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ZUSAMMENFASSUNG I

Zusammenfassung

Syndecane sind membrangebundene Heparansulfat-Proteoglykane, die in einer Vielzahl
von Zellen exprimiert werden. lhre gewebsspezifische und entwicklungsabhingige
Expression wird von verschiedenen Faktoren reguliert. An ihrem Core-Protein befinden
sich Heparansulfatketten, liber die Syndecane befdhigt sind, Bindungen mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren einzugehen. Des Weiteren konnen sie mit Hilfe von Protein—Protein
Interaktionen an einer Vielzahl von zelluldren Signalprozessen teilnehmen, die
Proliferation, Migration und Differenzierung betreffen. Im Gegensatz zu den anderen drei
Mitgliedern der Syndecan-Familie ist Syndecan-4 in den meisten Zelltypen vorhanden. Die
Defizienz des Syndecan-4-Gens fiihrt jedoch zu keinem spontanen Phénotyp. Erst durch
duflere Stress-Bedingungen werden die Syndecan-4-knockout-Méause herausgefordert und
weisen Unterschiede zu Wildtyp-Mausen auf. In Wundheilungsstudien duflert sich die
Syndecan-4-Defizienz in einer verzdgerten Wundheilung mit einer gestérten Angiogenese
(Echtermeyer et al., 2001). Im Modell einer obstruktiven Nephropathie nach Injektion von
k-Carrageenan weisen die Syndecan-4-defizienten Miause im Vergleich zu Wildtyp-
Miusen groBere tubulire Schiden auf (Ishiguro et al., 2001b). Uberdies duBert sich die
Anfilligkeit der Syndecan-4-knockout-Miuse gegeniiber dieser obstruktiven Nephropathie
durch eine um dreiflig Prozent erhdhte Sterberate.

Die Fragestellung der eigenen Arbeit bezog sich darauf, ob die Syndecan-4-Defizienz
Auswirkungen auf den Verlauf von zwei verschiedenen Nierenerkrankungsmodellen hat.
Der Schwerpunkt lag primédr in der Charakterisierung eines renalen Phinotyps nach einer
sechzigtdgigen unilateralen Nephrektomie. Die unilaterale Nephrektomie (UNX), bei der
eine Niere entfernt wird, schiadigt primédr die Glomeruli. Daten aus dem UNX-Modell an
Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Méusen zeigten, dass minnliche Syndecan-4-
defiziente Méuse glomerulosklerotische Verdnderungen in ihren Nieren entwickelten, die
in keiner weiteren Versuchsgruppe beobachtet werden konnte. Die sklerotischen Bereiche
in den Nieren der Syndecan-4-defizienten UNX-Minnchen enthielten verschiedene
Glykogene und Kollagene, die mit immunhistochemischen Anfirbungen teilweise als
Kollagen TypI und —IV sowie Fibronektin charakterisiert werden konnten. Uberdies
zeigten sie auf ultrastruktureller Ebene grofflichige mesangiale Expansionen sowie
Basalmembranverdickungen und —Einschniirrungen, die zu einem Kapillarlumen-Kollaps

fiihrten. Die genaue Atiologie dieser in Syndecan-4-defizienten Minnchen beobachteten
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Glomerulopathie ist unklar. Es konnten jedoch mit biochemischen Methoden erhdhte
TGF-B1 Proteinmengen in den minnlichen Syndecan-4-defizienten Mausen detektiert
werden. Uberdies induzierte die UNX in den Syndecan-4-knockout-Miusen beiderlei
Geschlechts im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine erhohte Syndecan-2 Protein und
mRNA Expression in den Glomeruli. Die sowohl durch Immunhistochemie wie Farbungen
und in situ-Hybridisierungen als auch biochemisch durch Real time PCR und Western
Blots detektierbare Syndecan-2 Expression wurde als Kompensation gedeutet. Arbeiten
von Chen et al. (2004) lassen vermuten, dass in der diabetischen Niere eine Interaktion
zwischen TGF-B1 und Syndecan-2 besteht. In der diabetischen Niere ist die Expression
von Syndecan-2 und TGF-B1 erhoht (Chen et al., 2004). Diese erhdhten Expressionen
fiihren zur Amplifizierung der fibrotischen Prozesse in der diabetischen Niere. Die oben
beschriebene Interaktion zwischen TGF-B1 und Syndecan-2 in der diabetischen Niere
konnte auch fiir die beobachtete Glomerulopathie in Syndecan-4-defizienten UNX-
Minnchen von Bedeutung sein.

Im dem =zweiten angewandten Nierenerkrankungsmodell, der unilateralen
Uretherobstruktion (UUO), wird der Urether einseitig abgeschniirt, wodurch eine
tubulointerstitielle Fibrose ausgelost wird. Zunéchst konnten nach einer Obstruktionsdauer
von drei sowie zwolf Tagen keine genotypisch bedingten histologischen und
makroskopischen Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-Méusen festgestellt
werden. Erst nach flinfzigtigiger Obstruktionsdauer reagierten Syndecan-4-defiziente
Maiuse mit einer erhohten alpha smooth muscle Aktin Expression sowie einer erhohten
Stressantwort, die mit erhdhten hsc70 (heat shock cognate) Proteinmengen korrelierte.
Jedoch fehlten auch fiir diesen Zeitpunkt histologisch sichtbare Unterschiede zwischen
Wildtyp- und Knockout-Mausen.

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Erforschung von mdglichen
kompensatorischen Proteinen in primdren Syndecan-4-defizienten Hautfibroblasten. Die
Hypothese einer putativen Kompensation bezog sich auf Beobachtungen aus
Wundheilungsstudien, in denen Syndecan-4-knockout Mause Storungen aufweisen, die
Wunden am Ende des Prozesses jedoch verheilen (Echtermeyer et al., 2001). Eigene
Resultate mit primédren Hautfibroblasten zeigen eine vermehrte Syndecan-1 Expression, die
zudem durch Induktion mit TGF-B1 gedrosselt wurde. Diese in vitro Daten sprechen fiir
eine kompensatorische Expression von Syndecan-1 in Syndecan-4-defizienten

Fibroblasten.
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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

In dieser Arbeit wurden zwei Nierenerkrankungsmodelle an Syndecan-4-defizienten
Miusen angewandt, um pathologische Prozesse und Unterschiede im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen zu untersuchen. Daher werden zunichst der Aufbau und die Funktion der
Niere im Organismus von Sdugetieren beschrieben. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag in
der  Erforschung der Pathogenese nach Schiddigung der Nieren durch
Nierenerkrankungsmodelle, so dass im Rahmen dieser Arbeit Nierenerkrankungen
generell, glomerulosklerotische Entwicklungen im Speziellen, eine zentrale Bedeutung

zukommt und daher genauer vorgestellt werden.

1.1 Aufbau und Funktion der Niere

In der Klasse der Sdugetiere ist die Niere ein paarig angelegtes Organ, das fiir die
Ausscheidung von Stoffwechselabbauprodukten zustindig ist. Weitere Funktionen der
Niere sind die Exkretion von harnpflichtigen Stoffen, wie Giftstoffen, der Ausgleich der
Wasser-Elektrolytbilanz des Organismus und die Bildung von Hormonen wie Renin,
Erythropoetin und Vitamin D (Eckert, R. (2002) Tierphysiologie, 4. Auflage, Thieme
Verlag).

Die Niere ist in eine Nierenkapsel eingehiillt, die von einer schiitzenden Fettschicht
umgeben ist (Eckert, R. (2002) Tierphysiologie, 4. Auflage, Thieme Verlag.). Die
Nierenrinde (Cortex renalis) enthélt die Nierenkdrperchen und die gewundenen Abschnitte
der Harnkanélchen.

Eine funktionelle Einheit besteht aus einem Glomerulus, proximalem und distalem
Tubulus und der Henleschen Schleife, einem haarnadelartigen Reabsorptionssystem
(Miiller W.A. (1998) Human- und Tierphysiologie. Springer Heidelberg, Berlin.). Die im
Glomerulus filtrierte Fliissigkeit fliet durch das Tubulussystem, das durch spezielle mit
Mikrovilli ausgekleidete Zellen befdhigt ist, verschiedene Salze, aber vor allem die
Hauptmenge an Wasser zu resorbieren und wieder in das Blut zuriickzufiihren (Miiller
W.A. (1998) Human- und Tierphysiologie. Springer Heidelberg, Berlin.).

Als Nierenkorperchen werden die Strukturen des Glomerulus und die Bowmansche Kapsel

bezeichnet, die becherférmig den Glomerulus umgibt (Abbildung 1-1).
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Abbildung 1-1: Schematischer Aufbau eines Glomerulus.

Dargestellt ist ein Corpuluscum renale mit Vas afferens und Vas efferens. Die Bowmansche
Kapsel (B) umhiillt das Kapillargeknduel des Glomerulus. Darin befindet sich die glomerulire
Basalmembran (BM), die von den Endothelzellen (EN) der Kapillaren und der Podozyten (EP),
die auBlen an den Kapillaren lokalisiert sind, umgeben ist. Die Fiilchen der Podozyten (F) und
die gefensterten Endothelzellen bilden zusammen mit der glomeruliren BM die
Filtrationsbarriere der Niere. Die mesangiale Matrix (M) enthélt kontraktile Mesangialzellen. Der
Kapselraum (Bowman's space [BS]) wird auch Harnpol genannt. An dem gegeniiberliegenden
vaskuldren Pol ist die Macula densa (MD) angeordnet, die eine zellreiche Region des distalen
Tubulus darstellt. Juxtaglomerulidre (granulidre) Zellen (G) in den Winden der afferenten
Arteriole enthalten Renin. Am Harnpol befindet sich hingegen der proximale Tubulus (PT), der
primére flir die Riickresorption von Fliissigkeit zustindig ist (verdndert nach Kriz et al., 1998).

Man unterscheidet in der Bowmanschen Kapsel das duBlere (parietale) und das innere
(viszerale) Blatt, das durch den Kapselraum getrennt wird. Der dem Gefdlipol
gegeniiberliegende Bereich, auch als Harnpol bezeichnet, steht in direkter Verbindung mit
dem Tubulussystem der Niere. Am GefaBBpol dringt eine afferente Arteriole in die
Bowmansche Kapsel ein und verzweigt sich in mehrere Aste, die sich wiederum in ein
dichtes Kapillarnetz auftrennen. Beim Verlassen des Glomerulus vereinigen sich die
Verzweigungen wieder und bilden die efferente Arteriole. Ein nachgeschaltetes
Kapillarnetz ermoglicht die Durchblutung des Tubulussystems. Im Kapselraum ist das
Kapillarnetz vom Mesangium, bestehend aus Mesangialzellen und interstitieller Matrix,
umgeben (Eckert, R. (2002) Tierphysiologie, 4. Auflage, Thieme Verlag.).

Die Mesangialzellen der glomeruldren Matrix sind eine besondere Form von Fibroblasten.
Sie besitzen zum einen kontraktile Féhigkeiten und zum anderen produzieren sie

extrazelluldre Matrix (Dunlop und Larkins, 1990).
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Die Filtrationseinheit der Niere ist aus drei speziellen Schichten aufgebaut (Akhtar und Al,
2004). Zu diesen Schichten gehoren die gefensterten Endothelzellen, die glomerulére
Basalmembran und eine spezielle Schicht aus Epithelzellen, so genannten Podozyten. Sie
stellen in ihrem Zusammenschluss ein hochselektives Filtersystem dar, das die
Ausscheidung von Plasmamolekiilen in Abhéngigkeit ihrer Grof3e, Ladung und Form der
Schlitzmembran einschriankt (Akhtar und Al, 2004; Oh et al., 2004; Pavenstadt et al., 2003;
Zoja et al., 2006). Im Glomerulus eines Menschen werden im Durchschnitt téglich 180 1
Primdrharn produziert, der Proteine mit niedriger Molekiilmasse enthilt, die anschlieBend
von den proximalen Tubulusepithelzellen resorbiert werden, wodurch ein weitgehend
proteinfreies Ultrafiltrat von ungeféhr 1,8 1 entsteht (Khoshnoodi und Tryggvason, 2001).
Eine wichtige Eigenschaft der gefensterten Endothelzellen ist die Ausbildung zahlreicher
Poren, die nicht von einem Diaphragma bedeckt sind (Hallmann et al., 2005). Ihr
Durchmesser (50-100 nm) ist grof3 genug, um den Durchtritt von Substanzen wie Wasser,
Natrium, Harnstoff, Glukose und kleinen Proteinen zu gewéhrleisten. Im Gegensatz dazu
werden Blutzellen sowie grof3ere Molekiile am Durchtritt gehindert. Da die Oberflidche der
Endothelzellen durch Glykoproteine und anionische Heparansulfat-Proteoglykane negativ
geladen ist, werden anionische Molekiile unabhingig ihrer Grofle ebenfalls von der
Passage abgehalten (Groffen et al., 1998; Groffen et al., 1999).

Die glomeruldre Basalmembran (GBM) ist eine dynamische Strukur (Levidiotis und
Power, 2005). Thre Hauptkomponenten, Laminin a5p2y1, Kollagen IV, Nidogen sowie
sulfatierte Proteoglykane, bilden eine netzwerkartige Struktur, die speziell an die
Filterfunktion der Niere angepasst ist (Erickson und Couchman, 2000; Hallmann et al.,
2005; Kanwar et al., 1984; Miner, 2005; Miner et al., 1997; Yurchenco und Schittny,
1990). Dabei werden durch die fuBdhnlichen Ausldufer der Podozyten die &uflere Seite der
GBM verdeckt (Pavenstadt et al., 2003). In Abbildung 1-2 ist eine Elektronenmikroskopie-
Aufnahme dargestellt, die eine Ubersicht der Hauptkomponenten der glomeruliren

Filtration bietet.
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Abbildung 1-2: Aufbau einer Schlitzmembran.

Transmissionselektronenmikroskopie-Aufnahme des glomeruldren Filters, der aus der
Schlitzmembran, Basalmembran und dem gefensterten Endothel (Endothel-Pore) besteht.
Subendothelial der Basalmembran befindet sich im Kapillarlumen ein Erythrozyt (Becker A
und Boesken W.H., 2005).

Eine Schidigung der Podozyten bewirkt, dass sich die interzelluliren Verbindungen und
die Zytoskelettstruktur der FuBlfortsitze verdndern, so dass das geordnete
reiverschluBartige Erscheinungsbild der Schlitzmembran verschwindet (Benzing, 2004;
Holthofer et al., 1999; Huber et al., 2001; Huber et al., 2003b; Pavenstadt, 2000;
Pavenstadt et al., 2003; Roselli et al., 2002). Als molekulare Komponente der
Schlitzmembran wurde 1998 das Transmembranprotein Nephrin entdeckt, das die
Fulifortsidtze miteinander verkniipft (Holthofer et al., 1999; Khoshnoodi und Tryggvason,
2001; Pavenstadt, 2000; Pavenstadt et al., 2003; Roselli et al., 2002; Sellin et al., 2003;
Tryggvason, 1999). Nephrin-Defizienz fithrt bei Menschen und Méusen zu einer
atypischen Struktur der Schlitzmembran sowie zu anormal geformten Podozyten
(Khoshnoodi und Tryggvason, 2001; Ruotsalainen et al., 1999). Ein solcher Defekt hat
eine massive Proteinurie zur Konsequenz (Kretzler et al., 1994; Tryggvason und
Pettersson, 2003; Tryggvason und Wartiovaara, 2005). Beim Menschen sind Nephrin-
Mutationen beispielsweise die Ursache fiir die kongenitale nephrotische Erkrankung des
Finnischen Typs. Neben den Nephrinen 1-3 sind inzwischen auch andere Strukturproteine,
die in der Schlitzmembran vorkommen, bekannt. Dazu zihlen CD2AP (Shih et al., 2001),
FAT (Inoue et al., 2001), ZO-1 (Balda und Anderson, 1993; Holthofer et al., 1999;
Khoshnoodi und Tryggvason, 2001; Schnabel et al., 1990), P-Cadherin und Podocin

(Roselli et al., 2002). Mutationen in einem der hierfiir kodierenden Gene kénnen ein
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nephrotisches Syndrom hervorrufen, das in einem finalem Nierenversagen enden kann
(Holthofer et al., 1999; Huber et al., 2003b; Khoshnoodi und Tryggvason, 2001;
Pavenstadt et al., 2003; Ruotsalainen et al., 1999; Schnabel et al., 1990; Sellin et al., 2003;
Tryggvason und Pettersson, 2003). Ein weiteres wichtiges Protein der Schlitzmembran ist
a-Actinin-4, welches die Aktinfilamente in den Fullfortsidtzen der Podozyten vernetzt und
befestigt (Asanuma und Mundel, 2003; Kaplan et al., 2000). Bei Mutationen im
entsprechenden Gen ACTN4 kommt es zur Sklerotisierung der Glomeruli und in Folge
dessen zu einer Niereninsuffizienz (Kos et al., 2003). Inzwischen belegen zahlreiche
Experimente, dass viele der Podozyten- und Schlitzmembran-spezifischen Strukturproteine
unentbehrlich sowie an der Aufrechterhaltung der Integritit von Podozyten beteiligt sind
(Akhtar und Al, 2004; Benzing, 2004; Kretzler, 2005; Liu et al., 2005). Sie kdnnen auch an
verschiedenen Signalprozessen teilnehmen, deren Storung die Funktion der Podozyten

malgeblich beeintrachtigt (Huber et al., 2003a).

1.2 Komponenten der glomeruliren Basalmembran

Die extrazellulire Matrix (ECM) ist ein Geflecht sekretierter Makromolekiile, dessen
Zusammensetzung stark zwischen unterschiedlichen Geweben variiert. Basalmembranen
stellen eine spezialisierte Form der ECM dar. Zu ihren Hauptkomponenten zdhlen
Laminin, Kollagen IV, Nidogen wund Perlecan, welche das Grundgeriist der
Basalmembranen bilden. Die Einlagerung weiterer ECM-Molekiile in unterschiedlichen
Mengenanteilen und Isoformen erhoht die Variabilitét zusétzlich (Erickson und Couchman,

2000).

1.2.1 Laminin

Laminine sind eine Familie von heterotrimeren Glykoproteinen und bilden die grofBte
Familie unter den nicht-kollagenen Basalmembrankomponenten (Hansen und Abrass,
1999). Laminine sind Heterotrimere aus je einer a—, 3— und y—Untereinheit (Aumailley et
al., 2005; Burgeson et al., 1994; Hallmann et al., 2005; Miner und Yurchenco, 2004;
Sorokin et al., 1997b; Sorokin et al., 1997a). Die drei Ketten assemblieren iiber ihre lange
coiled-coil Domine und bilden so ein Molekiil mit einem langen und drei kurzen Armen.

Die Untereinheiten sind in aufeinander folgende globuldre und stabformige Domédnen
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strukturiert. Die a-Untereinheit erstreckt sich carboxyterminal tiber den coiled-coil Bereich
hinaus und bildet die G-Doméne (Timpl et al., 2000). Von den 45 theoretisch moglichen
Heterotrimeren wurden bis heute nur 15 identifiziert. Neben der gleichzeitigen Expression
der Untereinheiten spielt moglicherweise auch die von ionischen Wechselwirkungen
abhédngige Stabilitdt der unterschiedlichen Trimere eine Rolle (Beck et al., 1993). Eine
zusdtzliche Untereinheit entsteht durch differentielles RNA-Spleilen der o3-Kette.
AulBlerdem werden einige der Ketten alternativ prozessiert, was zu einem weiteren Anstieg
der Variabilitit fiihrt (Aumailley et al., 2003). In Abbildung 1-3 sind die Laminin-
Isoformen schematisch dargestellt. Kiirzlich wurde eine neue Laminin-Nomenklatur
vorgeschlagen, in der alle Heterotrimere mit drei Ziffern entsprechend ihrer Untereinheiten
bezeichnet werden (Aumailley et al., 2005). Diese Nomenklatur soll die bisherigen
Namensgebungen nach Burgeson et al. mit Ziffern entsprechend der Reihenfolge ihrer

Erstbeschreibung ersetzen (Burgeson et al., 1994).

al,2
B1,2
el
-

Laminin 1/111 Laminin 10/511 Laminin 6/3A11  Laminin 5/3A32  Laminin 5B/3B32
Laminin 2/211 Laminin 11/521 Laminin 7/3A21
Laminin 3/121 Laminin 15/523 Laminin 8/411
Laminin 4/221 Laminin 9/421
Laminin 12/213 Laminin 14/423

Abbildung 1-3: Laminin-Isoformen.

Die Nomenklatur nach Burgeson (Burgeson et al., 1994) ist in blau dargestellt, die neue
Nomenklatur (Aumailley et al., 2005) ist rot hervorgehoben.

Die Polymerisation der Laminine und ihr Einbau in Netzwerke wird iiber ihre N-terminale
Domine in einer von Ca’" abhingigen Interaktion vermittelt (Yurchenco und Cheng,
1993). Die G-Dominen der verschiedenen Laminine, die unprozessiert aus fiinf LG-

Modulen bestehen, vermitteln Interaktionen mit der Zelloberflache (Talts et al., 1998; Talts
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et al., 1999). Viele G-Dominen interagieren mit Heparin und Sulfatiden, zudem binden die
meisten an a6B1- und a3fB1- Integrin sowie einige an a-Dystroglykan (Miner, 2005).
Laminin-11 (a5B2y1) ist eine speziell in der GBM und der arteriellen Basalmembran
vorkommende Form. Im Mesangium der Glomeruli kommen hingegen die Isoformen -1
(alplyl), -2 (a2Blyl), -4 (a2p2y1) und -9 (a4p2yl) vor (Hallmann et al., 2005).
Mutationen der 2-Kette des Laminin-11 verursachen bei Médusen eine massive Proteinurie
und fiithren bereits innerhalb von sieben Tagen nach Geburt zum Tod (Miner und Li, 2000).
Die GBM erscheint bei diesen Méusen auf ultrastruktureller Ebene normal, jedoch konnte

in manchen Féllen eine Fusion der Podozytenfortsitze beobachtet werden (Noakes et al.,

1995).

1.2.2 Kollagen IV

Eine weitere Hauptkomponente der GBM ist Kollagen 1V, das sich aus drei a-Ketten
zusammensetzt und in Basalmembranen gefunden wird. Insgesamt sind sechs
unterschiedliche Kollagen IV a-Ketten bekannt (Ball et al., 2003). Thre Struktur ldsst sich
in eine N-terminale Domine (7S), in einen langen kollagenen Abschnitt mit den fiir
Kollagene typischen repetitiven Aminosdure-Tripletts (Gly-X-Y) und in eine terminale
nicht-kollagene (Non Collagenous, NC1) Domine unterteilen (Abbildung 1-4). Uber die
NC1-Domine assemblieren die oa-Ketten zundchst in Heterotrimere, welche sich
anschliefend paarweise aneinanderlagern, wéhrend die 7S-Domédne an der kovalenten
Zusammenlagerung von jeweils vier Heterotrimeren zu einer spinnenartigen Struktur
beteiligt ist (Boutaud et al., 2000; Dolz et al., 1988). In der GBM liegen hauptséchlich die
a3(IV)-, 04(IV)- und a5(IV)-Ketten vor. Einige Erkrankungen, wie das Alport-Syndrom,
werden auf Mutationen im Kollagen IV Gen zuriickgefiihrt (Alexakis et al., 2006; Hudson
et al., 2003; Kashtan, 2002; Yurchenco und Schittny, 1990). Das Alport-Syndrom wird X-
chromosomal vererbt und die betroffenen Patienten leiden an einer Nephropathie, die von
Hématurie, interstitieller Nephritis und auch von Taubheit begleitet sein kann (Heikkila et

al., 2000; Jais et al., 2000; Kashtan et al., 2001; Kashtan, 2002).
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Monomer | I <)
75 Tripelhelikale Doméne NC1

Netzwark

Abbildung 1-4: Schematische Darstellung des Kollagen IV-Netzwerkes.

Drei a3-Ketten bilden eine Trippelhelix mit einer aminoterminalen 7S- und carboxyterminalen
NCI1-Domine. Je vier Molekiile bilden iiber ihre 7S-Doméinen spinnenartige Strukturen aus,
iiberdies binden je zwei Trimere iiber die NC1-Doméne in Kopf-an-Kopf-Orientierung aneinander
(Ortega und Werb, 2002).

In der Regel liegt eine Mutation der Gene COL4 A3, COL4 A4 oder COL4 A5 vor (Jais et
al., 2000). Als Konsequenz des zu achtzig Prozent X-chromosomal vererbten Alport-
Syndroms werden in der Niere COL4 Al oder COL4 A2 substitutiv exprimiert (Peissel et
al., 1995). Phénotypisch erscheint die GBM zunichst normal, verdickt sich aber mit
zunehmendem Alter des Patienten und reif3t schlieBlich ein. Dieser pathogenetische Ablauf
endet in renalem Versagen. Die al(IV);-a2(IV)-Form des Kollagen IV, die sich iiber die
NCI1-Doméne zu Netzwerken zusammenlagert, wird normalerweise wéhrend der
Embryonalentwicklung exprimiert und im Laufe der fotalen Entwicklung durch die
Isoform a3(IV)-04(IV)— aS5(IV) substituiert. Diese Isoform weist eine stdrkere
Quervernetzung auf und ist dadurch wesentlich stabiler und gegeniiber Endoproteolyse
weniger anfillig (Hudson et al., 2003; Kashtan et al., 2001; Kashtan, 2002; Turner und
Rees, 1996; White et al., 2005). Bei Alport-Patienten fiihrt wahrscheinlich der Einbau der
al(IV),—a2(IV)—Netzwerke zu Basalmembrandefekten, wodurch es zu Rissen in der
GBM und somit zur Proteinurie kommt (Kalluri et al., 1997). Eine andere, mit Kollagen IV
assoziierte Erkrankung, ist das Goodpasture-Syndrom (Saus et al., 1988). Hier fiihrt eine

Antikorperproduktion gegen die a3(IV)-NC1-Domine (Autoantigen) zur Degeneration der
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Niere. Da in der Basalmembran der Lungenalveolen ebenfalls diese a3(IV)-NCI1-Doméne
vorliegt, ist der respiratorische Trakt beim Goodpasture-Syndrom auch betroffen (Hudson
et al., 2003; Kalluri et al., 1997; Turner und Rees, 1996). Die Aktivierung der Faktoren des
Komplementsystems und verschiedener Proteasen zerstort die Filtrationsbarriere sowie die

Bowmansche Kapsel (Hudson et al., 2003).

1.2.3 Perlecan

Perlecan ist ein Heparansulfat-Proteoglykan der extrazelluliren Matrix, das urspriinglich
als Basalmembrankomponente entdeckt wurde (Kallunki und Tryggvason, 1992). Sein
Proteinkern besitzt ein Molekulargewicht von 400 bis 470 kDa und kann in fiinf Doméinen
unterteilt werden, von denen vier Homologien zu weiteren sekretierten Proteinmodulen
aufweisen (Groffen et al., 1999). Die Glykosaminoglykan-Zuckerketten sind an der
Domine I angeheftet und machen ungeféhr fiinfzig Prozent des Molekulargewichts von
Perlecan aus (Couchman et al., 1996). Perlecan dient aufgrund seiner anionischen
Eigenschaft, zusitzlich zu seiner strukturellen Funktion in der GBM, auch als
Filtrationsbarriere. Aulerdem kann es als Signalmolekiil fungieren. In der Niere wird
Perlecan als Strukturkomponente der GBM, der Bowmanschen Kapsel und der tubuldren
Basalmembran (TBM) exprimiert. Bis vor kurzem wurde postuliert, dass die negativ
geladenen Heparansulfatketten (HS) von Perlecan fiir die ladungsspezifische Barriere der
GBM zustindig sind. Miuse, bei denen zwei der drei HS-Ketten von Perlecan deletiert
wurden, zeigten keine morphologischen Anormalititen der GBM sowie Proteinurie
(Groffen et al., 1999; Morita et al., 2005). Eine Proteinurie konnte jedoch erst bei
Uberbelastung der transgenen Miuse mit erhdhten Proteinmengen an Rinderserumalbumin
festgestellt werden. Als Erklarung fiir diesen, erst durch Stress erzeugten, nephrotischen
Phinotyp wurden von Morita et al. eine mdgliche Kompensation durch andere Molekiile
oder eine Uberexpression der Chondroitinsulfatketten von Perlecan angenommen. Diese
Kompensation wiirde folglich den Verlust der Heparansulfatketten ausgleichen, aber in

Stress-Situationen nicht ausreichend sein (Morita et al., 2005).
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1.2.4 Nidogen

Die GBM-Komponente Nidogen ist ein 150 kDa grofles Glykoprotein, das aus drei
globulidren Doménen besteht, die durch zwei lineare Segmente miteinander verbunden sind
(Schymeinsky et al., 2002). Die Nidogen-Familie umfasst bei Sdugetieren zwei Mitglieder,
die wihrend der Embryonalentwicklung in gleichen Gewebetypen exprimiert werden und
ubiquitdr als Basalmembrankomponenten vorkommen (Kvansakul et al., 2001). Nidogen
bindet iiber eine C-terminale globulire Domédne an Laminin (Mayer et al., 1993). Als
Nidogen/Laminin-Komplex kann es wiederum an Kollagen IV binden (Groffen et al.,
1999). In Abbildung 1-5 sind die Interaktionen der Basalmembrankomponenten

untereinander schematisch dargestellt.

Basalmembran-Aufbau

Nidogen

C=C
. Perlecan
Wechselwirkungen =
Laminin
o T e
Perlecan C - — y
\\Lamin‘m/ Plasmamembran Integrin a
Bt

-

Abbildung 1-5: Modell der molekularen Zusammensetzung von Basalmembranen.

Die Kollagen IV- und Laminin-Netzwerke werden iiber Nidogen verkniipft. Perlecan
bindet an Kollagen IV, Laminin, Nidogen und an sich selbst (verdndert nach Yurchenco
und Schittny, 1990).

Sowohl Nidogen 1 als auch Nidogen2 Knockout-Méuse sind lebensfiahig. Eine
Fehlentwicklung der Niere ist bisher nicht beschrieben worden. Im Falle von Nidogen 1
defizienten Mausen wird Nidogen 2 vermehrt gebildet (Bader et al., 2005). Um diese
redundante Funktion der Nidogene und eine mogliche Kompensation, auszuschlieen

wurden Tiere generiert, denen beide Nidogen-Gene fehlten (Bader et al., 2005; Groffen et
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al., 1999). Anhand solcher Doppel-Knockout Mausstudien wurde verdeutlicht, dass die
Nidogene redundante Funktionen ausiiben kénnen und der Ausfall beider Nidogene letal
ist (Bader et al., 2005). Die Ursachen der Letalitdt wurden auf ein schwaches Myokardium
zuriickgefiihrt, deren Muskelwidnde postnatal fiir die Atmung und Kontraktion nicht

ausreichend sind (Bader et al., 2005).

1.3 Nierenerkrankungen

Chronische  Nierenerkrankungen fiihren langerfristig zu  Nierenversagen
(Niereninsuffizienz) (Chatziantoniou et al., 2004; Chatziantoniou und Dussaule, 2005;
Chevalier, 2006; Eddy, 2000; Eddy, 2005; Harris, 2001; Iwano und Neilson, 2004). Diese
kann aufgrund des progressiven Untergangs des Nierenparenchyms in eine irreversible
Form {iibergehen. Die héufigsten Ursachen hierfiir sind Erkrankungen durch Schéddigung
des Glomerulus (Glomerulopathien), tubulointerstitielle Nephritiden, in denen der tubulo-
interstitielle Raum der Niere betroffen ist, hereditire Erkrankungen (Alport-Syndrom)
sowie obstruktive und vaskulidre Nephropathien (Eddy, 2000; Klahr und Morrissey, 2002).

Bei primérer Glomerulonephritis (GN) beschrinkt sich die Erkrankung im Speziellen auf
die Glomeruli. Bei der sekunddren GN werden die Glomeruli im Rahmen einer
Systemerkrankung, wie z.B. Diabetes, Lupus erythematodes und Bluthochdruck,
beschadigt (Hricik et al., 1998). Obwohl es sich um verschiedene Erkrankungen handelt,
ist das histologische Bild der GN und der tubulointerstitiellen Fibrose relativ einheitlich.
Es ist durch eine fortschreitende Akkumulation von extrazellulirem Matrixgewebe, wie
beispielsweise von Kollagenen (Kollagen I, -III, -IV), Laminin, Fibronektin sowie
Proteoglykanen definiert (Eddy, 2000; Groffen et al., 1999; Harris, 2001; Iwano und
Neilson, 2004; Klahr und Morrissey, 2002; Kriz et al., 1998; Lee et al., 2004; Liu, 2004).
Da im Rahmen dieser Arbeit die Untersuchung der pathologischen Merkmale nach
Anwendung der Nierenerkrankungsmodelle an Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten
Maiusen eine wichtige Aufgabe darstellte, werden in den nédchsten Abschnitten die
pathogenetischen Abldufe wihrend Nephropathien beschrieben. Zudem werden die zwei

angewandten Erkrankungsmodelle und ihre charakteristischen Merkmale vorgestellt.



EINLEITUNG 12

1.3.1 Pathogenese der renalen Fibrose

Unter extrazelluldiren Matrixkomponenten kann zwischen residenten und transienten
Molekiilen unterschieden werden. Zu den residenten zdhlen fibrillire Proteine wie
Kollagen und Elastin, Adhésionsproteine wie Laminin und Fibronektin sowie
Proteoglykane (Lelongt und Ronco, 2003). Zu den transienten Faktoren der extrazelluldren
Matrix gehoren Wachstumsfaktoren, Chemokine, Zytokine und Matrix-Metalloproteinasen
(MMP), die in die Matrix sequestriert werden und dort mit den residenten Komponenten
interagieren konnen (Bascands und Schanstra, 2005; Bottinger und Bitzer, 2002;
Boukhalfa et al., 1996). Nach initialer Schidigung der Niere werden residente Zellen
aktiviert, die durch Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren verschiedene
Vorginge wie Apoptose, Proliferation, Infiltration und epithelial-mesenchymale
Transdifferenzierung (EMT) auslosen konnen (Kalluri und Neilson, 2003; Zeisberg et al.,
2001b; Zeisberg et al., 2001a; Zeisberg und Kalluri, 2004b). In der darauf folgenden
Reparaturphase werden vermehrt auch fibrotische ECM-Komponenten synthetisiert, deren
Abbau durch MMPs nicht koordiniert erfolgt, da diese durch erhohte TIMP-1 (tissue
inhibitor of metallo proteases) Proteinsynthese inhibiert werden (Kalluri und Neilson,
2003; Kim et al., 2001; Lan, 2003; Liu, 2004; Mitani et al., 2004; Norman und Fine, 1999;
Schaefer et al., 1997; Strutz und Muller, 1999; Zeisberg et al., 2001a; Zoja et al., 2006).
Die de novo Expression von alpha-Smooth Muscle (a-SMA) Aktin, ein kontraktiles
Protein, das normalerweise von glatten Muskelzellen produziert wird, ist ein typisches
Kennzeichen der fibrotischen Aktivierung von mesenchymalen Zellen und EMT (Yang
und Liu, 2001; Yang und Liu, 2003).

TGF-B (Transforming Growth factor) spielt eine Schliisselrolle als Mediator des
fibrotischen Reaktionsweges, da TGF-1 mafigeblich den Verlauf der Fibrose beeinflusst
(Bascands und Schanstra, 2005; Bottinger und Bitzer, 2002; Cheng und Grande, 2002). Bei
einer obstruktiven Nephropathie wird die TGF- Synthese von Angiotensin II (Ang II)
induziert. Ang Il nimmt eine Schliisselposition in dem fiir Blutdruck und Wasserhaushalt
zustandigen Renin-Angiotensin-Aldosteron System ein (Liu, 2006). In Abbildung 1-6 ist
die Abfolge einzelner Schritte, die zur erhdhten ECM-Ablagerung fiihren, dargestellt.
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Abbildung 1-6: Modell der renalen Pathogenese.

Prozesse nach initialer Schadigung, die zu einer erhdhten ECM-Akkumulation fithren und
in tubuldrer Atrophie kulminieren (Bascands und Schanstra, 2005).

Anti-inflammatorische Wirkungen konnten mit Wachstumsfaktoren wie beispielsweise
BMP-7 (Bone Morphogenetic Protein) oder HGF (Hepatocyte Growth Factor) erzielt
werden, da diese den fibrotischen Funktionen von TGF-B1 entgegensteuern konnen
(Bascands und Schanstra, 2005; Bottinger und Bitzer, 2002; Klahr und Morrissey, 2002;
Klahr und Morrissey, 2003a). BMP-7, einer von vielen sekretierten Signalmolekiilen der
TGF-B-Superfamilie, wirkt bei der Verzweigungsmorphogenese wihrend der
Nierenentwicklung mit. Spéter in der Entwicklung sorgt BMP-7 fiir die Aufrechterhaltung
der Funktion des renalen Epitheliums. Als TGF- Antagonist induziert BMP-7 die
mesenchymal-epitheliale Transdifferenzierung (MET) und erreicht dadurch eine Reversion
der tubuldren Schidigung. Diese Effekte von BMP-7 stimmen mit seiner Funktion
wiahrend der Embryonalentwicklung iiberein (Zeisberg et al., 2003; Zeisberg und Kalluri,
2004a).



EINLEITUNG 14

1.3.1.1 Funktionen von TGF-1 bei Nierenfibrose

TGF-B1 ist das am lidngsten bekannte Mitglied der TGF-B-Superfamilie, zu der auch die
Isoformen TGF-B2 und —33, BMP-2 bis BMP-7, Aktivin sowie Inhibin zéhlen (Bottinger
und Bitzer, 2002; Liu, 2006). TGF-B-Signale werden intrazelluldr iiber Smad-Proteine oder
den Signalweg der Mitogen aktivierten Protein Kinasen (MAPK) weitergeleitet (Masaki et
al., 2003; Massague, 1998; Massague, 2000; Norman und Fine, 1999; Sato et al., 2003;
Valcourt et al., 2005). TGF-B1 mRNA wird in der normalen Niere in verschiedenen
Segmenten der renalen Tubuli, vor allem aber in den distalen Abschnitten exprimiert. In
den Glomeruli konnte TGF-B1 in Mesangialzellen, viszeralen Epithelzellen und im
parietalen Epithel der Bowmanschen Kapsel nachgewiesen werden (Fukuda et al., 2001).
Seine pleiotrope Funktion {ibt TGF-f3 nach Bindung an hochaffine Transmembran-Kinase-
Rezeptoren (TGF-BRI und -RII) aus, die ebenfalls in glomeruldren und tubuldren Zellen
vorkommen (MacKay et al., 1989). Neben diesen Serin/Threonin Kinase-Rezeptoren
reguliert das Zelloberflichen-Proteoglykan Betaglycan als Co-Rezepotor die Bindung an
TGF- BRI und -RII. Betaglycan bindet TGF- iiber seine Zuckerketten und rekrutiert die
Liganden zu den eigentlichen Rezeptoren. In dieser Interaktion ist Syndecan-2 involviert,
das TGF-B im Gegensatz zu anderen Heparansulfat-Proteoglykanen {iber Protein-Protein
Interaktionen bindet (Chen et al., 2004). AnschlieBend wird iiber Translokation der Smad-
Komplexe in den Nukleus die Transkription von Matrixmolekiilen wie den Kollagenen (],

-111, -IV) sowie von a-SMA stimuliert.

1.4 Nierenerkrankungsmodelle

Zur Untersuchung unterschiedlichster Nephropathien sind in der Fachliteratur zahlreiche
Tierversuchsmodelle beschrieben (Bascands und Schanstra, 2005; Breyer et al., 2005;
Chevalier, 2006; Fleck et al., 2006; Kashtan, 2002; Kren und Hostetter, 1999; Lee et al.,
1995; Zoja et al., 2006). In dieser Arbeit wurden zwei solcher Modelle angewandt, die im

nichsten Abschnitt ndher erklart werden.
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1.4.1 Obstruktive Nephropathie

Die obstruktive Nephropathie ist charakterisiert durch funktionelle, morphologische
Nierenverdnderungen aufgrund von chronischem Harnstau. Es entsteht zunichst eine akute
tubulointerstitielle Fibrose, die kongenital bereits bei Neugeborenen auftreten oder bei
Erwachsenen durch Hypertrophie der Prostata oder durch Nierensteine entstehen kann. Zur
Erforschung der obstruktiven Nephropathien durch Nachahmung kann das Modell der
unilateralen Uretherobstruktion (UUO) herangezogen werden, welches im nichsten

Abschnitt vorgestellt wird.

1.4.1.1 Unilaterale urethrale Obstruktion

Im Modell der UUO werden in minnlichen Méusen oder Ratten die (linken) Urether
ligiert, wodurch eine tubulointerstitielle Fibrose ausgelost wird (Hirschberg und Wang,
2005; Iwano und Neilson, 2004; Strutz und Neilson, 2003). In diesem Krankheitsmodell ist
vorwiegend das Interstitium betroffen, welches ungefihr neunzig Prozent des
Nierenvolumens einnimmt. Nach initialer Schiadigung, bei der es zu einer Infiltration von
Makrophagen, Monozyten und Leukozyten kommt, werden residente Fibroblasten und
tubuldre Epithelzellen aktiviert. Diese aktivierten Zellen sekretieren verstirkt ECM
(Harris, 2001). Eine erhohte Zellmotilitit und der Verlust epithelialer Adhésion
ermoglichen die Infiltration durch transdifferenzierte Zellen (Iwano und Neilson, 2004).
Insgesamt steigt die Anzahl interstitieller Fibroblasten an. Diese exprimieren unter
anderem Fibronektin, Kollagene Typ I und -III, Laminine, verschiedene Proteoglykane,
Zytokine und a-SMA (Zeisberg et al., 2001a; Zeisberg und Kalluri, 2004b). Dieses Modell
der unilateralen Uretherobstruktion eignet sich besonders gut zur Untersuchung der
tubulointerstitiellen Fibrose, da ohne Injektion eines Fremdkorpers eine obstruktive

Nephropathie erzeugt wird.

1.4.2 Nephrektomien

Mit Hilfe eines weiteren Erkrankungsmodells kann die Schdadigung der Glomeruli induziert
und der Verlauf der Glomerulopathie beobachtet werden. Dazu wurde in der vorliegenden

Arbeit das Modell der unilateralen Nephrektomie gewihlt. Hiermit ist die einseitige
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Entfernung einer Niere gemeint. Die unilaterale Nephrektomie dient als Modell zur
Untersuchung der funktionellen Kompensation durch die zuriickbleibende Niere (Amann
et al., 2006; Muchaneta-Kubara et al., 1995). Durch den Verlust einer Niere kann es zu
strukturellen Verdnderungen kommen, die einigen humanen Nierenerkrankungen dhneln
(Amann et al., 2006; Hostetter, 1995; Hostetter et al., 2001). Die verdnderten,
funktionellen Bedingungen ziehen histologische Verdnderungen nach sich, die durch eine
mesangiale Expansion und dem dadurch hervorgerufenen Zusammenbruch der
Kapillarlumina (Kapillarlumen-Kollaps) gekennzeichnet sind. Mit Hilfe der UNX konnte
bisher lediglich bei neonatalen Ratten (Woods et al., 2001) eine Sklerose ausgeldst werden
(Amann et al., 2006; Hostetter et al., 2001; Kren und Hostetter, 1999; Kriz et al., 1998). Da
dieses pathologische Bild beim Menschen relativ selten nach Nephrektomien auftritt,
bestand ein Widerspruch zwischen Resultaten mit Versuchstieren und pathologischen
Befunden beim Menschen (Gonzalez et al., 2005). Gonzales et al. verglichen einerseits
Patienten, die kongenital von einer Reduktion der renalen Masse betroffen waren,
andererseits solche, denen operativ Nierengewebe entfernt wurde. Mit dieser Studie konnte
gezeigt werden, dass erst bei Korpulenz der untersuchten Patienten die gleichen
glomeruldren Schidigungen wie bei Versuchstieren auftreten konnen, die durch
mesangiale Expansion bzw. Sklerotisierung charakterisiert sind (Gonzalez et al., 2005).

Die Zunahme der Nierenmasse nach Nephrektomie wird von verschiedenen Faktoren, z.B.
Hormonen und Wachstumsfaktoren beeinflusst (Flyvbjerg et al., 2002; Mulroney und
Pesce, 2000; Schena et al., 1999; Zeier et al., 1998). Pathophysiologisch betrachtet dient
die renale Zunahme (Compensatory Renal Growth, CRG) der Aufrechterhaltung der
Homoostase und trigt zu Verdanderungen der glomeruldren Filtrationsrate, des Blutdruckes
und des renalen Blutflusses bei. Experimente mit juvenilen Ratten verdeutlichten, dass
auch das Entwicklungsstadium ein entscheidendes Kriterium fiir den Verlauf der
Nephropathie darstellt. Bei priapubertdren Tieren ist der kompensatorische Nierenzuwachs
vom Wachstumshormon (Growth Hormon, GH) unabhéngig, hingt aber von dem Insulin-
dhnlichen Wachstumshormon IGF-1 (Insulin like Growth Hormone) ab (Mulroney et al.,
1992). In juvenilen Tieren sowie in weiblichen Ratten liegt eine hyperplastische renale
Zunahme vor, die zusétzlich durch eine intrarenale IGF-I Erhohung gesteuert wird
(Mulroney et al., 1999; Mulroney und Pesce, 2000; Sun et al., 2006). Im Gegensatz dazu
zeigen mannliche Ratten vorwiegend einen hypertrophen Verlauf in der CRG, der vom

Testosteronspiegel beeinflusst wird (Antus et al., 2003; Mulroney et al., 1999). Ostrogene
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hingegen scheinen einen nephroprotektiven Einfluss auszuiiben, weshalb weibliche Tiere
mildere Auspriagungen von verschiedenen experimentellen renalen Erkrankungen
aufweisen (Antus et al., 2003; Fleck et al., 2006; Flyvbjerg et al., 1999; Gafter et al., 1990;
Gross et al., 2004; Gross et al., 2005; Mulroney et al., 1999).

