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1. Zusammenfassung

Glomeruldre  Schadigung ist mit Veranderungen des strukturgebenden
Aktinzytoskeletts verbunden. Der aPKC-Par-Komplex konnte als essenzieller Akteur
zum Aufbau und Erhalt der komplexen Podozytenarchitektur identifiziert werden.
Wahrend der podozytenspezifische Verlust von aPKC® in einer schweren
Schadigung des Nierenfilters resultiert, bleibt der podozytenspezifische knockout von
Par3A phéanotypisch unauffallig. Das Ziel dieser Arbeit war es daher, neue aPKCi°t-
Targets zu identifizieren, um ein tieferes Verstandnis fur die Polarititswege von
aPKC°® in Podozyten zu erlangen. Zur Identifikation neuer Targets testeten wir dazu
die Inhibitoren ATG, ATM und PS432 von aPKCi°®in vitro. Die effiziente Inhibition von
aPKC©®@ durch die chemischen Inhibitoren konnte in der Podozytenzelllinie nicht

reproduziert werden.

In einem zweiten Ansatz wurden parallel aPKC°2-knockdown Experimente in einer
Podozytenzelllinie sowie in Sammelrohrzellen der Niere durchgefuhrt, um die Targets
von aPKC™?a zwischen Podozyten und klassischen Epithelien zu vergleichen. Die
Phosphoproteomanalyse des aPKC@-induzierbaren  knockdown in  der
Podozytenzelllinie ergab zahlreiche potenzielle Targets von aPKC°®, Einige der
interessanten Proteine sind mit dem Aktinzytoskelett assoziiert und unterstreichen die
funktionelle Bedeutung von aPKC"®® an der Ausbildung der Podozytenarchitektur. Die
Phosphoproteomanalyse der Sammelrohrzellen ergab bei analogen Testgutekriterien
keine signifikanten Targets von aPKC?, sodass auf einen Vergleich zwischen
Podozyten und klassischen Epithelien verzichtet wurde.

Kurzlich publizierte Forschungsergebnisse belegen, dass aPKC®® in Podozyten im
Gegensatz zu klassischen Epithelien unabhangig von Par3A/B organisiert ist. Dies ist
im Einklang mit der aktuellen Studienlage, die auf eine einzigartige
Polaritatsmaschinerie in Podozyten hindeutet. Die identifizierten aPKC°®2-Targets
sowie zukunftige in-vivo-Experimente werden zu einem tieferen Verstandnis der
Polaritditswege in Podozyten beitragen und eventuell zur Etablierung neuer,
spezifischer Therapieansatze wahrend glomeruléarer Schadigung fuhren.
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2. Einleitung

2.1 Einleitende Zusammenfassung

Chronische Nierenerkrankungen stellen ein wachsendes, globales
Gesundheitsproblem dar. In einkommensstarken Landern liegt die Pravalenz bei ca.
11%' der erwachsenen Bevolkerung.?® Die Hauptursachen fir chronische
Nierenfunktionseinschrankungen sind Diabetes mellitus und arterielle Hypertonie.>4>
Im Verlauf droht eine terminale Niereninsuffizienz, die sich unter anderem durch
Linksherzhypertrophie, renale Osteopathie, renale Anamie und uramisches Syndrom
manifestieren kann.'# Chronische Nierenerkrankungen sind dariber hinaus ein
Hochrisikofaktor flr zukiinftige kardiovaskulare Ereignisse.# In einer groBangelegten
Kohortenstudie konnten Tonelli und Kollegen (2012) nachweisen, dass chronische
Nierenerkrankungen mit einer hoheren Gesamtmortalitat assoziiert sind als ein
vorausgegangener Myokardinfarkt. Trotz intensiver Forschung und einem
wachsenden tieferen Verstandnis fur die molekularpathologischen Ursachen von

Nierenerkrankungen haben sich bis heute keine spezifischen Therapien etabliert.

In der Mehrheit der Félle liegt chronischen Nierenerkrankungen ein Funktionsverlust
der Glomeruli zugrunde. In den Glomeruli werden durch Ultrafiltration des Blutplasmas
taglich 180 | Primarharn gebildet.” Um fiir den Organismus essenzielle Bestandteile zu
erhalten, wird das Plasma durch eine Blut-Harn-Schranke filtriert, die fur groRere
Proteine wie Albumin undurchlassig ist.* Im anschlieBenden Tubulussystem werden
zusatzlich tber 99% der filtrierten Molekile und des Wassers aus dem Primarharn
resorbiert sowie Abfallstoffe sekretiert.2 Der Nierenfilter setzt sich aus dem
fenestrierten Endothel der Kapillaren, der glomerularen Basalmembran und den
Podozyten zusammen.®1® Podozyten sind hochspezialisierte, postmitotische
Epithelzellen der Niere, die durch Ausbildung priméarer und sekundarer Fortsatze die
Blutkapillaren vollstdndig umschlie3en. Benachbarte Podozyten sind durch eine
einzigartige Schlitzmembran miteinander vernetzt, die Uber die Funktion einer

mechanischen Filtereinheit hinaus eine komplexe Signalplattform integriert.”-11

Schadigungen an den Podozyten sind durch Veranderungen des strukturgebenden
Aktinzytoskeletts  charakterisiert.'>13  Die  resultierenden  morphologischen
Verdnderungen zeigen sich im Verlust der Schlitzmembran und des

podozytenspezifischen Fortsatzmusters, das als Foot Process Effacement bezeichnet
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wird.*415 Polaritatssignalwege sind als ein Hauptregulator an der Zelldifferenzierung
beteiligt und fiur die Ausbildung und Aufrechterhaltung des Aktinzytoskeletts
essenziell.'® Wahrend der Entwicklung der Zelle sind sie zudem fir die exakte
Lokalisation von lonentransportern, Kanélen und Transkriptionsfaktoren zu
spezifischen  Plasmamembranbereichen  verantwortlich.!” Die  apikobasale
Zellpolaritatsachse wird in Epithelien durch die Polaritatskomplexe Crumbs-, Par- und
Scribble-Komplex etabliert.'® Wahrend der Crumbs-Komplex bestehend aus Crumbs,
Protein associated with Lin-7 1 (Palsl) und Palsl-associated tight junction protein
(Patj) apikal lokalisiert ist,'° befindet sich der Par-Komplex apikolateral und setzt sich
aus der atypischen Proteinkinase C (aPKC), Partitioning defective 3 (Par3) und
Partitioning defective 6 (Par6) zusammen.?%?! Der Scribble-Komplex ist in
basolateralen Domé&nen der Zelle lokalisiert und besteht aus den Proteinen Scribble,
Discs large (Dlg) und Lethal giant larvae (Lgl).2° Uberraschenderweise ist der
podozytenspezifische knockout von Scribble und Par3A phanotypisch unauffallig,®1%:20
wahrend der podozytenspezifische knockout der Polaritatsproteine Crumbs und
aPKC©® zu gravierender Schadigung der Podozytenmorphologie fiihrt.22 Obwonhl
Par3A den aPKC-Par-Komplex Uuber Nephl-/Nephrin-Interaktion mit der
Schlitzmembran verbindet,1° fihrt eine genetische Deletion nicht zu glomerularer
Schadigung.® Aktuelle Studien konnten zeigen, dass Par3B die dominierende Variante
der Par3-Proteine in Podozyten ist,>?3 allerdings im Unterschied zu Par3A keine
aPKC-Bindedomane aufweist.?* Bislang ist nicht geklart, wie die Kinase aPKC®®? an
der Schlitzmembran verbleiben kann, nachdem das codierende Gen fir Par3A
ausgeschaltet wurde. Weiterhin sind die aPKC°®-spezifischen-Targets in Podozyten
nicht bekannt. Ziel dieser Arbeit ist es daher, potenzielle Targets der Kinase aPKC©

zu identifizieren und mogliche Wechselwirkungen zu untersuchen.

2.2 Stand der Forschung

Die paarig angelegten Nieren sind mit 20 % des Herzzeitvolumens die am starksten
durchbluteten Organe des Korpers.?>?¢ Sie produzieren durch Ultrafiltration des
Blutplasmas taglich ca. 180 | Primarharn,?”?® der im Nierentubulussystem auf 1 - 2 |
Endharn? konzentriert wird. Durch komplexe Regulationsprozesse im Tubulus- und
Sammelrohrsystem werden essenzielle Stoffe wie Elektrolyte resorbiert und
harnpflichtige Stoffwechselendprodukte eliminiert.?®> Durch Regulation des Wasser-
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und Elektrolythaushalts beeinflussen die Nieren den arteriellen Blutdruck und das

Blutvolumen im Koérperkreislauf wesentlich mit.

Makroskopisch gliedert sich das Nierenparenchym in die Nierenrinde und das innen
liegende Nierenmark auf.2 Die funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron, das sich
aus Nierenkorperchen und Tubulussystem zusammensetzt.?® Die in der Rinde
lokalisierten Nierenkdrperchen bestehen aus einem Gefallknéauel, dem sogenannten
Glomerulus, das von der undurchlassigen Bowman-Kapsel umschlossen wird.® Im
Gefal3pol des Nierenkorperchens finden lber die Vas afferens und Vas efferens
Blutzufuhr und -abfluss statt.82830 |In den Kapillarschlingen des Glomerulus entsteht
durch Ultrafiltration des Blutes der Primarharn,?® der zwischen viszeralem und
parietalem Blatt der Bowman-Kapsel aufgefangen wird.2 Das Ultrafiltrat muss hierzu
eine dreischichtige Barriere passieren, bestehend aus fenestriertem Endothel der
Kapillaren, der glomularen Basalmembran und den Podozyten, die das viszerale Blatt
der Bowman-Kapsel darstellen.”® Die lumenwartige Plasmamembran des Endothels
sowie der Podozyten ist von einer anionischen Glykokalyx tberzogen, die zuséatzlich
zur negativ geladenen glomerularen Basalmembran eine Barriere flr negativ geladene
Molekile darstellt.”#3! Podozyten sind postmitotisch und besitzen eine einzigartige
Morphologie durch Ausbildung von primaren und sekundéaren Fortsatzen. In dem ca.
40 nm Dbreiten Spalt zwischen benachbarten Podozyten spannt sich die
Schlitzmembran auf, die als hochspezialisierter Zell-Zellkontakt Ahnlichkeit zu Tight
und Adherens Junction aufweist und selektiv permeabel in Abhangigkeit von GroRRe
und Form der Molekile ist.”3! Der produzierte Primarharn wird in den proximalen
Tubulus fortgeleitet, der am Harnpol der Bowman-Kapsel entspringt.83%32 Der
Harnfluss erfolgt weiter tber den Intermedidrtubulus in den distalen Tubulus, um

schlieRlich durch den Verbindungstubulus in das Sammelrohr zu miinden.28

221 Glomerulare Entwicklung

Eine Hauptaufgabe der Niere ist die Ultrafiltration des Blutplasmas, die durch die
Integritat von ca. einer Millionen Filtereinheiten, den Glomeruli, gewéahrleistet wird.33
Wahrend der Embryonalentwicklung ist eine komplizierte Maschinerie an
Transkriptionsfaktoren, parakrinen Signalkaskaden und Zellinteraktionen erforderlich,
um die hochentwickelte Architektur der Glomeruli zu bilden.'® Die Glomerulogenese
durchlauft vier Entwicklungsstadien, beginnend mit dem Nierenblaschen, dem
Komma- und S-férmigen Korperchen, dem Kapillarschlingenstadium und schlief3lich
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der Reifung der Podozyten.!! Im kommaférmigen Stadium weisen Podozyten ein
klassisches Zylinderepithel auf. Zell-Zell-Kontakte werden durch einen apikalen
Zellverbindungskomplex bestimmt (Abb. 1), der vorwiegend durch Cadherine und
Tight Junction-Proteine wie Zonula occludens protein 1 (ZO-1) dominiert wird.'® Durch
parakrine Sekretion von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) regen die noch
unreifen Podozyten endotheliale Vorlauferzellen zur Vaskulogenese in der Spalte des
S-formigen Korperchens an.*® Im somit induzierten Kapillarschlingenstadium verlagert
sich die apikale Verbindungsmaschinerie zum basalen Teil der Epithelzelle und bildet
die Schlitzmembran aus, die sowohl Charakteristika einer Adherens Junction!®3* als
auch einer Tight Junction aufweist.1134 Die primordialen Podozyten beginnen mit der
Expression klassischer Schlitzmembran-Proteine wie Nephrin, Nephl, Podocin und
CD2-associated protein (CD2AP).1119:35 Der aPKC-Par-Komplex, der fir die Integritat
der Zellpolaritat eine zentrale Rolle spielt, ist in den frihen Entwicklungsstadien der
Podozyten ebenfalls apikal lokalisiert und transloziert gemeinsam mit den Zell-Zell-
Kontakten zum basolateralen Segment der Zelle.?° Parallel findet eine faszinierende
Konformationsanderung vom Kklassischen Zylinderepithel zur Ausbildung der
einzigartigen Podozytenarchitektur mit primaren und sekundaren Fortsatzen statt, die
mit dem Verlust der Zellteilungsfahigkeit assoziiert ist.1%® Die glomerulare
Basalmembran wird durch Fusion der beiden Basalmembranen von Podozyten- und

Endothel-Vorlauferzellen gebildet.1°36

Bemerkenswerterweise konnte gezeigt werden, dass sich bei glomularer Schadigung
die Fortsatze der Podozyten zurlickbilden'® und die Zellen wieder das typische
Erscheinungsbild von klassischen Epithelzellen annehmen. Zusatzlich findet eine
Translokation der basolateralen Zellkontakte zum apikalen Teil der Zelle statt, begleitet
von einer Expression von Tight Junctions, wie sie in frihen Entwicklungsstadien der
Podozyten beobachtet wird.1® Eine Annahme besteht darin, dass die phanotypische
Zellveranderung als Schutzmechanismus aktiviert wird, um den podozytéren
Zellverlust durch stabilere Verbindungen zwischen den Zellen und zur glomeruléren
Basalmembran zu verhindern.'* In meiner Forschungsgruppe (AG Brinkkotter) wurde
die Hypothese generiert, dass Podozyten wahrend glomerularer Erkrankungen eine
Art Dedifferenzierung durchlaufen (Abb. 1). In diesem Stadium ist die
Podozytenschadigung noch reversibel und daher von grof3tem Interesse fir

potenzielle Therapiestrategien.
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Entwicklung Erkrankung
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Schlitzmembran

Reife Podozyten

Abb. 1: Schematische Darstellung der Podozytenentwicklung (modifiziert nach Hartleben und
Kollegen, 2012)20

A Im kommaférmigen Stadium weisen pramature Podozyten apikal gelegene Zellverbindungskontakte
auf.®

B Der aPKC-Par-Komplex transloziert ab dem S-formigen Stadium gemeinsam mit den Zell-Zell-
Kontakten Richtung basolateralem Anteil der Podozyten.?°

C Im Kapillarschlingenstadium befindet sich die Zellverbindungsmaschinerie und der aPKC-Par-
Komplex schlie3lich am basalen Pol der Zelle, wahrend die Reifung von priméren und sekundéaren
Fortsatzen beginnt.1119

