten sind kardiovaskulére
Erkrankungen [150]. Die Therapie richtet sich nach der zugrundeliegenden Erkrankung

und den Risikofaktoren.
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Abbildung 1.2: Ein Uberblick iiber die Ursachen der chronischen Niereninsuffizienz, die

Pathogenese und das Endstadium; modifiziert nach [4]

Chronische Nierenerkrankungen sind eine relevante Erkrankung in unserer Gesellschaft.
Da zum einen die weltweite Privalenz aufgrund des demographischen Wandels steigend
ist [28] und zum anderen durch den Ausfall der Nierenfunktionen sich ein potentiell
lebensbedrohliches Krankheitsbild ergibt [52]. Allein die Erhebung von 1990 bis 2013
zeigte, dass die Anzahl verstorbener Patienten durch eine chronische Niereninsuffizienz
um 135% angestiegen ist [1]. Himmelfarb J, et al. zeigte, dass die Zahl der Dialysebe-
handlungen weltweit 2010 noch bei 2,6 Millionen Menschen lag und 2030 bei circa 5,4
Millionen Menschen liegen wird [71]. 1990 lag die chronische Niereninsuffizienz noch auf
Platz 27 der héufigsten Todesursachen, 2010 schon auf Platz 18 in der Global Burden of
Disease Studie. Gesundheitsokonomisch belaufen sich die Kosten fiir Dialysen auf 5-7%
des kompletten Budgets des Gesundheitswesens. Dagegen betrifft das Nierenversagen
nur 0,1-0,2% der Bevélkerung [71]. Die Kosten in Deutschland fiir CKD, Nierenversagen
und Versorgung von dialysepflichtigen Patienten lagen 2017 bei 4,73 Mrd Euro [56].

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die Relevanz einer CKD fiir die medizinische
Versorgung und auch die Gesellschaft zukiinftig zunehmen wird [151], und auch fiir
die Krankenkassen aufgrund der steigenden Kosten relevant ist [110]. Dies zeigt die

zwingende Dringlichkeit nicht nur das Fortschreiten einer chronischen Niereninsuffizienz



zu verhindern, sondern auch die zugrundeliegende Pathogenese zu verstehen.

1.2 Aufbau, Struktur und Funktion der Niere

Die Niere ist ein paarig angelegtes, retroperitoneal gelegenes Organ, welches eine boh-
nendhnliche Form aufweist und im Durchschnitt folgende Grofe besitzt: etwa 10 -12cm
lang, 56 cm breit und 3 -4 cm dick mit einem Gewicht von 120-200g. Im Korper be-
finden sie sich links und rechts der Wirbelsdule auf Hohe des 12. Brust- bis 2. oder
3. Lendenwirbels. Die Funktionen der Niere sind vielfiltig. Zum einen ist sie fiir die
Ausscheidung von toxischen Endprodukten des Stoffwechsels, Harnproduktion, die Fil-
tration, Reabsorption und Konzentration zustdndig. Zum anderen ist sie an systemischen
Regulationen, wie Wasser- und Elektrolythaushalt und Sdure- Basen- Gleichgewicht, be-
teiligt. Dariiber hinaus ist die Niere ein endokrines Organ, welches sowohl Renin als auch
Erythropoetin produziert [68|. Dadurch ist sie auch in die systemische Blutdruckregula-
tion und Erythropoese involviert.

Wie in Abbildung 1.3 zu sehen, unterteilt sich das Nierenparenchym in die Nierenrinde
(Cortex renalis) und Nierenmark (Medulla renalis). Dieses wiederum besteht aus circa
7-12 kegelformigen Pyramiden (Pyramides renales), wovon die Spitze als Nierenpapil-
le (Papillae renales) in das Nierenbecken ragt. Die Papille enthilt mehrere Offnungen
(Foramina papillaria), welche die Miindungen kleiner Génge (Ductus papillares) darstel-

len [6]. Dadurch fliet der Harn in das Nierenbecken (Pelvis renalis).

In der Nierenrinde befindet sich die kleinste Funktionseinheit der Niere, das Nephron.
Davon gibt es jeweils 11,4 Millionen. Folgende Bestandteile kennzeichnen das Nephron:
das Nierenkorperchen (Corpusculum renale) und die Nierenkanélchen (Tubulus renalis).
Die Nierenkorperchen lassen sich erneut unterteilen in den Glomerulus (Kapillarknéuel)
und der Bowman- Kapsel (Capsula glomerularis) [6]. Abbildung 1.4 zeigt den Aufbau
eines Glomerulus mit seiner Gefafiversorgung und der Bowman-Kapsel, sowie in der
Vergroferung die Filtrationsbarriere mit den Podozyten. Der Glomerulus besteht aus
30—-40 parallelen, kapilliren Schlingen. Fiir die Blutzufuhr zustindig ist die Arteriola
glomerularis afferens, fiir den Blutabfluss die Arteriola glomerularis efferens. Diese bei-
den Arteriolen liegen dicht zusammen und bilden den Gefafipol. Der gegeniiber liegende
Harnpol ist in das System der Nierenkanélchen gedffnet. Die Bowman- Kapsel umbhiillt

den Glomerulus, wobei das viszerale Blatt direkt den Kapillaren aufliegt und das pa-
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Abbildung 1.3: Makroskopischer Aufbau der Niere, modifiziert nach [6]

rietale zur Umgebung abgrenzt. Dazwischen liegt ein Spalt. Darin wird der Primérharn
(150180 Liter Primérharn téglich) als Ultrafiltrat des Blutplasmas abgegeben.

Der Wandaufbau der glomeruldren Kapillarschlingen stellt einen wichtigen Bestandteil
des Harnfiltersystems dar. Dieser besteht aus dem fenestrierten Endothel der Kapil-

larschlingen, deren Basalmembran und den Podozyten als Deckzellen [166].

In der Abbildung 1.5 wird ein schematischer Querschnitt eines Glomerulus dargestellt
zur Veranschaulichung der Filtrationsbarriere. Das Nierenkanélchen schlieft sich dem
Harnpol an und tibernimmt dort den Priméirharn, welchen sie auf 1% seines Volumens
konzentriert. Er ldsst sich in folgende Abschnitte unterteilen: Am Harnpol beginnend der
proximale Tubulus (unterteilt sich in einen gewundenen Teil- Pars convoluta proximalis

und einen gestreckten Teil- Pars recta proximalis), gefolgt vom intermediéren Tubulus
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afferente Arteriole

efferente Arteriole

Glomerulus
Bowman- Kapsel

Poren

proximaler Tubulus

Abbildung 1.4: Aufbau eines Glomerulus; mit zufiihrender (afferenter) und abfiihren-
der (efferenter) Geféfiversorgung, umgeben von der Bowman-Kapsel, Bil-
dung des Primérharns in den Spalt; Vergroferung des Glomerulus mit
Podozyten und den Filtrationsschlitzen zwischen den Podozyten; modi-
fiziert nach [6]

und distalen Tubulus, welcher schlieflich in den Tubulus reuniens (Verbindungstubulus)
miindet. Abgeschlossen wird das gesamte System vom Sammelrohr. Dabei liegen die

gewundenen Tubulusanteile in der Rinde, wohingegen sich die geraden Abschnitte im

Nierenmark befinden.

1.3 Die Filtrationsbarriere

Die fiir die Filtration zustdndige Barriere besteht im Wesentlichen aus drei Kompo-

nenten: dem fenestrierten Kapillarendothel, der glomeruldren Basalmembran und den
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Abbildung 1.5: Schematischer Querschnitt eines Glomerulus: Die glomeruliare Filtrati-
onsbarriere besteht aus dem fenestrierten Endotheln, der Basalmembran

und den Podozyten, modifiziert nach [99]

Podozyten (viszeral glomerulire Epithelzellen) (wie in Abbildung 1.6 zu sehen).

Sie ermoglicht die Filtration groferer Wassermengen, wobei nach Molekiilgréfe und
wahrscheinlich auch nach Ladung sortiert wird. |[136]. Die Selektivitdt anhand der Grofe
gilt ohne Zweifel, wohingegen die Auswahl nach Ladezustand noch Teil der Forschung ist.
Zugleich verhindert sie den Verlust von Plasmaproteinen, wie Albumin, in den Urin [60)].
Das erzeugte Filtrat wird Primérharn oder Ultrafiltrat genannt. Es betrégt pro 24 h circa
180 Liter oder 125 ml / min (das Maf der glomeruldren Filtrationsrate, GFR) |64]. Dieser
Vorgang findet passiv, d.h. ohne Energieaufwand statt und ist von folgenden Faktoren
abhéngig: dem effektiven Filtrationsdruck, der Filtrationsfliche und der Durchléssigkeit
des Filters. Der effektive Filtrationsdruck wiederum wird vom hydrostatischen Druck
in den Glomeruluskapillaren, dem hydrostatischen Druck in der Bowman- Kapsel und

dem onkotischen Druck in den Glomeruluskapillaren bestimmt [64]. Bei den verschie-
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Abbildung 1.6: Aufbau der Filtrationsbarriere mit dem fenestrierten Endothel, der glo-
meruldren Basalmembran (GBM) und den Podozyten; modifiziert nach
[136]

densten Erkrankungen kann es zu einer Mitbeteiligung der Filtrationsbarriere kommen,
was zu fortschreitenden renalen Erkrankungen bis hin zum Nierenversagen fiihren kann.
Dabei ist die Funktionalitdt aller beteiligten Komponenten von Bedarf. Jedoch wurde
den Podozyten in den letzten Jahren eine bedeutendere Rolle zugeschrieben [135]. Auf-
grund dessen ist es wichtig die zustédndigen Strukturen in ihrer Funktion und Aufgabe

verstanden und erforscht zu haben.

1.3.1 Das fenestrierte Endothel

Die zum Geféflumen hin gerichteten Zellen werden als Endothel bezeichnet. Dabei gibt
es in unserem Korper grundsétzlich drei verschiedene Arten von Endothel: das kontinu-
ierliche, das fenestrierte und das diskontinuierliche. Der Unterschied liegt vor allem in
der Durchlassigkeit des jeweiligen Endotheltyps. Dabei lasst das kontinuierliche, begiins-
tigt durch Tight Junctions, keinerlei Stoffe hindurch. Der Stoffaustausch muss durch
hochselektive Transportmechanismen geregelt werden (wie zum Beispiel in der Blut-

Hirn-Schranke). Das diskontinuierliche Endothel hingegen ist wesentlich durchlissiger.
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Es ldsst zum Beispiel Zellen passieren. Zum Teil stehen die einzelnen Endothelzellen nicht
miteinander in Kontakt. Fin Beispiel hierfiir ist das Endothel der Leber. Das fenestrierte
Endothel, welches sich in der Blut-Harn-Schranke befindet, bildet 20—50 % der inneren
Oberflache der Kapillaren und formt dabei eine antikoagulierende Grenze mit Poren von
70-100nm zwischen dem Blut und dem Gewebe [131]. Da Albumin eine Gréke von
nur 3,6 nm besitzt, wurde davon ausgegangen, dass das Endothelium nicht zur Selektion
anhand der Grofe beitrdgt [61]. Die Differenzierung in die unterschiedlichen Typen ge-
schieht durch in situ Vaskulogenese. Dabei spielen unreife Podozyten eine entscheidende
Rolle, da sie mithilfe von Faktoren wie VEGF-A [41] und Angiopoetin 1 [193] Signale zur
Differenzierung senden. Die weitere Entwicklung fiihrt dann iiber Rezeptoren auf Angio-
blasten, wie VEGFR2, Neurophilin-1 und Tie-2 zur vollstdndigen Differenzierung zum
glomeruldren Endothel [148]. Das Endothel ist in die ESL (endothelial cell surface layer)
eingebettet, die aus den negativ geladenen Glykosaminoglykanen (GAC), Glykoprotei-
nen und Membran-assoziierten und sezernierten Proteoglykanen besteht [61]. Mehrere
Studien bestitigen die Annahme, dass die negative Ladung zur Selektion von Albumin
und weiteren Plasmaproteinen beitriagt. Es konnte eine Korrelation zwischen verminder-
ter Glykokalix und erhéhter Mikroalbuminurie festgestellt werden [30] [156] [62] [131].
Deshalb ist die Funktion des glomeruldren Endothels, die von den negativ geladenen

ESL umschlossen ist, wichtig zur Selektion.

1.3.2 Die glomeruldare Basalmembran

Die Basalmembran ist die Struktur, die sich zwischen dem fenestrierten Endothel und
den Podozyten befindet. Sie trigt ebenfalls zur Selektion bei und beschriankt die Pas-
sage von Plasma. Renale Erkrankungen, wie zum Beispiel das Alport-Syndrom oder
das Pierson-Syndrom, entstehen durch fehlende oder mutierte Bestandteile der Basal-
membran. Die Basalmembran in der Niere ist im Vergleich zu den anderen im Ko&rper
relativ dick. Denn sie betragt circa 240—370nm, wohingegen ansonsten eine Dicke von
40-80nm herrscht [61]. Sie besteht aus verschiedenen Komponenten wie dem Laminin-
521, Kollagen Typ IV (a3,4 und 5), Nidogen-1/-2 und dem Heparansulfat-Proteoglykane
(HSPG) |169]. Um die Funktion der Basalmembran besser zu verstehen, miissen die
verschiedenen Komponenten beleuchtet werden. Laminin-521 besteht aus ab, 2 und
~v1-Ketten. Dies ist notwendig fiir die korrekte Filtration, da zum Beispiel (- spezifi-
sche Knockout- Méuse eine massive Proteinurie entwickeln [130]. Genauso wie bei Pati-

ent*innen mit Mutationen in der $2- Kette. Dort entsteht das seltene Pierson-Syndrom,
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welches mit einer perinatalen Proteinurie assoziiert ist [136]. Dies bestétigt, dass die Ba-
salmembran einen wichtigen Teil zur Filtration beitrdgt. Das Kollagen Typ IV stellt den
grokten Anteil der glomerulidren Basalmembran (GBM) mit iiber 50% der Proteinmasse
dar. Im Laufe der Zeit entwickelt es sich von der a1, 2 in der unreifen glomerulidren Basal-
membran zur reifen a3,4 und 5. Diese Proteinketten bilden eine linksgéngige Tripelhelix,
welche durch Wasserstoffbriickenverbindungen stabilisiert werden. Thre Rolle wird einem
bei der Betrachtung des Alport-Syndroms bewusst. Dabei kommt es durch Mutationen
im COL4A3, COL4A4 und COL4Ab5 zu einer Fehlbildung, die sich in einer verminderten
Entwicklung vom unreifen GBM zum reifen GBM aufert [169]. Symptomatisch dufsert
sich dies in einer Himaturie und Proteinurie. Heparan Sulfat Proteoglykane (HSPG)
besitzen schwefelhaltige Seitenketten, welche eine negative Ladung verteilen und gleich-
zeitig mit einem Proteinkern verbunden sind. Obwohl Perlegran das haufigste HSPG in
den Membranen ist, spielt vor allem Agrin in der GBM eine wichtige Rolle [118]. Durch
die negative Ladung konnte erneut eine Ladungsselektivitdt vermutet werden. Allerdings
fithrten Mausmodelle, in denen Agrin mutiert war, zu keiner Proteinurie [66]. Es gibt
zwei Nidogen Proteine: Nidogen-1 und Nidogen-2. Aufgrund der fritheren Entdeckung
von Nidogen-1 ist dariiber auch mehr bekannt. Es sorgt fiir die Verkniipfung von La-
minin und Kollagen TypIV. Aufgrund dessen wurde angenommen, dass ein Verlust von
Nidogen geféhrlich fiir die Formation der Basalmembran wére. Allerdings konnte bei
einer jeweils mutierten Nidogen Form keine Proteinurie festgestellt werden [128] [158].
Die Deletion beider Proteine hingegen fiihrt zu einer perinatalen Letalitdt [119]. Die
Betrachtung dieser verschiedenen Strukturkomponente zeigt, dass ein Verlust oder ei-
ne Mutationen in jedem noch so kleinen Bestandteil eine Pathologie nach sich ziehen

kann.

1.3.3 Die Podozyten

Podozyten (aus dem Griechischen: Pous, Podos= ,Fuft‘; cytos= ,Zelle*) oder viszeral glo-
merulire Epithelzellen (VGEC) sind differenzierte Zellen innerhalb des Glomerulus. Mit
ihrer Lage, dem Harnpol zugewandten Seite des Nierenkorperchens, bilden sie neben der
Blut- Harn- Schranke auch die dufsere Schicht der Filtrationsbarriere und das viszera-
le Blatt der Bowmann‘schen Kapsel. Aufgrund ihrer Unfihigkeit zur Proliferation [90]
und fehlenden Regeneration, im Gegensatz zu den meisten anderen Epithelien, birgt die
Schiadigung der Podozyten die Gefahr einer progredienten Niereninsuffizienz [127]. Dar-

aus ergibt sich die aufserordentliche klinische Relevanz der Podozytopathien. Podozyten
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bauen sich aus drei Komponenten auf: dem Soma (=Zellkorper) und den priméren und
sekundiren Zellfortsitzen [127]. Uber die Zellfortsitze kommt es zu einer Verankerung
an der GBM. Zwischen der GBM und den Podozytenzellkdrpern gibt es keine Beriih-
rungspunkte, sie befinden sich im Ultrafiltrat des Kapselraumes [92] [175]. Die Abbildung

1.7 zeigt den schematischen Aufbau eines Podozyten und unter der elektronenmikrosko-

pischen Betrachtung.

Abbildung 1.7: Aufbau der Podozyten; drei EM-Querschnitte mit Darstellung der Filtra-
tionsbarriere mit Endothelzellen, glomeruldre Basalmembran, Fuffort-

sitze, Podozyten und Schlitzmembran

Dem Zellkérper entspringen die priméren Zellfortséitze, die sich wiederrum in kleine-
re, sekundére Zellfortsitze aufspalten. Die sekundiren greifen reifsverschlussdhnlich mit
den sekundéren Zellfortsatzen benachbarter Podozyten ineinander. Dadurch entsteht ein
abdichtendes Netzwerk interdigitierender podozytarer Zellfortséitze, welche die Filtrati-
onsschlitze bilden [8]. Dieser Spalt ist immer noch 30 bis 40nm breit [10] [189], sodass

er von der Schlitzmembran abgedichtet wird.

Das podozytidre Zytoskelett

Der Aufbau des podozytidren Zytoskeletts besteht aus drei verschiedenen Komponen-
ten, zum einen den Mikrotubuli (24nm), den Intermedidrfilamenten (10nm) und den
Mikrofilamenten (7-9nm). Die Primérfortsitze bestehen aus dem Aktinskelett, den in
Léangsrichtung verlaufenden Mikrotubuli ohne einheitliche Polaritdt [36] [88] und Inter-
medidrfilamenten. Diese wiederum sind aus Vimentin aufgebaut. Dahingegen besteht
das Zytoskelett der sekundaren Fulfortsidtze aus Mikrofilamenten wie Aktin und Myo-

sin, welche kontraktionsfihig sind. Der apikale Zellmembranbezirk besteht aus Proteinen
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wie Podocalyxin [84], Podoplanin [115] und Podoendin. Diese Oberflichenproteine sind
negativ geladen und verhindern damit den Durchtritt vom ebenfalls negativ geladenem

Albumin. Nebeneinander liegende Podozyten stofen sich gegenseitig ab.

Die Schlitzmembran

Die Schlitzmembran ist, wie eingangs schon erwihnt, notwendig zur ,Abdichtung” des ex-
trazellularen Abstandes von 30-40nm zwischen den interdigitierenden Podozyten-Fuffortsitzen.
Sie ist eine hochspezifische Zell-Zell-Verbindung. Bei Betrachtung unter einem Transmissions-
Elektronen-Mikroskop (TEM) zeigt sich die reifverschlusséhnliche (,zipper-like*) Struk-

tur [149|. Diese Schicht ist in threm Aufbau duferst komplex aufgrund der zahlreichen
Verbindungen, die zwischen den einzelnen Molekiilen bestehen und damit eine dich-

te, heterogene Struktur bilden [149]. In der reifsverschlussdhnlichen Membran befinden
sich Transmembranmolekiile mit extrazelluldren Doménen wie P-Cadherin [164], dem
Cadherin-ghnlichen Molekiil FAT |75], das Protein Neph-1 [35] und Nephrin (NPHS1)
[85]. Ein weiteres Transmembranprotein namens Podocin weist eine haarnadeldahnliche
Struktur auf. Im Gegensatz zu den anderen Transmembranproteinen hat es zwei zyto-
plasmatische Enden und wird nur in den Podozyten exprimiert [18]. Ein weiteres Protein

ist CD2AP (CD2-assoziiertes Protein), welches im Zytoplasma lokalisiert ist und zur Be-
festigung von F-Actin der Zellen mit Nephrin und Podocin fiihrt [100] sieche Abbildung
1.8.

Die wichtigsten und am besten erforschten Molekiile sind hierbei Nephrin, Podocin,
FAT1, CD2AP, Nephl und P-Cadherin [107]. Mutationen, Schidigungen oder Verlust der
Schlitzmembran-assoziierten Proteine fithren zu einer Zerstérung der strukturellen und
funktionellen Integritét der Schlitzmembran. Es folgt der Verlust der Filtrationstdhigkeit
der Niere und damit einhergehend die Ausscheidung von hochmolekularen Proteinen

tiber den Urin (=Proteinurie).

Funktion der Podozyten

Zu den Aufgaben der Podozyten gehort zum einen die Bildung der Proteine fiir die
Schlitzmembran und der extrazelluldren Matrix (EZM) der Basalmembran, zum ande-

ren die Stiitzfunktion der glomeruliren Kapillaren und die Bildung einer suffizienten
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Abbildung 1.8: Schematisch wird die Interaktion der Transmembranproteine innerhalb

der sekundéren Podozyten- Fortsitze gezeigt, modifiziert nach [83].

Filtrationsbarriere [29] [113]. Dabei obliegt die Bildung der Proteine vor allem dem So-
ma des Podozyten, die Filterfunktion wird von den Fuffortsitzen iibernommen. Das
bedeutet, die Fuffortsitze bilden die Schlitzmembran, welche damit der duferste und
wichtigste Teil der glomeruldren Filtrationsbarriere (GFB) ist. Aus dem Klinikalltag
wissen wir, dass die Ursachen fiir glomeruldre Schidigungen vielféltig sind. Sie konnen
allerdings auf eine einheitliche Anderung der Podozyten zuriickgefiihrt werden [144],
sodass Podozyten die Hauptverantwortlichen sind fiir den Beginn und den Progress
renaler Erkrankungen [91|. Diese dufsern sich klinisch in einer Proteinurie aufgrund des
Verlustes der Filtrationsfunktion durch morphologische Verdnderungen der Podozyten
und der Schlitzmembran. Zu Beginn entsteht eine selektive Proteinurie. Das bedeutet,
dass zuerst Albumin, welches bei intakter Filtrationsfihigkeit aufgrund der Groéfense-
lektivitat gerade noch zuriickgehalten wird, durch die Filtrationsbarriere tritt und somit
im Urin vorzufinden ist. Weitere Schadigungen und damit einhergehende Umstrukturie-
rungen der Podozyten fiihren zu einer unselektiven Proteinurie, sprich der Verlust von
Makromolekiilen. Diese eben genannte Umstrukturierung dufiert sich in einer Hypertro-
phie der Podozyten und einer Verbreiterung der sekundéren Fufifortsétze. Abbildung

1.9 veranschaulicht die morphologischen Verdnderungen innerhalb eines Glomerulus bei
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Entwicklung eines nephrotischen Syndroms.
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Abbildung 1.9: Podozytenfukfortsidtze und ihre Verdnderung bei renalen Erkrankungen
Glomerulus im Querschnitt: oben ein gesunder Glomerulus; unten mor-
phologische Verdnderungen bei renalen Erkrankungen, modifiziert nach
|167|

Diese Hypertrophie entsteht, weil Podozyten die einzigen renalen Zellen sind, welche nach
Beendigung der Organogenese zu keiner mitotischen Zellteilung mehr féhig sind [89] [146]
und dadurch nicht regenerationsfihig sind. Vor einigen Jahren wurde jedoch herausge-
funden, dass es im Gegensatz zur bisherigen Annahme (keine Podozytenproliferation-
bzw regeneration in der adulten Niere) bei Verlust der Podozyten zu einer partiellen
Regeneration kommen kann. Vor allem unter der Gabe von ACE- Hemmern [12], Kor-
tikosteroiden [199] und einer guten Diabeteseinstellung [140]. Herausragend ist dabei
die Erkenntnis, dass parietale Epithelzellen (PEC) eine bis dato unerkannte Fihigkeit

haben sich zu Podozyten zu entwickeln [163| sowie zur Regeneration von Podozyten
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beitragen [40]. Dies ldsst die Hoffnung in Zukunft weitere Therapieverfahren zu entwi-
ckeln. Allerdings konnte ebenfalls gezeigt werden, dass diese Fahigkeit nur zum Tragen
kommt, wenn es sich um akute podozytare Schidigungen handelt oder im Rahmen von
Wachstumsprozessen. Physiologische Degneration von Podozyten aufgrund von Alter
kann dadurch nicht verhindert werden [188|. Somit ist zusammenfassend zu sagen, dass
Podozyten zwar aufgrund ihrer fehlenden stindigen Erneuerung, im Gegensatz zu ande-
ren Zellen, eine deutliche langere Lebensfihigkeit haben, dies allerdings auch bedeutet,
dass es einen langen Zeitraum gibt, in dem es zu Schadigungen kommen kann [192]. D.h.,
dass der Funktionsverlust ab einem gewissen Grad zu einer Glomerulosklerose [191] 87|
tiber chronisches Nierenversagen (CKD) bis hin zur Dialyse und/oder Nierentransplan-
tation fiihrt. Somit ist es von auferordentlichen Bedeutung, die Funktionsfihigkeit der
Podozyten, damit einhergehend die Filtrationsfihigkeit, zum Wohle und zur Gesundheit
der Patient*innen aufrecht zu erhalten. Um einen Beitrag zum Verstédndnis der Aufrecht-
erhaltung der podozytiren Filtrationsfdhigkeit zu leisten, untersuchten wir den aus der

Krebsforschung bekannten Zellzyklusregulator p53 und seinen Gegenspieler MDM2.