Da das Geschlecht der Versuchstiere offenbar eine Rolle spielt (Gafter et al., 1990),
wurden weibliche Ratten nephrektomiert und der Verlauf der CRG im Zusammenhang mit
den relevanten Hormonen GH und IGF-I beobachtet (Mulroney und Pesce, 2000).
Morphologisch zeigten die Weibchen nach sieben Tagen post Nephrektomie geringere
CRG als die Ménnchen. Gleichzeitig war als Zeichen der UNX-induzierten Hyperplasie
die Gesamtmenge an DNA in den Nieren bei den weiblichen Tieren gegeniiber den
Minnchen deutlich erhoht. Zusitzlich wurde durch Hormonmessungen gezeigt, dass die
renale Hyperplasie in Weibchen mit erhdhten IGF-I Konzentrationen assoziiert war.
Daraus ist zu schlieBen, dass Ostrogene im Zusammenspiel mit IGF-1 eine Hyperplasie
begiinstigen (Mok et al., 2003; Mulroney und Pesce, 2000). Testosteron hingegen fordert
die hypertrophe UNX-induzierte CRG in minnlichen Ratten, die durch Kastration bzw.
GH-Antagonisten unterbunden werden kann (Gafter et al., 1990; Mulroney et al., 1999).

1.4.2.1 UNX-Modell und Glomerulosklerose

Zahlreiche Publikationen verdeutlichen, dass eine subtotale Nephrektomie eine
Sklerotisierung der Glomeruli in Rattennieren auslost. Die subtotale Nephrektomie eignet
sich auch zur Untersuchung der Sklerose-Prozesse in weiblichen Ratten, die im Gegensatz
dazu bei UNX keine Glomerulosklerose entwickeln (Fleck et al., 20006).

Eine einseitige Nephrektomie hingegen ruft erst bei Bluthochdruck oder in Kombination
mit nephrotoxischen Antikérpern sowie bei einer proteinreichen Didt eine
Glomerulosklerose hervor (Dworkin et al., 1984; Dworkin und Feiner, 1986; Ma und Fogo,
2003; Schiller und Moran, 1997). Sakai et al. injizierten den Antikdrper Anti-Thyl.1, der
eine mesangioproliferative Glomerulopathie erzeugt, und beobachteten, dass schon nach
einer einzigen Injektion eine Glomerulosklerose in UNX-Madusen auftrat (Sakai et al.,
2005). Bei diesen Miusen konnte im Vergleich zu den Kontrolltieren eine erhohte Anzahl
an apoptotischen Mesangialzellen und zugleich eine erhohte Expression an TGF-
festgestellt werden, die jedoch am Tag dreilig nach Versuchsbeginn abklang. Zudem

waren die sklerotischen Bereiche durch eine erhdhte Expression von Chondroitinsulfat-
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und Heparansulfat-Proteoglykanen gekennzeichnet, die auch nach dreiBig Tagen erhoht
blieb (Sakai et al., 2005). Neben einer Anreicherung von ECM scheinen in dieser
publizierten experimentellen Erkrankungsstudie Proteoglykane ebenfalls in einer
Glomerulosklerose hoch reguliert zu sein. Daher werden im néchsten Abschnitt die
Proteinklasse der Heparansulfat-Proteoglykane und die Syndecane als Proteinfamilie

vorgestellt.

1.5 Heparansulfat-Proteoglykane

Proteoglykane sind weit verbreitete glykosylierte Makromolekiile, die strukturell enorm
variieren. Der Proteinkern dieser Molekiille 1ist mit einer oder mehreren
Glykosaminoglykanketten (GAG-Ketten) assoziiert, wobei Hyaluronséure,
Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat und Heparansulfat unterschieden werden.
Sie erscheinen auf Zelloberflichen und in der extrazelluliren Matrix. Die groe Vielfalt
der Proteoglykane und ihre vielfdltigen Glykosylierungsformen ermoglichen eine grof3e
Bandbreite von Funktionsmdglichkeiten. Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) kommen
als Zelloberflachen-Proteoglykane oder in der extrazelluldren Matrix vor (Park et al.,
2000). Viele der HSPG gehoren zu der Gruppe derjenigen moduldren Proteine, die
Struktur, Elastiztdt und Durchldssigkeit der extrazelluldren Matrix regulieren (Ruoslahti

und Yamaguchi, 1991).

1.5.1 Zelloberfliichen-HSPG

Die  Gruppe der Zelloberflichen-HSPG  kann  aufgrund  unterschiedlicher
Membranverankerungen in zwei Unterfamilien eingeteilt werden. Zum einen kdnnen sie in
die Glypicane, die iiber einen Glykosylphosphatidylinositol-(GPI-)-Anker mit der
Membran verbunden sind, zum anderen in die Syndecane, die Typ I-
Transmembranproteine,  eingeteilt =~ werden. = Neben  den  unterschiedlichen
Verankerungsformen besteht der grofite Unterschied zwischen Glypicanen und
Syndecanen in ihrer dreidimensionalen Struktur. Die extrazelluldire Doméane der Glypicane
ist eher globuldr und wird durch Disulfidbriickenbindungen stabilisiert (Hacker et al.,
2005). Im Gegensatz dazu nimmt der extrazellulire Bereich der Syndecane eine eher

lineare Konformation an. Zusétzlich unterscheiden sich diese zwei Gruppen dadurch, dass
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die GAG-Anheftungssequenzen bei Glypicanen im Gegensatz zu den Syndecanen
iiberwiegend proximal zur Plasmamembran lokalisiert sind (David, 1993; David et al.,

1993).

1.6 Syndecane

Die Syndecan-Familie umfasst vier Mitglieder, deren Gene auf vier unterschiedlichen
Chromosomen lokalisiert sind. Diese Genstruktur deutet an, dass die vier Syndecane durch
Genduplikation entstanden sind (Carey, 1997). In Séugetieren reprdsentieren die
Syndecane-1 und -3 sowie Syndecane-2 und -4 aufgrund von starken Sequenzhomologien
zwei Unterfamilien. Thre Expression wird gewebs- und entwicklungsspezifisch reguliert
(David et al., 1992; Kim et al., 1994). Im adulten Organismus ist Syndecan-1 (CD 138) das
vorherrschende Syndecan der Epithelzellen, Syndecan-2 dagegen das der mesenchymalen
Zellen. Die Syndecan-3 Expression beschrinkt sich hauptsidchlich auf neuronales Gewebe,
kommt aber auch in Zellen des Hartgewebes vor. Syndecan-4 hingegen wird von einer
Vielzahl verschiedener Zellen, wie z.B. Nervenzellen, Endothelzellen, Epithelzellen,
Fettzellen und Fibroblasten, exprimiert (Fisher et al., 2006; Kim et al., 1994). Wéhrend der
Embryonalentwicklung, = Organogenese und verschiedenen pathophysiologischen
Prozessen, wie z.B. Wundheilung, Nierenerkrankung oder Tumorentwicklung, wird die

Expression der Syndecane reguliert.

1.6.1 Proteinstrukur der Syndecane

Alle Syndecane bestehen aus einem Core-Protein, an das GAG-Ketten angeheftet sind.
Diese  Zuckerketten sind unverzweigte Polysaccharidketten aus repetitiven
Disaccharideinheiten  (Carey, 1997). Aufgrund ihrer Zusammensetzung aus
unterschiedlichen Kohlenhydraten und ihrer unterschiedlichen Sulfatierung werden sie in
Chondroitinsulfat-, Dermatansulfat-, Heparansulfat- und Keratansulfatketten eingeteilt.
Syndecan-2 besitzt hauptsdchlich Heparansulfatketten, wéhrend bei Syndecan-1 und -3
auch Chondroitinsulfatketten am Core-Protein verankert sein konnen. Bei Syndecan-4
konnten in Epithelzellen aus murinen Brustdriisen auch Chondroitinsulfatketten detektiert
werden (Deepa et al., 2004; Zako et al., 2003), obgleich es bisher nur als Heparansulfat-
tragendes Protein bekannt war (Bernfield et al., 1999). Die Bedeutung und Funktion von
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Syndecan-4 als Chondroitinsulfat-tragendes Proteoglycan in diesen Epithelzellen ist noch
nicht geklért. Die prinzipielle Struktur aller Syndecane ist in Abbildung 1-7 skizziert.

Die Core-Proteine der Syndecane sind in eine kurze zytoplasmatische, eine
membrandurchspannende und eine lange, extrazellulire Doméne unterteilt. An der
extrazelluliren Doméne befinden sich die konservierten Anheftungsstellen fiir
Glykosaminoglykane. In ihren transmembranen und zytoplasmatischen Domédnen weisen
die Syndecane sehr starke Sequenzhomologien auf, wohingegen die Sequenzen in ihren

extrazelluliren Doméinen weniger homolog sind.

CS-Ketten
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Abbildung 1-7: Schematischer Aufbau der Syndecane.

Syndecane sind aus einer Ektodoméne (ECTQ), transmembranen (TM) und zytoplasmatischen
Doméne, bestehend aus C1, V und C2, aufgebaut. An Syndecanen befinden hauptsichlich
Heparansulfatketten (HS). AuBler fiir Syndecan-2, konnten in den {iibrigen Vetretern der
Syndecan-Familie auch Chondroitinsulfatketten (CS) nachgewiesen werden. Fiir Syndecan-1 und

nach Couchman, 2003).

Die Transmembrandoméne der Syndecane ist eine einzelne hydrophobe Helix, die die
Oligomerisierung der Syndecane vermittelt (Choi et al., 2005; Zimmermann und David,
1999). Im Falle von Syndecan-2 und -4 konnte gezeigt werden, dass die Oligomerisierung
einen Einfluss auf Syndecan-vermittelte Signalwege ausiibt. Beispielsweise interagiert nur

die oligomere Form von Syndecan-4 mit Proteinkinase C (PKC). Asundi und Carey
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konnten demonstrieren, dass durch Phosphorylierung der zytoplasmatischen Domine die
Oligomerisierung unterbrochen wird (Asundi und Carey, 1995). Syndecan-4 ist das einzige
Syndecan, das bisher in fokalen Kontakten nachgewiesen wurde. In vitro interagieren auf
Fibronektin ausgesite Zellen {iber Syndecan-4 Cluster mit Signalmolekiilen wie PKC und
PIP, und {iibertragen nachfolgende Signale zur Ausbildung so genannter fokaler Kontakte.
Die zytoplasmatische Doméne der Syndecane besteht aus zwei homologen Subdominen
(C1 und C2), sowie einer, diese C-Bereiche verbindenden variablen Doméne (V), wie in
Abbildung 1-7 dargestellt ist. Vermutlich trdgt neben der extrazelluliren Doméne die
variable Region zu den spezifischen, individuellen Eigenschaften der Syndecane bei. Die
Funktion der CIl-Region ist bisher weitgehend unbekannt, scheint aber fiir
Aktinzytoskelett-assoziierte Bindungen notwendig zu sein (Couchman, 2003). Ein
Sequenzmotiv fiir die Bindung von PDZ-Doménen in der C2-Region liegt in allen
Syndecanen konserviert vor. Es handelt sich dabei um eine Tetrapeptidsequenz (EFYA),
die Syndecane beféhigt, mit PDZ-Doménen, wie z.B. von Syndesmos und Synectin, zu
interagieren (Abbildung 1-7). Damit fungieren Syndecane als molekulare Briicken
zwischen verschiedenen Proteinbindungspartnern (Grootjans et al., 2000).

Mit der konservierten transmembranen und den zytoplasmatischen Doménen binden die
einzelnen Syndecane vorwiegend an gleiche, mit der extrazelluldiren und variablen
Domine dagegen an individuelle, unterschiedliche Proteine (Bernfield et al., 1999). Alle
Syndecan-Ektodominen konnen durch proteolytische Spaltung von der Zelloberflache, in
der Nihe der Plasmamembran, abgetrennt werden (shedding). Dieser regulierte und durch
verschiedene zelluldre Effektoren beschleunigte Prozess bietet weitere Moglichkeiten zur
physiologischen Regulation und groBeren Bandbreite an Interaktionen mit anderen
(16slichen) Molekiilen (Bernfield et al., 1999).

Es konnte gezeigt werden, dass Syndecane an Serin- und Tyrosinresten ihrer
zytoplasmatischen Doméne phosphoryliert werden konnen (Horowitz et al., 2002;
Horowitz und Simons, 1998). Die reversible Phosphorylierung dient in den meisten Féllen
zur Kontrolle der Proteinfunktion bzw. -Interaktion. Daher wird angenommen, dass die
Syndecan-Phosphorylierung zur funktionellen Anpassung beitragen kann (Couchman,

2003; Horowitz und Simons, 1998; Koo et al., 2006).
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1.7 Funktion der Syndecane

Bisher sind die genauen Funktionen der Syndecane nicht gekldrt. Syndecane konnen als
Co-Rezeptoren fiir verschiedene heparinbindende Wachstumsfaktoren (Growth Factors,
GF) wirken, Zell-Zell oder Zell-Matrix Adhésion vermitteln, bei der Aktivierung von
Proteasen und ihren Inhibitoren mitwirken, als niederaffine Rezeptoren fiir Enzyme oder
als Bindungsstellen fiir Viren und Bakterien fungieren (Alexander et al., 2000; Bobardt et
al., 2003; Burbach et al., 2004; Charnaux et al., 2005; Choi et al., 2005; Couchman, 2003;
David, 1993). Syndecane werden als Co-Rezeptoren bezeichnet, da sie als Zelloberfldchen-
Rezeptoren die Ligandenbindung beeinflussen und dadurch die Signalweiterleitung an die
entsprechenden Signalrezeptoren regulieren konnen (Couchman, 2003).

Eine besondere Funktion iiben die Syndecane bei der Wundheilung aus. In normaler,
unverwunderter humaner und muriner Haut werden Syndecan-1 und Syndecan-4 in
Hautkeratinozyten sowie epithelialen Haarfollikelzellen exprimiert (Gallo et al., 1994;
Lundqvist und Schmidtchen, 2001). Nach Verwundung der Haut konnte eine erhohte,
transiente Expression von Syndecan-1 in Endothelzellen der neugebildeten Blutgefdfle im
Granulationsgewebe der Wunden nachgewiesen werden. Syndecan-1 wird zudem verstirkt
von proliferierenden und migrierenden Keratinozyten exprimiert. Auch Syndecan-4 wird
nach Verwundung in basalen Keratinozyten der hyperproliferativen Epidermis vermehrt
gebildet. Im Gegensatz zu Syndecan-1, das speziell in Endothelzellen des
Granulationsgewebes induziert wird, konnte Syndecan-4 sowohl in Endothelzellen als auch
in Fibroblasten der gesamten Dermis an den Wundridndern und im Granulationsgewebe
nachgewiesen werden (Elenius und Jalkanen, 1994; Gallo et al., 1994). AuBlerdem wurde
gezeigt, dass die Wundfliissigkeit die loslichen, gesheddeten Formen der Syndecane
enthdlt (Baciu et al., 1994). Gesheddete Syndecane konnen anschlieBend als l6sliche
Mediatoren an Prozessen wie Inflammation sowie Zellproliferation involviert sein (Day et
al., 2003; Elenius et al., 2004; Endo et al., 2003). In der Wundfliissigkeit modulieren sie
vermutlich die proteolytische Aktivitit verschiedener Proteasen und nehmen als 16sliche
Molekiile Einfluss auf das Gleichgewicht von Proteasen wéhrend der Wundheilung
(Elenius et al., 2004; Kainulainen et al., 1998).

Zur genaueren Untersuchung der Funktionen von Syndecan-1 und -4 in der Wundheilung
wurden entsprechende Knockout-Mause generiert (Echtermeyer et al., 2001; Kato et al.,

1995; Stepp et al., 2002). In Wundheilungsstudien mit Syndecan-1- und Syndecan-4-
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knockout Miusen konnte gezeigt werden, dass diese eine verzogerte Heilung von kutanen
Wunden aufweisen (Echtermeyer et al., 2001; Stepp et al., 2002). Syndecan-4-Defizienz
bei Miusen hat Wundheilungsstérungen zur Folge, bei welcher auch die angiogenetischen
Prozesse in dem neugebildeten Gewebe verzogert sind und die Reepitheliarisierung der
Wunden verschlechtert ist (Echtermeyer et al., 2001). Die Kontraktion der Wunden und die
Bildung des Granulationsgewebes verlaufen bei Syndecan-1-defizienten Maiusen im

Gegensatz zu Syndecan-4-knockout Méusen normal (Stepp et al., 2002).

1.7.1 Syndecane und Signalprozesse

Syndecane sind im unterschiedlichen Mafle Co-Rezeptoren fiir FGF-1, FGF-2, TGF-$ und
andere Wachstumsfaktoren (Filla et al., 1998), indem sie die lokale Konzentration der
Liganden auf der Zelloberflache verdndern und den jeweiligen Rezeptoren prédsentieren.
Diese Bindung verhindert unter anderem den Abbau der Liganden. AuBerdem sind
Syndecane in der Lage, die Dimerisierung der Wachstumsfaktoren zu initiieren oder ihre
Interaktion mit deren Rezeptoren zu modifizieren. Syndecan-2 wurde eine regulatorische
Funktion auf die TGF-B1 vermittelte Matrixakkumulation in diabetischen Nieren
zugesprochen, in welcher die Synthese im Vergleich zu anderen Syndecanen erhoht ist
(Chen et al., 2004). Chen et al. vermuten, dass Syndecan-2 die TGF-f Effekte in der
diabetischen Niere reguliert, indem es TGF-f iiber seine Ektodoméine ohne Mitwirkung der
Heparansulfatketten bindet. Uber die zytoplasmatische Domine, welche mit Betaglycan
assoziiert ist, beeinflusst Syndecan-2 die Rezeptorkonzentration von TGF-BRI und -RII.
Bisher ist noch nicht geklart, ob die Assoziation zwischen TGF-3 und Syndecan-2 durch
eine direkte Interaktion oder durch gemeinsame Bindungspartner erfolgt. In Abbildung 1-8
ist dargestellt, wie die Interaktion zwischen Betaglycan und Syndecan-2, sowie dieser

beiden Proteine mit TGF-3 ablaufen konnte.
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Abbildung 1-8: Syndecan-2 interagiert mit
TGF- und Betaglycan.

Syndecan-2  interagiert ~mit  Betaglycan,
vermutlich {iber Synectin, das an die PDZ-
Bindungsmotive der zytoplasmatischen Doméne
bindet. Der phosphorylierte, trimere
Rezeptorkomplex bestehend aus Betaglycan, RI
und -RII leitet die von TGF-B vermittelten
Signale weiter (Tkachenko et al., 2006).
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Syndecan-4 ist iiber seine zytoplasmatische Domédne an Signalvorgdngen beteiligt, die
durch FGF-2 verstirkt werden und durch die Phosphorylierung eines Serinrestes in der
zytoplasmatischen Doméne blockiert werden konnen (Tkachenko et al., 2006). Durch eine
Interaktion mit FGF-2 kann Syndecan-4 an PIP, binden. Diese Bindung ermdglicht die
Oligomerisierung der Syndecan-4-PIP, Komplexe und induziert die Signalweiterleitung
iiber PKCa. Eine Blockierung der durch Syndecan-4 aktivierten PKCo Signalweiterleitung
wird durch Phosphorylierung der zytoplasmatischen Doméne erzielt. Die Phosphorylierung
inhibiert die Oligomerisierung von Syndecan-4 aufgrund von Konformationsdnderungen in
seiner C2-Doméne, wodurch weitere Interaktionen mit den Bindungspartnern gestort

werden (Koo et al., 2006).

1.8 Syndecan-4

Syndecan-4 besitzt ein Core-Protein mit einem Molekulargewicht von 30 kDa sowie drei
GAG-Anheftungsstellen in der extrazelluliren Doméne (Couchman, 2003; Oh und
Couchman, 2004; Wilcox-Adelman et al., 2002; Woods et al., 1998; Woods und
Couchman, 1994). Entdeckt wurde Syndecan-4 als ein Antithrombin-bindendes Molekiil in
mikrovaskuldren Endothelzellen der Ratte (Kojima et al., 1992a; Kojima et al., 1992b).

Die genauen physiologischen Funktionen von Syndecan-4 sind bisher unbekannt und
stehen im Fokus verschiedener Forschungsarbeiten (Echtermeyer et al., 2001; Ishiguro et
al., 2000; Ishiguro et al., 2001a; Ishiguro et al., 2001b). /n vivo Untersuchungen zeigten,

dass Syndecan-4 bei pathophysiologischen Vorgdngen in den betroffenen Geweben
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verstiarkt exprimiert wird, so beispielsweise bei der IgA-Nephropathie, beim Herzinfarkt
oder bei der kutanen Wundheilung (Kojima et al., 2001; Yung et al., 2001). Dariiber hinaus
ist eine erhohte Anfilligkeit der Syndecan-4-defizienten Méuse fiir einen septischen
Schock und fiir eine induzierte Nephropathie beschrieben worden (Ishiguro et al., 2002;

Ishiguro et al., 2001a).

1.8.1 Rolle von Syndecan-4 bei Nephropathien

Heparansulfat-Proteoglykane sind in die Organogenese, wie beispielsweise in die
Nephrogenese, involviert. In der adulten Niere sind sie im Speziellen in Strukturen wie der
Basalmembran und im Glomerulus vorhanden. In der adulten Niere wird Syndecan-4 in
den Sammelrohren, den renalen Tubuli des medulldren und papilldren Kortex exprimiert.
Im Glomerulus wurde die Syndecan-4 Expression ausschlielich in Podozyten beschrieben
(Pyke et al., 1997). Trotz dieses weit verbreiteten Expressionsmusters hat der Ausfall des
Syndecan-4 Gens keine offensichtlichen Folgen auf die Nierenentwicklung und die
Aufrechterhaltung renaler Funktionen (Ishiguro et al., 2001). Interessanterweise wird in
einer mesangioproliferativen Nierenerkrankung (IgA-Nephropathie) die Expression von
Syndecan-4 erhoht (Yung et al., 2001). Die IgA-Nephropathie zeichnet sich durch
Antikorperablagerung im Mesangium der Glomeruli aus (Barratt und Feehally, 2005). Dies
fiihrt zu einer Entziindungsreaktion in der Niere, wodurch die Filtrationsfunktion der Niere
enorm eingeschrankt wird, und es zur Anhdufung von Giftstoffen im Gewebe kommt, die
wiederum zur Beschiddigung der Niere fithren. Bei der IgA-Nephropathie korreliert die
erhohte Synthese von Syndecan-4 auf mRNA- und Proteinebene mit dem Anstieg an
a-Actinin, einem Aktin-assoziierten Protein. Charakteristisch fiir die IgA-Nephritis auf
zelluldarer Ebene sind die Proliferation von Mesangialzellen, erhohte lokale
Zytokinproduktion und eine verstirkte Ablagerung von extrazellulirem Matrixmaterial.
Yung et al. vermuten, dass hier die Funktion von Syndecan-4 in der krankheitsbedingten
Aktivierung von Fibroblasten und Mesangialzellen liegt (Yung et al., 2001). In der mit der
Nephropathie einhergehenden strukturellen Reorganisation des Aktinzytoskeletts ist
Syndecan-4 mdglicherweise insofern involviert, dass es Integrin-Signale moduliert und
somit Zytoskelett-Umstrukturierungen koordiniert (Couchman, 2003; Couchman und
Woods, 1999; Kusano et al.,, 2004; Oh und Couchman, 2004; Woods und Couchman,

2000). Diese Hypothesen griinden auf verschiedenen Arbeiten, die sich mit Syndecan-4
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und Protein Kinase C Signalweiterleitung beschiftigten (Wilcox-Adelman et al., 2002).
Dennoch ist der konkrete Zusammenhang zwischen Syndecan-4 und Nierenerkrankungen
nicht aufgeklért.

Eine Arbeit von Ishiguro et al. an Syndecan-4-knockout Miusen suggerierte, dass die
Syndecan-4-Defizienz Auswirkungen bei einer induzierten obstruktiven Nephropathie hat.
Die unbehandelten Nieren der Syndecan-4-defizienten Miuse zeigten weder auffillige
klinische, noch makroskopische Besonderheiten. Doch nach Injektion mit einer
nierentoxischen Substanz (k-Carrageenan), die eine obstruktive Nephropathie hervorruft,
stellte sich heraus, dass Syndecan-4-knockout Miduse dadurch im Gegensatz zu den
Wildtyp-Méusen mit einer erhohten Sterberate reagierten (Ishiguro et al.,, 2001b). Die
Pathologie wurde begleitet von erhohten Harnstoffkonzentrationen im Blut und einer
erhohten Ablagerung von k-Carrageenan in den Nieren. Gleichzeitig waren tubuldre
Schédden durch die Substanz in den betroffenen Nieren der Syndecan-4-defizienten Miuse
grofler als in Wildtyp-Kontrolltieren. Vermutlich lagerte sich bei den Syndecan-4-
defizienten Mausen die Substanz in den Sammelrohren ab und fithrte sekundir zum Tod
dieser Méuse. Aufgrund dieser Daten wurde von Ishiguro et al. postuliert, dass Syndecan-4
eine Funktion in der Niere ausiiben konnte, die auf eine bisher ungeklirte Weise, der

Schidigung durch k-Carrageenan entgegenwirkt (Ishiguro et al., 2001b).

1.9 Zielsetzung der Arbeit und methodischer Ansatz

Die Fragestellung in dieser Arbeit bezog sich auf die Rolle von Syndecan-4 bei renalen
Erkrankungen. Um mogliche Auswirkungen der Syndecan-4-Defizienz bei der renalen
Pathogenese herauszuarbeiten, wurden zwei Modelle, die primér verschiedene funktionelle
Einheiten der Niere schiadigen, an Wildtyp- und Syndecan-4-knockout Mausen untersucht.
Die unilaterale Nephrektomie wurde als ein Modell zur Analyse von glomeruldren
Schéaden herangezogen. Parallel wurde mit Hilfe einer unilateralen urethralen Obstruktion
das Krankheitsbild einer tubulointerstitiellen Fibrose analysiert. Den Schwerpunkt dieser
Arbeit bildete dabei neben der anatomischen, die biochemische Charakterisierung des
jeweiligen renalen Phinotyps. Dazu wurde das Expressionsprofil der Syndecane in
ungeschidigten, murinen Nieren von Wildtyp-Méusen mit dem von Knockout-Tieren

verglichen.
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AuBlerdem wurde an primdren dermalen Fibroblastenkulturen untersucht, ob und in
welchem Ausmall die Funktion von Syndecan-4 durch andere Mitglieder der Syndecan-

Familie kompensiert werden kann.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Allgemeine Materialien und Geriite

2.1.1.1 Allgemeine Reagenzien

Sédmtliche Chemikalien wurden, sofern nicht gesondert an entsprechender Stelle
angegeben, von den Firmen Applichem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich
(Taufkirchen), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe) und ICN Biomedicals (Eschwege)

bezogen.

2.1.1.2 Reagenzien und Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur

FKS Biochrom KG, Berlin
100x Antibiotikum/Antimykotikum PAA Laboratories, Colbe
Trypsin/EDTA PAA Laboratories, Colbe
DMEM (4,5 mg/ml Glukose) PAA Laboratories, Colbe
Fibroblast Growth Medium Promocell, Heidelberg
MEM nicht essentielle Aminosduren PAA Laboratories, Colbe
DMSO Roth, Karlsruhe

6-Well Platten

24-Well Platten

1 ml Kryordhrchen
Zellschaber

Sterile 15 ml Réhrchen

Neubauer Zdhlkammer

2.1.1.3 Vektoren

pCRII/TOPO

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Nunc, Wiesbaden

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen

Brand, Wertheim

Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.1.4 Gerite

Tischzentrifuge Centrifuge 5415 D
Kiihlzentrifuge Centrifuge 5804 R
Kryostat Microm HM560
Microtom Microm HM355
Ausschwingrotor Typ A-4-44
Festwinkelrotor Typ FA-45-30-11
Ultrazentrifuge Avanti J-25
Minischiittler

Heizblock Thermomixer comfort
Heizplatte

Techne Hybridiser HB-1D
Hybridisierungsofen (Isotopenlabor)
PCR-Cycler Mastercycler personal
Préazisionswaage Kern 572
Stereomikroskop Stemi 2000-C
Mikroskop Olympus BX60
Inverses Mikroskop Axiovert 25
Laser-Scan-Mikroskop PCM 2000
CO,-Inkubator Modell 311

ELISA Reader Dynatech MRX 1.12

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Microm, Volketswil, Schweiz
Microm, Volketswil, Schweiz
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Beckman Coulter, Krefeld
IKA Works Inc., Staufen
Eppendorf, Hamburg

Medax, Kiel

Techne, Jahnsdorf

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Kern, Balingen-Frommern
Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg

Zeiss, Jena

Nikon, Dresden

Forma Scientific (Thermo), Karlsruhe

Dynatech Laboratories, Virginia, USA
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2.1.2 Antikorper

2.1.2.1 Primirantikorper

Spezifitit

Kollagen Typ I

Kollagen Typ IV

Fibronektin

Fibronektin

hsc70

Syndecan-1

Syndecan-2

Syndecan-4

a-smooth muscle
Aktin
a-smooth muscle

Aktin

o1B2-Integrin

o5B1-Integrin

TGF-p1

Typ
polyklonal,
Kaninchen
polyklonal,
Kaninchen
polyklonal,
Kaninchen
polyklonal,
Kaninchen
monoklonal,
Ratte
monoklonal,
Ratte
polyklonal,
Kaninchen
monoklonal,
Ratte
polyklonal,
Kaninchen
monoklonal,
Maus
polyklonal,
Kaninchen
polyklonal,
Ratte

monoklonal,

Maus

Eingesetzte
Verdiinnungen

1:250 IHC

1:500 IHC

1:500 IHC

1:250 IHC

1:10.000 WB

1:250 THC,
1:500 WB
1:250 IHC,
1:500 WB
1:250 THC,
1:500 WB

1:500 WB

1:5000 WB

1:500 FACS

1:500 FACS

1:500 WB

Quelle

Acris,

Herford
Chemicon,
Hampshire, UK
Santa Cruz,

Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Abcam,
Cambridge, UK
BD Biosciences,
Heidelberg
Santa Cruz,
Heidelberg

BD Biosciences,
Heidelberg
Abcam,
Cambridge, UK
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Johannes Eble, UKM

BD Biosciences,
Heidelberg

R&D Systems,
Wiesbaden-Nordenstadt

e [THC: Immunhistochemie, WB: Western Blot, FACS: Fluoreszenzaktivierte Zellanalyse



MATERIAL & METHODEN

31

2.1.2.2 Sekundirantikorper

Spezifitit

Esel Anti-Kaninchen IgG

Ziege Anti-Ratte IgG

Kaninchen Anti-Ziege IgG

Ziege Anti-Maus IgG

Ziege Anti-Ratte IgG

Ziege Anti-Kaninchen IgG

2.2 Methoden

Konjugat

Peroxidase-

konjugiert

Peroxidase-
konjugiert
Peroxidase-
konjugiert
Peroxidase-

konjugiert

Alexa Fluor 488-

konjugiert

Alexa Fluor 488-

konjugiert

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Verdiinnung

1:10.000 WB,
1:500 IHC

1: 5.000 WB,
1: 250 IHC
1:5.000 WB,
1:500 IHC
1:5.000 WB,
1: 250 IHC

1:1.000 FACS

1:1.000 FACS

Quelle
Amersham
Biosciences,
Miinchen
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Molecular
Probes tiber
Eubio, Wien,
Osterreich
Molecular
Probes iiber
Eubio, Wien,
Osterreich

Soweit nicht anders erwdhnt, wurde als Basismedium Dulbecco’s modifiziertes Eagle

Medium (DMEM) mit 4,5 g/l Glukose (PAA Laboratories) verwendet. Simtliche Arbeiten

wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt. Alle nicht kommerziell erworbenen sterilen

Losungen, darunter auch 1x PBS, wurden soweit nicht anders erwdhnt, mit einfach

entionisiertem Wasser angesetzt und zweimal autoklaviert.

Die verwendeten Fibroblasten wurden auf 10 cm Zellkulturschalen bei 37 °C im
Begasungsbrutschrank bei 92,5 % rel. Luftfeuchte und 7,5% CO, kultiviert. Als
Nihrmedium wurde DMEM mit 10 % FKS, MEM nicht essentielle Aminosduren und einer

Antibiotika-Antimykotika (PAA Laboratories) Losung verwendet.
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Zum Passagieren der Zellen wurden die Fibroblasten kurz mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit 1 ml einer Trypsin/EDTA-Losung (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA)
versetzt und fiir ca. 5 min bei 37 °C inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden in 9 ml

DMEM aufgenommen und in 1:3 Verdiinnungen auf frische Kulturschalen tiberfiihrt.

1x PBS, pH 7.4:
150 mM NaCl
2 mM KCl1

10 mM Na,HPO,
2 mM KH2P04

2.2.1.1 Kryokonservierung von Zellen

Zur langfristigen Lagerung von Zellen, wurden die Zellen mit Trypsin von der
Zellkulturschale geldst, in ein Falcon-Réhrchen iiberfiihrt und abzentrifugiert (1200 U/min,
10 °C, 10 min). Das Zellpellet wurde in 2 ml eiskaltem Einfriermedium (20 % FCS, 10 %
DMSO in DMEM) resuspendiert und je 1 ml in Kryordhrchen tiberfiihrt, zunichst fiir ca.
10 min auf Eis gehalten und anschlieBend bei —80 °C tiefgefroren und kryokonserviert.

Um Zellen zu rekultivieren, wurde eine eingefrorene Zellsuspension bei 37 °C im
Wasserbad aufgetaut und in eine mit 10 ml Ndhrmedium vorbereitete 10 cm Schale
tiberfiihrt. Zur Vermeidung einer Schiadigung der Zellen durch DMSO wurde das Medium

an demselben Tag erneuert.

2.2.1.2 Herstellung von primiiren Hautfibroblasten

Die primdren Hautfibroblasten wurden aus neugeborenen Maéusen isoliert, die von
Syndecan-4-heterozygoten Eltern abstammen. Unter einer Sterilbank wurden mit einer
Schere Kopf, Schwanz und Extremitdten der neugeborenen Maus vom Rumpf abgetrennt,
wobei der Schwanz fiir eine spétere Genotypisierung der Maus bei —80 °C eingefroren
wurde (2.2.2.3). Die Haut der Mause wurde mit einer Schere am Riicken aufgeschnitten
und vorsichtig, moglichst unbeschidigt, abgeldst und in eine mit PBS gefiillte Kammer
einer 6-Well-Platte iiberfiihrt. Zwischen der Prédparation der einzelnen Mé&use wurden

Scheren und Pinzetten mit Ethanol desinfiziert. Nach dem Waschen in PBS wurde die Haut
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mit der Dermis nach unten vollstindig in einer neuen Kammer ausgebreitet, in die
vorsichtig 3 ml 25 %iges Trypsin (in PBS) von PAA Laboratories gegeben wurde, so dass
die Haut auf dem Trypsin schwamm. Nach Inkubation der Héute fiir 16 h bei 4 °C, wurden
diese aus der Trypsin-Losung genommen und in einer neuen Zellkulturschale mit der
Dermis nach unten ausgebreitet. Anschlieend wurde die Epidermis mit einer Pinzette
vorsichtig von der Dermis abgezogen. Die Dermis wurde mit einem Skalpell in 5 bis 6
Stiicke zerteilt und in ein Rohrchen mit 2 ml Hanks’ balanced salt solution (HBSS) von
PAA Laboratories, gegeben. Zu jedem Rohrchen wurde Kollagenase Typ 4 (PAA
Laboratories) bis zu einer Endkonzentration von 0,4 mg/ml zugegeben und bei
Raumtemperatur 30-60 min auf einem Magnetriihrer inkubiert, so dass sich die Dermis-
Stiickchen groBtenteils auflosten. Die aufgeloste Dermis eines Tieres wurde, ohne
vorheriges Zéhlen der Zellen, in eine vorbereitete 10 cm Zellkulturschale mit 15 ml
Zellkulturmedium gegeben. Die nicht abgesetzten Gewebereste sowie das Medium wurden
nach 16 h abgesaugt. Die adherierten Fibroblasten wurden mit PBS gewaschen und mit
10 ml frischem Zellkulturmedium versorgt. Nach der ersten Passage wurden die priméren
Fibroblasten kryokonserviert und bis zur weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff

aufbewahrt.

2.2.1.3 Aktivierung von Zellen mit TGF-f1

Zur Untersuchung des Einflusses von TGF-B1 auf die Expression der Syndecane in
Fibroblasten aus Wildtyp-Mausen und aus Syndecan-4-defizienten Médusen wurden Zellen
(1x 10° fiir eine Induktionsdauer von 12h bzw. [5-1] x 10° fiir 24 h bzw. 48 h) in
Zellkulturschalen (10 cm Schalen) ausgesdt und iiber Nacht in DMEM mit 10 % FKS
kultiviert. Zur Reduzierung im Serum enthaltener Faktoren wurden die Zellen fiir eine
weitere Nacht mit DMEM und 0,5 % FKS versorgt. Induziert wurden die Zellen
anschlieBend mit 5 ng/ml rekombinantem TGF-B1 (R&D Systems) in Minimalmedium mit
0,5 % FKS. Nach unterschiedlichen Induktionszeitpunkten (12 h, 24 h, 48 h) wurde das
Medium abgesaugt und die Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und durch
Zentrifugation bei 5.000 x g fiir 5 min bei 10 °C geerntet, um daraus die RNA (2.2.2.13) zu

isolieren.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion und Amplifikation der Sondensequenzen

Mit Hilfe der PCR kdnnen definierte DNA-Abschnitte in vitro amplifiziert werden. Der zu
amplifizierende DNA-Abschnitt wurde durch die Verwendung von zwei spezifischen
Oligonukleotidprimern, die komplementdr zu den flankierenden Bereichen der Ziel-
Sequenz sind, begrenzt.

Fiir die PCR-Reaktionen wurde entweder die Tag-DNA-Polymerase (NEB) oder die Deep-
Vent-DNA-Polymerase (NEB) eingesetzt. Die Deep-Vent-DNA-Polymerase weist im
Vergleich zur Tag-DNA Polymerase eine erheblich geringere Fehlerrate auf. Zur
Herstellung der Sonden wurde zunédchst Gesamt-RNA aus Fibroblasten gewonnen
(2.2.2.13) und diese mit Hilfe einer Reversen Transkription (2.2.2.15) in cDNA
umgeschrieben und anschlieBend der PCR-Amplifikation unterworfen.

Zur Herstellung der Sonden fiir die in situ-Hybridisierungstechnik (2.2.4) sowie Northern
Blotting (2.2.2.19) wurden folgende Primerpaare verwendet:

Primer fiir die Herstellung der DIG cRNA-Sonden und radioaktiven Sonden

Gen Spezies verwendete Primersequenzen 5°— 3° Ty °C Amggkon
synd-1 seq. -agt tct ttc tcc ccc cac age c- 64
Syndecan-1 Maus 548 bp
synd-1 rev. -aat aag gtc tgc tgg gge tct gaac-  >64,6
synd-2 seq. -cat ctc ccc ttg ctg tga ctg ac- 64,2
Syndecan-2  Maus 430 bp
synd-2 rev. -agc ccc cta cct tce cte cta c- >65,8

synd-4 seq. -ggg ggc att cta agt cca gtg a-

) 603 509 bp
Syndecan-4 - Maus o4 4 rev. -tat coc get ate coc cta cat tat-

GAPDH seq. -gaa ggt cgg agt caa cgg att tgg-

65,8 982 bp
GAPDH Maus GAPDH rev. -cat gtg ggc cat gag gtc cac cac-

e seq.: forward Primersequenz

e rev.: reverse Primersequenz

e GAPDH Sonde wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Hans Kresse, Physiologische Chemie und
Pathobiochemie des UKM, zur Verfiigung gestellt.
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Folgende Reagenzien wurden fiir die PCR wie folgt zusammenpipettiert:

100 — 300 ng DNA-Template
2,5 ul 10x ThermoPol-Puffer (NEB)
0,5 ul dNTP-Mix (je 10 mM, Eppendorf)
1 ul forward Primer (10 pmol/pl)
1 ul reverse Primer (10 pmol/ul)
0,5 pl Tag-/DeepVent-Polymerase
ad 25 pl ddH,0O

Alle PCR-Reaktionen wurden im ,,PCR-Cycler Mastercycler personal* der Firma
Eppendorf durchgefiihrt und der Erfolg der PCR anschlieBend mittels Agarose-
Gelelektrophorese (2.2.2.5) tiberpriift.

2.2.2.2 Isolierung genomischer DNA aus Miuseschwinzen

Zur Genotypisierung der transgenen Méuse wurde genomische DNA aus dem Schwanz
mittels der Phenol-Chloroform Methode isoliert. Dabei wurde zunichst das Gewebe mit
Lysispuffer und Proteinase K (20 mg/ml, Sigma-Aldrich) wiahrend 16 h bei 56 °C gelost.
Der Ansatz wurde mit 1 VT Phenol versetzt, gemischt und abzentrifugiert (10 min,
12.000 x g). Die Epiphase wurde mit 1 VT Chloroform gemischt und erneut zentrifugiert.
Danach wurde die Epiphase mit 0,1 VT Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und 0,8 VT
Isopropanol geschiittelt, fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann erneut fiir
30 min bei 4 °C und 12.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde kurz mit vorgekiihltem
70 %igem Ethanol (-20 °C) gewaschen, zentrifugiert (5 min, 12.000 x g, 4 °C), dann
luftgetrocknet und schlieBlich in 100 pl TE-Puffer aufgenommen.

Lysepuffer: TE-Puffer:
50 mM Tris-HCI pH 8,0 10 mM Tris-HCI pH 8,0
100mM  NaCl 1 mM EDTA

50 mM EDTA
1% (w/v) SDS
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2.2.2.3 Genotypisierung der Miuse

Es wurden je zwei PCR-Reaktionen mit der isolierten genomischen DNA durchgefiihrt,
wobei mit einem Primerpaar die Amplifikation der dem Wildtyp entsprechenden Sequenz
erfolgte. Bei der zweiten PCR-Reaktion dagegen wurde ein Primerpaar verwendet, das die
Sequenz der Neomycin-Kassette, welche rekombinant in das Genom der transgenen Miuse
integriert wurde, erkennt. Ist nur die erste PCR-Reaktion positiv, handelt es sich bei dieser
Maus um eine Wildtyp-Maus. Eine Maus ist dagegen heterozygot, wenn beide Reaktionen
positiv sind. Ist nur die zweite PCR- Reaktion positiv, ist die Maus homozygot.

Fiir die Genotypisierungs-PCR wurde die genomische DNA (2.2.2.2) 1:10 mit TE-Puffer
verdiinnt und 1 pl dieser Losung fiir einen 25 ul PCR-Ansatz verwendet, dessen

Pipettierschema wie folgt aussah:

1l DNA-Template
2,5 ul 10x ThermoPol-Puffer (NEB)
0,5 ul dNTP-Mix (je 10 mM) (Eppendorf)
1 pl forward Primer (10 pmol/ul)
1l reverse Primer (10 pmol/ul)
0,5 ul Tag-/DeepVent-Polymerase
ad 25 pl ddH,O

Folgende Primersequenzen dienten zur Amplifizierung der Zielgene und damit zur

Genotypisierung der Miuse:

Primer fiir die Genotypisierung der Miuse

Gen verwendete Primersequenzen 5’ — 3 T Amplikon

°C bp
E4 seq. -gtg cca cta gat aac cac atc cc- 45
Syndecan-4 E4 rev. -ctc agt tct ttc aaa aac gtt g- >53 250bp
Neomycin-  Neo seq. -gat ctc ctg tca tct cac ct- 46 300 b
Kasettte Neo rev. -atg ggt cac gac gag atc ct- >59 p

e seq.. forward Primersequenz
e rev.: reverse Primersequenz
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Die PCR wurde folgendem Standard- PCR Programm unterzogen:

Primére Denaturierung: 5 min, 94 °C
Denaturierung : 30 sec, 94 °C
Annealing: 30 sec, 58 °C 35 Zyklen
Elongation: 30 min, 72 °C
finale Elongation: 2 min, 72 °C

Der Erfolg der PCR (2.2.2.1) wurde anhand einer Agarose-Gelelektrophorese (2.2.2.5)
iiberpriift. Das Vorhandensein von positiven Signalen des Syndecan-4 Gens bzw. der

Neomycin-Kassette im Agarose-Gel wurde zur Deutung des Genotyps herangezogen.

2.2.2.4 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsiuren

Zur quantitativen DNA-/RNA-Bestimmung wurden die Proben in Wasser bzw. in
DEPC-H;0 1:20 -1:200 verdiinnt und in einem Photometer bei einer Wellenldnge von 260
und 280 nm gegen Wasser als Leerwert gemessen.

Eine ODysy von 1 entspricht 40 pg/ml RNA bzw. 50 pg/ml doppelstrangiger DNA. Eine
reine RNA-Losung besitzt ein OD,6/OD 230-Verhéltnis von 2,0, eine reine DNA-LSsung
dagegen 1,8 (Sambrook et al., 2001).

2.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur GroBenauftrennung von DNA-Restriktionsfragmenten (2.2.2.11), préparativen
Extraktion von Fragmenten (2.2.2.12), Konzentrationsabschitzung eluierter Fragmente und
Qualitédtstiberpriifung  von  PCR-Reaktionen (2.2.2.1) wurde eine  Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Je nach erwarteter Fragmentgrofle wurde ein 1-1,5 %iges Agarose-Gel in TBE hergestellt,
das 33 ng/ml Ethidiumbromid (ICN) enthielt. Die DNA-Proben wurden in 5x DNA-
Probenpuffer aufgenommen, auf das Gel aufgetragen und bei einer Spannung von 90-
100 Volt fiir 20-30 min elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Konzentrationsabschitzung und

Fragmentlangenbestimmung wurde ein DNA-GroBenstandard bekannter Konzentration
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und Fragmentlingen mitgefithrt. Die Dokumentation erfolgte mittels eines UV-
Transilluminator-Systems bei einer Wellenldnge von 302 nm, zur Gelextraktion bei

365 nm.