D Die differenzierten Podozyten bilden interdigitierende FuR3fortsatze aus, zwischen denen sich die
Schlitzmembran aufspannt.11.1°
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2.2.2 Podozyten und der Schlitzmembrankomplex

Podozyten sind hochspezialisierte Epithelzellen der Niere und bilden die &uf3ere
Schicht der glomerularen Filtrationsbarriere.'* Durch Ausbildung von priméaren
Fortsatzen, von denen sich sekundéare Ful3fortsatze verzweigen, verzahnen sich
benachbarte Podozyten untereinander.® Der Spalt zwischen benachbarten Podozyten
wird durch eine sogenannte Schlitzmembran Gberbrickt, die neben einer
mechanischen Siebfunktion Ausgangspunkt komplexer Signalwege ist (Abb. 2).” Eine
Schadigung des strukturgebenden Aktinzytoskeletts der Podozyten ist eine Ursache
fur das Leitsymptom von Nierenerkrankungen, der Proteinurie, und daher von zentraler

Bedeutung fir die nephrologische Forschung.”*3

Um die spezifische Architektur der Podozyten auszubilden, besitzen Zellkoérper und
primare Fortséatze ein Zytoskelett aus Mikrotubuli und Intermediarfilamenten, wahrend
die sekundaren FuRfortsatze aus Aktin-Mikrofilamenten bestehen.!! Die
Mikrofilamente sind in Blndeln organisiert, die bis in die Auslaufer der FuRR3fortsatze
reichen.!! Die Aktinfilamente sind mit der glomerularen Basalmembran tber einen
a3B1-Integrin-Komplex verbunden,'#3” der mit Kollagen IV der glomerularen
Basalmembran interagiert.! Podozyten weisen ein kontraktiles Aktinzytoskelett
auf,1138 pestehend aus Paxillin?, Aktin, Talin, Vinculin, Myosin-Il und a-Actinin-4.14
Mutationen im fur a-Actinin-4 kodierenden Gen ACTN4 fliihren zu einer autosomal-
dominanten Form der fokal-segmentalen Glomerulosklerose (FSGS).*® Das
Adapterprotein CD2AP stellt eine Verbindung zwischen dem Aktinzytoskelett*® und der
Schlitzmembran Uber das Schlitzmembranprotein Nephrin her.'* CD2AP-knockout-
Mause zeigen ein kongenitales nephrotisches Syndrom und versterben wenige
Wochen nach der Geburt.*! Die dramatischen Auswirkungen in Mutationen der
Genexpression von a-Actinin-4 und CD2AP demonstrieren die grundlegende
Bedeutung des Aktinzytoskeletts fur die Struktur und Funktionalitat der Podozyten. Ein
weiteres strukturrelevantes Protein der kontraktilen Mikrofilamente ist Synaptopodin
(Synpo),*? das mit a-Actinin interagiert und an der Bindelung der Aktinfilamente
beteiligt ist.*®> Asanuma und Kollegen (2012) konnten in vitro und in vivo nachweisen,
dass der knockout von Synaptopodin zu einer verzégerten Neubildung von
Aktinfilamenten fuhrt.** Zudem lassen ihre Forschungsergebnisse schlussfolgern,
dass ein weiteres Protein, Synpo-T, in der Abwesenheit von Synaptopodin dessen
Funktion kompensiert.** Ning und Kollegen (2020) konnten im Gegensatz zu den

vorherigen Forschungsergebnissen zeigen, dass Synaptopodin fur die Entwicklung
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und den Erhalt der Podozyten verzichtbar ist, jedoch eine protektive Wirkung vor

Nierenerkrankungen besitzt.*4

Die Ful3fortsatze von interdigitierenden Podozyten sind verbunden durch einen
Multiproteinkomplex, der sogenannten Schlitzmembran, welche unter anderem aus
den Proteinen Nephrin, Podocin, Nephl und CD2AP zusammengesetzt ist (Abb. 2).11
Das Protein Nephrin wird durch das Gen NPHS1 codiert, dessen Mutation ursachlich
fur das nephrotische Syndrom vom finnischen Typ ist.”14546 Nephrin und Nephl, die
gemeinsam zur Immunglobulin-Superfamilie zahlen, interagieren mit dem Genprodukt
von NPHS2, Podocin.”4” NPHS2 ist in einer Form des steroidresistenten,
nephrotischen Syndroms mutiert und beweist die Bedeutung von Podocin fur die
Integritat des glomerularen Filters.*® Huber und Kollegen (2003) konnten zeigen, dass
Podocin Nephrin zu sogenannten Lipid-Raft-Mikrodomanen navigiert, wodurch die
Effizienz des Nephrin-Signaling erheblich gesteigert wird.*® Eine weitere Induktion der
Signaltransduktion erfolgt durch Interaktion zwischen ZO-1 und Neph1.5° Knockout-
Mause mit einer Mutation fir Nephl weisen ein kongenitales, nephrotisches Syndrom
auf, das dem Phanotyp von NPHS-Mutationen ahnelt.” In einer kirzlich publizierten
Studie konnten Butt und Kollegen (2020) demonstrieren, dass Mutationen in Podocin
zu Veranderungen im Aktinzytoskelett der Podozyten und einer Verkirzung der
Schlitzmembran fiihren.>' Durch diese morphologischen Veranderungen wird die
Resistenz der Podozyten gegeniber den Filtrationskraften herabgesetzt und der von
den Podozyten ausgetibte Kompressionsdruck auf die glomeruléare Basalmembran
vermindert.5! In Folge dessen wird die Faserdichte der glomerularen Basalmembran
aufgelockert und die Permeabilitdt des Nierenfilters erhéht, was sich klinisch als

Proteinurie manifestiert.>?

Zusammenfassend beweist die aktuelle Studienlage, dass die Funktionalitat des
Nierenfilters wesentlich durch wechselseitige Interaktionen und Signalkaskaden
zwischen Schlitzmembran und Aktinzytoskelett gewahrleistet wird.’

19



Par3

@ aPKC
% Par6
= Podocin

—=e0 Nephrin

Abb. 2: Glomerulére Schlitzmembran und der Par-Komplex

Der dreischichtige Nierenfilter setzt sich aus dem fenestrierten Endothel, der glomerularen
Basalmembran und den Podozyten mit ihren primaren und sekundaren Fuf¥fortsdtzen zusammen.
Benachbarte Podozyten sind Uber eine einzigartige Schlitzmembran verbunden, die u. a. aus Podocin
und Nephrin besteht. Der evolutionar hochkonservierte Par-Komplex setzt sich aus der Kinase aPKC
sowie den Gerlstproteinen Par3 und Par6 zusammen. In Podozyten ist der Komplex mit den
Schlitzmembranproteinen Podocin  und Nephrin  assoziiert. (SM: Schlitzmembran, PF:
Podozytenfortsatz, GBM: Glomeruldre Basalmembran, FE: fenestriertes Endothelium)

Mit freundlicher Erlaubnis von Dr. Sybille Kéhler, Zentrum fir Molekulare Medizin KéIn (ZMMK), Klinik
I fUr Innere Medizin der Universitéat zu Kéln

2.2.3  Zellpolaritat

2.2.3.1 Epitheliale Zellpolaritat

Epithelzellen sind die dominierende Zellart in vielzelligen Organismen und fungieren
als selektive Schutzbarriere, die sdmtliche inneren und auf3eren Oberflachen des
Korpers bedeckt.>? Epithelzellen weisen eine asymmetrische Polaritatsachse auf, die

sich in ein apikales, laterales und basales Kompartiment gliedert.>® Wahrend die
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apikale  Zelloberflache lumenwarts gerichtet und unter anderem fur
Sekretionsprozesse verantwortlich ist,>? wird Uber das laterale Zellkompartiment die
Verbindung zu benachbarten Zellen hergestellt.>3 Der basal gelegene Teil der Zelle
dient der Verankerung mit der Basalmembran.'®% Das biologische Prinzip der
Zellpolaritat ist elementar fur die Entwicklung und den Erhalt von Zellen und reflektiert
durch eine spezifische Lipid- und Proteinzusammensetzung die unterschiedlichen
zellularen Funktionsbereiche.'®% Die epitheliale Zellpolaritat wird durch drei
evolutionar hochkonservierte Polaritatskomplexe, den Par-, Scribble- und Crumbs-
Komplex, gewahrleistet (Abb. 3).18 Der Par-Komplex besteht aus den Gerustproteinen
Par3 und Par6 sowie der Serin/Threonin-Kinase aPKC und ist in klassischen
Epithelzellen apikolateral lokalisiert.>112021 Der Crumbs-Komplex setzt sich aus den
Proteinen Crumbs, Palsl und Patj zusammen und befindet sich apikal.®*® Der
basolateral gelegene Scribble-Komplex wird aus den Proteinen Scribble, Dig und Lgl
zusammengesetzt,?® die neben regulatorischen Funktionen als Gerlstproteine

fungieren.?!

Lumen

~ N [ N |
— OO @O0, ;
O
<>
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Zellpolaritditskomplexe in klassischen Epithelzellen
(madifiziert nach Martin-Belmonte und Kollegen, 2011)8

In klassischen Epithelzellen wird die Zellpolaritat durch drei Polaritdtskomplexe gewdhrleistet. Der
Crumbs-Komplex (in orange dargestellt) ist apikal lokalisiert und besteht aus den Proteinen Crumbs,
Palsl und Patj.®1® Der Par-Komplex (griin) befindet sich apikolateral und setzt sich aus der Kinase
aPKC, Par3 und Par6 zusammen.22! Der Scribble-Komplex (rot) befindet sich hingegen in
basolateralen Domanen der Zelle und besteht aus den Proteinen Scribble, Dlg und Lgl.2° (TJ: Tight

Junction, AJ: Adherens Junction)

2.2.3.2 Der aPKC-Par-Polaritatskomplex

In klassischen Epithelien ist der Par3-Par6-aPKC Komplex essenziell fir die
Etablierung der Zellpolaritdt. Die ersten codierenden Gene fur Polaritatsproteine
wurden 1988 von Kemphues und Kollegen (1988, 2008) im Embryo des Fadenwurms
Caenorhabditis elegans entdeckt.>*% Im Verlauf wurde herausgefunden, dass fiir die
asymmetrische Zellteilung der Zygote von Caenorhabditis elegans insgesamt 6
Partitioning defective-Proteine erforderlich sind. Neben dem 14-3-3 Protein Par5 und
dem Zinkfingerprotein Par2%¢ dienen Par1®’ und Par4%8 als Serin/Threonin-Kinasen.%*
Die Par-Proteine Par3 und Par6 besitzen PDZ-Domaénen, die eine direkte Interaktion
untereinander ermdoglicht.>* Sie fungieren dariiber hinaus als Geristproteine und
bilden mit der Kinase aPKC den evolutionar konservierten aPKC-Par-Komplex.
Wahrend Par3 lber seine erste PDZ-Domane mit Par6 interagiert,>*5%:69 bilden aPKC
und Par6 einen Heterodimer Uiber ihre PB-1-Domanen aus (Abb. 4).5 Defekte in einem
der drei Polaritatsproteine fuhren zu einer Dislokation der anderen Interaktionspartner
und belegen die wechselseitige Abhangigkeit voneinander.5*
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Abb. 4: Polaritatsproteine des Par-Komplexes (modifiziert nach Pieczynski und Kollegen, 2011)%2

Der evolutiondr hochkonservierte Par-Komplex besteht aus den Polaritatsproteinen aPKC, Par6 und
Par3. Par6 und aPKC sind Uber ihre PB-1-Domanen verbunden und bilden einen Heterodimer aus.>3
Durch das Geristprotein Par3 wird der Komplex in klassischen Epithelzellen Uiber seine PDZ-Domane

am apikalen Kortex lokalisiert.16

In Saugetieren sind zwei unterschiedliche Par3-Gene, Pard3A und Pard3B, fir die
Expression der Par3-Proteine verantwortlich. Von Par3A existieren mehrere
Isoformen, wobei die drei dominierenden Isoformen die Molekulargewichte 100 kDa,
150 kDa und 180 kDa aufweisen. Die kurzeste Par3A-Isoform (100 kDa) besitzt im
Unterschied zu den anderen beiden vorherrschenden Par3A-Isoformen keine aPKC-
Bindedomane, bei Par3B (140 kDa) fehlt die Kinasedomane hingegen komplett.>*
Par3A fungiert als Gertstprotein, indem es Uber seine PDZ-Doméane mit dem C-
Terminus von Junctional Adhesion Molecule (JAM)-1 interagiert, das tber ZO-1 mit
dem Hauptstrukturprotein der Tight Junctions Claudin verbunden ist.2® Uber diese
Verbindungsmaschinerie wird der aPKC-Par-Komplex am apikalen Kortex lokalisiert
und reguliert die korrekte Formation der Tight Junctions.863 Die Aktivierung von aPKC
wird durch Konformationsdnderung von Par6 initiiert, wodurch die Hemmwirkung von
Par6 auf aPKC aufgehoben wird.®%64 Die Konformationsanderung von Par6 erfolgt
durch Interaktion zwischen der semi-Cdc42/Rac-interactive binding (CRIB)- und PDZ-

Domane von Par6 und der GTP-gebundenen Form von Ras-related C3 botulinum toxin
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substrate 1 (Rac1) und Cdc42.16:50 Nach Aktivierung der Kinase aPKC wird Par3A an

Serin 827 phosphoryliert und dissoziiert vom Komplex.5!