1.4 Das Molekiil p53

Das Molekiil p53 wurde erstmals 1979 von zwei unabhéngigen Forschungsgruppen ent-
deckt und beschrieben [96] [106]. Der Name entstand aufgrund der scheinbaren Mole-
kiilmasse von 53kDa, da es bei der Elektrophorese eine Bande auf Hohe von 53kDa
schwerer Proteine bildet. In Wirklichkeit besteht die Molekiilmasse aus 54kDa [106].
Zudem besteht es aus 393 Aminosduren. Das TP53- Gen, TP steht hierbei fiir Tumor-
suppressor, ist das dazugehorige Gen und liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 17
(17.p13.1) [114]. Es codiert fiir p53. Seine Funktion besteht darin bei Zellschiden den
Zellzyklus zu unterbrechen und entweder eine DNA-Reparatur einzuleiten oder die Zelle
zur Apoptose (den programmierten Zelltod) [95], Cyclophilin D mediated necrosis [178]
oder Ferroptose 78] zu treiben. Aufgrund dessen wurde p53 1992 erstmals als ,Wéachter
des Genoms“ bezeichnet [95]. Dieser Titel wird noch deutlicher, wenn man bedenkt, dass
eine Mutation von p53 in 50% aller menschlicher Carcinome vorzufinden ist. Das erklart
seine medizinische Bedeutung und die Auszeichnung ,Molekiil des Jahres* 1993 [11]. p53
wird ubiquitdr exprimiert und hat eine Halbwertszeit von zwanzig Minuten [104]. Da-
durch ist das Molekiil instabil und einem stindigen Auf-und Abbau unterlegen um einen

konstanten Spiegel in der Zelle zu halten. Fiir den proteasomalen Abbau ist MDM?2 als
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Hauptnegativregulator verantwortlich. Allerdings induziert p53 gleichzeitig die Bildung
von MDM2, sodass ein Regelkreis entsteht [194].

1.4.1 Aufbau und Wirkung von p53

Der Aufbau von p53 entspricht dem Aufbau eines Transkriptionsfaktors. Es besteht aus
verschiedenen Doménen wie einer Transaktivierungsdoméne, einer DNA (Desoxyribonukleinsiure)-
Bindungsdoméne, einer Oligomerisierungsdoméne und einer Carboxyterminalendomé-

ne [44]. Die Abbildung 1.10 gibt eine Ubersicht iiber den Aufbau von p53.

L Polyprolindoméane J

‘Oligomerisierungsdomane

'MDM2- bindende \‘ ( DNA-Bindungsdoméne, \‘
| Transaktivierungsdoméane ) | sequenz-spezifisch

! - .

NLS NES NLS NLS

Abbildung 1.10: Ubersicht iiber den Aufbau von p53, den verschiedenen Doménen und
den Modifikationsmoglichkeiten. Ac = Acetylierung, NES = nukleéres
Exportsignal, NLS = nukledres Lokalisationssignal, P = Phosphorylie-
rung, S= Sumoylierung, Ub = Ubyquitinierung; modifiziert nach [153]

Solange ein kontrollierter Zellzyklus herrscht, liegt p53 im Normalzustand gebunden mit
MDM2 und weiteren negativen Regulatoren vor [9] [194]. Dabei blockt MDM2 die Trans-
aktivierungsdoméne. Das wiederum fiihrt zur Ubiquitinierung und einem proteasomalen
Abbau. Eine Aktivierung von p53 und die daraus resultierende Wirkung kann man sich
schematisch folgendermafien vorstellen. Zuerst kommt es zur DNA-Schidigung durch
genotoxischen und nicht genotoxischen Stress [183] [184] wie beispielsweise Chemothera-
peutika, ionisierende Strahlung, Fehler in der DNA vor anstehender Zellteilung oder oxi-
dativer Stress [202]. Darauthin werden DNA-abhéngige Proteinkinasen aktiviert, welche

durch Phosphorylierung des N-terminalen Endes von p53 zu dessen Stabilisierung durch
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posttranslationale Modifikation beitragen [5]. Das bedeutet, dass MDM2 die Transak-
tivierungsdoméne nicht mehr blockieren kann und es somit zu keinem Abbau von pb3
durch MDM2 kommt [93]. Sprich, durch diese kovalente Modifikation wird p53 aktiviert
und stabilisiert, wodurch sich die Halbwertszeit erhéht. Dadurch erh6ht sich dessen Men-
ge intrazelluldr und akkumuliert [104]| [138]. Nun liegt p53 frei vor und kann sich mit
seiner DNA-Bindungsdoméne als Tetramer an die DNA anlagern [39] [104] [95]. Dar-
aufthin kann p53 seine Funktion als Transkriptionsfaktor an p53-abhéngigen Genen voll
entfalten. Es kommt voriibergehend zu einem Zellzyklus-Arrest, dabei wird entweder
eine DNA-Reparatur eingeleitet, oder einen dauerhaften Arrest induziert mittels Apop-
tose, Differenzierung oder zelluldrer Seneszenz. In der Abbildung 1.11 ist die Kaskade

schematisch dargestellt.

Welchen Weg die Zelle nimmt, hingt von der Héhe des intrazelluldren p53-Spiegels ab.
Vereinfacht gesagt, filhren niedrigere Spiegel zu einem Zellzyklus-Arrest in der G1/S-
und G2-Phase. Dort kann nun die DNA-Reparatur induziert werden. Irreparable Sché-
den fithren zu einer héheren Akkumulation von p53, was wiederum zur Einleitung des
programmierten Zelltods (Apoptose) fiihrt [201] [143] [42]. Die Zielgene sind hierbei recht

vielfaltig und konnen je nach Wirkung in drei Gruppen eingeteilt werden:

e Um den Zellzyklus in Phase G1/G2 zu unterbrechen wird besipielsweise der Cyclin-
abhéngige Kinaseinhibitor p21 induziert [153]. Zur Aufrechterhaltung des Zellzy-
klusarrestes finden sich 14-3-3sigma, GADD45 und BTG [50].

e Zur Einleitung der Apoptose fiihrt die Aktivierung verschiedener endogener mit-
ochondrialer Proteine wie Bax, Bak, NOXA, PUMA und p53AIP1.

e pb3 fordert die Transkription von MDM2, indem es an zwei Abschnitte des Mdm2-
Gens bindet [9] [139] Das induziert den p53-MDM2-Regelkreis.

Zur Pravention zur Entstehung von Tumoren ist der p53-Signalweg folglich entscheidend.
Kommt es zu einer Mutation von p53 kann dessen Funktion wie Kontrolle des Zellzyklus
und der Zellproliferation nicht mehr gewéhrleistet werden [103]. Bei der Untersuchung
der Tumore wurde festgestellt, dass die Hélfte aller Carcinome eine Mutation von p53
aufweisen [58]. Insbesondere eine Mutation in der DNA-Bindungsdoméne kodierenden
Abschnitte des Molekiils [165]. Dies ist mit iiber 90% eine sogenannte missense Mutati-
on, was bedeutet, dass es zum Austausch einer Aminosdure im p53-Protein kommt und
dadurch die Funktion fehlerhaft ist [104]. Allerdings muss eine Mutation nicht zwangsliu-

fig zu einer Krebsentstehung fithren. Genauso wenig wie eine Nicht-Mutation zu keiner
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Abbildung 1.11: Die Signalkaskade von p53. Verschiedene Induktoren (Stress-Signale 1)
werden iiber Signal-Mediatoren (2) weitergeleitet um schliefslich p53 zu
stabilisieren/aktivieren (3). Es folgen post-translationale Modifikatio-
nen (4/5), dann Bindung an Response-Elemente in den Promotoren
(6), Rekrutierung von Co-Faktoren (7), Verdnderung der Transkription
der Zielgene (8) und unterschiedliche Produkte (9) fithren von DNA-
Reparatur bis Apotptose (10); modifiziert nach [147]
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Krebsentstehung fiihrt. Zum Beispiel gibt es Karzinome, die durch eine Uberexpression
von MDM2 (wie 1/3 aller Sarkome), Inaktivierung von pl4ARF oder durch durchgehen-
de Lokalisation im Zytoplasma (z. B., Mamma-Ca, Neuroblastom) zu einer Inaktivierung
von p5H3 fithren konnen [104] [185]. Vergleicht man zum Beispiel serése Ovarialkarzino-
me mit Schilddriisenmalignomen, erkennt man, dass erstgenannte in > 90 % der Félle
eine Mutation von p53 aufweist, wohingegen bei zweitgenannten nur in < 10 % der Fal-
le [49].

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die p53- Defizienz zu einer zunehmenden Ag-
gressivitit, gesteigertem Wachstum und genetischer Instabilitdt bei der Entstehung von
Tumoren beitrigt [15]. Experimentelle Studien an Mausen bestétigten dies. Es zeigte sich
bei Méusen mit einem spezifischen p53-Knockout eine signifikant héhere Entwicklung
von Tumoren [33]. Im Gegensatz dazu konnte auch gezeigt werden, dass bei Wiederher-
stellung von pb3 es zu einem Riickgang des Tumorwachstums kam [20] [43]. Erfolgreich
erforscht und gezeigt wurde diese Annahme bei Tumoren wie Lymphomen, Sarkomen
und Leberzellkarzinomen in Mausen [182] [196]. Damit erkennt man die Moglichkeit zur
Bekdmpfung der Tumorgenese. Es macht p53 zu einem potenziellen Angriffspunkt. Da-
mit riickt wiederum auch MDM?2 in den Vordergrund als Hauptnegativregulator von
pH3 [179].

1.5 Das Molekul MDM2

Mdm2 (murine double minute 2) ist ein Gen [22], welches zum ersten Mal 1987 an der
Howard Hughes Medical Institute erkannt und beschrieben wurde. Es kodiert das 489
Aminosduren grofse, intrazellulire Protein MDM2. Auch bekannt ist es unter dem Namen
U3-Ubiquitin-Ligase. Groke Bekanntheit erlangte MDM?2 als sogenanntes Protoonkogen,
da es als Gegenspieler von pb3, einem Tumorsuppressor, dient und damit die Aktivitit
von ph3 reguliert [67]. Die beiden Gegenspieler regulieren sich gegenseitig und bilden
damit einen Regelkreis. Das Molekiil p53 triggert die Bildung von MDM2, sodass ein
Gleichgewicht zwischen pro-apoptotischen (p53) und contra-apoptotischen (MDM?2) Sti-
muli auf die Zellen besteht [194]. Jones S.N., et al. zeigten 1995 was passiert, wenn das
Gleichgewicht aufker Kontrolle gerit. Ein homozygoter, generalisierter Mdm2-Knockout
in Méusen fiihrte bereits in der embryonalen Entwicklung zur Letalitdt [79]. Dass die-
ser Phénotyp aufgrund der fehlenden Negativregulation durch MDM?2 auftritt, zeigten
Montes de Oca Luna, et al.. Durch den doppelten Knockout von Mdm2 und p53 in den
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Mausen konnte der Phénotyp komplett gerettet werden [31]. Dies zeigte, dass MDM2
ein Negativregulator von p53 ist und dadurch p53-bedingte Apoptose verhindert.

1.5.1 Interaktion zwischen p53 und MDM2- der Regulationskreis

MDM2 ist der Hauptnegativregulator von pb3. Diese Aufgabe zur Kontrolle von p53
ibernimmt er auf unterschiedliche Art und Weise. Es lassen sich, wie in Abbildung 1.12

dargestellt ist, drei Hautmechanismen zur Regulation von p53 beschreiben:

1. Zum einen hindert MDM2 p53 an der Forderung der Transkription, indem es eine
tiefe hydrophobe Tasche der N-terminalen Region von p53 blockiert. Damit wird
die Transaktivierungsdoméane von pb3 blockiert, es kommt zu einer Konfigurations-
anderung und dadurch wird eine Interaktion mit dem Transkriptionsapparat ver-
hindert [120] [97]. Das bedeutet, es erfolgt keine oder eine reduzierte Transkription
p53-abhéngiger Gene und folglich wird keine Apoptose oder Zellzyklusarrest indu-
ziert. Diese Blockade der Transkription wird auch Repression genannt [122] [24].
Die Bindung der beiden erfolgt nach dem Schliissel- Schloss- Prinzip, weshalb es
nur bei vorhandener Konformitdt und Hydrophobie funktioniert. Sprich, bereits
kleine Verdnderungen in den Aminosduren der beiden Proteine kénnen die Inter-
aktion verhindern. Gezielt eingesetzt wird dieses Phinomen bei vorhandenen DNA-
Schiden. Dabei wird eine Phosphorylierungskaskade in Gang gesetzt, welche wie-
derum beteiligte Aminosduren phoshoryliert und damit keine Verbindung zwischen
p53 und MDM2 mehr moglich ist [154] [82]. Dadurch wird die Regulationsféhigkeit
von MDM2 gegeniiber p53 unterbunden.

2. Zweitens exportiert MDM2 p53 vom Zellkern zum Zytoplasma und blockiert somit
weitere phb3-abhéngige Transkriptionen [26]. Dies geschieht durch seine Funktion
als E3-Ubiquitin-Ligase- Es wird an das C-terminale Ende von p53 Ubiquitin-
Molekiile konjugiert. Bei Mono-Ubiquitinierung kommt es zum Export von pb3
aus dem Zellkern [47] [152].

3. Drittens ist ebenfalls durch die E3-Ubiquitin-Ligase bestimmt. Diesmal erfolgt
keine Mono- sondern eine Poly-Ubiquitinierung [105]. Es kommt zu einem direkten

Abbau von p53 indem es von den Proteasomen erkannt wird [72] [67].
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Interaktion zwischen p53 und MDM2 (autoregulatorische Riickkopp-
lung): durch DNA-Schiden wird p53 stabilisiert und aktiviert, gleich-
zeitig erhoht sich die Expression von MDM2; MDM?2 wiederrum beein-
flusst pb3 durch 1.seine Funktion als E3-Ubiquitin-Ligase 2.den nukle-
aren Export von pbd3 ins Zytoplasma 3.Bindung an die Transaktivie-

rungsdoméne, modifiziert nach [123].

1.5.2 Autoregulatorische Riickkopplung

Wie bereits erwdhnt unterliegt die Transkription von MDM?2 einem Riickkopplungsme-

chanismus mit p53. Dabei erfolgt die Bildung von MDM?2 abhéngig von der vorliegenden
Aktivitdt von pb3 [120] [46]. Das geschieht folgendermafen: Aktiviertes p53 sorgt iiber
den MDM2 Promoter P2 fiir eine Bildung von MDM2. Dieses wiederum bindet an p53,
sorgt fiir dessen Abbau und hemmt dadurch die beschriebene Aktivierung [133]. Dadurch

erfolgt in unbeschédigten Zellen die autoregulatorische Riickkopplung [194].

Sobald allerdings eine Schidigung der DNA auftritt, wird dieser automatische Riickkopp-
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lungsmechanismus unterbrochen, indem p53 durch posttranslationale Mechanismen wie
zum Beispiel Phosphorylierung akkumuliert und dadurch seine Funktion als Transkrip-

tionsfaktor und Tumorsuppressor ausiiben kann.

Dass dieser Mechanismus relevant ist, erkennt man bei der Entwicklung von Tumoren.
Dort zeigte sich, dass eine nicht funktionierende Autoregulation zu einer Anhaufung von
mutierten Proteinen in Tumorzellen fithrt [120]. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass

dies mit einer schlechten Prognose verkniipft scheint [133].

1.6 Klinische Relevanz von MDM2 vor allem in der

Karzinogenese

Zusammenfassend ist MDM2 aufgrund seiner Funktion als Hauptnegativregulator von
p53 mafgeblich an Zelltod und Zellproliferation beteiligt und damit auch am Uberle-
ben der Zellen. Dies konnte vor allem durch Knockout- Experimente gezeigt werden. In
Tierversuchen mit Mdm2-Knockout zeigte sich eine embryonale Letalitat [79] [31]. Dies
ergibt sich durch den fehlenden MDM2- vermittelten Abbau von p53, welcher somit
zur Akkumulation von p53 als Apoptose- induzierender Faktor fiihrt. Diese Einfliis-
se sind mit einer Lebensfihigkeit der Embryos nicht vereinbar. Ein weiteres Beispiel
sind Untersuchungen an Kardiomyozyten. Dort wurde ein zelltypspezifischer Mdm2-
Knockout in murinen Kardiomyozyten induziert. Die Ergebnisse zeigten, dass es p53-
vermittelt zu einem Zelluntergang fithrte. Aufgrund fehlender Kardiomyozyten kam es
zum Herzversagen und zum Versterben in der Embryonalphase [53]. Diese Vermutung
wurde anschlieftend bestitigt als man einen doppelten Knockout induzierte und pb3
und Mdm2 in den Kardiomyozyten herunter regulierte. Das Ergebnis war kein Herz-
versagen und damit kein Versterben in der Embryonalphase. Allerdings fiihrt nicht nur
zu wenig MDM?2 zu einer pathologischen Entwicklung, sondern auch ein vermehrtes
Vorkommen von MDM2. Man erkannte hierbei verschiedene Mechanismen die, die Tu-
morentstehung beeinflussen: ausgeweitete Translation, Genamplifikation [132], in ihrer
Aktivitdt gesteigerte Transkription [176] und durch verminderten proteasomalen Ab-
bau [51]. Sobald eine gesteigerte Aktivitdt von MDM2 zu verzeichnen ist, besteht die
Befiirchtung, dass dies zur Tumorentstehung und -entwicklung beitragt. Dieser Verdacht
ergibt sich aufgrund des Wissens beziiglich der physiologischen Regulation beziehungs-

weise Suppression des Tumorsuppressors p53 und der damit einhergehenden Kontrolle
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tiber den Zellzyklus [2]. Sobald man die verschiedenen Tumore untersucht hat, stell-
te man iiberexprimiertes Mdm?2 fest. Es folgt die Entstehung von Tumoren bereits in
der friihen Entwicklung [109]. Folgende Tumore zeigen eine Uberexpression von Mdm?2:
Weichteilsarkome, Osteosarkome, Rhabdomyosarkome, orale Adenokarzinome, kolorek-
tale Karzinome, maligne Melanome und Mammakarzinome [49] [186|. Insgesamt wurden
19 verschiedene Tumorarten festgestellt, nachdem im Rahmen einer Studie 3500 Proben

ausgewertet wurden [121].

Dort konnte auch gezeigt werden, dass meistens eine singuldre Mutation, sprich entweder
pH3 oder Mdm2 ist mutiert, vorliegt [121]. Diese Erkenntnis scheint logisch, wenn man
bedenkt, dass eine Mdm2-Mutation nur dann einen entscheidenden Vorteil hat, wenn der
Wildtyp von p53 vorliegt, auf den sie hemmend einwirken kann [81]. Des Weiteren gibt
es mittlerweile auch viele Hinweise fiir p53- unabhéingige Funktionen von MDM2 beziig-
lich Zellzyklusregulation, DNA- Synthese, Transkription oder Differenzierung [17]| [111].
Dies zeigte sich ebenfalls in der Tumorforschung. Man fand iiberexprimiertes Mdm2, aber
sowohl bei gleichzeitig vorliegendem mutierten als auch nicht mutiertem p53 [98] [27].
Dies lasst vermuten, dass tiberexprimiertes Mdm2 unabhéngig von p53 zum zusétzlichen
Wachstum beitriigt. Zum Beispiel beim Ostrogen-abhingigen Mamma-Ca. Dort bend-
tigt man einen p53- unabhingigen MDM2- Aktivierungsweg um die Zellproliferation in
Gang zu setzen. Auferdem ist p53 nicht das Hauptziel von MDM2 [19]. Des Weiteren
stellte man fest, dass MDM?2 mit verschiedenen Zellzyklusregulatoren interagiert wie
zum Beispiel Rb, E2F1, MTBP etc. Diese unterstiitzen dabei unabhéngig von p53 den
onkogenen Effekt von MDM2 [17] [111]. Es gibt weitere Hinweise fiir diese Hypothese.
Zum Beispiel bendtigt MDM2 pb3 nicht fiir die Translation des anti-apoptotischen Pro-
tein XIAP, welches in Krebszellen akkumuliert [55]. Man weif auch, dass MDM2 IGF1-R

negativ reguliert. Dieses wiederum schiitzt die Zellen vor Apoptose bei DNA-Schéden.

Zusammenfassend unterstiitzen sowohl pb3-abhingige als auch pb3-unabhéingige Wir-
kungsweisen von MDM2 die Proliferation von Zellen mit DNA-Schiden, Tumorwachs-
tum oder Metastasenbildung. Fiir die vorliegende Arbeit war es zudem bedeutsam, dass
sich in den Podozyten iiberproportional viel MDM2 befindet im Vergleich zu anderen
Geweben [126]. Dadurch bestand die Annahme, dass MDM2 in den Podozyten eine

aullerordentliche Funktion {ibernimmt.
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1.6.1 MDM2 als Target in der Tumorbekdampfung

Durch die gewonnenen Erkenntnisse iiber MDM2 und p53 und deren Interaktion ist
verstidndlich, dass MDM?2 als Target in der Tumorbekdmpfung als vielversprechender
Ansatzpunkt erkannt und erforscht wurde [161]. Die initiale Uberlegung bestand darin,
dass durch die Hemmung von MDM2 p53 in den Tumorzellen akkumuliert und damit
die erwiinschte Apoptose der unerwiinschten Zellen einleitet [160]. Durch verschiedene
Forschungsprojekte konnte bereits gezeigt werden, dass sich diese Hypothese bestétigt
und auch erfolgreich ist [112] [182] [196]. Bei der Entwicklung der Ansatzpunkte machte
man sich das Wissen iiber die Interaktion zunutze, sodass am Ende drei Ansatzpunkte

verfolgt wurden um die Negativregulation von MDM2 auf p53 zu inhibieren:

e Durch Senkung der MDM2-Expression [25]
e Durch Hemmung der U3-Ubiquitin-Ligase [171] [197|

e Durch fehlende Interaktion von p53 und MDM2 [7]

Als attraktivster Ansatzpunkt stellte sich hierbei die Storung der MDM2-p53 Interakti-
on heraus. Das folgt aus dem bereits gut erforschten molekularen Aufbau der Bindungs-
stelle zwischen MDM2 und p53 [141] [94]. Dabei unterscheidet man zwei Antagonisten
von MDM2: niedermolekulare Molekiile und kleine Peptide. In der Gruppe der nieder-
molekularen Molekiile sind vor allem die cis-Imidazoline, wie zum Beispiel Nutlin-1,2
und 3, Benzodiazepine und Spiro-Oxindole bekannt [134]|. Dabei gehoren die Nutline zu
den wirksamsten und vor allem Nutlin-3 ist der Potenteste unter ihnen [180], da es die
hochste Affinitdt zu MDM2 hat [159]. Nutlin-3 besteht aus zwei Teilen, Nutlin-3a als
aktives Enantiomer und Nutlin-3b als inaktives Enantiomer. Die Wirkungsweise besteht
darin, dass Nutlin-3 um die relativ tiefe p53- Bindungstasche auf der Oberfliche von
MDM2 mit p53 konkurriert und damit den durch MDM2-induzierten Abbau von p53
unterbindet [80].