1x TBE-Puffer: 5x DNA-Probenpuffer:
100 mM  Tris-HCI, pH 8,4 30% (w/v)  Glycerin
90 mM Borat 0,25 % (W/v) Bromphenolblau
I mM EDTA 0,25 % (w/v) Xylencyanol FF

Agarose-Gel:
1-1,5 % (w/v) Seakem-Agarose
in TBE-Puffer

2.2.2.6 DNA-Sequenzierung

Zur Verifizierung von DNA-Sequenzen nach der Didesoxy-Methode nach Sanger (Sanger
et al., 1977) wurde das AmpliTaq FS BigDye Terminator Kit (Applied Biosystems,
Darmstadt) benutzt. 250 ng des zu sequenzierenden Plasmid bzw. 10-50 ng des PCR-
Produkts wurden mit 2 ul Premix und 10 pmol des entsprechenden Primers versetzt und
mit H,O auf 10ul aufgefiillt. Die Probe wurde in einem Thermocycler folgender

Amplifizierungsreaktion unterzogen:

Denaturierung: 30 sec, 96 °C
Primer-Annealing: 15 sec, 56 °C 25 Zyklen
4 min, 60 °C

Uberschiissige BigDye-Nukleotide wurden anschlieBend mittels des DyeEx Spin Kits
(Qiagen, Hilden) entfernt und die gereinigte markierte DNA zur Kapillarelektrophorese in
einem ABI Prism310 (Applied Biosystems, Darmstadt) eingesetzt. Ein Vergleich der
erhaltenen Sequenzen mit den erwarteten Sequenzen wurde mittels der Software ,, blast*

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) durchgefiihrt.

Die fiir die Sequenzierung verwendeten Primer richteten sich nach dem Plasmid, in dem

das zu sequenzierende DNA-Stiick inseriert war.
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Es wurden folgende Primer benutzt:

M13 forward 5’-gtt ttc cca gtc acg acg-3’

M13 reverse 5’-ttc aca cag gaa aca gct atg acc-3’
T7 5’-gaa ttg taa tac gac tca cta tag-3’
Sp6 5’-gat tta ggt gac act ata gaa tac-3’

2.2.2.7 Transformation kompetenter Bakterien und Klonierung von DNA-

Fragmenten

Die Transformation der Bakterien (Mandel und Higa, 1970) erfolgte durch eine
Hitzeschockbehandlung. Dazu wurde ein Aliquot des transformationskompetenten
Bakterienstammes (E. coli TOP 10 F’, Invitrogen) auf Eis aufgetaut, mit 10 ng des zu
transformierenden Plasmids vermischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Anschlieend
erfolgte ein Hitzeschock von 45 sec bei 42 °C, wonach der Transformationsansatz fiir
5 min auf Eis abgekiihlt wurde, um dann die Bakterien nach Zugabe von 250 ul SOC
Medium (Gibco BRL, Eggenstein) fiir 1 h bei 37 °C unter Schiitteln (180 Upm) zu
kultivieren. Der Transformationsansatz wurde auf eine LB-Agarplatte mit einem
geeigneten Antibiotikum ausplattiert und bei 37 °C iiber Nacht, bis einzelne Kolonien
sichtbar wurden, inkubiert.

Die Antibiotika wurden in folgenden Endkonzentrationen eingesetzt:

Ampicillin: 100 pg/ml
Kanamycin: 25 pg/ml
Tetracyclin: 12,5 pg/ml

Durch Autoklavieren wurden im LB-Medium die entsprechende Menge Agar (1,5 %
[w/v]) geldst. Nach Abkiihlen auf 50 °C und unter Zugabe des jeweiligen Antibiotikums in
den oben angegebenen Konzentrationen wurden unter sterilen Bedingungen 20 ml LB-
Medium in 60 mm-Petrischalen (Sarstedt) gegossen. Nach Aushérten wurden diese unter

LichtausschluB3 bei 4 °C gelagert.
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2.2.2.8 Kultivierung und Lagerung gentechnisch verinderter Bakterien

Einzelne Kolonien transformierter Bakterien wurden auf selektiven LB-Né&hrboden
ausgestrichen und bei 4 °C gelagert. Aus den einzelnen Klonen wurden nach Animpfen
von 5ml LB-Medium unter entsprechender Antibiotikaselektion Bakterienkulturen
gewonnen, die zur Amplifizierung und Isolierung von Plasmid-DNA dienten.

Zur préiparativen Isolierung ausgewéhlter Plasmide wurden gréfere Kulturvolumina durch
Animpfen des Nihrmediums mit einer frischen Ubernachtkultur in einem Verhiltnis von
2 % (v/v) angezogen. Zur Archivierung von Klonen wurden 500 pl Vorkultur fiir 2-3 h bei
37°C und bei 180 Upm angezogen, anschlieBend mit Glycerollosung vermischt
(Endkonzentration 15 % [v/v]) und in einem Einfrierrohrchen (Cryo-Tube, Nunc,

Wiesbaden) bei -80 °C gelagert.

LB-Medium: 10 mg LB Broth Base (Gibco BRL) ad 500 ml mit H»0, steril.

2.2.2.9 Isolierung von Plasmid-DNA

Fiir die Isolierung von DNA aus Plasmiden wurde das QIAPrep Spin Miniprep Kit
(Qiagen, Hilden) verwendet, die auf der selektiven Bindung von DNA an Silika-Gel
Membranen unter Verwendung eines speziellen Hochsalzpuffers beruht. Die Aufreinigung
der DNA wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt, wobei die Elution der
gereinigten DNA mit 30 ul DEPC-H,0 erfolgte. Die Menge der isolierten Plasmid-DNA
aus 5 ml Kulturen lag bei 20 ug. Grofere Mengen von bis zu 500 ug Plasmid-DNA
wurden mit dem HiSpeed Plasmid Midi Kit (Roche) aus einem Kulturvolumen von 50 ml

gewonnen.

2.2.2.10 Konzentrierung von Nukleinsiduren

Die aufzukonzentrierende Losung von DNA bzw. RNA wurde mit 0,1 VT 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 VT Ethanol (reinst) bei -20 °C fiir 16 h gefillt. Nach
Zentrifugation bei 14.000 rpm fiir 20 min unter Kiihlung wurde das Pellet mit 70 %igem
(v/v) kaltem Ethanol gewaschen. Anschliefend wurde die DNA/RNA erneut fiir 5 min
zentrifugiert, dann luftgetrocknet und schlieBlich in dem gewiinschten Volumen in einem

geeigneten Puffer resuspendiert.
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2.2.2.11 Restriktionsverdau von DNA

Zur Uberpriifung des Transformationserfolges (2.2.2.7), zur Isolierung von DNA-
Fragmenten (2.2.2.12) und zur anschlieBenden Ligation in Plasmide wurden
Restriktionsenzyme (Typ II) eingesetzt, die bestimmte palindrome Sequenzen der DNA
erkennen und spalten. Fiir einen qualitativen Nachweis des Restriktionsverdaus wurden bis
zu 100-600 ng Plasmid-DNA nach den vom Anbieter empfohlenen Temperatur- und
Pufferbedingungen mit dem jeweiligen Enzym (2-5 U) fiir 1-2 h inkubiert. In préparativen
Ansidtzen wurden 10 pg Plasmid-DNA in einem Ansatz von maximal 100 pl verdaut. Die
eingesetzte Enzymmenge betrug 5 U pro pg DNA und die Inkubationszeit wurde auf
4-16 h verlangert. Die erhaltenen Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese
(2.2.2.5) nach ihrer GroBe aufgetrennt und durch Vergleich mit einem externen

GrofBenstandard identifiziert.

2.2.2.12 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente von bis zu 10 kb wurden in einem
praparativen Mallstab mit dem Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers
aus dem Gel extrahiert und aufgereinigt.

Nukleotide und Enzyme wurden mit dem PCR Purification Kit (Qiagen) entsprechend der

Herstellerangaben von DNA-Fragmenten abgetrennt.

2.2.2.13 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Vorschrift des Herstellers
isoliert. Die Elution erfolgte abweichend davon mit 30 ul DEPC-Wasser.

2.2.2.14 Isolierung von Gesamt-RNA aus Nieren mit TRIzol

Prapariertes Nierengewebe wurde mit 1 ml TRIzol (Gibco BRL, Eggenstein) pro 50-
100 mg mechanisch mit Hilfe eines Ultra-Turrax fiir 3x 30 sec auf Eis homogenisiert. Die
Zelltrimmer wurden anschlieBend abzentrifugiert (12.000 x g, 10 min, 4 °C). Zur
Phasenpréparation wurden 0,2 VT Chloroform hinzupipettiert, 12 sec gevortext und 3 min

bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (12.000 x g, 15 min, 4 °C) wurde die Epiphase
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abgenommen, erneut 0,2 VT Chloroform hinzupipettiert und zentrifugiert (12.000 x g,
15 min, 4 °C). Nach Trennung der Epiphase wurde mit 0,5 VT Isopropanol die RNA fiir
10 min bei RT gefillt. Das nach Zentrifugation (12.000 x g, 15 min, 4 °C) erhaltenen
RNA-Pellet wurde mit 1 VT 75%igem Ethanol gewaschen, zentrifugiert (7.500 x g, 5 min,
4 °C) und kurz an der Luft getrocknet und in DEPC-H,0 aufgenommen.

2.2.2.15 Reverse Transkription

Fiir eine nachfolgende PCR wurde Gesamt-RNA (2.2.2.13 und 2.2.2.14) durch Reverse
Transkriptase, einer RNA-abhingigen DNA Polymerase, in eine komplementdre
Einzelstrang-DNA (cDNA) umgeschrieben. Die cDNA wurde in einer nachfolgenden PCR
zur Doppelstrang-DNA ergénzt. Der im OneStep RT-PCR (Qiagen) enthaltene Enzymmix
aus einer Reversen Transkriptase und HotStarTag DNA Polymerase ermoglicht Reverse
Transkription und PCR Amplifikation in einem Schritt. Wéhrend der Reversen
Transkription ist die Polymerase inaktiv und beeintrachtigt die Reaktion nicht. Nach der
Reaktion wurden die Reaktionsansdtze erhitzt (95 °C), so dass die HotStarTag DNA
Polymerase aktiviert und die Reverse Transkriptase inaktiviert wurde. Diese
Vorgehensweise verhinderte die Extension unspezifisch gebundener Primer sowie die
Bindung von Primer-Dimeren wéhrend des ersten Zyklus, so dass eine hochspezifische und
reproduzierbare nachfolgende PCR gewiéhrleistet war. Die Durchfiihrung der One Step RT-
PCR erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.2.2.16 Real time PCR

Die Real time PCR ist eine sensitive Methode zur Quantifizierung von RNA. Zur
Untersuchung der Syndecane in Nieren auf RNA-Ebene wurde isolierte Gesamt-RNA
(2.2.2.13) mittels Reverser Transkription (2.2.2.15) in cDNA umgeschrieben. Fiir die PCR-
Reaktion wurde 0,5 ul cDNA mit jeweils 1 ul 10 pmol Primerlésung (forward/reverse),
54ul 2,5x RealMasterMix/20x SYBR Solution (Eppendorf) und H,O in einem
Gesamtvolumen von 12 pl gemischt. SYBR Solution ist ein fluoreszierender Farbstoff, der
sich interkalierend in doppelstringige DNA einlagert. Die Reagenzien wurden in eine 96-
Well Mikrotiterplatte pipettiert. Zur Analyse wurde die Platte in das ABI PRISM 7700

Detektionssystem iiberfiihrt, welches iiber einen eingebauten Thermocycler verfiigt.
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Die PCR wurde fiir 2 min bei 95 °C initialisiert, danach folgte eine Denaturierung von
20 sec bei 95 °C, ein Annealing von 30 sec bei 58 °C und Elongation in einem Schritt fiir
45sec bei 68 °C. Ausgenommen des Initialisierungsschrittes wurden vorhergehende
Schritte in 40 Zyklen wiederholt. Es wurden fiir jedes Gen Doppelansitze und eine
Wasserkontrolle mitgefiihrt. Fiir die Quantifizierung wurde die vergleichende CT (cycle
treshold)-Methode (AACT) benutzt. CT bezeichnet die Zyklenzahl, bei welcher die
Fluoreszenzintensitit einen vorher festgelegten Schwellenwert {iberschreitet. Bei der
AACT-Methode (Livak und Schmittgen, 2001) wurde neben der Zielsequenz auch eine
endogene Kontrolle mitamplifiziert (housekeeping Gen), die die Menge an Ziel-RNA ins

Verhiltnis zu der insgesamt in der Probe vorhandenen RNA setzt.

Folgende Primersequenzen wurden in der Real time PCR verwendet:

Syndecan-1
MSDClrt.seq.:  5'-tgt cga gga tgg aac tge caa tca-3°
MSDClrt rev.: 5 -aat gac acc tcc cag cac ttc ctt-3°
Syndecan-2
MSDC2rt seq.:  5'-ccc aaa gtg gaa acc atg acg ttg-3°
MSDC2rt rev.:  5°-ggc tgc tac aac ttc tgt ccg tt-3°
Syndecan-4
MSDCA4rt seq.:  5'-ccc aag gaa ctg gaa gag aat gag gt-3’
MSDCA4rt rev.:  5’-tac acc agc agc agg atc agg aaa-3’
Housekeeping Gen HPRT
HPRT]I. seq.: 5'-tca ggc agt ata atc caa aga tgg-3’
HRPTI. rev.: 5’-agt ctg gct tat atc caa cac ttc-3°

2.2.2.17 TOPO TA Klonierung

Die Methode diente der effizienten Klonierung von PCR-Produkten (2.2.2.1), die mit Hilfe
der Tag-Polymerase erzeugt wurden. Durch eine terminale Transferase-Aktivitit von Taq-
Polymerasen wurden einzelne Desoxyadenylat-Reste an das 3’-Ende von PCR-Produkten
angehdngt. Die pCR II-Klonierungsvektoren verfiigen analog iiber {iberhdngende

Desoxythymiylatreste.
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Bei der Ligation des aufgereinigten PCR-Produkts mit dem pCR II-TOPO-Vektor,
katalysiert eine an den Vektor gebundene DNA-Topoisomerase I die Ausbildung
kovalenter Bindungen, so dass eine Ligationsdauer von 5 min bei Raumtemperatur

ausreichend ist.

2.2.2.18 Denaturierende RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Qualitit aufgereinigter RNA (RNA-Testgel) als auch zur
Durchfiihrung von Northern Blots (2.2.2.19) wurde die RNA in einem denaturierenden
Agarose-Gel aufgetrennt. Zur Uberpriifung der RNA waren 5 ug RNA ausreichend, wobei
fiir einen Northern Blot 10-30 pg aufgetragen wurden. Das Volumen wurde durch
Vakuumverdunstung mittels einer SpeedVac (Thermo-Savant, Erlangen) auf ein
Endvolumen von 5 pl eingeengt. Um mogliche storende Sekundérstrukturen zu 16sen,
wurde die RNA mit Denaturierungspuffer versetzt, fiir 10 min bei 65 °C und anschlieBend
fiir 5 min auf Eis inkubiert. RNA-Proben wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit 3 pl
RNA-Probenpuffer und 1 pl Ethidiumbromid (0,5 mg/ml) versetzt.

Ein externer RNA Grofenstandard (Roche, Mannheim) wurde ebenfalls mit Probenpuffer
und Ethidiumbromid versetzt und aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung zur
Qualititsiiberpriifung erfolgte in einem 6 cm-Gel bei 100 Volt fiir 30 min—1 h oder in
einem 15cm-Gel fiir 16 h bei 35 Volt fiir Northern Blot jeweils mit einem

denaturierendem Laufpuffer bei 4 °C.

10x MOPS, pH 7: RNA-Denaturierungspuffer:
200 mM MOPS 5% (v/v) Formamid, entionisiert
50 mM Natriumacetat 14,6 mM Formaldehyd
10 mM EDTA 1x MOPS
in DEPC-H,0

RNA-Probenpuffer (6x):

500 ul Formaldehyd, 37 % (w/v)
400 pl Glycerol, 87 % (v/v)
50 ul Bromphenolblau, 1 % (w/v)

50 ul Xylencyanolblau 1% (w/v)
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Denaturierender Laufpuffer: RNA-Agarose-Gel:
Ix MOPS-Puffer 1 % (w/v) Seakem Agarose
200 mM Formaldehyd mit DEPC-H,0
1x MOPS-Puffer
22 M Formaldehyd

2.2.2.19 Northern Blot

Zur Detektion von spezifischen Transkripten aus isolierter RNA (2.2.2.13) wurden
Northern Blot Analysen durchgefiihrt. Hierzu wurden gleiche RNA-Mengen auf einem
denaturierenden Agarose-Gel aufgetragen und elektrophoretisch nach ihrer GroBe separiert
(2.2.2.18). Der Transfer der RNA auf eine Nylonmembran (Hybond-N, Amersham
Biosciences, Freiburg) geschah durch einen inversen Wet-Blot nach Standardvorschrift fiir
16 h bei 4 °C (Sambrook et al., 2001). Zunéchst aber wurde das Agarose-Gel mittels eines
UV-Transilluminators dokumentiert. Zur Entfernung von Ethidiumbromid und

Formaldehyd wurde das Gel mit 10x SSC (3x 20 min) gewaschen.

In dem oben genannten inversen Wet-Blot System wurde die RNA durch Kapillarkrifte des
nach oben gesogenen Transferpuffers (10x SSC) auf die Membran transportiert. Durch
UV-Quervernetzung (Stratalinker, Stratagene, La Jolla, CA, USA) wurde die RNA auf der
Membran fixiert und konnte fiir lingere Zeit bis zur Hybridisierung unter RNase-freien

Bedingungen bei -80 °C gelagert werden.

20x SSC, pH 7,6:
3M NaCl
03M Natriumcitrat

in DEPC-H,0
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2.2.3 Hybridisierungstechniken

2.2.3.1 Radioaktive Markierung einer ssDNA Sonde

Die Sonden wurden durch Amplifizierung einer gewiinschten DNA-Sequenz (2.2.2.1) und
ithrer Klonierung in den pCR II TOPO-Vektor hergestellt (2.2.2.17). Nach erfolgreicher
Klonierung wurde die DNA fiir die Sonden sequenziert (2.2.2.6). Die sequenzverifizierte
Sonden-DNA wurde mit Restriktionsenzymen aus dem Vektor herausgeschnitten
(2.2.2.11), per Gelextraktion isoliert (2.2.2.12) und mittels Agarose-Gelelektrophorese
(2.2.2.5) quantifiziert.

Zundchst wurden 30 ng der DNA in einem Endvolumen von 30 ul (mit DEPC-H,0) im
Heizblock bei 94 °C denaturiert und durch Abschrecken in Eis wurde eine Renaturierung
verhindert. Die radioaktive Markierung der DNA erfolgte mit dem Prime-a-Gene Labeling
Kit (Promega, Heidelberg). Dazu wurde die einzelstringig vorliegende DNA mit 20 uM
dNTP Mix (ohne dCTP), 100 U/ml Klenow-Fragment, 400 pg/ml BSA und 50 uCi
2p_dCTP in 1x Labelling Puffer fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Dabei lagerten sich
Hexanukleotide zufilliger Sequenz an die einzelstringige DNA an, die von dem Klenow-
Fragment unter Einbau von **P-dCTP elongiert wurden. Die markierte DNA wurde von
nicht inkorporierten **P-dCTP mittels des PCR Purification Kits (Qiagen) nach der
Anleitung des Herstellers aufgereinigt. Die Methode basiert auf der selektiven Bindung
hochmolekularer Nukleinsduren an ein Silikagel unter Hochsalzbedingungen. Durch
Waschen mit einem ethanolhaltigen Puffer wurden die nicht eingebauten Radionukleotide
entfernt und die gereinigte DNA mit zweimal 50 pl Elutionspuffer eluiert. Davon wurden
2 ul zur Messung der spezifischen Aktivitdit in einem Szintillationszdhler (LS 6500,
Beckmann, Miinchen) abgenommen. Die spezifische Aktivitdt der radioaktiv markierten
Sonde sollte mindestens 1x 10° cpm/pg betragen, um sie fiir die Hybridisierung von

Northern Blots (2.2.3.2) zu nutzen.

2.2.3.2 Hybridisierung und Detektion von Northern Blots

Die zuvor geblottete Nylonmembran wurde zundchst mit 5 ml vortemperierter QuickHyb
Losung (Stratagene) in einem Hybridisierungsrohrchen (Biometra) bei der

sondenspezifischen Hybridisierungstemperatur mindestens 1 h prahybridisiert.
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Fiir die Hybridisierung wurde die radioaktiv markierte Sonde zusammen mit 50 pl sheared
salmon sperm DNA (20 mg/ml) als Blockierungsreagenz fiir 10 min bei 95 °C denaturiert,
fiir 2 min auf Eis abgeschreckt, in die Priahybridisierungslosung pipettiert und mit der
Membran fiir 16 h bei der ausgewidhlten Hybridisierungstemperatur unter Rotation
hybridisiert. Durch sukzessives Waschen bei zunehmender Stringenz mit 2x SSC, 0,1 %
(w/v) SDS (30 min, 2-3 x 10 min), mit 1x SSC, 0,1 % (w/v) SDS (2x 10 min), 0,1x SSC,
0,1 % (w/v) SDS (3x 5 min) wurden unspezifisch gebundene Sonden-Molekiile entfernt.
Zur Detektion ihrer B-Strahlung wurde die noch feuchte Membran in eine Folie
eingeschweilit und fiir 2-16 h auf einem Phosphoimager-Screen (Amersham Biosciences,
Freiburg) exponiert.

Die densitometrische Auswertung der Phosphoimager-Screens erfolgte mit der Software

ImageQuant Version 5.0 (Amersham Biosciences).

2.2.3.3 Stripping von Northern Blots

Zur Entfernung von Sonden wurde die bereits hybridisierte Northern Blotmembran
(2.2.2.19) bei 80 °C fiir 10 min in einem Wasserbad mit vortemperiertem Stripping-Puffer
geschiittelt.

Stripping-Puffer:

0,1 % (w/v) SDS
10 mM Tris
1 mM EDTA

AnschlieBend wurde die Nylonmembran bei Raumtemperatur mehrmals mit 2x SSC

gewaschen. Die Effektivitit des Strippens wurde durch Auflegen eines Screens liberpriift.
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2.2.4 In situ-Hybridisierungen

2.2.4.1 Digoxygenin-Markierung von cRNA-Sonden

Die zu transkribierende DNA-Sequenz wurde in den pCR II-TOPO-Vektor kloniert
(2.2.2.17), welcher den T7- und Sp6-Promotor enthilt. Zur Herstellung von run off
Transkripten wurde der Vektor mit einem Restriktionsenzym, das 5°- iiberhdngende oder
glatte Enden erzeugt und keine Schnittstellen im /nsert (klonierte DNA-Sequenz) erkennt,
linearisiert (2.2.2.11). Die Linearisierung wurde in einem 50 pl Ansatz mit 10 pg Plasmid-
DNA in den optimalen Pufferbedingungen der Restriktionsenzyme fiir 16 h bei 37 °C
durchgefiihrt. Nach vollstandiger Spaltung wurde der Ansatz mit Phenol-Chloroform
gefillt. Zunédchst wurde der Ansatz mit DEPC-H,0 auf ein Volumen von 300 pl aufgefiillt
und dann mit 300 pl Phenol-Chloroform (1:1 Mischung) gemischt. Nach zweiminiitiger
Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde die obere wissrige Phase in ein neues Eppendorf-
Gefal} tiberfiihrt und mit 1 VT Chloroform versetzt, erneut gemischt und zentrifugiert, um
dann die obere wissrige Phase in ein neues Reagiergefdll zu iiberfiihren. Die in dieser
Phase angesammelte DNA wurde dann, wie unter 2.2.2.10 beschrieben, einer Féllung
unterzogen, wobei das Pellet in 15 ul DEPC-H,0 aufgenommen und die Konzentration der
gefillten DNA photometrisch (2.2.2.4) ermittelt wurde. Die Markierung mit Digoxigenin
wurde in einem in vitro Transkriptionsansatz, hierzu wurde das DIG cRNA Labelling Kit

(Roche) verwendet, durchgefiihrt.

Markierungsreaktion:
1 ug der linearisierten Plasmid-DNA ad 20 pl mit DEPC-H,0O
2ul 10 x Transkriptionspuffer
2 ul DIG RNA Labelling Mix
0,2 ul RNase Inhibitor
2 ul Sp6- bzw. T7-RNA Polymerase (10 U/ul)

Nach vorsichtigem Mischen auf Eis fand die Reaktion fiir 2 h unter Verwendung der T7-
Polymerase bei 37 °C oder der Sp6-Polymerase bei 40 °C statt.

Um Reste von DNA zu entfernen, wurde der Ansatz mit DNase I (2 U) fiir 30 min bei
37 °C verdaut. Die Reaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von 2 ul EDTA (0,2 M, pH
8) gestoppt. Danach wurde die DIG-markierte cRNA mit 2,5 ul 4 M LiCl (pH 5,2) und
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75 ul Ethanol bei -20 °C {iber Nacht gefdllt und anschliefend zentrifugiert (14.000 rpm,
4 °C, 20 min). Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene Pellet vorsichtig mit
eisgekiihltem 70 % EtOH gewaschen und erneut zentrifugiert (14.000 rpm, 4 °C, 5 min).
Nach Lufttrocknung des Pellets fiir 3 min bei Raumtemperatur wurde dieses in 100 pl
DEPC-H,O und 1 pl RNase-Inhibitor fiir 30 min bei 37 °C gelost, in Eppendorf-
Reagiergefdfie aliquotiert und fiir in situ-Hybridisierungen auf Gewebeschnitten (2.2.4.2)
verwendet. Die nicht unmittelbar gebrauchten DIG cRNA-Sonden wurden bei -80 °C
gelagert. Zur Qualitétsiiberpriifung der DIG ¢cRNA-Sonden wurden 4 pl Sonde mit 4 ul
DEPC-H,O und 2 pl RNA-Probenpuffer versetzt, fiir 5 min bei 72 °C aufgekocht und
elektrophoretisch auf einem Agarosegel (2.2.2.5) aufgetrennt.

2.2.4.2 In situ-Hybridisierung mit DIG-markierten cRNA-Sonden

Die Technik der in situ-Hybridisierung (ISH) erlaubt den Nachweis spezifischer
Nukleinsduren (DNA, RNA) an Gewebeschnitten und hat, im Unterschied etwa zur PCR-
Technik, den Vorteil, dass eine positive Reaktion in Bezug zur Gewebsmorphologie
gesetzt werden kann. Alle Prahybridsierungsschritte wurden in gebackenen Glaswaren, mit
RNase-freien Plastikwaren und Chemikalien, unter strikten staub- und RNase-freien
Bedingungen durchgefiihrt.

Die 5 um dicken Paraffinschnitte wurden 30 min bei 50 °C erwidrmt, um das Paraffin
anschlieBend bei Raumtemperatur durch mehrmaliges Wechseln von Rotihistol (3x
10 min) zu 16sen. Danach wurden die Schnitte mit einer absteigenden Ethanolreihe (2x
100 %, 1x 90 %, 1x 80%, 1x 70 %, 2x 50 %) fiir jeweils 5 min rehydriert und
anschlieend in DEPC-H,O (2x 5 min) geschiittelt. Nach einer Postfixierung der Schnitte
bei 4 °C mit frisch angesetztem 4 %igem Formaldehyd fiir 20 min wurden die Schnitte
mehrmals mit TBS gewaschen.

Die Denaturierung der Proteine wurde durch Inkubation mit 0,2 N HCI (10 min, RT)
erreicht. Danach folgten Waschschritte mit TBS (3x 5 min). Um unspezifische Bindungen
und den Hintergrund zu reduzieren, wurden die Schnitte in frisch angesetztem 0,5 %
Essigsdureanhydrid in 0,1 M Triethanolamin (pH 8, Sigma-Aldrich) fiir 10 min bei
Raumtemperatur auf einem Magnetriihrer inkubiert und anschlieBend mit TBS gewaschen.
Das Gewebe wurde mit Proteinase K (Roche) bei 37 °C fiir 20 min (Endkonzentration:

10 pg/ml in TBS) verdaut, um die Penetration der Sonden in das Gewebe zu erhdhen.
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Anschlieend wurden die Schnitte mehrmals kurz in TBS gewaschen, mit einer
aufsteigenden Ethanolreihe dehydriert, kurz in Chloroform getaucht und dann
luftgetrocknet. Vor der Hybridisierungsreaktion mit den Sonden wurden die Schnitte mit
einem Dakopen (DakoCytomation) eingekreist, um mit minimalen Volumina zu arbeiten.
Fiir die Hybridisierung wurde die Hybridisierungslosung 3 min bei 85 °C vorgewérmt, in
der dann die DIG cRNA-Sonden (20-50 ng/ml) verdiinnt wurden. Die Sonden wurden bei
85 °C denaturiert und kurz auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe der Sonden wurden die
Schnitte 2-3 min auf eine 95 °C heille Heizplatte platziert, um die Nukleinsduren des
Gewebes zu denaturieren. Danach wurden die Schnitte zusammen mit den Sonden in einer
feuchten Kammer bei einer geeigneten Temperatur (46 °C fiir Synd-2 sense/antisense-
Sonde, Synd-4 sense/antisense-Sonde bis 50 °C und Synd-1 sense/antisense-Sonde bis
52 °C) 16 h hybridisiert. Die darauf folgenden Posthybridisierungsschritte bereiteten das
Gewebe auf die Detektion der DIG-cRNA vor. Zundchst wurden die Schnitte mit einer
vorgewidrmten (55 °C) 2x SSC-Losung unter Wippen von restlicher Hybridisierungsldsung
gereinigt, darauthin wurden sie fiir 20 min mit einer 50 %igen Formamid/ 2x SSC bei
55 °C gewaschen. Es folgten zwei weitere Waschschritte fiir 15 min mit 1x SSC und
anschlieBend zwei fiinfminiitige mit TBS bei Raumtemperatur. Nach Aquilibrieren der
Schnitte in Puffer 1 (5 min, RT) wurden sie fiir 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer blockiert. Die Inkubation mit dem Anti DIG-Alkalische Phosphatase Antikdrper
(Roche, Mannheim) in Blockierlosung erfolgte fiir 1h bei 37°C oder 2h bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Schnitte in TBS gewaschen und mit Puffer 3
dquilibriert (10 min, RT), um danach die Chromogene Nitroblau Tetrazolium (NBT,
Roche) und Bromochloroindolyl-Phosphat (BCIP, Roche), die in P3 verdiinnt wurden, auf
die Schnitte zu geben. Gestoppt wurde die Farbreaktion, die unter Lichtausschluf} in einer
feuchten Kammer durchgefiihrt wurde, innerhalb von zwei Stunden mit TE-Puffer.

Nach Dehydrierung der Schnitte mit Hilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 70 %,
90 %, 2x 100 %) wurden sie mit Entellan (Merck) bedeckt, luftgetrocknet und mit dem
Soft Imaging Systems Analysis Programm am Olympus BX60 Mikroskop dokumentiert.
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TEA-Puffer, pH 8: 4% PFA, pH 7,2:
6.65 ml Triethanolamin 4¢ PFA
450 ml DEPC- H,O 80 ml DEPC-H,O

unter Riihren bei 70 °C erwéirmen,

ad 500 ml mit DEPC-H,O mit 2 N NaOH zum Losen bringen,

abkiihlen lassen,
10 ml 10x PBS
ad 100 ml mit DEPC-H,0O

Hybridisierungslosung:

2x SSC
50 % Formamid, deionisiert
10 mM Dithiothreitol
0,5 mg/ml Hefe tRNA
1 mg/ml salmon sperm DNA

(denaturiert fiir 10 min bei 95 °C)

Puffer 1 (P1): Puffer 3 (P3):
100 mM Tris-HCI 100 mM Tris-HCI
150 mM NaCl 100 mM NaCl
pH 7.5 50 mM MgCl,
pH 9,5
Blockierlosung

0,5 % blocking reagent (Roche) in P1
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2.2.5 Proteinbiochemische Methoden

Alle verwendeten LoOsungen wurden, falls nicht anderweitig angegeben, mit einfach
deionisiertem Wasser angesetzt. Zum Schutz der Proteine vor Proteasen wurden
Proteaseinhibitoren, wenn nicht anders angegeben, von Roche (Complete Mix, Mini

Tablets) zugesetzt.

2.2.5.1 Extraktion von Gesamtproteinen aus Geweben

Zur Extraktion von Proteinen aus murinem Nierengewebe wurde entweder frisch
herauspréparierte Niere oder schockgefrorenenes Nierenmaterial, das bei -80 °C gelagert
wurde, in 1 ml 1x TBS, das Proteaseinhibitoren enthielt, mit einem Ultra-Turrax (IKA,
Staufen, Stufe 5) fiir 3x 30 s auf Eis homogenisiert. AnschlieBend wurde das Homogenat
auf einem Drehrad extrahiert (UN, 4 °C) und dann bei 14.000 rpm fiir 15 min, 4 °C
zentrifugiert. Von dem Uberstand wurde der Proteingehalt nach der Methode von Bradford
(2.2.5.2) bestimmt. Eine weitere Extraktionsmethode, im Speziellen von extrazelluldren
Matrixmolekiilen, war das Morsern von gefrorenem Gewebe in Gegenwart von fliissigem
Stickstoff. Das gemdrserte Gewebe wurde in einem so genannten Matrix-Extraktionspuffer
aufgenommen und von Zellbestinden durch Zentrifugation (14.000 rpm fiir 15 min, 4 °C)
befreit. Der Uberstand wurde fiir eine Konzentrationsbestimmung (2.2.5.2) benutzt und

anschlieBend in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C aufbewahrt.

Matrix-Extraktionspuffer, pH 7,4:

0,2 % Nonidet P40 1 mM NazVO,
150 mM NaCl 1 mM Na, MoOy

3 mM KCl I pg/ml Leupeptin

6 mM Na,HPO, 1 pg/ml Pepstatin A
0,5 mM MgCl, I mM AEBSF

1 mM CaCl,

50 mM NaF
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2.2.5.2 Quantitative Proteinbestimmung mit BCA

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit der BCA-Methode durchgefiihrt.

Unter alkalischen Bedingungen kénnen Proteine Cu®* zu Cu” reduzieren. Bei Zusatz von
BCA (Bichinolin-4,4’-dicarbonsiure-Dinatriumsalz) wird Cu’ komplexiert.
Peptidbindungen sowie Aminosdure-Reste wie Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan
sind in der Lage, Cu®" zu Cu" reduzieren und ermdglichen somit die Farbreaktion mit
BCA. Der entstehende Komplex besitzt ein Absorptionsmaximum bei 562 nm und kann
entsprechend photometrisch zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen herangezogen
werden. Jeweils 5-10 ul der zu untersuchenden Proteinprobe und der als Standard
dienenden BSA-Losungen bekannter Konzentration (25-300 pg/ml) wurden mit H,0 ad
100 pl aufgefiillt, mit 1 ml BCA-Reagenz (Pierce Biotechnology, Rockford, Illinois, USA)
versetzt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Extinktion der Proben und der Leewerte
(H20 und Probenpuffer) wurde in einem ELISA-Reader (Modell MRX, Dynatech
Laboratories) bei einer Wellenldnge von 560 nm gemessen. Aus den Extinktionswerten
einer BSA-Standard-Verdiinnungsreihe wurde eine Kalibrationsgerade erstellt, und mit

Hilfe dieser wurde die Konzentration der Proben ermittelt.

BCA-Reagenz:
980 ul BCA-Stammldsung
20 ul CuSO4-Losung (4 %)

2.2.5.3 Methanol/ Chloroform Fillung

Zur Proteinfillung wurde die Losung mit 1 VT Methanol und 2/5 VT Chloroform
vermischt und fiir 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Durch die Zentrifugation
sammelten sich die denaturierten Proteine in der Interphase an. Nach Entfernen der
methanolischen Epiphase wurde erneut 1 VT Methanol hinzugegeben und zentrifugiert.
Das nach Zentrifugation erhaltene Prizipitat wurde nach kurzer Trocknung entweder in
einem geeigneten Puffer gelost oder mit SDS-Probenpuffer versetzt, aufgekocht und

mittels SDS-PAGE analysiert (2.2.5.6).
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2.2.5.4 TCA-Fillung

Die zu fillende Proteinlésung wurde mit 15,5 % (w/v) Trichloressigsdure (TCA) und
0,14 % Triton-X-100 (w/v) versetzt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Das nach
Zentrifugation (20 min, 14.0000 rpm, 4 °C) erhaltene Prézipitat wurde mit eiskaltem
Aceton gewaschen, erneut unter identischen Bedingungen zentrifugiert und nach kurzer

Trocknung in einem geeigneten Puffer aufgenommen.

2.2.5.5 Dialyse von Proteinen

Zum Pufferaustausch wurden Proteinlosungen routinemiBig in Membranschlduchen
(Serva) mit einer AusschluBgroe von 12-14 kDa und einem Durchmesser von 1cm
dialysiert. Die Dialyse wurde unter Riihren bei 4 °C durchgefiihrt und erfolgte dreimal

gegen ein Volumen, das mindestens dem 50-100 fachen des Probenvolumens entsprach.

2.2.5.6 SDS-PAGE

Zur GroBlenseparation von Proteingemischen wurde die von Laemmli eingefiihrte
diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
angewandt. Die Proteinproben wurden entweder iiber ein diskontinuierliches
Gradientengel mit einem Acrylamidgehalt von 5-15 % oder einem einfachen Gel mit
einem Acrylamidgehalt von 12,5 % bzw. 15 % aufgetrennt.

Die SDS-PAGE wurde in einem Mini-PROTEAN 3 System der Firma Bio-Rad nach
Angaben des Herstellers aufgebaut und durchgefiihrt. Alle Proteinproben wurden vor dem
Auftragen mit 6x SDS-Probenpuffer versetzt, 5 min aufgekocht und leicht anzentrifugiert.
Die Auftrennung nach ihrer GroB3e erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 V und
15-30 mA bei Raumtemperatur. Als Molekulargewichtstandards wurden der Prestained
Precision Protein Standard oder der Prestained Broad Range Standard (Bio-Rad)
eingesetzt. Nach Auftrennung wurden die Proteine entweder im Gel direkt durch

Coomassie-Blau angefarbt oder zur Inmundetektion auf eine Blotmembran transferiert.

Acrylamid-Stammloésung:

40 % Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 (Applichem)
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Sammelgel 5%
ddH,O 6 ml
40 % Acrylamid-Losung 1,25 ml
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 2,5 ml

10 % SDS 100 pul
10 % APS 50 pul
TEMED 10 pl
Trenngel 5% 10 % 12,5 % 15 %
ddH,0O 6 ml 5 ml 4,4 ml 3,4 ml
40 % Acrylamid-Losung 1,25 ml 2,4 ml 3ml 3,75 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 2,5ml 2,5ml 2,5ml 2,5ml
10 % SDS 100 pl 100 ul 100 ul 100 ul
10 % APS 50 ul 50 ul 50 ul 50 ul
TEMED 10 pl 10 pl 10 ul 10 pl
Probenpuffer (6x):
Tris-HCL, pH 6,8 0,2 M Elektrophorese-Puffer (1x):
Glycerol 50 % Tris 25 mM
SDS 4% Glycin 192 mM
DTT 0,2 M SDS 0,1 % (W/v)

Bromphenolblau 0,04 %

2.2.5.7 Coomassie-Blau Farbung von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen

Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte die Fixierung der Proteine im Gel fiir
30 min bei Raumtemperatur durch die Entfarbelésung 1. Danach wurde das Gel mit der
Coomassie-Férbelosung fiir 30 min gefarbt. Zum Entfirben wurde das Gel in der
Entfarberlosung 1 fiir 30 min und anschlieBend in der Entfirbelosung?2 fiir 1h
geschwenkt. Nach Waschen in der Entwisserungslosung wurde das Gel an der Luft

zwischen zwei Zellophanfolien getrocknet.
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Coomassie-Firbelosung: Entfirbelosung 1:
0,1 % (W/v) Brillantblau R-250 50 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsdure 10 % (v/v) Essigsiure
25 % (v/v) Isopropanol
Entfirbelosung 2:
10 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsédure
Entwisserungslosung:
25 % (v/v) Ethanol
2 % (v/v) Glycerol

2.2.5.8 Proteintransfer auf Blotmembranen

Zum  Transfer  gelelektrophoretisch  getrennter  Proteingemische  auf  eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF) oder Nitrocellulose-Membran der Firma Millipore wurde ein
Tankblotverfahren eingesetzt. Dabei wurde das Gel in einem Sandwich-Aufbau zwischen
zwei Schwidmmen und zwei Whatman-Papieren auf die Membran gepresst. Der Transfer
der Proteine erfolgte mit einem Mini Trans-Blot System der Firma Bio-Rad unter Kiihlung
mit einem integrierten Eisblock nach Angaben des Herstellers fiir 2-3 h bei 70 Volt und
35 mA.

Transferpuffer: 1x TBS:
25mM  Tris 25 mM Tris-HCI, pH 7,4
192mM  Glycin 150 mM NacCl

2.2.5.9 Western-(Immuno-) Blot

Nach dem Proteintransfer (2.2.5.8) wurde die Membran kurz in TBS gewaschen und mit
5% (w/v) Magermilchpulver (Fluka, Buchs, Schweiz), 1% (w/v) BSA (PAA

Laboratories) in TBS/T bei Raumtemperatur fiir 1-2 h zur Abséttigung unspezifischer
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Proteinbindungsstellen blockiert. AnschlieBend wurde die Membran mit dem priméren
Antikdrper (2.1.2.1) in verdiinnter Blockierlosung (2,5 % [w/v] Magermilchpulver, 0,5 %
[w/v] BSA in TBS/T) fiir 4 h bei Raumtemperatur oder fiir 16 h bei 4°C inkubiert.

Nach mehrmaligem Waschen mit TBS/T (4x 10 min) zur Entfernung unspezifisch
gebundener Antikorper folgte die Inkubation mit einem geeigneten Peroxidase-
gekoppelten Sekundérantikorper (2.1.2.2) in verdiinnter Blockierlosung (1 h, RT). Das
Waschen der Membran erfolgte wie zuvor beschrieben. Die Peroxidase-gekoppelten
Sekundérantikorper katalysieren die Oxidation von Luminol und lésen damit eine
Chemilumineszenz aus. Zur Detektion wurde die Membran fiir 5 min bei Raumtemperatur
mit ECL (Amersham Biosciences) bedeckt. Die in der Nachweisreaktion erzeugte
Chemilumineszenz wurde mittels eines Rontgenfilms (Hyperfilm, Amersham Biosciences
oder CL Exposure Film, Pierce) und anschlieBender photographischer Entwicklung (Curix

60, Agfa) detektiert.

TBS/T:
TBS + 0,1 % (v/v) Tween-20

2.2.5.10 Entfernen von Antikorpern von der Membran (,,Strippen*)

Die gebundenen Antikorper-Enzym-Konjugate wurden durch Stripping der Membran
entfernt und die Membran konnte zur erneuten Detektion mit anderen Antikoérpern oder fiir
eine Amidoschwarzfiarbung genutzt werden. Dies geschah durch 20 bis 30 miniitiges
Schiitteln der Blotmembran mit einem Strip-Puffer (Restore Western Blot Stripping
Buffer, Pierce) bei 37 °C und anschlieBendem Waschen (3x 5 min) mit TBS.

2.2.5.11 Amidoschwarzfirbung von Blotmembranen

Nach Strippen (2.2.5.10) der Blotmembran wurde diese zur Ladungskontrolle mit
Amidoschwarz gefiarbt. Die Farbung mit Amidoschwarz wurde anstelle eines B-Tubulin
oder B-Aktin Abgleichs durchgefiihrt, wenn die zuvor detektierten Banden auf gleicher
Hohe wie die Aktin- bzw. Tubulin-Banden liefen. Dazu wurde die Membran fiir 1-5 min
mit der Amidoschwarzlosung bei RT gefdarbt und anschlieBend entfirbt, bis alle

Proteinbaden sichtbar wurden und der Hintergrund reduziert war.
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Amidoschwarzlosung:
0,03 % Amidoschwarz
50 % Methanol
5% Essigsdure
Entfirbelosung:
50 % Methanol
1 % Essigsdure

2.2.5.12 Zymographie

Die Uberpriifung der proteolytischen Aktivitit in den renalen Proteinextrakten von
Mausen, die einem Obstruktions-Nierenkrankungsmodell (UUO) oder einer Nephrektomie
(UNX) unterzogen wurden, erfolgte durch Gelatine-Zymographie.

Zur Trenngellosung eines Gradientengels (4,5 %-15% Acryl/Bisacrylamid, 4,5 %
Sammelgel) wurden 0,1 % Gelatine zu gegeben. Die Proteinlésung wurde mit dem
gleichen Volumen 2x SDS-Probenpuffer versetzt und die Proteine wurden
elektrophoretisch getrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 2 x 30 min in 2,5 %
Triton X-100 gewaschen, 4 x 5 min in H,O gespiilt und 16 h bei 37 °C in 50 mM Tris-HCI,
5 mM CacCl,, pH 8 inkubiert, anschlieend wurde es mit Coomassie (2.2.5.7) geférbt.
Farblose Banden im Coomassie gefarbten Gel zeigten Gelatine-proteolytische Aktivitit an.
Die Durchfiihrung der Zymographien erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Rita Dreier
aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Peter Bruckner, Institut fiir Physiologische
Chemie und Pathobiochemie des UKM.

2.2.5.13 Heparitinase I-und I1I-Verdau

Mit 50 mU Heparitinase I (Seikagaku Cooperation, Tokyo, Japan) und Heparitinase III
(Sigma-Aldrich) wurden durch zweistiindige Inkubation bei 37 °C Heparansulfatketten des
Proteoglykans abgebaut.
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Heparitinase Puffer:

100 mM Natriumacetat
10 mM Calciumacetat
pH 8,0

2.2.6 Immunhistochemische Farbungen an Gewebeschnitten der Niere

Immnunhistochemische Firbungen wurden zur Detektion von Proteinen auf
lichtmikroskopischer Ebene an Nierenschnitten von Wildtyp- und Syndecan-4-knockout-
Maiusen angewendet.

Pripariertes murines Gewebe aus der Niere wurde mit 4 %igem Formaldehyd UN bei 4 °C
fixiert. Anschlieend konnte das fixierte Gewebe mit einer aufsteigenden Ethanolreihe
(jeweils fiir 2-4 h in 50 %, 70 %, 80 %, 90 % und 100 %) entwéssert werden. Darauf folgte
schlieBlich eine Inkubation in Isopropanol (reinst) fiir 6 h bei 4 °C. Das nun entwésserte
Gewebe konnte zundchst in weiches Paraffin (Applichem, Darmstadt) mit einer
Schmelztemperatur bei 56 °C (UN), iiberfilhrt und darauthin in hartem Paraffin
(Applichem), mit einer Schmelztemperatur bei 60 °C, inkubiert (UN) werden.
AnschlieBend wurden die Gewebestlicke in einem Paraffinblock eingebettet (Rotiplast,
Roth) und mit einem Microtom (HM 355, Microm, Walldorf) wurden von diesen 5 pm
diinne Schnitte angefertigt.