Die Kinase aPKC gehdrt neben der klassischen Proteinkinase C (cPKC) und der neuen
Proteinkinase C (nPKC) zur Familie der Proteinkinasen C, die durch Phosphorylierung
von Serin- oder Threoningruppen die Aktivitat ihrer Substrate reguliert.®® Im
Unterschied zu cPKC und nPKC ist die Aktivitat des Isoenzyms aPKC unabhangig von
Calciumionen und/oder Diacylglycerin, sondern basiert auf Protein-Protein-
Interaktionen.® Die Proteinkinase aPKC liegt zudem in den Isoformen aPKC®2 und
aPKCz®? vor. Interessanterweise fiihrt der podozytenspezifische Verlust der
Serin/Threonin-Kinase aPKC®® zu Proteinurie und vorzeitigem Tod,?? wahrend
aPKCz?®®@in Podozyten nur gering exprimiert wird und bei genetischer Deletion keinen
Phanotyp aufweist.®” Neben einer zahlreichen und stetig wachsenden Anzahl an
aPKC-Substraten sind u. a. die Polaritatsproteine Par3A,% Par6,%¢ Dlg,*® Crumbs,”
Glykogensynthasekinase 3 beta (GSK3B)® und Lgl’*? Targets der Kinase. Die
Zellpolaritat wird u. a. durch verschiedene Interaktionen der Polaritatsproteine
reguliert, wodurch nachgeschaltete Signalkaskaden aktiviert oder inaktiviert werden
kénnen. Wahrend der Entwicklung der Zellpolaritat bildet Lgl mit aPKC und Par6 einen
Komplex.”? Nach Aktivierung von aPKC wird Lgl phosphoryliert, was eine weitere
Interaktion zwischen beiden Polaritatsproteinen verhindert. Lgl transloziert daraufhin
von apikalen Bereichen der Plasmamembran nach basolateral und etabliert somit
einen Teil der apikobasalen Polaritatsachse.6:7273 Daraufhin bildet aPKC einen
Komplex mit Par3 und Par6, wodurch die Bildung von Tight Junctions angeregt wird."?
Uber die Halfte aller Polaritatsproteine konnten in den letzten Jahrzehnten als
Substrate von aPKC identifiziert werden und belegen die elementare Bedeutung von
aPKC fur die Entwicklung und Aufrechterhaltung der Zellpolaritat.®

2.2.3.3 Zellpolaritatssignalwege in Podozyten
Die epitheliale Zellpolaritat ist seit einigen Jahrzehnten intensiv erforscht worden.
Zahlreiche Protein-Protein-Interaktionen und Regulationsmechanismen wurden
entschlisselt, die fur die Differenzierung und den Erhalt der Zelle in komplexen
Signalkaskaden verantwortlich sind. Wahrend der podozytenspezifische knockout der
Proteine Crumbs und aPKC°® in einer zerstorten Podozytenarchitektur resultiert, ist
der podozytenspezifische knockout von Scribble Uberraschenderweise phanotypisch
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unauffallig.1%2% Der aPKC-Par-Komplex ist in frihen Reifestadien der Podozyten in
apikalen Zellkompartimenten gemeinsam mit Tight Junctions lokalisiert.%:20 Im
Unterschied zur typischen Polaritdtsachse von Epithelien transloziert der Komplex
wéhrend der podozytaren Differenzierung gemeinsam mit den
Zellverbindungskontakten zum basolateralen Pol der Zelle und verbindet sich mit den
Schlitzmembranproteinen Neph1 und Nephrin.1%22 Die Proteinkinase aPKC liegtin den
Isoformen aPKC® ynd aPKC?® vor, die eine hohe Ubereinstimmung in den
Aminosauresequenzen aufweisen, aber durch unterschiedliche Gene codiert
werden.??’4 Hartleben und Kollegen (2008, 2009) konnten nachweisen, dass der
podozytenspezifische knockout von aPKC™®? in Mausen mit schwerer glomularer
Schadigung, Proteinurie und Tod nach wenigen Wochen einhergeht,'%2?2 wahrend die
genetische Deletion von aPKC?®? phanotypisch unauffallig bleibt.®¢” Studien von
Kohler und Kollegen (2016) konnten zeigen, dass der podozytenspezifische knockout
von Par3A keine Auswirkungen auf die glomerulare Filtrationsbarriere hat.® Zudem
zeigen die Forschungsergebnisse, dass Par3B und nicht Par3A die vorherrschende
Par3-Variante in Podozyten darstellt, jedoch im Gegensatz zu Par3A keine aPKC-
Bindedomane aufweist.® Da Podozyten im Gegensatz zu klassischen Epithelzellen nur
einen basal gelegenen Zell-Zell-Kontakt aufweisen, sind alle Polaritatskomplexe dicht
zueinander und zur Schlitzmembran lokalisiert. Die Annahme ist daher naheliegend,
dass sich die Polaritatssignalwege zwischen Podozyten und klassischen Epithelien

unterscheiden.

2.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Bedeutung des aPKC-Par-Komplexes ist evolutiondr hochkonserviert und reicht
vom Fadenwurm Caenorhabditis elegans bis hin zu Saugetieren.'® Der aPKC-Par-
Komplex konnte als ein zentraler Akteur zur Etablierung der Zellpolaritat und des
Aktinzytoskeletts von Podozyten identifiziert werden, deren Funktion fur den
glomerularen Filter unerléasslich ist. Die aktuelle Studienlage beweist zudem die
elementare Bedeutung der Kinase aPKC® f(ir die Funktion des Nierenfilters.??
Uberraschenderweise fiihrt der podozytenspezifische knockout des Geriistproteins
Par3A, welches aPKC in klassischen Epithelien mit der Plasmamembran verankert, zu

keiner nachweisbaren Schadigung des glomerularen Filters.® Die in Podozyten
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dominierende Par3-Variante Par3B besitzt zudem keine aPKC-Bindedomane. Aus den

gewonnenen Erkenntnissen leiteten sich folgende Fragestellungen ab:

1) Gibt es spezifische aPKC-Targets, die direkt oder dber Aktivierung
nachgeschalteter Signalkaskaden an der Konservierung von aPKC im Par-
Komplex beteiligt sind?

2) Wie unterscheiden sich die spezifischen Targets von aPKC zwischen klassischen
Epithelien und Podozyten?

Da aPKC eine essenzielle Rolle in der Podozytenbiologie spielt und wir Polaritadtswege
in Podozyten im Detail besser verstehen wollen, ist das Ziel dieser Arbeit die
Identifikation von neuen, podozytenspezifischen aPKCi°®-Targets. Mit Hilfe von
chemischen aPKC-Inhibitoren wurde versucht, neue Targets zu identifizieren. Parallel
wurde aPKC in klassischen Epithelzellen und Podozyten deletiert und mittels

massenspektrometrischer Analysen neue aPKC°®-Targets gefunden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

311 Chemikalien und Laborbedarf

Tab. 1: Liste der verwendeten Chemikalien und Laborbedarf

Chemikalien/Reagenzien/Lésungen Anbieter
Agarose Sigma-Aldrich
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Applichem
Aurothioglukose (ATG) Sigma-Aldrich
Aurothiomalat (ATM) Sigma-Aldrich
Bovines Serum Albumin Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Sigma-Aldrich
Calciumchlorid Th. Geyer GmbH
Complete protease inhibitor EDTA-free (PIM) Roche
Cumarséaure Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Dithio-1,4-threitol (DTT) Sigma-Aldrich
Doxorubicin Sigma-Aldrich
Doxycycline hydrochloride Sigma-Aldrich
Ethanol 96% mit Methylethylketon Th. Geyer GmbH
Ethidiumbromid 1% Roth
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Sigma-Aldrich
Fetales Kalberserum (FBS) Biochrom AG
Glycin Roth

Glutamax Thermo Fisher Scientific

HEPES Puffer 1M

Life Technologies

Interferon y (IFN-y) Provitro
lodacetamid (1AA) Merck
Kaliumchlorid Roth
Kollagen | InvitroGen
LB-Medium Roth
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Lipofectamine® RNAIMAX Transfection Reagent

Thermo Fisher Scientific

Luminol Sigma-Aldrich
Methanol Roth
Natriumbicarbonat-L6sung 7,5% Sigma-Aldrich
Natriumchlorid Roth
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat Merck
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem
Natriumfluorid Sigma-Aldrich
Natriumorthovanadat Sigma-Aldrich
Natrium-Pyruvat Sigma-Aldrich
Nonylphenyl-polyethylen-glycol (NP-40) Sigma-Aldrich
ON-TARGETplus mouse Prcki (18759) siRNA| Dharmacon
SMARTpool

ON-TARGETplus Non-targeting siRNA Pool Dharmacon
Opti-MEM® Invitrogen
Page Ruler Plus Prestained Protein Fermentas

Ladder

Pierce® Water LC-MS Grade

Thermo Fisher Scientific

Halt® Protease and Phosphatase Inhibitor|

Cocktail (100X)

Thermo Fisher Scientific

Protein G Sepharose

Th. Geyer GmbH

PS432 Sigma-Aldrich
Sucrose Sigma-Aldrich
Triton X-100 Merck

Trizma base Sigma-Aldrich
Trizma Hydrochlorid Sigma-Aldrich

TRIzol® Reagent

Lifetechnologies

Trypsin-EDTA Losung Sigma-Aldrich
Wasserstoffperoxid 30% Roth
Zeocin InvivoGen
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3.1.2 Puffer und Losungen

Tab. 2: Liste der verwendeten Puffer und Losungen

Puffer/Losungen

Zusammensetzung

ECL (Enhanced Chemiluminescence)

100 mM Tris

1,25 mM Luminol
0,2 mM Cumarsaure
0,75% H20:2

pH 8,5

Einfriermedium

45% Fetales Kalberserum

45% DMEM fur mIMCD oder RPMI-1640
fur HSMP

10% DMSO

HEBS (2x)

50 mM HEPES
280 mM NaCl

10 mM KClI

1,5 mM NazHPO4
pH 7,08

HEK 293T Zellkulturmedium

10% Fetales Kalberserum
in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)

HSMP Zellkulturmedium

10% Fetales Kélberserum

5 ml 1M HEPES Puffer

5 ml 100 mM Natrium Pyruvat

in RPMI-1640 (Roswell Park Memorial

Institute)

mIMCD Zellkulturmedium

10% Fetales Kalberserum

1% Glutamax

in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium)

IP Puffer

20 mM Tris
1% Triton X-100
50 mM NacCl
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15 mM Nas4P207
50 mM NaF
pH 7,5

Laemmli Probenpuffer (2x)

100 mM Tris
4% SDS

20% Glycerol
Bromphenolblau
100 mM DTT
pH 6,8

Laufpuffer fir SDS-PAGE

25 mM Tris
192 mM Glycine
0,1% SDS

Neutralisationslésung

40 mM Tris-HCI
pH5

Phosphatgepufferte Salzlésung

137 mM NacCl
2,7 mM KClI

10 mM NazHPO4
2 MM KH2PO4

Sammelgel-Puffer

2 M Trizma Hydrochlorid
2 M Trizma Base

20% SDS

in 11 ddH20

SOC-Medium

2% Tryptone
0,5% Hefeextrakt
8,6 mM NacCl

2,5 mM KCI

20 mM MgSOa4
20 mM Glukose

TAE (1x)

40 mM Tris

20 mM Essigsaure
1 mMEDTA

pH 8,5

Trenngel-Puffer

2 M Trizma Hydrochlorid
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2 M Trizma Base
20 % SDS

in 11 ddH20

pH 8,8

Transfer-Puffer

25 mM Tris
188 mM Glycin
0,1% SDS

Urea-Puffer

8 M Urea
50 mM Ammoniumbicarbonat

10 ml Reinstwasser

Waschpuffer

30 mM Tris
300 mM NacCl
0,3% Tween20
pH 7,5

3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tab. 3: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Anbieter

Agarplatte (10 cm)

Sarstedt

BD Primaria Zellkulturschalen (10 cm)

BD Biosciences

Blottingpapier (Sorte BF4, 580 x 580) VWR
Glasplatte 10 x 10 cm VWR
Kryobox VWR
Kryoréhrchen (1,2 ml) VWR
Millipore Carl Roth
Immobilon-P Transfermembranen

Multiply 8er Deckelkette, flach Sarstedt
Multiply-pStrip 0,2 ml Kette Sarstedt
Nitril Fino Handschuhe S Hartmann
Oasis HLB 1 cc Vac Cartidge 30 mg Waters
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Parafilm 10 cm Dispenserkarton VWR
Pipettenspitzen Sarstedt
Polypropylene Conical Tubes (15 ml) VWR
Polypropylene Conical Tubes (50 ml) VWR
ReaktionsgefalRe (1,5 ml) Sarstedt
ReaktionsgefalRe Safe Lock (1,5 ml) LMS
ReaktionsgefalRe Safe Lock (2 ml) LMS
Rotalibo Spritzenfilter 0,45 um, steril Carl Roth
Stripetten (5 ml) LMS
Stripetten (10 ml) LMS
Stripetten (25 ml) LMS
Tip-One 1 — 200 pl abgeflacht, steril Starlab
Zellkulturschalen 6-Well LMS
Zellkulturschalen (10 cm) Corning

3.14 Kits/Assays

Tab. 4: Liste der verwendeten Kits und Assays

Kits/Assays

Anbieter

BCA Protein Assay Kit

Pierce

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit | Thermo Fisher Scientific

Blotting Papier (Sorte BF4, 580 x 580)

VWR

Direct-zol® RNA MiniPrep

Zymo Research

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit | Thermo Fisher Scientific

High-Select® Fe-NTA Phosphopeptide

Enrichment Kit

Thermo Fisher Scientific

NucleoBond® Xtra Midi Kit

Macherey Nagel

PKC Kinase Activity Assay Kit

Abcam

Power SYBR® Green Mastermix

Thermo Fisher Scientific
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3.15 Plasmide

Tab. 5: Liste der verwendeten Plasmide

Plasmid Vektor Anbieter
aPKC©2 hp2+3 pLenti4/TO/V5/Dest Nephrologisches
pLenti4/TO Forschungslabor, Kéln
Mir Neg pLenti4/TO pLenti4/TO/V5/Dest Nephrologisches
Forschungslabor, Kéln
pLenti6. TTR pLenti6 Nephrologisches
Forschungslabor, Kéln
pMD2 VSV G Nephrologisches
Forschungslabor, Kéln
pMDL g/p Nephrologisches
Forschungslabor, Kéln
pPRSV-rev Nephrologisches

Forschungslabor, Kéln

3.1.6 Bakterien

Tab. 6: Liste der verwendeten Bakterienstamme

Bakterienstamm

Anbieter

Verwendung

Topl0-Bakterien (E. coli)

Invitrogen

Lenti-Klonierungen

3.1.7  Eukaryote Zellen

Tab. 7: Liste der verwendeten Zelllinien

Zelllinie

Anbieter

HEK 293T

Nephrologisches Forschungslabor, Kéin
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HSMP Nephrologisches Forschungslabor, Kéin
mIMCD Nephrologisches Forschungslabor, Kéin
3.1.8 Primer

Tab. 8: Liste der verwendeten Primer

Tab. 9: Liste der verwendeten Antikdrper

Primer Verwendung Sequenz 5-3°
emGFP fp Sequenzieren ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC
m-ACTB fpl gPCR AAGAGCTATGAGCTGCCTGA
m-ACTB rpl gPCR TACGGATGTCAACGTCACAC
m-HPRT1 fp gPCR GCTGACCTGCTGGATTACAT
m-HPRTL1 rp gPCR TTGGGGCTGTACTGCTTAAC
Prkci gPCR TagMan® FAM
Thermo Fisher Scientific Mm01293252_m1
3.1.9 Antikorper