Zusammenfassend zeigten Experimente, dass das Tumorwachstum, wie zum Beispiel
bei dem humanen Osteosarkom und Prostatakarzinom beendet wird [174], aber der kli-
nische Einsatz dennoch fragwiirdig ist, aufgrund der schlechten Bioverfiigbarkeit und
der Toxizitat [21]. Daraufhin wurde die Entwicklung von Nutlin-dhnlichen Molekiilen
vorangetrieben, welche eine héhere Bioverfiighbarkeit aufweisen und auch eine geringere
Toxizitat. Dabei kombiniert man Zytostatika und monoklonale Antikérper. Diese sind

Bestandteil aktueller und bereits abgeschlossener Studien. Problematisch ist, dass bei
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einer systemischen Applikation von MDM2- Antagonisten, sowohl Tumorzellen, als auch
gesunde Zellen diesem Molekiil ausgesetzt sind. Sodass die Wirkung auf die gesunden Zel-
len und damit potentiell destruierende Funktion zum einen gut erforscht werden miissen
und zum anderen ein moglicherweise begrenzender Faktor der Tumortherapie auf dem
Gebiet der MDM2-Inhibitoren sind.

1.7 Die Rolle von MDM2 in der Niere

Die Rolle von MDM2 fiir die Homdostase in der Niere ist noch recht unbekannt. Vor
allem das Zusammenspiel zwischen p53 und MDM?2 in den Podozyten. Obwohl es im
Vergleich zu anderen Geweben zu einer verstirkten Exprimierung von Mdm2 in den

renalen Epithelzellen, sprich auch den Podozyten, kommt [125].
Vorangegangene Untersuchungen zeigten folgende Funktionen von MDM2 in der Niere:

e Durch das bekannte Zusammenspiel zwischen p53 und seinem Hauptnegativregu-
lator MDM2 kommt es bei Fehlregulationen zur Entartung. Konkret bedeutet es
beispielsweise, dass eine iiberméfige Inhibierung von p53 durch MDM?2 zur Ent-

stehung von Nierenzellkarzinomen beitrégt [74].

e Wihrend der Organogenese spielt MDM2 fiir die physiologische Entwicklung der
Nieren eine wichtige Rolle. Dies konnte verdeutlicht werden bei dem Versuch
MDM2 nur in den Epithelzellen des Ureterursprungs zu deletieren. Dies fiihrte zu

einer Hypodysplasie der Nieren und schlieflich zum postnatalen Versterben [69].

e Ebenfalls wihrend der Organogenese fiihrt eine Supprimierung von Mdm?2 in den
Vorldauferzellen der Nephrone zur Fehlentwicklung der Nephrone und damit ein-

hergehend zu einer deutlich schlechteren Nierenfunktion [70].

e Anhand eines Ischdmie-Reperfusions-Modell konnte eine weitere Funktion von MDM?2
gezeigt werden. Durch die Supprimierung von Mdm?2 zeigte sich in diesem Modell
reduzierte postischdmische Entziindungen. Sodass MDM2 auch im Rahmen von

renalen Entziindungsprozessen beteiligt ist [125].

e Bei weiteren entziindlichen Prozessen, wie bei einer rasch progressiven Glomerulo-
nephritis, zeigt sich, dass weniger MDM?2 zu einem milderem Verlauf der Glome-
rulonephritis fiithrt [124].
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e Bei Mausmodellen zur Untersuchung des systemischen Lupus erythematodes zeigt
sich ebenfalls eine verringerte Krankheitsaktivitat bei Suppression von Mdm?2. Dies
dukert sich auch in der verringerten Mortalitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe [3].

Sozusagen besteht eine proinflammatorische Komponente von MDM?2.

e Line weitere Funktion scheint zudem eine proregenerative Wirkung, unter ande-
rem auf die Tubuluszellen. In-vivo zeigte sich, dass es nach einer renalen Ischimie
bei Suppression von Mdm2 zu einer verminderten Erholung des Tubulusepithels
kommt [125]. Ein weiteres in-vitro Modell zur Erforschung des akuten Nierenver-

sagens zeigte ebenfalls die beschriebene pro-regenerative Funktion [57].

e In den Podozyten hingegen bestétigt sich nicht die beschriebene pro-regenerative
Funktion. Im Gegenteil, MDM2 fiihrt zu einem verstarkten Verlust von Podozyten
nach dessen Schidigung. Dies ldsst sich dadurch erklidren, dass Podozyten nicht zur
Zytokinese im Rahmen der Mitose fahig sind. Durch die Unterdriickung von p53
als Zellzyklus-Regulator durch MDM?2 kommt es zur Einleitung der Mitose und da-
mit zur Ablosung der Podozyten und letztendlich zu dessen Verlust. Dies bestétigt
sich durch eine Suppression von Mdm2 im Modell einer Adriamycin-induzierten
Nephropathie. Ein verlingertes Uberleben beziehungsweise ein verminderter Ver-
lust der Podozyten ist die Folge [126].

Durch vorangegangene Forschungsarbeiten konnte durch Suppression von Mdm2 des-
sen vielfiltige Wirkungsweise zum einen in den verschiedenen Geweben und speziell im
renalen Gewebe gezeigt werden. Durch die bekannte Funktion von MDM2 als Haupt-
negativregulator von p53, stellte sich nun die Frage, welchen Einfluss zum einen das
singuldre Ausschalten von Mdm?2 in den Podozyten hat und zum anderen, ob die damit
einhergehenden Veridnderungen durch das doppelte Ausschalten, sprich von Mdm2 und

p53, wieder aufgehoben werden kénnen. Damit lag die Motivation fiir diese Arbeit vor.
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2 Hypothese

Podozyten sind einer der wichtigsten Bestandteile der glomeruliren Filtrationsbarriere.
Sie sind vollstandig differenzierte Epithelzellen, welche sich auf der duferen Oberfliche
der Glomerula befinden. Das besondere und auch gefidhrliche der Podozyten besteht
darin, dass sie, im Gegensatz zu anderen Epithelien, keine Féhigkeit zur Proliferation

beziehungsweise Regeneration besitzen |54].

Umso erstaunlicher erscheint es, dass Podozyten in der Lage sind, den stindigen glome-
ruliren Filtrationsdruck, sowie den toxischen als auch immunologischen Herausforderung
iiber das gesamte Leben eines Menschen standzuhalten. Welcher Mechanismus dahinter
steckt, ist allerdings noch nicht verstanden. Dabei scheint es umso verstandlicher, dass ei-
ne Vielzahl renaler Erkrankungen mit den Podozyten in Einklang zu bringen sind. Denn
Glomerulosklerose ist oftmals auf Erkrankungen, Verlust und Untergang von Podozyten
zuriickzufithren [116] [191].

Durch den deutlichen Verlust an Podozyten, kommt es zur Ablosung der glomeruldren
Basalmembran und anschlieffend zur Adhésion an die Bowmansche Kapsel. Dies ist
insofern relevant, da Glomerulosklerose mit fast 90 % mit Abstand die haufigste Folge
fiir die Entwicklung einer chronischen Niereninsuffizienz ist [192]. Dadurch spielt der
Podozyt bei der Entstehung von chronischen Nierenerkrankungen eine zentrale Rolle
[91]. Diese wiederum stellen eine Herausforderung fiir unser Gesundheitssystem dar, da
sie zum einen weltweit eine steigende Privalenz [37] haben und zum anderen teure,

zeitaufwendige und komplexe Therapien bendtigen [110].

Die E3-Ubiquitin Ligase murine double minute-2 (MDM?2) ist der Hauptnegativregula-
tor des Tumorsupressors und Zellzyklus-Regulator p53. Es reguliert dessen proteasoma-
len Abbau. Eine Uberexpression von MDM?2 fiihrt zum Tumorwachstum, daher werden
MDM2-Gegenspieler bereits in der Bekimpfung von Tumoren eingesetzt. Wiahrend des
akuten Tubulusschadens fithrt MDM2 zu einer Progredienz der Inflammation [125|. Wo-

hingegen p53 vor allem fiir die proregenerative Wirkung in der Heilungsphase zusténdig
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ist. Zusatzlich kommt es bei einer Verletzung der Podozyten zu einem weiteren Podozy-
tenverlust durch MDM2, indem dieses den Zellzyklus umgeht und direkt in die Mitose
eintritt [126].

In den Podozyten herrschen dennoch hohe Spiegel von MDM2 [126], wofiir es bis dato
keine Erklarung gibt. Daher stellten wir uns die Frage, bendtigen Podozyten MDM2 um
die Homd&ostase aufrechtzuerhalten? Sorgt MDM2 fiir einen engen Spielraum des pro-
apoptotischen Tumorsupressors p53 um vermehrten Zelluntergang zuvorzukommen? Um

unserer Hypothese nachzugehen, untersuchten wir das Zusammenspiel zwischen p53 und
MDM2 in den Podozyten in den Zebrafischen und Mé&usen.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Labor Miunchen

Elektronenmikroskop 1200EX JEOL, Tokyo, JP

Elektrophorese

— Gel-Kammer MiniVE Amersham, Glattbrugg, CH

— Spannungsquelle Power PAC 3000 BioRad, Miinchen, DE
ELISA-Reader GENios Plus Tecan, Crailsheim, DE
ELISA-Washer ELx50 BioTek, Bad Friedrichshall, DE
Entwicklungsmaschine Curix 60 Agfa, Koln, DE
Eppendorf-/Falcon-Reaktionsgefife

— (1,5ml, 2ml, 15ml, 50ml) TPP, Trasadingen, CH
Inkubator Heracell 150 Heraeus Sepatech, Osterode, DE
Inkubator Typ B5060 Heraeus Sepatech, Osterode, DE
Kamera Canon S95 Canon, Tokio, JP
Konfokalmikroskop LSM 510 Carl Zeiss, Oberkochen, DE
Homogenisator Ultra Turrax T25 IKA-Werke, Staufen, DE
Lichtmikroskop Leica DMRBE Leica Microsystems, Wetzlar, DE
Lichtmikroskop Leica Wild M10 Leica Microsystems, Wetzlar, DE
LightCycler 480 Roche Life Science, Basel, CH
Magnetriihrer IKAMAG REO IKA-Werke, Staufen, DE
Mikrotom HM 340E Microm, Heidelberg, DE
pH-Meter WTW WTW GmbH, Weilheim, DE
Pipette

— Easypet Eppendorf, Hamburg, DE

— Multipette Plus Eppendorf, Hamburg, DE

— Pipetman (2, 10, 20, 100, 200, 1000u1) Gilson, Middleton, US

— Pipetus Hirschmann Lgerate, Eberstadt, DE
— Research Plus (30-300pl) Eppendorf, Hamburg, DE

— Research Pro (5—100pul) Eppendorf, Hamburg, DE
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Pipettenspitzen Sapphire (10,200, 1000p1)

Photometer DU 530
Semi-Dry Transfer Cell
Software LSM
Sicherheitswerkbank

— SterilGard Class II, Typ A/B3

— Microflow Class II
Thermocycler UNO-II
Thermomixer 5436
UV-Licht

Vortex Genie 2TM
Waage BP 1105

Waage Mettler PJ 3000
Waage Mettler P1200N
Zahlkammer Neubauer
Zentrifuge Megafuge 1.0R
Zentrifuge 5415 C
Zentrifuge 5418
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Grainer Bio-One, Frickenhausen, DE

Beckman Coulter, Fullerton, US
BioRad, Miinchen, DE
Carl Zeiss, Oberkochen, DE

Baker Company, Sanford, US
Nunc, Wiesbaden, DE

Biometra, Gottingen, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Bachofer LG, Reutlingen, DE
Scientific Industries, Bohemia, US
Sartorius, Gottingen, DE
Mettler Toledo, Giefsen, DE
Mettler Toledo, Giefsen, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Heraeus Sepatech, Osterode, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf, Hamburg, DE



Labor Greifswald

Autoklav

Blotting Apparatur Semi Phor

Elektrophoresekammer Mighty Small 2 SE

250

Geldokumentationssystem INTAS Gel Jet

Kryotom Cryostat Microm HM 560
Magnetriihrer

Mikroinjektor Transjektor 5246
Mikroskope

— Axioskop
— Leica TCS SP5

— Stereomikroskop Stemi SV11
PCR Gerét Mastercycler gradient
Reinstwassersystem

Schiittler
— Swip KS-10
— Heidolph Polymax 2040

Stromversorgungsgeriat PS 500 XT DC Po-

wersupply
Thermomixer 5436
Vortexer VF2

Waage 440-43N
Zentrifugen

— Centrifuge 5417R
— Z36HK
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Systec V-95, Systec GmbH, Wetten-
berg, DE

Heefer Scientific, Instruments, San
Francisco, US

Heefer Scientific; Instruments, San
Francisco, US

Imager System, Gottingen, DE
Thermo, Fisher Scientific, Reinnach,
CH

JANKE und Kunkel, IKA-
Labortechnik, Staufen, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Carl Zeiss AG, Jena, DE

Leica Mikrosystems GmbH, Wetzlar,
DE

Carl Zeiss AG, Jena, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Typ Clear- UV plus, SG Wasseraufbe-
reitung und Regenerierstation GmbH,
Barsbiittel, DE

Edmund Biihler, Hechingen, DE
Heidolph Instruments, Darmstadt, DE
Heefer Scientific Instruments, San Fran-
cisco, US

Eppendorf AG, Hamburg, DE

JANKE und Kunkel, IKA-
Labortechnik, Staufen, DE

Kern und Sohn GmbH, Balingen-
Frommern, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE
Hermle Labortechnik, Wehingen, DE



3.2 Materialien

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

DNA-Isolation

QTAamp DNA Mini Kit
Proteinase K
PBND Puffer

Polymerase-Kettenreaktion

Master-Mix:

10 x PE-Puffer

1,25mM dNTPs
Tag-DNA-Polymerase
PCR~Optimizer

Primer

— MDM2 FLOX Forward
— MDM2 FLOX Reverse
— Cre Forward

— Cre Reverse

Gelelektrophorese

Agarosepulver

Ethidiumbromid

Ladepuffer 6x

FastRuler Low Range DNA Ladder
1x TBE-Puffer

RNA-Isolation

PureLink RNA Mini Kit
RNase-Free DNase Set
B-Mercaptoethanol

100 % Ethanol
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Qiagen GmbH, Hilden, DE

Merck, Darmstadt, DE

2,0ml 2M KCI, 1ml 1M Tris-HCI,
0,25ml 1M MgCI2, 10ml 0,1% Gela-
tine, 0,45ml 100 % NP40, 0,45 ml 100 %
Tween-20; mit HoO auf 100 ml auffiillen

ThermoFisher, Waltham, US
Metabion GmbH, Planegg, DE
New England Biol.abs, Ipswich, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Metabion GmbH, Planegg, DE

5’ -TGTGGAGAAACAGTTACTTC-3°

52 -CTGTGCTCCTTCACAGAG-3°

5’ -AGGTTCGTTCACTCATGGA-3°

5’ -TCGACCAGTTTAGTTACCC-3°

ThermoFisher, Waltham, US

Carl Roth, Karlsruhe, DE
ThermoFisher, Waltham, US
ThermoFisher, Waltham, US

108 g Tris, 55 g Borsaure, 5,84 g EDTA,
auf 101 H,O auffiillen

ThermoFisher, Waltham, US
Qiagen, Hilden, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck, Darmstadt, DE



cDNA-Synthese

5 x First strand Buffer

25mM dNTPS

0,1M DTT

linear-Acrylamid

Hexanucleotide-Mix
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)
RNAsin(©)

Superscript 1T (Reverse Transkriptase)

Realtime-Polymerase-Kettenreaktion

Master Mix siehe oben Nano drop
LightCycler 480 Real-Time PCR System
Klebefolie

LightCycler 480 Multiwell-Platte 96
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ThermoFisher, Waltham, US

GE Healthcare, Chalfont-Giles, GB
ThermoFisher, Waltham, US
ThermoFisher, Waltham, US
Roche Life Science, Basel, CH
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Promega, Fitchburg, US
ThermoFisher, Waltham, US

PEQLAB Biotechnology, Erlangen DE
Roche, Basel, CH
Roche, Basel, CH
Roche, Basel, CH



Primer
MDM2

pd3
p21
ATG)H
Becn
Bel-xl
LC3A
LC3B
Caspl
Casp3
Cdknlc
Flip
Ripk1l
Ripk3
Fas
Rb1
BAX
BAD
NOXA
PUMA

18s

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
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Metabion, Planegg, DE

5 -TGTGAAGGAGCACAGGAAAA-3’

5° -TCCTTCAGATCACTCCCACC-3’

5’ -TCCGACTGTGACTCCTCCAT-3°

5’ -CTAGCATTCAGGCCCTCATC-3°

5’ -CGGTGTCAGAGTCTAGGGGANn-3’

5 -ATCACCAGGATTGGACATGG-3’

5’ -AACTGAAAGAGAAGCAGAACCA-3°
5 -TGTCTCATAACCTTCTGAAAGTGC-3’
5’ -GGCGAGTTTCAATAAATGGC-3°

5’ -CCAGGAACTCACAGCTCCAT-3°

5? -GCTGCATTGTTCCCGTAGAG-3’

5’ -GTTGGATGGCCACCTATCTG-3’

5° -TTGGTCAAGATCATCCGGC -3’

5’ -GCTCACCATGCTGTGCTGG-3°

5’ -CCCACCAAGATCCCAGTGAT-3°

5’ -CCAGGAACTTGGTCTTGTCCA-3’
5?-TCAGCTCCATCAGCTGAAAC-3’

5° -TGGAAATGTGCCATCTTCTTT-3°
5’ -TGCTGGTGGGATCAAAGC-3°

5’ -TGAATCCACTGApGGTTTTGTTG-3"
5’ -CTGAAGAGCCAGCCTCTCTC-3°

5? -TTCTCCGCAGTTCTCTT-3°

5? -GCTCCAGAATGGGCGAAGTAAAG-3’
5’ -ACGGATGTGCGGAGGTAAAAAAG-3°
5’ -GAAGACAGACCTAGACAGCGGA-3°
5’ -CAGTAGCTTCACCACTCGACTG-3’
5 -CTGTCAAGTTATGGCCTACTGGTG-3’
5 -GAACACGACTCCGAACCCTC-3’

5° -CAGACATGCTGTGGATCTGG-3’

5’ -CCTCAGCTTTAAACTCTCGGA-3’
5’ -GAACAGATTTGTCCTTCCCG-3°

5 -TCTTGTCAAGTTGGCTTCCA-3’

5’ -GATCAGCTCGGGCACTTTAG-3’

5° -TTGCTGATGGCAACTTCAAC-3’

5’ -GTACGAACTGTGGCGACTCC-3°

5’ -GAGCAACATTCATCAGCAGG-3°

5’ -ACTTTGTCTCCAATCCTCCG-3’

5 -GAAGTCGCAAAAGAGCAGGA-3’
5?-CACCTAGTTGGGCTCCATTT-3’

5’ -ACCTCAACGCGCAGTACG-3°

5’ -GCAATTATTCCCCATGAACG-3°

5’ -AGGGCCTCACTAAACCATCC-3°



Kreatinin-Messung

Creatinine Kit

3.2.2 Immunologische Methoden

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Mouse Albumin ELISA Quantitation Set
Beschichtungs-Puffer

PBS

Tween-20

Bovines Serum Albumin
Wasch-Losung
Blocking-Puffer
TrisNaCl

Proben-Verdiinner

TMB Substrate Reagent Set
ELISA Stop Losung: 2N H2504

3.2.3 Histologische Methoden
PAS-Farbung

Periodic Acid-Schiff-Kit
Xylol

40

DiaSys, Holzheim, DE

Bethyl-Lab’s, Montgomery, US

0,1M Natriumkarbonat: 7,13g, NaH-
CO3, 1,59g Na2C03, mit H20 auf 11
auffiillen, pH 9,5

80g NaCl, 11,6g Na2HPO4, 2,0g
KH2PO4, 2,0 g KCI, mit H20 auf 101
auffiillen, pH 7,0

Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US

PBS, 0,05 % Tween-20

PBS, 2% BSA

6,06g Tris, 8,18z NaCl, mit H20 auf 11
auffiillen, pH 8,0

TrisNaCl, 1 % BSA, pH 8,0

BD Biosciences, San Diego, US

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Merck, Darmstadt, DE



Immunfluoreszenz /Immunhistochemie

Anti-mouse Nephrin (Meerschweinchen)
Anti-mouse WT1 (Kaninchen)
Anti-pig Alexa-488 (Ziege)
Anti-rabbit Cy3 (Ziege)
Anti-mouse MDM2 (Kaninchen)
Anti-mouse p53 (Kaninchen)
Anti-rabbit Biotin (Ziege)
Unmasking Solution
Avidin/Biotin Blocking Kit
DAPI

Ziegen-Serum
TRIS-Hydrochlorid
Avidin-Biotin Complex Reagenz
DAB

Nickel(II)-Chlorid
Wasserstoffperoxid
DAB-Férbelosung

Methylgriin

VectaMount Permanent Mounting Medium

3.2.4 In vitro Methoden

Zellkultur

Petrischalen/6-Loch-Platten
Medium RPMI1640

FBS

Penicillin /Streptomycin
Sodiumpyruvat
Sodiumbicarbonat

HEPES

Trypsin / EDTA

Kollagen IV

LDH-Messung/Stimulation

Cytotoxicity Detection Kit (LDH)
Pam3C

Nutlin-3

Triton-X-100TM
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Acris Antikorper, Herford, DE
SantaCruz Biotech, Santa Cruz, US
ThermoFisher, Waltham, US
Jackson IR Labs, West Grove, US
Abcam, Cambridge, GB

Vector Laboratories, Burlingame, US
Vector Laboratories, Burlingame, US
Vector Laboratories, Burlingame, US
Vector Laboratories, Burlingame, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US

200ml TRIS-HCI (37°C), 4ml DAB, 1ml
NiCl2, 500pl 3% H202
Sigma-Aldrich, St. Louis, US

Vector Laboratories, Burlingame, US

TPP ZKBedart, Trasadingen, CH
ThermoFisher, Waltham, US
Biochrom KG, Berlin, DE

PAA Labs, Pasching, AT
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
ThermoFisher, Waltham, US

PAN Biotech GmbH, Aidenbach, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, US

Roche Life Science, Basel, CH
InvivoGen, San Diego, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US
Sigma-Aldrich, St. Louis, US



Zelllinien

Konditionell immortalisierte PECs

Humane primérisolierte PECs
Humane GFP-LC3 Podozyten

S.J. Shankland, Seatle, US
P. Romagani, Florenz, IT
T.Huber, Freiburg, DE

3.2.5 Chemikalien, Puffer und Lésungen

Chemikalien

Agarose

Aqua ad injectabilia
Alkaline Phosphatase
Bromphenolblau
Calciumchlorid
Calciumsulfat- Dihydrat
CHAPS

Complete protease inhibitor
DAPI

Dextran, Alexa Fluor 647-konjugiert10-kD
dNTP- Mix

DMSO

DTT

Ethanol

EDTA

IPG- Puffer
Magnesiumchlorid
[-Mercaptoethanol
Methanol

Methylenblau

Mowiol

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Oligo- dT Nukleotide
Paraformaldehyd

Reaktionspuffer fiir RT- PCR
RNase Inihibitor
RNase
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SeaKem LE, Biozym, Hess. Oldendorf,
DE

Delta Select, Dreieich, DE

Biorad Laboritories, Inc., Miinchen, DE
Sigma- Aldrich, Miinchen, DE
FLUKA Chemie AG, Buchs, CH
FLUKA Chemie AG, Buchs, CH
Roche Applied Science, US

Roche Applied Science, US
Sigma-Aldrich, Miinchen, DE
Invitrogen, San Diego, CA

Life Technologies, NY, US

Sigma- Aldrich, Miinchen, DE

Roche Applied Science, US

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, DE
Sigma- Aldrich, Miinchen, DE

GE Healthcare, Chalfont St. Giles, GB
FLUKA Chemie AG, Buchs, CH
Sigma- Aldrich, Miinchen, DE

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, DE
FERAK Berlin GmbH, Berlin, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, DE
Sigma- Aldrich, Miinchen, DE
FLUKA Chemie AG, Buchs, CH

Life Technologies, NY, US
SERVA Feinbiochemica,
DE

Life Technologies, NY, US
Life Technologies, NY, US
Life Technologies, NY, US

Heidelberg,



Saccharose Sigma- Aldrich, Miinchen, DE
Seesalz Red Sea Fish Pharm Ltd., Eilat, IL
Superscript Reverse Transcriptase Life Technologies, NY, US
Thiourea Sigma- Aldrich, Miinchen, DE

Tissue Factor

Tricain

Tris

Triton X-100
TRI- Reagenz

Tissue- Tek O.C.T.Compound, Staufen,
DE

Sigma- Aldrich, Miinchen, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Serva Feinbiochemica, Miinchen, DE
Sigma- Aldrich, Miinchen, DE

Wasser fiir RT- PCR, RNase frei Sigma- Aldrich, Miinchen, DE

Zebrafischhaltung und -aufzucht

Artemialarven

E3 Medium fiir Embryos

E3 Agarose

Anlagenwasser

0,05 %ige Tricain-Losung

2 Messloffel Artemia-Eier (Artemia nauplia spec.)

2 Messlotfel Seesalz (Coral Pro Salt) in 500 ml Leitungs-
wasser unter Luftumwalzung 48 h inkubieren

60x, Stocklosung:

17,2 g NaCl

0,76 g KCl1

2,9 g CaCl2

4,9 ¢ MgSO4

Die Stocklésung wird mit autoklaviertem Wasser auf 1 1
gebracht. Anschliefend stellt man den pH mit 1 M NaH-
CO3 auf 7,5 ein. Vor dem endgiiltigem Gebrauch wird
erneut mit autoklaviertem Wasser verdiinnt.