Die Entparaffinierung dieser Gewebeschnitte erfolgte durch Inkubation in Rotihistol (Roth,
Karlsruhe), fiir 2x 15 min, dann in einer Rotihistol/95 % Ethanol Mischung fiir 15 min und
fir 10 min in 95 %igem Ethanol. Als letzter Schritt erfolgte die Rehydrierung in
Leitungswasser fiir 30 min.

Die Schnitte wurden mit PBS gewaschen und durch nachgeschaltete enzymatische
Verdaue vorbehandelt, um das zu detektierende Antigen im Gewebe zu demaskieren. Die
Vorbehandlung der Schnitte fiir Farbungen der Kollagene erfolgte durch Verdau mit
Protease XXIV (Sigma-Aldrich) fiir 10 min bei 37 °C gefolgt von Waschschritten mit
PBS. AbschlieBend wurde ein Verdau mit 0,1 %iger Hyaluronidase ([w/v] Sigma-Aldrich)
in 0,1 M Natriumacetat pH 6 fiir 60 min bei 37 °C durchgefiihrt. Fiir die Detektion von
Syndecanen hingegen wurde das Gewebe mit Heparitinase I und III verdaut (2.2.5.13).
Anschliefend wurden die Schnitte dreimal mit PBS gewaschen. Die Blockierung der

endogenen Peroxidase des Gewebes erfolgte mit 0,6 %igem H,0O, in Methanol fiir 10 min
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bei RT. Nach Waschschritten mit PBS wurde mit einer Blockierlosung (2 % [w/v] BSA,
10 % [v/v] normales Ziegenserum/Kaninchenserum in PBS) fiir 2 h bei RT unspezifische
Bindungsstellen abgesittigt. Die Inkubation mit dem priméren Antikorper (2.1.2.1) in
Blockierlosung ohne normales Serum erfolgte fiir 16 h bei 4 °C. Durch PBS-Waschschritte
(3x 5 min) wurden nicht gebundene Antikorper entfernt, um dann das Gewebe mit dem
geeigneten Sekunddrantikorper (2.1.2.2) fiir 2 h bei Raumtemperatur zu inkubieren. Die
Substratlosung (DAB Substrate Staining Kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
wurde nach Waschen mit PBS (3x 5min) auf die Gewebeschnitte gegeben. Die
Farbreaktion erfolgte maximal bis 45 min bei Raumtemperatur unter Lichtausschlu3 und
wurde durch mehrmaliges Waschen mit H,O gestoppt. Eine Gegenfarbung wurde mit
Hamatoxylin (Vector Laboratories, Burlingame) durchgefiihrt. Zur Dokumentation der
Farbung wurde der Schnitt mit H,O gewaschen, luftgetrocknet und mit Entellan (Merck)
eingedeckelt. Die gefarbten Schnitte wurden mit einem Lichtmikroskop (Olympus BX 60,
Olympus) und der Soft Imaging-Software dokumentiert.

2.2.7 Durchfluflzytometrie

Die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS) ist ein Verfahren zur quantitativen
Bestimmung von Oberflichenmolekiilen und intrazelluldren Proteinen. Grundlage ist eine
Antigen-Antikorper Reaktion, die mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern durchgefiihrt
wurde. Die Untersuchung der Syndecan-Proteinexpression auf Zelloberflichen von
Wildtyp- und Syndecan-4-knockout-Fibroblasten wurde mittels der DurchfluBzytometrie
durchgefiihrt. Zuniachst wurden Zellkulturschalen mit Fibronektin (Chemicon) beschichtet.
Dafiir wurden 4 ml der Fibronektin-Losung (5 pg/ml in PBS) zur Benetzung der
Schalenoberflache fir 1 h bei 37 °C auf die Schalen gegeben. AnschlieBend wurde
iberschiissiges Fibronektin abgenommen und die Schalen 2x mit PBS gewaschen. Fiir die
Messung der Oberflidchenproteinexpression wurden 4x 10° Zellen auf Fibronektin
beschichtete Platten ausgesit und den Zellen {iber Nacht bei 37 °C (2.2.1) die Anheftung
ermoglicht. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, dann in 6 ml eiskaltem PBS fiir
10 min auf Eis inkubiert, mit einem Zellschaber vorsichtig von der Schale abgekratzt und
schlieflich in ein 15 ml Falcon Tube iiberfiihrt. Eine alternative, wesentlich mildere
Methode zum Abldsen der Zellen von der Zellkulturschale erfolgte durch Zugabe von 3 ml

Accutase (PAA Laboratories). Nach 5 min Einwirkzeit wurden die Zellen durch leichtes
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Auf- und Abpippetieren von der Zellkulturschale gelost. Die in Falcon Tubes gesammelten
Zellen wurden zentrifugiert, und das erhaltene Zellpellet in 1 ml FACS-PBS (1 %
Humanes Serumalbumin [HSA] in PBS) resuspendiert. Nach Zugabe von 1 ml
Blockierlosung (5 % HSA in PBS) fand die Blockierung fiir 30 min auf Eis statt. Pro
Messung wurden 200 pl der Zellsuspension benétigt, die nach Zentrifugation (1.200 rpm,
4 °C, 5 min) mit den in 50 ul FACS-PBS verdiinnten Primérantikorpern vermischt wurden.
Die Inkubation auf Eis dauerte 1 h. AnschlieBend folgten zwei Waschschritte mit 200 ul
FACS-PBS und erneuter Zentrifugation (1.200 rpm, 5 min, 4 °C). Analog den Schritten zu
Primérantikorper-Inkubation wurde mit den Sekundérantikdrpern verfahren. Das aus der
letzten Zentrifugation erhaltene Zellpellet wurde in 500 ul FACS-PBS resuspendiert und in
FACS-Rohrchen (Falcon) tiberfiihrt. Erst kurz vor der Messung an einem Analysegerit
(FACScalibur, BD Biosiences) wurden 50 pl Propidiumjodid (50 pg/ml) hinzugegeben.

2.2.8 Histochemische Routinefarbung

Um die Architektur des Gewebes und pathologische Verdnderungen beurteilen zu konnen,
helfen verschiedene Farbemethoden. Es gibt Farbungen, die z.B. speziell geeignet sind, um
Fasern darzustellen. Andere wiederum sind fiir die Darstellung von Knochen oder

Knochenmarkszellen vorteilhaft.

2.2.8.1 Himatoxylin-Eosin Fiarbung nach Mayer (Mayer, 1903)

Die in der Routine-Histologie durchgefiihrte Farbung ist die HE-Farbung. Sie dient zur
Darstellung des Gewebes, wobei Zellkerne blauviolett und das Zytoplasma rosa
erscheinen. Entparaffinierte Schnitte wurden fiir 5 min in Mayer’s Hamatoxylin getaucht
und anschlieBend dreimal mit Wasser gewaschen. Darauthin erfolgte die Farbung fiir fiinf
Minuten in Eosin. Um {iberschiissige Farbe zu entfernen, wurde mit Wasser gewaschen.
Die Schnitte wurden mit einer aufsteigenden Ethanolreihe (jeweils 2-5 min in 50 %, 70 %,
80 %, 90 % und 100 %) und nachfolgender Inkubation in Isopropanol (2x 5 min, RT)
dehydriert. Daraufhin wurden die Schnitte fiir 5 min bei Raumtemperatur in Rotihistol

inkubiert, kurz abgetupft und mit Entellan (Merck) als Eindeckmedium bedeckt.
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2.2.8.2 PAS-Firbung

Die PAS-Fiarbung ist eine histochemische Féarbung, bei der kohlenhydrathaltige
Komponenten, zum Beispiel Glykoproteine, Muzine und Glykogene, durch Oxidation mit
Perjodsdure und einer Schiffbase nachgewiesen werden konnen. Durch die im PAS-
Reagenz enthaltene Perjodsdure werden die freien Hydroxylgruppen der Saccharide zu
Carbonylgruppen oxidiert, die dann mit der im Schiffreagenz enthaltenen Fuchsin-
schwefelige Saure rot-violette Komplexe bilden.

Die entparaffinierten Schnitte wurden rehydriert, anschlieend oxidierten diese fiir 5 min
in 0,5 % PAS-Reagenz. Danach wurden sie in destilliertes Wasser getaucht und fiir 15 min
im Schiff-Reagenz inkubiert, wodurch die Schnitte eine leicht pinke Farbung bekommen.
Nach Waschschritten in Leitungswasser (2x 5 min) wurden die Schnitte mit einer
aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 70 %, 80 %, 90 % und 100 %) dehydriert und in
Entellan eingedeckelt.

2.2.8.3 Masson-Trichrom-Firbung nach Goldner (Protokoll nach Goldner, 1938)

Die Masson-Trichrom-Fiarbung ermoglicht die Differenzierung zwischen Kollagenfasern
bzw. kollagenhaltigem Material, das blau gefarbt wird, Muskeln, Zytoplasma, Keratine
(rote Farbung) und Zellkerne (schwarze Féarbung). Hierzu wurden die entparaffinierten
Schnitte flir 5 min in Wasser getaucht. Mit frisch angesetztem Eisenhdmatoxylin wurden
die Schnitte fir 2 min gefdrbt, kurz in Aqua dest. und anschlieBend unter flieBendem
Leitungswasser fiir 15 min bis zu einem Farbumschlag ins Blaue gespiilt. Darauthin
wurden die Priparate fliir 3 min in Aqua dest. gewaschen, fiir 5 min mit Ponceau-
Séurefuchsin und dreimal fiir 5 min mit 1 %iger Essigsdure behandelt. Diesen Schritten
folgte eine zehnminiitige Inkubation der Prdparate mit einem Phosphorwolframsaure-
Orange-G-Gemisch und 1 %iger Essigsdure (3x 5 min). Nach Farbung mit Lichtgriin fiir
5 min wurden die Schnitte mit 1 %iger Essigsdure ausgewaschen, dehydriert (3x 3 min,

100 % Isopropanol), in Rotihistol getaucht und eingedeckelt.
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Eisenhidmatoxylin nach Weigert (Protokoll nach Carl Weigert, 1885)
Losung A: 1 g Himatoxylin in 100 ml Ethanol

Losung B: 4 ml 29 % wissrige Eisen(Il)-chloridldsung
1 ml 25 %ige Salzsdure

95 ml aqua dest.

Beide Losungen werden kurz vor Gebrauch zu gleichen Anteilen gemischt.

Ponceau S: Phosphorwolframsaure-Orange-G-
Ponceau 2 R 02¢g Gemisch:
Séurefuchsin 0,1g Phosphorwolframsdure 4 g
Eisessig 0,6 ml Orange-G 2¢g
H,O 300 ml H,O 10 ml
Lichtgriin:
Lichtgriin SF 0,2¢g
Eisessig 0,2 ml
H,O 100 ml

2.2.8.4 Kongorot-Firbung von Amyloiden

Kongorot-Farbung wird in der Pathologie zur Darstellung von Amyloiden genutzt.

Die Kongorot-Fiarbung funktioniert auf Grundlage von Wasserstoffbriickenbindungen an
die Carbonhydratkomponente des Substrates. Amyloid, das durch Kongorot gefirbt ist,
zeigt eine auffillige Dichromasie im polarisierten Licht, die Ablagerungen zeigen
leuchtend griine Bereiche auf dunklem Hintergrund, wihrend andere Materialien, wie
Kollagene, die auch von Kongorot gefiarbt werden, diesen Effekt nicht zeigen. Fiir den
Féarbungsprozess wurden die entparaffinierten Schnitte fiir 5 min in Wasser getaucht.
Danach erfolgte eine Kernfarbung in Mayer’s Hdmatoxylin fiir 5 min. Nach Waschen der
Schnitte in destilliertem H,O, wurden die Schnitte fiir 10 min in Leitungswasser oder

0,25 %iger Natriumhydrogencarbonatlosung blau gefiarbt. Einer Inkubation der
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entparaffinierten Schnitte in frisch zubereiteter alkalischer Kochsalzlosung (20 min, RT)
folgte die Farbung in Kongorot fiir 50 min. Danach wurden die Schnitte fiir jeweils 2 sec
dreimal in Isopropanol (reinst) entwéssert, um sie anschlieBend durch Rotihistol zu fiihren.

Nach kurzer Lufttrocknung der Priaparate wurden diese mit Entellan eingedeckelt.

Kongorot-Stammlésung: 0,2 g Kongorot werden in 100 ml geséttigter NaCl Losung (in
80 % igem Ethanol) gelost und anschlieBend filtriert.

Kongorot-Losung: 100 ml der Kongorot-Stammldsung werden mit 1 ml einer 1 %igen

Natronlauge gemischt und innerhalb der néchsten 15 min verwendet.

Alkalische Kochsalzlosung: zu 100 ml einer gesittigten NaCl Losung in 80 % igem

Ethanol werden 1 ml einer 1 %igen Natronlauge gegeben.

2.2.9 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie eignet sich besonders bei diagnostischen Fragestellungen, um
pathologisch relevante Lasionen und subzelluldre strukturelle Verdnderungen zu erfassen.
Nierenkrankheiten stellen beispielsweise die grofite Gruppe der mit Elektronenmikroskopie
untersuchten Krankheiten dar. In Ergidnzung zur Lichtmikroskopie konnen verschiedene
strukturelle Verdnderungen elektronenoptisch genauer lokalisiert und charakterisiert

werden.

2.2.9.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Ultradiinnschnitte wurden im Leibniz-Institut fiir Arteriosklerose-Forschung des
Universititsklinikums Miinster unter der Anleitung von Herrn Prof. Horst Robenek von
Frau Karin Schlattmann angefertigt.

Das verwendete Gewebe wurde direkt nach Priparation aus der Maus in Stiicke von 1 mm
Kantenldnge geschnitten. Bei der Pridparation der Niere wurden die Proben so zu-
geschnitten, dass diese die Kortexregion beinhalteten, um gewéhrleisten zu konnen, dass
Glomeruli mit angeschnitten wurden. Die Fixierung der Proben erfolgte mit 2 %

Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer fiir 1 h bei 4 °C. Die Proben wurden fiir eine halbe
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Stunde mit Wasser gewaschen, mit 0,5 % OsO4 in Cacodylatpuffer fiir 45 min inkubiert
und anschlieBend fiir jeweils 5 min mit Ethanol-Losungen dehydriert (75 %, 100 %,
100 %). Nach den Entwésserungsschritten wurden die Proben in Propylenoxid fiir 5 min
und in einer Epon/Propylenoxid Mischung (1:1) fiir 30 min geschiittelt. Zum Einbetten
wurden die Proben zunichst fiir 15 min in reines Epon gegeben und anschlie3end fiir eine
Dauer von 24-48 h bei 60 °C ausgehértet. Die Blockchen wurden am Ultramikrotom mit
dreieckigen Glasmessern ultradiinn (90-110 nm) geschnitten, auf Kupfernetze aufgezogen
und mit 2 %igem Uranylacetat kontrastiert. Die Priparate wurden in einem TEM (Philips
EM410, 60kV) mikroskopiert. Zur Dokumentation dienten wieder verwendbare
Filmplatten, die in einem Filmscanner (Micron Imaging Plate Scanner, Ditabis, Pforzheim,
6000x5000 Pixel) eingelesen wurden.

Die Eponherstellung wurde mit dem Epoxy Embedding Kit von Fluka durchgefiihrt.

Losung A: Losung B:
Epoxy Einbettmedium 5 ml Epon Einbettmedium 8 ml
DDSA 8 ml NMA 7 ml
DDSA: Dodecenylbernsteinsdureanhydrid NMA: Nadicmethylanhydrid

Losung A und B wurden zu gleichen Anteilen auf einem Riihrer fiir 20 min vermischt, kurz
vor Gebrauch wurde der Polymerisationsinitiator DMP-30 (2,4,6-
Tris[dimethylaminomethyl]phenol) zugegeben.



ERGEBNISSE 66

3 Ergebnisse

Teil I: Vergleichende Untersuchungen zur Syndecan- Expression in den Nieren

aus Wildtyp- sowie Syndecan-4-defizienten Mausen

3.1 Expression der Syndecane-1, -2 und -4 in der normalen Niere aus

Wildtyp-Miusen

Zur Untersuchung der differentiellen Genexpression verschiedener Syndecane im
Nierengewebe von Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Maiusen wurden in situ-
Hybridisierungen durchgefiihrt. Daflir mussten geeignete antisense- sowie sense-Sonden
fiir Kontrollhybridisierungen hergestellt werden. Die Sequenzen der Sonden fiir Syndecan-
1, -2 und -4 wurden aus dem 3’-untranslatierten Bereich gewéhlt, da dort die geringste
Homologie besteht (2.2.4). Die DIG-markierten cRNA-Sonden wurden mittels Northern
Blot-Analysen auf Kreuzreaktionen untereinander getestet. Zur Herstellung der Sonden
wurde, wie unter 2.2.2.13 beschrieben, die aus Fibroblasten isolierte Gesamt-RNA in
cDNA umgeschrieben, die dann einer PCR-Reaktion (2.2.2.1) zur Amplifizierung der
Zielsequenz unterzogen wurde. Nach Uberpriifung der Integritit der PCR-Produkte mittels
Agarose-Gelelektrophorese (2.2.2.5) und Aufreinigung der Fragmente aus dem Agarose-
Gel (2.2.2.5) wurden diese in den pCR II TOPO-Klonierungsvektor (2.2.2.17) kloniert.
Diese Klonierung in den pCR II TOPO-Klonierungsvektor wurde zur DNA-Sequenzierung
der Sondensequenzen genutzt. Nach Verifizierung der gewiinschten Sequenzen wurden die
jeweiligen positiven Plasmide mit den Zielsequenzen in einem Restriktionsansatz mit Xhol
oder Spel linearisiert (2.2.2.11). Fiir Syndecan-2 sowie Syndecan-4 wurde die Xhol-
Restriktion fiir die antisense-, die Spel hingegen fiir die semse- in vitro Transkription
genutzt (2.2.4.1). Bei Syndecan-1 konnte nach der Spel-Restriktion die antisense- in vitro
Transkription, nach dem Xhol-Verdau hingegen die sense- in vitro Transkription erfolgen.
AnschlieBend wurden die DIG-markierten cRNA-Sonden gefillt (2.2.4.1), um das Pellet in
DEPC-H,0 aufzunehmen. Zur Qualititsiiberpriifung der DIG cRNA-Sonden wurden 4 pl
Sonde mit 4 pl DEPC-H,0 und 2 ul RNA-Probenpuffer versetzt, fiir 5 min bei 72 °C

aufgekocht und elektrophoretisch auf einem Agarosegel aufgetrennt.
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3.1.1 Syndecan-4 Expression in Wildtyp- Nieren

Die in situ-Hybridisierungen mit den antisense- sowie sense-cCRNA Sonden fiir Syndecan-4
wurden, wie unter 2.2.4.2 beschrieben, bei einer Hybridisierungstemperatur von 50 °C fiir
16 h durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse der in situ-Hybridisierungen zeigen
Syndecan-4 Signale in verschiedenen Strukturen der Niere. Syndecan-4 mRNA wurde in
Kapillarknidueln und der Bowmanschen Kapsel der Glomeruli des renalen Kortex detektiert
(Abbildung 3-1, A). Innerhalb der Glomeruli zeigen insbesondere die glomeruldren
Mesangialzellen (Abbildung 3-1, A, Pfeile), parietale Epithelzellen (Abbildung 3-1, A,
Richtungspfeil) und Podozyten (Abbildung 3-1, A, Blockpfeile) eine deutliche

Markierung.

Abbildung 3-1: Syndecan-4 mRNA Expression in Wildtyp-Nieren.
A) In situ-Hybridisierungen mit einer Syndecan-4 antisense-Sonde in einer murinen Wildtyp-
Niere zeigen Anfirbungen in Glomeruli, in denen die Mesangialzellen (Pfeile), Endothelzellen
(Dreieck) sowie Podozyten (Blockpfeile) positiv markiert sind. Die parietalen Epithelzellen
(Richtungspfeile) der Bowmanschen Kapsel und die Kapillarendothelzellen (*) auBerhalb der
Kapillarknéueln des Glomerulus sind ebenfalls angefirbt. B) Verschiedene Epithelzellen der
Tubuli (Pfeile) zeigen eine positive Syndecan-4 mRNA Anfirbung. C) Auch Zellen der
Sammelrohre (Pfeile) enthalten Syndecan-4 mRNA Transkripte. GréBenmalBstab jeweils 20 pm.

In proximalen und distalen tubuldren Strukturen sind die Epithelzellen der Tubuli
angefarbt. AuBerdem sind vaskuldre Strukturen wie die Endothelzellen der Kapillaren
Syndecan-4 positiv gefarbt. Deutliche Anfarbungen sind auch in den medulldren
Sammelrohren (Abbildung 3-1, C) sichtbar, wobei insbesondere Syndecan-4 Transkripte in
den Epithelzellen der inneren Segmente vorkommen. Syndecan-4 mRNA ist folglich in
viszeralen Zellen der Glomeruli sowie parietalen Epithelzellen der Bowmanschen Kapsel

vorhanden. Innerhalb der Glomeruli exprimieren sowohl Mesangialzellen als auch
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Podozyten und Endothelzellen Syndecan-4. Zudem ist Syndecan-4 mRNA in
Endothelzellen der Kapillaren nachweisbar. Auerdem sind eine Reihe von Epithelzellen
wie die der Sammelrohre in den inneren renalen Segmenten und der Tubuli (Abbildung 3-
I, A) positiv angefdrbt. Diese in situ-Hybridisierungen zeigen erstmalig, dass neben
Podozyten auch andere glomeruldre Zellen, wie z.B. Mesangialzellen sowie Endothelzellen
Syndecan-4 mRNA exprimieren, und erginzen damit bisherige Beschreibungen der
Syndecan-4 Expression in der Niere (Pyke et al., 1997). AuBlerdem ist Syndecan-4 mRNA
in parietalen Epithelzellen vorhanden, die diesbeziiglich bisher nicht untersucht worden

sind.

3.1.2 Synthese von Syndecan-4 Proteinen in Wildtyp-Nieren

Die Synthese von Syndecan-4 und seine Lokalisation in der Niere wurde mittels
Immunhistochemie an Paraffinschnitten untersucht.

Die immunhistochemischen Férbungen zeigen, dass Syndecan-4 in den Glomeruli
lokalisiert ist (Abbildung 3-2). Innerhalb der Glomeruli wird Syndecan-4 in den
Mesangialzellen, in der mesangialen Matrix, den Endothelzellen und den Podozyten
detektiert. Die AuBenflichen der Kapillarschlingen in den Glomeruli zeigen ebenfalls
Syndecan-4 Anfarbungen (Abbildung 3-2, B, Pfeile). Im Gegensatz dazu sind aullerhalb
der Glomeruli die Kapillarendothelzellen nicht positiv angeférbt. Hierin unterscheidet sich
das immunhistochemische Verteilungsmuster von Syndecan-4 zu den Ergebnissen der in
situ-Hybridisierungen. Dieser Unterschied zeigte sich in der Anfirbung einiger
Kapillarendothelzellen auBlerhalb der Glomeruli auf RNA-Ebene, nicht jedoch auf
Proteinebene. Innerhalb der Glomeruli sind hingegen die &uBleren Bereiche von
Kapillarschlingen positiv angefdrbt. Ein weiterer Unterschied besteht in der Expression
von Syndecan-4 in tubuldren Strukturen. Im Gegensatz zu in situ-Hybridisierungsdaten
produzieren nur einzelne Epithelzellen der Tubuli Syndecan-4 Proteine (Abbildung 3-2,
A), wohingegen sehr viel mehr Tubulusepithelzellen Syndecan-4 mRNA aufweisen
(Abbildung 3-1, B). Entsprechend der in situ-Hybridisierungsresultaten sind Syndecan-4
Proteine in mehreren Mesangialzellen, Podozyten sowie den Endothelzellen lokalisiert.
Ergénzend dazu sind Syndecan-4 Proteine in der mesangialen Matrix der Glomeruli

vorhanden (Abbildung 3-2, B).
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Abbildung 3-2: Syndecan-4 Verteilung im Gewebe einer Wildtyp-Niere.

Lokalisation von Syndecan-4 Proteinen in murinen Wildtyp-Nieren mittels Immunhistochemie mit
einem Syndecan-4 Antikorper (monoklonal, Ratte anti-Maus) von BD Biosciences und
Diaminobenzidin-Farbung (braun). Gegenfarbung mit Himatoxylin (blau). A) In der kortikalen
Region sind nur einzelne Tubuli (*) fiir Syndecan-4 Proteine angefarbt. B) Die Glomeruli zeigen
fir Syndecan-4 Proteine im Mesangium (*), in Mesangialzellen (eingekerbter Pfeil), in
Endothelzellen (Blockpfeil) und Podozyten (Dreiecke) positive Anfarbungen. AuBerhalb der
Kapillarknéuel sind die parietalen Epithelzellen (Richtungspfeil) der Bowmanschen Kapsel positiv
fiir Syndecan-4 Proteine angeféarbt. GroBenmalstab jeweils 20pum.

3.1.3 Expression von Syndecan-1 in Wildtyp-Nieren

Bisherige Beschreibungen der Syndecan-1 Expression in renalen Zellen beziehen sich
vorwiegend auf in vitro Untersuchungen. Es ist aber bekannt, dass Syndecan-1 wihrend
der Nephrogenese exprimiert wird (Vainio et al., 1989). In dieser Entwicklungsphase wird
die Expression von Syndecan-1 durch mesenchymal-epitheliale Interaktionen in der sich
entwickelnden Niere induziert. Pyke et al. konnten mit Hilfe von in situ-Hybridisierungen
keine Expression fiir Syndecan-1 in der adulten Niere feststellen (Pyke et al., 1997).

Die in der eigenen Arbeit durch in situ-Hybridisierungen bestimmte Gewebeverteilung von
Syndecan-1 mRNA in Nierenschnitten von Wildtyp-Maiusen ist nahezu deckungsgleich mit
der von Syndecan-4 mRNA (s. Abbildung 3-1 und Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3: Syndecan-1 mRNA Expression in Wildtyp-Nieren.

In situ-Hybridisierungen mit Syndecan-1 antisense-Sonde. A) In normalen, murinen Wildtyp-
Nieren zeigen Glomeruli Anfarbungen fiir Syndecan-1 mRNA. Innerhalb der Glomeruli sind
die Mesangialzellen (Pfeile) und die Podozyten (Dreiecke) angefdrbt. Die parietalen
Epithelzellen (Blockpfeil) der Bowmanschen Kapsel zeigen ebenfalls positive Anfarbungen fiir
Syndecan-1 mRNA. AuBerhalb der Glomeruli sind die Kapillarendothelzellen (Richtungspfeil)
und Tubulusepithelzellen (eingekerbter Richtungspfeil) positiv markiert. B) Verschiedene
tubuldre Epithelzellen (Pfeile) enthalten Syndecan-1 mRNA. C) In den Sammelrohren sind
einzelne Zellen (Pfeil) positiv fiir Syndecan-1 markiert. GroBenmaBstab jeweils 20 um.

Syndecan-1 mRNA lésst sich in verschiedenen Tubulusepithelzellen (Abbildung 3-3, B,
Pfeile) sowie in Kapillarendothelzellen nachweisen (Abbildung 3-3, A, Richtungspfeil).
Innerhalb des Glomerulus sind Mesangialzellen und Podozyten positiv angefarbt
(Abbildung 3-3, A, Pfeile). Zusitzlich enthalten die parietalen Epithelzellen der
Bowmanschen Kapsel (Abbildung 3-3, A, Blockpfeil) sowie verschiedene, einzelne
Epithelzellen der Sammelrohre Syndecan-1 mRNA (Abbildung 3-3, C, Pfeil).

Diese in situ-Hybridisierungsergebnisse zeigen, dass Syndecan-1 mRNA in epithelialen
Zellen, wie z.B. Podozyten, parietalen Epithelzellen sowie Epithelzellen der Tubuli und
der Sammelrohre lokalisiert ist. Zusdtzlich wird Syndecan-1 mRNA in verschiedenen
glomeruldren Mesangialzellen sowie Kapillarendothelzellen auBerhalb der Glomeruli

synthetisiert.
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3.1.4 Synthese von Syndecan-1 Protein in Wildtyp-Nieren

Analog der Vorgehensweise fiir die Lokalisation fiir die Syndecan-4 Expression in
Wildtyp-Nieren, wurden auch fiir die Untersuchung der Syndecan-1 Synthese
immunhistochemische Férbungen mit einem monoklonalen Antikorper (281-1, BD
Biosciences) durchgefiihrt.

Syndecan-1 Proteine sind sowohl in Glomeruli als auch in tubuldren Epithelzellen
lokalisiert. Die glomeruldre Expression beschrinkt sich vorwiegend auf einzelne
Podozyten. Eine schwache Firbung fiir Syndecan-1 Proteine ist in den &ufleren Bereichen
der Kapillarschlingen sichtbar (Abbildung 3-4, B). Die mesangiale Matrix hingegen ist nur
geringfiigig positiv markiert. In diesen Strukturen enthédlt das Zytoplasma der
Mesangialzellen nur punktuell positive Signale (Abbildung 3-4, B, Dreiecke). Die
Zelloberfliche von Mesangialzellen wie auch der Endothelzellen zeigt schwache Signale
(Abbildung 3-4, B, Richtungspfeil). Im Gegensatz zu Syndecan-1 mRNA (Abbildung 3-3)
ist die Proteinexpression auf wenige glomeruldre Zellen beschrinkt. Das Zytoplasma
einiger tubuldrer Epithelzellen zeigt jedoch Syndecan-1 positive Signale, die eine sehr
dezente Intensitit aufweisen (Abbildung 3-4, A, Pfeile). Folglich unterscheidet sich die
Verteilung der Syndecan-1 Proteine von der Verteilung der mRNA Transkripte, die in
zahlreichen Zellen innerhalb sowie auflerhalb der Glomeruli beschrieben werden konnten

(Abbildung 3-3).

Abbildung 3-4: Syndecan-1 Verteilung im Gewebe einer Wildtyp-Niere.

A) Lokalisation von Syndecan-1 Proteinen in murinen Wildtyp-Nieren mittels
Immunhistochemie mit einem Syndecan-1 Antikérper (monoklonal, Ratte anti-Maus) von BD
Biosciences und Diaminobenzidin-Farbung (braun). Gegenfarbung mit Himatoxylin (blau). A)
Es enthalten einzelne tubuldre Strukturen (Pfeile) Syndecan-1 Proteine. B) Innerhalb der
Glomeruli sind die Kapillarschlingen (Pfeil), mesangiale Strukturen (Dreiecke), Endothelzellen
(Richtungspfeil) und Podozyten (Blockpfeil) positiv fiir Syndecan-1 Proteine angeférbt.
GroBenmalstab in A) 20 um, in B) 5 pum.
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3.1.5 Syndecan-2 mRNA und Protein werden nicht in Wildtyp-Nieren

exprimiert

Mit Hilfe von in situ-Hybridisierungen konnte in Nieren von adulten Wildtyp-Miusen
keine Syndecan-2 mRNA detektiert werden. Diesen Negativbefund unterstiitzend, gelang

auch kein immunhistochemischer Nachweis von Syndecan-2 Proteinen.

3.2 Vergleichende Untersuchungen an unbehandelten Nieren aus

Syndecan-4-defizienten und Wildtyp-Miusen

Syndecan-4-defiziente Méuse erscheinen duBlerlich normal und sind reproduktionsfihig.
Erst verschiedene Stressbedingungen rufen einen Phénotyp hervor, der in der Defizienz
dieses Genes begriindet wird (Ishiguro et al., 2001a; Ishiguro et al., 2001b). In dieser
Arbeit sollte untersucht werden, ob morphologische Unterschiede zwischen Wildtyp und
Syndecan-4-defizienten Nieren existieren. Zusétzlich dazu sollte tiberpriift werden, ob sich
das Verteilungsprofil der anderen Syndecan-Familienmitglieder dndert. Die Nieren von
Syndecan-4-defizienten Méiusen wurden makroskopisch nach Grofenunterschieden sowie
dem &uBeren Erscheinungsbild mit Nieren aus Wildtyp-Mdusen verglichen.
Lichtmikroskopisch wurden die Nieren an histologischen Routinefarbungen wie
Hamatoxylin-Eosin und PAS betrachtet und auf Unterschiede im Aufbau der
Nierenstruktur wie GlomerulusgroBe und -Form, Tubulusstruktur, Infiltration von

Makrophagen und Zellanzahl untersucht.

3.2.1 Histomorphologische Untersuchungen

Es konnten auf lichtmikroskopischer Ebene keine histologischen Unterschiede zwischen
den Nieren aus neonatalen sowie adulten Syndecan-4 +/+ und Syndecan-4 -/- Méusen
festgestellt werden. Die Morphologie der Nieren ist in beiden Genotypen und
Entwicklungsstadien gut erhalten. Die Defizienz von Syndecan-4 hat folglich keine
morphologischen Ausprigungen zur Konsequenz, die lichtmikroskopisch erkennbar sind.

Diese Befunde korrelieren mit publizierten Daten von Ishiguro et al. (2001b).
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3.2.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Ergénzend zur Analyse im Lichtmikroskop wurde transmissionselektronenmikroskopisch
untersucht, ob eine Syndecan-4-Defizienz moglicherweise Auswirkungen auf die
ultrastrukturelle Morphologie der Niere hat. Dazu wurden Ultradiinnschnitte von
Syndecan-4 +/+ und Syndecan-4 -/- Nieren aus adulten Miusen miteinander verglichen.
Die Elektronenmikroskopie wurde an Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Méusen beider
Geschlechter sowie unterschiedlichen Altersgruppen durchgefiihrt. Die dazu ausgewéhlten

Tiere waren alle élter als zwei und jlinger als acht Monate.

3.2.2.1 Syndecan-4-defiziente = Maiusenieren zeigen keine ultrastrukturellen

Verianderungen im Vergleich zu Wildtyp-Miusen

Anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen von Nieren-Ultradiinnschnitten der
Wildtyp- und Syndecan-4 -/- Mause gleichen Geschlechts und Alters wurden Glomeruli
hinsichtlich  ihrer Podozyten, Podozytenfiichen, gefensterten Endothelzellen,
Schlitzmembranen, mesangialen Matrices und Mesangialzellen verglichen (Abbildung 3-
5). Bei sehr gut erhaltener Zellmorphologie der Priparate sind keine ultrastrukturellen
Unterschiede zu finden. Alle untersuchten Glomeruli von Syndecan-4-defizienten Mausen
(Abbildung 3-5, B und D) sind im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (Abbildung 3-5, A und
C) normal strukturiert. In Glomeruli beider Genotypen sind die Mesangialzellen
(Abbildung 3-5, A und B, Mea) gleichermalien in der mesangialen Matrix (Abbildung 3-5,
A und B,*) eingebettet. Die Podozyten (Abbildung 3-5, A-D, P) sind gleich gro3 und an
den AuBenfldchen der Kapillaren (Abbildung 3-5, A und B, Pfeile) lokalisiert. Bei hheren
VergroBerungen (Abbildung 3-5, C und D) sind die subendothelialen, gefensterten
Endothelzellen (Abbildung 3-5, C und D, Blockpfeile) deutlich sichtbar. Gemeinsam mit
der glomeruldren Basalmembran (Abbildung 3-5, C und D, eingekerbte Richtungspfeile),
den PodozytenfiiBchen (Abbildung 3-5, C und D, Pfeile) und der Schlitzmembran
(Abbildung 3-5, C und D, Dreiecke) bilden sie die renale Filtrationsbarriere (Abbildung 3-
5, C und D, Kisten). Sowohl die PodozytenfiiBchen als auch die glomerulire
Basalmembran erscheinen bei den Syndecan-4-defizienten Méusen normal (Abbildung 3-
5, C und D). Die Anordnung des reiBverschlussartig erscheinenden gefensterten Endothels

(Abbildung 3-5, C und D, Blockpfeile) unterscheidet sich in den Glomeruli der Syndecan-
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4-knockout Méuse nicht von der Anordnung der Wildtyp-Méause. Zusammengefasst zeigen

die Nieren von Syndecan-4 -/- Miusen keinen histologisch oder ultrastrukturell erfassbaren

Phinotyp.

Abbildung 3-5: TEM-Aufnahmen von Wildtyp- und Syndecan-4 —/- Miusenieren.

Wildtyp-Nieren (A) und Syndecan-4-defiziente Nieren (B) zeigen die typische glomerulire
Struktur. Mesangialzellen (Mea) sind in das Mesangium eingebettet (*). Erythrozyten (E)
befinden sich in den Kapillaren (Pfeil), Endothelzellen (Ef) sind ebenfalls innerhalb der
Kapillaren sichtbar. Die Podozyten (P) sitzen an den AuBenflichen der Kapillaren. C und D) Die
Podozyten-Fuf3fortsdtze (Pfeile) bilden die Schlitzmembran (Dreiecke). GBM (eingekerbter
Richtungspfeil), Schlitzmembran und reiflverschlussartig angeordnetes, gefenstertes Endothel
(Blockpfeile) bauen die renale Filtrationsbarriere (Kasten) auf. Groenmafistab in (A) und (B)
jeweils 2 um, in (C) und (D) jeweils 500 nm.

3.2.3 Expression der Syndecane-1 und -2 in Syndecan-4 -/- Nieren

Zusétzlich zu den histologischen und ultrastrukturellen Untersuchungen des Aufbaus der
Syndecan-4-defizienten Nieren, wurde die gewebsspezifische Expression der Syndecane in
Syndecan-4-defizienten Nieren untersucht und mit denen der Wildtyp-Nieren verglichen.

Die Verteilung der Syndecan-1 mRNA in Syndecan-4-defizienten Nieren unterscheidet



ERGEBNISSE 75

sich nicht von der in Wildtyp-Nieren (3.1.3). Fiir Syndecan-2 konnten mit Hilfe der in situ-
Hybridisierung auch in der Syndecan-4-defizienten Niere keine positiven Signale erhalten

werden.

3.2.3.1 Syndecan-1 wird in der mesangialen Matrix von Syndecan-4-defizienten

Nieren exprimiert

Um zu untersuchen, inwiefern die Syndecan-4-Defizienz die Lokalisation der Syndecan-1
Proteine in der Niere beeinflusst, wurden immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt.
Syndecan-4-defiziente Nieren zeigen vor allem innerhalb der Glomeruli positive
Anfarbungen fiir Syndecan-1, wobei hier jedes zweite Glomerulus deutlich angefarbt ist
(Abbildung 3-6, A). Die Plasmamembranen der Podozyten sind besonders deutlich
markiert. Zusidtzlich wurde an AuBenflichen der Kapillarschlingen, wie auch den
Oberfliachen einiger Endothelzellen (Abbildung 3-6, B) Syndecan-1 detektiert. Zudem
enthilt die mesangiale Matrix und die in ihr eingebetteten Mesangialzellen Syndecan-1
Proteine. AuBerhalb der glomeruldren Kapillarknduel sind parietale Epithelzellen der

Bowmanschen Kapsel (Abbildung 3-6, B) positiv fiir Syndecan-1 markiert.
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Abbildung 3-6: Syndecan-1 Verteilung im Gewebe einer Syndecan-4-defizienten Niere.

Lokalisation von Syndecan-1 Proteinen in Syndecan-4-defizienten Nieren mittels
Immunhistochemie mit einem Syndecan-1 Antikdrper (monoklonal, Ratte anti-Maus) von BD
Biosciences und Diaminobenzidin-Farbung (braun). Gegenfarbung mit Hamatoxylin (blau). A)
Jedes zweite Glomerulus ist intensiv markiert (Blockpfeil) und liegt benachbart zu einem weniger
stark angefdrbten Glomerulus (Pfeil). B) In den kriftig angefarbten Glomeruli sind Podozyten
(Blockpfeil), Mesangialzellen (Dreiecke), mesangiale Matrix (Richtungspfeile) sowie
Kapillarschlingen (Pfeil) positiv fiir Syndecan-1 Proteine geférbt. Zusétzlich dazu enthalten
parietale Epithelzellen (eingekerbter Richtungspfeil) der Bowmanschen Kapsel Syndecan-1.
GroBenmalBstab in (A) 20 pm,_in (B) 5 um.
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Im Gegensatz zur Lokalisation fiir Syndecan-1 in Wildtyp-Nieren, ist eine deutliche
Anfarbung der mesangialen Matrix fiir Syndecan-1 (Abbildung 3-6, B, Richtungspfeile) in

Syndecan-4-defizienten Mausen erkennbar.

3.2.3.2 Syndecan-2 wird nicht redundant in Syndecan-4 -/- Nieren exprimiert

In den Syndecan-4-defizienten Nieren zeigen weder die Glomeruli noch andere Strukturen

eine Syndecan-2 Expression (Abbildung 3-7, A und B). Die eigenen Resultate sprechen

dafiir, dass Syndecan-2 nicht in Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Nieren exprimiert
wird (3.1.5).

Abbildung 3-7: Syndecan-2 Verteilung im Nierengewebe von Syndecan-4-defizienten Miusen.

A) Lokalisation von Syndecan-2 Proteinen in Syndecan-4-defizienten Nieren mittels
Immunhistochemie mit einem Syndecan-2 Antikérper (polyklonal, Kaninchen anti-Maus) von
Santa Cruz und Diaminobenzidin-Férbung (braun). Gegenfirbung mit Hamatoxylin (blau). A) Die
Glomeruli der Syndecan-4-defizienten Nieren enthalten keine Syndecan-2 Proteine. B) Bei hoheren
VergroBerungen wird deutlich, dass Syndecan-2 in keiner glomeruliren Zelle vorkommt.
GroBenmaBstab in (A) entspricht 20 pm, in (B) 5 um.

3.2.4 Quantitative Bestimmung der Syndecan-1 und -2 Expression in
Syndecan-4-defizienten Nieren im Vergleich zu Wildtyp-Nieren mittels

Real time PCR

Um die bisherigen Befunde quantitativ zu untermauern, wurde Gesamt-RNA aus den
Nieren von Wildtyp- sowie Syndecan-4 -/- Mdusen isoliert und revers transkribiert. Die so

erhaltene cDNA von Syndecan-1, Syndecan-2 und Syndecan-4 wurde mit Hilfe von
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spezifischen Primern (2.2.2.16) in einer Real time PCR im Verhéltnis zu einem
housekeeping Gen, dem HPRT (Hypoxanthin-Phophoribosyltransferase), quantifiziert. Die
Auswertung erfolgte nach der AACT-Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Bei dieser
Quantifizierung wird das Verhéltnis der Menge an eingesetzter RNA/cDNA in der Probe 1
zu der Menge an eingesetzter RNA/cDNA in einer Probe 2 bestimmt. Die Amplifizierung
eines housekeeping Gens setzt die Menge an Ziel-RNA zu der insgesamt in der Probe

enthaltenen RNA ins Verhéltnis. Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

AACT = ACTX - ACT HPRT
Cry ist der normalisierte CT Wert fiir das Zielgen
ACrt gprr ist der normalisierte CT Wert fiir HPRT

Geht man von einer Verdopplung der Kopienzahl pro Zyklus aus, so gilt folgende
Gleichung:

. . =AACT
Relative Genexpression = 2

Die erechneten Werte sind demnach Angaben der exponentiellen Expression. Die
Expression von Syndecan-4 in Wildtyp-Nieren wurde willkiirlich 1 gesetzt (Abbildung 3-
8, A). In Relation zur Syndecan-4 Expression (weiler Balken) ist die Syndecan-1
Expression (Abbildung 3-8, A, schwarzer Balken) am geringsten. Die Syndecan-2
Expression (grauer Balken) ist unwesentlich hoher (Abbildung 3-8, A). Syndecan-4-
defiziente Nieren zeigen demgegeniiber eine flinfmal héhere Expression von Syndecan-1,
wihrend die Expression von Syndecan-2 unverdndert ist (Abbildung 3-8, B).

Mit Hilfe der Real time PCR konnte im Gegensatz zu vorherigen Methoden (siehe 3.1.5)
Syndecan-2 mRNA in Wildtyp- als auch in Syndecan-4-defizienten Nieren detektiert
werden. In Syndecan-4-defizienten Nieren liegt keine Erhéhung der Syndecan-2

Expression vor, wohingegen Syndecan-1 mRNA deutlich ansteigt.
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Relative mRNA Expression
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Abbildung 3-8: Real time PCR Daten zur Expression der Syndecane in Wildtyp- und
Syndecan-4 defizienten Nieren.

A) Real time PCR-Daten verdeutlichen, dass die Expression fiir Syndecan-4 (weiller Balken) in
der normalen Wildtyp-Niere am hdchsten ist, gefolgt von der Syndecan-2 mRNA (graue
Balken) Expression, deren Expressionspiegel nur die Hilfte betrdgt. Die Syndecan-1 mRNA
(schwarze Balken) Expression hat den niedrigsten Expressionswert in der Wildtyp-Niere. B) In
Syndecan-4 -/- Nieren ist die mRNA Expression fiir Syndecan-1 fiinffach erhdht. Fiir
Syndecan-2 mRNA liegt keine Verdnderung vor.

3.2.5 Zusammenfassung

* Eine mRNA Expression fiir Syndecan-4 konnte in Mesangialzellen, Podozyten,
parietalen Epithelzellen und Endothelzellen im Glomerulus detektiert werden.
AulBlerdem exprimieren Epithelzellen der Sammelrohre und der Tubuli Syndecan-4
mRNA. Es sind auch einige Kapillarendothelzellen positiv angeférbt.

* Syndecan-4 Proteine werden hingegen primir auf der zelluldren Oberfldche von
Mesangialzellen und Podozyten, im Mesangium sowie an Kapillarschlingen
exprimiert.

* Syndecan-1 mRNA zeigt eine nahezu Syndecan-4-kongruente Expressions-
Verteilung in der Niere.

» Syndecan-1 Proteine werden vorwiegend auf der zelluliren Oberfliche der

Podozyten und Kapillarschlingen exprimiert.
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Die Defizienz des Syndecan-4-Gens hat keinen spontanen Phénotyp zur Folge. Die
Nieren aus Syndecan-4-defizienten Madusen sind histologisch normal. Auch
ultrastrukturell konnten keine Unterschiede festgestellt werden.

In Syndecan-4-defizienten Nieren konnte Syndecan-1 Protein auch im Mesangium
detektiert werden.