Antigen Typ Verdin- | Gewonnen | Katalog- | Anbieter
nung aus nummer

Anti- Polyklonaler 1:15.000 | Ziege 111-035- | Dianova

Kaninchen- Sekundar- 045

IgG  (H+L)- | antikdrper

HRPO

Anti-Maus- Polyklonaler 1:15.000 | Ziege 115-035- | Dianova

IgG  (H+L)- | Sekundar- 003

HRPO antikorper
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aPKCioa Polyklonaler |2 ul fur | Meer- AG Niessen
Primar- IP schweinchen
antikorper

aPKCoa Primar- 1:1.000 | Kaninchen 2998S Cell
antikorper Signaling

Technologies

Lgl2 Monoklonaler | 1:1.000 | Maus sc- Santa Cruz
Primar- 376857
antikorper

Par3A Polyklonaler | 1:500 Kaninchen 07-330 Millipore
Primar-
antikorper

Par3B Monoklonaler | 1:500 Maus sc- Santa Cruz
Primar- 398761
antikorper

Phospho- Polyklonaler | 1:1.000 | Kaninchen 2261S Cell

(Ser) PKC Primar- Signaling

Substrate antikorper Technologies

B-Tubulin Monoklonaler | 1:1.000 | Maus T0198 Sigma-
Primar- Aldrich
antikorper

3.1.10 Gerate
Tab. 10: Liste der verwendeten Geréate
Gerat Modell/ Hersteller
Produktnummer

Autoklavierer V-150 Systec

AxioCam ICc1l Zeiss

Hamilton Syringe (50 pl Typ 705) 549-1155 VWR

Heatingblock TH 21 Ditabis

Hood 021928 Kojair
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Inkubator (Zellkultur) MCO-20AIC Sanyo
Inkubator (Bakterien) BD115 Binder
Live Zell-Analysator, JuLI® Br 91-JUBR0O4 VWR
Fast Real-Time PCR System 7900HT ABI
Fusion Solo Luminometer 60-FU-SOLO VWR
Kuhlzentrifuge Avanti J-E Beckman
Kihlzentrifuge Heraeus® 4 KR VWR
Mehrfachdispenser, Multipipette® 613-2890 VWR
M4
Mehrkanalpipette 316-3706 VWR
Microzentrifuge 5421 Eppendorf
Minizentrifuge 521-2844 VWR
Mithras Multimode Microplate LB 940 Berthold Technologies
Reader
NanoDrop Spectrophotometer 1000 Peglab
Pipetboy acu 613-4438 Integra
Pipetten 613-1143 Eppendorf
Power supply, VWR® Power Source | 700-0115 VWR
Power supply, Elektrophorese EV231 Consort
Sunlab® Rollenmischer D-8400 neoLab®
Sonifikator SONIC-250W Donserv
Speed Vac Zentrifuge SC110A Savant
Thermoshaker 444-0823 Grant
Thermozykler Mastercycler® Eppendorf
gradient
Thermozykler 070-601 Biometra
Vakuumpumpe HLC DITABIS
Vortex Mixer 444-1372 VWR
Zentrifuge Z216MK Hermle
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3.1.11 Software

Tab. 11: Liste der benutzten Software

Software Version Anbieter

Adope lllustrator CS4 CC2018 Adope

DataAssist V301 Applied Biosystems
FusionCAPT 15.16 Vilber Lourmat
GraphPad Prism® 7.05 GraphPad Software Inc.
MikroWin 2.000 Berthold Technologies
NanoDrop 1.000 3.7 Thermo Scientific

SDS Software 24.1 Applied Biosystems

3.2 Methoden
3.21 Zellkultur

3.2.1.1 Immortalisierte Zelllinien

Die Experimente wurden mit den Zelllinien Heat-Sensitive Mouse Podocytes (HSMPS),
Mouse Inner Medullary Collecting Duct Cells (mIMCDs) und Human Embryonic Kidney
(HEK) 293T durchgefuhrt. Bei HSMP-Zellen handelt es sich um immortalisierte
Podozyten, die aus der H-2Kb-tsA58-transgenen Maus gewonnen wurden.”® Die
Zelllinie enthalt das temperatursensitive SV40 grof3e T-Antigen, welches das
Tumorsuppressorgen p53 ausschaltet.”® Durch Hinzugabe von INT-y wird der
Histokompatibilitatskomplex H-2K° Promoter induziert, der die Genexpression des
grofRen T-Antigens zusatzlich aktiviert. Die postmitotischen Podozyten werden somit

wieder zur Zellteilung angeregt und proliferieren.

Die Kultivierung der Podozytenzelllinie erfolgte bei 33 °C und 5% CO:2in 10 cm
Primaria Zellkulturschalen, die mit Kollagen | beschichtet waren. Zum Passagieren
wurde den Zellen unter einer sterilen Werkbank das RPMI-1640 Medium mit 10% FBS,
10 mM HEPES Puffer, 1 mM Sodium Pyruvat und 5 ng/ml INT-y enthommen. Es
folgten ein Waschschritt mit 10 ml 1x PBS und eine 5-minttige Inkubationszeit mit 1

ml Trypsin bei 33 °C. Durch Hinzugabe von frischem Medium wurde der Trypsinverdau
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gestoppt. Die Zellen wurden im Verhaltnis 1:6 auf neue Zellkulturschalen mit

vorbereitetem Medium und INT-y ausgesat.

mIMCD-Zellen sind innermedullare Sammelrohrzellen der Maus’’, die bei 37 °C in
DMEM-Medium mit 10% FBS und 1% Glutamax in Corning Zellkulturschalen kultiviert
wurden. HEK 293T-Zellen sind humane embryonale Nierenzellen, die zur Kultivierung
mit DMEM-Medium mit 10% FBS bei 37 °C inkubiert wurden. Das Passagieren der
beiden Zelllinien erfolgte analog der HSMP-Zelllinie mit Ausnahme der Trypsin-
Inkubation, die bei 37 °C durchgefuhrt wurde.

3.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um Zellen fir die Lagerung vorzubereiten, wurden diese nach einem Waschschritt mit
10 ml 1x PBS fur 5 Minuten mit 1 ml Trypsin bei 33 °C (HSMP) bzw. bei 37 °C (mIMCD)
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit 9 ml Medium resuspendiert und bei
1.000 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die
Zellen mit 1 ml Einfriermedium (45% Medium, 45% FBS, 10% DMSO) resuspendiert
und in ein Kryoréhrchen tberfiihrt. Nachdem die Zellen zunachst schonend in einem
Mr. Frosty Einfrierbehélter eingefroren wurden, erfolgte die Lagerung bei -80 °C. Um
Zellen aufzutauen, wurden diese zugig erwarmt und in eine 10 cm-Zellkulturschale mit

vorgewarmtem Medium Uberfihrt.

3.2.2 Proteinbiochemie

3.2.2.1 Proteinkonzentrationsbestimmungen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration beruht auf der photometrisch messbaren
Biuret-Reaktion, bei der Proteine im alkalischen Milieu mit Cu?*-lonen Chelate bilden.”®
Die Cu?*-lonen im Komplex werden im nachsten Schritt zu Cu*-lonen reduziert. Durch
Hinzugabe von Bicinchoninsaure (BCA) erfolgt ein violetter Farbumschlag des

Komplexes, der proportional zur enthaltenen Proteinkonzentration ist.”®

Um die Proteinkonzentrationen in verschiedenen Proben zu quantifizieren, wurde das
BCA Protein Assay Kit von Pierce verwendet. 5 ul der Proben sowie 5 pl einer
Standardverdinnungsreihe mit Albumin wurden in eine 96-Well Mikroplatte pipettiert.

Alle Proben und die Standardreihe wurden in Duplets bestimmt. Anschlie3end wurden
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150 pl Reagenz A und 3 pl von Reagenz B in jedes Well pipettiert. Die 96-Well-
Mikrotiterplatte wurde 15 Sekunden bei 300 rpm auf einem Plattenshaker durchmischt
und fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Messung der Proteinkonzentrationen
erfolgte mittels kolorimetrischer Messung bei 562 nm durch einen Mithras LB 940

Microplate reader (Berthold Technologies).

3.2.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine biochemische Methode zur
Trennung von Stoffgemischen. Die Auftrennung erfolgt aufgrund der Molekiilgréf3e und
der Ladungsverhaltnisse. Im Anschluss an die Gelelektrophorese werden die Proteine
aus dem Gel auf eine Membran transferiert, wo sie mit spezifischen immunologischen

Verfahren sichtbar gemacht werden.

Die Herstellung des Polyacrylamidgels erfolgte in zwei Schritten, die einzelnen
Bestandteile sind in Tabelle 1 aufgelistet. Im ersten Schritt erfolgte die Herstellung des
Trenngels, welches zwischen zwei abgedichtete Glasplatten gegossen wurde. Im
Anschluss wurde Isopropanol hinzugefiigt, um die Entstehung von Luftblasen zu
verhindern. Nach vollstandiger Polymerisierung wurde das Isopropanol entfernt und
das Sammelgel hinzugegeben. Ein Plastikkamm mit 10 Fachern fur die spéateren
Proben wurde im Anschluss in das Sammelgel eingefiigt. Nach Abschluss der
Polymerisierung wurde der Plastikkamm entfernt. Das Gel konnte nun verwendet oder
in feuchten Kleenextiichern eingewickelt bei 4 °C gelagert werden.

Tab. 12: Zusammensetzung eines SDS-Polyacrylamid-Gels

Trenngel (10%) Sammelgel (5%)
ddH20 5 mi 1,9 ml
40% Acrylamide/Bis Solution 5ml 0,6 mi
Trenngel-Puffer 10 ml -
Sammelgel-Puffer - 2,5mil
APS 200 pl 50 pl
TEMED 30 pl 7,5 ul
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30 pl der Proteinlysate bzw. 30 pl des Proteinlysats nach Immunprazipitation wurden
mit je 30 pl 2x Laemmli-Puffer mit DTT versetzt. Im 5-mindtigen Inkubationsschritt bei
95 °C wurden die Sekundar- und Tertiarstrukturen aufgebrochen, sodass die Proteine
linearisiert vorlagen. Das im Gel sowie im Laufpuffer enthaltene SDS bindet die
Proteine in einem proportionalen Ladungs- zu Masse-Verhaltnis, sodass diese negativ
geladen sind.” Die Proteine trennen sich entsprechend ihrer Ladung und ihrer GroRRe
im elektrischen Feld durch die Poren der Polyacrylamidmatrix auf. Als Anhaltspunkt fur
das Molekulargewicht der aufgetrennten Proteine wurde ein Marker (PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder) aufgetragen, der Proteinproben mit definierter GroR3e
enthéalt, die kovalent an Farbstoffe gekoppelt sind. Die Elektrophorese wurde bei 70
Volt (V) fur 45 Minuten durchgefihrt, gefolgt von 4 mA/Gel fur 1 Stunde.

3.2.2.3 Western Blot

Die Ubertragung der Proteine erfolgte mittels semi-dry-System durch Elektrophorese.
Das Gel mit den aufgetrennten Proteinen wurde hierbei auf eine durch Methanol
aktivierte und anschlie3end in Transfer-Puffer getrankte Polyvinylidendifluorid (PVDF)-
Membran gelegt. Unter der PVDF-Membran als auch tber dem Gel wurden Whatman
Filterpapiere platziert, die ebenfalls in Transfer-Puffer getrankt wurden. Die Proteine
wurden bei 12 V fur 60 Minuten auf die PVDF-Membran transferiert. Um unspezifische
Bindungen zu blockieren, wurde die Membran anschlieBend fur eine Stunde in 5%
BSA-Losung bei Raumtemperatur auf einem Shaker (Stuart) inkubiert. Nach
dreimaligem Waschschritt mit Waschpuffer fir je 5 Minuten wurde die Membran in
einer primaren Antikorper-Losung uber Nacht bei 4 °C auf einem Rollschuttler
inkubiert. Nachdem die Membran dreimalig fir je 5 Minuten mit Waschpuffer von
unspezifischen Bindungen gelost wurde, erfolgte die Inkubation mit Horse Radish
Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundarantikérpern fir 1 Stunde. Nach erneutem
dreimaligen Waschen der Membran in Waschpuffer wurde diese mit Enhanced
Chemiluminescence (ECL)-Visualisierungslosung benetzt, die im Labor selber
hergestellt wurde.& Von Losung A und Losung B (Tab. 13) wurden je 1 ml vermischt
und auf die Membran gegeben. Die Meerrettich-Peroxidase, die an den
Sekundarantikdrper gekoppelt ist, katalysiert eine Chemilumineszenzreaktion mit dem
in Losung A enthaltenden Luminol. Die Lichtemission wurde anschlie3end mit dem
Fusion-Solo 7S (VWR) detektiert.
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Tab. 13: Enhanced Chemiluminescence (ECL)

Ingredienz Losung A Losung B
H20 17,7 ml 18 ml

1M Tris/HCI pH 8,5 2 ml 2 ml

30% H20:2 - 12 pl
Luminol 200 pl -
Coumarinsaure 88 ul -

3.2.3 Immunprazipitation

Um die Interaktion von Proteinen zu untersuchen, wurde die Methode der
Immunprazipitation angewendet. 10 cm-Zellkulturschalen einer HSMP-Zelllinie oder
einer mIMCD-Zelllinie wurden mit je 10 ml kaltem PBS gewaschen. Im nachsten Schritt
wurden die Zellen mit 1 ml IP-Puffer mit 40 pl PIM versetzt und geldst in ein Eppendorf-
Reaktionsgefald Gberfuhrt. Die Zellsuspension wurde fir 15 Minuten in Eis inkubiert
und anschlieRend bei 15.000 rpm bei 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. Der gewonnene
Uberstand wurde fiir 1 Stunde mit einem aPKC°®@-Primarantikorper (AG Niessen) auf
einem Uberkopfschiittler inkubiert. Mit Protein G beschichtete Sepharose-Kiigelchen
(Beads) wurden hinzugefiigt und tber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler
inkubiert. Am nachsten Tag folgte eine 2-mintitige Zentrifugation bei 3.000 rpm und 4
°C. Nach Absaugen des Uberstands wurde auf die verbliebenen Beads, die spezifisch
den Priméarantikorper aPKC 2 mit der Kinase aPKC° gebunden haben, 1 ml IP-Puffer
pipettiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt drei Mal wiederholt. Die gewonnene
Probe wurde im letzten Schritt mit 30 pl Laemmli-Puffer mit DTT versetzt, mittels SDS-

Gel aufgetrennt und durch einen Western Blot analysiert.

3.24 Chemische Inhibitoren gegen aPKCiota

Um die Kinase aPKC™® zu inhibieren, wurde die Podozytenzelllinie (HSMP) mit den

Inhibitoren Aurothioglukose (ATG), Aurothiomalate (ATM) und PS432 behandelt. Die

verschiedenen Konzentrationen und Zeitpunkte wurden mittels Western Blot validiert,

um die Bedingungen zu identifizieren, unter denen die Inhibition am effektivsten ist. In
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einem zweiten Schritt wurde bei den Inhibitoren ATM und PS432 ein PKC Kinase

Assay Kit (Abschnitt 5.5) verwendet, um die Kinaseaktivitat spezifisch nachzuweisen.

3.25 PKC Kinase Activity Assay Kit
Die Kinaseaktivitat von aPKC®2 nach Inhibition durch ATM und PS432 wurde mit dem
PKC Kinase Activity Assay Kit (Abcam UK) untersucht.8?