Zur Herstellung wird das fertige E3 Medium mit 2%
Agarose vermischt. Anschlieffend unter standigem Riihren
mithilfe des Magnetriihrers gleichméafig erwiarmt. Sobald
alles vollstindig aufgeldst ist, gibt man es in die sterilen
Petrischalen und ldsst es abkiihlen.

100x, Stocklosung:

15,0 g NaHCO3

3,6 g Seesalz

1,68 g CaSO4

H20 auf 2 1 auffiillen

Fiir die Konzentration von 0,5mg/ml wird 5mg Tricain
(Ethyl-3 aminobenzoatmethansulfonat) in 10ml E3 Me-
dium gelost.
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Histologie

1x PBS

Blockierlosung

Mowiol- Losung

8,0 g NaCl

0,2 g KCL

1,44 ¢ Na2HPO4

0,24 g KH2PO4

H20 auf 1 1 auffiillen.

2% FBS

2% Rinderserum Fraktion V (Carl Roth GmbH & Co,
Karlsruhe)

0,2% Fischgelatine (Sigma-Aldrich, Miinchen), in PBS
16sen, in kleinere Mengen aufteilen und bei -20 °C lagern.
10 g Mowiol plus

40 ml PBS {iber Nacht durchmengen,

20 ml Glycerol zufiigen und 8 -10h mixen. Darauthin
15min bei 15000 g zentrifugieren. aliquotieren und bei -

20 °C zur Lagerung einfrieren.

4% PFA

80ml destilliertes Wasser mit

4 mg Paraformaldehyd, nach Zugabe von
3 Tropfen NaOH (1N) auf 50°C erhitzen. Es folgt 10 ml
10-fach PBS und H20 bis 100ml erreicht sind. Lagerung

bei -20°C

3.2.6 Verbrauchsmaterialien

Blottingpapiere
Deckgléser

50 ml Falcon-Rohrchen

Femtotips

Impfschlingen
Microloader Pipette Tips
Nitrocellulosemembran

PAGEr Duramid Precast- Gels
Papier, saugkréftig

Rotilabo Einbettkassetten

Safe- Lock Reaktionsgefifie 0,5;1,5 und 2 ml
Sterilfilterspitzen 10; 100 und 1000 ul
Transferpipetten

Zellkulturschale
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Biorad Laboritories, Inc., Miinchen, DE
Marienfeld  Deckglaser  Supe&Rior,
Lauda-Konigshofen, DE

Becton Dickinson France S.A.; Le Pont
de Claix, FR

Eppendorf AG, Hamburg, DE
Sarstedt, Niimbrecht, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE
Schleicher & Schuell, Bioscience GmbH,
Dassel, DE

Cambrex Bio Science Rockland, US
Whatman Trockenblock, Fisher Scienti-
fic, Reinnach, CH

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE
Biosphere, Niimbrecht, DE

Sarstedt, Niimbrecht, DE

Greiner Bio-One, Solingen, DE



3.2.7 Primer fur die RT-PCR

Um den Knockdown von Mdm?2 bzw pb3 verifizieren zu kénnen, verwendeten wir folgende

Primer:
¢ MDM2(1)
o MDM2 (2)
e pb3
e NPHS1
e CTRBI1
e Primer gegen Housekeeping Protein EFlalpha [172]

e RT-PCR 1% Agarose-Gel plus 0,5 pg/ml Ethidiumbromid 0,5 g Agarose in 50 ml
TBE (1x). Zuerst Erhitzen, dann abkiihlen lassen und wéhrenddessen rithren+ 2,5
nl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugeben.

3.2.8 Software

GraphPad Prism, Version 5.0 GraphPad Software, San Diego, Califor-
nia, US

Leica Applications Suite “Advanced Fluore- Leika Mikrosysteme, Wetzlar, DE

scence”

3.3 Methoden

3.3.1 Zellkultur

Wir verwendeten konditionierte immortalisierte Zellen, sowohl murine als auch humane
Podozyten. Dabei handelt es sich bei den humanen Podozyten um solche, die GFP-
LC3 exprimieren. Diese wurden uns von Tobias Huber (Universitat Freiburg, Freiburg,
Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Durch Bereitstellung bestimmter Kulturbedingun-
gen zeigen die Zelllinien eine gewisse Proliferation. Die Differenzierung der Podozyten
kann durch eine Erhéhung der Temperatur, von 33 °C auf 37°C, und durch die Sub-
straktion von IFN-v (Interferon gamma) im Medium herbeigefiihrt werden. Herausra-

gend dabei ist, dass die konditionierten, immortalisierten Zelllinien in vitro ein &hnliches
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Differenzierungspotential beibehalten wie solche in vivo. Des weiteren produzieren sie
auch in vitro viele bislang beschriebenen, von den Podozyten in vivo hergestellten Pro-
teine [162].

Zellkultur von murinen Podozyten

Zellkulturmedium 33 °C 1640-RPMI, 10 % FCS, 1% Penicillin (100 U/ml) /Strepto-
mycin (100 mg/ml), 10 U/ml murines Interferon-y (Sigma, Miinchen)

Zellkulturmedium 37 °C 1640-RPMI, 10% FCS, 1% Penicillin (100 U/ml) /Strepto-
mycin (100mg/ml)

Trypsin / EDTA 0,05 % Trypsin, 0,53 mM EDTA

Alle fiir die Podozytenkultivierung verwendeten Geréte miissen mit Collagen A beschich-
tet werden, in einer Konzentration von 0,1mg/ml. Da die Podozyten nicht sehr resistent
sind, muss dieser relativ aufwendige Schritt zuvor durchgefiihrt werden. Die Gefife
wurden hierfiir mit der Losung eine Stunde bei 37 °C in den Inkubator gestellt. Danach
wurde die restliche Losung unter der Abzugshaube abgesaugt und anschliefend mit PBS
gespiilt.

Fiir die Proliferation von Podozyten wurden diese bei 33 °C in den Inkubator mit dem
dafiir vorgesehenen Medium (s.o.) in mit Kollagen beschichteten 6-well-Platten kulti-
viert. Das Medium muss jeden bis jeden zweiten Tag gewechselt werden. Anhand des
Aussehens der Zellen kann man die verschiedenen Phasen, Proliferations- und Diffe-
renzierungsphase, unterscheiden. Nun wartete man bis circa 80-95 % Konfluenz erreicht
wurde. Danach kann man die Zellen in einem Verhéltnis von 1:10 passagieren. Das er-
folgte folgendermalfsen: zuerst wurde das Medium unter sterilen Konditionen abgesaugt.
Darauthin wusch man die Zellen mit PBS. Danach wurden sie mit 5ml Trypsin/EDTA-
Losung bei Zimmertemperatur inkubiert, wobei man den Ablosungsprozess der Zellen
mikroskopisch kontrolliert. Durch leichtes Schiitteln kénnen die Zellen dabei fast voll-
stdndig abgelost werden. Bei Erreichen dieses Schrittes, wird das Trypsin mithilfe eines
hierfiir hergestellten, gebrauchsfertigen Mediums (35ml) inaktiviert. Nun pipettierte man
die Zellsuspension in ein 50 ml Falcon-R&hrchen und zentrifugiert dieses fiir fiinf Minu-
ten bei 2300 rpm. Der dabei entstandene Uberstand wurde danach abgesaugt. Die Zellen
wurden mit dem Medium erneut vermischt und wieder im Verhéltnis 1:10 passagiert.
Nun konnte man entscheiden, ob man sie entweder erneut bei 33 °C kultivieren mé6ch-
te, oder bei 37°C mit 5% CO2 und keinem IFN-v ausdifferenzieren lisst. Diese Phase
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betrug circa zehn Tage. In dieser Zeit bildeten die Podozyten ihre charakteristischen
Fortsdtze. Danach konnte man die Zellen fiir weitere Experimente verschiedenster Art

verwenden.

Zellkultur von humanen Podozyten Zellkulturmedium: 1640-RPMI, 10 % FCS, 1% ITS,
1% Penicillin (100 U/ml)/ Streptomycin (100 mg/ml) Trypsin / EDTA: 0,05 % Trypsin,
0,53 mM EDTA

Lediglich die Medien unterschieden sich bei den murinen und humanen Podozytenzell-
linien. Auch die humanen Podozyten wurden bei 33 °C proliferiert, in 10 cm Zellkultur-
schalen (TPP, Trasadingen, Schweiz) und die Differenzierungsphase findet bei 37 °C auf
6-Well-Plattern oder 10 cm Zellkulturschalen statt, welche ebenfalls zuvor mit Colla-
gen A beschichtet wurden. Die Konditionen fiir die Podozyten wurden schon beschrie-
ben [155].

Einfrieren und Auftauen der Podozyten

Medium zum Einfrieren: RPMI 1640-Medium mit 10 % FBS und 6 % DMSO Medium
zum Auftauen: RPMI 1640-Medium mit 10 % FBS, 1% PS und 50 U/ml IFN-y

Hierbei nahm man die konfluierenden Zellen in der Proliferationsphase und wusch sie
wie bei der vorhergehenden Methode mit PBS (phosphate buffered saline). Danach wur-
den sie mit Trypsin/EDTA von dem Kulturboden gelést und anschliefend zentrifugiert.
Das dabei entstandene Pellet wurde mit dem Medium (s.0.) resuspendiert. Als néchs-
ten Schritt pipettierte man einen Milliliter der Suspension in ein Kryorohrchen. Dieses
beschriftete man mit Zellanzahl, dem Datum und die Anzahl der bisher vorgenomme-
nen Teilungen der Zelllinie. Danach stellte man alle Rohrchen in eine Kryobox, welche
wiederum bei -80 °C gelagert wurde. Sobald man die Zellen wieder auftauen méchte, be-
reitete man eine mit Collagen A beschichtete Kulturflasche her. Danach entnahm man
die Kryogefife der kalten Umgebung und lief sie im Warmebad bei 37 °C auftauen. Da-
nach wurden sie fiir fiinf Minuten bei 2300 rpm zentrifugiert. Das gebildete Pellet wurde
in die Kulturflasche pipettiert und mit oben genanntem Medium resuspendiert. Erneut

wurden die Podozyten in Brutschrank bei 37 °C zur Proliferation gelagert.
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Zellzdhlung

Die Zahlung der Podozyten erfolgte mit einer Zahlkammer nach Neubauer. Das Prinzip
hierbei ist, dass man zwei Deckplatten iibereinander hat, eine etwas dickere Grundplatte,
welche auf ihrer Oberfliche Strichmarkierungen enthilt und einen Objekttrager, welcher
dariiber befestigt wird. Nun pipettierte man das Medium mit den Podozyten hinein. Das
Volumen ergab sich nun durch die Markierungen auf der Grundplatte und den Abstand
dieser zur Unterseite des Objekttrigers. Das ergab einen Raum, welcher die eigentliche
Zahlkammer darstellt. Nun wurden die lebenden Zellen unter dem Mikroskop gezahlt
und dann wurde gemaf Formel 3.1 die Gesamtzahl der in dem Medium befindlichen

Podozyten bestimmt.

Zellzahl Gezahlte Zellen

= . 'v' d-- i 104 3.1
Milliliter ~ Anzahl der ausgezdhlten Grofsquadrate eraunnung (3.1)

Stimulation der Podozyten

Fiir die Stimulationsversuche als auch fiir die RNA (Ribonukleinséure) Extraktion warte-
te man bis die Podozyten mit einer Konfluenz von 90—95 % ausdifferenziert sind (nach
mindestens 10 Tagen bei 37°C ohne IFN-v). Dafiir benutzten wir erneut das RPMI-
Medium mit 10 %FBS. Die Menge des Mediums unterschied sich dabei in welchem Gefafs
man die Podozyten wachsen lasst (6-well Platten mit 2ml Medium, 12-well-Platten mit
Iml und 24-well-Platten mit 0,5ml). Fiir die RNA Extraktion wurden die Podozyten
24— 48h mit 25 nM siRNA inkubiert mithilfe von Lipofectamin RNAIMAX Transfek-
tionsreagenz (Life technologies, Darmstadt, Deutschland). Des Weiteren wurde auch
spezifische siRNA zur Reduktion von murinen und humanen MDM2 oder murinem p53

verwendet (Ambion, Life Technologies).

Lactatdehydrogenase-Assay

LDH (Laktatdehydrogenase) ist ein Enzym, welches sich nur intrazellulir befindet und
ubiquitdr vorhanden ist. Es ist unter anderem am Energiestoffwechsel beteiligt. Bei Zer-
fall von Zellen wird LDH freigesetzt. Bei dem LDH-Assay wird mittels enzymatischem
Nachweisverfahren dieses durch Zellzerfall freigesetzte LDH nachgewiesen. Dadurch kann

ein Zelluntergang quantifiziert werden. Wir untersuchten damit die Podozyten-Zelllinien
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in vitro bei Knockout von Mdm2 und doppeltem Knockout von p53 und Mdm2, sowie
einer Kontrollzelllinie. Dafiir wurden 250l der Zelllinien genommen und bei 25G 10
Minuten zentrifugiert. Nun wurden je 100l auf die 96-Loch-Mikrotiterplatte gebracht,
Kontrollen und Proben wurden mindestens doppelt genommen. Darauthin wurden wei-
tere 100 ul der Reaktionslosung des LDH-Kits (Roche), welche zuvor vorbereitet wurde,
aufgetragen. Es folgte eine 15-30-miniitige Inkubationszeit im Dunkeln. Anschliefsend

wurde mithilfe einer Absorptionsmessung bei 492nm Wellenléinge ausgewertet.

3.3.2 Molekularbiologische Methoden
RNA-Isolation aus Gewebe und Zellkulturmaterial

Die RNA wurde entweder aus Zellkulturmaterial oder aus dem Gewebe gewonnen und
mithilfe des RNeasy-Kit von Qiagen isoliert. Die Arbeiten fanden an einem RN Asefreien
Platz statt. Die Proben und siamtliche Zwischenprodukte wurden wahrend des Versuchs
stindig auf Eis gelagert, da RNA sehr instabil ist. Die fiir den Versuch verwendeten
Gefife wurden zuvor mit DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat) behandelt.

Zelllyse

Fiir die Zelllyse benétigte man einen Lysepuffer, der aus #- Mercaptoethanol und RLT-
Lysepuffer im Verhéltnis 1:100 bestand. Bei der Herstellung von RNA aus Zellkulturen
saugte man zunichst das Medium aus den Platten ab. Danach wusch man zweimal
mit PBS. Daraufhin gab man 350 pl von dem Lysepuffer in eine Vertiefung. Falls mehr
Zellen vorhanden waren, konnte es moglich sein, dass man mehr Lysepuffer benétigte.
Nun wurde jede Vertiefung mithilfe einer umgekehrten Pipettenspitze leicht abgekratzt,
sodass sich alle Zellen 16sen. Bei Entnahme wurde mit der Pipette immer wieder vor
und zuriick pipettiert, damit die Zellen platzen. Entweder wurden die lysierten Zellen
in ein DEPC- Eppendorfreaktionsgefifs gegeben und eingefroren (bei -20°C) oder man
verarbeitet es direkt weiter zu RNA.

Das Nierengewebe musste zuerst mithilfe einer Rasierklinge zu einem Brei zerschnitten
werden (wihrenddessen lagert man es auf Eis). Danach wurde es ebenso mit 350 pl RTL-

Puffer versetzt und eine halbe Stunde auf dem Riittler bei Raumtemperatur inkubiert.

49



RNA-Isolation

Hierfiir wurde ein PureLink RNA Mini Kit (ThermoFisher) verwendet. Zuerst wurden
die Proben mit 70 % Ethanol (in DEPC-Wasser) im Verhéltnis 1:1 gemischt (meistens
350 ul). Mithilfe der Pipette wurden diese beiden Komponenten vermischt und anschlie-
flend auf eine Filtriersdule transferiert und bei 10.000 rpm 30 Sekunden lang zentrifugiert.
Durch das Filtriersystem befand sich nun die RNA in der Membran und die iiberschiis-
sige Fliissigkeit im unteren Gefifs, welche entsorgt werden konnte. Als nichsten Schritt
mochte man nun Ethanol und Reststoffe auswaschen. Hierfiir vermischte man 350l
RW1- Puffer mit der Probe und zentrifugierte erneut eine halbe Minute bei 10.000 rpm.
Wieder konnte die iiberschiissige Fliissigkeit entfernt werden. Zwischenzeitlich stellte
man das DNase-Puffer-Gemisch her. Dieses bestand aus dem DNase-Pulver und 550l
RNase freiem Wasser. Man bendétigte fiir jede Probe 10l der DNase plus 70 pl RDD-
Puffer, dies wurde gemischt und anschliekend mittig auf die Sdule gegeben. Es folgte
eine 15-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur. Nun folgte ein erneutes Waschen mit
350 nl RW1-Puffer und anschliefender Zentrifugation. Nachdem man die Filtriersdulen in
neue Gefife gesetzt hatte, folgte der ndchste Waschschritt, allerdings diesmal 500 il vom
RPE-Puffer und mit einer Zentrifugation von 15 Sekunden. Den zweiten Waschgang mit
500 nl RPE-Puffer, diesmal allerdings zwei Minuten bei 10.000 rpm zentrifugieren, damit
auch wirklich alle Ethanolreste entfernt werden, die die Elution zum spéteren Zeitpunkt
behindern kénnte. Der Uberstéind wurde abgegossen und bei 13.000 rpm zentrifugiert.
Die Sdulen wurden in ein neues RNAse- freies Eppendorfgefif (im Kit enthalten) ge-
setzt. Es wurde 30-50 nl RNAse- freies Wasser hinzugegeben und bei 10.000 rpm eine

Minute lang eluiert.

Quantitative Nukleinsdureanalyse

Im Anschluss wurde die Konzentration der isolierten RNA mithilfe der Nano drop Tech-
nologie (PEQLAB Biotechnology GmbH , Erlangen, Deutschland) bestimmt. Dafiir eich-
te man das Gerét zuerst mit RN Ase-freiem Wasser um dann die RNA- Proben zu messen.
Dabei geniigte die Menge von 1pl pro Losung. Hierfiir mafl das Gerédt den Quotienten
der Absorptionen bei 260 nm und 28 nm. Dies ist ein Indikator fiir die Reinheit der RNA.
Nur Proben mit einem Quotienten von 1,7—2,0 wurden dabei akzeptiert. Die Quanti-
fikation der RNA wurde folgendermafen bestimmt: Absorption bei 260nm - 40/1000 =
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Konzentration in pg /ul. Anschliefend erfolgte die Lagerung bei -20 °C oder die direkte
Weiterverarbeitung zu cDNA.

cDNA-Synthese (complementary DNA)

Zur Quantifikation der Genexpression im Gewebe wurde die RNA in cDNA umgeschrie-
ben um mittels Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion analysiert zu werden. Dafiir ver-
wendeten wir 2 g der RNA, verdiinnten mit 10 ul DEPC-Wasser und inkubierten fiinf
Minuten bei 65 °C. In dieser Zeit konnte man bereits den Mastermix herstellen, der sich

aus folgenden Bestandteilen zusammensetzte:

RT+ RT-
F'S buffer 5x (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 8yl 8l
25mM dNTPs Mix (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, | 0,8ul  0,8nl
Deutschland)
0,1 M DTT (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 21l 21l

Lin.Acrylamid (Stock: 5mg/ml; Ambion, Huntingdon, Cambridges- | 0,5ul 0,5l
hire, England)

Hexanucleotide (Roche, Mannheim, Deutschland) 0,43pl 0,437l
DEPC-Wasser 16,41l 16,41l
RNasin (Promega, Mannheim, Deutschland) 1pl 1yl
Superscript 2 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 0,87 ul

DEPC-Wasser 0,87 pl

Hierbei stellte man zwei verschiedene Ansitze her, einmal mit der Superscript Polyme-
rase (RT plus) und einmal ohne (RT-). Dadurch wurde sichergestellt, dass man keine
Kontamination mit genomischer DNA hat. Sprich RT- war in diesem Versuch die Kon-
trolle. Nun wurden der Mastermix und die verdiinnte RNA vermischt und bei 42 °C fiir
90 Minuten wurden die cDNA-Fragmente amplifiziert. Zuletzt wurde die reverse Tran-
skriptase durch Inkubation von fiinf Minuten bei 85 °C deaktiviert. Entweder wurde die

umgeschriebene RNA nun direkt weiter verwendet oder bei -20 °C gelagert.

Real-time RT-PCR (TagMan)

Die rt- qPCR (quantitative real-time polymerase chainreaction oder quantitative Echtzeit-

Polymerrase-Kettenreaktion) ldsst im Vergleich zur klassischen PCR eine quantitative
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Bestimmung der Fragmente innerhalb einer Probe zu. Dadurch kann man auf das Maf
der Expression der zustdndigen Gene riickschliefen. Nach der Herstellung der cDNA nach
dem oben beschriebenen Prinzip, wurde diese in einem Verhéltnis von 1:10 (¢cDNA:H0)
erneut verdiinnt. Des Weiteren bendtigte man einen zweiten Mastermix, der aus folgen-
den Bestandteilen besteht: 10 pl SYBR Green 0,6 pl forward Primer (in einem Verhéltnis
von 1:10) 0,6 ul reverse Primer (in einem Verhéltnis von 1:10) 0,16 Taq Polymerase
6,64 pul Ho0. Nun pipettierte man getrennt voneinander jeweils 2l der verdiinnten cD-
NA und 18l des Mastermixes in ein Well auf einer 96-Well-Platte. Mithilfe einer Folie
wurde diese Platte abgedichtet, zentrifugiert und in den LightCycler480 fiir die real time
RT-PCR gestellt.

Wie im Mastermix beschrieben, wurde ein Farbstoff (Sybr Green) verwendet, mithilfe
dessen man iiber die Zunahme der Fluoreszenzintensitéit eine Zunahme der DNA messen
konnte, da dies proportional zueinander ist. Der Farbstoff lagerte sich ndmlich an die
doppelstriangige DNA an und mak bei jedem Zyklus. Daraus liefs sich im Anschluss be-
stimmen, in welcher Probe mehr cDNA vorhanden war. Der Unterschied liefs sich schon
zu Beginn anhand unterschiedlicher Fluoreszenzintesititen feststellen, steigerte sich dann
exponentiell mit Fortschreiten der Zyklen (cycle threshold; ct-Wert; hypothetischer An-
fangswert). Zur Kontrolle wurde zudem bei jeder Platte auch das Houskeeping Gen 18s
bestimmt, da es in den Zellen eines Organs gleichméfig vorhanden ist. Insgesamt waren
es 45 Zyklen, die jeweils aus einer Strangtrennungsphase bei 95 °C, einer Primerhybri-
disierungsphase bei 60 °C (diese Phase dient der Anlagerung des Primers am gewollten
Amplifikationsstiick) und zuletzt die Amplifikationsphase bei 72 °C. Im Laufe der Zyklen
kam es dabei zu einer exponentiellen Steigerung des gesuchten DNA-Abschnitts (Ampli-
con), wodurch man genauer die Anzahl der DNA-Kopien bestimmen konnte. Der Ablauf

wird in Abbildung 3.1 veranschaulicht.

3.3.3 Immunologische Methoden
ELISA

ELISA bedeutet Enzyme-linked Immunosorbent Assay. Diese Methode wurde verwen-
det, um mit Hilfe von verschiedenen Antikérpern und einem enzymatischen Farbum-

schlag die Quantitit eines Antigens wie zum Beispiel Proteine, Hormone, Toxine oder
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung einer RT-PCR; links: Umschreibung der mR-
NA in ¢cDNA mithilfe der reversen Transkriptase; rechts: Ablauf der Poly-
merasekettenreaktion mit folgenden Schritten: Denaturierung (bei 95°C
wird die ¢cDNA in zwei Einzelstringe gespalten); Annealing (bei 60°C
Anlagerung der Primer an die komplementéiren Einzelstrange); Amplifi-
kation (bei 72 °C Taq Polymerase beginnt mit Synthese des komplemen-

tdren Stranges); exponentielle Vervielfiltigung; modifiziert nach [73].

weitere niedermolekulare Verbindungen feststellen zu koénnen. Das erfolgte iiber Anti-
korper, die iiber Epitope spezifische Antigene erkennen kénnen. Dieses Prinzip wurde
beim sogenannten ,Sandwich-ELISA® insofern genutzt, dass Antikorper zuerst auf die
ELISA-Platte gebracht wurden (Coating) und diese dann das dazugehorige Antigen in
den Proben banden. Spéter folgte ein zweiter Antikdrper gegen das Antigen. Wir ver-

wendeten einen Albumin und Kreatinin- ELISA.