Eine Syndecan-2 Expression lag in Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Nieren
immunhistochemischen Farbungen und in situ-Hybridisierungen zufolge nicht vor.
Jedoch konnte mit Hilfe der Real time PCR Syndecan-2 mRNA in den Nieren

beider Genotypen zu geringen Mengen detektiert werden.
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Teil II: Untersuchungen der renalen Pathologie an Wildtyp- und Syndecan-4-

defizienten Mausen nach einer unilateralen Nephrektomie

Die Operationen an Syndecan-4 +/+ und Syndecan-4 -/- Miusen im Zeitraum vom
Dezember 2003 bis Februar 2005 wurden unter Anweisungen von Frau Prof. Liliana
Schéfer und ihren Mitarbeitern in der Medizinischen Poliklinik des Universititsklinikums
in Miinster (UKM) durchgefiihrt. Im Januar 2006 wurden vier ménnliche Syndecan-4 +/+
und vier minnliche Syndecan-4 -/- Miduse unter der Anleitung von Herrn Dr. Gregor
Theilmeier im Institut fiir Anatomie des UKM nephrektomiert. Die Pflege und Versorgung
aller nephrektomierten Tiere {iber eine Dauer von sechzig Tagen sowie die Praparation der

Nieren erfolgten im Institut fiir Physiologische Chemie und Pathobiochemie des UKM.

3.3 Das Modell der Nephrektomie zur Schidigung der Niere und Induktion

einer renalen Pathogenese in Wildtyp- und Knockout-Miusen

Die unilaterale Nephrektomie (UNX) wurde als Nierenerkrankungsmodell gewéhlt, um zu
tiberpriifen, ob in der Auspriagung klinischer bzw. histologischer Verdnderungen der
zuriickbleibenden Niere (remnant kidney, RK) nach einer UNX Unterschiede zwischen
Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Miusen erkennbar sind. Die UNX-Miduse wurden
nach sechzig Tagen fiir Untersuchungen getdtet. Nach Préparation der RK wurde diese in
mehrere  gleichgroBe  Stiicke  zerteilt, um  biochemische, histologische und
elektronenmikroskopische Untersuchungen durchzufiihren. Zu Beginn der Arbeiten mit
dem UNX-Nierenerkrankungsmodell diente die in Formaldehyd fixierte RK fiir
histologische Untersuchungen wie in situ-Hybridisierungen, Immunhistochemie und
Standardfarbungen (HE, PAS). Bei spiteren UNX-Experimenten (2005/2006) hingegen
wurde in regelmdfigen Abstinden auch Spontanurin der Maéuse gesammelt. Die
herauspriparierten RK wurde wie oben beschrieben in mehrere, gleichgrofle Stiicke
zerteilt. Diese Nierenstiicke dienten verschiedenen Untersuchungen wie Protein- und
RNA-Isolierung, Elektronenmikroskopie, in situ-Hybridisierungen und

Immunhistochemie.
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Die Anzahl der untersuchten nephrektomierten Méuse im Rahmen dieser Arbeit betrug
insgesamt 36. Davon waren 18 Wildtyp-Mause und 18 Knockout-Méuse. Unter diesen 18

Maiusen waren sechs méinnliche und zwolf weibliche Tiere.

3.3.1 Diagnostik

3.3.1.1 Vergleichende Untersuchung des kidney weight/body weight Index von
Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten UNX-Méiusen

Die Anderung im Quotienten aus dem Gewicht der linken bzw. rechten Niere geteilt durch
das Korpergewicht vor und nach der Operation kann als diagnostischer Parameter fiir eine
pathologische Entwicklung in den RK herangezogen werden (kidney weight/body weight
index). Der Verlust renaler Masse durch eine Nephrektomie hat Auswirkungen auf die
glomeruldre Filtration sowie auf die Volumenzunahme der zuriickbleibenden Niere (RK).
Im Allgemeinen wird in der Nephrologie der Begriff einer kompensatorischen renalen
Zunahme (CRG) verwendet, deren Starke von der Art der Nephrektomie abhidngt. Hierbei
wird in der Literatur zusétzlich darauf verwiesen, dass geschlechts- und altersabhéngige
Mechanismen in diesem Prozess involviert sind und daher die Art sowie das Ausmal} des
kompensatorischen renalen Wachstums variieren kann (Mulroney et al., 1999; Mulroney
und Pesce, 2000).

Um die renale Zunahme post Nephrektomie zu erfassen, wird das Gewicht der Niere in
Relation zu dem Korpergewicht gesetzt und mit dem Verhéltnis Aw/bw pra-UNX
verglichen. Nach Berechnung der Indices wurden die Syndecan-4 -/- Mause mit Wildtyp-
Mausen, unter Einbeziehung des Geschlechts, miteinander verglichen. Dazu wurden die
Maiuse vor der Operation sowie anschlieBend die exzidierte Niere gewogen. Nach einer
sechzigtigigen UNX wurde vor Pridparation die Maus gewogen und anschlieBend die
herauspréparierte RK. Aus diesen Werten der Nieren- und Kopergewichte vor und nach
UNX wurden die kw/bw Indices berechnet.

Die kw/bw Indices x100 sind als Sédulendiagramme dargestellt, in welchem die
Geschlechter der UNX-Maiuse sowie die kw/bw vor (prd) als auch nach (post) UNX
beriicksichtigt sind (Abbildung 3-9). Die weiblichen Wildtyp UNX-Méiuse zeigen die
geringste Zunahme. Thre Differenz zwischen prd = 0,55 und post = 0,56 betrdgt 0,01. Die
Werte fiir Syndecan-4-defiziente UNX-Weibchen sind héher (prd = 0,83 und post = 0,87)
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als fiir Wildtyp UNX-Weibchen. Die deutlichsten Unterschiede der kw/bw x100 vor und
nach UNX treten in méinnlichen M4iusen auf, wobei die Zunahme in Syndecan-4-
defizienten Méannchen am hochsten ist. Thre Differenz zwischen pra = 0,74 und post = 0,91
betrdgt 0,17. Die médnnlichen zeigen im Vergleich zu weiblichen Miusen eine deutlichere
Zunahme ihrer kw/bw Indices post UNX. Die stirkste Zunahme liegt bei méannlichen
Syndecan-4-defizienten Méusen vor. Jedoch sind die hohen kw/bw Werte der Syndecan-4-
defizienten UNX-Weibchen auffillig. Die weiblichen Knockout-Mause besitzen bereits
sehr hohe kw/bw x100 Werte pra-UNX (0,83), die hoher als die der weiblichen (pra-UNX
= 0,55) und auch minnlichen (prdi-UNX = 0,57) Wildtyp-Méuse sind. Sie liegen sogar
hoher als die kw/bw x100 Werte der mannlichen Syndecan-4-defizienten UNX-Méuse
(pra-UNX = 0,74). Zwar ist die Differenz zwischen pra-UNX (0,83) und post-UNX (0,88)
nicht so grof3, dennoch ragte dieser hohe Wert zwischen den anderen pri-UNX Werten

deutlich heraus.
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Abbildung 3-9: kw/bw Indices der weiblichen und ménnlichen Miuse beider Genotypen pri
und post UNX.

Wildtyp-Méuse weiblichen Geschlechts zeigen vor (schwarze Balken) und post UNX (weile
Balken) kaum eine Zunahme der renalen Masse. Auch die weiblichen Syndecan-4-defizienten
Mause (schwarze Balken) nehmen nur geringfiigig in ihrem kw/bw nach UNX (weifle Balken) zu.
Im Gegensatz dazu ist die Zunahme bei minnlichen Wildtyp-Mausen (schwarze Balken) nach
UNX (weille Balken) deutlich. Bei Syndecan-4-defizienten Ménnchen ist die Zunahme am
hochsten. Besonders auffillig ist der hohe prd-UNX Wert bei den weiblichen Syndecan-4-
defizienten Méusen.
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3.3.1.2 UNX-Miuse beider Genotypen zeigen Kkeine Proteinurie nach einer

unilateralen Nephrektomie

Zur Ermittlung einer moglichen Proteinurie bei den nephrektomierten Miusen beider
Geschlechter sowie Genotypen wurden gesammelte Urinproben mittels SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt. Die im Urin enthaltenen Proteine wurden mit Coomassie-
Brilliant Blau gefarbt. Jedoch konnten keine Unterschiede zwischen den Genotypen unter
Berticksichtigung der Geschlechter beobachtet werden. Zusitzlich dazu wurden die im
Urin auftauchenden Proteine mit solchen aus normalen Méusen verglichen. Auch dieser
Vergleich stellte keine einheitlichen Unterschiede, die auf die Nephrektomie sowie auf

Geschlecht und Genotypen basieren kdnnten, heraus.

3.3.2 Histologische Untersuchungen an UNX-Nieren aus Wildtyp- sowie

Syndecan-4-knockout Miusen

Die histologischen Untersuchungen an Paraffinschnitten der UNX-Nieren im Vergleich zu
normalen Nieren als Kontrollen, schlieBen Routinefirbungen wie Hématoxylin-Eosin-
(HE-), Perjodsédure-Schiffsche Reagenz- (PAS-), Masson-Trichrom und Kongorot-Farbung

ein.

3.3.2.1 UNX-Nieren aus Syndecan-4-defizienten minnlichen Maiusen zeigen

histologische Unterschiede im Lichtmikroskop

Mit Hilfe einer PAS-Féarbung stellten sich Unterschiede zwischen UNX-Nieren der
Syndecan-4 +/+ und -/- Méause heraus. Sowohl in den UNX-Nieren der Wildtyp- als auch
Syndecan-4-defizienten Miuse sind glomeruldre Komponenten PAS-positiv (Magenta-
Ton) angefarbt. Die TBM ist in ihrer apikalen Seite ebenfalls PAS-positiv (Abbildung 3-
10, A und B). In den Glomeruli der Wildtyp UNX-Nieren sind in der mesangialen Matrix
und in der GBM (Abbildung 3-10, A) der PAS-Féarbung zufolge kohlenhydratreiche
Strukturen enthalten. Ebenso ist die Bowmansche Kapsel und die interstitielle Matrix, die
laut zahlreichen Publikationen verschiedene Proteoglykane und Glykoproteine enthalten,
magentafarben hervorgehoben (Couchman et al., 1996; Erickson und Couchman, 2000;

Groffen et al., 1998; Groffen et al., 1999; Miner, 2005; Miosge et al., 2003; Yurchenco und
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Schittny, 1990). Syndecan-4-defiziente ménnliche UNX-Maiuse weisen im Vergleich zu
Wildtyp UNX-Maiusen groB3flachige, zellkernfreie Bereiche in ihren Glomeruli auf, die
deutlich PAS-positiv angefarbt sind. Es handelt sich dabei primidr um mesangiale Bereiche
mit angereichertem, extrazellulirem Material, die Charakteristika einer Glomerulosklerose
aufweisen (Abbildung 3-10, B). Die Kapillarlumina der betroffenen Glomeruli sind im
Vergleich zu Glomeruli aus Wildtyp UNX-Nieren komprimiert. Zusétzlich dazu lassen
sich die sklerotischen Segmente von benachbarten Segmenten, die wesentlich blasser
gefarbt sind, farblich abgrenzen. Bei einer Glomerulosklerose ist die Zelldichte innerhalb
der Glomeruli deutlich reduziert. Den PAS-Firbungen zufolge weisen die sklerotischen,
vernarbten glomeruldren Bereiche der mesangialen Matrix eine Akkumulierung von
glykogenem Material auf. Weder Wildtyp-Ménnchen noch -Weibchen zeigen nach UNX
sklerotisierte Glomeruli wie sie fiir die Syndecan-4-defizienten UNX-Ménnchen
beschrieben werden konnten. Ebenso entsprechen die UNX-Nieren von Syndecan-4 -/-
Weibchen dem Erscheinungsbild von Wildtyp UNX-Nieren und zeigen keine besonderen
Auffilligkeiten. Dieses pathologische Bild sklerotisierter Glomeruli in Syndecan-4-
defizienten Méusen tritt ausschlieBlich beim ménnlichen Geschlecht auf.

Mit weiteren Firbungen wie der Masson-Trichrom Féarbung wurde eine nédhere
Charakterisierung der sklerotischen Bereiche in den Glomeruli der Syndecan-4-defizienten
Minnchen durchgefiihrt. In den UNX-Wildtyp Minnchen ist die mesangiale Matrix, die
Bowmansche Kapsel um die Glomeruli und die TBM aullerhalb der Glomeruli griin-
bldulich gefdarbt und demnach kollagenhaltig (Abbildung 3-10, C). Die in den
Kapillarlumina angereicherten Erythrozyten sind in einem intensiven Rotton sichtbar,
wohingegen die Kerne der glomeruldren Zellen schwarz erscheinen. Im Vergleich dazu
zeigen die Glomeruli der Syndecan-4 -/- Ménnchen eine deutliche griin-blduliche
Anfarbung fiir Kollagene in den sklerotischen Bereichen, in denen sich keine schwarzen
Zellkerne befinden (Abbildung 3-10, D). Ahnlich den Wildtyp-Glomeruli sind auch die
TBM in UNX-Nieren von Syndecan-4-defizienten Méausen und das Interstitium griin-
blaulich gefarbt und damit als kollagenhaltig charakterisiert. Das Zytoplasma der Tubuli
und die zellkernreicheren Regionen innerhalb der Glomeruli sind rétlich geférbt.

Zur Uberpriifung, ob Amyloide in diesen sklerotisierten Glomeruli aus Syndecan-4-
defizienten UNX-Ménnchen abgelagert sind, wurden Kongorot-Farbungen an UNX-Nieren
aus Wildtyp- und Knockout-Ménnchen durchgefiihrt. In den UNX-Nieren der Wildtyp-

und Knockout-Miannchen sind jedoch keine kongoroten und damit stark amyloiden
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Anfarbungen erkennbar (Abbildung 3-10, E und F). Die sklerotischen Bereiche der
Glomeruli aus Syndecan-4 -/- Ménnchen enthalten somit keine amyloide Ablagerungen

(Abbildung 3-10, F).

Abbildung 3-10: UNX-Nieren aus Syndecan-4-defizienten méinnlichen Miiusen entwickeln
Glomerulosklerose.

PAS-Farbungen von Wildtyp (A) und Knockout UNX-Nieren (B) verdeutlichen, dass innerhalb
der Glomeruli (*) von Syndecan-4-defizienten minnlichen Maé&usen eine mesangiale
Akkumulation in zellkernfreien, groBflichigen Bereichen vorkommt. Wildtyp UNX-Nieren
enthalten in ihrem Mesangium (A, Pfeile) ebenfalls PAS-positives Material.

Die sklerotisierten Glomeruli von Syndecan-4-defizienten ménnlichen Méusen (D, *) sind der
Masson-Trichrom Farbung zufolge im Vergleich zu UNX-Nieren aus ménnlichen Wildtyp-
Mausen (C, Pfeil) stark kollagenhaltig. Nach Kongorot-Farbungen konnten weder in UNX-Nieren
aus minnlichen Wildtyp-Méusen (E) noch in ménnlichen Knockout-Miusen (F, *)
Amyloidablagerungen beobachtet werden. GroBenmafstab jeweils 20 um.
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Derartige Strukturen mit knotig vernarbten, sklerotischen Bereichen innerhalb der
Glomeruli werden oftmals in diabetischen Nieren beobachtet und als nodulédre Strukturen
bezeichnet. Die PAS-positiven noduldren Bereiche in Syndecan-4-defizienten UNX-Nieren

enthalten folglich Glykoproteine und Kollagene, aber kein Amyloid.

3.3.2.2 Sklerotische Bereiche in den UNX-Nieren der minnlichen Syndecan-4-

defizienten Miiuse enthalten Kollagen Typ I, -1V und Fibronektin

Zur weiteren Charakterisierung der noduldren und sklerotischen Strukturen in den
Glomeruli der UNX-Nieren von Syndecan-4-defizienten Maénnchen wurden
immunhistochemische Féarbungen mit Antikdrpern gegen unterschiedliche extrazellulédre
Matrixproteine durchgefiihrt. Kollagen Typ I,- IV sowie Fibronektin, die bei verschiedenen
pathologischen Nierenerkrankungen vermehrt in der extrazelluliren Matrix abgelagert
werden, wurden als fibrotische Marker gewihlt (El-Aouni et al., 2006; Kawamura et al.,
1999; Oudit et al., 2006; Yang et al., 2001).

Kollagen Typ I ist in den Glomeruli der UNX Wildtyp-Ménnchen in der Bowmanschen
Kapsel vorhanden (Abbildung 3-11, A). Die glomeruldre, extrazelluldre Matrix sowie die
Kapillarschlingen sind ebenfalls leicht fiir Kollagen Typ I angefarbt. Die Anfarbung fiir
Kollagen Typ I in Glomeruli der nephrektomierten Syndecan-4-defizienten Mduse ist
hingegen deutlich intensiver. Insbesondere die noduldren, sklerotischen Bereiche der
Glomeruli kennzeichnen sich durch eine intensive, konzentrierte Braunfarbung fiir
Kollagen Typ I (Abbildung 3-11, B) aus. Sowohl in den Wildtyp als auch in den Knockout
UNX-Nieren ist der interstitielle Zwischenraum (Abbildung 3-11, A und B) gefirbt.
Zusitzlich dazu sind verschiedene Zellen im Interstitium oder in tubuldren Gefden fiir
Kollagen Typ I gefarbt (Abbildung 3-11, B). Die Bowmansche Kapsel und die tubuldre
Basalmembran enthalten ebenfalls Kollagen Typ IV (Abbildung 3- 11, C und D). Bei den
sklerotischen Glomeruli der UNX-Nieren aus Syndecan-4-defizienten Tieren sind
deutliche Anfiarbungen in den vernarbten Bereichen innerhalb der Glomeruli sichtbar, die
in jedem der noduldren Strukturen intensiv geférbt sind (Abbildung 3-11, D, *).

Somit enthalten die sklerotischen Segmente sowohl Kollagen Typ I als auch Kollagen
Typ IV. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten zeichnen sich diese Bereiche durch
Akkumulierung eines fibrilliren Kollagens (Typ 1) sowie eines als Balsamembran-

Komponente bekannten Kollagens (Typ IV) aus (Alexakis et al., 2006; Bergijk et al., 1998;
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Couchman et al., 1996; Dixon et al., 1980; Eddy, 2000; Groffen et al., 1998; Groffen et al.,
1999; Kim et al., 1991a; Kim et al, 1991b). Gleichzeitig ist eine Anfarbung der
glomeruldren Mesangien in UNX-Nieren aus Wildtyp- als auch aus Knockout-Méusen fiir
Kollagen Typ IV erkennbar. Darin unterscheidet sich die Kollagen Typ IV-Lokalisation
von der Kollagen Typ I-Lokalisation. Diese mesangiale Anfiarbung tritt auch in normalen
Nieren auf (Abbildung 3-11, G und H). Erwartungsgemal3 enthalten die glomeruldren
Basalmembranen aus normalen Syndecan-4 +/+ und -/- Méiusen Kollagen Typ IV
(Abbildung 3-11, G und H). Der Unterschied gegeniiber Wildtyp-Nieren besteht in einer
groBflachigeren Anfarbung fiir Kollagen Typ I in den UNX-Nieren aus Syndecan-4-
defizienten Maiusen. Dies ist vorwiegend in Bereichen, die durch komprimierte
Kapillarlumina (Abbildung 3-11, D, Pfeile) gekennzeichnet sind, der Fall. In diesen
komprimierten Bereichen der Glomeruli aus Knockout-Mdusen scheint zusétzlich eine
Akkumulierung von Kollagen Typ IV zu erfolgen, welche ausgeprégter erscheint als in den
Glomeruli aus Wildtyp UNX-Nieren sowie normalen Nieren.

Fibronektin konnte ebenfalls in den Glomeruli der UNX-Nieren beider Genotypen
(Abbildung 3-11, E und F) detektiert werden. In UNX-Nieren der Wildtyp-Maiuse ist
Fibronektin in den glomeruldren Mesangialzellen und der umgebenden mesangialen
Matrix, um einige Endothelzellen sowie den glomeruldren Kapillaren (Abbildung 3-11, E,
Kreise) immunhistologisch nachweisbar. Dagegen befindet sich Fibronektin in den UNX-
Glomeruli der Syndecan-4-defizienten UNX-Midnnchen, besonders in sklerotischen,
noduliren Bereichen (Abbildung 3- 11, F). Ahnlich den immunhistologischen Nachweisen
fiir Kollagene Typ I und -IV ist Fibronektin in der mesangialen Matrix der nicht
sklerotisierten Segmente lokalisiert. Jedoch ist seine Lokalisation in vernarbten
Abschnitten der Glomeruli besonders auffillig, obgleich schwécher im Vergleich zu

Kollagen Typ IV.
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Abbildung 3-11: Lokalisation von Kollagen L, -1V und Fibronektin in UNX-Nieren.

Kollagen I ist in UNX-Nieren von Wildtyp- (A, Pfeil) und Syndecan-4-defizienten Méusen (B, *)
vorhanden. Kollagen IV wird in Wildtyp-Nieren (C, Pfeil) und verstirkt in mesangialen
Strukturen der UNX-Nieren aus Syndecan-4 defizienten Mé&usen synthetisiert (D, Pfeil).
Fibronektin konnte in Nieren von wt- (E) und ko- Méusen (F, *) nachgewiesen werden. In wt
UNX-Nieren konnte Fibronektin um einzelnen Zellen (E, Kreise) detektiert werden. Syndecan-4
defiziente UNX-Nieren zeigen Bereiche innerhalb des Glomerulus, in welchen die Fibronektin-
Proteine weniger stark akkumuliert und verteilter wirken (F, Pfeil). In Nieren ohne UNX aus
Wildtyp (G) und Syndecan-4 -/- Méusen (H) sind Kollagen IV Proteine ebenfalls im Mesangium
lokalisiert. GroBenmaBstab jeweils 20 um. wt = Wildtyp, ko = Knockout.
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Insgesamt konnte mit Hilfe histochemischer Farbemethoden sowie Immunfiarbungen mit
fibrotischen Markern dargestellt werden, dass UNX in Wildtyp-Ménnchen zu einer
geringeren Akkumulierung fibrotischer Marker als in Syndecan-4-defizienten Mannchen
fiihrt. Die Glomeruli der Syndecan-4-defizienten méannlichen Mausen sind durch eine
deutliche Akkumulierung von Kollagen Typ I, -IV sowie Fibronektin gekennzeichnet.
Insgesamt ist die Akkumulierung durch ein sklerotisches Erscheinungsbild geprigt. Die
Syndecan-4-defizienten weiblichen Maéuse &hneln beziiglich ihrem histologischen
Erscheinungsbild und der Verteilung fibrotischer Marker wie Kollagen Typ I, -IV und
Fibronektin den ménnlichen Wildtyp-Madusen (Abbildung 3-11, A, C, E).

Aus diesen Beobachtungen kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass alle
Syndecan-4-defizienten Ménnchen eine wesentlich stirkere Schidigung der Glomeruli als
Folge der UNX vorweisen als dies fliir Wildtyp-Ménnchen sowie fiir Weibchen beider
Genotypen der Fall ist. Die Schiddigung ist durch eine Sklerotisierung kompletter Segmente
innerhalb der Glomeruli charakterisiert und stellt ein Endstadium der Erkrankung dar.
Jedoch konnten auch schwéchere, aber offensichtlich sklerotische Entwicklungsformen
beobachtet werden, deren Differenzierung durch lichtmikroskopische Untersuchungen
nicht optimal moglich war. Zur besseren Charakterisierung sowie genaueren
Unterscheidung der Pathologie von Wildtyp und Syndecan-4-defiziente Médusen wurden
UNX-Nieren ménnlicher Méuse auf elektronenmikroskopischer Ebene analysiert. Zum
besseren Vergleich wurden auch UNX-Nieren aus weiblichen Méausen beider Genotypen

elektronenmikroskopisch untersucht.

3.3.3 UNX-Nieren aus minnlichen Syndecan-4-/- Maiusen zeigen auf

ultrastruktureller Ebene grofiflichige Matrixexpansionen

Auf ultrastruktureller Ebene sind in Nieren aus ménnlichen Wildtyp- und Syndecan-4-
defizienten Mausen unterschiedliche pathologische Verdnderungen als Folge einer
unilateralen Nephrektomie erkennbar (Abbildung 3-12, A-H). In Abbildung 3-12 (A, C
und E) sind die Aufnahmen der Glomeruli aus Wildtyp-Miusen nach Nephrektomie
dargestellt, die charakteristische, mesangiale Matrixablagerungen aufweisen (Abbildung 3-
12, A, Rechteck). Solche Matrixablagerungen konnten in normalen Nieren nicht
beobachtet werden (3.2.2). Die mesangiale Matrix erscheint hier deutlich vergrofert zu

sein (Abbildung 3-12, C und E) und ist von elektronendichtem Material durchbrochen
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(Abbildung 3-12, E, Pfeile). Dadurch ist an diesen Stellen die physiologische
Glomerulusstruktur, bei der die Kapillarlumina durch matrixarmes Mesangium mit
Mesangialzellen verbunden sind, geringfiigig gestort.

Wesentlich stirker ausgeprigt ist das Bild einer mesangialen Expansion in UNX-Nieren
aus Syndecan-4 -/- Médusen (Abbildung 3-12, B, D und F). Ihre UNX-Nieren zeichnen sich
durch den starken Verlust der Kapillarlumina und einer vergroBBerten Mesangialfldche aus
(Abbildung 3-12, B, Rechtecke). Dieser Verlust geht mit einer Ansammlung von
zellfreiem, strukturlosem und gleichmiBig elektronendichtem Material einher. Dadurch ist
an diesen Stellen die physiologische Glomerulusstruktur stark beeintrachtigt. Es liegt eine
Ungleichverteilung von Zellen vor, die an die mesangialen Randzonen gedridngt worden
sind (Abbildung 3-12, D, Pfeile). Diese Auflosung wird durch Verdickungen und
Verdopplungen der Basalmembran begleitet, die sich lamelliert und eingeschniirt innerhalb
des Mesangiums anhdufen (Abbildung 3-12, D). Die glomeruldre Fliache erscheint dadurch
homogen und an vielen, groflachigen Stellen des Glomerulus stark verdickt (Abbildung
3-12, D und F). Dies fiihrt in Verbindung mit GBM-Verdickungen zur Obstruktion der
Kapillarlumina. Die an der GBM entstehenden Verdickungen bilden grof3flichige
Erweiterungen, die sich schlingenartig in die extrazellulire Matrix erstrecken. Sie sind
noduldr um die wenig vorhandenen Mesangialzellen angeordnet (Abbildung 3-12, F).
Diese verdickten Flidchen enthalten keine Kollagenfibrillen (Abbildung 3-12, F), die bei
hoheren Vergroferungen erkennbar sind (Abbildung 3-12, G). Im Gegensatz zu den
Bereichen der expandierten Matrices in UNX-Glomeruli aus Wildtyp-Ménnchen, sind
diese extrem stark verdickten und sehr groBflichigen Bereiche (Abbildung 3-12, F)
weniger durch das Auftreten von elektronendichtem Material durchbrochen (Abbildung 3-
12, E, Pfeile). Demnach ist als einzige Gemeinsamkeit von Wildtyp- und Syndecan-4-
defizienten Méusen nach Nephrektomie eine mesangiale Expansion festzustellen. Diese ist
jedoch in UNX-Glomeruli von Syndecan-4-defizienten Midusen deutlich groBfldchiger,
homogener und nicht durch Einlagerungen von elektronendichterem Material
unterbrochen. AuBlerdem ist dieses pathologische Bild durch einen stark invasiven
Charakter gekennzeichnet. Dadurch werden die Kapillarlumina komprimiert und nahezu
verdrdngt. Dies flihrt zu einer groBflichigen Beschddigung der Glomerulusstruktur und
Aufthebung der Glomerulus-Integritit. In beiden Genotypen sind im Bereich der
expandierten Matrix Verschmelzungen der PodozytenfiilBchen sowie die Zunahme der

FiiBchen-Durchmesser sichtbar (Abbildung 3-12, E und F Blockpfeile). Insgesamt scheint
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die UNX-Niere der Syndecan-4-defizienten Mause wesentlich stirker von der unilateralen
Nephrektomie betroffen zu sein. Die Akkumulierungen in den Glomeruli aus Syndecan-4-
defizienten Mausen sind wesentlich groBflichiger. AuBlerdem sind die Glomeruli durch die
komprimierten Kapillaren und die strukturellen Auflésungen extrem beschadigt.

Aus einer Wildtyp-Maus wurde eine hydronephrotische Niere exzidiert. Die RK war
wahrscheinlich bereits vorbelastet und wurde dennoch als so genannte Doppelt-
Negativkontrolle gleichermaflen untersucht. In keiner der durchgefiihrten Untersuchungen
konnten in der renalen Pathologie nach Nephrektomie Ahnlichkeiten zwischen dieser
Wildtyp-Maus und den Syndecan-4-defizienten Maiusen entdeckt werden. Das
ultrastrukturelle Erscheinungsbild dieser vorbelasteten UNX-Niere aus der Wildtyp-Maus
entsprach beziiglich der oben dargestellten Charakteristika genau dem der anderen

Wildtyp-Maéuse.
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Abbildung 3-12: Syndecan-4 -/- UNX-Nieren weisen starke mesangiale Expansionen auf.

Wildtyp UNX-Nieren zeigen eine leichte Akkumulierung von Matrixmaterial (A, Rechteck),
wodurch in diesem Bereich die normale Struktur der Glomeruli geringfiigig gestort ist (C,*). In
diesen Matrixexpansionen ist elektronendichtes Material eingelagert (E, Pfeile). Auflerdem zeigen
die Podozytenfiichen Verschmelzungen (E und F, Blockpfeile). UNX-Nieren aus Syndecan-4 -/-
Maiusen sind durch eine extrem groBflichige Akkumulierung von homogenem Material (B,
Rechtecke) gekennzeichnet, in denen die Zellen an die Randzonen gedringt wurden (D, Pfeile).
Diese verdickten, noduldren Regionen enthalten keine Kollagenfibrillen (F), welche bei gleichen
VergroBerungen erkennbar sind (G, Pfeil). GroBenmaBstab in (A) und (B) jeweils 10 um, in (C) und
(D) jeweils 2 um und in (E), (F) und (G) jeweils 500 nm. Kisten mit * zeigen die ausgewahlten
Bereiche fiir die Vergroferungen.
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3.3.4 UNX-Nieren aus weiblichen Syndecan-4 +/+ und Syndecan-4 -/- Miiusen

zeigen keine ultrastrukturellen Unterschiede

Die ultrastrukturelle Analyse von UNX-Nieren aus weiblichen Wildtyp sowie Syndecan-4-
defizienten Miusen zeigt bei guter Strukturerhaltung der Glomeruli keine Unterschiede
zwischen beiden Genotypen (Abbildung 3-13, A und B). Es gibt keine Indizien fiir eine
erhohte Matrixexpansion (Abbildung 3-13, C und D). Bei hoheren Vergroferungen sind
mesangiale Strukturen zu erkennen, welche von elektronendichtem Material durchbrochen
werden (Abbildung 3-13, C und D, Pfeile). Insgesamt wirken diese geringfligigen
Verdanderungen nicht pathologisch (Abbildung 3-13, E und F). Gegeniiber ménnlichen
UNX-Nieren aus Syndecan-4-defizienten Mausen liegen hier die Zellen im Mesangium
zueinander eng benachbart. Eine genauere Untersuchung der Podozytenfiilichen weist
ebenfalls keine anormalen Kennzeichen auf. Folglich hatte die unilaterale Nephrektomie
die Integritdt der Glomeruli weiblicher Méusenieren beider Genotypen nicht beschadigt.

Zusammengefasst zeigen die UNX-Nieren aus weiblichen Wildtyp- und Syndecan-4-
defizienten Mausen keine signifikanten histomorphologischen Unterschiede und
unterscheiden sich auch ultrastrukturell nicht voneinander. Im Gegensatz zu UNX-Nieren
Syndecan-4-defizienter ménnlicher Méuse sind kaum expandierte Matrixablagerungen und

keine GBM-Verdickungen zu erkennen.
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Abbildung 3-13: UNX-Nieren aus weiblichen Wildtyp und Syndecan-4-knockout
Miusen weisen keine ultrastrukturellen Unterschiede auf.

UNX-Nieren aus weiblichen Wildtyp- (A und C) sowie Syndecan-4-defizienten Méusen
(B und D) zeigen keine markanten Verdnderungen in Folge der Nephrektomie. Bei
hoheren VergroBerungen sind mesangiale Matrixbereiche sowohl aus Wildtyp- (C, Pfeile)
als auch aus Syndecan-4 defizienten Méusen (D, Pfeile) durch Einlagerungen von
elektronendichtem Material gekennzeichnet. E) und F) zeigen eine starke Durchsetzung
des Mesangiums mit elektronendichtem Material. GréBenmaBstab in (A) und (B) jeweils
10 pm, in (C) und (D) jeweils 2 pm und_in (E) und (F) jeweils 500 nm. Késten zeigen die
augewdihlten Bereiche fiir die Vergroferungen.
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Die mesangialen Bereiche entsprechen in ihrem Erscheinungsbild hingegen denen der
Wildtyp-Ménnchen und sind von elektronendichtem Material durchbrochen. Signifikante
Verianderungen der Glomerulusstruktur sowie Schidigungen der UNX-Nieren konnten

ausschlieBlich bei ménnlichen Syndecan-4-defizienten Mausen beobachtet werden.

3.3.5 Biochemische Untersuchung der Glomerulopathie in Syndecan-4-

defizienten Miiusen nach unilateraler Nephrektomie

In vielen Nierenerkrankungen sowie inflammatorischen Vorgéngen spielt alpha smooth
muscle (a-SMA) Aktin eine wichtige Rolle. Dessen Expression wird durch den
profibrotischen Mediator TGF-B1 beeinflusst und ist in vielen renalen Erkrankungen
erhoht. TGF-B1 induziert die Bildung verschiedener fibrotischer Markerproteine wie
Kollagen Typ I, -II, -1V, Fibronektin und a-SMA. Da TGF-B1 eine Schliisselstellung
einnimmt und seine anhaltende, erhohte Expression den fibrotischen Verlauf einer
Nephropathie maBgeblich beeinflusst, wurden TGF-B2 sowie TGF-3, deren Funktion in
dem Krankheitsbild der Nephrektomie nicht geklért ist, nicht untersucht (Yu et al., 2003).

3.3.5.1 UNX-Nieren aus minnlichen Syndecan-4-defizienten Miusen zeigen im

Vergleich zu ménnlichen Wildtyp-M:iusen erhéhte TGF-B1 Proteinmengen

Zur Uberpriifung, ob eine UNX die Expression von TGF-B1 und a-SMA beeinflusst,
wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. a-SMA Protein lauft bei einer Bandenhdhe
von 42 kDa. TGF-B1 wird als Homodimer bei 25 kDa detektiert. Als Vorlauferform 14uft
TGF-B1 bei ~40 kDa. Die Analyse der Proteinexpression von TGF-B1 und a—SMA in
UNX-Nieren wurden herangezogen, um eine mogliche Atiologie der ultrastrukturellen
Verdnderungen heraus zu finden. Die Erhéhung der beiden Markerproteine konnte einen
moglichen Signalweg tiber TGF-B1, der in den UNX-Nieren der ménnlichen Syndecan-4-
defizienten Mause beeintrichtigt sein konnte, implizieren. Die Western Blot Ergebnisse fiir
TGF-B1 zeigen in allen Proteinextrakten eine spezifische Bande bei 25 kDa. (Abbildung 3-
14, A). Fiir eine densitometrische Auswertung der TGF-B1 Banden fiir die einzelnen
Proben wurden die einzelnen Bandenintensititen gemessen. Analog wurden die

Signalstdarken aller Proteinbanden nach einer Amidoschwarzfairbung der Blotmembran
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quantifiziert. Aus den ermittelten Werten wurde der Quotient aus Signalstdrken und
Proteinbanden errechnet. AnschlieBend wurden sowohl fiir Wildtyp- als auch Syndecan-4-
defiziente Méuse jeweils die Mittelwerte der entsprechenden Quotienten gebildet und
einem zweiseitigen T-Test unterzogen. UNX-Nieren der Syndecan-4-defizienten Méuse
haben hohere Expressionswerte fiir TGF-B1 (Abbildung 3-14) als die UNX-Nieren der
Wildtyp-Maéuse. Sechzig Tage nach Nephrektomie zeigen die UNX-Syndecan-4-knockout
Maiuse gegeniiber den Wildtyp-Mausen eine 1,4 fach héhere Menge des Zytokins TGF-1
(p= 0,04, Abbildung 3-14).

Die a-SMA Protein wurde in den UNX-Nieren beider Genotypen gleich stark produziert
(Abbildung 3-14). Eine UNX-Wildtyp Maus hatte eine deutlich hohere Signalstirke
(Abbildung 3-14, B, *) fiir die a-SMA Expression als alle iibrigen untersuchten UNX-
Maiuse. Aus dieser Maus wurde eine hydronephrotische Niere entfernt, die RK wurde als
doppelte Negativkontrolle bei allen Experimenten mitgefiihrt. Diese Niere zeigte in keiner
zuvor durchgefiihrten Untersuchung Auffalligkeiten, die sich von den anderen Wildtyp-
Maiusen unterschieden. Im Immuno-Blot fiir die o-SMA Expression liegt der
densitometrisch ermittelte Wert fiir die Signalstirke im Verhéltnis zu Gesamtproteinmenge
bei 0,53. Dieser Wert wurde in die Berechung der Mittelwerte fiir die Expressionsstirken
mit einbezogen. Laut densitometrischer Auswertung liegt zwischen den Syndecan-4-
defizienten und Wildtyp-Nieren beziiglich der a-SMA Expression kein signifikanter
Unterschied (p = 0,8) vor.
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Abbildung 3-14: TGF-B1 ist in UNX-Nieren aus

unverandert.

Syndecan-4-/- erhoht, a-SMA hingegen

Proteinextrakte wurde mittels Elektrophorese in 12,5 %igen SDS-Gelen aufgetrennt.

A) TGF-B1(R&D Systems, monoklonal Maus anti-Maus) wird in allen UNX-Nieren exprimiert.
Amidoschwarzfarbung der Blotmembran diente zur Ladungskontrolle.

B) a-SMA (Sigma, monoklonal, Maus anti-Maus) wird ebenfalls in allen Proben detektiert.
TGF-B1 wird in Syndecan-4-defizienten UNX-Nieren (graue Balken) im Vergleich zu Wildtyp-
Nieren (weifle Balken) 1,4 fach (p-Wert = 0,04) mehr gebildet (A, Sdulendiagramm). Die a.-SMA

Expression zeigt hingegen keinen signifikanten Unterschied (p-Wert =

0,8). Die hochste

Expression ist fiir eine Wildtyp-Maus (*) detektierbar (0,53), aus welcher eine hydronephrotische
Niere exzidiert wurde. wt = Wildtyp, ko = Knockout.
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3.3.6 Verteilung der Syndecane in nephrektomierten Nieren

Zur Untersuchung der Expression und Funktion von Syndecanen in nephrektomierten
Nieren aus Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Méusen wurden immunhistochemische
Féarbungen, in situ-Hybridisierungen sowie biochemische Methoden wie Western Blotting
und Real time PCR durchgefiihrt. Bisherige Hinweise aus der Literatur zur Expression der
Syndecane in renalen Erkrankungen beschrianken sich auf Untersuchungen von Yung et al.
sowie Ishiguro et al. (Ishiguro et al., 2001b; Yung et al., 2001). In der proliferativen IgA-
Erkrankung konnte gezeigt werden, dass eine erhohte Expression von Syndecan-4 mRNA
und Protein vorliegt (Yung et al., 2001), die vorwiegend im glomeruldrem Mesangium
detektiert wurde.

Bei einer durch ein Nephrotoxin verursachten, obstruktiven Nephropathie stellte sich
heraus, dass Syndecan-4-defiziente Miusen eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber der
nephrotoxischen Substanz zeigten (Ishiguro et al., 2001b). Eigene Untersuchungen an
nephrektomierten Syndecan-4-defizienten Mausen (s. Kapitel 3.3.1-3.3.5) verdeutlichen,
dass Syndecan-4-defiziente Maiduse auf die mit der Nephrektomie einhergehenden
klinischen, zelluldren und proteinbiochemischen Verdnderungen mit einem pathologischen
Phinotyp reagieren. Wohingegen nach wunilateraler Nephrektomie nicht dasselbe
pathologische Bild fiir Wildtyp-Miuse beobachtet wurde. Bisher ist keine Publikation
vorhanden, die zeigte, inwiefern die Expression der anderen Syndecan-Familienmitglieder

von einer Nephropathie in Syndecan-4-defizienten Méusen betroffen sind.

3.3.6.1 Syndecan-2 Proteine und mRNA sind in Glomeruli von Syndecan-4-

defizienten UNX-Maiusen nachweisbar

Nach unilateraler Nephrektomie konnte mittels immunhistochemischer Fiarbungen mit
Diaminobenzidin ausschlieBlich in Nieren von Syndecan-4-defizienten Maiusen,
insbesondere in einer akkumulierten Form in den sklerotischen Glomeruli der ménnlichen
Syndecan-4-defizienten Méuse, eine verstirkte Syndecan-2 Expression auf Proteinebene
detektiert werden. Im Gegensatz zu Syndecan-4-defizienten MAiusen enthielten die
Glomeruli der Wildtyp-Mause nach Nephrektomie keine Syndecan-2 Proteine (Abbildung
3-15, A und B, Blockpfeile). Alle bisher untersuchten Glomeruli aus Wildtyp-Méausen nach

unilateraler Nephrektomie zeigten Syndecan-2 Proteine in tubuldren, jedoch nicht in
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glomeruldren Strukturen (Abbildung 3-15, B, Pfeil). Syndecan-2 ist hingegen sowohl in
glomeruldren als auch in tubuldren Strukturen der UNX-Nieren aus Syndecan-4-
defizienten Méusen lokalisiert. Die Anfirbung fiir Syndecan-2 ist in den Glomeruli
besonders deutlich (Abbildung 3-15, C-E). In den Glomeruli der Syndecan-4 -/- Mannchen
zeigen insbesondere die noduldren, sklerotischen Bereiche eine intensive Farbung fiir
Syndecan-2 Proteine. Daher erscheint Syndecan-2 in diesen sklerotischen Nodi
akkumuliert zu sein. AnschlieBend wurde iberpriift, ob ein Teil dieser akkumulierten
Syndecan-2 Proteine von der Plasmamembran proteolytisch abgespalten sein koénnte.
Durch die als Shedding bezeichnete Abspaltung des extrazelluldren Anteils des Molekiils
wird ein Syndecan-2-Neoepitop bestehend aus der extrazelluliren Doméne erzeugt, das mit
einem entsprechenden, von Guido David (University of Leuven, Leuven, Belgien) zur
Verfligung gestellten, Antikorper detektiert werden kann. Eine immunhistochemische
Untersuchung mit diesem Antikorper gegen Syndecan-2 bestitigte, dass Syndecan-2 in den
Glomeruli vorhanden ist (Abbildung 3-15, E). Anfiarbungen mit diesem Antikdrper gegen
die Ektodomine von Syndecan-2 zeigen eine punktuelle Verteilung der positiven Signale
in den sklerotischen Nodi von Syndecan-4-defizienten Glomeruli (Abbildung 3-15, E).
Zusammenfassend sprechen die Farbungsresultate fiir eine Syndecan-2 Lokalisation in den
Glomeruli der Syndecan-4-defizienten Méuse. Diese ist in den sklerotischen Bereichen der
Glomeruli von Syndecan-4-defizienten Ménnchen besonders intensiv. Im Gegensatz dazu
zeigen die Wildtyp UNX-Nieren keine erhohte Expression fiir Syndecan-2 nach
Nephrektomie. In allen untersuchten UNX-Nieren von Wildtyp-Mausen beider
Geschlechter ist Syndecan-2 jedoch in einzelnen tubuldren Strukturen erkennbar.
Gleichzeitig wurde mit Hilfe der in situ-Hybridisierung untersucht, ob Syndecan-2 mRNA
in UNX-Nieren von Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Mausen vorhanden ist. In situ-
Hybridisierungen sprechen fiir eine Syndecan-2 Expression in UNX-Nieren von Knockout-
Maiusen (Abbildung 3-15, F). In den sklerotischen Nieren sind in verschiedenen Zellen
Syndecan-2 Transkripte erkennbar (Abbildung 3-15, F, Pfeile). Aufgrund der groBflachig
zerstorten Struktur dieser sklerotischen Glomeruli ist eine eindeutige Benennung der

Zellen nicht moglich. Es handelt sich hochstwahrscheinlich um Mesangialzellen.
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Abbildung 3-15: Syndecan-2 wird in den Glomeruli der UNX-Nieren von Syndecan-4-
defizienten Miusen detektiert.

UNX-Wildtyp Nieren aus minnlichen Mausen zeigen keine glomeruldre Anfarbung fiir
Syndecan-2 Proteine (A, Blockpfeile). In Tubuli der UNX-Nieren aus Wildtyp-Méannchen ist
dagegen das Zytoplasma positiv angefarbt (B, Pfeil). In den Glomeruli der UNX-Knockout
Mainnchen (C und D) sind besonders intensive Anfarbungen in den sklerotischen Nodi (D,*)
sichtbar. Auch einzelne Tubuli sind positiv fiir Syndecan-2 Proteine markiert (C, Blockpfeil).
Anfirbungen mit einem monoklonalen Syndecan-2 (AK von Guido David) Antikorper gegen
die gesheddete Ektodoméne bestitigten vorherige Befunde und zeigten eine eher punktuelle
Anfiarbung in den Glomeruli (E, Pfeile). F) In situ-Hybridisierungen mit DIG cRNA antisense-
Sonde fiir Syndecan-2 in Syndecan-4-defizienten UNX-Méannchen. Positive Signale (rStliche
Kernfirbungen) fiir Syndecan-2 mRNA sind in Zellen um diese Nodi (F, Pfeile) sowie in
interstitiellen Zellen (Blockpfeile) vorhanden. GroBenmaBstab jeweils 20 um.
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In Abbildung 3-16 sind immunhistochemische Féarbungen an weiblichen UNX-Méusen
dargestellt. Die Syndecan-4-defizienten weiblichen Méuse zeigen deutliche Anfarbungen
fiir Syndecan-2 Proteine in ihren Glomeruli (Abbildung 3-16, B) nach einer unilateralen
Nephrektomie. Im Gegensatz dazu sind keine Anfirbungen in den UNX-Nieren aus
weiblichen Wildtyp-Maiusen sichtbar (Abbildung 3-16, A). Da weibliche Syndecan-4-
defiziente Méuse keine Glomerulopathie als Folge einer UNX entwickeln, ist eine
Differenzierung der Zellen, die positiv fiir Syndecan-2 Proteine angeférbt sind, mdglich. In
weiblichen Syndecan-4-defizienten Mausen ist das Mesangium positiv fiir Syndecan-2
Protein (Abbildung 3-16, B, Pfeile) angefarbt. AuBBerdem sind auf der Zelloberfliche von
Mesangialzellen positive Signale fiir Syndecan-2 Proteine sichtbar (Abbildung 3-16, B,
Blockpfeile).

el ey, R (O IR ARG , et TR O - e NS Rl S

Abbildung 3-16: Glomerulire Syndecan-2 Proteinexpression in der weiblichen UNX-
Niere aus Knockout-Miusen.