Die Mikrotiterplatte wurde mit 50 pl Verdinnungspuffer je Well fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden je 30 pl der Proben und der
Positivkontrolle (aufgereinigte, aktive PKC) als Duplikate hinzugeftigt. Nach Hinzugabe
von 10 ul ATP folgte ein 90-minutiger Inkubationsschritt bei 30 °C, bei dem die
Mikrotiterplatte alle 20 Minuten geschttelt wurde, um eine optimale Durchmischung
der Komponenten zu erreichen. Bei jedem folgenden Inkubationsschritt wurden die
geladenen Proben in der Mikrotiterplatte alle 10 - 20 Minuten durch kurzes Schitteln
durchmischt. Die Reaktion wurde gestoppt, indem die Mikrotiterplatte ausgeleert
wurde. Es folgte ein 60-minitiger Inkubationsschritt mit einem polyklonalen Antikorper,
der spezifisch phosphorylierte Substrate detektiert. Nach einem viermaligen
Waschschritt mit 100 pl Waschpuffer je Well wurde ein Sekundarantikoérper
hinzugegeben, der mit dem Enzym HRP konjugiert ist. Zuletzt wurde nach erneutem
viermaligen Reinigen mit 100 pl Waschpuffer je 60 ul Tetramethylbenzidin(TMB)-
Substrat pro Well hinzugefligt. Durch Aktivierung mit HRP erfolgte innerhalb von 30 —
60 Minuten ein Farbumschlag nach blau, der mit 20 pl Stop Solution angehalten wurde.
Die Absorptionszunahme wurde bei der Wellenlange 450 nm mit einem Mithras LB

940 Microplate reader (Berthold Technologies) gemessen.

3.2.6 Gentechnische Methoden

3.2.6.1 Transformation
Um die bereits im Nephrologischen Forschungslabor (Kéln) vorhandenen Plasmide
zur Herstellung stabiler Zelllinien zu vervielfaltigen, wurde die Plasmid-DNA in Top10-
Bakterien transformiert. Hierzu wurden 10 ng der Plasmid-DNA mit 50 ul kompetenter
Topl0-Bakterien fur 10 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die
Bakteriensuspension fir 45 Sekunden einem 42 °C-Hitzeschock ausgesetzt. Nach
einem 2-mindtigem Inkubationsschritt auf Eis wurden 175 pl SOC-Medium
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hinzugegeben, gefolgt von einer 30-mindtigen Inkubation auf einem 30 °C-Schdttler.
Im letzten Schritt wurden 60 pl der Bakteriensuspension auf einer antibiotikahaltigen

Agarplatte mit LB-Medium ausgestrichen und tiber Nacht bei 30 °C inkubiert.

3.2.6.2 Plasmidpraparation

Nach né&chtlicher Inkubation wurden einzelne Kolonien der transformierten Topl0-
Bakterien mit der enthaltenen Plasmid-DNA gepickt und in 200 ml antibiotikahaltigem
LB-N&ahrbouillon bei 30 °C inkubiert. Nach 24 Stunden wurde die Bakteriensuspension
bei 4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das gewonnene Pellet wurde zur Gewinnung der
replizierten Plasmid-DNA mit dem NucleoBond® Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel) nach

Herstellerangaben aufbereitet.

3.2.6.3 Sequenzierung

Um sicherzustellen, dass wahrend des Klonierungsvorgangs keine Neumutationen
entstanden sind, wurden die verwendeten Plasmide mit der Kettenabbruchmethode
nach Sanger mit dem BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher
Scientific) sequenziert.®? Pro Sequenzierung wurden 200 ng DNA, 2 pmol Primer, 0,25
ul BigDye® Terminator v3.1 und 2,25 ul BigDye® Sequencing Buffer aufgefullt mit H20
auf ein Gesamtvolumen von 10 pl. Das Thermocycler-Programm wurde wie folgt
eingestellt: 96 °C fur 1 Minute gefolgt von 40 Zyklen bei 96°C fur 10 Sekunden, 55 °C
fur 5 Sekunden, 60 °C fur 4 Minuten. Die Sequenzierungen erfolgten durch das

Cologne Center for Genomics (CCG, Koéln).

3.2.7 Herstellung stabiler Zelllinien mit viralem Gentransfer

Um eine Zelllinie zu generieren, die ein DNA-Konstrukt stabil in das Genom integriert
hat, wurde die Methode der lentiviralen Gentransduktion verwendet. Die Arbeiten zur
Herstellung der stabilen Zelllinie wurden bis zur vollstandigen Inaktivierung der
Lentiviren unter einer gesonderten Werkbank mit S2-Sicherheitsvorkehrungen
durchgefuhrt.
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3.2.7.1 Virusproduktion

Zur pLenti4-Virusproduktion wurden HEK 293T-Zellen mittels der Calciumphosphat-
Methode transfiziert. Auf dem viralen Plasmid wurde eine Antibiotikaresistenz gegen
Zeocin als Selektionsmarker einfugt. Zusatzlich zur Transfektion mit dem viralen
Plasmid wurden Helferkonstrukte ko-transfiziert (pMDL g/p, pRSV-rev, pMD2 VSV G),
die fur virale Strukturproteine kodieren. Pro Zellkulturschale wurde ein Mastermix
angesetzt, der 10 ug virales Plasmid, 6,5 ug pMDL g/p, 2,5 pg pRSV-rev, 3,5 ug pMD2
VSV G und 500 pl 0,25 M CaClz enthalt. Anschlie3end wurde unter Vortexen 500 pl
HEBS hinzugefugt. Um die Transfektion zu starten, wurde die Losung kreisformig auf
10 cm-Zellkulturschalen der HEK 293T-Zellen verteilt. Nach 8-stiindiger Inkubation
wurde die Transfektion durch einen Medium-Wechsel gestoppt. Nach 72 Stunden
wurde das Medium 5 Minuten bei 2.500 rpm zentrifugiert und der Uberstand
anschlielend durch einen 0,45 pm Spitzenfilter in ein 50 ml Falcon Gberfiihrt. Der

Uberstand mit den geernteten Viren wurde anschlieBend bei 4 °C gelagert.

3.2.7.2 Generierung einer induzierbaren aPKC°ta-knockdown
Podozytenzelllinie
Um eine Podozytenzelllinie mit einem induzierbaren aPKC2-knockdown zu
generieren wurde eine im Nephrologischen Forschungslabor (Koln) Dbereits
vorhandene Podozytenzelllinie verwendet. Diese enthalt eine Doxycyclin-induzierbare
shRNA, welche zuvor mittels viralem Gentransfer in das Genom integriert wurde. Die
Expression der shRNA wird durch Hinzugabe von Doxycyclin induziert und bewirkt
durch RNA-Interferenz den spezifischen knockdown von aPKC°, Da der dauerhafte
knockdown von aPKC®? in vitro fiir die Zellen letal ist, ermdglicht die Verwendung des
Tet-On Systems den transienten knockdown von aPKC®2 um die Auswirkungen der

verringerten Genexpression zu untersuchen.

Die Podozytenzelllinie mit dem Tet-On System wurde mit 5 ml Viruslésung, 5 ml
frischem Zellkulturmedium und 6 pl Polybrene transduziert. Nach 48 Stunden wurde
das Medium gewechselt und die Transduktionseffizienz mit dem Selektionsmarker
Zeocin getestet, bis alle nicht-transduzierten Zellen in der Kontrollschale abgestorben

waren.
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3.2.7.3 Doxycyclin-Inkubation

Um den transienten knockdown von aPKC°® in der Podozytenzelllinie zu induzieren,
wurden die Zellen in frisches Medium gesplittet, welches 0,1 pg/ml Doxycyclin enthielt.
Nach 24 Stunden wurden erneut 0,1 pg/ml Doxycyclin in das Medium hinzugegeben.
Nach weiteren 48 Stunden wurden die Zellen an Tag vier geerntet und fur weitere

Experimente verwendet.

3.2.8 Generierung eines aPKC°-knockdown in Sammelrohrzellen mittels
SiRNA

Bei der RNA-Interferenz wird Doppelstrang-RNA (dsRNA) durch die zytoplasmatische

Nuclease Dicer in zwei Einzelstrang-RNAs gespalten. Der RNA-Strang mit dem

stabileren 5-Ende bildet anschlieBend mit einem Multiproteinkomplex den RNA-

induced silencing complex (RISC). Im letzten Schritt verbindet sich RISC mit der

komplementaren mRNA des gewtinschten Proteins und wird gespalten.84 Durch die

Spaltung der mRNA wird die Translation in ein funktionsfahiges Protein verhindert.

Zur Induktion eines aPKCi®-spezifischen-knockdowns in einer mIMCD-Zelllinie wurde
die Methode der transienten RNA-Interferenz genutzt. Hierzu wurde die ON-
TARGETplus SMARTpool siRNA (Dharmacon) spezifisch fiur Prkci verwendet. Durch
die Verwendung von vier verschiedenen siRNAs wird die Wirksamkeit des aPKC -
spezifischen-knockdowns maximiert. Um mogliche Nebeneffekte der siRNA zu
kontrollieren, wurde zusatzlich unspezifische ON-TARGETplus Non-targeting SiRNA

(Dharmacon) verwendet.®

Fur die Transfektion wurden je 150 pl Opti-MEM® mit 9 ul Lipofectamine®
RNAIMAX Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific) in einem Eppendorf-
Reaktionsgefald vorbereitet sowie 150 pl Opti-MEM® mit 10 nmol der gewiinschten
siRNA. Die beiden Mischungen wurden anschlieRend zusammengefihrt und fir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im n&chsten Schritt wurde die Ldsung
tropfchenweise auf einer ca. 60%-konfluenten mIMCD-Zellkultur verteilt und fir 24

Stunden inkubiert.
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3.2.9  Quantifizierung der Genexpression auf transkriptioneller Ebene

3.2.9.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese
Die Zellernte und die Extraktion der RNA erfolgte unter einer Werkbank unter

reinlichsten Vorkehrungen, um eine Kontamination mit RNAsen zu verhindern.

Im ersten Schritt wurden die Zellen unter Hinzugabe von 700 ul TRIzol® Reagent
extrahiert und bei -80 °C gelagert. Fur die RNA-Extraktion wurde das Direct-zol® RNA
MiniPrep Kit (Zymo Research) verwendet. Im ersten Schritt wurden 350 pl des RNA-
Reagenz 350 pl TRI Reagent® hinzugefiigt und bei 10.000 x g fur 30 Sekunden
zentrifugiert. Alle darauffolgenden Zentrifugationsschritte wurden ebenfalls bei 10.000
x g fur 30 Sekunden durchgefiihrt. Dem Uberstand wurde anschlieRend 700 pl Ethanol
beigefugt, kraftig durchmischt und in ein Collection Tube mit Zymo-Spin® I[IC Column
Uberfuhrt. Um das RNA-Reagenz von DNA zu reinigen, wurde nach Hinzugabe von
400 pl RNA-Waschpuffer und einem Zentrifugationsschritt 5 pl DNAse | und 75 pl DNA-
Verdaupuffer beigemischt und fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einem zweimaligen Waschschritt mit Direct-zol® RNA PreWash wurde 700 pl RNA-
Waschpuffer hinzugefigt und fur 2 Minuten zentrifugiert. Um die RNA zu eluieren,
wurden 25 pl DNase/RNase-freies H20 beigemischt und anschlie3end zentrifugiert.
Zur Konzentrationsbestimmung der aufgereinigten RNA wurden die Proben mit einem

NanoDrop photometrisch gemessen.

Fur die quantitative PCR-Analyse wurde die aufbereitete RNA durch die Reverse
Transkriptase in cDNA transkribiert. Hierzu wurde das High-Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) verwendet.

3.2.9.2 Quantitative PCR

Zur Quantifizierung der Genexpression von ausgewahlten Genen wurde die Methode
der gPCR verwendet. Bei diesem Messverfahren werden Nukleinsauren exponentiell
amplifiziert und mittels einer fluoreszierenden Substanz interkalierend markiert. Die
gemessene Fluoreszenz ist proportional zur Menge der detektierten Gene und wird in
das Verhaltnis zu ubiquitar-exprimierten Haushaltsproteinen gesetzt.26 In dieser Arbeit
wurden die Haushaltsproteine m-HPRT und m-ACTB verwendet. Die gPCR wurde mit
dem Power SYBR® Green Mastermix (Thermo Fisher Scientific) durchgefuhrt. Fur die
Reaktion wurden 8,92 ul Power SYBR® Green Mastermix, 9 pl RNase-freies H20 und
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0,08 pl Primer mit 1 pul cDNA (30 ng/pl) vermischt. Das Thermocycler-Programm wurde
wie folgt eingestellt: 95 °C fur 10 Minuten gefolgt von 95 °C fur 15 Sekunden und 60
°C fur 1 Minute fir insgesamt 40 Amplifikationszyklen. Die Auswertung erfolgte mit
dem Programm SDS RQ Manager (BioTad) nach der A-A-Ci-Methode.

3.2.10 Massenspektrometrie (MS)

3.2.10.1 Zellernte fur MS

Zur Zellgewinnung wurden fir jedes Replikat drei 10 cm-Schalen der HSMP-Zelllinie
mit induzierbarem aPKC©?2-knockdown sowie zwei 10 cm-Schalen der mIMCD-
Zelllinie mit siRNA-induziertem-knockdown verwendet. Die Zellen wurden mit Trypsin
lysiert und anschlie3end mit 9 ml vorgekihltem Medium bei 1.000 rpm fir 5 Minuten
bei 4 °C herunter zentrifugiert. Es folgten zwei Waschritte mit vorgekihltem PBS (10
ml, 1 ml), wobei der Uberstand jeweils bei 1.000 rpm fiir 5 Minuten bei 4 °C
abzentrifugiert wurde. Im letzten Schritt wurde das gewonnene Zellpellet in Trockeneis
mit vergallendem Alkohol (90% Ethanol) schockgefroren und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

3.2.10.2 Herstellung von Zelllysaten fur MS

Das Zellpellet wurde in Urea-Puffer bestehend aus 8 M Urea und 50 mM
Ammoniumbicarbonat und 10 pl Halt® Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail
100X (PPI) (Thermo Fisher Scientific) aufgeldst. Um die Zellen aufzubrechen, wurden
die Proben anschlieBend fur 1 Minute bei 10% sonifiziert. Nach einem
Zentrifugationsschritt bei maximaler Geschwindigkeit fiir 45 Minuten und 4 °C wurde
die Proteinkonzentration mit einem BCA Protein Assay Kit (Pierce) gemessen. Zur
Reduktion der Proben wurden 5 mM DTT hinzugegeben und fur 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Im n&chsten Schritt wurde die Proben mit 20 mM
lodacetamid (IAA) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln behandelt. Je 100 g
Protein wurden im Verhaltnis 1:100 mit 1 pl Trypsin verdaut. Am nachsten Tag wurde
der Trypsinverdau mit 0,5% Ameisenséaure (FA) gestoppt und auf einen pH-Wert unter
3 angesauert.8” Um die Proteine zu extrahieren, wurden Oasis HLB 1 cc Vac Cartidge
30 mg Saulen (Waters) verwendet. Jede Saule wurde zunachst mit Acetonitril (ACN)

konditioniert und mit 0,1% FA equilibriert. AnschlieRend wurden die Proben
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tropfchenweise auf die S&ulen geladen. Nach zweimaligem Waschschritt mit 0,1% FA
wurden die Proben mit 0,1% FA und 50% ACN eluiert. Anschlieend wurden die
Proben im Speed Vac (Proteomics Core Facility Cologne) getrocknet und bis zum

Phosphopeptide Enrichment bei -20 °C gelagert.

3.2.10.3 Phosphopeptide Enrichment fur MS

Das Phosphopeptide Enrichment wurde durch R. Herzog (Nephrologisches
Forschungslabor, KéIn) unter Verwendung des High-Select® Fe-NTA Phosphopeptide
Enrichment Kit (Thermo Fisher Scientific) durchgefihrt.