Albuminlevel im Urin zum Kreatinin Ratio

Zur Feststellung der Albuminlevel im Urin unserer Versuchstiere verwendeten wir das
Albumin-Elisa Kit von Bethyl-Laboratories. Dabei folgten wir den Anweisungen des
Herstellers. Da wir aufgrund einer induzierten Filtrationsschidigung einen erhéhten Al-
buminspiegel erwarteten, verdiinnten wir die Proben mit Wasser im Verhatnis 1:1000
bzw 1:1500. Zuerst wurden die 96-well Platten mit dem Antikorper beschichtet (Anti-
Maus-Albumin, Verdiinnung 1:100) mithilfe des Coating Buffer (pH 9,6). Nun wurde
es bei 4°C {iber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag folgten drei Waschschritte mit ei-
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ner bestimmten Waschlosung (Tris NaCl mit Tween 20). Danach wurden 200 pg der
Blocklgsung (Tris NaCl mit 1 %BSA, pH 8) in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte ge-
geben. Es folgte eine Inkubationszeit von 1h bei Raumtemperatur. Dieser Schritt wurde
durchgefiihrt, um zu verhindern, dass eine Bindung zwischen dem zweiten Antikorper
und den eventuell nicht mit coating- Antikorper beschichteten Stellen in den Vertiefun-
gen entsteht. Die Blocklosung bestand unter anderem aus Rinderserumalbumin, wel-
ches nicht von dem zweiten Antikorper (fiir murines Albumin spezifischer AK) gebun-
den werden kann. Darauthin wurden erneut 3-5 Waschgéinge mit der oben genannten
Waschlosung durchgefiihrt. Als néachstes wurden jeweils 100 pg der verdiinnten Proben
und Standards in die Vertiefungen gegeben und fiir eine Stunde inkubiert. Standards
sind hierbei Verdiinnungsreihen mit einer Albumin- Konzentration von 1000 png/ml bis
7,5ng/ml. Ebenfalls wurden Leerproben nur mit Probenverdiinner, ohne Antigen, auf
die Platte gebracht. Auf jeder Platte wurde jeweils in doppelter Ausfiihrung aufgetra-
gen. Nach der Inkubationszeit wurde wieder 5x gewaschen und der verdiinnte (1:30
000) HRP (Horseradish Peroxidase)-konjugierte Ziegen-anti-Mouse-Albumin Antikorper
wurde mit 100pg in die Wells pipettiert und im Dunkeln fiir eine weitere Stunde in-
kubiert. Nach dieser Stunde wurde 5x gewaschen mit der Waschlésung und die TMB-
(Tetramethylbenzidin) Losung, welche kurz zuvor vorbereitet wurde, wurde hinzugefiigt
und erneut im Dunkeln inkubiert bis der Farbumschlag (von farblos zu blau nach circa
10-20 Minuten) sichtbar wurde. Das geschieht durch die Umsetzung von Tetramethylben-
zidin durch die antikorpergekoppelte horseradish-Peroxidase. Nun wurde die Reaktion
mithilfe von HySO, gestoppt (erneuter Farbumschlag zu gelb durch die Schwefelsaure).
Innerhalb der nichsten zehn Minuten wurde die Absorption bei 450 nm gemessen. Nun
wurde zuerst der Mittelwert der jeweiligen Duplikate von den Proben, Standards und
Kontrollen ermittelt. Daraufhin konnte der Albuminwert bestimmt werden, indem man
die gemessene Absorption mit der bekannten Konzentration verglich und ins Verhéltnis
setzte. Bei jeder Platte wurden gleichzeitig einige Wells mit Assay Diluent befiillt um

die unspezifische Signalintensitét (Background) bestimmen zu kénnen.

Der Kreatininwert im Urin wurde mit dem Creatinine F'S kit von DiaSys Diagnostic sys-
tem, GmbH, Holzheim, Deutschland, bestimmt. Es wurde die Jaffé- Methode verwendet.
Das heifst, einer kreatininhaltigen Probe wird Pikrinsdure zugesetzt. Es entstand ein al-
kalisches Gemisch mit einer gelb-orangen Farbe. Dafiir wurden die Urinproben zu 1:10
mit destilliertem Wasser verdiinnt. Gleichzeitig bereitete man die verschiedenen Kon-
zentrationen vom mitgelieferten Standard vor. Fiir den Ablauf der Reaktion préparierte

man ein Verhiltnis von 4:1 von Reagenz 1 und Reagenz 2 (R1:R2) des Sets. Nun pi-
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pettierte man 10l von jeder Probe und jedem Standard (ebenfalls als Duplikate) in
die 96-well-Platte. Im Anschluss folgten 90 pl des Reaktionsgemischs aus R1 und R2. Es
wurde bei 492nm nach 30 und 60sec die Absorption gemessen. Daraus berechnete man
die Differenz und bestimmte mithilfe des Standards den Kreatiningehalt. Zuletzt wurde
das Verhéltnis vom Albuminwert im Urin zum Kreatininwert bestimmt, indem man zu-
erst Albumin und Kreatinin in die gleiche Einheit (mg/dl) umwandelte. Nun teilte man
die Albuminmenge (mg/dl) jeder Probe durch die Kreatininmenge (mg/dl) der gleichen
Probe.

3.3.4 Histopathologische Untersuchungen
Immunhistochemische Farbung, PAS-Firbung und Konfokale Bilddarstellung

Fiir die Farbungen wurden die Nieren der Mause in Formalin iiber 24h fixiert (10 %in
PBS oder Saline). Darauthin wurden sie in Paraffinblocks eingebettet und in 2-4 ym di-
cke Schnitte mithilfe eines Mikrotoms gebracht. Die Schnitte wurden auf Objekttréger,
die zuvor mit Ammoniumpersulfat behandelt wurden, gelegt und bei 37 °C iiber Nacht
getrocknet. Zum Entparaffinieren wurde zuerst Xylol (3x5min) verwendet und dann
mit Ethanol behandelt mit absteigendem Alkoholgehalt (zuerst 100 %Ethanol 3x3min,
95% fiir 2x3min, 70 % fiir 1x3min). Zum Schluss wurde griindlich mit PBS gespiilt
(2x5min). Die Schnitte wurden fiir die PAS (Periodic Acid Schiff)- Farbung mit einer
PAS-Losung geférbt fiir 10 Minuten. Danach wurde mit destilliertem Wasser gewaschen,
worauf Schiffsches Reagenz (Inkubationszeit 20 Minuten) folgte. Erneutes Waschen, dar-
aufhin Bearbeitung der Schnitte mit Kalium-Methabisulfid-Lésung mit einer Einwirkzeit
von 2 Minuten. Nun wurde diese entfernt und eine Fixierlosung aufgetragen fiir 2 Minu-
ten und danach abgewaschen. Es folgte fiir 3 Minuten Mayers Hernalum-Reagenz und
wurde mit destilliertem Wasser abgewaschen. Zuletzt wurde dieses Wasser mithilfe von
einer aufsteigenden Alkoholreihe den Schnitten entzogen, mit Xylol aufgehellt und ab-
gedichtet mit Deckglésern. Fiir die immunhistochemische Farbung wurden die Paraffin-
schnitte 2x & 7 Minuten mit PBS gewaschen. Mit einer H202-Methanol-Mischung (20 ml
von 30 % H502 in 180ml Methanol) wurde die endogene Peroxidase geblockt. Die Inkuba-
tionszeit betrug 20 Minuten in Dunkelheit und anschlieffend folgte erneutes Waschen mit
PBS (2x7min). Nun folgte eine Demaskierungslosung (3ml Antigen- Unmasking- Losung
in 300ml destilliertem Wasser) fiir 20 Minuten, dann Abkochen in der Mikrowelle (4x

2,5min, zwischendurch Wasserstand iiberpriifen). Es folgte ein Waschschritt (2x7min mit
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PBS). Danach kam es durch Avidin zur Blockung von Biotin fiir 15 Minuten. Erneuter
Waschschritt mit PBS und anschlieflender Zugabe von Biotin und 15 Minuten inkubieren,
worauthin 2x 7min mit PBS gewaschen wurde. Damit es zu keiner ungewollten Bindung
mit dem sekundiren Antikorper kam, wurden die Paraffinschnitte noch mit 10 % Ziegen-
Serum inkubiert (10 Minuten lang). Nun erfolgte die Inkubation (entweder 1 Stunde bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C) mit den verschiedenen priméren Antikor-
per wie Pig anti-mouse Nephrin (1:100, Acris Antibodies, Herford, Deutschland), Rabbit
anti-mouse WT1 (1:25, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), Rabbit anti-mouse
MDM2 (1:100, Abcam, Cambridge, UK) oder p53-AK (1:500). Nach Zugabe des se-
kundédren Antikorpers (Anti-Kaninchen-Biotin verdiinnt im Verhéltnis 1:300 mit PBS)
fiir 30 Minuten folgte ein Waschschritt (1x7min). Es folgte die ABC-Losung (je 15pl
Reagenz A/B zu 1lml PBS) fiir eine weitere halbe Stunde, anschliefend gewaschen mit
PBS und TRIS-Hydrochlorid fiir 5min. Dann kam die Farbung mit DAB-Ldsung fiir
1-10 Minuten (wéhrenddessen erfolgt die mikroskopische Kontrolle beziiglich der Far-
bintensitét). Im Anschluss wurden die Schnitte mit Methylgriin (Fluka) gegengeférbt.
Zuletzt wurden die Schnitte 2x & 10 Sekunden in 96 %igem Ethanol gewaschen und 3x a
10 Sekunden im 100 %igem Ethanol. Nach Hinzufiigen von einem Tropfen VectaMount
wurde mit dem Deckglas verschlossen. Fiir die Betrachtung der Farbungen wurde das
Konfokale Mikroskop LSM 510 mit der dazugehdrigen LSM Software von Carl Zeiss AG

verwendet.

3.3.5 Maus-Experimente
Versuchstierhaltung

Die Méause wurden bis zu einem Alter von drei Wochen gemeinsam mit ihrer Mutter
in einem Kéfig vom Typ Makrolone Typ 2 gehalten. Die Tiere lebten bei 12-stiindigem
Hell-/ Dunkelrhythmus und hatten immer Futter und Wasser zur freien Verfiigung. Nach
drei Wochen wurden die Tiere markiert und nach Geschlecht getrennt in frische Kafige
gesetzt. Diese wurden, genauso wie Streu, Futter und Wasser vor der Benutzung auto-
klaviert. Die Tierexperimente waren von der Regierung von Oberbayern genehmigt und

wurden sorgfiltig nach den deutschen Tierschutzbestimmungen durchgefiihrt.
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Versuchstiere

Cre/lox-Maduse Bei unseren Versuchen wurden M&use mit einem black6 Hintergrund
verwendet. Um unseren Hypothesen nachgehen zu kénnen, nahmen wir Tiere, bei
denen Mdm?2 beziehungsweise Mdm2 und p53 in den Podozyten nicht mehr vor-
handen war. Dies wurde mithilfe des Cre/lox Rekombinations-Systems erreicht.
Cre (cyclation recombination) sind Rekombinasen, die fiir die Spaltung und Neu-
verkniipfung der DNA zusténdig sind. Dieser natiirliche Prozess kann durch loxP
gesteuert werden. LoxP (locus of X-ing in P1), aus dem Bakteriophagen P1, besteht
aus 34 Basenpaaren mit jeweils an den beiden Enden liegenden 13 Basenpaaren, die
Palindrome sind. Dazwischen befindet sich eine 8 Basenpaar lange, richtungswei-
sende Sequenz (,good planning and serenditiy“). Méchte man nun eine bestimmte
DNA-Sequenz oder Gen nicht mehr codieren, dann kombiniert man eine Cre-Maus
mit einer loxP Maus. LoxP wird dabei jeweils vor und hinter die DNA-Sequenz ge-
setzt. Das Cre-Enzym erkennt nun loxP und bindet daran. Dabei schneidet es das
sich dazwischen befindende Gen-Segment heraus. Bereits in einer vorangehenden
Doktorarbeit aus unserem Labor wurde nun die Kreuzung und Ziichtung durch-
gefiihrt. Es wurden MDM2%0%/flox Miuse mit black6 gemischtem Hintergrund, wo
loxP an den Exons 4 und 5 des MDM2 Gens andockt, genommen. Der Dank ge-
biihrt hierbei Guillermina Lozano, Universitit von Texas, Houston, TX fiir die
Bereitstellung der Tiere. Diese wurden mit Nphs2-cre-+- Mausen (C56B1/6 Hinter-
grund; von Tobias Huber, Universitéit Freiburg) gekreuzt, welche die Cre Rekombi-
nase unter Kontrolle des Podocin Promoters exprimierten. Daraufhin entstanden
die MDM2fox/8ox;:Nphs2-cre+ (MDM2APodoeyte) Miuse, welche einen spezifischen
Mdm2-Knockout in den Podozyten besitzen. Wie oben bereits erwidhnt, wurde
die Kreuzung und Ziichtung in einer vorhergehenden Doktorarbeit durchgefiihrt.
Wir fiihrten nun zuerst unsere Experimente mit diesen Tieren durch. Zur Kon-
trolle nahmen wir Wurfgeschwister, denen der Knockout fehlte. Dann kreuzten
wir MDM2fex/fox; Nphs2-cre+ Miuse mit p531%/8°% Miusen (ein Geschenk von
Karl Lernhard Rudolph, Universitit Ulm). Dort wurde loxP in den Introns 1 und
10 eingefiigt um die vollstandige Ausléschung fast aller codierenden Sequenzen
gewihrleisten zu konnen. Darauthin erhielten wir Tiere, bei denen sowohl p53 als
auch Mdm2 in den Podozyten ausgeknockt war. Dies wurde mithilfe einer PCR be-
stéitigt. Als Positivkontrollen verwendeten wir MDM2flox/flox psflox/wt. Nphgo-cre+
(MDM 24pod/p53t/wt) \Wyrfgeschwister.
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Genotypisierung Zur Gewinnung der notwendigen DNA wurde den Méusen die Spitze
ihres Schwanzes entnommen. Die Amplifikation der jeweiligen Genabschnitte er-
folgte iiber die PCR, anschliefsend wurde durch die Gelelektrophorese die Banden

aufgetrennt und interpretiert.

DNA-Isolierung Wie bereits erwahnt wurde zur Bestimmung der DNA ein kurzes Stiick
der Schwanzspitze der Mause (circa 2mm) entnommen. Zur Hydrolysierung wurde
die Schwanzspitze mit 1l Proteinase K in 200 pl PBND-Puffer versetzt und bei
56 °C >4h geschiittelt. Daraufhin wurde dies bei 13 800G 2 Minuten lang zen-
trifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert. Im Anschluss wurde das DNA-Kit
der Firma Qiagen verwendet. Der Uberstand wurde mit 100 pl AL-Puffer vermischt
und 10 Minuten lang bei 70 °C inkubiert. Danach mit 100 %igem Ethanol vermischt
und auf eine Filter-Sdule aufgetragen. Es folgte die Zentrifugation bei 5200G, dann
das Hinzufiigen von 500l AW1-Puffer, erneute Zentrifugation fiir 1 Minute bei
5200G, 500 pl vom AW2-Puffer, Zentrifugation iiber 3 Minuten mit 16 000G. Es
folgte die zweimalige Gabe von 150 ul AE-Puffer mit anschliefsender Inkuvation
iiber 5 Minuten und 1-miniitiger Zentrifugation bei 5200G. Im letzten Schritt wa-
ren in den 300 pul AE-Puffer die murine DNA der Schwanzspitze. Die Lagerung
erfolgte bei -20 °C.

Agarose- Elektrophorese Bestandteil der Gele waren 2g Agarosepulver pro 100ml
TBE-Puffer. Dies wurde erhitzt bis es anfing zu kochen. Es wurde 8pl Ethidi-
umbromid zugesetzt und abgekiihlt. Sobald das Gel ausgehirtet war, wurde es mit
TBE- Puffer bedeckt. Die Probe wurde mit 4 pl Ladepuffer vermengt. Nun wurde in
die erste Geltasche ein DNA-Marker gegeben, in die restlichen kamen 8 ul dieser Mi-
schung. Eine Spannung von 200 Volt wurde angeschlossen und die DNA-Fragmente
wanderten entlang des Spannungsgradienten. Aufgrund ihrer Grofe kam es zu un-
terschiedlichen Geschwindigkeiten der einzelnen DNA-Fragmente, sodass sie sich
dadurch auftrennten. Diese wurden nun unter UV-Licht sichtbar und die Grofe
konnte mithilfe des DNA-Markers ausgewertet werden. Es folgte der Vergleich mit
den Banden des Wildtyps, der homo- und heterozygoten Proben. Dadurch konnte

der Genotyp bestimmt werden.
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Blut-und Urinproben

Blutproben wurden durch eine spezielle retroorbitale Blutentnahmetechnik gewonnen.
Dabei waren die Versuchstiere mithilfe von Isofluran anésthesiert worden. Mit einer diin-
nen, langen Spritze wurde das Blut entnommen und in mikrozentrifugale Tubes, welche
EDTA beinhalteten, gegeben (10ul von 0,5M Losung auf 200 pl Mausblut). Sobald al-
le Proben gewonnen wurden, kamen sie in die Zentrifuge bei 8000rpm fiir 5 Minuten,
wodurch das Plasma sich absetzen konnte. Die zwei Phasen wurden getrennt und bei
-20°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Die Urinproben wurden entweder im Zuge der
Blut-und Organentnahme gewonnen oder bei lebendigen M&usen unter leichter Massage

der Méauseblase direkt in Eppendorftubes. Auch diese wurden bei -20 °C gelagert.

3.3.6 Zebrafisch (Danio rerio)-Experimente
Zebrafisch-Stamme

Fiir die Durchfithrung unserer Experimente verwendeten wir folgende Zebrafischstam-

me:

AB-Stamm Dies ist der Wildtyp, welcher mit einer starken Pigmentierung einhergeht.
Hiermit bedanken wir uns bei Frau Professor Niisslei Vollhard aus Tiibingen, da

sie diesen Stamm zur Verfiigung stellte.

wtlb:eGFP-, wtla:eGFP-Stamm Die beiden Wilms Tumor Gene, wtlb und wtla,
sind unter anderem fiir die Kontrolle der eGFP Exprimierung in den Podozyten
zustandig [137]. Fiir die Bereitstellung danken wir herzlich Herrn Professor Englert

aus Jena. Zur Vereinfachung benennen wir wtlb als WT und wtla als DBP.
Durch Kreuzung:

E.T. Durch Kreuzung der transparenten Zebrafischlinie Casper (dankenswerterweise zur
Verfiigung gestellt von Uwe Stréahle, Karlsruhe, Deutschland) mit wtla:eGFP. Da-
durch entstand eine Zebrafischlinie, die sich gut fiir die Mikroskopie eignet und

griin fluoreszierenden Farbstoff in den Glomeruli zeigte.

Trabo Durch Kreuzung der Casper-Linie mit der transgenetischen 1-fabp:DBP-eGFP

Zebrafischlinie (von Anand-Apte zur Verfiigung gestellt) erhielt man eine Line, die
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DBP (Vitamin D-binding-Protein) an eGFP im Blutplasma gebunden hatte. DBP-
eGFP besitzt die Grofe und Ladung, welche dhnlich dem Albumin ist. Dadurch
erhielt man einen rot fluoreszierenden Farbstoff, an Vitamin D gebunden, welcher

sich physiologischerweise in den Blutgefiften befindet und nicht filtriert wurde.

Morpholinos (MO)

Morpholinos sind meistens aus einer Kette von 25 Nukleotiden aufgebaute spezifische
Nukleinsdure- Analoga (Antisense- Oligonukleotide). Sie werden in der Forschung einge-
setzt um einen Knockdown von den gewiinschten Proteinen herbeifiihren zu kénnen und
damit Einfluss auf die Genexpression nehmen zu kénnen. Dabei binden diese an kom-
plementdre mRNA und verhindern dadurch entweder die Translation durch Bindung
an die Startsequenz oder das korrekte Spleifen durch Bindung an einen Exon-Intron-
Ubergang (siche Abbildung 3.2. Fiir unsere Zwecke wurden die verdiinnten und gefirb-
ten Morpholinos in die Fischeier direkt nach Befruchtung und Eiablage injiziert im 2-8

Zellstadium.

Der strukturelle Unterschied zwischen Morpholinos und DNA besteht darin, dass die Be-
standteile durch einen Morpholino Ring verbunden sind anstelle von Desoxyribose. Des
Weiteren sind sie durch Phosphordiamidat anstatt von Phosphat miteinander verkniipft.
Dabher leitet sich auch das Synonym fiir Morpholino ab: PMO (phosphorodiamidate mor-
pholino oligo). Der Vorteil ist eine lingere Stabilitdt und Halbwertszeit, da sie durch die
strukturelle Verdnderung kein Substrat mehr fiir RNasen darstellen und somit von diesen
nicht abgebaut werden. Die Pionierarbeit fiir die Entwicklung der synthetischen Oligos
ist James E.Summerton und Dwight D.Weller zuzusprechen und wurde 1997 erstmals
publiziert [170].

Folgende Gruppen wurden fiir unsere Experimente kategorisiert:

1. Kontrolllarven, denen kein Morpholino injiziert wurde. Diese werden Ctrl genannt.

2. Kontrolllarven, denen Kontroll-Morpholinos injiziert werden und daher als Ctrl-
MO bezeichnet werden.

3. Larven von Eiern, denen MDM2-Morpholinos injiziert wurden und deswegen MDM2-
MO heifsen.
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4. Larven von Eiern, denen MDM2- und p53-Morpholinos injiziert wurden und des-
wegen MDM2/p53-MO im Folgenden bezeichnet werden.

Alle Morpholinos wurden von der Firma Genetools (Genetools, LLC, Oregon, USA)

gekauft. Die Sequenzen der verwendeten Morpholinos sind:
Ctrl-MO: 5¢- CCT CTT ACC TCA GTT ACA ATT TAT A-3°

Laut Hersteller sollte dieses Oligonukleotid auf keine passende mRNA treffen und kei-
ne signifikante biologische Verinderung verursachen, da es gegen die pra-mRNA von
humanem [-Globin mit einer Mutation an Position 705 gerichtet ist. Das bedeutet, es
wiirde nur in Retikulozyten von Menschen mit einer Thalassidmie zu einem korrekten
Spleifen der mRNA und damit zu funktionierenden S-Globinketten fiithren. Fiir MDM2
benutzten wir zweierlei Morpholinos. Eines (zMdm2) um die Translation zu unterbinden
und das zweite (Mdm2)fiir eine Exon-Intron-Sequenz wodurch kein korrektes Spleifen

moglich war:

ZMdm2- MO: 5’-AACAACTCTCTGTTGCCATTTTGGT-3’
Mdm2- MO: 5°-CTCTGTTGCCATTTTGGTAGTTATC-3’

Fiir p53 nahmen wir ein Morpholino, welches ebenfalls die Translation unterbindet:

Zpb3- MO: 5°-GCGCCATTGCTTTGCAAGAATTG-3°

InjektionslGsung

Die von der Firma GeneTools gelieferten Morpholino-Lypophilisate wurden in der Ori-
ginalflasche zu einer Stocklosung von 10mM durch Zugabe von 20 ul Aqua ad injectibilia
verfliissigt. Zur vollstdndigen Durchmischung wurde diese Losung bei 65 °C fiir fiinf Mi-
nuten erhitzt und mit dem Vortexer vermischt. Nun konnte man entweder die Morpho-
linos zur Lagerung vorbereiten, indem man sie auf 1pl Aliquots verteilt und bei -80 °C
einfriert. Oder die Morpholinos wurden fiir die bevorstehenden Experimente vorbereitet,
indem man sie auf beschriftete Eppendorf Tubes verteilt und bei -4 °C lagert. Kurz vor
dem Injektionsgebrauch wurde der bendtigte Mastermix vorbereitet. Dafiir wurden je
nach gewlinschter Konzentration das Morpholino mit einer verdiinnenden Injektionslo-
sung (100 mM KCI, 10mM Hepes, pH 7,6) und 10 % Phenolrotlosung versetzt. Um eine
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vollstdndige Durchmischung zu erreichen, wurde fiir einige Sekunden zentrifugiert und
der Uberstand bei 65°C fiir fiinf Minuten erhitzt.