Immunhistochemische Farbung der UNX-Nieren aus weiblichen Wildtyp- (A) und Knockout-
Maiusen (B) mit einem Syndecan-2 Antikorper (Santa Cruz). Farbung mit Diaminobenzidin
(braun). Gegenfiarbung mit H&matoxylin (blau). UNX-Nieren aus weiblichen Wildtyp-
Maiusen zeigen keine glomeruldre Expression fiir Syndecan-2 Proteine (A). Im Gegensatz
dazu sind die Nieren weiblicher Syndecan-4-defizienter Mauser im glomeruldren Mesangium
(B, Pfeile) angefirbt. Uberdies sind die Zelloberflichen der Mesangialzellen positiv fiir
Syndecan-2 markiert (B, Blockpfeile). GroBenmafstab jeweils 20 um.

Insgesamt zeigen diese Resultate, dass die Synthese von Syndecan-2 in UNX-Nieren aus
Syndecan-4-defizienten Miusen beider Geschlechter sowohl auf RNA- als auch auf

Proteinebene nachgewiesen werden konnte.
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3.3.6.2 Die Syndecan-2 Proteinexpression ist in UNX-Nieren von Syndecan-4-

defizienten Miusen erhoht

Fiir Western Blot Untersuchungen der Syndecan-2 Expression wurden jeweils 1 mm grof3e
Nierenstiicke der UNX-Midusen in einem 1x TBS-Puffer mit 0,1 % BSA wund
Proteaseinihibitoren (Roche Complete) homogenisiert. Dieser Puffer sollte lediglich die
16slichen Anteile der Syndecan-2 Proteine extrahieren. Zur Uberpriifung der Expression
von Syndecan-2 in seiner gesheddeten Form wurden Proteinextrakte aus UNX-Nieren
beider Genotypen elektrophoretisch in einem SDS-Gradientengel aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose-Membran geblottet. AnschlieBend wurden die Blotmembranen mit einem
monoklonalen Syndecan-2 Antikorper (Guido David), der gegen die gesheddete
Ektodoméne gerichtet ist und bereits in der Immunhistochemie benutzt werden konnte
(Abbildung 3-15, E), inkubiert. In allen aufgetragenen Proteinproben der UNX-Nieren aus
Wildtyp- und Knockout-Méusen erkennt der Antikdrper eine Bande bei 200 kDa.
Unterschiede in der Expressionsstirke sind deutlich zu erkennen. Zur Ladungskontrolle
wurden parallel zwei Gradientgele durchgefiihrt, die mit gleichen Proteinmengen beladen
waren. Ein Gradientengel wurde fiir die Immuno-Blot Analyse zur Detektion der 18slichen
Syndecan-2 (gesheddeten) Ektodoménen (Abbildung 3-17, A), das zweite hingegen fiir
eine Coomassie-Brilliant Blau Férbung (Abbildung 3-17, B), die als Ladunsgkontrolle
herangezogen wurde, genutzt. Nach densitometrischer Auswertung der Signalstirken der
Syndecan-2 Banden im Western Blot und der Proteinbanden im Coomassie-Gel, wurde
jeweils der Quotient aus deren Verhéltnis gebildet. AnschlieBend wurde der Mittelwert
dieser Quotienten ermittelt, um danach im zweiseitigen T-Test den p-Wert zu berechnen.
Die ermittelten Werte wurden als Sdulendiagramm (Abbildung 3-17, C) zusammengefasst
und verdeutlichen eine bis zu zweifach erhohte Syndecan-2 Proteinmenge in ldslichen
Fraktionen aus Syndecan-4-defizienten UNX-Nieren im Vergleich zu Wildtyp-Nieren (p-
Wert =0,019).
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Abbildung 3-17: Syndecan-2 Proteinmengen sind in UNX-Nieren von Syndecan-4-
defizienten Miusen erhoht.

A) Western Blot Analyse zur Detektion der Syndecan-2 Expression in seiner gesheddeten Form.
Gradientengel (5-15 %) zur Auftrennung der Proteinextrakte (AK: Guido David, monoklonal
Maus anti-Maus, 1:5.000).

B) Coomassie-Gel mit gleichen Proteinmengen zur Ladungskontrolle.

C) Siaulendiagramm zur Darstellung der Expressionsunterschiede fiir 16sliche Syndecan-2
Proteine in UNX-Nieren aus Wildtyp- (weifler Balken) und Knockout-Méausen (grauer Balken).
Syndecan-2 Proteine werden um ein Zweifaches mehr in Syndecan-4-defizienten UNX-Nieren
(p-Wert =0,019) als in Wildtyp UNX-Nieren exprimiert. wt = Wildtyp, ko = Knockout-Maus.

3.3.6.3 Eine erhohte Syndecan-2 Expression in UNX-Nieren aus Syndecan-4-

defizienten Miusen ist auf RNA-Ebene nachweisbar

Die Quantifizierung von Syndecan-2 mRNA erfolgte mit Hilfe einer Real time PCR (s.
3.2.4). Die Werte fiir die Wildtyp-Nieren wurden gleich 1 gesetzt. AnschlieBend wurden
alle weiteren Werte aus der Real time PCR darauf normiert. Abbildung 3-18 zeigt, dass die
Expression fiir Syndecan-2 mRNA variiert. Die Expression ist in UNX-Nieren aus

Syndecan-4-defizienten Miusen (Abbildung 3-18, B und C, graue Balken) im Vergleich zu
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Wildtyp-Médusen  (Abbildung 3-18, B und C, weille Balken) deutlich erhéht. Die
Expression in den Wildtyp UNX-Nieren von weiblichen und ménnlichen Maiusen
(Abbildung 3-18, B und C, weile Balken) ist im Vergleich zu normalen (unbehandelten)
Nieren leicht reduziert. In weiblichen Wildtyp-Méusen ist Syndecan-2 mRNA um filinfzig
Prozent, in médnnlichen Wildtyp Miusen hingegen um zwanzig Prozent als Folge der
Nephrektomie erniedrigt. Im Gegensatz dazu zeigen die Syndecan-4-defizienten Méuse
beiderlei Geschlechts eine wesentlich hdhere Syndecan-2 Expression.

Den hochsten Wert fiir Syndecan-2 mRNA erhélt man fiir Syndecan-4-defiziente UNX-
Minnchen. Unilateral nephrektomierte Syndecan-4-defiziente Ménnchen zeigen eine
6,8fach hohere Expression (Abbildung 3-18, B, graue Balken) in Relation zum Normwert
(Abbildung 3-18, weiler Balken). Gleichzeitig sind die Syndecan-2 mRNA-Mengen auch
in weiblichen Syndecan-4-defizienten Méusen (Abbildung 3-18, C, grauer Balken) 4,6fach
hoher als der Normwert (Abbildung 3-18, A, weiller Balken). Die Real time PCR Daten
korrelieren mit der durchgefiihrten Immunhistochemie fiir Syndecan-2 (Abbildung 3-15)
sowie mit den Western Blot Ergebnissen (Abbildung 3-17) und implizieren eine erhdhte
Expression fiir Syndecan-2 in Syndecan-4-defizienten Mé&usen nach einer unilateraler

Nephrektomie.
Relative Syndecan-2 mRNA Expression
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Normal UNX Miinnchen UNX Weibchen

Abbildung 3-18: Syndecan-2 RNA wird in UNX-Nieren von Syndecan-4 -/- Miusen erhoht
exprimiert.

Real time PCR Daten mit spezifischen Syndecan-2 Primern. Syndecan-4 defiziente UNX-Miuse
haben erhohte Syndecan-2 mRNA-Mengen (B und C, graue Balken). In weiblichen Syndecan-4
defizienten Miusen ist die Menge 4,6fach (C, grauer Balken), in méinnlichen M&usen hingegen
6,8fach erhoht (B, grauer Balken). Wildtyp UNX-Weibchen (C, weiller Balken) haben eine 50 %
reduzierte, Ménnchen hingegen eine 20 % reduzierte mRNA-Menge flir Syndecan-2.
Wt = Wildtyp, ko = Knockout-Maus. Der Wert fiir die Syndecan-2 mRNA Expression in Wildtyp-
Maiusen (A, weiller Balken) wurde als Normwert gewahlt.
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3.3.7

Zusammenfassung der Ergebnisse nach unilateraler Nephrektomie von

Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Méusen

Die Anwendung der unilateralen Nephrektomie in Syndecan-4-defizienten sowie
Wildtyp-Maéusen als Kontrolle fiihrte zu einem stressbedingten renalen Phinotyp in
Syndecan-4-defizienten Médusen.

Nach unilateraler Nephrektomie konnten sklerotische Verdnderungen in den
Glomeruli von Syndecan-4-defizienten Médnnchen beobachtet werden.

Die auf méannliche Syndecan-4-defiziente Maiuse beschrinkte Glomerulopathie
wurde sowohl mit Markerproteinen wie Kollagen Typ I, -IV und Fibronektin als
auch ultrastrukturell untersucht.

Zusétzlich zu diesen durch Nephrektomie bedingten Verdnderungen konnte in
weiblichen wie auch in ménnlichen Syndecan-4-defizienten Méusen eine erhohte
Syndecan-2 Expression detektiert werden.

Syndecan-2 mRNA und Proteine sind in sklerotischen Kndtchen der Syndecan-4-
defizienten Miannchen lokalisiert.

Diese Ergebnisse sprechen fiir einen genotypisch bedingten, pathologischen
Phianotyp sowie eine redundante Expression von Syndecan-2 in Syndecan-4-
defizienten Mausen, die durch unilaterale Nephrektomie ausgeldst wurde.

Ein Teil der kompensatorisch exprimierten Syndecan-2 Proteine in Syndecan-4-

defizienten UNX-Nieren konnte als gesheddetes Syndecan-2 nachgewiesen werden.
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Teil III: Anwendung der unilateralen urethralen Obstruktion an Wildtyp-

sowie Syndecan-4-defizienten Mausen

3.4 Unilaterale  urethrale  Obstruktion zur  Erzeugung  einer

tubulointerstitiellen Fibrose in Wildtyp- und Syndecan-4 -/- Miusen

In dieser Arbeit wurde zusétzlich zur unilateralen Nephrektomie ein weiteres
Nierenerkrankungsmodell angewandt. Anhand dieses Modells sollte {iberpriift werden, ob
die Syndecan-4-Defizienz einen moglichen Einfluss auf den Verlauf einer fibrotischen
Nephropathie haben konnte. Dazu wurden ménnlichen Wildtyp- und Syndecan-4-
defizienten Mausen, die zwei Monate alt waren, der linke Urether abgeschniirt (unilaterale
urethrale Obstruktion, UUO). Diese Operationen wurden im Labor von Prof. Dr. Liliana
Schifer durchgefiihrt.

Nach drei, zwolf und flinfzig Tagen UUO wurden beide Nieren herausprépariert. Die
Versuchstiere wurden am Tag der Obstruktion sowie am Tag der Préparation gewogen.
Das Gewicht der herauspriparierten contralateralen, nicht obstruierten Kontrollnieren,
sowie der obstruierten Nieren wurde ebenfalls festgehalten. Beide Nieren wurden fiir
histologische sowie biochemische Analysen prozessiert und auf die Entwicklung einer
Fibrose hin untersucht.

In Tabelle 3-1 ist die Anzahl der Versuchstiere fiir die im Rahmen dieser vorliegenden

Arbeit durchgefiihrte obstruktive Nephropathie zusammengefasst.

Dauer der UUO | Wildtyp-Miuse Syndecan-4 -/-
Miuse
3 Tage 6 6
12 Tage 6 6
50 Tage 2 2

Tabelle 3-1: Anzahl der obstruierten Miuse fiir drei, zwolf und fiinfzig Tagen.
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3.4.1 Die UUO-Nieren aus Syndecan-4-defizienten und Wildtyp-M:iusen

gleichen sich makroskopisch

Bereits nach drei Tagen waren die obstruierten Nieren beider Genotypen mit Fliissigkeit
gefiillt (Abbildung 3-19, A). Die contralateralen Nieren der Wildtyp- und Knockout-Mause
(Abbildung 3-19, A und D) wirkten gesund und zeigten weder nach zwolf noch nach
fiinfzig Tagen fibrotische Merkmale. Im Gegensatz dazu war in den UUO-Nieren eine
deutliche Grofenzunahme sichtbar, die fiinfzig Tage nach Obstruktion besonders auffillig
war (Abbildung 3-19, C und F). Die obstruierten Nieren hatten mit zunehmender
Obstruktionsdauer eine gelbliche Farbung angenommen und wirkten deformiert. Insgesamt
jedoch waren keine makroskopischen Unterschiede zwischen Wildtyp- und Syndecan-4-
defizienten Nieren (contralateral/obstruiert) sichtbar.

Zur weiteren Charakterisierung wurden die contralateralen sowie obstruierten Nieren mit
der in ihr angesammelten Fliissigkeit gewogen. Aus diesen Daten wurden unter
Einbeziehung des Korpergewichts die Aw/bw Indices (3.3.1.1) ermittelt. Nach der
Obstruktion hatten die Mause mehr Gewicht in der mit Fliissigkeit gefiillten, dilatierten
Niere als in der contalateralen Niere. Nach zwolf Tagen UUO war das Gewicht in den
obstruierten Nieren doppelt so hoch (Abbildung 3-19). Jedoch konnten keine signifikanten
Unterschiede der kw/bw Indices zwischen Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Méiusen

festgestellt werden.
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|| Makroskopische Untersuchungen der UUQO-Nieren ||
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Abbildung 3-19: Contralaterale und obstruierte Nieren nach drei, zwolf und fiinfzig Tagen

Uvo.

I) Die contralateralen Nieren von Wildtyp- (A-C) sowie Syndecan-4 defizienten Méusen (D-E)
unterscheiden sich makroskopisch nicht voneinander. Die obstruierten Nieren zeigen eine

Hydronephrose (*, A-F).

1) kw/bw x100 Indices. Mittelwerte (n=6) fiir jeweils obstruierte (schwarze Balken) und
contralaterale (graue Balken) Nieren von Wildtyp (wt) und Syndecan-4 defizienten Méusen (ko) 3
bzw. 12 Tage post UUO. Es gibt keine signifikanten Unterschiede in der renalen Zunahme post
UUO zwischen Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Mausen.
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3.4.2 Nieren aus Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Miusen zeigen nach

der UUO eine dhnliche Histologie

Die unilaterale Obstruktion eines Urethers erzeugt eine tubulointerstitielle Fibrose in der
obstruierten Niere (Chevalier, 2006; Eddy, 2005; Klahr und Morrissey, 2003b). Zu den
charakteristischen Merkmalen einer tubulointerstitiellen Fibrose gehoren die Infiltration
von mononuklearen Zellen, die den inflammatorischen Prozess durch Zytokinfreisetzung
verstirken, sowie die Proliferation von Fibroblasten, die auf parakrine und autokrine
Faktoren reagieren und profibrotisch wirken. Des Weiteren ist die Atrophierung der
Tubuli, deren duBere Form dilatiert aussieht, ein besonders auffélliges histologisches
Merkmal im Lichtmikroskop obstruierter Nieren. Dies ist auf eine erhohte Apoptose von
tubuldren Zellen sowie der epithelial-mesenchymalen Transdifferenzierung der
Epithelzellen in Myofibroblasten, die in das Interstitium gelangen, zuriickzufiihren (Eddy,
2000; Iwano et al., 2002; Iwano und Neilson, 2004; Kalluri und Neilson, 2003; Kim et al.,
2001; MacKay et al., 1989; Masszi et al., 2004).

Um Auswirkungen der Syndecan-4-Defizienz auf die tubulointerstitielle Fibrose zu
untersuchen, wurden die UUO-Nieren aus Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Méause
hinsichtlich der Zunahme an interstitiellem Volumen, atrophierender Tubuli,
Infiltrationsarealen sowie einer moglichen, sekundér hervorgerufenen, Sklerotisierung der
Glomeruli miteinander verglichen. Gleichzeitig wurden auch die Verdnderungen in den
contralateralen Nieren untersucht. Bereits drei Tage nach einer unilateralen urethralen
Obstruktion sind Verdnderungen in der obstruierten Niere zu erkennen, die nach zwolf
Tagen noch deutlicher ausgeprigt sind (Abbildung 3-20). Die Infiltrationsherde im
Interstitium sind markante inflammatorische Merkmale. In den Syndecan-4-defizienten
Maiusen erscheinen die inflammatorischen Areale teilweise groBer als die der Wildtyp-
Maiuse (Abbildung 3-20, B). Die obstruierten Nieren aus Syndecan-4 +/+ und -/- Miusen
zeigen eine Dilatation der Tubuli, deren Zellintegritit zusétzlich gestort ist (Abbildung 3-
20, A-D), wodurch die Innenflichen der Tubuli Hohlrdume aufweisen. Zugleich ist in
contralateralen Nieren (Abbildung 3-20, E und F) die normale Tubulusstruktur intakt
geblieben. Das Auftreten atrophierter Tubuli, deren Durchmesser fast um die Halfte
reduziert sind, ist ein weiteres Kennzeichen einer tubulointerstitiellen Fibrose. Durch diese
Ereignisse der tubulointerstitiellen Fibrose sind sekundér die Glomeruli betroffen, die

entweder eine Sklerose oder eine Hyperzellularitit zeigen konnen. In einigen Féllen,



ERGEBNISSE 110

insbesondere nach einer Obstruktionsdauer von fiinfzig Tagen (Abbildung 3-20, G und H)
weisen die obstruierten Nieren eine verdickte Bowmansche Kapsel auf (Abbildung 3-20,
H). Ein weiteres Indiz fiir eine tubulointerstitielle Fibrose ist die Zunahme des
Bowmanschen Raums am Harn- sowie am vaskuldren Pol (Abbildung 3-20, G). Das
Parenchym der Nieren ist weitgehend zerstort. Tubulus-Segmente sind kaum noch
differenzierbar (Abbildung 3-20, G und H). Die Tubuli enthalten fiinfzig Tage post UUO
glykogenhaltige bzw. glykoproteinhaltige Materialablagerungen (Abbildung 3-20, G,*). Es
existieren jedoch keine auffélligen, histologischen Unterschiede in der Auspridgung der
durch UUO erzeugten Fibrose zwischen Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Miusen

Dies trifft fiir alle experimentell festegelegten Zeiten von drei, zwolf und flinfzig Tagen,
sowohl fiir die obstruierte als auch contralaterale Niere zu. Eine Ausnahme stellt die
Auspragung der vergroflerten Filtrationsareale von mononuklearen Zellen dar (Abbildung
3-20, B). Diese Ausprigung variierte sowohl innerhalb der untersuchten Syndecan-4-

defizienten als auch der Wildtyp-Maiuse.
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Abbildung 3-20: HE- und PAS-Firbungen von UUO-Nieren.

Die obstruierten Nieren nach 3 (A und B) 12 Tagen UUO (C-D) zeigen Infiltrationsherde (A und
B, Pfeile) und dilatierte (A-D,*) bzw. atrophierte Tubuli (C und D, Pfeile). Die
Glomerulosklerose nach 50 Tagen UUO ist durch eine Verdickung der Bowmanschen Kapsel (G
und H, Pfeile) oder Zunahme des Bowmanschen Raumes (G und H, Dreieck) oder dem Verlust
von Tubulus-Segmenten und einer Zerstorung (Blockpfeile) des Parenchyms bestimmt. In den
contralateralen Nieren aus Syndecan-4-defizienten (F) und Wildtyp-Mé&usen (E) ist die Struktur
der Tubuli und Glomeruli intakt. A-F: HE-Firbungen. G und H: PAS-Firbungen.
GréBenmalBstab jeweils 20 pm. A, C, E und G: Wt-Nieren. B, D, F und H: Ko-Nieren.

-
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3.4.3 Biochemische Untersuchungen der Nieren von Wildtyp- und
Syndecan-4-defizienten Mausen nach drei, zwolf und fiinfzig Tagen

Obstruktion

In einer renalen Fibrose ist die Differenzierung gewebestindiger Fibroblasten in
Mpyofibroblasten, sowie die Transdifferenzierung von tubuliren Epithelzellen in
mesenchymalen Zellen durch den Verlust des epithelialen Adhidsionsproteins E-Cadherin
und der Neoexpression von alpha-Smooth Muscle (a-SMA) Aktin als Markerprotein fiir
Mpyofibroblastendifferenzierung und Fibrose gekennzeichnet (Kalluri et al., 1997; Klahr
und Morrissey, 2002). Daher wurde in obstruierten sowie contralateralen Nieren die
Expression von a—SMA Proteinen iiberpriift. Da der oxidative Stress in den obstruierten
Nieren ansteigt und ebenfalls ein Parameter fiir die fibrotische Reaktion in der obstruierten
Niere ist, wurde auch die Expression des hsc70 (heat shock cognate) Proteins untersucht
(Valles et al., 2003).

Des Weiteren wurde untersucht, ob sich die MMP-Expression in den obstruierten Nieren
der Wildtyp-Mause von denen der Syndecan-4-defizienten Maiuse unterscheidet. Die
MMP-Expression ist in pathologischen Prozessen, wie z.B. in obstruktiver Nephropathie,
durch die erhohte Expression von TIMP-1 Proteinen blockiert. Wahrend einer Fibrose wird
vermehrt ECM, darunter insbesondere fibrilldres Kollagen Typ I und -III sowie Kollagen
Typ IV, synthetisiert. Gleichzeitig entsteht ein Ungleichgewicht zwischen
Matrixproduktion und -degradation, da MMP-2 und MMP-9 inhibiert und daher
proteolytisch nicht aktiv sind. Letztendlich fiihrt dieses Ungleichgewicht zu einer

Akkumulierung und Ablagerung von Kollagenen.

3.43.1 a-SMA und hsc70 Proteinmengen sind in obstruierten Nieren aus

Syndecan-4-defizienten Miiusen nach einer fiinfzigtigigen UUO erhoht

Aus den obstruierten sowie contralateralen Nieren der UUO-Mause (3, 12 und 50 Tage)
wurden Proteine extrahiert. Diese Extrakte wurden fiir Western Blot Analysen mit
Antikorpern gegen a-SMA und hsc70 sowie fiir Gelatine-Zymogramme zum Nachweis
von MMP-2 und MMP-9 verwendet. Das Expressionsmuster fiir a-SMA (42 kDa)
unterscheidet sich zwischen Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Nieren nach UUO von

drei und zwolf Tagen nicht voneinander (Abbildung 3-21, I). Nach einer
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Obstruktionsdauer von zwdlf Tagen fehlt in contralateralen Nieren beider Genotypen die
a-SMA-Bande. Sie ist hingegen in den contralateralen Nieren nach drei Tagen UUO noch
zu erkennen. Auch in den contralateralen Proben der UUO-Nieren nach Tag flinfzig fehlt
die a-SMA Bande. Die Obstruktion einer Niere fithrt in Wildtyp- und Syndecan-4-
defizienten Maéusen daher nicht zu einer genotypisch bedingten, unterschiedlichen
Expression von a-SMA nach drei und zwdlf Tagen UUO. Im Gegensatz zu diesen
Befunden ist fiinfzig Tage post UUO die a-SMA Expression in obstruierten Nieren von
Syndecan-4-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen um das 5,6fache erhoht
(Abbildung 3-21, II A). Dies gilt auch fiir das Hitzeschockprotein hsc70, das in den
obstruierten Syndecan-4-defizienten Nieren 5,5fach erh6ht vorkommt (Abbildung 3-21, II
B). In den obstruierten Nieren fiinfzig Tage post UUO ist das Auftreten einer a-SMA
Doppelbande zu erkennen (Abbildung 3-21, IT A).
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Abbildung 3-21: a-SMA und hsc70 Western Blots Analysen an UUO-Nieren.

I) a-SMA Western Blot mit Proteinextrakten 3 sowie 12 Tage post UUO. 12,5 % SDS-Gel.
AK: Abcam, polyklonal, Kaninchen anti-Maus, 1: 500.
II A) a-SMA Western Blot mit Proteinextrakten 50 Tage post UUO. 12,5 % SDS-Gel. AK:
Abcam, polyklonal, Kaninchen anti-Maus, 1: 500. Es sind Doppelbanden fiir a-SMA vorhanden.
B) hsc70 Western Blot mit Proteinextrakten 50 Tage post UUO. 12,5 % SDS-Gel. AK: Abcam
Ratte anti-Maus, 1:5000. C) Coomassie-Brilliant Blau gefarbtes SDS-Gel als Ladungskontrolle.
IIT) Saulendiagramme zur Darstellung der relativen Proteinexpression fiir a-SMA und hsc70.

wt = Wildtyp, ko = Knockout, co = contralateral, lig. = ligiert.
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Die Expression der Metalloproteinasen steigt in obstruierten Nieren beider Genotypen nach
drei, zwolf und fiinfzig Tagen UUO an (Abbildung 3-22, I und II). Die Zymogramme
zeigen, dass die Expression fiir MMPs in den obstruierten starker als in den contralateralen
Nieren ist. Nach drei und zwolf Tagen UUO ist ein Triplettbandenmuster in
Zymogrammen zu erkennen. Die hochste Bande ist pro-MMP-2 (66 kDa). Die darauf
folgende Bande bei 59 kDa entspricht MMP-2, wahrend pro-MMP-1 bei 56 kDa l4uft.
Fiinfzig Tage post UUO tritt ein verandertes Expressionsprofil der MMPs auf. Hier ist eine
einzige Bande auf einer Hohe von 66 kDa sichtbar, die pro-MMP-2 entspricht. Somit liegt
MMP-2 hier nicht aktiviert vor. Die Zymogramme reflektieren ein verdndertes
Expressionsprofil nach unterschiedlichen Obstruktionszeiten. Es waren jedoch keine
genotypisch bedingten Variationen der MMP-Expressionen erkennbar. Eine MMP-9
Expression konnte weder in den Proteinextrakten aus den obstruierten noch aus den

contralateralen Nieren nachgewiesen werden.

|| Zymogramme
I) Uuo Tag 3und 12 II) Uuvuo Tag 50
wt ko wt ko wt ko
co lig [co lig [ co lig [co lig co lig co lig

pro-MMP-2

~

—— MMP-2

~

pro-MMP-1

\_ Tag3 J\ Tagnz )

Abbildung 3-22: Zymogramme mit UUO-Nieren.

I) Zymogramm mit UUO-Nieren 3 und 12 Tage post Obstruktion. MMP-2 ist in den ligierten
Nieren in seiner aktiven Form vorhanden. Obstruierte Nieren exprimieren auch eine pro-MMP-1
und eine pro-MMP-2 Bande. Es sind keine genotypischen Unterschiede sichtbar.

II) Zymogramm mit UUO-Nieren 50 Tage post Obstruktion. In den contralateralen sowie
obstruierten Nieren sind die pro-MMP-2 Banden sichtbar. Wt = Wildtyp, ko = Knockout, co =
contralateral, lig. = ligiert. Die Zymographien wurden freundlicherweise von Frau Dr. Rita Dreier
durchgefiihrt.



ERGEBNISSE 116

344

Zusammenfassung der Ergebnisse des UUO-Nierenerkrankungsmodells

Eine unilaterale Obstruktion zur Induktion einer tubulointerstitiellen Fibrose
verursacht keine makroskopisch und histologisch signifikanten Unterschiede
zwischen Syndecan-4 +/+ sowie Syndecan-4 -/- Miusen.

Fiinfzig Tage nach UUO konnte durch eine vermehrte Bildung von o-SMA in
obstruierten Nieren der Syndecan-4-defizienten Miause ein Unterschied in der
fibrotischen Reaktion festgestellt werden.

Parallel dazu konnte eine erhdhte Expression von hsc70 in den obstruierten Nieren
der Syndecan-4-defizienten Miuse nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu diesen Befunden konnten fiir die MMP-Expression auch nach 50
Tagen UUO kein Unterschied zwischen Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten

Mausen detektiert werden.
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Teil IV: Kompensationsmechanismen in Syndecan-4 -/- Hautfibroblasten

3.5 Expression der Syndecane in primiren Hautfibroblasten von Wildtyp-

und Syndecan-4-defizienten Miausen

Syndecan-4-defiziente Mduse weisen eine deutlich verzogerte Wundheilung im Vergleich
zu Wildtyp-Midusen auf. Die Wundheilungsprobleme #duBlern sich in einer fehlenden
Akkumulation von Granulationsgewebe sowie einer reduzierten Wundkontraktion. Diese
Defekte in den Syndecan-4-/- Maidusen sind an den ersten Tagen des
Wundheilungsprozesses  besonders markant. Dennoch sind am Ende des
Wundheilungsprozesses die Wunden der Syndecan-4-knockout Méuse gut verheilt und
weisen keine Unterschiede zu denen der Wildtypen auf (Echtermeyer et al., 2001). Diese
Beobachtung wurde mit einer moglichen Kompensation durch die anderen Mitglieder der
Syndecan-Familie erkldrt. Daher sollte im Rahmen der vorliegenden Dissertation
untersucht werden, welches der Syndecane fiir die Defizienz von Syndecan-4

kompensieren konnte.

3.5.1 Die Syndecan-1 Expression ist in primiren Hautfibroblasten aus

Syndecan-4-defizienten Miusen erhoht

Zunichst wurde die Expression der Syndecane in Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten
Hautfibroblasten auf RNA-Ebene analysiert. Diese Northern Blot Analysen zeigten
unterschiedliche Syndecan-1 mRNA-Spiegel in Syndecan-4-defizienten Fibroblasten
gegeniiber Wildtyp-Fibroblasten (Abbildung 3-23, I A). In allen Spuren konnten die
spezifischen Syndecan-1 Transkripte bei einer Bandenhohe von 3,4 kb und 2,6 kb
detektiert werden (Abbildung 3-23, A). GAPDH Transkripte hingegen lagen bei 1,3 kb
(Abbildung 3-23, B). Nach Ausgleich der Ladungsdifferenzen mittels GAPDH stellte sich
heraus, dass Syndecan-l mRNA in den Syndecan-4+/- sowie Syndecan-4 -/-
Hautfibroblasten stdrker exprimiert wird als in den Wildtyp Hautfibroblasten. Der
Unterschied betrdgt in den Syndecan-4 heterozygoten Hautfibroblasten fiinfzig Prozent
und in Syndecan-4 -/- primédren Hautfibroblasten hingegen sechzig Prozent (Abbildung 3-
23, C).
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Abbildung 3-23: Syndecan-1 mRNA ist in Syndecan-4-defizienten Hautfibroblasten
erhoht.

A) Syndecan-1 Northern Blot. B) GAPDH diente als interne Ladungskontrolle.
C) Saulendiagramm zur Darstellung der relativen Syndecan-1 mRNA Expression in Wildtyp-
und Syndecan-4-defizienten Fibroblasten. wt = Wildtyp, het. = Heterozygot, ko = Knockout.

Syndecan-2 wurde von dermalen Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Fibroblasten nicht
differentiell exprimiert. Anschliefend wurde mittels Durchfluzytometrie (FACS) gepriift,
ob die in Syndecan-4-defizienten Fibroblasten vermehrte Syndecan-1 mRNA auch einen
erhohten Syndecan-1 Protein-Level bewirkt. Die FACS-Analyse von primédren
Syndecan-4 -/- Hautfibroblasten zeigte einen dem Wildtypzellen um bis zu fiinfzig Prozent
erhohte Syndecan-1 Oberflichenexpression (Abbildung 3-24, A). Dagegen blieb der
Syndecan-2-Spiegel in Hautfibroblasten trotz Syndecan-4-Defizienz unverindert
(Abbildung 3-24, B). Die zur Kontrolle gemessenen Zelloberflichen-Rezeptoren a2f31-
Integrin und a5PB1-Integrin zeigten, wie erwartet, keine signifikanten durch die Syndecan-
4-Defizienz bedingten Expressionsunterschiede (Abbildung 3-24, C und D). Diese
Ergebnisse bestidtigen die Northern Blot Daten und zeigen, dass der Syndecan-1 Spiegel
nicht nur auf mRNA, sondern auch auf Proteinebene in Syndecan-4-defizienten

Fibroblasten erhoht ist.
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Abbildung 3-24: Syndecan-1 Proteinmengen sind in Syndecan-4 -/- Hautfibroblasten
erhoht.

A) Syndecan-1 Zelloberflichen Proteinexpression. Syndecan-4-/- Fibroblasten (schwarze
Balken) zeigen eine um 50 % erhohte Proteinexpression fiir Syndecan-1 im Vergleich zu
Wildtyp-Fibroblasten (weille Balken). B) Syndecan-2 Zelloberfldchen-Proteinexpression.

C) o2pBl-Integrin Zelloberflichen Proteinexpression. D) aS5B1-Integrin  Zelloberflichen
Proteinexpression. B-C) Es sind keine signifikanten Unterschiede in der Expression von
Syndecan-2, a2f1-Integrin und a5B1-Integrin zu erkennen. wt = Wildtyp, ko = Knockout-
Maus.

3.5.2 TGF-B1 reguliert die Syndecan-1 mRNA Expression in Hautfibroblasten
aus Wildtyp- und Syndecan-4 -/- Miusen

Zur Analyse, ob rekombinantes TGF-1 einen mdglichen Einfluss auf die Expression von
Syndecan-1 haben konnte, wurden Wildtyp- sowie Syndecan-4-defiziente Fibroblasten
tiber Nacht in einem Minimalmedium mit 0,5 % FCS gehalten und am darauf folgenden
Tag fiir unterschiedliche Zeitpunkte (12 h, 24 h und 48 h) mit TGF-B1 (5 ng/ml) stimuliert.
Aus diesen stimulierten Zellen wurde die Gesamt-RNA isoliert und Northern Blot
Analysen mit Syndecan-1-Sonden (Abbildung 3-25, A) durchgefiihrt. Die
Ladungsdifferenzen wurden mit GAPDH (Abbildung 3-25, B) als interne Kontrolle
abgeglichen. Es zeigte sich, dass die Syndecan-1 mRNA nach 48 h TGF-B1 Stimulation in
den Syndecan-4-defizienten Hautfibroblasten gegeniiber Wildtypzellen um vierzig Prozent

niedriger ist. Die Induktion fiir 12 h sowie 24 h bewirkte hingegen einen geringen
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Expressionsunterschied zwischen Wildtyp und Knockout Hautfibroblasten (Abbildung 3-
25, 0).
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Abbildung 3-25: TGF-$1 Stimulation reguliert Syndecan-1 mRNA Expression in
Hautfibroblasten.

A) Syndecan-1 Northern Blot. Induktion von Wildtyp- (wt) und Knockout- (ko) Fibroblasten
fiir 12, 24 und 48 h mit TGF-§ (5 ng/ml).

B) GAPDH Northern Blot als interne Ladungskontrolle.

C) Séulendiagramm zur Darstellung der relativen Syndecan-1 mRNA Expression nach TGF-3
Stimulation. wt = Wildtyp, ko = Knockout.
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3.5.3

Zusammenfassung der Untersuchungen an priméren Wildtyp und

Syndecan-4-defizienten Hautfibroblasten

In primdren Hautfibroblasten aus Syndecan-4-defizienten Méusen ist Syndecan-1
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene gegeniiber Wildtypzellen erhdht.

Die Spiegel von Syndecan-2 mRNA und Protein sind hingegen unveridndert.

Die Syndecan-1 mRNA-Spiegel sind in primdren Syndecan-4-defizienten
Hautfibroblasten gegeniiber Wildtypzellen nach einer TGF-B1 Stimulation von
48 h um vierzig Prozent reduziert.

TGF-B1 drosselt die Syndecan-1 mRNA-Synthese in Syndecan-4-defizienten

Fibroblastenkulturen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der Syndecan-4-Defizienz, einem
membrangebundenen Heparansulfat-Proteoglykan, in der Niere anhand von zwei
Nierenerkrankungsmodellen erforscht. Syndecan-4 konnte bisher in Podozyten von
normalen Wildtyp-Nieren nachgewiesen werden (Pyke et al., 1997). Podozyten bilden
zusammen mit der Schlitzmembran die Filtrationsbarriere in der Niere. Von den
anionischen Ladungen der Heparansulfatketten an den Proteoglykanen, die in Podozyten
vorkommen, wird angenommen, dass sie fiir die Permselektivitit notwendig sind.
Aufgrund dieser Hinweise beziiglich einer putativen Rolle von Heparansulfat-
Proteoglykanen in der Niere stand die Erforschung eines renalen Phinotyps der
Syndecan-4-defizienten Miuse im Fokus dieser Arbeit. Den Schwerpunkt bildete die
Erforschung eines renalen Krankheitsbildes in Syndecan-4-defizienten Maiusen, welche
durch unilaterale Nephrektomie induziert wurde.

Zusitzlich zur unilateralen Nephrektomie, welche primér die Glomeruli schéadigt, wurde
die unilaterale urethrale Obstruktion als ein Modell der tubulointerstitiellen Fibrose
gewdhlt. Die Untersuchungen zeigten, dass nach unilateraler Nephrektomie ein renaler
Phanotyp, der sich durch Sklerotisierung der Glomeruli definiert, in Syndecan-4-
defizienten Ménnchen hervorgerufen wird. Dieser Zusammenhang wurde bisher in der

Literatur nicht beschrieben.

4.1 Syndecan-4-defiziente Miuse zeigen keinen spontanen renalen Phéanotyp

im Vergleich zu Wildtyp-Miusen

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels in situ-Hybridisierung und Immunlokalisation die
Expression von Syndecan-4 mRNA sowie des Proteins in der murinen Niere untersucht. In
Ubereinstimmung mit Untersuchungsergebnissen von Pyke et al. wurden Syndecan-4
Signale in Podozyten detektiert (Pyke et al., 1997). Abweichend von den bisher
publizierten Ergebnissen (Pyke et al., 1997) konnte in der vorliegenden Arbeit eine
Syndecan-4 RNA-Synthese auch in Mesangialzellen sowie parietalen Epithelzellen
innerhalb des Glomerulus nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3-1 und 3-2). Zusétzlich
zur Detektion in glomeruldren Zellen, konnte Syndecan-4 mRNA in tubulédren

Epithelzellen sowie in einigen Kapillarendothelzellen detektiert werden. Eigene in situ-
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Hybridisierungen in normalen Wildtyp-Nieren zeigten zudem auch Anfdrbungen fiir
Syndecan-4 mRNA in den Epithelzellen der Sammelrohre. Zur Bestétigung der eigenen in
situ-Hybridisierungsdaten ~wurden immunhistochemische Firbungen mit einem
Syndecan-4 Antikorper (monoklonal, Ratte anti-Maus, BD Biosciences) durchgefiihrt.
Syndecan-4 Proteine konnten jedoch nur teilweise kongruent zu den in situ-
Hybridisierungsdaten detektiert werden. Die Immunhistochemie zeigte positive Signale auf
der Zelloberfldche von Podozyten, Mesangialzellen sowie Endothelzellen. Ebenso deutlich
waren Anfarbungen fiir Syndecan-4 Proteine an Kapillarschlingen innerhalb der Glomeruli
zu finden. Jedoch fehlten die Signale fiir Syndecan-4 Proteine in tubuldren Epithelzellen
sowie Kapillarendothelzellen auBerhalb der Glomeruli. Somit spiegelten die
immunhistochemische Féarbungsresultate nicht komplett die in situ-
Hybridisierungsergebnisse wider. Eine dhnliche Lokalisation wie fiir Syndecan-4 mRNA
konnte fiir Syndecan-1 mRNA festgestellt werden. In der Literatur wurde erst kiirzlich
beschrieben, dass Syndecan-1 mRNA in Podozyten vorhanden ist (Bjornson et al., 2005).
Messenger-RNA fiir Syndecan-1 konnte in der eigenen Arbeit besonders deutlich in
Podozyten, iiberdies in parietalen Epithelzellen sowie Mesangialzellen nachgewiesen
werden. Zusitzlich dazu konnte Syndecan-1 mRNA in tubuldren Epithelzellen sowie
Epithelzellen der Sammelrohre lokalisiert werden. Gemél den eigenen Daten auf RNA-
Ebene konnten Syndecan-1 Proteine mit Hilfe der Immunhistochemie in Podozyten, auf
der Zelloberfliche von glomeruldren Endothelzellen sowie parietalen Epithelzellen
nachgewiesen werden. Im Widerspruch zu eigenen in situ-Hybridisierungsdaten fehlten
jedoch Signale fiir die Syndecan-1 Proteinsynthese in glomerulidren Mesangialzellen sowie
in den tubuldren Zellen. Folglich konnten mit den eigenen Daten von in situ-
Hybridisierungen bisherige Literaturangaben (Bjornson et al., 2005; Ishiguro et al., 2001b;
Pyke et al., 1997) erweitert werden. Mit Hilfe der angewandten Farbungsmethoden konnte
Syndecan-2 weder auf RNA noch auf Protein-Niveau in der Wildtyp-Niere detektiert
werden. Die beschriebene Diskrepanz zwischen der Expression von Syndecan-1 sowie -4
auf Protein- und RNA-Ebene konnte, wie es in der Literatur fiir die Syndecane bereits
diskutiert wurde (Carey, 1997; Gallo et al., 1994; Hayashida et al., 2006), auf eine
posttranskriptionale Regulation der Syndecan-Synthese hindeuten. Fiir die Syndecane
wurde eine gewebsspezifische sowie vom  Entwicklungsstadium abhéngige
Expressionsregulation, die unter anderem durch FGF-2 beeinflussbar ist, beschrieben

(Bernfield et al., 1993; Hinkes et al., 1993; Jaakkola und Jalkanen, 1999; Tsuzuki et al.,
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1997; Zhang et al., 2005; Bortoff und Wagner, 2005; Kojima et al., 2001; Zhang et al.,
1999).

In Syndecan-4-defizienten Mausen hingegen ist das Expressionsmuster fiir Syndecan-1
zwar auf Proteinebene, nicht jedoch auf der Ebene der Transkription im Vergleich zu
Wildtyp-Méusen verdndert. In Syndecan-4-defizienten Miusen ist Syndecan-1 Protein
anstelle von Syndecan-4 in der mesangialen Matrix lokalisiert. Dies konnte ein Hinweis
auf eine kompensatorische Funktion von Syndecan-1 bei der Syndecan-4-Defizienz sein,
was das Fehlen einer phianotypischen Konsequenz erkldren wiirde. Unklar bleibt jedoch,
wieso sich keine Verdnderungen im Expressionsprofil fiir Syndecan-1 mRNA zwischen
Wildtyp- und Syndecan-4-knockout Méuse auf RNA-Ebene nachweisen lésst.

Real time PCR Daten zeigen eine geringere Expression von Syndecan-1 als von
Syndecan-4 in Wildtyp-Nieren (Ishiguro et al., 2001b; Pyke et al., 1997). Die Ergebnisse
der eigenen in situ-Hybridisierungen weichen von diesen Resultaten ab. Moglicherweise
ist diese Diskrepanz auf methodische Ungenauigkeiten der Real time PCR zuriickzufiihren.
Zum Beispiel konnte es sein, dass in den eigenen Experimenten bei der Reversen
Transkription zu wenig cDNA umgeschrieben wurde und daher die Amplifizierung in der
nachgeschalteten Real time PCR nicht in allen Proben exponentiell erfolgte (Ahn et al.,
2006). Jedoch zeigen die Daten der Real time PCR, dass die Syndecan-1 RNA-Level bei
Syndecan-4-Defizienz ansteigen und korrelieren in diesem Punkt mit den
immunhistochemischen Anfarbungen. Eine falsche Positivitdt der in situ-Hybridisierungen
kann insofern ausgeschlossen werden, da die hergestellten DIG-markierten cRNA Sonden
hinsichtlich ihrer Spezifitit mittels Northern Blot getestet wurden. Gleichzeitig wurde
immer parallel zu der eigentlichen Hybridisierungsreaktion eine sense-Hybridisierung als
Negativkontrolle durchgefiihrt.

Die eigenen Ergebnisse der Real time PCR zur Untersuchung der Syndecan-2 Expression
standen zu den Daten aus den in situ-Hybridisierungen ebenfalls im Widerspruch. Mittels
in situ-Hybridisierung sowie Immunhistochemie konnte keine Syndecan-2 Synthese in
unbehandelten Nieren von Wildtyp- sowie Syndecan-4-defizienten Mdusen nachgewiesen
werden. Die Real time PCR Daten zeigten fiir die Syndecan-2 Expression in Wildtyp-
sowie Syndecan-4-defizienten Nieren &hnliche Werte. Eine Erkldrung fiir die
unterschiedliche Detektion ist sicherlich in der methodischen Sensitivitit der Real time
PCR zu finden. Moglicherweise hiangen die histologischen Negativbefunde im Bezug auf

die Syndecan-2 Expression sehr stark von Vorbehandlungsschritten und der
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Zuginglichkeit des Gewebes fiir Sonden oder Antikorper ab (Ezaki, 2000). Da aber die
Reproduzierbarkeit der in situ-Hybridisierungsergebnisse mit den Syndecan-1 und -4
Sonden und auch die starke Reaktivitit des hier verwendeten Syndecan-2 M-140 (Santa
Cruz) Antikorpers gegen diese Hypothese sprechen, wire es auch moglich, dass Syndecan-
2 im renalen Gewebe nicht exprimiert wird. Dies wiirde jedoch nicht mit den Ergebnissen
von Clayton et al. (2001) iibereinstimmen. Diese Arbeitsgruppe konnte mittels Real time
PCR zeigen, dass Syndecan-2 in renalen Fibroblasten exprimiert und vermutlich fiir die
Interaktion mit FGF-2 von Bedeutung ist (Clayton et al., 2001). Die Autoren verwendeten
allerdings an Stelle von primédren Fibroblasten eine immortalisierte Zelllinie. Die
Ubertragbarkeit zu in vivo Verhiltnissen wurden hingegen nicht beachtet (Dodson und
Schaeffer, 2000). Die in dieser Arbeit vorgelegten Resultate beziiglich der Syndecan-2
Expression stimmen allerdings mit der Aussage von Rops et al. (2004) iiberein. Lediglich
Syndecan-1 sowie Syndecan-4 wurden in der Niere exprimiert und Syndecan-2 hingegen
nicht (Rops et al., 2004). Dennoch ist es auffillig, wie kontrovers die Angaben in der
Literatur diesbeziiglich sind. Kiirzlich wurde gezeigt, dass durch Losartan, das in das
Renin-Angiotensin System der Niere eingreift, die renale Syndecan-2 Expression in
neonatalen Ratten herab reguliert wird (Chen et al., 2004). Folglich kann Syndecan-2
neonatal und in vivo in Nierenzellen detektiert werden. In den Studien von Chen et al.
(2004) wurde ebenfalls der M-140 Antikorper, wie in der vorliegenden Arbeit, benutzt.
Auch die Vorbehandlung der Gewebeschnitte erfolgte auf gleiche die Weise. Dies spricht
fiir eine Expression von Syndecan-2 in der neonatalen Niere, wohingegen in der adulten
Niere kein Syndecan-2 synthetisiert wird. Eine andere Arbeitsgruppe analysierte die
Syndecan-2 Proteinspiegel in der diabetischen Niere und stellte im Verhiltnis zu einer
nicht erkrankten Niere einen Anstieg fest (Chen et al., 2004). In diesen Arbeiten wurden
Syndecan-2 Proteine mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Technik in Glomeruli der normalen
Niere detektiert. Die Diskrepanz der unterschiedlichen Angaben in der Literatur konnte in

der Diversitit der verwendeten Methoden begriindet sein.