Die lyophilisierten Peptidproben wurden hierzu in 200 ul Bindungs- und Waschpuffer
durch 15-minutiges Zentrifugieren bei 1.400 rpm und vortexen vollstandig suspendiert.
Der pH-Wert wurde mit Testpapier gemessen und ggf. mit FA 0,2% auf unter 3
gesenkt. Um die Phosphopeptide anzureichern, wurden Phosphopeptid-spezifische
Harz-Saulen equilibriert. Zunachst wurde bei 1.000 x g fur 30 Sekunden der
Speicherpuffer abzentrifugiert. Die folgenden Zentrifugationsschritte wurden ebenfalls
bei 1.000 x g fur 30 Sekunden durchgefuhrt. Die Saulen wurden anschlielRend
zweimalig mit 200 ul Bindungs- und Waschpuffer gereinigt und tberschissiger Puffer
abzentrifugiert. Die Peptidproben wurden auf die Saulen geladen und vorsichtig mit
der Quarzschicht alle 10 Minuten fur insgesamt 30 Minuten Inkubationszeit
suspendiert. Nachdem der Uberschuss abzentrifugiert wurde, wurden die Saulen
dreimalig mit 200 pl Bindungs- und Waschpuffer und einmalig mit 200 ul Pierce® Water
LC-MS Grade gesaubert. Im letzten Schritt wurden zweimalig je 100 pl Elutionspuffer
auf die Saule gegeben und die Peptidproben durch Zentrifugation gewonnen. Um den
Elutionspuffer zu entfernen wurden die Proben fiir 1 Stunde im Speed Vac (Proteomics
Core Facility Cologne) bei Raumtemperatur getrocknet und anschlie3end in 0,1% FA

resuspendiert.

3.2.10.4 Phosphoproteomanalysen

Die nLC-MS/MS-Analyse des Phosphoproteoms wurde mit dem LTQ-Orbitrap
Discovery (Thermo Fisher Scientific) durchgefuhrt und die Rohdaten mit MaxQuant v
1.6.11.0 in der Proteomics Core Facility Cologne analysiert.®® Die bioinformatische

Analyse wurde durch M. Hohne durchgefiihrt (Nephrologisches Forschungslabor,
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KdlIn). Statistische Auswertungen wurden mit GraphPad Prism® Version 7.05 (San
Diego, CA) durchgefhrt.

Zur Analyse der shRNA-aPKC™°2/mirNEG-Podozytenzelllinie wurden grundlegende
Testkriterien (p<0,5, FC>1,5) und eine Falscherkennungsrate (FDR) von 0,2 sowie
s0=0,1 festgelegt. Die Enrichment Analysen nach Gene Ontology (GO)-Terms wurden
fur die Proteine der quantifizierten Phosphorylierungsstellen mit dem exakten Fisher-
Test durchgefuhrt und alle mehrfachen Phosphorylierungsstellen eines Proteins auf
ein Protein korrigiert. Die drei jeweils am starksten angereicherten GO-Terms im
aPKC°®-knockdown und der Kontrolle wurden ausgewahlt (Abb. 10B, 10C) und mittels
Referenzdatenbanken (Mus musculus) UniProt (https://www.uniprot.org) und
PhosphositePlus®  (https://www.phosphosite.org)®® sowie  Microsoft  Excel

ausgewertet.

Bei der Analyse der klassischen Epithelzelllinie mit SiRNA gegen aPKC°®?, wurde bei
der Phosphoproteom Auswertung auf die FDR verzichtet und die Testkriterien auf
p<0,5 und FC>1,5 eingeschrankt, da ansonsten nur eine Phosphorylierungsstelle
guantifiziert worden ware. Die Daten wurden ebenfalls mit den Referenzdatenbanken
(Mus musculus) UniProt  (https://www.uniprot.org) und PhosphositePlus®
(https://www.phosphosite.org)®® sowie mit Microsoft Excel analysiert.
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4. Ergebnisse

4.1 Keine Inhibition von aPKC°® durch chemische Inhibitoren ATG, ATM
und PS432 in Podozytenzelllinie

Die aktuelle Studienlage beweist, dass der podozytenspezifische knockout von
aPKC°® mit schwerer glomerularer Schadigung und vorzeitiger Letalitat einhergeht,
wobei die zugrunde liegenden Pathomechanismen bislang ungeklart sind.?? In
klassischen Epithelien verankert Par3A aPKC mit der Plasmamembran, wahrend der
podozytenspezifische Par3A-knockdown Uberraschenderweise keinen Phanotyp
aufweist. Die in Podozyten vorherrschende Par3-Variante Par3B besitzt im Gegensatz
zu Par3A keine aPKC-Bindedomane und interagiert folglich nicht mit aPKC.?2 Um die
zugrunde liegenden Mechanismen im Detail besser zu verstehen, testeten wir
chemische Inhibitoren von aPKC?in der Podozytenzelllinie, um spezifische Targets

von aPKC° zy identifizieren.

In der Literatur sind verschiedene Inhibitoren (ATG, ATM, PS432) beschrieben, die
anticancerdose Effekte durch Hemmung von aPKC©? in vitro und in vivo von
Lungenkrebszellen belegen. Da es sich um unterschiedliche Zelllinien handelt, musste
zunachst Uberpruft werden, ob die effiziente Inhibition durch ATG, ATM und PS432 in

der Podozytenzelllinie reproduziert werden kann.

Der erste getestete Inhibitor ATG ist eine Goldverbindung, der bei rheumatoider
Arthritis in der klinischen Praxis bereits Anwendung findet. ATG blockiert die PB-1-
Bindedomane von aPKC® und verhindert die Interaktion zu Par6, wahrend die
Kinasedomane von aPKC°® unbeeintrachtigt bleibt.°>°1 Durch die Blockade der PB-1-
Doméne wird die Aktivierung von Racl verhindert und die nachgeschaltete
Signalkaskade unterbrochen, die in nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom (NSCLC)
fir das Tumorwachstum verantwortlich ist.%%%2 Um zu testen, ob die Inhibition von
aPKC°® in der Podozytenzelllinie reproduziert werden kann, wurden unterschiedliche
Inkubationszeitraume und ATG-Konzentrationen validiert. Von den Zellkulturen
wurden Lysate und Prazipitate von aPKC® hergestellt und nach SDS-
Gelelektrophorese-Auftrennung mittels Western Blot auf spezifische aPKC-
Phosphoserine analysiert, um die Kinaseaktivitat zu Uberprtfen. Die Western Blot-
Analysen zeigen keine Inhibition von aPKC°2 (Abb. 5).
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Abb. 5: Chemischer Inhibitor ATG inhibiert aPKC°®® in Podozytenzelllinie nicht

A Western Blot-Analyse von kultivierten Podozyten, die 8 Stunden mit ATG (100 uM, 200 uM) inkubiert
wurden. Der Immunoblot zeigt keine erkennbaren Unterschiede in den Phosphoserinen (aPKC-
Substrate) zwischen der Inhibition und der Kontrolle, wahrend die Menge an aPKCtavergleichbar ist.
B Western Blot-Ergebnisse der Podozytenzelllinie nach 48 Stunden Inkubation mit ATG (100 puM, 200
pUM). Auch eine Verlangerung der Inkubationszeit auf 48 Stunden zeigt keine detektierbare Inhibition

von aPKCiota,

Im nachsten Schritt wurde der chemische Inhibitor ATM getestet, der hohe Ahnlichkeit
zu ATG aufweist aber eine andere chemische Struktur besitzt. Neben dem klinischen
Einsatz bei rheumatoider Arthritis ist ATM in Phase-l Studien bei Patienten mit
Pankreas-, Lungen-, und Ovarialkrebs eingesetzt worden.®® ATM blockiert die
Bindungsstelle zu Par6, indem es mit Cystein in der PB1-Doméane von aPKC ein
Addukt bildet.?4#% Um die optimalen Versuchsbedingungen zu validieren, wurden
verschiedene Inkubationszeitraume und Konzentrationen von ATM getestet und mit
Western Blot analysiert. Zusatzlich verwendeten wir ein PKC Kinase Activity Assay Kit,
um die Kinaseaktivitdt noch sensitiver zu messen. Die Ergebnisse des Western Blots
(Abb. 6A) und des PKC Kinase Activity Assays (Abb. 6B) zeigen keine Veranderungen

in der Kinaseaktivitat zwischen Inhibition mit ATM und Kontrolle.
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Abb. 6: Chemischer Inhibitor ATM inhibiert aPKC°® in Podozytenzelllinie nicht

A Western Blot-Analyse von kultivierten Podozyten, die 24 Stunden mit ATM (10 uM, 25 uM, 50 uM)
inkubiert wurden. Es sind keine Unterschiede in den Phosphoserinen zwischen Inhibition und Kontrolle
erkennbar.

B Ergebnisse des PKC Kinase Activity Assays nach 48 Stunden Inkubation mit ATM. Die gemessene
Kinaseaktivitat unterscheidet sich nicht zwischen Inhibition und Kontrolle. Die Positivkontrolle mit
aufgereinigter Proteinkinase C zeigt, dass die Kinaseaktivitat in Abhangigkeit von der Konzentration

detektiert wird.

Der dritte chemische Inhibitor PS432 ist im Gegensatz zu ATG und ATM ein
allosterischer Inhibitor, der die Proliferation von NSCLC-Zellen effizienter reduziert als
ATM.®3 PS432 bindet spezifisch an ein sogenanntes PIF-Pocket in der Kinasedoméane
von aPKC und weist im Tiermodell weniger Nebeneffekte auf.%® Mittels Western Blot
wurden wiederum verschiedene Inkubationszeitrdume und Konzentrationen von
PS432 validiert (Abb. 7A) und das PKC Kinase Activity Assay analysiert (Abb. 7B). In
der Western Blot-Analyse zeigen sich leichte Unterschiede in den aPKC-
Phosphoserinen zwischen Inhibition und Kontrolle, was auf den unterschiedlichen
Gehalt von aPKC™®? zurtickzuftihren ist (Abb. 7A). Der Immunoblot mit Tubulin, das in
der Zelle ubiquitar vorhanden ist, bestatigt die abweichende Proteinmenge zwischen
den Proben und belegt eine insuffiziente Inhibition durch PS432 (Abb. 7A). Im Einklang
mit den Western Blot-Ergebnissen zeigt auch das PKC Kinase Activity Assay keine
detektierbare Inhibition der Kinaseaktivitat von aPKC™ (Abb. 7B). Da die getesteten
Inhibitoren ATG, ATM und PS432 sich nicht in der Podozytenzelllinie reproduzieren
lieRen, stoppten wir weitere Versuche mit den chemischen Inhibitoren.
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Abb. 7: Allosterischer Inhibitor PS432 inhibiert aPKC°® in Podozytenzelllinie nicht

A Western Blot-Analyse einer Podozytenzelllinie, die 24 Stunden mit PS432 (12,5 pM, 25 pM, 50 uM)
inkubiert wurde. Es sind leichte Unterschiede in den Phosphoserinen zwischen Inhibition und Kontrolle
erkennbar, die jedoch in dem unterschiedlichen Gehalt von aPKC°® begriindet liegen. Dies bestatigt
sich im Immunoblot mit Tubulin, dass ubiquitér in den Zellen vorhanden ist und den unterschiedlichen
Zellgehalt zwischen den Proben aufzeigt. Der Western Blot belegt, dass PS432 aPKC©® in der
Podozytenzelllinie nicht inhibiert.

B Ergebnisse des PKC Kinase Activity Assays nach 24 Stunden Inkubation mit PS432. Die
Kinaseaktivitat von aPKC wird durch den Inhibitor PS432 nicht inhibiert.

4.2 Herstellung und Validierung einer stabilen Podozytenzelllinie mit

induzierbarem aPKC°2-knockdown

Die spezifische Inhibition der Kinaseaktivitit von aPKC™®2 lieR sich in der
Podozytenzelllinie nicht reproduzieren, sodass wir uns in einem zweiten Ansatz dazu
entschieden, einen podozytenspezifischen knockdown von aPKC™°? zu generieren. Da
der dauerhafte knockdown von aPKC°® in kultivierten Podozyten fir die Zellen letal
ist, wurde eine im Nephrologischen Forschungslabor (K&In) bereits vorhandene stabile
Podozytenzelllinie mit Doxycyclin induzierbarem aPKC°?2-knockdown verwendet, um
die Auswirkungen der verringerten Genexpression zu untersuchen.® Der transiente
knockdown von aPKC™®? wurde durch Hinzugabe von Doxycyclin induziert und die
knockdown-Effizienz mittels Western Blot (Abb. 8A) analysiert. Die Western Blot-
Ergebnisse zeigen einen deutlichen knockdown zwischen shRNA gegen aPKC™®2und
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Kontrolle. Zur Quantifizierung der knockdown-Effizienz auf transkriptioneller Ebene
wurde RNA aus der Podozytenzelllinie isoliert, in cDNA revers transkribiert und mittels
gPCR-Verfahren (Abb. 8B) gemessen. Im Vergleich zur Kontrolle wurde eine

Restexpression von aPKC°®in Zellen mit shRNA gegen aPKC°2von 10% gemessen.

100-
B mirNEG-shRNA n=3

aPKC-shENA n=3

aPELC mir
kd MNEG

IB: aPKCiota pli -

70 kDa

IB: Tubulin | s sl 55 0 504

Lysate

mRNA-Expression von aPKC [%]

Abb. 8: Validierung der knockdown-Effizienz von aPKC°® in stabiler Podozytenzelllinie mit
shRNA gegen aPKC°®/mirNEG und Tet-On System

A Western Blot-Analyse einer Podozytenzelllinie nach Doxycyclin-induziertem knockdown von aPKCiota,
Der Immunoblot zeigt einen effizienten knockdown von aPKC®im Vergleich zur Kontrolle mit mirNEG
bei vergleichbarem Zellgehalt.

B Ergebnisse der gPCR nach Doxycyclin induziertem knockdown von aPKC©®2 (n=3). Der abhangige
Students t-test wurde angewendet, um die aPKCi°2-Expression in der stabilen Podozytenzelllinie mit
shRNA gegen aPKC°® und mirNEG zu vergleichen. Die noch vorhandene aPKC©a-Expression hat sich
in der stabilen Podozytenzelllinie auf 10% im Vergleich zur mirNeg-Kontrolle vermindert. *Zeigt einen

signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen an (p<0,05).