Zebrafischhaltung und Aufzucht

Die Zebrafische wurden aufgezogen, aufbewahrt und verpaart geméf vorbestehenden
Protokollen bei konstanten 28,5 °C [190]. Die Embryos wurden in der E3 Losung aufbe-
wahrt. Sie lebten in PP- Modulen (Aqua Schwarz, Gottingen) und wurden zur Verpaa-
rung in Verpaarungsbecken gebracht. Damit eine konstante Wasserqualitdt vorherrscht,
wurde mit einer definierten Salzlosung gearbeitet. Vor deren Benutzung wurde das Lei-
tungswasser sowohl durch einen Aktivkohlefilter, als auch einen Anionenaustauscher
gereinigt (Wasseraufbereitungsanlage, Aqua Schwarz, Géttingen). Daraufhin wurde aus
einem Vorratstank die konzentrierte Salzlosung entnommen, die Leitfdhigkeit auf 250 pS
eingestellt und mithilfe von 2,3 % HCI-Losung wurde der pH auf ungefahr 7,2 titriert. Fiir
einen gleichbleibenden Tagesablauf steuerte eine Zeitschaltuhr den Tag- Nacht- Rhyth-
mus mittels einer Beleuchtung, die zwischen 8 und 22 Uhr programmiert war. Zweimal
pro Tag erhielten die Zebrafische Futter, bestehend aus Artemia- Larven am Morgen

und Trockenfutter am Abend. Einmal pro Woche wurden die Fische verpaart.

Verpaarung und Gewinnung der Eier

Zebrafische sind bei der Paarung lichtabhingig und legen ihre Eier morgens kurz nach
Aufgang der Sonne. Fiir die Verpaarung wurden die Zebrafische demnach am Vorabend,
1- 2 Stunden bevor das Tageslicht erlischt, gefiittert und in ein Verpaarungsbecken mit
Siebeinsatz gebracht. Die besten Ergebnisse erreichte man bei einem Verhéltnis von ei-
nem Ménnchen auf zwei Weibchen. Kurz nach Fiablage wurden die Fische wieder nach
Geschlecht getrennt in ihre Anlagen zuriickgesetzt und man kann mit dem Sammeln der
Eier beginnen. Dies geschah mithilfe einer Transferpipette. Um die Embryos von Féaces
zu befreien, wurden sie mehrere Male mit dem E3 Medium gewaschen und anschlie-
fsend in eine mit E3 Medium gefiillte, sterile Petrischale gelegt. Je nach gewiinschtem
Experiment, konnte nun entweder mit der Mikroinjektion begonnen werden, oder die
Petrischalen wurden bei 28,5 °C inkubiert.
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Mikroinjektion

Nach dem Legen der Eier hatte man circa 40 Minuten Zeit fiir die Mikroinjektion, da
sie wihrend des 2- 4-Zellstadiums stattfinden sollte. Dafiir wurden die soeben gesam-
melten Embryos in eine 1,2 %ige E3- Agarose- Petrischale gelegt. Dies bedeutete einen
Schutz vor dem Austrocknen, da es ein feuchtes Milieu fordert. Auferdem schiitzte es
die Eier vor der Injektionsnadel. Damit man die Eier besser fiir die bevorstehende Injek-
tion fixieren konnte, wurde eine halbe Agaroseplatte hineingelegt, an derer man die Eier
mithilfe eines Spatels entlangreihte und gleichzeitig beschadigte oder unbefruchtete Eier
entfernen konnte. Nun konnte man mit der Mikroinjektion beginnen, indem man 3 pl der
vorbereiteten Morpholino- Injektionslosung in die Mikroinjektionsnadel (Femtotips, Ep-
pendorf) brachte und an das Femtotip- Haltegerit befestigte. Bei einem stetigen Druck
von 400 bis 500hPa stach man fortlaufend kurz in das Ei und wieder heraus (es wurden
circa 0,5pl injiziert). Dabei bestand ein stetiger Fluss der Morpholino- Injektionslésung.
Den Erfolg erkannte man an der rétlichen Verfarbung der Eier und ob sich innerhalb
des Eis ein kleiner Tropfen befand. Nach abgeschlossener Injektion wurden die Eier in
eine neue Petrischale mit frischen E3 Medium gelegt und in den Inkubator bei 28,5°C
gestellt.

Molekularbiologische Methoden

mRNA Isolation Fiir die mRNA Isolation wurden mindestens 15 Zebrafischlarven, ent-
weder 3dpf (days post fertilization) oder 4dpf, genommen und in einem Eppendorf
Tube gesammelt. Anschliefsend wurde das komplette E3-Medium entfernt und die
Tiere mithilfe von Stickstoff Schock gefroren. Nun konnte man sie entweder bei -
80 °C bis zur weiteren Verarbeitung lagern, oder die Fische in Lysing Matrix Tubes
von MP Biomedicals geben. Diese wurden daraufthin in den FastPrep-24 von MP
gestellt und fiir 20-40 Sekunden durchmengt, wodurch die Proben lysiert, zerrieben

und homogenisiert wurden.

Zur RNA Isolation wurde das Rneasy Plus Universal Mini Kit (50) von Qiagen
(rot) verwendet. Mithilfe von dem TRI-Reagenz (Sigma-Aldrich, Miinchen) und
Chloroform kam es zur Extraktion. Hierfiir fiigte man 1 ml TRI-Reagenz pro
Eppendorfgefaft hinzu. Anschliefsend wurde es mit einer 20-Gauge Nadel homo-

genisiert. Nun folgte eine Inkubationszeit von fiinf Minuten bei Raumtemperatur.
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Daraufhin wurde es mit 0,2 ml Chloroform versetzt. Mithilfe des Vortexter wur-
de eine Emulsion gebildet, welche bei 10 000G /4 °C fiir 15 Minuten zentrifugiert
wurde. Es entstand eine getrennte Losung mit zwei Phasen und einer weiften Zwi-
schenschicht. Die obere, welche wissrig und klar war, wurde mithilfe einer Pipette
entnommen und kam in ein weiteres Reaktionsgefaf. Es wurde 0,5 ml Isopropanol
hinzugegeben und anschlieffend bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten inkubiert.
Dadurch wurde die RNA prézipitiert. Es folgte fiir 10 Minuten eine Zentrifugation
bei 10 000G und 4 °C, wobei es am Boden des Reaktionsgefaft zu einem Pellet ver-
dichtet wurde. Der Uberstand wurde entfernt. Das Pellet wurde nun mit ca. 1ml
75 %igem Ethanol versetzt, gefolgt von kurzem Vortexen und vorsichtiger Zentri-
fugation (7.500G bei 4°C). Der Uberstand wurde erneut entfernt und das Pellet
wurde an der Luft angetrocknet. Im Anschluss wurde es in 10pl RNAse- freiem
Wasser aufgelost. Zuletzt wurde von dieser Losung 1l genommen und mit 199 ul
Wasser vermengt. Es folgte die Messung der optischen Dichte (OD) im Photometer
bei einer Wellenldnge von 260 und 280nm. Dies diente der Qualitidtskontrolle und
gleichzeitig wurde die Konzentration bestimmt. Diese lag bei ca. 2—5pg/pl und
der Quotient (260 /280) bei 1,7-1,8.

cDNA Synthese und RT-PCR Fiir die Umschreibung in ¢cDNA benutzten wir das
Superscript- Kit von Invitrogen. Dabei nahmen wir zu circa 2pg RNA 4yl von
5x MuL V-RT- Puffer, 1 ul ANTP, 2 pl Oligo dT und fiir die Differenz destililliertes
Wasser. Dieser Mix wurde fiir 2 Minuten bei 65 °C inkubiert und auf Eis gelagert,
da es sehr instabil war. Nun gab man 1 pl Reverse Transkriptase MulV und 0,5 ul
Rnase Inhibitor hinzu. Im Anschluss wurde der Mix erneut fiir eine Stunde bei
37°C inkubiert, anschliefsend bei 95°C denaturiert und zur direkten Weiterverar-
beitung auf Eis gelagert oder bei -20°C eingefroren. Mit der cDNA konnte nun
mit einem Thermocycler die RT-PCR folgen, wofiir das Platinum-Taq-Kit von In-
vitrogen verwendet wurde. Die Durchfithrung der RT-PCR erfolgte in 30 Zyklen.
Vor jedem Zyklus wurde das Reagenz bei 94°C fiir eine halbe Minute inkubiert.
Darauffolgend kam eine Inkubationszeit von 30 Sekunden bei 55°C und von zwei
Minuten bei 72°C.

Histopathologische Untersuchungen

Anfertigung der Kryo- Schnitte Die Zebrafischlarven wurden bei 3dpf oder 4dpf nach
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moglichst vollstandiger Entfernung des E3- Mediums in PBS 2% gelegt und auf
dem Edmund Biihler Swip KS-10 fiir mindestens zwei Stunden langsam hin und
her bewegt. Nach zwei Stunden wurde PBS 2% mit Saccharose 30 % ausgetauscht
und iiber Nacht im Kiihlschrank gelagert, sodass das Wasser vollstédndig durch die
Saccharose ersetzt wurde. Am néchsten Tag konnte man mit der Fixierung der
Fische beginnen. Dafiir wurden circa drei Zebrafischlarven mithilfe einer Pipette
auf eine Objekttragerplatte gelegt. Um die Fliissigkeit auf dem Deckglas entfernen
zu konnen, benutzte man saugkréftiges Papier von Fisher Scientific. Die Fische
wurden nun in einer Reihe in gleicher Richtung angeordnet und diese wurden mit
tissue factor von Sakura bedeckt, moglichst ohne Blasenbildung. Danach wurde das
Deckglas mit den Fischen zur Fixierung fiir wenige Sekunden in fliissigen Stick-
stoff gehalten. Durch das Schockfrieren bildeten sich keine Kristalle, die sich beim
Auftauen ausdehnen koénnten und damit die Morphologie und den Schnitt zersto-
ren konnten. Nun legte man es ins Kryotom, welcher im Inneren eine konstante
Temperatur von -20°C hatte. Darin wurden die Fische quadratformig geschnitten.
Nach dem Einspannen konnte man mit den 60 pm dicken Schnitten beginnen. Da-
bei begann man bei den Augen, was mithilfe des Mikroskops kontrolliert wurde, bis
zum Glomerulus. Die Schnitte wurden der Reihe nach auf einen zuvor beschich-
teten Objekttriger gelegt. Dieser wurde beschriftet und iiber Nacht bei 4°C im
Kiihlschrank getrocknet.

Farbung der Kryoschnitte Nachdem die Schnitte iiber Nacht im Kiihlschrank gela-
gert wurden, nahm man sie am néchsten Tag und begann mit der Permeabilisie-
rung mithilfe von Triton-x100 0,3 % (Merck, Darmstadt, Deutschland) fiir circa
30 Sekunden. Danach wurde 1x mit PBS gespiilt. PBS wurde abgeschiittet, wor-
auf die Blocking Zellkultur (PFA 2%) fiir 30 Minuten folgte. Fiir die Farbung
mit Nephrin, folgte der Anti-Rabbit Antikérper Nephrin 1:4000 in Blocklosung
(ein Geschenk von A.Majumdar, Uppsala, Schweden), welcher {iber Nacht bei 4°C
iiber den Schnitten gelassen wurde. Am néchsten Morgen folgte erneut ein Wasch-
schritt mit PBS. Darauf folgte der Cy3-konjugierte zweite Anti-Rabbit Antikdrper
(1:250, Dianova, Hamburg, Deutschland) fiir 30 Minuten. Des Weiteren wurde mit
Phalloidin (Alexa Fluor 546-konjugierte Phalloidin, Invitrogen), welcher die Aktin-
filamente rot firbt und Hoechst 33342 (1mg/100ml, Sigma-Aldrich), welcher den
Nukleus blau farbt in einem Verhéaltnis von 1:100 in Blocklésung fiir 30 Minuten
iiber die Schnitte getropft. Erneut wurde mit PBS gewaschen. Als letzter Schritt

folgte nun Mowiol, vorsichtig tropfen und langsam das Deckgléschen dariiber legen
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zur endgiiltigen Fixierung. Von nun ab wurde nur noch waagrecht gelagert. Die-
se Schnitte konnten nun mithilfe des LSM (laser scanning microscop) betrachtet

werden.

Injektion von Dextran 10kD und Konfokalmikroskopie

Hierfiir verwendeten wir Zebrafischlarven 4dpf, welche wir mithilfe von Tricain 0,1 % —
0,5 % (im E3 Medium) anésthesierten. Zur Fixation der Fische wurde 3 % Methylcellulose
verwendet, was die Mikroinjektion vereinfacht. Auch hierfiir benotigten wir den Micro-
injector, die Femtotips Mikropipetten (Eppendorf, Hamburg, Deutschland), Mikroinjek-
tionsnadel und ein Mikroskop. Nun injizierte man 20mg/ml Alexa Fluor 647-konjugierte
10kD Dextranlésung (Invitrogen, San Diego, CA), welche zusétzlich rétlich verfirbt war.
Dadurch konnte man mithilfe des Mikroskops erkennen, ob die Mikroinjektion in die
Blutgeféfe gegliickt war oder nicht. Anschliefend konnten sich die Zebrafischlarven fiir
40 Minuten im E3- Medium erholen bevor sie erneut anasthesiert wurden um sie unter
dem Konfokalmikroskop (von Leica TCS SP5) betrachten zu kénnen. Dafiir wurden sie
auf in einer Petrischale mit Glasboden auf die Seite gelegt und mit 8 % Methylcellulose
in PBS fixiert. Die Blutgefife und der pronephrotische Tubulus wurden dargestellt und
man beobachtete am lebenden Fisch die Verteilung, die Aufnahme und die Ausscheidung
von Dextran. Dafiir benutzten wir ein 20x Wasserimmersionsobjektiv (HCX PL APO
20x/0.7)

3.3.7 Statistische Analyse

Die Ergebnisse werden mit dem zugehorigen Standard of the Mean (SEM) in einer Grup-
pe mit demselben Genotyp angegeben und stellen das arithmetische Mittel dar. Um
Signifikanzen darzustellen, wurde der zweiseitige t-Test mit Microsoft Excel 2010 ver-
wendet. Ein p-Wert < 0,05 bedeutet hierbei einen statistisch signifikanten Unterschied.
Des Weiteren werden weitere Abstufungen benutzt um Unterschiede deutlicher hervor-
zuheben: *p < 0,05; **p < 0,01; **p < 0,001.
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Abbildung 3.2: Gen-Knockdown durch ein Morpholino, links oben) Struktur und Auf-
bau eines Morpholinos, links unten) Funktionsweise des Morpholinos,
entweder Bindung an Startcodon (ATG) wodurch die Translation nicht
stattfinden kann und kein Protein gebildet wird, oder an Exon- Intron-
Sequenz wodurch es zu einem fehlerhaften Spleiffen kommt und in der
Folge ein fehlerhaftes Protein gebildet wird, rechts) Injektion des ver-

diinnten, gefiarbten Morpholinos in die Fischeier; modifiziert nach [145].
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4 Ergebnisse

4.1 Ergebnisse in den Zebrafischen: Kontrolle versus

Mdm2-Knockdown mittels Morpholinos

4.1.1 Mdm2-Knockdown in Zebrafischen mittels Morpholinos
gegen zMDM2 durch RT-PCR bestatigt

Wir injizierten das Morpholino gegen zZMDM?2 in die befruchteten Fischeier der Zebra-
fischlinie ET, welche die transparenten Fische sind und deren Podozyten griin fluores-
zieren, da GFP unter dem wt1-Promoter exprimiert wird. Nach Injektion untersuchten
wir die Fischeier, um sicherzustellen, ob der Knockdown fiir die MDM2 kodierende Se-
quenz auch wie erwartet im Genom der Fischlarven, vor allem im Genom der Podozyten,
funktionierte. Sprich, ob der Knockdown von Mdm2 mittels Morpholinos in den Zebra-
fischen erfolgreich war. Zunéchst wurde die MDM2-mRNA-Expression in den Versuchs-
tieren untersucht. Hierfiir wurden die gesamten Zebrafische, sowohl von den Knockdown-
Zebrafischen, als auch von den Kontroll-Zebrafischen genommen. Daraus isolierten wir
die mRNA, welche in cDNA umgeschrieben wurde. Im Anschluss wurde eine Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion durchgefiihrt. Hierbei konnten die Unterschiede beziiglich
der Mdm2-Genexpression quantifiziert werden. Es wurden die Werte der MDM2-mRNA
von CTRL MO-Zebrafischen (Kontrollgruppe) mit MDM2 MO-Zebrafischen (Knock-
down) verglichen (Abbildung 4.1).

Die Ziel-mRNA-Expressionsspiegel wurden als der Mittelwert des Verhiltnisses gegen-
iiber dem jeweiligen CTrB1-mRNA-Level ausgedriickt. In den durchgefiihrten Experi-
menten zeigte sich in der Knockdown Zebrafischversuchsreihe eine signifikant vermin-
derte Expression von MDM2-mRNA, in der Kontrollgruppe circa 0,5 versus 0,13 in der
Knockdown-Gruppe [173].
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Abbildung 4.1: mRNA Tevel von Kontroll-Morpholino vs.MDM2-Morpholino [173]:
Nachdem in die befruchteten Eizellen der Zebrafische die Morpholinos
injiziiert wurden, stellten wir mithilfe von RT-PCR fest, ob der Knock-
down funktioniert. Es zeigt sich eine signifikante Reduktion der mRNA-
Expression von MDM?2.

4.1.2 Mdm2-Knockdown in Zebrafischen fiihrt zu

Malformationen

Erneut injiziierten wir das Morpholino gegen zMDM?2 in die befruchteten Fischeier. Dies-
mal untersuchten wir die geschliipften Zebrafische an Tag 3 nach der Fertilisation. Dabei
wurden hinsichtlich der Morphologie deutliche Unterschiede sichtbar. In der Kontroll-
gruppe zeigte sich eine normale Entwicklung in Grofe und Reife. Die Zebrafische hatten
keinerlei Probleme aus ihren Zebrafischeiern zu schliipfen ganz im Unterschied zu den
Mdm2-Knockdown Zebrafischen. Dort zeigte sich eine deutliche Malformation. Insbeson-
dere entwickelten die Zebrafische perikardiale Odeme. Zudem hatten sie Schwierigkeiten

aus den Fischeiern zu schliipfen (siche Abbildung 4.2).

4.1.3 MdmZ2-Knockdown in Zebrafischen fiithrt zu verminderter

Nephrin Expression in den Podozyten

Im Anschluss interessierten uns die mikroskopischen Verdnderungen. Wir verwendeten
die Fischlarven drei Tage nach der Fertilisation. Es wurden die Fischlarven, welche mit
dem Kontroll-Morpholino behandelt wurden mit denen verglichen, die mit zMDM2 Mor-
pholino behandelt wurden. Wir fiithrten histologische Schnitte durch und fiarbten diese
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Abbildung 4.2: Morphologie des Zebrafisches 3dpf: oben die Kontrollgruppe mit einer
normalen Entwicklung; unten fehlerhafte Entwicklung mit perikardialem
Odem (roter Pfeil). [173]

mit Hoechst, Nephrin und die Podozyten in griin. Daraufhin schauten wir uns die Schnit-
te unter dem Fluoreszenzmikroskop an. In der Kontrollgruppe (Abbildungen 4.3 und
4.4) zeigte sich ein normal entwickelter Gomerulus mit zahlreich vorhandenen Podozy-
ten (griin), welche Nephrin exprimieren (rot). Dies ergibt, wenn man die Bilder unter

dem Fluoreszenzmikroskop iiberlagert, eine gelbliche Farbung.

Im Vergleich dazu zeigten die Fischlarven mit dem Mdm2-Knockdown (Abbildungen 4.5
und 4.6) eine deutliche Verdnderung im glomeruldren Apparat. Es zeigten sich weniger
Podozyten (griin) und die Nephrinexpression (rot) war vermindert. Zudem erschienen

die Podozyten unter dem Fluoreszenzmikroskop in ihrer Form langlich verdndert.
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Abbildung 4.3: Glomerulus unter dem Fluoreszenzmikroskop einer CADE-Fischlarve,
welche mit Kontroll-MO behandelt wurde. In der Farbung zeigte sich
unter dem Fluoreszenzmikroskop ein gut entwickelter Glomerulus mit
Podozyten (griin), welche Nephrin exprimieren (rot). Beide Bilder tiber-
lagert gelblich gefarbt. Mafstabsbalken 10 pm. [173]

4.1.4 Mdm2-Knockdown in Zebrafischen fuhrt zum

Funktionsverlust der glomerularen Filtrationsbarriere

Nun interessierte uns die Auswirkungen auf die glomerulare Filtrationsbarriere. Dafiir
verwendeten wir eine andere Zebrafischlinie namens Cade, dies ist eine Kreuzung aus der
transparenten Casper-Zebrafischlinie mit der transgenetischen 1-fabp:DBP-eGFP Zebra-
fischlinie. Dadurch erhélt man eine Linie, die das DBP (Vitamin D-binding proteine) an
EGFP (enhanced green fluorescent protein) im Blutplasma hilt. Dadurch ergibt sich ein
griin fluoreszierender Farbstoff, der an Vitamin D gebunden ist. Hiermit kann man die
Funktionsfahigkeit der glomeruléren Filtrationsbarriere mikroskopisch iiberpriifen. Soll-
te es zu einem Funktionsverlust kommen, verringert sich der fluoreszierende Farbstoff
in den Blutgefifen, da es zu einem Austritt der Proteine durch die Filtrationsbarriere
kommt. Wir verglichen die Fischlarven vier Tage nach der Fertilisation. Zum einen dieje-
nigen, die mit dem Kontroll-MO behandelt wurden. Zum anderen diejenigen, bei welchen

sich nach Morpholino-Injektion ein relevanter Mdm2-Knockdown erreichen liek. Es zeig-
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Abbildung 4.4: Glomerulus einer ET Fischlarve 3dpf mit Kontroll-MO behandelt; Fér-
bung mit Phallo, Héchst und Nephrin. Mafstabsbalken 25 pm

te sich in den zMDM2-MO Fischlarven, vier Tage nach der Fertilisation, eine signifikant
verminderte Intensitdt von DBP-EGFP [173|. Das war hinweisend fiir einen Verlust von
DBP-EGEFP iiber die Filtrationsbarriere in den Glomeruli. In der Kontrollgruppe hin-
gegen war keine Verminderung der DPB-EGFP Intensitit zu verzeichnen. In Abbildung
4.7 sind die Ctrl-MO gegen zMDM2-MO und Zebrafische ohne MO abgebildet.

Um zu iiberpriifen, ob die verringerte fluoreszierende Intensitét, sprich der Verlust von
EGFP, wirklich auf den Funktionsverlust in der glomeruliren Filtrationsbarriere zu-
riick zu fiithren ist, injizierten wir Alexa Fluor 647-konjugiertes 10-kD Dextran in die
CADE Fischlarve. Dieses Protein wird physiologischerweise in der glomeruldren Filtra-
tionsbarriere filtriert und im proximalen Tubulus von den Tubulusepithelzellen wieder

aufgenommen. Die Kontrollgruppe zeigte lediglich die 10-kD Dextran in den Tubulu-
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Abbildung 4.5: CADE-Fischlarve, welche mit zZMDM2-MO behandelt wurde. In der Far-
bung zeigt sich unter dem Fluoreszenzmikroskop ein verdnderter Glome-
rulus mit weniger Podozyten (griin), welche kaum Nephrin exprimieren
(rot). Bilder iiberlagert gelblich gefirbt. Mafstabsbalken 10 pm. [173]

sepithelzellen. Die Fischlarven mit dem Mdm2-Knockdown zeigten sowohl Dextran als
auch DBP-EGFP postglomerulir in den Tubulusepithelzellen [173]. Dadurch konnte ge-
zeigt werden, dass der grofmolekulare Proteinverlust nicht durch eine Leckage in den
Blutgefifen zustande kommt, sondern durch die Filtrationsbarriere hindurchtrat und
damit die Funktion der Filtrationsbarriere nicht gewéhrleistet war. In der Abbildung 4.8
ist der Tubulus dargestellt. Man erkennt, dass in der Mdm2- Knockdowngruppe sowohl
Dextran (rot) als auch DBP-EGFP (griin) in den Tubulusepithelzellen vorzufinden ist
(iiberlagert ergibt es eine gelbliche Farbung). In der Kontrollgruppe findet mal lediglich
Dextran (rot; auch in der Uberlagerung bleibt es rot) [173].
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Abbildung 4.6: ET-Fischlarve 3dpf mit Mdm2-Knockdown. Kaum Nephrinexpression,
langgestreckte Podozyten. Mafstabsbalken 25 pm.