Das Fehlen eines spontanen renalen Phénotyps nach einem des Syndecan-4 Gen Knockout
in Miusen tiiberrascht insofern nicht, da diese fertil und lebensfdhig sind und nur durch
extern erzeugte Stressbedingungen gefordert werden. Nach Verwundung der Haut von
Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten Méausen stellte sich zum Beispiel heraus, dass

Knockout-Méuse im Vergleich zu Wildtyp-Médusen eine verzégerte Wundheilung
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aufweisen (Echtermeyer et al., 2001). Des Weiteren ist von Syndecan-4-defizienten
Miusen bekannt, dass diese durch Injektion von x-Carrageenan tubuldre Schiaden
entwickeln und eine grofere Sepsis-Anfilligkeit zeigen, die sich in einer hdheren
Sterberate manifestiert (Ishiguro et al., 2001b). Die Konsequenzen einer Stress-Situation in
der Niere wurden im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe von Nierenerkrankungsmodellen
untersucht und werden in den Abschnitten 4.2 bis 4.3 diskutiert.

Um einen moglichen Ausfallphénotyp zu generieren, konnten Doppel-Knockout-Studien
hilfreich sein, in denen Syndecan-2/-4 bzw. Syndecan-1/-4 Doppel-Knockout Mutanten
generiert werden (Echtermeyer et al., 2001; Forsberg und Kjellen, 2001; Stepp et al.,
2002). In Doppel-Knockout-Studien konnte eine mogliche Kompensation durch das
jeweils andere Syndecan unterbunden werden. Dennoch ist rein hypothetisch eine
Kompensierung der deletierten Gene durch andere Heparansulfat-Proteoglykane nicht
auszuschlieBen. Dies wiirde damit die Entwicklung eines spontanen Phénotyps verhindern.
Im Falle von Syndecan-1/-4 Doppel-Knockout-Méusen wire denkbar, dass Syndecan-3,
welches vorwiegend in neuronalen Geweben vorkommt (Kim et al., 1994), ektopisch in
der Niere exprimiert wird und dadurch einen Ausfallphidnotyp unterbindet. Das Fehlen
eines Phénotyps ist daher meist auf redundante Expression von nah verwandten und
funktionell dhnlichen Proteinen zuriickzufiihren. Einige Literaturhinweise deuten darauf
hin, dass die zuvor als essentiell angesehenen Proteine bzw. Heparansulfatketten der
Proteoglykane in der Niere bei ihrem Ausfall nicht den erwarteten Effekt auslosen
(Groffen et al., 1999; Mates et al., 2004). In diesem Bezug sind Untersuchungen zu
Perlecan interessant. Von Perlecan wurde bisher angenommen, dass es als ein
Basalmembran-Proteoglykan fiir die Filtrationsbarriere in der Niere essentiell ist (Morita et
al., 2005; Zhou et al., 2004). Eine Perlecan-Defizienz ist aufgrund von auftretenden
Herzfehlern bereits embryonal (E10-12,5) letal. Perlecan-defiziente Maiuse, die das
Embryonalstadium {iberstehen, sterben perinatal und zeigen Exenzephalie oder andere
Gehirnschiden (rikawa-Hirasawa et al., 1999). Perlecan ist fiir die korrekte Assemblierung
von Basalmembranen essentiell (Costell et al., 2002; Henry et al., 2001). Sein Core-Protein
interagiert mit Kollagen Typ IV und Nidogen (Hopf et al., 1999; Ries et al., 2001;
Schymeinsky et al., 2002). Uber seine Heparansulfatketten bindet es an Laminin sowie an
verschiedene Wachstumsfaktoren (Forsberg und Kjellen, 2001; Ruoslahti und Yamaguchi,
1991). Die Perlecan-Defizienz fithrt zu nicht ausreichend starken Bindungen der

extrazelluldren Matrixkomponenten und dadurch zu destabilisierten Basalmembranen. Bei
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einer Deletion der Heparansulfatketten, denen eine entscheidende Funktion in der renalen
Filtration beigemessen wurde, kommt es nicht zu Proteinurie (Morita et al., 2005). Erst
durch Uberbelastung solcher Miuse mit einer albuminreichen Erndhrung konnte ein
nephrotisches Syndrom ausgelost werden. In Maéusen, denen die Mehrzahl an
Heparansulfatketten von Perlecan fehlte, bewirkte eine erhohte Expression an
Chondroitinsulfatketten einen kompensatorischen Ausgleich (Morita et al., 2005). Die
Tatsache, dass durch verstirkte dulere Anforderung bei solchen Midusen phénotypische
Auswirkungen auftreten, ist auch von Syndecan-4-defizienten Maiusen bekannt. Wie
bereits oben erwdhnt, weisen diese bei Wundheilungsstudien (Echtermeyer et al., 2001)
bzw. toxisch induzierter Nephropathie mit k-Carrageenan, Unterschiede zu Wildtyp-
Maiusen auf (Ishiguro et al., 2001b).

Um einen mdglichen Einfluss der Syndecan-4-Defizienz auf den Verlauf einer renalen
Pathogenese zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei in der Literatur
vielfach beschriebene Modelle der Nierenerkrankung gewaihlt. Es handelt sich hierbei
einerseits um die unilaterale Nephrektomie, die primir glomeruldre Schidden in der Niere
hervorruft (Kren und Hostetter, 1999). Das zweite Modell ist die unilaterale urethrale
Obstruktion, die primir zur einer tubulointerstitiellen Fibrose und sekundidr zu einer
Glomerulosklerose fiihrt (Klahr und Morrissey, 2002; Klahr und Morrissey, 2003;
Ophascharoensuk et al., 1999).

4.2 Unilaterale Nephrektomie

In dieser Arbeit wurden Syndecan-4-defiziente Maiuse, die keinen spontanen renalen
Phénotyp zeigten (4.1), durch eine einseitige Entfernung der Niere gestresst. Als
Arbeitshypothese wurde angenommen, dass nach unilateraler Nephrektomie eine
Bedingung geschaffen wird, die Syndecan-4-defiziente Méduse im Vergleich zu Wildtyp-
Mausen stirker herausfordert. Nephrektomierte Wildtyp- und Knockout-Méuse, die nach
einer Dauer von 60 Tagen getotet und deren UNX-Nieren (oder RK) fiir die Experimente
unterschiedlich prozessiert wurden, sollten in der Auspriagung eines moglichen Phénotyps
miteinander verglichen werden. In der Literatur ist die UNX-Erkrankungsstudie als ein
Modell beschrieben, die unter bestimmten Pradispositionen der Versuchstieren, wie z.B.

Bluthochdruck, eine Glomerulosklerose in der nephrektomierten Niere induziert
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(Adamczak et al., 2003; Fleck et al., 2006; Gafter et al., 1990; Hricik et al., 1998; Jacobi et
al., 2006; Kriz und LeHir, 2005; Ophascharoensuk et al., 1999).

4.2.1 Syndecan-4-defizienten M:iiusen zeigen eine erhohte Zunahme des
Nieren- zu Korpergewicht- Verhiltnisses in Folge einer unilateralen

Nephrektomie

Der kw/bw Index wird in vielen Nierenerkrankungsmodellen als diagnostischer Parameter
herangezogen, um einen Unterschied zwischen Versuchstiergruppen in der adaptiven
Antwort auf die Nephropathie zu erfassen. Das kompensatorische Wachstum der
nephrektomierten Niere kann sich aufgrund eines hypertrophen oder hyperplastischen
Verlaufs beispielsweise zwischen weiblichen und méannlichen Ratten unterscheiden. Unter
dem Begriff Hypertrophie ist in der Nephrologie die Zunahme an renaler Masse durch
ZellvergroBerung gemeint, Hyperplasie bedeutet hingegen die Zunahme durch
Zellvermehrung (Liu und Preisig, 2002; Norman et al., 1988). Laut Angaben in der
Literatur nehmen weibliche Versuchstiere weniger an renaler Masse zu als ménnliche
Versuchstiere (Mulroney et al., 1999; Mulroney und Pesce, 2000).

In der eigenen Arbeit wurden folgende Unterschiede in den kw/bw-Indices von Wildtyp-
und Syndecan-4-defizienten Méusen nach unilateraler Nephrektomie beobachtete: In
ménnlichen Wildtyp-Miusen ist der Index, iibereinstimmend mit Literaturdaten,
tendenziell hoher als in weiblichen Wildtyp-Mausen. Die renale Zunahme der méannlichen
Syndecan-4-defizienten Maéuse nach UNX ist im Vergleich zu den anderen
Versuchsgruppen am hochsten. AuBlerdem zeigten weibliche Syndecan-4-defiziente Méause
eine ebenfalls stirkere Zunahme ihres Nierengewichts im Vergleich zu den weiblichen
Wildtyp-Mausen nach UNX. Die eigenen Daten hinsichtlich der kompensatorischen
renalen Zunahme in der nephrektomierten Niere stehen in Ubereinstimmung mit den
Literaturangaben. Minnliche Wildtyp- und Syndecan-4 defiziente Méuse zeichneten sich
im Vergleich zu weiblichen Versuchstieren durch hohere Werte der kw/bw Indices post
UNX aus. In diesem Zusammenhang ist die Beobachtung interessant, dass auch weibliche
Syndecan-4-defiziente Mause nach unilateraler Nephrektomie mehr an renaler Masse
zugenommen haben als ihre wildtypischen Geschlechtsgenossen. Auflerdem ist die
Beobachtung, dass weibliche Syndecan-4-defiziente Mause bereits prd-UNX sehr hohe

Werte ihres kw/bw Index aufweisen, interessant. Diese Beobachtung wirft die Annahme
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auf, dass die Syndecan-4-Defizienz auf eine bisher ungekldrte Weise das kompensatorische
Wachstum der nephrektomierten Niere beeinflusst und dass weibliche Syndecan-4-
defiziente Méuse bereits einen hohen Index vor dem UNX-Eingriff haben. Diese hohen pra
UNX-Werte des Nieren- und Kopergewicht-Indices konnten ebenfalls einen
nephroprotektiven Effekt haben, wie es in der Literatur gemutmalit wird (Mulroney et al.,
1999). Fiir die beobachteten Unterschiede in der renalen Zunahme zwischen den
Geschlechtern wurden bisher vor allem die Geschlechtshormone verantwortlich gemacht.
Daher wurden zahlreiche Untersuchungen, die den Einfluss des Geschlechts auf den
pathophysiologischen Verlauf nach einer Nephrektomie betrachten, anvisiert. Die
Untersuchungen zeigten, dass weibliche Ratten eine hyperplastische Zunahme aufweisen,
die hormonell iiber Ostrogene reguliert wird. Hingegen tendieren minnliche Ratten zu
einer hypertrophen Zunahme (Mulroney et al., 1999; Mulroney und Pesce, 2000; Schena et
al., 1999). AuBBerdem ist die Art der renalen Zunahme, d.h. Hypertrophie bzw. Hyperplasie,
vom angewandten Nierenerkrankungsmodell abhingig. Hierbei wird zwischen Folgendem
unterschieden: die UNX verursacht eine Hypertrophie der RK (Terzi et al., 1995), die
subtotale Nephrektomie wird von einer hyperplastischen Komponente der CRG begleitet.
Neben einer renoprotektiven Rolle der Ostrogene bei weiblichen Tieren scheinen
verschiedene  weitere  Faktoren, wie beispielsweise GH oder IGH, die
entwicklungsspezifisch wirken, einen Einfluss auf hamodynamische, adaptive Prozesse
post Nephrektomie auszuiiben (Mok et al., 2003; Mulroney et al., 1999; Mulroney und
Pesce, 2000; Schrijvers et al., 2005) und erkldren die geschlechtsbedingten Unterschiede
zwischen den Versuchstieren. Diese verschiedenen hormonellen Aspekte und Einfliisse
wurden in den eigenen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit auBler Acht gelassen.
Lediglich Geschlechter-abhiangige Differenzen der adaptiven Antwort in Form von renaler
Zunahme wurden zur Kenntnis genommen.

Verschiedene Studien belegen, dass die Hypertrophie unter anderem im Zusammenhang
mit VEGF, dem vaskulidren Endothel-Wachstumsfaktor steht (Flyvbjerg et al., 1999;
Flyvbjerg et al., 2002; Kang et al., 2001; Kang et al., 2004; Kelly et al., 2003; Kelly et al.,
2004). VEGEF ist fiir die Integritdt der glomeruldren sowie peritubuldren Kapillarsysteme
von Bedeutung. Des Weiteren wird VEGF wéhrend der Nephrogenese in Podozyten und
tubuldren Epithelzellen exprimiert, wohingegen seine Rezeptoren praglomerulér,
glomeruldr sowie peritubuldr auf Endothelzellen verteilt sind. VEGF verschlimmert die

Pathogenese einer diabetischen Nephropathie. In experimentellen Nephrektomien jedoch
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schiitzt VEGF anscheinend vor Sklerotisierung (Hara et al., 2006). Seine Inhibition ist mit
einer glomeruldren Sklerose sowie einer tubulointerstitiellen Fibrose assoziiert. Der
Zusammenhang zwischen den VEGF-initiierten, angiogenetischen Stimuli und der
geschlechtsspezifischen sowie hormonell bedingten Hypertrophie ist in der vasoaktiven
Eigenschaft von Ostrogenen begriindet (Schrijvers et al., 2005). Ostrogene haben multiple
biologische Funktionen, wie z.B. antioxidative und vasodilatatorische, die einen
mildernden Effekt auf die Pathophysiologie ausiiben konnen (Gross et al., 2004; Gross et
al., 2005; Mulroney et al., 1999). Damit iibereinstimmend zeigen in den eigenen
Experimenten die ménnlichen UNX-Méuse beider Genotypen eine hdhere Zunahme der
renalen Masse. Dennoch ist eine Préidisposition zur Hypertrophie in Folge der
durchgefiihrten unilateralen Nephrektomie bei ménnlichen Syndecan-4-defizienten Miusen
auffillig. Damit scheint die Syndecan-4-Defizienz diesen hormonell bedingten,
hypertrophen Verlauf der renalen Zunahme bei miannlichen Mausen zu steigern.

Inwiefern und tiber welche molekularen Mechanismen dies erfolgt, bleibt jedoch ungeklart

und muss auf regulatorischer Ebene genauer untersucht werden.

4.2.2 Die unilaterale Nephrektomie verursacht keine Proteinurie in

Syndecan-4-defizienten und Wildtyp-M:iusen

Eine Beschidigung der Filtrationsbarriere in verschiedenen renalen Erkrankungen fiihrt zu
einem nephrotischen Syndrom (Groffen et al., 1998; Levidiotis und Power, 2005). Die
Passage durch die Filtrationsbarriere von Plasmaproteinen, deren Molekulargewicht grofer
als 70 kDa ist, wird normalerweise durch die ladungs- sowie groBenspezifische
Filtrationsbarriere der Niere unterbunden. Durch eine Stérung konnen groBere
Plasmaproteine ungehindert passieren und im Urin nachgewiesen werden. Aus diesem
Grund ist die Uberpriifung von Urin auf darin enthaltene Plasmaproteine ein hilfreiches
Indiz fiir eine beeintrichtigte renale Filtration (Tryggvason, 1999; Tryggvason und
Pettersson, 2003; Tryggvason und Wartiovaara, 2005). Bisherigen Annahmen zur
groBenselektiven und ladungsspezifischen Filtration messen den anionischen Ladungen
verschiedener Proteoglykane in der Niere eine besondere Bedeutung bei.

Die aus den Carboxylat- und Sulfatgruppen der Glykosaminoglykanketten resultierende
negative Ladung von Syndecan-4 (Bernfield et al., 1999) und dessen Expressionsnachweis

in glomeruldren Zellen, wie Podozyten, parietalen Epithelzellen und Mesangialzellen
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konnten ein Indiz fiir eine Funktion bei der Aufrechterhaltung der renalen Homdostase
sein. Bisher fehlen aber konkrete Hinweise, die diese Annahme unterstiitzen, zumal die
Syndecan-4-defizienten Maduse keinen spontanen renalen Ausfallphénotyp aufweisen
(sieche 3.2). Anhand der UNX-Experimentreihe an Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten
Maiusen sollte analysiert werden, ob der Ausfall der anionischen Ladungen in Syndecan-4-
defizienten Miusen zu einem nephrotischen Syndrom fiihren konnte.

Die eigenen Daten veranschaulichten jedoch, dass die unilaterale Nephrektomie weder in
Wildtyp- noch in Knockout-Méusen beider Geschlechter eine Proteinurie verursachte. Eine
fehlende Proteinurie in beiden Genotypen konnte auf das ausgewdhlte Erkrankungsmodell
der unilateralen Nephrektomie zuriickzufiihren sein. Dieses ist im Vergleich zur subtotalen
Ablation, in welcher nur noch ein drittel des gesamten renalen Gewebes zuriickbleibt, eine
mildere Variante der renalen Ablation (Fleck et al., 2006; Kren und Hostetter, 1999).
Einige Untersuchungen an Mausen verschiedener Stimme zeigen, dass Méiuse als
Versuchstiere insgesamt weniger anfillig auf eine Nephrektomie reagieren und keine
Proteinurie entwickeln. Die Begriindung fiir die fehlende Proteinurie bezieht sich auf
verschiedene Aspekte, die bisher noch kontrovers diskutiert werden. In vorherigen
Arbeiten mit Ratten (Adamczak et al., 2003; Dworkin und Feiner, 1986; Fleck et al., 2006;
Gafter et al., 1990; Hostetter, 1995; Hostetter et al., 2001), stellte sich heraus, dass
bestimmte Vorraussetzungen wie Bluthochdruck oder eine diesbeziigliche Disposition ein
nephrotisches Syndrom auslésen bzw. verstirken (Adamczak et al., 2003; Bidani et al.,
1994; Bidani et al., 1990; Griffin et al., 2004; Schwartz et al., 1994). Auf dieser
Argumentation aufbauend, konnte das Ausbleiben eines nephrotischen Syndroms in den
eigenen UNX-Experimenten der Wildtyp- sowie Syndecan-4-knockout-Méuse durch eine
Resistenz gegen Bluthochdruck der verwendeten Mause des C57BL/6 Stammes begriindet
sein. Der genetische Hintergrund der Mausstimme scheint eine entscheidende Rolle in
diesem Nierenerkrankungsmodell zu spielen (Ishola et al., 2005; Ma und Fogo, 2003). Erst
kiirzlich wurde dieser Zusammenhang fiir den C57BL/6 Mausstamm dokumentiert. Es
stellte sich heraus, dass Méuse dieses Stammes weniger hypertensiv reagieren als die von
anderen Stdmmen (Hartner et al., 2003). Charakteristisch fiir das UNX-Erkrankungsmodell
ist eine progressive Schddigung der Niere, die aus einer priglomeruldren Vasodilation
resultiert, welche wiederum durch intraglomeruldren Druck verursacht wird. Aus diesem
Grund kann in diesem System eine Prédisposition fiir Bluthochdruck eine Schiadigung

verstiarken (Hostetter, 1995; Hostetter et al., 2001). Der konkrete Zusammenhang dieser,
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hochstwahrscheinlich genetisch bedingten Resistenz gegeniiber hohen Blutdruck und
geringer Storanfilligkeit bei C57BL/6 Mausen ist noch nicht geklart.

Eine weitere Erklarung fiir die fehlende Proteinurie konnte sein, dass in manchen renalen
Erkrankungen die Proteinurie nicht vordergriindig ist (Perrin et al., 2006). Zu diesen
Erkrankungen zihlt beispielsweise die IgA-Nephropathie (Barratt und Feehally, 2005). Sie
bleibt in einigen Untersuchungen oft unentdeckt, da keine Proteine im Urin detektiert
werden konnen. Daher erfordert ihre Diagnose meist eine renale Biopsie, die zur
immunhistochemischen Analyse herangezogen werden kann (Barratt und Feehally, 2005;

Floege und Feehally, 2000).

4.2.3 Nephrektomie an mannlichen Syndecan-4-defizienten Miusen fithrt zu

einer Expandierung und fokalen Sklerotisierung des Mesangiums

Es wurden renale Biopsien mit Hilfe von verschiedenen Routinefarbungen wie PAS-,
Masson-Trichrom und Kongorot-Firbung durchgefiihrt, um Unterschiede zwischen den
UNX-Versuchstieren beider Genotypen sowie zu unbehandelten Mausen zu erfassen.

In dem Abschnitt 4.2.1 wurden die durch die CRG induzierten adaptiven Prozesse in
Wildtyp- sowie Syndecan-4-defizienten Méusen diskutiert. Ein moglicher Zusammenhang
zwischen dem Verlauf der Pathogenese und den Geschlechtern der Tiere wurde im
Rahmen dieser Arbeit zuerst nicht beriicksichtigt. Fiir UNX-Experimente wurden zunéchst
weibliche Maiuse ausgewdhlt, die nach =zahlreichen Untersuchungen jedoch keine
genotypisch-relevanten pathologischen Befunde aufwiesen. Erst Hinweise aus der
Untersuchung weniger verwendeter ménnlicher Syndecan-4-defizienter Maduse, die
auffillig auf die unilaterale Nephrektomie reagierten, gaben Anlass den experimentellen
Ansatz zu modifizieren. In den Mesangien der nephrektomierten Nieren aus ménnlichen
Syndecan-4-defizienten Méusen wurden Anreicherungen von Material beobachtet. Dieses
als mesangiale Expansion definierte Bild, das lichtmikroskopisch durch Anfirbung mit
PAS erkennbar ist, war ausschlielich in Syndecan-4-defizienten Miusen vorzufinden.

Mit Hilfe der Masson-Trichrom-Férbung konnten diese mesangialen Bereiche in den
Syndecan-4-defizienten Mdusen als kollagenhaltig identifiziert werden. Gleichzeitig waren
nach Anfarbungen noduldre Strukturen deutlich sichtbar. Derartige noduldre Strukturen
wurden vorher zumeist in diabetischen Nieren beschrieben und werden als Kimmelstiel-

Wilson Nodi bezeichnet (Westall et al., 2004). Die betroffenen Glomeruli waren deutlich
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degeneriert und sklerotisch. Wildtyp-Ménnchen und interessanterweise auch alle
weiblichen Versuchstiere zeigten diese pathologischen Verdnderungen nicht. Sklerose ist
ein allgemeiner Begriff, der als Synonym fiir Vernarbung oder Fibrose von Gewebe
gebraucht wird. Demnach definiert der Begriff Sklerose einen Endzustand eines (langeren)
pathologischen Prozesses (Troyanov et al., 2005). In der Nephropathologie wird der
Begriff in einem weiteren sinngeméfen Spektrum benutzt, der auch vorhergehende Stadien
der Prozesse involviert, wie beispielsweise die Faltenbildung und Retraktion der
glomeruldren Basalmembran und die Akkumulation von extrazelluldrer Matrix (Kriz et al.,
1998).

Es existieren die unterschiedlichsten Hypothesen {iiber die initialen Schritte einer
Glomerulosklerose. Kriz et al. sehen die Podozyten und ihre Schéadigung als kritische
Ursache fiir eine Sklerotisierung (Kretzler et al., 1994; Kretzler, 2005; Kriz et al., 1998;
Kriz et al.,, 2003; Kriz und LeHir, 2005; Pavenstadt, 2000). Andere Wissenschaftler
arbeiten mit der Hypothese, dass die glomeruliren Mesangialzellen einen entscheidenden
Einfluss auf die Progression der Glomerulopathien haben. Insbesondere bei Erkrankungen,
wie beispielsweise der mesangioproliferativen Nephropathie, wird die initiale Schadigung
der Mesangialzellen diskutiert (Ingram et al., 2004; Qiu et al., 2004; Zheng et al., 2003).
Welche glomeruldren Zellen in Syndecan-4-defizienten Mausen aufgrund der unilateralen
Nephrektomie die Entwicklung der Glomerulosklerose initiieren, ist bisher unklar.
Syndecan-4 Proteine werden auf der Oberfliche von Podozyten, Mesangialzellen und
Kapillarschlingen exprimiert. Die Defizienz konnte daher, korrelierend mit beiden oben
genannten hypothetischen Ansitzen, eine Sklerotisierung hervorrufen. Interessanterweise
sind ausschlieBlich ménnliche Syndecan-4-defiziente UNX-Méuse durch eine Sklerose
threr Glomeruli charakterisiert. Diese Beobachtung spricht somit fiir einen
geschlechtsspezifischen Phéinotyp, der durch die Syndecan-4-Defizienz verstérkt wird.
Nicht in jedem Fall 16st die Defizienz eines relevanten, fiir die renale Funktion als wichtig
erkannten Gens einen Unterschied zwischen Wildtyp und Mutante aus. In ApoE -/-
Maiusen beispielsweise konnte nach subtotaler sowie unilateraler Nephrektomie im
Vergleich zu Wildtyp-Méausen keine erhohte glomeruldre Sklerose festgestellt werden
(Buzello et al., 2004). Allerdings belegen zahlreiche Literaturhinweise, dass eine
Dysregulation des Lipidstoffwechsels einen negativen Einfluss auf den Verlauf einer
Sklerotisierung post UNX ausiibt. Dabei haben Buzello et al. in ihren Nephrektomie-

Experimenten ausschlieBlich gleichaltrige und ausschlieBlich ménnliche Mause verwendet.
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Des Weiteren ist bekannt, dass die unilaterale Nephrektomie im Gegensatz zu der mit
einem Infarkt kombinierten subtotalen Ablation lediglich in ganz jungen bzw. neonatalen
Maiusen eine glomerulire Degeneration auslost (Nagata et al., 1992). Verschiedene
kombinatorische Ansidtze wurden daher benutzt, um Sklerose und ihren pathologischen
Mechanismus zu untersuchen (Sakai et al., 2005). Dazu gehort auch die Injektion eines
Antikorpers (Anti-Thyl.1), der Mesangialzellen erkennt und blockiert, wodurch die so
genannte Anti-Thyl.1-Nephritis ihren Namen hat (Hartner et al., 1999). Anti-Thyl.1-
Nephritis ist durch eine aktivierte Mesangialzellpopulation gekennzeichnet, die vermehrt
extrazelluldre Matrix produzieren. Das pathologische Bild gleicht dem von Syndecan-4-
defizienten UNX-Ménnchen beobachtet wurde. Daher liegt die Vermutung nahe, dass
Mesangialzellen in den Syndecan-4-defizienten UNX-Ménnchen einen entscheidenden
Beitrag zu den glomerulosklerotischen Verdnderungen leisten. Elektronenmikroskopische
Ergebnisse, welche unter 4.2.5 diskutiert werden, verdeutlichen, dass die Podozyten nicht
degeneriert sind. Konkretere Aussagen erfordern jedoch genauere Untersuchungen mit
Hilfe von speziellen Markerproteinen, die Mesangialzellen (Thyl.1-Antikorper) bzw.
Podozyten (WT1-Antikorper) erkennen.

4.2.4 Die sklerotischen Segmente der Syndecan-4-defizienten Glomeruli

enthalten Kollagen Typ I, -1V sowie Fibronektin

Zur weiteren Charakterisierung der sklerotischen Segmente in den Syndecan-4-defizienten
UNX-Miéusen  wurden  immunhistochemische = Farbungen  durchgefiihrt.  Die
Matrixakkumulation als ein markantes Kennzeichen der Fibrose wird durch verschiedene
Faktoren stimuliert. Zu diesen Faktoren zdhlt Angiotensin II, das im Signalweg der
fibrotischen Pathogenese upstream seinen Platz einnimmt, und neben TGF-f3 auch andere
Faktoren gezielt aktivieren kann (Klahr und Morrissey, 2002). Diese Mediatoren
induzieren die Expression zahlreicher Matrixmolekiile, die das Bild einer Sklerose
entscheidend priagen. Daher konnen verschiedene Markerproteine gezielt untersucht
werden, um die Erkrankung in der Niere ndher zu bestimmen (Uguz et al., 2005). Mit
Antikorpern gegen spezielle Isoformen oder Untereinheiten sind weitere Eingrenzungen
moglich, wie es beispielsweise fiir das Alport-Syndrom (Hudson et al., 2003; Jais et al.,
2000; Kalluri et al., 1997; Kashtan, 2002) bekannt ist. Durch den Einsatz von Antikorpern

gegen verschiedene Untereinheiten des Kollagens Typ IV wird die Diagnose und eine
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Differenzierung zwischen Krankheiten mit dhnlicher Histologie ermdglicht. Bergiik et al.
(1998) konnten fiir das experimentelle Modell einer Lupus-Nephritis im Gegensatz zu
einer membrandsen Glomerulonephritis eine erhohte Akkumulation von a1(IV)-Ketten im
glomeruldren Mesangium feststellen (Bergijk et al., 1998). In der membrandsen Nephritis
hingegen werden al(IV)- und a2(IV)-Ketten subendothelial in der glomeruldren
Basalmembran exprimiert (Kim et al., 1994a). Die oben aufgezédhlte Verteilung des
Kollagens Typ IV deutet an, dass die unterschiedlichen Untereinheiten des Kollagens
Typ IV je nach Erkrankungstyp mesangial oder Basalmembran-gebunden exprimiert
werden konnen. In den eigenen Experimenten wurden Antikorper gegen Kollagen Typ 1
und -1V sowie Fibronektin verwendet. Resultate mit diesen AntikOrpern bestdtigten, dass
die sklerotischen Bereiche in den Syndecan-4-defizienten Minnchen (4.2.3) diese
typischen extrazelluldren Matrixproteine enthalten. Da jedoch Pan-Antikdrper eingesetzt
wurden, konnte nicht erfasst werden, ob Expressionsunterschiede fiir einzelne
Untereinheiten von Kollagenen bestehen. Durch Untersuchungen zu unterschiedlichen
experimentellen Zeitpunkten post Nephrektomie konnte man {berpriifen, ob
Verlagerungen in der Expression der einzelnen Untereinheiten bzw. so genannte
Expressionsmaxima auftreten. In den eigenen Experimenten wére eine solche Detektion
fiir Kollagen Typ IV aufschlussreich gewesen, da die pathologische Auswirkung der
Syndecan-4-Defizienz in dem Modell der UNX bisher nicht beschrieben wurde und ein
genaues Verteilungsprofil der Kollagen Typ IV Untereinheiten zur néheren
Charakterisierung gefiihrt hitte.

Fir Kollagen Typ IV konnten Bergjik et al. belegen, dass es innerhalb einer
experimentellen Glomerulonephritis differentiell exprimiert wird (Bergijk et al., 1998). Zu
dem Zeitpunkt, an dem die glomeruldre Expansion eintritt, wird die a1(IV)-Untereinheit in
der mesangialen Matrix exprimiert. Die a2(IV)-Untereinheit wird dagegen in der
glomeruldren Basalmembran (GBM) exprimiert. Nach einer Dauer von zehn Wochen
steigt die Expression der a2(IV)-Untereinheit in der GBM stark an, wohingegen die
a.1(IV)-Untereinheit verstirkt in dem Ubergangsbereich zwischen mesangialer Matrix und
GBM synthetisiert wird. Diese Untereinheiten des Kollagens Typ IV werden in dieser
Glomerulonephritis nicht ko-exprimiert. Gleichzeitig nimmt jedoch im Verlauf der renalen
Erkrankung die Expression fiir die a3- bis a5-Untereinheiten des Kollagen Typ IV, die

insbesondere in den verdickten Bereichen der GBM auftreten, zu. Diese Darstellung der
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differentiellen Expression verdeutlicht, wie komplex die Synthese der ECM-Proteine auf
zeitlicher und rdumlicher Ebene reguliert wird. Sie unterscheidet sich zudem von einem
Krankheitsmodell zum anderen (Bergijk et al., 1998; Kim et al., 1991b; Kim et al., 1991a;
Yagame et al., 1995).

Die apoptotisch wirkenden, zellkernfreien sowie noduldren Strukturen (Kimmelstiel-
Wilson Nodi) aus Syndecan-4-defizienten Ménnchen (siehe 3.3.2.2) dhneln denen in
diabetischer Nephropathie. Die oftmals dokumentierten sklerotischen Nodi enthalten
Fibronektin, Kollagen Typ I und -IV (Paueksakon et al., 2002; Westall et al., 2004).
Inwiefern sich die pathologischen Mechanismen, die zu demselben histologischen Bild
nodulérer Strukturen fithren, dhneln und welche zelluldren Prozesse der UNX im Falle der
Syndecan-4-Defizienz zu Grunde liegen, muss noch im Detail gekldrt werden. Auftillig ist
jedoch, dass sich unabhdngig von den initialen Schritten der Schadigung bei einer
Nephritis, wie z.B. bei der unilateralen Nephrektomie von Syndecan-4-defizienten
ménnlichen Maiusen, der Anti-Thyl.1-Nephritis sowie der diabetischen Niere, die
histomorphologischen  Erscheinungen in den fortgeschrittenen  Stadien der

Glomerulosklerose sich dhneln.

4.2.5 Glomerulire Schiden in Syndecan-4-defizienten ménnlichen UNX-
Maiusen variieren zwischen einer starken und milderen Form von

Sklerose

Die elektronenmikroskopische Analyse wurde zur weiteren Differenzierung der
beobachteten Verdnderungen in Syndecan-4-defizienten Méusen als Folge der unilateralen
Nephrektomie herangezogen (siehe 3.3.3). Fiir einen besseren Vergleich wurden auch
weibliche Méuse beider Genotypen auf ultrastruktureller Ebene untersucht und mit
miannlichen  Wildtyp- sowie Knockout-Mdusen verglichen. Mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie konnte in den Wildtyp-Méusen sowie den weiblichen Syndecan-4-
defizienten Méusen eine geringfiigige Expansion der mesangialen Matrix festgestellt
werden. In den minnlichen Syndecan-4-defizienten Méiusen hingegen war eine
grof3flichige Mesangiumexpansion sichtbar. Gleichzeitig wurde dieses Bild einer
mesangialen Expansion von komprimierten Kapillarlumina begleitet. Des Weiteren
konnten verdickte Basalmembranbereiche beobachtet werden, die in verschiedenen

Abschnitten entlang der Basalmembran Einschniirungen aufwiesen, so dass das
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Gesamtbild der Glomeruli pathologisch wirkte. In keiner der untersuchten Wildtyp-Mause
sowie keiner Syndecan-4-defizienten weiblichen Maus konnten dhnliche Beobachtungen
gemacht werden. Interessanterweise konnte der in Syndecan-4-defizienten UNX-
Minnchen beobachtete Glomerulopathie keine eindeutige Bezeichnung zugewiesen
werden. Ultrastrukturell dhnelt das Bild der mesangialen Expansion zum einen einer IgA-
Nephropathie (McPhaul, Jr., 1977). Diese ist jedoch im Gegensatz zu UNX-Nieren aus
Syndecan-4-defizienten Minnchen durch elektronendichte Material-Einlagerungen
gekennzeichnet. Zum anderen bestehen gewisse ultrastrukturelle Ahnlichkeiten zu einer
membranproliferativen Glomerulonephritis des Typ 1. Bei dieser Form einer
Glomerulonephritis sind ebenfalls Erweiterungen des mesangialen Bereichs zu beobachten.
Gleichzeitig sind Verdickungen und Einschniirungen der Basalmembran charakteristische
Merkmale dieser Erkrankungsform. Bei der membranproliferativen Nephritis fiihren
subendotheliale Protein-Ablagerungen dazu, dass Mesangialzellen verdringt werden
(Ferrario und Rastaldi, 2004; Zhang und Lee, 1997). Diese betroffenen Mesangialzellen
bewirken die Spaltung und Verdopplung der Basalmembran, die anschlieBend lamelliert
und sich oberhalb der Mesangialzelle ansammelt (Ferrario und Rastaldi, 2004).
Subendothelial vorkommende elektronendichte Materialien sind jedoch auch bei dieser
Glomerulonephritis charakteristische Merkmale. Bei den meisten Erkrankungen sind in der
Literatur elektronendichte Ablagerungen innerhalb der Matrix bzw. der Basalmembran
beschrieben (Bagheri et al., 2005; Barratt und Feehally, 2005; Ferrario und Rastaldi, 2004;
Joh et al., 1998; Westall et al., 2004; Zhang und Lee, 1997). Aus diesem Grund konnten
keine genauen Ubereinstimmungen zu den eigenen ultrastrukturellen Befunden
ausgemacht werden.

AulBlerdem stellte sich mit Hilfe der Elektronenmikroskopie heraus, dass innerhalb der
glomeruldr erkrankten = Syndecan-4-defizienten Méiuse eine  Variabilitit des
Erkrankungsgrades auftrat. Die glomeruldren Beschddigungen in Syndecan-4-defizienten
Maiusen betrafen bei einigen Mausen komplette Glomeruli und bei anderen nur einzelne
grof3flichige Segmente innerhalb der Glomeruli. Die Verdnderungen in allen betroffenen
Syndecan-4-defizienten UNX-Madusen unterschieden sich jedoch nicht in ihrem
ultrastrukturellen Erscheinungsbild. In einigen Féllen schien die glomerulosklerotische
Entwicklung fortgeschrittener zu sein.

Von einer Variabilitidt glomeruldrer Beschddigungen nach der Induktion einer Nephritis

(interanimal variability) wurde bereits in der Literatur berichtet (Kriz et al., 2003). In
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dieser Studie von Kriz et al. wurden gleichaltrige sowie ausschlieBlich ménnliche Wistar-
Ratten gewdhlt, die durch Injektion des Anti-Thyl.1- Antikorpers eine
mesangioproliferative Degeneration in ihren Glomeruli entwickelten. Interessanterweise
stellten Kriz et al. fest, dass die untersuchten und gleich behandelten Ratten innerhalb einer
Untersuchungsgruppe mit einer Varianz der Degeneration reagierten. Diese Varianz reichte
von geringen glomeruldren Beschddigungen bis hin zum Verlust von dreiBlig Prozent der
Nephrone. Moglicherweise reflektieren die unterschiedlichen Stufen der beobachteten
Schiaden die unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Glomerulosklerose. Nach dieser
Theorie schreitet die renale Erkrankung in verschiedenen Individuen mit einem
unterschiedlichen Tempo voran und ergibt dennoch ein relativ einheitliches,
histomorpholgisches bzw. ultrastrukturelles Bild (Stout et al., 1986).

Dieses oben beschriebene einheitliche Bild der Glomerulopathie in den eigenen Daten wird
zusitzlich durch die Beobachtung gestiitzt, dass weder Wildtyp-Mause beider Geschlechter
noch weibliche Syndecan-4-defizienten Méuse auf ultrastruktureller Ebene vergleichbare
Verianderungen nach unilateraler Nephrektomie aufweisen (sieche 3.3.3 und 3.3.4). Diese
Variabilitidt in den eigenen Versuchsreihen ist moglicherweise auf geringe individuelle
Schwankungen, wie z.B. Gewichtsschwankungen der ménnlichen Syndecan-4-defizienten
Mause, zuriickzufiihren. Literaturhinweise betonen, dass das Korpergewicht auf den
Verlauf der renalen Erkrankung Einfluss nehmen kann (Gonzalez et al., 2005; Kren und
Hostetter, 1999). Gonzalez et al. fanden heraus, dass ein hoher body mass Index (BMI) zu
Proteinurie und hohem Blutdruck in nephrektomierten Méiusen fiihrt. Folglich war
aufgrund dieser ungilinstigen Konstellation die glomeruldre Schiddigung in den
Versuchstieren mit hohem BMI grofler als in solchen mit normalen BMI (Gonzalez et al.,

2005).

4.2.6 Der TGF-B1 Proteinspiegel in den UNX-Nieren aus minnlichen

Syndecan-4-defizienten Miusen ist erhoht

TGF-B1 ist ein pleiotroper Wachstumsfaktor, der in verschiedene inflammatorischen und
fibrotische Prozesse involviert ist und diese mafBgeblich beeinflussen kann (Klahr und
Morrissey, 1998; Okada et al., 2005). Unabhingig von ihrer Atiologie sind progressive

renale Erkrankungen unter anderem durch eine erhohte Expression von TGF-B1
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gekennzeichnet. Als Wachstumsfaktor ist TGF-B1 multifunktionell und kann sowohl
profibrotisch als auch anti-fibrotisch wirken. Seine jeweilige Funktion ist von den
multiplen Reservoirs anderer Wachstumsfaktoren, von Hormonen, sowie vom jeweiligen
Gewebe abhiingig (Cheng und Grande, 2002). Eine chronische Uberexpression von TGF-
B1 fiihrt zu einer progressiv fortschreitenden, mesangialen Expansion und zur
Akkumulation von Immuneinlagerungen von Antikdrpern sowie Matrixprodukten
(Bottinger und Bitzer, 2002; Cheng und Grande, 2002; Liu, 2006).

In den eigenen Experimenten konnte gezeigt werden (siehe 3.3.5), dass in den Syndecan-4-
defizienten Madusen in Folge einer unilateralen Nephrektomie eine hohere TGF-B1
Proteinsynthese als bei nephrektomierten Wildtyp-Méusen vorlag. Ein entscheidendes
Kriterium fiir die genotypisch bedingte Uberexpression von TGF-B1 war das Geschlecht.
Die erhohten TGF-B1 Werte konnten mittels Western Blot ausschlieflich in den
ménnlichen Syndecan-4-defizienten UNX-Madusen detektiert werden. Dieser Befund
unterstiitzt die Hypothese einer geschlechtsgebundenen Nephropathie in den Syndecan-4-
defizienten Maiusen, und verweist auf eine Korrelation zwischen der beobachteten
Nephropathie  in  Syndecan-4-defizienten = ménnlichen = Maéusen  und  der
TGF-B1 Proteinmenge.

Bei der diabetischen Nephropathie, als eine der am weitesten verbreiteten
Nierenerkrankungen in den Vereinigten Staaten von Amerika und in Europa, konnte
ebenfalls eine Korrelation zwischen dem Anstieg der TGF-B1 Expression und dem
Erkrankungsgrad aufgedeckt werden. Im Zusammenhang mit diabetischen Erkrankungen
konnte dargestellt werden, dass erhohte Glukosekonzentrationen in vitro die
TGF-B1 Expression in Mesangialzellen induzieren (Hoffman et al., 1998) und dadurch die
Pathogenese initiieren. In weiteren Untersuchungen zu diesem Sachverhalt konnte gezeigt
werden, dass der TGF-1 Level in nephrektomierten Versuchstieren ansteigt (Lee et al.,
1995) und seine Inhibition zur Regression der fibrotischen FEreignisse fiihrt
(Chatziantoniou und Dussaule, 2005; Heeg et al., 2005; Wang et al., 2003; Wang et al.,
2005; Zeisberg et al., 2003). Folglich ist der Level der TGF-B1 Proteinexpression ein Indiz
fiir den Grad der Nephropathie und kann zur Analyse sowie zur weiteren Aufklarung der
Atiologie herangezogen werden. Die eigenen Befunde an Syndecan-4-defizienten

mannlichen UNX-Maéusen untermauern die oben genannte Hypothese.
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Im Gegensatz zu TGF-B1 konnten in UNX-Nieren aus Syndecan-4-defizienten méannlichen
Maiusen keine erhohte Expression von a-SMA Protein festgestellt werden (siehe 3.3.5).
Die Synthese von a-SMA ist ein Kennzeichen der Myofibroblastendifferenzierung in einer
Vielzahl von Erkrankungen sowie inflammatorischen Prozessen (siche 1.3.1). a-SMA
kann daher als Fibrosemarker betrachtet werden. Es wird allgemein angenommen, dass
neben anderen Mediatoren auch TGF-B1 die a-SMA Produktion anregt, wodurch
Myofibroblasten, die in die akut fibrotischen Bereiche einwandern, ihre kontraktilen
Féahigkeiten erhalten. Eine fehlende Zunahme der o-SMA Proteinexpression konnte
moglicherweise damit zusammenhédngen, dass bei fortgeschrittener Sklerose keine
Erhohung fiir a-SMA Protein nachweisbar ist. Dieser Sachverhalt wurde von Boukhalfa et
al. untersucht (Boukhalfa et al., 1996), die an Biopsien humaner Nieren zeigen konnten,
dass a-SMA zwar im proliferierenden Mesangium, nicht mehr jedoch bei fortgeschrittener
Glomerulosklerose synthetisiert wird. Aufgrund dieser Resultate wurde angenommen, dass
die a-SMA Expression den Grad einer interstitiellen Fibrose, jedoch nicht unbedingt den
Grad einer Glomerulosklerose reflektiert.