4.3 Identifikation neuer aPKC°®-Targets in Podozytenzelllinie mittels

massenspektrometrischer Analyse

Die aktuelle Studienlage beweist, dass aPKC*® fiir die Podozytenarchitektur und die
Integritat des Nierenfilters unerlasslich ist.?? Da die zugrunde liegenden Mechanismen

bislang ungeklart sind, wurden die Phosphorylierungsmuster der aPKC©2-knockdown
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Podozytenzelllinie mit der Kontrolle verglichen, um neue Targets von aPKC @ zy
identifizieren. Zur Detektion neuer aPKC®®-Targets wurde das Phosphoproteom der
zuvor generierten Podozytenzelllinie shRNA aPKC°®/mirNEG mit nLC-MS/MS
gemessen und die erhobenen Daten durch M. Ho6hne (Nephrologisches
Forschungslabor, Koéln) bioinformatisch analysiert. Um die Phosphorylierungsmuster
zwischen den Gruppen zu vergleichen, wurden 70 % der gultigen Werte, die
mindestens in der aPKC™a-knockdown- oder der Kontrollgruppe gemessen wurden, in
die Analyse miteinbezogen (Abb. 9, FDR=0,2, s0=0,1). Die hierarchische
Clusteranalyse zeigt eine klare Separation des Phosphoproteoms zwischen den
aPKC°®-knockdown-Proben und den Kontrollproben (Abb. 9A). In der Heatmap nach
Z-Score Normierung wird im Unterschied hierzu die Abweichung vom Mittelwert
standardisiert dargestellt und zeigt die differenziell regulierten Phosphosites zwischen
shRNA aPKC"? und Kontrolle. Insgesamt wurden 15.420 Phosphorylierungsstellen in
3.943 Proteinen gemessen, wovon 966 differenziell reguliert waren (Abb. 9C, 9D).
Insgesamt 536 Phosphorylierungsstellen wurden im knockdown im Vergleich zur
Kontrolle weniger gemessen. Die Anzahl der Proteine und damit potenziellen Targets
von aPKC°® liegt mit 383 deutlich darunter, da ein Protein an multiplen Phosphosites
phosphoryliert werden kann. Die vermindert phosphorylierten Proteine sind vermutlich
aPKC°®-Targets oder Bestandteil einer nachgeschalteten Signalkaskade, die durch
den knockdown von aPKC®? unterbrochen wird. Im Gegensatz hierzu sind 430
Phosphorylierungsstellen im knockdown im Vergleich zur Kontrolle zuséatzlich
gemessen worden. Die vermehrt nachgewiesenen Phosphorylierungsstellen wurden
in Summe bei 325 Proteinen detektiert und deuten auf einen

Kompensationsmechanismus in der Abwesenheit von aPKC©® hin.
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Abb. 9: Identifikation neuer aPKC°®-Targets mittels massenspektrometrischer Analyse in
Podozytenzelllinie

A Heatmap der aPKC©2-knockdown Podozytenzelllinie im Vergleich zur Kontrolle (n=4). Die
hierarchische Clusteranalyse zeigt eine deutliche Clusterbildung der Proben (Spalten) und der
Phosphosites (Zeilen) zwischen knockdown und Kontrolle.

B Heatmap mit Z-Score Normierung zwischen aPKCiota-knockdown im Vergleich zur Kontrolle. Der Z-
Score differenziert standardisiert nach den Abweichungen vom Mittelwert, und zeigt die signifikant
differenziell regulierten Phosphosites zwischen shRNA aPKC2 und Kontrolle.

C Vulkanplot des Phosphoproteoms der shRNA-aPKC°a/mirNEG-Podozytenzelllinie mit 70% gultiger
Werte in mindestens einer der beiden Gruppen (knockdown- und Kontrollgruppe) (FDR=0,2, s0=0,1).
Jeder Punkt im Vulkanplot représentiert eine Phosphorylierungsstelle. Der negative dekadische
Logarithmus von jeder Phosphorylierungsstelle ist in Bezug zur Fold Change dargestellt (p<0,5,
FC>1,5).

D Venn-Diagramme des Phosphoproteoms. Insgesamt wurden 15.420 Phosphorylierungsstellen in
3.943 Proteinen detektiert. 536 Phosphorylierungsstellen von insgesamt 383 Proteinen wurden weniger
und 430 Phosphorylierungsstellen von insgesamt 325 Proteinen wurden mehr im aPKCieta-knockdown

gemessen.

Um das gemessene Phosphoproteom naher zu klassifizieren, wurde eine Enrichment-
Analyse der differenziell regulierten Phosphorylierungsstellen im aPKC°®-knockdown
durchgefiihrt. Hierzu wurde der exakte Fisher-Test mit dem binéren Logarithmus des
Enrichment Faktors angewendet, um die signifikant erhohten oder verminderten Gene
Ontology (GO)-Terms im aPKC°®-knockdown zu identifizieren (Abb. 10, FDR=0,2,
s0=0,1). Die Enrichment Analyse wurde flr assoziierte Terms pro Protein und nicht
pro Phosphorylierungsstelle durchgefiihrt. Diese Vorgehensweise korrigiert die
Tatsache, dass ein Protein multiple Phosphorylierungsstellen besitzen kann und das
Ergebnis bei Mehrfachz&ahlungen fur einen Term verfalschen wirde. Die Enrichment
Analyse ergab, dass von den GO-Terms keine GO-Molecular Function (GOMF)- oder
GO-Biological Process (GOBP)-Terms, sondern nur GO-Cellular Component (GOCC)-

Terms angereichert sind.

Die vermindert nachgewiesenen Proteine/Phosphorylierungsstellen im knockdown
(aPKC kd{ ) im Vergleich zur Kontrolle sind potenzielle Targets von aPKC°® oder einer
nachgeschalteten Signalkaskade (in blau dargestellt, Abb. 10A, 10B). Insbesondere
Proteine, die mit dem Chromosom (reprasentiert durch den GOCC-Term

kondensiertes Kernchromosom), Aktinzytoskelett (GOCC-Term Stressfaser) sowie
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Zellkontakten (GOCC-Term Zell-Zell Adherens Junction) assoziiert sind, sind in dieser

Gruppe verstarkt vertreten (Abb. 10B).

Die im knockdown vermehrt nachgewiesenen Proteine/Phosphorylierungsstellen
(aPKC kd) im Vergleich zur Kontrolle kénnten auf einen
Kompensationsmechanismus in der Abwesenheit von aPKC®? hindeuten (in griin
dargestellt, Abb. 10A, 10C). In dieser Gruppe sind Proteine, die mit Zellkontakten
(GOCC-Term Tight Junction) und dem basalen Anteil der Zelle (GOCC-Term
basolaterale Plasmamembran) verbunden sind haufiger vertreten als in der
Kontrollgruppe (Abb. 10C).

Proteine, die als integraler Bestandteil der Membran (in aPKC kd1T> GOCC-Term
integraler Bestandteil der Plasmamembran) fungieren, sind in der vermehrt
phosphorylierten Gruppe verstarkt vertreten. Interessanterweise sind hingegen
Proteine, die in der vermindert phosphorylierten Gruppe mit diesem Term verknupft
sind (in aPKC kdJ, GOCC-Term integrale Komponente der Membran) in der
Enrichment Analyse weniger vertreten (Abb. 10B, 10C). Die diesem Term
zugeordneten Proteine sind auffallend haufig Transportproteine und Cadherine. Das
Membranprotein Protocadherin-1 ist in beiden beschriebenen Gruppen (aPKC kd1,

aPKC kd\ ) vertreten und mit Zelladhasion assoziiert.®6-%7
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Abb. 10: Enrichment Analyse nach GO-Terms mit dem exakten Fisher-Test in Podozytenzelllinie
A Enrichment Analyse nach GO-Terms. Anwendung des exakten Fisher-Tests mit dem binéren
Logarithmus des Enrichment Faktors (FDR=0,2, s0=0,1). Die Auswertung ergab, dass nur GOCC-
Terms und keine GOMF- oder GOBP-Terms angereichert sind.

B Enrichment Analyse der Proteine, deren Phosphorylierungsstellen im aPKCieta-knockdown vermindert
nachgewiesen wurden (blau dargestellt, FDR=0,2, s0=0,1). Die GOCC-Terms kondensiertes
Kernchromosom, Stressfasern, Zell-Zell Adherens Junction, Ribonukleoproteine und Kernplasma sind
in dieser Gruppe verstarkt vertreten. Der GOCC-Term integrale Komponente der Membran ist seltener
vorhanden, als dies bei einer Normalverteilung zu erwarten waére.

C Enrichment Analyse der Proteine, deren Phosphorylierungsstellen im aPKCi°ta-knockdown vermehrt
nachgewiesen wurden (grin dargestellt, FDR=0,2, s0=0,1). Die GOCC-Terms Tight Junction,
basolaterale Plasmamembran und integrale Komponente der Plasmamembran sind hier verstarkt

reprasentiert.

Insgesamt sind 22 Proteine den angereicherten GOCC-Terms kondensiertes
Kernchromosom, Stressfasern und Zell-Zell Adherens Junction zugeordnet, die als
mogliche Targets von aPKCi°® oder einer nachgeschalteten Signalkaskade identifiziert
werden konnten. Die Proteine sind in der Literatur bislang nicht als Substrate von
aPKC°® peschrieben. Die Proteine Gamma-adducin (Add3)% und ZO-1% werden als
Targets von Protein Kinase C (PKC) in der Literatur angefiihrt, ohne jedoch die Isoform
von PKC naher zu spezifizieren. 25 Proteine hingegen sind als potenzieller
Kompensationsmechanismus in  der Abwesenheit von aPKC°® vermehrt
nachgewiesen worden und unter den GOCC-Terms Tight Junction, basolaterale

Plasmamembran und integraler Bestandteil der Plasmamembran vertreten.

Insgesamt 14 interessante Kandidaten der genannten GOCC-Terms wurden im
nachsten Schritt im Phosphoproteom-Datensatz auf weitere Phosphorylierungsstellen
tberprift. Im aPKC*2-knockdown wurden vier Proteine (MICAL-like protein 2 (Micall2),
Synpo, LIM domain and actin-binding protein 1 (Limal), Protein NDRG1 (Ndrgl)) an
multiplen Phosphorylierungsstellen vermindert nachgewiesen, wahrend sechs
Proteine (Synpo, Armadillo repeat protein deleted in velo-cardio-facial syndrome
homolog (Arvcf), Ndrgl, ZO-1, Plakophilin-4 (Pkp4), Zonula occludens protein 2 (ZO-
2)) an verschiedenen Phosphosites differenziell reguliert sind (Abb. 11, Tab. 14).
Interessanterweise ist Synaptopodin an der Aminosaureposition 828 Serin im

aPKC°®-knockdown sowohl vermindert als auch vermehrt phosphoryliert
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nachgewiesen worden. In der vermindert detektierten Phosphorylierungsstelle 828
Serin liegt eine Multiplicity von zwei vor, wahrend die vermehrt nachgewiesene
Phosphorylierungsstelle eine Multiplicity von drei aufweist (Tab. 14). Die Multiplicity
bertcksichtigt die Tatsache, dass ein Protein mit identischer Aminoséauresequenz
unterschiedliche Phosphorylierungsmuster besitzen kann. Die unterschiedlichen
Phosphorylierungsmuster sind ein zusatzlicher Regulationsmechanismus innerhalb
des Zellnetzwerkes, da Proteine durch Phosphorylierung spezifischer Phosphosites

aktiviert oder inaktiviert werden konnen.
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Abb. 11: Phosphorylierungsstellen interessanter Proteine der Enrichment Analyse in
Podozytenzelllinie

Students t-test difference der Phosphorylierungsstellen interessanter Proteine, die mit den
angereicherten GOCC-Terms (s. Abb. 10) assoziiert sind (gelb=kondensiertes Kernchromosom,
grin=Stressfasern, blau=Zell-Zell Adherens Junction, magenta=Tight Junction). Jeder Datenpunkt
reprasentiert eine Phosphorylierungsstelle, wobei zu unterscheiden ist, ob ein Peptid bereits ein- oder

mehrfach phosphoryliert vorliegt (représentiert durch die Multiplicity).
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Tab. 14: Phosphosites interessanter Proteine aus der Enrichment Analyse in

Podozytenzelllinie

Add3 Gamma-adducin 423 1 -2,14
Micall2 MICAL-like protein 2 67 1 -1,79
572 2 -1,28
Synpo Synaptopodin 521 1 -2,99
224 2/3 -3,16 /-3,54
828 2/3 -3,18 /3,8
MyhS Myosin-9 1.170 1 -1,27
Limal LIM domain and actin-binding protein 1 15 1 -0,58
371 2 -1,67
603 1 -1,74
Pdlim2 PDZ and LIM domain protein 2 210 2 -1,83
Arvcf Armadillo repeat protein deleted in velo- 267 1 3,52
cardio-facial syndrome homolog 345 1 -2,75
Ndrgl Protein NDRG1 328 2 -1,85
332 1 -2,36
335 3 -1,75
340 2 2,15
Cdc42epd Cdcd2 effector protein 4 11 1 -2,12
Z0-1 Tight junction protein ZO-1 313 2 3,73
320 2 -2,90
Pkp4 Plakophilin-4 326 2 1,56
336 2 -2,20
Rapgef2 Rap guanine nucleotide exchange factor 2 583 1 0,61
Magil Membrane-associated guanylate kinase, WW  1.176 1 3,60
and PDZ domain-containing protein 1
Z0-2 Tight junction protein Z0-2 147 2 1,46
412 2/3 -2,32 /-2,19

Tabelle mit 14 Proteinen der Phosphosites, die im knockdown der Podozytenzelllinie differenziell

reguliert sind unter Berlicksichtigung der Multiplicity.

4.4 Generierung eines aPKC°®-knockdown in Sammelrohrzellen mittels
SIRNA

Klassische Epithelien sind untereinander durch Tight und Adherens Junction
verbunden. Podozyten bilden hingegen nur einen Zell-Zellkontakt aus, die
Schlitzmembran, die sowohl Charakteristika von Tight als auch von Adherens Junction

reprasentiert.'11° Die strukturellen Unterschiede legen nahe, dass die drei
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Hauptpolaritatskomplexe Par-, Scribble- und Crumbs-Komplex vermutlich starker
miteinander interagieren als in klassischen Epithelien.® Die aktuelle Studienlage belegt
zudem die elementare Bedeutung von aPKC®a fir die einzigartige
Podozytenmorphologie und Integritdit  des Nierenfilters.?267  Aktuelle
Forschungsergebnisse zeigen, dass aPKC°® in Podozyten im Gegensatz zu
klassischen Epithelien nicht durch Par3A im Par-Komplex konserviert wird.® Um die
zugrunde liegenden Unterschiede zu quantifizieren, wurde zuséatzlich zum Doxycyclin
induzierbaren aPKC°®-knockdown in der Podozytenzelllinie ein aPKC°®-spezifischer
knockdown in einer mIMCD-Zelllinie mittels transienter RNA-Interferenz induziert. Bei
mIMCD-Zellen handelt es sich um klassische Epithelzellen aus dem Sammelrohr der
Niere. Um den knockdown zu generieren, wurden die Sammelrohrzellen mit ON-
TARGETplus SMARTpool siRNA (Dharmacon) transfiziert. Die verwendete SiRNA
interferiert spezifisch mit der mRNA von aPKC°® und verhindert die Translation in ein
funktionsfahiges Protein. Als Kontrolle wurde zusatzlich unspezifische ON-
TARGETplus Non-targeting siRNA (Dharmacon) verwendet, um potenzielle
Nebeneffekte zu identifizieren. Um die hochstmdgliche knockdown-Effizienz zu
ermitteln, wurden verschiedene Inkubationszeitraume mittels Western Blot validiert.
Die Western Blot-Analyse zeigt einen deutlichen knockdown der Sammelrohrzelllinie,
die mit spezifischer aPKC-siRNA inkubiert wurden (Abb. 12). Da bereits ab 24 h ein
effizienter knockdown erzielt wurde, legten wir diesen Inkubationszeitraum fur die

darauffolgende massenspektrometrische Analyse fest.
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Abb. 12: Validierung der knockdown-Effizienz in Sammelrohrzelllinie mit sSiRNA gegen aPKCi°ot®
und ungerichteter siRNA (Kontrolle)

Western Blot-Analyse zur Validierung der hdchsten knockdown-Effizienz mit ungerichteter SiRNA (5 uM,
Inkubation fir 24 h) im Vergleich zu aPKC®-siRNA (5 uM, Inkubation fir 24 h, 48 h und 72 h). In allen

Inkubationszeitraumen ist die Bande fir aPKCica deutlich reduziert.