200+
2
[
S 150+
£ —
3
2 100+
[+}]
o
o
= 50-
_g -
(18

0 T T
no MO ctrl MO MDM2 MO

Abbildung 4.7: Signifikanter Verlust vom fluoreszierenden DPB-EGFP Protein in den
Zebrafischen mit Mdm2-Knockdown, welcher durch einen Funktionsver-
lust in der Filtrationsbarriere zustande kommt. *P < 0,05; **P < 0,005
[173]
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Abbildung 4.8: Injektion von 10kD-Dextran zur Visualisierung der Durchgingigkeit der
Filtrationsbarriere: in den Kontroll-MO Fischen 3dpf zeigt sich nur Dex-
tran (rot) in den Tubuluszellen; in den Mdm2-Knockdown Fischen ist
sowohl Dextran (rot) als auch DPB-EGFP (griin) in den Tubuluszel-
len. [173]

4.2 Ergebnisse in den Zebrafischen: Knockdown von
Mdm?2 und p53

4.2.1 Knockdown von p53 und Mdm?2 in den Zebrafischen
mittels RT-PCR bestatigt

Um sicherzustellen, dass der doppelte Knockdown mittels Morpholino funktionierte, ver-
wendeten wir Fischeier der ET-Linie und Cade-Linie. Wir stellten ein gemischtes Mor-
pholino mit zMDM2 und zp53 her. Dies injizierten wir in die Fischeier in einer Zeitspanne
von 40 Minuten nach dem Legen der Fischeier, da die Teilung schnell voranschreitet. Zum
Vergleich injizierten wir Kontroll-Morpholino in die ET-Fischeier und ebenfalls verwen-
deten wir Fischeier ohne Behandlung (no MO). Daraufhin untersuchten wir die Fischeier
erneut dahingehend, ob die fiir MDM2 und p53 kodierende Sequenzen aus dem Genom

der Fischlarven beziehungsweise aus dem Genom der Podozyten, entfernte. Es wurden
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von jeder Gruppe befruchtete Zebrafische genommen, woraus die mRNA isoliert wurde
und im Anschluss in ¢cDNA umgeschrieben wurde. Dann wurde die mRNA-Expression
von MDM2 und p53 mittels Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion untersucht. Hierbei
wurden p53-und MDM2-mRNA von CTRL MO-Zebrafischen (Kontrollgruppe) mit den
MDM2/p53 MO-Zebrafischen (Knockdown) verglichen (siche Abbildung 4.9). Erneut
wurde die Ziel-mRNA-Expressionsspiegel als der Mittelwert des Verhiltnisses gegen-
tiber dem jeweiligen CTrB1-mRNA-Level ausgedriickt. Es zeigte sich in der p58/Mdm2-
Knockdown Zebrafischversuchsreihe eine signifikante Verminderung von MDM2-mRNA
und p53-mRNA verglichen mit der Kontrollgruppe. Absolut ausgedriickt ergibt sich fiir
die MDM2-Kontrollgruppe ein Wert von circa 0,55 versus 0,15 [173].

Khk
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Abbildung 4.9: Nach Injektion der befruchteten Zebrafischeier zeigte sich die mRNA Ex-
pression von pb3 und MDM2 signifikant reduziert im Vergleich zur Kon-
trollgruppe. Die Ziel-mRNA-Expressionslevel wurden mittels RT-PCR
quantifiziert. Es wurde der Mittelwert des Verhéltnisses gegeniiber dem
jeweiligen CTrB1-mRNA-Level ausgedriickt. Die Daten sind Mittelwer-
te+/- SEM. [173]

4.2.2 Knockdown von p53 und Mdm?2 fiihrt zu keinen

Malformationen

Zum Vergleich der zuvor beschriebenen makroskopischen Verédnderungen untersuchten
wir diese bei doppeltem Knockdown ebenfalls. Hierfiir injizierten wir erneut zMDM?2 /zp53
Morpholino in die befruchteten Fischeier, sowie Kontroll-MO. Wir untersuchten die
Fischlarven drei Tage nach der Fertilisation unter dem Mikroskop. Es zeigte sich eine

makroskopisch normal entwickelte Fischlarve. Im Vergleich zu den vorherigen Ergebnis-
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sen beim singuldren Mdm2-Knockdown erkennt man, dass die Fischlarven keine Odeme
entwickelten und es zu keiner Malformation kam, wie in den exemplarischen Bildern
in Abbildung 4.10 und 4.11 zu sehen ist. Der doppelte Knockdown (p53 und MDM2)
rettete den Phanotyp.

Kontroll-MO

Abbildung 4.10: Vergleich des Phénotyps. Fischlarve 3dpf mit zMDM2/2p53-
Knockdown zeigt den gleichen Phénotyp wie die Kontroll-Morpholino-
Fischlarve, sowie die Fischlarve ohne Morpholino. Mafsstabsbalken
100 pm.

Durch die makroskopisch physiologische Entwicklung der Fischlarven, hatten die zMDM2/zp53-

Knockdown-Fischlarven keine Probleme aus ihren Fischeiern zu schliipfen. Man konnte

keinen Unterschied im Erscheinungstyp zwischen der Kontrollgruppe und der Knockdown-
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Abbildung 4.11: 3dpf Fischlarve mit zMDM2/zp53-Knockdown zeigte keine Bildung
eines perikardialen Odems, genauso wenig wie in der Kontroll-MO-
Fischlarve 3dpf. [173]

Gruppe erkennen.

4.2.3 Knockdown von Mdm2 und p53 in den Podozyten fiihrt zu
einer vergleichbaren Nephrinexpression wie in der

Kontrollgruppe

Nachdem sich morphologisch zeigte, dass es im Vergleich zum zMdmZ2-Knockdown zu
einem intakten Phidnotyp kommt, wollten wir die Unterschiede auch hinsichtlich der glo-
meruldren Struktur vergleichen. Hierfiir verwendeten wir erneut Fischlarven drei Tage
nach der Fertilisation. Es wurde eine Kontrollgruppe, welche das Kontroll-Morpholino

in die Fischeier injiziiert bekam, hergestellt. Ebenso wurde die zMDM2/zp53-Gruppe
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hergestellt, in welche zMDM2/zp53-Morpholino injiziiert wurde und somit zu einem
Knockdown beider Proteine fiihrte. Erneut wurde hierfiir die ET-Zebrafischreihe ver-
wendet, welche sich aufgrund ihrer transparenten Eigenschaft besser fiir mikroskopische
Untersuchungen eignet. Ebenso fluoreszieren hierbei die Podozyten in griin, da sie unter
dem wtl-Promoter exprimiert werden. Wir stellten 60 pm dicke Kryoschnitte von den
Fischlarven vier Tage nach Fertilisation (4dpf) her. Diese firbten wir zum einen mit
Hoechst, welche dem Nukleus eine blaue Farbung verleiht. Zum anderen farbten wir mit
Nephrin, welche ein Strukturbestandteil der Podozyten ist und sich rot farbt. Im An-
schluss untersuchten wir die gefarbten, fixierten Kryoschnitte unter dem Laser scanning
Mikroskop. Bei doppeltem Knockdown zeite sich keine verminderte Nephrinexpression.
Im Vergleich dazu hatten wir in der zMdm2-Knockdown-Gruppe eine signifikante Re-
duktion von Nephrin in den Podozyten gesehen [173]. Nun hatten wir ein vergleichbares
glomeruldres Bild von der Kontrollgruppe als auch von der zMDM2/zp53-Knockdown-
Gruppe. Das bedeutete, dass der doppelte Knockdown nicht nur den duferlichen Pha-
notyp rettete, sondern auch den strukturellen und funktionellen Phénotyp der zMdm2-
Knockdown-Morpholino-Gruppe. Abbildung 4.12 zeigt hierbei ein normales Glomerulum
aus der Kontrollgruppe und Abbildung 4.13 zeigt ebenfalls ein normales Glomerulum aus
der zMDM2/zp53-Knockdown-Gruppe.

4.2.4 Die glomeruldre Filtrationsbarriere bleibt bei doppeltem
Knockdown (Mdm2 und p53) intakt

Nun interessierte uns die Funktionsfahigkeit der glomeruliaren Filtrationsbarriere. Hierfiir
verwendeten wir erneut die CADE-Zebrafischlinie, welche das Vitamin D-binding prote-
ine (DBP) an eGEP bindet, welches widerrum rot fluoreszierend ist. Dadurch kann man
mithilfe des laser scanning Mikroskop den Verlauf des rot fluoreszierenden Farbstoffes,
welcher die Ortlichkeit von Vitamin D verrit, verfolgen. Da Vitamin D physiologischer-
weise die glomeruldre Filtrationsbarriere nicht passieren sollte, kann man hierbei die
Intaktheit der filtrierenden Strukturen iiberpriifen. Die Untersuchungen zeigten, dass
es zu keinem Verlust des fluoreszierenden DBP-EGFP Proteins iiber die glomeruldre
Filtrationsbarriere bei doppeltem Knockdown mit p53 und Mdm2 kam [173]. Zuvor
zeigte sich beim singuldren Mdm2-Knockdown ein signifikanter Unterschied des fluo-
reszierenden DBP-EGFEFP Proteins im Vergleich zur Kontrollgruppe. Somit konnten wir

schlussfolgern, dass auch die Funktion und Struktur der glomeruldren Filtrationsbarriere
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Abbildung 4.12: ET-Zebrafischlinie 4dpf mit Kontroll-MO-Injektion. Podozyten (griin)
exprimieren Nephrin (rot). Normal entwickelter Glomerulus. Mafstabs-
balken 10 pm. [173]

bei doppeltem Knockdown (p53 und Mdm2) intakt bleibt im Gegensatz zum einseitigen
Knockdown von Mdm2 (siehe Abbildung 4.14).

Auch hier interessierte uns der Verlauf kleinmolekularer Proteine wie 10-kD Dextran.
Hierfiir injizierten wir Alexa Fluor 647-konjugiertes 10-kD Dextran in die CADE-Fischlarve
4dpf und untersuchten es direkt unter dem Mikroskop. Dieses kleinmolekulare Protein
tritt physiologischerweise durch die Filtrationsbarriere hindurch, sodass wir unter dem
Mikroskop aufgrund des rot fluoreszierenden Farbstoffes die Tubulusepithelzellen beur-
teilen konnen. Es zeigte sich in den Tubulusepithelzellen in der MDM2/p53 MO-Gruppe
nur das Protein Dextran, ebenso wie in der Kontrollgruppe. Im Gegensatz zu der MDM2-
MO-Gruppe, wo mithilfe des Dextrans das Vorhandensein von Vitamin D nach der Fil-
trationsbarriere in den Tubulusepithelzellen gezeigt werden konnte [173]. Somit bestéitigt
dies, dass es sich hierbei um eine intakte glomerulédre Filtrationsbarriere handelt und es
aufgrund des doppelten Knockdowns zu einer Rettung der Struktur kommt. Wie in Ab-
bildung 4.15 dargestellt, erkennt man nur Dextran (rot) in den Tubulusepithelzellen.
DBP-GFP findet sich nicht vor, sodass es in der Uberlagerung (merged) auch nicht zur
Gelbfarbung kommt.
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Abbildung 4.13:

Abbildung 4.14:

ET-Zebrafischlinie 4dpf mit zMDM2/zp53-Knockdown. Der doppelte
Knockdown rettet den Phénotyp. Es zeigt sich ein gut entwickelter
Glomerulus, in Grofe, Form und Nephrinexpression vergleichbar zur
Kontrollgruppe. Mafstabsbalken 10 pm. [173]
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Die Intensitéit des fluoreszierenden Proteins DBP-EGFP ist in der Kon-
trollgruppe und in der MDM2/p53 MO Gruppe vergleichbar. Die Struk-
tur und Funktion der Filtrationsbarriere konnte durch den doppelten

Knockdown gerettet werden. [173]
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Abbildung 4.15: Tubulusepithelzellen postglomeruldr zeigen das Vorhandensein vom
kleinmolekularen 10-kD Dextran sowohl in der MDM2/p53-MO-
Gruppe als auch in der Kontrollgruppe. Kein Nachweis von DBP-EGFP,

somit ist die Filtrationsbarriere intakt. |173|

4.3 Ergebnisse im Mausmodell

4.3.1 Kreuzung von MDM?2/z/floz.Nphs2-cre4+ Mausen mit
p53/loz/flor fijhrt zu Podozyten-spezifischem
Doppel-Knockout MDM2/0z/flox. g3 flox/flor. Nphs2-cre4
(MDM2 / p53P7°d )_M3iusen

Nachdem sich im Zebrafischmodell die eben beschriebenen Ergebnisse zeigten, interes-
sierte uns, ob sich diese in einem hoéheren Organismus &hneln. Dafiir verpaarten wir
die von uns erzeugten Mause, welche einen spezifischen Knockout von Mdm2 in den
Podozyten besitzen (MDM270%/flor:Nphs2-cre+ Miuse) mit p53717/ /1o Musen, welche
einen Podozyten-spezifischen Knockout von pb3 besitzen. Nach der Verpaarung fiithrten
wir bei den Jungtieren eine Genotypisierung zur Uberpriifung des Knockouts. Daraus
entstanden die doppelten Knockout-Méuse MDM2 / p53P7°¢ Als Kontrolle verwende-
ten wir fiir unsere Versuche MDM27!0v/floz 53 floz/wt. Nphs2-cre+ (MDM2PPed / p537//wt)
Wurfgeschwister.
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4.3.2 Der doppelte Knockout rettet den vakuolisierenden

Phanotyp

Zur Visualisierung der Glomerula, fiilhrten wir Farbungen derselben durch. Bereits zu-
vor wurden in unserem Labor Nierenschnitte bei MDM2/¢/ /" M&usen durchgefiihrt, wo
sich eine Vakuolenbildung zeigte. Dafiir fiihrten wir Nierenschnitte bei 14 Wochen alten
Maéusen durch, in der Kontrollgruppe, in der doppelten Knockout-Gruppe und in der
MDM?27t/ 7t Gruppe. Davon fertigten wir eine PAS-Firbung an und untersuchten sie
unter dem Elektronenmikroskop. Durch den spezifischen Knockout von Mdm?2 in den
Podozyten kam es bildmorphologisch zu einer deutlichen Bildung von Vakuolen in den
Podozyten. Dieser vakuolisierende Phinotyp konnte sowohl in der Kontrolle MDM2/!/ /1
Gruppe, als auch in der doppelten Knockout MDM?2 / p53PP°d Gruppe nicht gezeigt wer-
den [173]. Abbildung 4.16 vergleicht makroskopisch die Kontrollgruppe, den singuliren
und den doppelten Knockout in der Elektronenmikroskopie und in der PAS-Féarbung.

4.3.3 Der doppelte Knockout fiihrt zu einer hoheren Zahl von
WT-1/Nephrin positiven Podozyten im Alter von 3 versus
14 Wochen

Wir fiihrten ebenfalls eine Zweifachfarbung der angefertigten Nierenschnitte von der
Kontrollgruppe MDM2PP%¢ / p53//%t und der doppelten Knockout-Gruppe MDM2 / p53PPod
auf WT-1 und Nephrin durch. Dabei interessierte uns die Anzahl der differenzierten Po-
dozyten in der jeweiligen Gruppe. In den Schnitten erkennt man, dass in der Kontroll-
gruppe deutlich weniger differenzierte Podozyten zu erkennen sind, im Gegensatz zu der
Mausegruppe mit dem doppelten Knockout. In Abbildung 4.17 sieht man rotlich ver-
farbt die Podozyten beziehungsweise Nephrin-positiven Zellen. Im doppelten Knockout
sind deutlich mehr Podozyten erkennbar [173].

Nachdem sich makroskopisch dieses Bild zeigte, interessierte uns die Anzahl der W'T-
1/Nephrin-positiven-Zellen. Mittels RT-PCR quantifizierten wir die Anzahl der WT-
1/Nephrin-positiven Zellen der Glomerula in der Kontrollgruppe und der doppelten
Knockout Gruppe im Alter von 3 beziehungsweise 14 Wochen. Im Alter von drei Wochen
war diesbeziiglich kein Unterschied erkennbar. Nach 14 Wochen zeigte sich allerdings
ein signifikanter Unterschied der WT-1/Nephrin-positiven Zellen [173|. Dies spiegelte

das Bild der zuvor angefertigten Zweifachfarbung, ebenfalls im Alter von 14 Wochen,
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Abbildung 4.16: Reprisentative Nierenschnitte von Mausen im Alter von 14 Wochen bei
MDM27/f Kontrolle, MDM2PP°? / p53f/wt yund MDM?2/p53°P°4. Mak-
stabsbalken 100 pm in der oberen Reihe, 20 pm in der mittleren. Die
untere zeigt die dazugehorigen Bilder unter dem Elektronenmikroskop.
Es zeigt deutlich die Wiederherstellung des vakuolisierenden Phino-
typs in den MDM2 / p53PP°? Mausen (Vergroferung von 4000 —12,000).
Mafstabsbalken 10 pm im unteren linken/mittleren; 2 pm im unteren
rechten. PAS = Periodic Acid Schiff; EM = Elektronenmikroskopie [173]

wieder. Zusammenfassend ergab sich in der Kontrollgruppe eine deutlich verminderte
Anzahl von WT-1/Nephrin-positiven Zellen (sieche Abbildung 4.18).

4.3.4 Der doppelte Knockout von p53 und Mdm2 in den
Podozyten sichert die Funktionsfahigkeit der

Filtrationsbarriere im Sinne einer verminderten Proteinurie

Zuvor publizierte Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass ein Podozyten-

spezifischer Knockout von Mdm2 in den Mausen zu einem progredienten Verlust der Po-

84



14 weeks

MDM24eed[p53" MDM2/p53°e<

Abbildung 4.17: Zweifachfarbung von WT-1/Nephrin: Vergleich Anzahl der differenzier-
ten Podozyten in der Kontrollgruppe MDM2P7°? / p53//% yund der dop-
pelten Knockout-Gruppe MDM?2 / p53P7°¢ im Alter von 14 Wochen. In
der Kontrollgruppe sind deutlich weniger Podozyten. [173]
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Abbildung 4.18: Anzahl von WT-1/Nephrin-positiven Zellen im Alter von 3 und 14 Wo-
chen im Vergleich der Kontrollgruppe MDM2PPo? / p53f/%t und der dop-
pelten Knockout-Gruppe MDM?2 / p53PP°¢ | Erst nach 14 Wochen zeig-
te sich ein signifikanter Unterschied in der Podozytenanzahl. Die Daten

sind Mittelwerte +/-SEMs. **P < 0.01 versus Kontrollgruppe. [173|

dozyten fiihrt. Dieser wiederum geht mit einer Proteinurie, Glomerulosklerose, und einge-
schrankter Lebenserwartung einher. Daher fiithrten wir zum einen den Mdm2-Knockout
in den Zebrafischen zur besseren Vergleichbarkeit durch, zum anderen schlossen wir an

die Ergebnisse den doppelten Knockout von p53 und Mdm2 an um deren Interaktion
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und jeweilige Funktion besser zu verstehen.

Hierfiir untersuchten wir unsere Méause in Bezug auf die verminderte Funktionsfahigkeit
der Filtrationsbarriere, welche wir im Mdm2-Knockout zuvor feststellten. Wir unter-
suchten die Funktionsfihigkeit der Filtrationsbarriere mittels Messung der Proteinurie
(Albumin). Dies ermittelten wir mittels Albumin ELISA und berechneten daraus die
Album/Kreatinin Ratio im Urin der M&use. Wir verglichen die Albumin/Kreatinin Ra-
tio zwischen den doppelten Knockout Miusen MDM2 / p53P7°? und der Kontrollgruppe
MDM2Pred [ p53F/wt im Alter von 8 Wochen beziehungsweise 14 Wochen. Es zeigte sich
ein signifikanter Riickgang der Proteinurie bei den doppelten Knockout-M&ausen, sowohl
im Alter von 8 Wochen, als auch im Alten von 14 Wochen. Im Alter von 8 Wochen
ergab sich in der Kontrollgruppe eine mittlere Proteinurie von 1,4806 versus 0,28079
in der Gruppe mit dem Knockout von p53 und Mdm2 [173]. Zusammenfassend wur-
de ein Riickgang der Proteinurie bei den doppelten Knockout Méausen um circa 81 %
festgestellt(siche Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.19: Ergebnisse der  Proteinurie  verglichen =~ MDM2/p53PP°¢  und

MDM2Ppod | 1537/wt (8-Wochen: n=17 Kontrollgruppe
MDM2Ppod [ p53f/wt =P (.005. Die Daten sind Mittelwerte -+ /-
SEM. [173]

Erneut iiberpriiften wir die Proteinurie im Alter von 14 Wochen. Die Proteinurie war
ebenfalls signifikant niedriger im Vergleich von doppelten Knockout Mausen vs. Kontroll-
gruppe. In Zahlen ausgedriickt hatten wir eine mittlere Proteinurie von 2,77377 in der
Kontrollgruppe versus 0,28079 in der doppelten Knockout Gruppe. Das bedeutet einen

signifikanten Riickgang der Proteinurie um circa 90 % [173]. Insgesamt zeigte sich aller-
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dings im fortschreitenden Alter eine hohere Proteinurie, sowohl in der Knockout Gruppe
als auch in der Kontrollgruppe. Es ergab sich eine mittlere Proteinurie von 2,77377 in
der Kontrollgruppe, im Vergleich dazu hatte die Kontrollgruppe in der 8.Lebenswoche
eine mittlere Proteinurie von 1,4806 [173]. Sprich, es kam nahezu zu einer Verdopplung
der Proteinurie im fortschreitenden Lebensalter von 6 Wochen. Ein &hnliches Bild zeigte
die M&usegruppe mit dem doppelten Knockout (p53 und Mdm2). Dort hatte die M&u-
segruppe im Alter von 14 Wochen eine mittlere Proteinurie von 0,43555 im Vergleich zu
0,28079 im Alter von 8 Wochen [173]. Auch hier zeigte sich eine Zunahme um circa ein
Drittel (siche Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.20: Ergebnisse der  Proteinurie  verglichen =~ MDM?2 /p53Pr°?  und
MDM2Pped / p53/f/wt (14-Wochen: n=10 Kontrollgruppe
MDM?2Pped /p53f/wt ynd n=8 MDM?2 /p53Prod). =P (.005. Die
Daten sind Mittelwerte + /- SEM. [173]

4.3.5 Knockout von p53 und Mdm2 in den Podozyten verlangert
das Uberleben

Zuletzt verglichen wir die Uberlebenszeit der beiden Gruppen, sprich von der Kontroll-
gruppe MDM2PPo? / 537/t versus der doppelten Knockout-Gruppe MDM?2 / p53Ppod
iiber einen Zeitraum von 19 Wochen. Dabei zeigte sich deutlich, dass in der doppelten
Knockout-Gruppe ein 100% Uberleben iiber den genannten Zeitraum herrschte. Wo-
hingegen in der Kontrollgruppe (Knockout von Mdm2) bis zur 10.Woche auch noch
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ein 100 %iges Uberleben vorlag. Danach kam es allerdings zu einer erhéhten Mortali-

tat. Nach 19 Wochen iiberlebten in der Kontrollgruppe nur noch circa 30 % [173]. Die
Uberlebenskurve ist in Abbildung 4.21 dargestellt.
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Abbildung 4.21: Vergleich ~ des  Uberlebens  zwischen  der

Kontrollgruppe
MDM2Ppod [ p53f/wt ynd  der

doppelten  Knockout-Gruppe
MDM?2 / p53PPod. Nach 19 Wochen lebten in der doppelten Knockout-

Gruppe noch 100%. In der Kontrollgruppe allerdings nur noch circa
30 %. Der doppelte Knockout fiihrte zu einem lingeren Uberleben. [173]

4.4 Ergebnisse in vitro

4.4.1 Mdm2-Knockdown fiihrt zur Uberexpression von p53 und
p53-Zielgenen, die den Zellzyklus , Zelltod und

Autophagie regulieren

Wir fithrten ebenfalls in vitro Experimente durch mit Zellpopulationen von Mauspo-
dozyten. Die RNA wurde von den Mauspodozyten isoliert. In der einen Gruppe wurde
eine Transfektion mit MDM2 siRNA durchgefiihrt, in der anderen mit Kontroll siRNA
fiir 48 Stunden. Darauthin wurde die RNA in ¢<DNA umgeschrieben um im Anschluss
eine quantitative RT-PCR durchzufiihren. Die mRNA Expression wurde mittels 18S als
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sogenanntes ,Housekeeping”“ Gen ermittelt. Es wurden Primer verwendet, welche Zielge-
ne von pb3 sind, die den Zellzyklus, Zelltod und Autophagie regulieren. Es zeigte sich
zum einen, dass, nachdem Mdm?2 supprimiert wurde, es zu einem Anstieg von p53 kam.
Allerdings fiihrte es neben dem Anstieg von pb3 auch zum Anstieg von p53-Zielgenen
wie FAS, p21 und ATGS5. Diese sind bekannt als Gene, welche den Zellzyklus, Zelltod
und Autophagie regulieren [198] [200] [187]. Die untersuchten Gene und ihre Expression
ist in Abbildung 4.22 dargestellt.
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Abbildung 4.22: RNA, welche von Mauspodozyten isoliert wurde, wurden fiir 48h mit
MDM?2 siRNA oder Kontroll siRNA behandelt. Es erfolgte die Um-
schreibung in ¢cDNA. Im Anschluss eine RT-PCR, 18S wurde als ,,Hou-
sekeeping® Gen verwendet um mRNA Expression zu ermitteln. Die Fx-
pressionsniveaus sind im Balkendiagramm dargestellt. Es erfolgte der
Vergleich mit Kontroll siRNA-transfizierten Podozyten (= Kontrolle).
Bei supprimiertem Mdm?2 zeigte es p53 hochreguliert, sowie Gene, wel-
che fiir den Zellzyklus, Zelltod und Autophagie verantwortlich sind (wie
zum Beispiel FAS, p21, ATG5). [173]

4.4.2 Der doppelte Knockdown (p534+Mdm?2) fiihrt zu einem

verminderten Zelluntergang

Zur Uberpriifung des Zelltods der Podozyten wurde ein LDH Assay durchgefiihrt. Beim
Zelluntergang jeglicher Zellen wird Laktatdehydrogenase (LDH) freigesetzt. Dies wurde
nun gemessen um damit eine Auskunft iiber das Ausmaf des Zellunterganges zu be-

kommen. In unserem Fall wurde dies in vitro bei den murinen Podozyten durchgefiihrt.
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Hierfiir fithrten wir eine Transfektion mit siRNA fiir MDM2, p53 und MDM2-+p53 durch.
Nach 24 Stunden konnte mittels LDH der Zelltod gemessen werden. Es zeigt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der MDM2 siRNA und der MDM2+4-p53 siRNA [173].
Es kam zu einem deutlich vermehrten Zelluntergang der Podozyten in der MDM?2 siR-

NA im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Gruppe mit dem doppelten Knockdown
(pb3+MDM2). Die Ergebnisse des LDH- Assays sind in Abbildung 4.23 dargestellt.
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Abbildung 4.23: LDH Assay zur Quantifizierung des Zelluntergangs in murinen Po-
dozyten. Verglichen werden MDM2 siRNA und MDM2+p53 siRNA.
Der Zelluntergang ist in MDM2+p53 siRNA signifikant geringer als
in MDM2 siRNA. Die Daten sind Mittelwerte +/-SEMs. **P,0.01;
**P,0.005. [173]

4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Mittels Experimenten in den Zebrafischen versuchten wir herauszufinden, ob der doppel-
te Knockout von Mdm2 und p53 unsere Hypothese bestétigt, dass diese Gegenspieler in
den Podozyten sind. Vorangegangene Arbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass ein
singulidrer Knockout von Mdm2 in den Podozyten zu einem Verlust der Podozyten fiihrt
und es dadurch zu einer Proteinurie, Glomerulosklerose und eingeschrinkten Lebens-

erwartung kommt. Die Ergebnisse sind Gegenstand einer separaten Promotionsarbeit.
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Aufgrund dessen fiithrten wir vorerst mit der Hilfe von Morpholinos einen einfachen
Knockdown von Mdm2 in den Zebrafischen durch. Es zeigte sich, dass es dadurch zu
Malformationen in der makroskopischen Entwicklung (perikardiale Odeme) und zu einem
Funktionsverlust der glomeruldren Filtrationsbarriere mit erhéhter Proteinurie kam. In
den angefertigten Farbungen zeigten sich zudem verdnderte Glomerula, eine verminderte

Podozytenanzahl und eine reduzierte Nephrinexpression.