In der eigenen Arbeit wurde die hochste a-SMA Proteinmenge in einer UNX-Niere aus
einer ménnlichen Wildtyp-Maus detektiert, die sich makroskopisch nicht von den anderen
préaparierten UNX-Nieren unterschied. Es stellte sich anschliefend heraus, dass aus dieser
Wildtyp-Maus eine hydronephrotische Niere exzidiert wurde. Dennoch wurde die UNX-
Niere, die moglicherweise bereits kongenital durch die contralaterale hydronephrotische
Niere gestresst war, als Doppelt-Negativkontrolle mitgefiihrt. Sie unterschied sich sonst in
keinem der untersuchten Parameter von den iibrigen UNX-Méusen. Ebenso konnten keine
ultrastrukturellen Anormalititen beobachtet werden, die diese Wildtyp-Maus aus der
Gruppe der untersuchten nephrektomierten Méuse gesondert auszeichnete. Es wurden auch
keine pathologischen Beobachtungen auf lichtmikroskopischer Ebene dokumentiert, wie
sie fiir Syndecan-4-defiziente minnliche UNX-M4iuse charakteristisch waren. Zudem
waren die TGF-B1 Proteinmengen nicht erhdht, womit sie sich deutlich von den UNX-
Nieren aus mannlichen Syndecan-4-defizienten Mausen unterschied. Schlussfolgernd lasst
sich zusammenfassen, dass diese, vermutlich kongenital gestresste Wildtyp-Niere in Folge
der Nephrektomie nicht demselben pathologischen Mechanismus unterworfen war, der bei

Syndecan-4-defizienten Mannchen fiir pathologische Auspriagungen verantwortlich ist.
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Welche konkreten Signalmechanismen iiber TGF-B1 laufen und welche Signalpartner
diesen Prozess der renalen Erkrankung von Syndecan-4-defizienten UNX-Minnchen
beeinflussen konnten, ist bisher unklar. Die eigenen Befunde skizzieren interessanterweise
einen Zusammenhang zwischen der TGF-1 Proteinmenge und der Syndecan-4-Defizienz
in minnlichen UNX-Mausen, der unabhingig von der a-SMA Expression ist. Es konnte
aufbauend auf den eigenen Daten {iberpriift werden, ob die TGF-B1 Signale nach Bindung
an seine Rezeptoren ausschlieBlich iiber die Smad-Proteine weitergeleitet werden oder ein
moglicher Crosstalk zwischen den Smads und MAPK besteht (siehe 1.3.1.1).

Es ist inzwischen bekannt, dass Zelloberflichen-HSPGs wie beispielsweise Betaglykan
(Rops et al., 2004) und Syndecan-2 (Chen et al., 2004a) die Bindung von TGF-B1 an seine
spezifischen Rezeptoren regulieren konnen. Die Uberexpression von TGF-B1 und
Syndecan-2 (4.2.7) sprechen fiir eine starke fibrotische Reaktion in nephrektomierten

Nieren von Syndecan-4-defizienten mannlichen Mausen.

4.2.7 Syndecan-2 mRNA und Proteine werden in Glomeruli der UNX-Nieren

der Syndecan-4-defizienten Miusen exprimiert

Eine unilaterale Nephrektomie induzierte in den Nieren der Syndecan-4-defizienten
Maiusen die Expression von Syndecan-2 (siehe 3.3.6.1). Die Expression konnte in den
Glomeruli sowohl von weiblichen als auch ménnlichen Syndecan-4-defizienten Méusen
nachgewiesen werden. Interessant war dieser Befund im Riickblick auf bisherige
Untersuchungen zur Syndecan-2 Expression (4.1) in der Niere. Im Gegensatz zu normalen
Wildtyp- und Knockout-Nieren sowie Wildtyp UNX-Méusen konnte die Syndecan-2
Expression mit Hilfe verschiedener Methoden ausschlieflich in den UNX-Nieren aus
Syndecan-4-defizienten Méusen nachgewiesen werden.

Sowohl die Real time PCR als auch die Western Blot Analysen legen eine deutlich erh6hte
Expression fiir Syndecan-2 dar. Im Vergleich zu Wildtyp-Méausen wurden in den UNX-
Nieren der Syndecan-4-defizienten Méuse doppelt so hohe Syndecan-2 Protein-Level
ermittelt. Auf RNA-Ebene waren die Level fiir Syndecan-2 in weiblichen Syndecan-4-
defizienten Méusen fast um das Fiinffache, in méannlichen Syndecan-4-knockout-M&usen
sogar um das Siebenfache erhoht. In Anfdarbungen mit einem kommerziell erhéltlichen

Antikorper (M-140, polyklonal Kaninchen anti-Maus, Santa Cruz) (4.2.1), und einem
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monoklonalen Syndecan-2 Antikorper gegen die gesheddete Ektodomidne (monoklonal
Maus anti-Maus, Guido David), konnten Syndecan-2 Proteine in den UNX-Nieren aus
Syndecan-4 defizienten UNX-M4iusen lokalisiert werden. Die Verteilung von Syndecan-2
Proteinen in den sklerotischen Glomeruli defizienter UNX-Méuse suggerierte, dass die
Expressionsstirke von der Glomerulopathie abhidngen konnte. Die sklerotischen Bereiche
in den Glomeruli der mannlichen Syndecan-4-defizienten UNX-Méuse zeichneten sich
durch eine sehr starke Anfirbung fiir Syndecan-2 Proteine aus. Interessant war dieser
Befund im Zusammenhang mit den Ergebnissen flir Wildtyp-Nieren, die keine glomerulédre
Anfarbung fiir Syndecan-2 zeigten. In den UNX-Nieren der Wildtyp-Méuse waren
lediglich Tubuli positiv fiir Syndecan-2 Proteine angefarbt. Der Anstieg der Syndecan-2
Synthese in Folge der unilateralen Nephrektomie suggeriert eine mogliche Kompensierung
der Syndecan-4-Defizienz. In vielen renalen Erkrankungen ist die Hochregulation eines
Heparansulfat-Proteoglykans von Bedeutung. Verschiedene Autoren befassten sich mit der
Expression von HSPGs in renalen Erkrankungen und skizzierten einen mdglichen
Zusammenhang zwischen der Akkumulation der Proteoglykane und der renalen
Erkrankungsform (Bjornson et al., 2006; Groffen et al., 1999; Okuda et al., 1990; Sakai et
al., 2005). Yung et al. haben in ihren Arbeiten herausgefunden, dass Syndecan-4 in der
proliferativen IgA-Nephropathie erhoht exprimiert wird. Als Zytoskelettkomponente wird
parallel dazu auch o-Actinin in der mesangioproliferativen IgA-Nephropathie
tiberexprimiert (Yung et al., 2001). Yung et al. begriinden die Hochregulation von
Syndecan-4 in der mesangioproliferativen Erkrankung damit, dass es als Signalmolekiil bei
der durch die IgA-Nephropathie bedingten Zytoskelett-Umstrukturierungen in
Mesangialzellen mitwirkt. Daher vermuten die Autoren, dass Syndecan-4 in der
Proliferationsphase der IgA-Nephropathie fiir die zytoskeletalen Umgestaltungen
notwendig ist. Gleichzeitig konnten Yung et al. belegen, dass Syndecan-4 in
Mesangialzellen mit dem Zytoskelett-assoziierten Protein a-Actinin co-immunpréazipitiert.
Da sowohl a-Actinin als auch Syndecan-4 auf Protein- und RNA-Level hochreguliert
werden, scheint diese Protein-Interaktion im Verlauf der IgA-Nephropathie -eine
entscheidende Rolle zu spielen (Yung et al., 2001).

Syndecan-2 hingegen wird vermehrt in der diabetischen Niere des Diabetes Typ 11
exprimiert, in welchem die erhohten Syndecan-2 Protein-Level mit erhdhten TGF-BRI und
-RII assoziiert sind (Chen et al., 2004a). AuBlerdem suggerieren in vitro Daten mit

papilliren Fibroblasten, dass Syndecan-2 die TGF-f vermittelte Synthese von
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extrazelluldren Matrixproteinen reguliert. Beispielsweise fiihrte die Uberexpression von
Syndecan-2 in den papilldren Fibroblasten zu einer erhohten Fibronektin-Ablagerung.
Gleichzeitig konnte verzeichnet werden, dass nach Syndecan-2 Uberexpression vielmehr
TGF-B Proteine an der Zelloberfliche gebunden wurden. Die Stimulation der Syndecan-2
tiberexprimierenden Zellen mit rekombinanten TGF-f3 hatte einen Verstarkereffekt der
beobachteten Matrixdeposition zur Folge (Chen et al., 2004a). Chen et al. konnten jedoch
keinen Anstieg der Syndecan-2 Expression in Folge einer TGF- Stimulation feststellen
(Chen et al., 2004a), obwohl in verschiedenen Untersuchungen gezeigt werden konnte,
dass TGF-B eine Erhohung der Syndecan-2 Level in verschiedenen Zellen, wie z.B.
Leberzellen, induzierte (Sebestyen et al., 2000; Worapamorn et al., 2001). Zusétzlich zu
den oben genannten Befunden konnten Chen et al. herausfinden, dass ein Zusammenhang
zwischen der Syndecan-2 und Betaglykan Expression besteht. Betaglykan ist ein Typ III
TGF-B-Rezeptor. Syndecan-2 scheint den Abbau von Betaglykan zu fordern, so dass die
Zelloberflachenverteilung dieses Rezeptors abnimmt. Der genaue Mechanismus ist bisher
nicht aufgeklart. Diese Daten von Chen et al. sprechen jedoch fiir eine mdgliche
fibrotische Funktion von Syndecan-2. Damit stimmen die oben genannten Daten mit den
eigenen Beobachtungen {iberein. In den eigenen Untersuchungen konnte in den UNX-
Nieren aus Syndecan-4 defizienten ménnlichen Maiusen parallel zur Syndecan-2
Expression auch eine vermehrte TGF-B Proteinsynthese beobachtet werden. Zusétzlich
wird das Bild einer profibrotischen Interaktion zwischen Syndecan-2 und TGF-f durch die
histologischen sowie ultrastrukturellen Befunde einer Glomerulopathie verstirkt. Die
Tatsache, dass Syndecan-2 ausschlieBlich in Syndecan-4-defizienten Maiusen
tiberexprimiert wird und dabei lediglich die Ménnchen ein pathologisches Bild zeigen,
lasst erneut auf eine geschlechtsgebundene sowie hormonell bedingten Priadisposition fiir
Glomerulopathien nach einer unilateralen Nephrektomie schlieBen. In den weiblichen
Syndecan-4-defizienten UNX-Madusen konnte keine erhdhte Expression fiir TGF-f
detektiert werden, so dass sich mdglicherweise deshalb eine Syndecan-2 Kompensation
nicht nachteilig auswirkt.

Zur genauen Deutung der Ursache fiir die in Syndecan-4-defizienten UNX-Méinnchen
auftretende Glomerulosklerose wéren weitere Experimente notwendig. Zundchst miisste
aufbauend auf den vorliegenden Daten festgestellt werden, ob in den nephrektomierten

Syndecan-4-defizienten médnnlichen Méusen eine direkte Interaktion zwischen Syndecan-2
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und TGF-B vorliegt. Dies konnte mit Hilfe von Immunprézipitationen sowie
immunhistochemischen Férbungen realisiert werden. Falls eine direkte Interaktion
existieren sollte, konnten Untersuchungen angestrebt werden, die die nachfolgenden
Mediatoren, die zur Fibrose beitragen, ausfindig machen. Mit Hilfe von Western Blots
konnte analysiert werden, wie die Expressions-Level der Smads sowie MAPK in den
UNX-Nieren von Syndecan-4-defizienten médnnlichen Méusen sich von denen der anderen
Versuchsmduse unterscheiden. In diesem Kontext wére auch von Bedeutung, welche
TGF-B Rezeptoren eine Rolle bei der Signaliibertragung spielen und ob die Betaglykan
Proteinmenge, dhnlich der Studie von Chen et al. (Chen et al., 2004a), ebenfalls herunter

reguliert wird.

4.3  Unilaterale urethrale Obstruktion als Nierenerkrankungsmodell einer

tubulointerstitiellen Fibrose

Die unilaterale urethrale Obstruktion ist ein Modell, das sich besonders gut zur Erzeugung
einer  hydronephrotischen = Niere eignet. Charakteristische = Merkmale dieser
hydronephrotischen Niere sind infiltrierte, inflammatorische Zellen, die durch Sekretion
von Chemokinen und verschiedenen Zytokinen, die Fibrosereaktion in der Niere
verstiarken (Becker und Hewitson, 2000). Ein weiteres besonders markantes Kennzeichen
ist die tubuldre Atrophie, deren Ursache in der Transdifferenzierung der tubulédren
Epithelzellen zu Myofibroblasten gesehen wird (Chevalier, 2006). Durch Apoptose der
Epithelzellen wird dieses pathologische Bild der Tubulus-Atrophie in obstruierten Nieren
verstirkt. Gleichzeitig korreliert die Transdifferenzierung in Myofibroblasten mit einem
Verlust des Adhésionsproteins E-Cadherin und einem Anstieg der a-SMA Expression.
Weitere charakteristische Merkmale sind eine Akkumulierung von extrazelluldrer Matrix,
die von Metalloproteinasen nicht degradiert werden kann. Daher entsteht ein
Ungleichgewicht, das ldngerfristig zu einer renalen Insuffizienz fiihrt (Chevalier, 2006;
Zeisberg et al., 2001b; Zeisberg et al., 2001a; Zoja et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde die UUO als Erkrankungsmodell an Wildtyp- und
Syndecan-4-defizienten Mausen angewandt, um mdgliche Unterschiede im Verlauf der

Pathogenese zwischen den Genotypen heraus zu finden.
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4.3.1 Syndecan-4-defiziente Miuse produzieren in den spiteren Phasen der

UUO vermehrt a-SMA und hsc70

Die UUO wurde ausschlieBlich an ménnlichen Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten
Maiusen, die alter als zwei Monate waren, durchgefiihrt, so dass geschlechtsbedingte
Differenzen ausgeschlossen werden konnten. Als Erkrankungsmodell wird die UUO
priferentiell an mannlichen Versuchsmiusen durchgefiihrt, da weibliche Mause
unbeabsichtigt anstelle einer Obstruktion ovarektomiert werden konnen. Um den Verlauf
einer tubulointerstitiellen Fibrose in Wildtyp- und Syndecan-4-defizienten MAiusen
vergleichend zu untersuchen, wurden fiir die UUO unterschiedliche Zeitpunkte gewihlt.
Nach drei, zwolf und fiinfzig Tagen post UUO wurden die contralateralen sowie
obstruierten Nieren aus den M&usen herausprépariert und fiir unterschiedliche Versuche
prozessiert. Zu diesen Untersuchungen zéhlten lichtmikroskopische, immunhistochemische
sowie proteinbiochemische Analysen. Histologische Anfarbungen mit Himatoxylin-Eosin
sowie PAS verdeutlichten, dass die obstruierten Nieren bereits nach einer Dauer von drei
Tagen Schédden einer tubulointerstitiellen Fibrose zeigten. Die beobachteten Schéiden in
den obstruierten Nieren sind durch Ereignisse wie Infiltration von mononuklearen Zellen,
atrophierende Tubuli sowie Ansammlung von extrazelluldrer Matrix definiert.

Diese charakteristischen Merkmale konnten sowohl an obstruierten Nieren aus Wildtyp-
als auch aus Syndecan-4 -/- Méusen ohne auffillige Unterschiede beobachtet werden
(siche 3.4.2). Die Arbeitshypothese, dass die Syndecan-4-Defizienz eine Verdnderung der
fibrotischen Pathogenese im Vergleich zu Wildtyp-Méusen hervorrufen wiirde, wurde
dadurch nicht bestitigt. Die Syndecan-4 Expression wird in einer Vielzahl von Prozessen,
wie der Heilung von Hautwunden, reguliert (Lundqvist und Schmidtchen, 2001).
AuBerdem wird Syndecan-4 in verschiedenen Immunzellen exprimiert. Dennoch hat die
Defizienz des Syndecan-4 Gens in dem UUO-Modell gegeniiber dem Wildtyp keine
Nachteile gezeigt (Gallo et al., 1994; Kojima et al., 2001; Li et al., 2002; Post et al., 2006).
Syndecan-4 wird beispielsweise auf der Zelloberfliche von B-Lymphozyten sowie
neutrophilen Granulozyten und Monozyten exprimiert (Gotte, 2003; Kaneider et al., 2001).
Syndecan-4-defiziente Mause zeigen eine groflere Anfilligkeit auf einen durch
Lipopolysaccharide erzeugten septischen Schock (Ishiguro et al., 2001a). Aufgrund dieser
Befunde wurde die Vermutung aufgestellt, dass die Defizienz des Syndecan-4 Gens zu

einer gesteigerten inflammatorischen Reaktion der Niere fiihren wiirde.
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Als fibrotisches Markerprotein wurde das Myofibroblasten-spezifische a-SMA Protein
gewdhlt, um dessen Expression mittels Western Blot in den ligierten sowie contralateralen
Nieren nach drei, zw6lf und flinfzig Tagen post UUO zwischen Wildtyp und Knockout
Maiusen zu vergleichen (siehe 3.4.3). Interessanterweise fehlten Signale fiir a-SMA Protein
in den contralateralen Nieren beider Genotypen nach zwolf und fiinfzig Tagen UUO.
Gleichzeitig konnte eine erhohte Expression von a-SMA Protein in den ligierten Nieren
der Syndecan-4-defizienten Miuse fiinfzig Tage post Obstruktion festgestellt werden. Der
Anstieg von a-SMA Protein in den obstruierten Nieren ist ein Indiz fiir die
tubulointerstitielle Fibrose, die durch vermehrte Myofibroblastendifferenzierung
verschlimmert wird. Dadurch steigt mit anhaltender Obstruktion die a-SMA Synthese an
(Nagatoya et al., 2002). Die fehlenden Signale in den contralateralen Nieren sind
widerspriichlich, zumal a-SMA drei Tage post UUO in diesen detektiert wurde. Diese
Ergebnisse sprechen fiir eine negative Regulation des a-SMA Proteins, so dass die
Synthese in den contralateralen Nieren bei andauernder Fibrose gedrosselt wird. Da dies
aber in Wildtyp- und auch in Syndecan-4-defizienten Médusen beobachtet werden konnte,
scheint die Expression fiir a-SMA generell gedrosselt zu werden, was letztlich fiir die
kompensatorische Funktion der contralateralen Niere wichtig ist. Fiir Endothelin konnte
nach experimenteller obstruktiver Nephropathie dieselbe Beobachtung gemacht werden
(Hegarty et al., 2003). Endothelin erfiillt in der Niere eine gefilverengende Wirkung
(Vasokonstriktor), und kann daher auf Blutdruckverhéltnisse regulierend einwirken
(Chatziantoniou et al., 2004; Chatziantoniou und Dussaule, 2005). Zudem scheint
Endothelin in verschiedenen vaskuldren und renalen Erkrankungen erhoht synthetisiert zu
werden. Therapieansdtze mit Antagonisten gegen Endothelin-spezifische Rezeptoren
verhalfen zu einer Regeneration des renalen bzw. vaskuldren Gewebes. Bei einer
obstruktiven Nephropathie war in contralateralen Nieren der Endothelin-Spiegel reduziert.
Eine verminderte Endothelin—Expression in der contralateralen Niere wurde als Anpassung
an die hdmodynamischen Verdnderungen in Folge der Obstruktion gedeutet. In den
eigenen Untersuchungen konnte ein dhnlicher Sachverhalt der Grund fiir die verdnderte .-
SMA Expression in der contralateralen Niere sein.

Die gesteigerte Produktion von a-SMA in den obstruierten Nieren aus Syndecan-4-
knockout Maéusen fiinfzig Tage post UUO stellt einen deutlichen Kontrast zu den

Verhiltnissen in Wildtyp-Méusen dar. Erst nach einer verldngerten Obstruktion kommt es
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zu einem phénotypischen Merkmal in den Syndecan-4-defizienten Mdusen. Sie zeigen eine
erhohte Myofibroblastendifferenzierung, die mit Hilfe des Markerproteins a-SMA erfasst
werden konnte. Interessant ist, dass diese phinotypische Ausprigung zu einem sehr spéten
Zeitpunkt auftritt. Moglicherweise konnte die Defizienz des Syndecan-4 Gens in den
frilheren Phasen post Obstruktion (Tag 3 und 12) kompensiert werden. In Folge der
progressiven Erkrankung ist eine Kompensierung wahrscheinlich zu spéiteren Phasen nicht
mehr moglich.

Parallel zu a-SMA ist auch eine erhohte hsc70 Expression erkennbar. Hitzeschockproteine
dienen als molekulare Chaperone und kénnen als Stressantwortelemente aktiviert werden
(Chan et al., 2001; Valles et al., 2003; Williams et al., 1993). Chan et al. haben in ihren
Arbeiten zur Regression einer obstruktiven Nephropathie gezeigt, dass die hsc70
Proteinmengen in obstruierten Nieren ansteigen (Chan et al., 2001). Waihrend der
unilateralen urethralen Obstruktion schiitzen hsc70 Proteine moglicherweise vor
oxidativem Stress. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress
nach UUO auftritt (Chevalier et al., 1999; Kawada et al., 1999; Manucha et al., 2005;
Saborio et al., 2000). Eventuell ist der oxidative Stress in Syndecan-4-defizienten Mausen
fiinfzig Tage nach einer UUO hoher als in Wildtyp-Méusen zum gleichen Zeitpunkt und
fithrt so zu einer erhdhten hsc70 Expression. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, miisste
man den oxidativen Stress messen. Dies ist mit verschiedenen Methoden mdéglich. Dazu
zdhlt unter anderem die Detektion von Markerproteinen wie die Himoxygenase HO-1
(Annuk, 2004; Boaz et al., 2005; Garcon et al., 2004; Lucchi et al., 2005; scamps-Latscha
et al., 2004). HO-1 ist ein Enzym, das den Him-Abbau katalysiert, dabei entstehen als
Reaktionsprodukte freies Eisen und Kohlenmonoxid. In UUO-Experimenten ist die
Expression von HO-1 in den obstruierten Nieren hoher als in den Kontrollnieren (Pat et al.,
2005). Trotz der Annahme, dass oxidativer Stress eine initiale Form der inflammatorischen
Reaktion auf die UUO ist, scheint die Expression von HO-1 sieben Tage post UUO nicht
zu sinken. Die eigenen Ergebnisse konnen ein Hinweis darauf sein, dass der oxidative
Stress auch nach ldngerer Persistenz der Obstruktion bestehen bleibt und so die Expression
der Hitzeschockproteine weiter induziert. Weitere Experimente, die die Messung reaktiver
Sauerstoffspezies einbeziehen und unterschiedliche Zeitpunkte anvisieren, konnten zur
weiteren Aufkldrung der erhohten hsc70 Proteinmenge in den Syndecan-4-defizienten

Mausen beitragen.
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Um den Hinweis zu iiberpriifen, ob ein phinotypischer Unterschied zwischen Wildtyp- und
Syndecan-4-defizienten Miusen erst nach fiinfzigtigiger UUO auftritt, konnten ldngere
Obstruktionszeiten (75, 90 Tage) durchgefiihrt werden. Die Aufklarung iiber die Kausalitit
zwischen erhohten a—SMA sowie hsc70 Proteinmengen und der Syndecan-4-Defizienz
gekoppelt mit einer ldngeren Obstruktionsdauer (50 Tage) bedarf weiterer
Untersuchungen. Von Interesse wire, zu untersuchen, iiber welche Mediatoren die
fibrotische Reaktion (a-SMA und hes70 Expression) kontrolliert und aktiviert wird.
Oxidativer Stress kann iiber Angiotensin II und auch iiber den Inhibitor des
Plasminogenaktivators ausgeldst werden, die auch die Pathogenese einer renalen Fibrose
fordern konnen (Amann et al., 2006; Javeshghani et al., 2006; Theuer et al., 2002; Whaley-
Connell et al., 2006; Yamamoto et al., 2005). Eine Verkniipfung zwischen Angiotensin
und Syndecan-2 diskutieren Chen et al. (2004a). Eine Blockierung der Angiotensin AT;-
Rezeptoren mit dem Antagonisten Losartan resultierte in einer reduzierten Expression von
Syndecan-2 sowie in einer Relokalisation von a3- und a6-Integrinen in der neonatalen
Niere (Chen et al., 2004b). Diese Beobachtungen implizieren, so die Autoren, dass die iiber
Syndecane und Integrine ablaufenden Zell-ECM Interaktionen und nachtriaglich die ECM-
vermittelten zelluldren Funktionen gestort sind. In Korrelation dazu konnten die Autoren
eine durch Losartan ausgeloste Inhibition der Zellproliferation in neonatalen Rattennieren
beobachten.

In einer &lteren Arbeit mit vaskuliren Muskelzellen konnte nach Stimulation mit
Angiotensin II eine erhohte Syndecan-Expression beobachtet werden (Cizmeci-Smith et
al., 1993). Des Weiteren zeigten kiirzlich publizierte Daten, dass die hsc70 Expression
durch eine Losartan-Behandlung von UUO-Maiusen rasch ansteigt (Manucha et al., 2005).
Diesen Befunden zu Folge konnte ein mdglicher Zusammenhang zwischen einer
verminderten oder fehlenden Syndecan-Expression und einer hohen hsc70-Proteinmengen
herrschen.

Ein weiteres Kriterium zur Untersuchung der tubulointerstitiellen Fibrose war die
Expression der MMP. Thre Expression ist in verschiedenen fibrotischen
Nierenerkrankungen herunter reguliert. Beziiglich der MMP-Expression in obstruierten
Nieren konnten jedoch auch zu spiteren Phasen der UUO keine genotypisch bedingten
Unterschiede zwischen Wildtyp- und Syndecan-4-knockout Méusen detektiert werden. In
Wildtyp und Syndecan-4-defizienten Méusen liegt laut der Gelatine-Zymogramme das

gleiche Expressionsmuster der MMPs vor. Das zeitliche Expressionsprofil der MMPs
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variierte im Verlauf der UUO. Jedoch waren die Variationen in beiden Genotypen
gleichermaflen ausgeprégt. In den frilhen Phasen der UUO zeichneten sich zunéchst die
inaktive pro-MMP-2 sowie aktive MMP-2-Bande und die (inaktive) pro-MMP-1 Bande ab.
Mit anhaltender Obstruktion hingegen konnte in den obstruierten Nieren beider Genotypen
lediglich eine Bande detektiert werden, die sich als pro-MMP-2 erwies. Diese Befunde
zeigen, dass MMP-2 zu fritheren Zeitpunkten der Obstruktion (3 und 12 Tage) in seiner
aktiven Form vorlag und spiter nicht mehr aktiviert wurde. Solche Anderungen im
Expressionsprofil wurden auch in der Literatur beschrieben (Tomita et al., 2004). Nicht
aktiviertes MMP-2  konnte mit einer stagnierenden ECM-Umbildungsphase
zusammenhdngen, so dass eine Aktivierung dieser Protease nicht notwendig ist. Moglich
ist aber auch eine gezielte Inhibition von MMP-2. Experimentelle Studien zu MMPs im
Zusammenhang mit UUO veranschaulichten, dass TIMP-1 zur Inhibition von MMP-9
fiihrt, und dass die TIMP-1 Expression biphasisch verlduft (Duymelinck et al., 2000; Kim
et al., 2001). Die Inhibition der MMPs durch TIMP-1 wére demnach nicht kontinuierlich
und wiirde die beobachtete Verdnderung im MMP-Expressionsprofil erkliren.

Die oben genannten Hinweise verdeutlichen, dass die Anforderungen an Proteasen bzw. an
ithre Inhibitoren im Verlauf der experimentellen Obstruktion variieren. Dies spiegelt sich in
den Daten der eigenen Arbeit wider. Die fehlende Aktivierung von MMP-2 konnte mit der
Inhibition durch TIMPs zusammenhidngen. MMP-2 kann Kollagen Typ 1V, -V, -VII, -X,
-XI und ebenso andere Matrixkomponenten wie Laminin und Fibronektin proteolytisch
degradieren (Liu et al., 2005; Ma et al., 2004; Schaefer et al., 1997). Eine MMP-Inhibition
fiihrt zu einem verminderten Abbau und somit zur Akkumulierung entsprechender ECM-
Proteine, was ein charakteristisches Merkmal der renalen Fibrose darstellt. Moglicherweise
werden aber auch vermehrt ECM-Proteine gebildet, die nicht von MMP-2 abgebaut
werden. Diese Annahme stimmt mit Beobachtungen iiberein, die eine Anderung der
Matrixsynthese im Verlauf der tubulointerstitiellen Fibrose aufzeigen (Douthwaite et al.,

1999; Johnson et al., 2002).



DISKUSSION 150

4.4  Syndecan-4-Defizienz in primiren Hautfibroblasten

Eine weitere Fragestellung war eine mogliche Kompensation der Syndecan-4-Defizienz
durch andere Syndecane in primédren Hautfibroblasten. Die aufgestellte Arbeitshypothese
bezog sich auf Beobachtungen aus Wundheilungsstudien an Syndecan-4-defizienten
Maiusen. Im Vergleich zu Wildtyp-Méusen zeigen diese eine verzogerte Wundheilung mit
einer reduzierten Kontraktionsfliche und vermindertem Granulationsgewebe. Die
Wundheilungsstérungen sind gleichzeitig mit einer gestorten Angiogenese verkniipft.
Dennoch sind am Ende der Wundheilung die Wunden bei beiden Genotypen
gleichermallen verheilt (Echtermeyer et al., 2001).

Vorherige Arbeiten (Dissertation Kerstin Brands) deuten auf eine reduzierte
Migrationsfdhigkeit der dermalen Fibroblasten aus Syndecan-4-defizienten Méusen, die
eine reduzierte Bildung von Granulationsgewebe erkldren konnten. Eine Studie mit
Vimentin-knockout-Mausen zeigte vergleichbare Wundheilungs- sowie Migrationsdefizite
wie es fiir Syndecan-4-defiziente Méuse beschrieben wurde (Eckes et al., 1998). Vimentin
ist ein Protein, welches neben Paxillin in fokalen Kontakten, den Adhésionspunkten einer
Zelle auf (geeigneten) Matrices, vorkommt. Das Fehlen &hnlicher funktioneller Proteine
wie Vimentin und Syndecan-4 verursacht offensichtlich aufgrund einer reduzierten
Migration dieselben Wundheilungsstorungen. Eckes et al. stellten eine reduzierte
Transdifferenzierung von Vimentin-defizienten Fibroblasten in Myofibroblasten fest
(Eckes et al., 1998). Diese reduzierte Transdifferenzierung, die sich in der Expression von
a-SMA iduBlert, konnte auch fiir Syndecan-4-defiziente Fibroblasten beobachtet werden
(Dissertation Kerstin Brands).

Die Anwesenheit von Syndecan-4 wurde in fokalen Kontakten mittels in vitro
Untersuchungen mehrfach bestétigt (Carey, 1997; Couchman und Woods, 1999;
Echtermeyer et al., 1999; Saoncella et al., 1999; Simons und Horowitz, 2001; Tkachenko
et al., 2006; Wilcox-Adelman et al., 2002a; Woods et al., 2000; Woods und Couchman,
1994). Fiir Syndecan-4-defiziente dermale Fibroblasten wurde eine Umstrukturierung der
fokalen Kontakte beschrieben. In Syndecan-4-defizienten Fibroblasten sind die fokalen
Kontakte nicht an den Aullenflichen verteilt, sondern vielmehr in der Zellmitte lokalisiert.
AuBerdem weisen diese fokalen Kontakte weniger komplexe Proteinbindungen auf als sie
tiblicherweise beobachtet werden (Zamir und Geiger, 2001). Diese strukturellen

Unterschiede wurden als ein moglicher Grund der reduzierten Wanderungsfahigkeit
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gedeutet (Wilcox-Adelman et al., 2002b; Woods et al., 1998; Woods und Couchman,
1994). Die in vitro analysierten fokalen Kontakte sind vermutlich flir verschiedene
zelluldre Vorgéinge, wie z.B. fiir die Zellmigration, essentiell. Da das Fehlen von
Syndecan-4 eine Umstrukturierung von fokalen Kontakten bewirkt, konnte die
Wundheilung vermutlich aufgrund einer beeintrachtigten Signalvermittlung in den
umstrukturierten fokalen Kontakten gestort sein.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde untersucht, ob eine mdgliche
Relokalisation anderer Syndecan-Familienmitglieder  in Fibroblasten die
kompensatorischen Anforderungen erfiillen und zu einer am Ende -erfolgreichen

Wundheilung beitragen konnte.

4.4.1 Syndecan-1 mRNA und Proteine werden vermehrt in den Syndecan-4-

defizienten dermalen Fibroblasten exprimiert

In den eigenen Untersuchungen konnte eine Hochregulation der Syndecan-1 Expression in
Syndecan-4-defizienten Fibroblasten festgestellt werden (3.6.1). Im Vergleich zu Wildtyp-
Fibroblasten konnte eine um fiinfzig Prozent erhdhte Syndecan-1 RNA- und Proteinmenge
detektiert werden. Aufgrund dieser erhohten Syndecan-1 Expression koénnte eine
Kompensation der Syndecan-4-Defizienz in Fibroblasten erreicht werden. Die eigenen
Ergebnisse sind jedoch kontrdr zu der bisherigen Annahme, dass Syndecan-2 aufgrund
seiner groBBeren Homologien zu Syndecan-4 diese Kompensationsfunktion einnehmen
wiirde (Couchman, 2003; Oh und Couchman, 2004). Interessant sind diese Ergebnisse
zusétzlich unter dem Aspekt, dass Syndecan-1 primér ein Protein der epithelialen Zellen
darstellt (Bernfield et al., 1993; Bernfield et al., 1999). Dennoch sprechen die erhaltenen
Resultate fiir eine Uberexpression von Syndecan-1 auf Protein- und RNA-Level, die um
fiinfzig Prozent hoher lag als bei Wildtyp-Fibroblasten. Ob dies auch in vivo der Fall ist,
muss noch anhand von Wundheilungsstudien an Syndecan-4-defizienten Mausen iiberpriift
werden.

Syndecan-1 ist in verschiedenen Zelltypen an migratorischen Prozessen beteiligt
(Chakravarti et al., 2005). Insofern ist die Annahme, dass Syndecan-1 die Defizienz von
Syndecan-4 ersetzen und funktionell ausgleichen konnte, nicht unrealistisch. Fiir
Wechselwirkungen mit Wachstumsfaktoren konnten die GAG-Ketten an der Syndecan-1

Ektodomine, die ebenfalls zur Konzentrierung von Wachstumsfaktoren an der
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Zelloberfliche dienen, ausreichen (Beauvais und Rapraeger, 2003; Carey, 1997;
Couchman, 2003; Elenius und Jalkanen, 1994). Inwiefern die funktionelle Interaktion der
zytoplasmatischen Domine von Syndecan-4 durch die Uberexpression von Syndecan-1
ersetzt werden kann, ist bisher noch ungekldrt. Syndecan-4 kann {iber seine
zytoplasmatische Domédne mit verschiedenen Proteinen, wie Synectin, Syndesmos und
o-Actinin, die an einer Reorganisation des Aktinzytoskeletts beteiligt sind, interagieren
(Couchman, 2003; Echtermeyer et al., 1999; Horowitz und Simons, 1998; Koo et al., 2006;
Kusano et al., 2004). Eine weitere besondere Eigenschaft von Syndecan-4 ist die
Aktivierung von Protein Kinase Ca nach der Phosphorylierung eines bestimmten
Serinrestes in seiner zytoplasmatischen Domidne (Horowitz und Simons, 1998). Des
Weiteren ist erst kiirzlich die Vermutung belegt worden, dass iiber die Interaktion von
Syndecan-4 und PKC, RhoA aktiviert wird (Dovas et al., 2006). Syndecan-4 wurde anhand
dieser Experimente eine ganz spezifische Rolle in der Signaltransduktion der Rho-
GTPasen zugesprochen, die bisher fiir keines der anderen Syndecan-Mitglieder
beschrieben wurde. Im Falle der Kompensation einer Syndecan-4-Defizienz durch die
Uberexpression von Syndecan-1 in dermalen Fibroblasten stellt sich die Frage, inwiefern
Syndecan-1 zur Ubernahme dieser RhoA-Aktivierung fihig ist. McQuade und Rapraeger
haben zeigen konnen, dass fiir die Lamellipodienbildung in Raji-Zellen die
zytoplasmatische Region von Syndecan-1 nicht gebraucht wird, sondern eine Kombination
der extrazelluliren Region fiir die dynamische Reorganisation und der transmembranen
Doméne fiir die initiale Ausbreitung der Zellen benotigt wird (McQuade und Rapraeger,
2003). In einer weiteren Studie wurde in Deletionsexperimenten andererseits gezeigt, dass
die zytoplasmatische Doméne und insbesondere deren variable Domine fiir die
Lamellipodienbildung und die Migration von verschiedenen Zelltypen, wie auch von
Tumorzellen, notwendig ist (Chakravarti et al., 2005).

Analog zu Syndecan-4 scheint die zytoplasmatische Doméine von Syndecan-1 eine
spezifische Rolle bei der Zellmigration auszuiiben. Im Gegensatz zu Syndecan-4 ist
Syndecan-1 an der Lamellipodienbildung wihrend der Zellwanderung beteiligt. Es
existieren jedoch Unterschiede zwischen der Assemblierung von fokalen Kontakten und
der lamellipodialen Strukturen zur Zellbewegung. Als fokale Kontakte werden feste
Adhisionspunkte der Zellen mit der darunter liegenden extrazellularen Matrix bezeichnet,
die Signaltransduktions-Mikrodoménen darstellen (Couchman, 2003; Echtermeyer et al.,

1999). Im Vergleich dazu gelten Lamellipodien als Fascin-reiche Strukturen am Rande
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einer motilen Zelle. In Mausfibroblasten scheint Syndecan-1 die o,Bs-Integrin Signale zu
regulieren und damit zur Zell-ECM Interaktion beizutragen (McQuade et al., 2006).
Ahnlich wie bei Syndecan-4, welches ebenfalls mit Integrinen interagiert, ist die
Ektodoméine von Syndecan-1 hierfiir essentiell (Humphries et al., 2005; Stepp et al., 2002).
Die Ektodoménen von Syndecan-1 und -4 sind zwar etwas unterschiedlich aufgebaut,
moglicherweise konnen sie aber unter entsprechenden Vorraussetzungen durch
Aktivierung alternativer Signalwege die gleichen zelluldren Prozesse regulieren.
Beispielsweise wurde an Trabekelwerk-Zellen gezeigt, dass fokale Adhésionen auf einer
immobilisierten Fibronektin-Matrix iiber a4f1-Integrin vermittelt und ohne Beteiligung
von Syndecan-4 gebildet werden (Peterson et al., 2005). In Fibroblasten wird dieser
Prozess dagegen tiiber aSP1-Integrin vermittelt und benétigt auBlerdem Syndecan-4
(Humphries et al., 2005; Thodeti et al., 2003; Woods et al., 2000; Woods und Couchman,
1994; Woods und Couchman, 2001; Zimmermann und David, 1999).

4.4.2 TGF-B1 beeinflusst die Expression von Syndecan-1 mRNA in

Syndecan-4-defizienten Hautfibroblasten

Durch exogene Zugabe von TGF-f1 konnte in primdren Hautfibroblasten aus Syndecan-4-
defizienten Mausen die Syndecan-1 Expression gedrosselt werden. Dieser Einfluss durch
die TGF-B1 Zugabe war nach 48 h Stimulation am deutlichsten zu sehen. Zu diesem
Zeitpunkt wurde eine vierzigprozentige Reduktion der Syndecan-1 mRNA gegeniiber
Wildtypzellen beobachtet. Offenbar hat TGF-B1 einen regulatorischen Einfluss auf die
Expression von Syndecanen in dermalen Fibroblasten. Eine dhnliche Wirkung von TGF-f1
wurde in der Literatur bereits fiir verschiedene Zelltypen beschrieben. In periodontalen
Osteoblasten und Fibroblasten wird die Syndecan-1 Transkription durch die Inkubation mit
TGF-B1 ebenfalls gedrosselt (Worapamorn et al., 2001). Eine weitere Studie zur
Differenzierung von Myoblasten zeigt einen dhnlichen regulatorischen Einfluss von
TGF-B1 auf die Syndecan-1 Expression (Larrain et al., 1997). Wihrend dieser
entwicklungsphysiologischen Verdanderungen spielen TGF-B1 und verschiedene andere
Faktoren eine wichtige Rolle. Sie steuern iiber die Regulation der Syndecan-1 Expression
den Differenzierungszustand der Zelle oder beeinflussen die Zellbewegung. Erst kiirzlich

wurde eine Arbeit mit Epithelzellen publiziert, in denen TGF-B1 die Syndecan-1
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Expression erhoht (Hayashida et al., 2006). Die dort beschriebene dosis- und zeitabhéngige
Induktion von Syndecan-1 nach Stimulation mit TGF—B1 konnte durch die Blockierung
von PKCa gestort werden. Diese Befunde suggerieren einen Zusammenhang zwischen
TGF—-B1 und PKCo im Bezug auf die Syndecan-1 Expression. Die Mutation eines
Serinrestes in der zytoplasmatischen Doméne von Syndecan-1 lieB diese Wirkung
autheben (Hayashida et al., 2006). Es scheint, als ob die Phosphorylierung des Serinrestes
von Syndecan-1 durch PKCa zu einer Erhohung der Syndecan-1 Oberfldchenexpression
fiihrt, und diese von TGF-B1 direkt kontrolliert wird. Eine Regulation findet demnach auf
posttranslationaler Ebene statt. In Leberzellen scheint TGF-B1 sowohl einen aktivierenden
als auch einen inhibierenden Effekt auf die Expression von Syndecan-1 auszuiiben
(Sebestyen et al., 2000).

All diese Arbeiten liefern Indizien dafiir, dass eine direkte Regulation der Syndecan-1
Expression durch TGF-§ mdglich ist. Dies spricht mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit iiberein. Welche Faktoren eine Erniedrigung der Synthese des potentiell
kompensatorisch ~ wirkenden  Proteins  bewirken, ist zurzeit noch  unklar.
Hochstwahrscheinlich  reflektiert  die  verringerte ~ Synthese  entweder  eine

pathophysiologische oder eine entwicklungsphysiologische Situation.

4.5 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass in Syndecan-4-defizienten Mausen in
Folge einer unilateralen Nephrektomie Verdnderungen im Vergleich zu Wildtyp-Méusen
hervorgerufen werden. Darunter ist die Syndecan-2 Expression, die ausschlieBlich in den
Glomeruli der Syndecan-4-defizienten UNX-Mduse beider Geschlechter detektiert wurde,
zu nennen. AuBerdem entwickelten ausschlieBlich méannliche Syndecan-4-defiziente
Maiuse einen pathologischen Phinotyp, der sich durch groBflichige Expansion des
glomeruldren Mesangiums und Einschniirungen der Basalmembran sowie dem Verlust der
Kapillarlumen auszeichnete. Die unilaterale urethrale Obstruktion hingegen zeigte keine
sichtbaren histologischen Unterschiede zwischen Wildtyp- und Knockout-Mausen. Erst
nach einer fiinfzigtidgigen Obstruktion konnten erhéhte a-SMA und hsc70 Proteinmengen
in  Syndecan-4-knockout Maiausen detektiert werden. Diese Befunde aus zwei

unterschiedlichen Erkrankungsmodellen veranschaulichen, dass im Falle der UNX die
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Syndecan-4-Defizienz einen pathologischen Phénotyp, der geschlechtsgebunden ist,
hervorruft. Es wird deutlich, dass die Syndecan-4-Defizienz den Verlauf einer renalen
Erkrankung Geschlechter-abhédngig beeinflusst. Daher ist es von Interesse, die genauen
Zusammenhénge aufzukldren. Zunéchst sollte gekliart werden, durch welche Bedingungen
sich in ménnlichen Syndecan-4-defizienten Méuse eine Glomerulopathie entwickelt. Da
Testosterone in renalen Erkrankungen einen negativen Einfluss ausiiben und das
Krankheitsbild verschlimmern koénnen, sollte {iiberpriift werden, ob sich der
Testosteronspiegel der Syndecan-4-defizienten Mannchen vor und nach der Behandlung
von dem der Wildtyp-Ménnchen unterscheidet.

Eine weitere Fragestellung bezieht sich auf die Regulation der Syndecan-2 Expression in
Syndecan-4-defizienten Mausen. Hier sollte geklart werden, ob Hormone die Syndecan-2
Expressions-Level regulieren konnen und ob dadurch der Verlauf der Glomerulopathie
beeinflusst wird. Zur Uberpriifung kénnte man weiblichen Syndecan-4-defizienten Miusen
Testosterone, den minnlichen Syndecan-4-defizienten Méiusen hingegen Ostrogene
verabreichen. Und anschlieBend konnten die Expressions-Level/ von Syndecan-2 in den
Versuchsgruppen miteinander verglichen werden. In diesem Kontext sollte der TGF-1
Proteinspiegel ebenfalls analysiert werden. Da eigene Resultate eine erhohte TGF-1
Proteinmenge in Syndecan-4-defizienten UNX-Minnchen zeigen, wire interessant zu
erfahren, ob sich durch hormonelle Einfliisse die Expression von TGF-1 verdndert.
Beziiglich der TGF-B1 Expression in den midnnlichen Syndecan-4-defizienten Méusen
sollte untersucht werden, iiber welchen Signalweg die TGF-B1 Signale weitergeleitet
werden. In der Literatur werden die Smad-Proteine als direkte Mediatoren der TGF-3
Signale betrachtet. Jedoch ist ein Cross-Talk zwischen MAP Kinasen und den Smad-
Proteinen moglich. Daher sollte tiberpriift werden, wie die Expression der MAPK und
Smads in den Syndecan-4-defizienten UNX-Ménnchen sich von denen der Syndecan-4-
defizienten UNX-Weibchen und Wildtyp UNX-Maiusen unterscheiden.

Des Weiteren sollte herausgefunden werden, ob in Syndecan-4-defizienten UNX-
Mainnchen eine direkte Interaktion zwischen Syndecan-2 und TGF-B1, wie es bereits fiir
die diabetische Niere beschrieben wurde (Chen et al. 2004), besteht. Mit Hilfe der
Immunelektronenmikroskopie konnte eine mogliche Ko-Lokalisation von Syndecan-2 und
TGF-B1 in den Syndecan-4-defizienten UNX-Minnchen ausfindig gemacht werden.

Untersuchungen mit Hilfe von Immunprizipitationen kénnten dariiber hinaus aufklédren, ob
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eine Bindung zwischen TGF-B1 und Syndecan-2 Proteinen in UNX-Nieren aus
Syndecan-4-defizienten =~ Ménnchen  existiert. ~ Mdoglicherweise  wiirden  diese
Untersuchungen weitere Einblicke in die komplexen Zusammenhinge der

Glomerulopathie und der an ihr beteiligten Proteine geben.
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