Im Anschluss daran interessierte uns, zu welchen Ergebnissen wir gelangen, wenn sowohl
p5H3 als auch Mdm2 nicht mehr vorhanden sind. Erneut fiihrten wir mittels Morpholinos
einen Knockdown in den Zebrafischen durch, von Mdm2 und p53. Die anschlieffenden
Versuche zeigten, dass wir dadurch den Phénotyp retten konnten. Wir sahen keine ma-
kroskopischen Verdnderungen mehr, die Zebrafische glichen sich in Form und Lénge.
Zudem kam es zu keinem Funktionsverlust der Filtrationsbarriere. Die Zebrafische ent-
wickelten keine Proteinurie, die Podozyten waren in ihrer Anzahl &hnlich zwischen der
doppelten Knockout Gruppe und der Vergleichsgruppe. Nephrin wurde gleichermafien
exprimiert. Zur Bestédtigung der Ergebnisse in hoheren Organismen fiihrten wir mittels
Cre/loxP-System einen doppelten Knockout von p53 und Mdm2 in den Podozyten von
Ma&usen durch. Auch hier zeigte sich, dass der doppelte Knockout zu einem verlangerten
Uberleben fiihrte. Sowie zu einer hoheren Anzahl von wt-1/ Nephrin positiven Podo-
zyten und einer verminderten Proteinurie, sprich die Funktionsfidhigkeit der Podozyten
konnte dadurch beibehalten werden. Der zuvor beobachtete vakuolisierende Phéanotyp
bei einfachem Knockout von Mdm2 in den Podozyten, war im doppelten Knockout
nicht wiederholbar. Zuletzt zeigten in vitro FExperimente, dass es durch den Knock-
out von Mdm?2 in den Podozyten zu einer reaktiv gesteigerten Expression von pb3 und
den damit verbundenen Zielgenen wie p21, FAS und ATG)5 kommt, welche Autophagie,
Zelltod und Zellzyklus regulieren. Ebenfalls konnte mittels LDH Assay gezeigt werden,
dass mehr Zellen in den Podozyten zugrunde gehen im Mdm2-Knockdown im Vergleich
zum doppelten Knockout mit Mdm?2 und p53. MDM2 ist fiir das Uberleben von Po-
dozyten essentiell. Bei seinem Fehlen kommt es zu einer gesteigerten Expression des
Negativregulators p53 und das fiihrt zu einer erhohten Mortalitdt. Der doppelte Knock-
out verhindert eine Uberexpression von p53 und dadurch wird die Funktionsfihigkeit
der Podozyten aufrechterhalten. MDM2 hilft die Homd6ostase zu gewédhren und garan-
tiert ein lingerfristiges Uberleben, indem es p53-abhiingige Formen des Zellunterganges

verhindert.
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5 Diskussion

MDM?2 ist eine U3-Ubiqutin-Ligase und uuhat als Hauptnegativregulator von p53 die
Aufgabe zu dessen proteasomalen Abbau zu fithren oder seine Transkription zu ver-
mindern. Das wiederum fiihrt zu einer Minderung der durch p53-induzierten Apoptose
beziehungsweise zu einem Zellzyklusarrest und fiihrt stattdessen zu einem verléngerten
Uberleben der Zellen und zum Wachstum [181]. Dagegen fiihren Mutationen im Mdm2-
Gen zur Entstehung von Tumoren. Zudem konnte festgestellt werden, dass Mdm?2 iiber-
proportional viel in den Podozyten vorherrscht [126]. Sodass unsere Hypothese war, dass
MDM?2 zum einen fiir den Organismus nicht redundant ist zum Uberleben und dass es
speziell in der Niere, beziehungsweise in den Podozyten bendétigt wird um die Homdo-

stase aufrecht zu erhalten.

Durch vorangegangene Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe hatten wir Kenntnis dariiber,
dass es bei einem Knockout von Mdm2 in den Podozyten der Méause zu einem Funkti-
onsverlust der Filtrationsleistung kommt und mit einer erhéhten Letalitat einhergeht.
Daher bestand die Motivation fiir diese Arbeit nun darin diese Ergebnisse in den Zebrafi-
schen zu bestétigen. Zudem, ob dieser Effekt durch den doppelten Knockout riickgingig
gemacht werden kann. Nachdem sich unsere Hypothese, dass MDM2 zum einen fiir das
Uberleben von Podozyten unersitzlich ist, solange p53 aktiv ist und zum anderen dieser
Phénotyp durch das doppelte Ausschalten gerettet werden kann, bestétigte, begannen

wir mit den Experimenten in der Maus mit doppeltem Knockout in den Podozyten.

Insgesamt konnten wir folgende Schlussfolgerungen festhalten:

5.1 MDM?2 ist essenziel als Gegenspieler von p53 um fiir das Uberleben der Podo-
zyten zu sorgen und deren Widerstandsfahigkeit gegeniiber mechanischem, toxi-
schem und immunologischem Stress. Besteht ein Ungleichgewicht zugunsten von
pd3, kommt es zu einer gesteigerten Expression von p53, was wiederum zu einer
erh6hten Mortalitat fiihrt.
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5.2 Durch den doppelten Knockout, kann es zu keiner Uberexpression von p53 kom-
men und die Funktionsfihigkeit der Podozyten scheint nicht beeintrichtigt. Da-
durch bestétigt sich das enge Zusammenspiel dieser beiden Molekiile mit ihren

unterschiedlichen Aufgaben.

5.3 Durch MDM2 kann die Aktivitdt von p53 reguliert werden. Das ist essentiell fiir
das lebenslange Uberleben der Podozyten und zur Gewihrleistung der Homgostase

in der Niere.

5.4 Bei einem Knockout von Mdm2 kommt es neben der Uberaktivitit von p53 eben-
falls zur vermehrten Expression von Zielgenen, welche fiir Autophagie, Zelltod
und Zellzyklus zusténdig sind. Dadurch ergeben sich verschiedene Moglichkeiten
des Zelltods. Durch Ausschluss verschiedener Zelluntergangsvarianten wie Apop-
tose, Pyroptose, Pyronekrose, Nekroptose oder Ferroptose, stellten wir am ehesten
eine Zelluntergangsform namens Podoptose fest. Eine durch p53-Uberaktivitit-

induzierte Form des Zelltods.

5.1 MDMZ2 als essenzieller Gegenspieler von p53 fiir
das Uberleben der Podozyten

Der systemische Knockout von Mdm2 fiihrt zur embryonalen Letalitat, sprich ein kom-
plettes Fehlen von MDM2 ist nicht mit dem Uberleben vereinbar. Wohingegen der dop-
pelte Knockout, von Mdm2 und p53, wiederum den Phénotyp rettet [79] |31]. Bei spe-
zifischerem Knockout von Mdm?2 in verschiedenen Geweben fiihrt die Deletion zu unter-
schiedlichen Auswirkungen wie ein letaler Ausgang [16], Fehlbildungen der spezifischen
Organe [76] oder auch Regeneration der betroffenen Zellen [177|. Vorangegangene Ergeb-
nisse zeigten, dass eine Uberaktivitit des pro-apoptotischen Tumorsuppressors schwer-
wiegende Folgen fiir die Niere, und im Besonderen in den Podozyten, darstellt [76].
Durch die Durchfiihrung der Experimente in den Zebrafischen zum vorerst singulidren
Knockdown von Mdm2 mithilfe von Morpholinos, zeigte sich, dass sich die durch die
fehlende Funktion von Mdm2 entstandenen Folgen, bestéitigten. Durch den Knockdown
von Mdm?2 in den Zebrafischen bestétigten wir die wichtige Rolle von MDM?2 in der
Entwicklung eines Organismus. Bereits vorhergehende Arbeiten in Mausen konnten zei-
gen, dass ein kompletter Knockout von Mdm2 nicht mit dem Uberleben vereinbar ist. In

unseren Experimenten zeigte sich dies, indem es zu fehlerhaften Entwicklung kam. Die
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Tiere zeigten perikardiale Odeme, degenerative Entwicklung und speziell in den Nieren
eine Verdnderung der Glomerula mit einhergehender Proteinurie. Vorangegangene Ar-
beiten untersuchten den singuldren Knockout von Mdm?2 im héheren Organismus, der
Maus. Dort konnte festgestellt werden, dass ein Knockout von Mdm2 in den Podozyten
nicht zu einer embryonalen Letalitdt fithrt [126]. Erst postnatal, im Laufe der ersten
Lebenswochen, zeigte sich eine verminderte Podozytenzahl und die damit verbundene
reduzierte Nierenfunktion. So lasst sich vermuten, dass MDM?2 in den Podozyten nicht
notwendig ist wiahrend der Embryogenese. Es kommt dennoch zur regelrechten Anlage.
Das ist nicht in allen Geweben mit spezifischem Knockout von Mdm2 der Fall. Wie zum
Beispiel in Kardiomyozyten. Der gewebespezifische Knockout fiihrte dabei noch wéh-
rend der Embryogenese zum Verlust von Kardiomyozyten, worauf es zum Herzversagen
kam [53]. Ein weiteres Beispiel sind neuronale Zellen. Dort fithrte der gewebespezifische
Knockout von Mdm2 zur embryonalen Letalitdt [195]. Zusammenfassend benétigen Zel-
len MDM2 um die durch p53-induzierte Form des Zelltods zu kontrollieren und somit

ein lingeres Uberleben zu gewihrleisten.

5.2 Doppelter Knockout verhindert Uberexpression

Wie bereits gezeigt werden konnte hat das Fehlen von MDM?2 schwerwiegende Folgen.
Es fiihrt im Mausmodell mit genetischer Entfernung von Mdm2 zum embryonalen Tod.
Durch die dadurch entstandene Uberexpression von p53 und die damit verbundene feh-
lende Kontrolle von p53 kommt es zum Versterben der Tiere. Das kann durch ein Co-
Knockdown komplett gerettet werden [31] [79]. Durch unsere Ergebnisse konnten wir
zeigen, dass es bei fehlendem MDM?2 zum einen zum Versterben der Tiere kommt. Zum
anderen konnten wir in den Zebrafischen zeigen, dass der zuvor entstandene Phinotyp
durch das doppelte Ausschalten der zwei Gegenspieler p53 und Mdm?2 sich nicht aus-
priagt. Dadurch bestétigte sich vorerst unsere Hypothese, dass ein enges und wichtiges
Zusammenspiel zwischen MDM?2 und p53 herrscht. Auferdem kommt es durch die Ab-
wesenheit von MDM2 zu Verdnderungen, welche zum Teil nicht mit dem Leben vereinbar
sind. Sprich MDM2 verhindert den p53-induzierten Zelltod. Dariiber hinaus erweiterten
wir die Experimente auf die Maus als hoherem Organismus, um zu sehen, ob sich die
Hypothese erneut bestitigen ldsst. Auch hier zeigte sich, dass die zuvor beobachteten
Verédnderungen bei singuldrem Knockdown von Mdm2 in den Podozyten nicht auftreten.

Die Lebenszeit der Mause verlangerte sich. Die Proteinurie war niedriger beziehungswei-
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se nicht vorhanden, die Glomerula sahen unverindert aus. Ebenfalls wurden schon die
Verdnderungen dokumentiert bei gegensitzlichem, singuldrem Knockout: dem Knockout
von ph3. Es wurden einige Mausmodelle entwickelt, um p53 und seine Auswirkungen
besser verstehen und untersuchen zu kénnen. Wie sich vermuten liefs, kam es bei Mau-
sen mit einem homozygoten ps3-Knockout im Durchschnitt nach 4,5 Lebensmonaten
zur Tumorgenese [33] [142]. Im Gegensatz dazu kam es bei einem heterozygoten p53-
Knockout zur deutlich spiteren Tumorentwicklung. Im Vergleich, bei den homozygoten
Ma&usen nach 4,5 Monaten und bei den heterozygoten Knockout-Mé&usen nach ungefihr
17 Lebensmonaten. Die Tiere entwickelten Lymphome, vor allem B-Zell-Lymphome,
Osteosarkome, Weichteilsarkome und einige Kazinome [34|. Das Tumorspektrum der
homozygoten Knockout-M&use zeigt auch hier einige Unterschiede. Dabei kam es haupt-
séchlich zur Bildung von ebenfalls Lymphomen, aber vor allem T-Zell-Lymphome und
einige wenige Sarkome [65]. Zusammenfassend ist davon auszugehen, dass je weniger
p53 vorhanden ist, desto anfélliger sind die Zellen fiir die Entwicklung eines Tumors.
Spannend ist dennoch, dass es im Gegensatz zum Knockout von Mdm2 nicht zu einer
embryonalen Letalitdt kommt. Dadurch wird die wichtige und entscheidende Rolle von
MDM2 bei der Regulierung und Kontrolle der p53-Aktivitit verdeutlicht. Das bedeutet,
es herrscht ein enges Zusammenspiel. Denn zum einen wird durch MDM?2 die Bildung
von pd3 unterbunden und die Podozyten werden in die Mitose gedrdngt, wo es zum
Versterben der Podozyten durch die sogenannte mitotische Katastrophe kommt [126].
Zum anderen haben auch unsere Daten erneut gezeigt, dass es durch das Fehlen von
MDM2 zu einer unkontrollierten Aktivitiat von p53 kommt und dies ebenfalls zu einem
Ableben der Podozyten fiihrt.

5.3 Regulierung der Aktivitat von p53 durch MDM?2

Vorangegangene Experimente konnten zeigen, dass in den Podozyten im Vergleich zu an-
deren Geweben, eine relativ hohe Menge an MDM2 vorliegt [126]. Wie wichtig MDM2
fiir die Entwicklung ist, zeigen viele Experimente in den unterschiedlichsten Geweben.
Zum Beispiel ein Mausmodell, wo ein MDM2-Mangel postnatal in den glatten Musku-
laturzellen induziert wurde. Es folgten funktionelle Komplikationen, vor allem in der
gastrointestinalen Muskulatur was zum Versterben der Mé&use fiihrte [16]. Auch hier-
bei wurden, wie wir in unseren Experimenten bestéitigen konnten, erhdhte p53-Spiegel

festgestellt. Ein anderes Beispiel sind Untersuchungen der Augen bei Mdm2-Knockout.
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Hierbei folgte eine deutliche Mikrophthalmie [76]. Bei Untersuchungen an neuronalen
Stammzellen aus der subventrikuliren Zone des Gehirns, fiihrten die induzierten Ver-
dnderungen mit Mdmz2-Deletion ebenfalls zur Apoptose. Durch eine ungehemmte und
ungeregelte Aktivitdt von p53 [45] [186]. Aber nicht in allen epithelialen Geweben glei-
chen sich die Ergebnisse. Ein Beispiel ist hierfiir, dass das Fehlen von MDM2 in intes-
tinalen Epithelzellen zu keinem lang anhaltenden Phéanotyp fiihrt. Der Grund hierfiir ist
das schnelle Wachstum der Zellen mit einer unzureichenden Cre-Rekombinase-Aktivitat,
was zu einem vermindertem Knockdown von Mdm2 fithrt [177]. Im Vergleich zu oben
genannten Beispielen, schaffen es die benachbarten Zellen, welche eine Resistenz gegen-
iiber der Mdm2 Suppression zeigen, durch Proliferation den entstandenen Schaden zu
kompensieren und damit die Funktionalitdt des Zellverbands zu gewéhrleisten. Dieses
Phénomen kann allerdings in den Podozyten nicht auftreten, da diese nicht die Fahig-
keit besitzen sich zu teilen, genauso wie zum Beispiel bei den Neuronen. Das bedeutet,
dass es bei Verlust von Podozyten kaum zu Neubildungen kommt und somit werden sie
nicht ersetzt [188|. Das fiihrt uns zuriick zu der Frage, warum es dann in den Podozy-
ten, im Vergleich zu anderen Epithelien, physiologisch ein vergleichbar hoher MDM2-
Spiegel vorherrscht. Das lasst vermuten, dass in den Podozyten ein engerer Spielraum fiir
die Aktivitdt von pb3 geschaffen werden muss. Denn im ausdifferenzierten Zellverband
der Podozytenpopulation besteht keine Mdoglichkeit zur Regeneration durch Prolifera-
tion [188]. Dadurch erscheint es fiir Zellen, die eine rasche und stéindige Proliferation
vorweisen, wichtiger, dass sie empfindlicher auf die Aktivitdt von pb3 sind. Denn eine
hohe Proliferationsrate weist ein hoheres Mutationsrisiko auf und dieses mochte man
durch p53-induzierte Apoptose verhindern. Im Gegensatz dazu besteht bei den Podo-
zyten zum einen durch die fehlende Proliferation ein geringeres Risiko zur Entartung.
Zum anderen scheint es durch die fehlende Regenerationsfihigkeit umso wichtiger die
po3-Aktivitdt durch tendenziell h6here MDM2-Spiegel zu mindern um damit unnotigen
Zellverlust zu vermeiden. Somit ist MDM?2 zum lebenslangen Uberleben der Podozyten

und zur Gewéhrleistung der Homoostase in der Niere essenziell.
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5.4 Bei Mdm2-Knockdown vermehrte Expression von

Zielgenen, die Zelluntergangsformen induzieren

Durch unsere Ergebnisse konnten wir zeigen, dass es bei einem Knockdown von Mdm?2
nicht nur zu einer Hochregulation von p53 kam, sondern auch zu einer vermehrten Ex-
pression von durch pb3-aktivierten Zielgenen. Doch welche Art des Zelltods wird durch
MDM2 verhindert? Durch verschiedene Untersuchungen, konnte zum Beispiel Apopto-
se als Zelltodform ausgeschlossen werden [108]. Dies war insofern interessant, da p53
vor allem zur Induktion von Apoptose zustindig ist, sodass man schlussfolgern konnte,
dass eine andere Art des Zellunterganges vorliegen muss. Durch Untersuchung der Ziel-
gene von pd3 konnten weitere Formen des Zellunterganges ausgeschlossen werden wie
Pyroptose, Pyronekrose, Nekroptose oder Ferroptose [59] [13]. Auf dieser Suche, konnte
eine vermehrte und dysregulierte Autophagie registriert werden. Allerdings konnte dies
auch eher unsperzifisch auftreten und nur in Zusammenhang mit vermehrtem Zellstress
stehen. Ebenfalls ist es fraglich, ob es in den ersten Lebenswochen alleinig ursichlich
fiir den Zelltod ist [63]. Durch die morphologischen Verdnderungen, welche sich durch
zytoplasmatische Vakuolisierung und Zeichen von ER Stress zeigten, dhnelte es dem Zell-
tod namens Paraptose [168] [157]. Fiir die Einstufung eines Zelltods allerdings benétigt
man neben den morphologischen Verdanderungen auch die dahinterstehenden Signale und
vor allem den Signalweg. Dieser scheint bislang unbekannt zu sein [48]. Sodass, nach-
dem keine der etablierten Zelltodarten hervorgehoben werden konnte, eine neue Art des
Zelltods ins Spiel gebracht wurde: Podoptose. Sodass Podozyten MDM2 nicht nur zur
Aufrechterhaltung der Homd&ostase und der Nierenfunktion bendtigt wird, sondern auch
um eine durch p53-Uberaktivitit-induzierte Form des Zelltods namens Podoptose oder
auch Paraptopse-dhnlich zu verhindern. Eventuell resultiert diese eigene Form des Zell-
tods auch aus der fehlenden Regenerierbarkeit der Podozyten. Dadurch soll die Schwelle,

im Gegensatz zu anderen Zellen, deutlich héher sein, bevor der Zelltod induziert wird.

Limitationen:

e Zebrafische sind einfache Organismen, deswegen kdnnen sie lediglich als Grundlage
dienen um vorerst erstellte Hypothesen zu iiberpriifen um sie dann an héheren
Organismen wie Mausen zu testen und deren Auswirkungen festzustellen. Aber
auch die Durchfiihrung der Experimente im Mausmodell kénnen nur eingeschrénkt

die physiologische Rolle von MDM2 und p53 widerspiegeln.
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e Die Modelle sind lediglich auf das Zusammenspiel zwischen p53 und MDM?2 be-
schrankt. Natiirlich sind das nicht die einzigen, die miteinander interagieren, sodass
viele andere Entwicklungen /Entstehungen moglich sind, die nicht in Betracht ge-
zogen wurden. Man darf daher nicht vermuten, dass bei einer Mutation des einen
eine einfache Elimination des Gegenspielers das Problem 16st. Dafiir gibt es zu vie-
le Interaktionen von beispielsweise MDM?2 wie Abbildung 5.1 zeigt. Zudem miisste
man in den Tiermodellen den Beobachtungszeitraum verldngern um verlasslichere

Aussagen iiber Langzeitentwicklungen treffen zu konnen.

e Natiirlich ist nicht nur MDM2 wichtig zur Aufrechterhaltung von Podozyten und
damit zur Sicherung der Homoostase in der Niere. Es ist nur ein Bestandteil davon.
Dafiir muss man die Struktur noch besser verstehen /untersuchen und natiirlich bei
den jeweiligen Erkrankungen die Pathogenese herausarbeiten. Dies scheint elemen-
tar auch fiir die Behandlung der Millionen Patienten mit chronischer Niereninsuffi-
zienz, denn Podopathie ist immer noch zu 90 % urséchlich fiir die Entwicklung einer

CKD. Deshalb ist es auch fiir unser Gesundheitssystem wichtig und interessant.

e Natiirlich muss neben dem Erforschen der Verdnderungen nach Verlust der MDM2-
Funktion, auch die Ursache fiir den Funktionsverlust herausgearbeitet werden. Da-
mit man dies verhindern kann und eventuell praventive Behandlungsoptionen zur
Verfiigung stehen. kann. Ist es zum Besipiel mdoglich, dass zu hoher Stress fiir die
Podozyten, sei es durch zu hohen Filtrationsdruck, zu hohe Akkumulation von No-
xen, zu viele Proteine/Glucose dazu fiihrt MDM2 herunter zu regulieren um damit

den Zelltod pb3-induziert einzuleiten? Wenn ja, wie kann dies verhindert werden?
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Abbildung 5.1: Interaktionsmoglichkeiten von MDM?2
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