4.5 Keine signifikanten aPKC°®a-Targets durch massenspektrometrische
Analyse in Sammelrohrzellen mit analogen Testgutekriterien

Zur ldentifikation von aPKC°®-Targets in der mit aPKC°®- und ungerichteter siRNA
inkubierten Sammelrohrzelllinie wurde das Phosphoproteom mit nLC-MS/MS analog
zu zuvor gemessen. Die erhobenen Daten wurden durch M. Hohne (Nephrologisches
Forschungslabor, Kéln) bioinformatisch analysiert. Im Gegensatz zur MS-Analyse der
aPKC©®-knockdown Podozytenzelllinie wurde in dieser Analyse auf die FDR
verzichtet, da ansonsten nur eine Phosphorylierungsstelle im Datensatz quantifiziert
worden ware. Die massenspektrometrischen Ergebnisse wurden mit weniger
stringenten Testgutekriterien (p<0,5, FC>1,5) analysiert und die differenziell
regulierten  Proteine/Phosphorylierungsstellen  ausgewertet.  Aufgrund  der
abweichenden  Testgutekriterien wurden die beiden MS-Analysen der
Podozytenzelllinie und der Sammelrohrzelllinie nicht wie urspringlich vorgesehen

verglichen.

In die Auswertung wurden 66% der gultigen Werte, die mindestens in der siRNA

aPKC°®-knockdown- oder der Kontrollgruppe gemessen wurden, miteinbezogen
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(Abb. 13, p<0,5, FC>1,5). Die hierarchische Clusteranalyse zeigt eine Gruppierung der
Kontrollgruppen und eine Separation innerhalb der aPKC™®2-siRNA Proben in zwei
Cluster (Abb. 13A). Die Heatmap mit Z-Score Normierung stellt die Abweichung vom
Mittelwert der gemessenen Proben dar (Abb. 13B). Insgesamt wurden 17.632
Phosphorylierungsstellen gemessen, wovon 76 mehr und 505
Phosphorylierungsstellen weniger im siRNA-aPKC°®-knockdown gemessen wurden
(Abb. 13 C, 13D). Wie zuvor beschrieben sind die im knockdown vermindert
detektierten Phosphorylierungsstellen potenzielle Targets von aPKC™@ oder einer
nachgeschalteten Signalkaskade. Die vermehrt nachgewiesenen
Phosphorylierungsstellen deuten hingegen auf einen Kompensationsmechanismus

nach Ausschaltung von aPKC™'@ hin,

Im né&chsten Schritt wurde eine Enrichment-Analyse der differenziell regulierten
Phosphorylierungsstellen durchgefiihrt, um das detektierte Phosphoproteom zu
kategorisieren. Der exakte Fisher-Test wurde angewendet, um zu Uberprifen, ob
bestimmte Annotationskategorien signifikant unter- oder Uberreprasentiert sind. Im
Unterschied zur Enrichment-Analyse der aPKC°®-knockdown Podozytenzelllinie
wurden keine GO-Terms, sondern nur Motive der Kinase in der vermehrt (dargestellt
in orange) oder vermindert phosphorylierten (dargestellt in blau) Gruppe verstarkt
nachgewiesen (Abb. 13E).

Zuletzt wurden 14 interessante Proteine identifiziert, die im Datensatz differenziell
reguliert sind und mit Tight Junction (ZO-1, ZO-2, Membrane-associated guanylate
kinase, WW and PDZ domain-containing protein 1 (Magil)), dem Aktinzytoskelett
(Pdlim2, Cdc42ep4, Rho-associated protein kinase 1 (Rockl), Myosin phosphatase
Rho-interacting protein (Mprip), Talin-1 (TIn1), Serine/threonine-protein kinase MRCK
gamma (Cdc42bpg), Myosin light chain kinase, smooth muscle (Mylk), Rho guanine
nucleotide exchange factor 17 (Arhgefl?7), Misshapen-like kinase 1 (Mink1)) und
Zellpolaritat (Sribble, Prkci) assoziiert sind (Abb. 13, Tab. 15). Die Proteine wurden auf
weitere differenziell regulierte Phosphorylierungsstellen und die Multiplicity Gberprift,
die die Tatsache berucksichtigt, dass ein Peptid ein- oder mehrfach phosphoryliert
vorliegen kann. Die Proteine Pdlim2, Cdc42bpg, ZO-1, ZO-2, Magil und Prkci sind in
der Phosphoproteomanalyse der Podozytenzelllinie ebenfalls differenziell reguliert,
aufgrund der unterschiedlichen Testgutekriterien sind diese Uberschneidungen jedoch
mit Vorbehalt zu betrachten und seien an dieser Stelle nur erwéhnt.
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Abb. 13: aPKC°®-Targets in Sammelrohrzelllinie mittels massenspektrometrischer Analyse
A Heatmap der siRNA aPKCa-knockdown Sammelrohrzelllinie (n=4) im Vergleich zur Kontrolle (n=6).
Die hierarchische Clusteranalyse zeigt eine Clusterbildung der Kontrollproben und eine Separation der
knockdown-Proben.
B Heatmap mit Z-Score Normierung zwischen aPKCic@-knockdown im Vergleich zur Kontrolle. Die
Abweichungen vom Mittelwert werden durch den Z-Score standardisiert dargestellt und zeigen eine
Clusterbildung der Kontrollproben sowie eine Separation innerhalb der siRNA-aPKC°a-Proben.
C Vulkanplot des Phosphoproteoms der siRNA-aPKCi°#/Kontrolle Sammelrohrzelllinie mit 66% gliltiger
Werte in mindestens einer der beiden Gruppen (knockdown- und Kontrollgruppe). Jeder Punkt im
Vulkanplot reprasentiert eine Phosphorylierungsstelle. Der negative dekadische Logarithmus von jeder
Phosphorylierungsstelle ist in Bezug zur Fold Change dargestellt (p<0,5, FC>1,5).
D Venn-Diagramme des Phosphoproteoms. Insgesamt wurden 17.632 Phosphorylierungsstellen
detektiert, wovon 505 weniger und 76 Phosphorylierungsstellen mehr im aPKCita-knockdown
gemessen wurden.
E Enrichment-Analyse mit dem exakten Fisher-Test. In blau dargestellt sind die Motive der Kinase, die
in der vermindert nachgewiesenen knockdown-Gruppe angereicht sind. In orange sind hingegen die
angereicherten Motive der Kinase aufgelistet, die im knockdown vermehrt detektiert wurden. Im
Unterschied zur aPKCia-knockdown Podozytenzelllinie sind keine GO-Terms verstarkt reprasentiert.
F Students t-test difference der Phosphorylierungsstellen interessanter Proteine (magenta=Tight
Junction, hellblau=Zellpolaritéat, griin=Aktinzytoskelett). Jeder Datenpunkt reprasentiert eine
Phosphorylierungsstelle, wobei zu unterscheiden ist, ob ein Peptid bereits ein- oder mehrfach
phosphoryliert vorliegt (reprasentiert durch die Multiplicity).
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Tab. 15: Phosphosites interessanter Proteine in Sammelrohrzelllinie

Protein Phosphosite Multiplicity Students t-test
difference
70-1 Tight junction protein Z0-1 175 1 -4,021
Z0-2 Tight junction protein ZO-2 421 1 -2,329
960 1 -4,742
Magil Membrane-associated guanylate kinase, WW  1.359 1 -2,986
and PDZ domain-containing protein 1
Srib Scribble 735 1 1,521
Prkci Protein kinase C iota type 563 1 -2,497
Rockl Rho-associated protein kinase 1 1.341 1 -3,069
Mprip Myosin phosphatase Rho-interacting protein 270 1 -2,613
502 1 -2,193
Tin1 Talin-1 1.641 1 -1,956
Cdc42bpg Serine/threonine-protein kinase MRCK 1.514 2 -1,819
gamma
Mylk Myosin light chain kinase, smooth muscle 611 1 -3,015
Arhgefl7  Rho guanine nucleotide exchange factor 17 1.711 2 -3,259
1.714 2 -3,086
Mink1 Misshapen-like kinase 1 784 1 1,769
920 1 2,019
Pdlim2 PDZ and LIM domain protein 2 199 1 2,289
Cdc42epd4 Cdc42 effector protein 4 140 1 -2,145

Tabelle mit 14 Proteinen der Phosphosites, die im knockdown der Sammelrohrzelllinie differenziell

reguliert sind unter Berucksichtigung der Multiplicity.
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5. Diskussion

5.1 Potenzielle Targets von aPKC°'2 in Podozytenzelllinie

Forschungen der letzten Jahre konnten aPKC°® als essenzielles Polaritatsprotein fir
die Integritat der Podozytenmorphologie und die Funktionalitdt des Nierenfilters
identifizieren.??%7 In klassischen Epithelien wird aPKC durch das Geriistprotein Par3A
mit der Plasmamembran verbunden, wahrend der podozytenspezifische knockout von
Par3A (berraschenderweise phéanotypisch unaufféllig bleibt.° Die in Podozyten
vorherrschende Par3-Variante Par3B Dbesitzt dariber hinaus keine aPKC-
Bindedomane. Die Resultate fihrten zur Zielsetzung dieser Arbeit, bislang unbekannte
Targets von aPKC°® in Podozyten zu identifizieren und mit den aPKC°®-Targets in
klassischen Epithelien zu vergleichen.

Neben der elementaren Bedeutung fur die glomerulare Filtrationsbarriere ist aPKC
Gegenstand intensiver Forschung in der Onkologie. Die Kinase aPKC ist in den
meisten soliden Tumoren Uberexprimiert im Vergleich zum Normalgewebe'® und
Ausgangspunkt verschiedener Signalwege, die zum unkontrollierten Tumorwachstum
beitragen.%% Stallings-Mann und Kollegen (2006) konnten in-vitro- und in-vivo-
Experimenten in NSCLC-Zellen zeigen, dass ATG und ATM durch Blockade der PB1-
Domane die Interaktion zwischen aPKC®®® und dem Adaptermolekul Par6 inhibiert.%
Die Par6 vermittelte Aktivierung von Racl durch aPKC™® wird somit unterbrochen und
das Tumorwachstum gehemmt.®* Arencibia und Kollegen (2017) entwickelten dartiber
hinaus den allosterischen Inhibitor PS432, der an das PIF-Pocket in der
Kinasedomane von aPKC°? bindet und somit das Tumorwachstum inhibiert.?3 In der
Podozytenzelllinie konnte keine Inhibition der Kinaseaktivitat von aPKC°2durch ATG,
ATM oder PS432 reproduziert werden.

In NSCLC-Zellen fuhrt der durch ATG und ATM herbeigefuhrte Interaktionsverlust
zwischen aPKC und Par6 zur Inhibition von aPKC.°% Die Blockade der
nachgeschalteten Racl-Pak-Mek-Erk-Signalkaskade erfasst nur einen Teil der aPKC-
Kinaseaktivitat, da nicht die Kinasedomane, sondern lediglich die PBl-Domane
inhibiert wird.®* Dartiber hinaus belegt die aktuelle Studienlage, dass aPKC Gewebe-
spezifische Funktionen erfiillt,’®© was die Ubertragbarkeit zwischen verschiedenen
Zelllinien herabsetzen konnte. In Tumorzelllinien ist aPKC zudem tberexprimiert im

Vergleich zum Normalgewebe.'® Aktuell laufende Studien legen nahe, dass Lgl2 als
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zentraler Interaktionspartner von aPKC°® fungiert und konnten ein weiterer Beleg flr
die einzigartigen Polaritatssignalwege in Podozyten sein (unverdffentlicht, Dr. Sybille
Kohler). Die fehlende aPKC®-Inhibition durch ATG, ATM und PS432 in der
Podozytenzelllinie  kbnnte folglich in anderen Interaktionspartnern oder
Kompensationsmechanismen im Vergleich zu klassischen Epithelien begrindet
liegen. Eine weitere Ursache kdnnte in technischen Aspekten begriindet liegen, da die
Kinaseaktivitat von aPKC™®? in der Podozytenzelllinie nicht detektiert wurde. Weitere
Validierungen sowie eine Quantifizierung der Kinaseaktivitat in der Podozytenzelllinie
sind erforderlich, um die chemischen Inhibitoren in der Podozytenzelllinie erneut zu
testen. Wir verzichteten darauf, die aPKC™®2-Inhibition in den bereits publizierten
Zellreihen zu reproduzieren, da mit den shRNA-knockdown Experimenten eine
erfolgversprechende Alternative zur Identifikation neuer aPKC°®-Targets in der
Podozytenzelllinie zur Verfigung stand.

Im zweiten Ansatz wurden mittels shRNA-induzierten knockdown von aPKC°? in der
Podozytenzelllinie (FDR=0,2, s0=0,1) neue Targets von aPKC°@ identifiziert, von
denen interessanterweise zahlreiche Proteine mit dem Aktinzytoskelett assoziiert sind.
Schadigungen an den Podozyten sind durch Verdnderungen des strukturgebenden
Aktinzytoskeletts charakterisiert,’>13 das u.a. durch den aPKC-Par-Komplex etabliert
wird. Micall2,1°* Myh9,1%? Lima1%3 und Pdlim2°* sind am Aufbau von Aktinfilamenten
beteiligt, wahrend eine reduzierte Add3-Expression in einem Verlust von Stressfasern
resultiert und die Ausbildung von Foot Process Effacement begtinstigt.1%® ZO-1 fungiert
dariber hinaus als Gerustprotein zwischen dem Aktinzytoskelett und der
Schlitzmembran.!! Der podozytenspezifische Verlust von ZO-1 fihrt zu Proteinurie
und Glomerulosklerose und demonstriert die wesentliche Bedeutung von ZO-1 fir die
Integritat des Nierenfilters.'°® Neben dem Schlitzmembranprotein Nephl interagiert
Z0O-1 mit Arvcf.197 Arvcf, Ndrgl, Cdc42ep4, Pkp4 und Synpo sind wiederum an
Signaltransduktionsprozessen durch Rho-GTPasen beteiligt.#+10810% Studien der
letzten Jahrzehnte konnten zeigen, dass Rho-GTPasen u.a. eine zentrale Rolle in der
Regulation des Aktinzytoskeletts erfiillen.?3110.111 Dije Ergebnisse sind in Einklang mit
der aktuellen Studienlage, dass aPKC°® ein elementarer Regulator des
Aktinzytoskeletts ist.?3:112

Ein weiterer Regulationsmechanismus in der Zellmaschinerie wird durch multiple

Phosphorylierungsmuster innerhalb eines Proteins etabliert, wodurch sich die Funktion
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eines Proteins grundlegend verandern kann. Unter den identifizierten aPKC°®2-Targets
wird dies beispielhaft an Synaptopodin deutlich, das mit einer unterschiedlichen
Multiplicity sowohl vermindert als auch vermehrt nachgewiesen werden konnte (S828
aPKC kd1 Multiplicity 3, aPKC kdJ Multiplicity 2). Die Dechiffrierung der
Phosphorylierungsmuster innerhalb des Signalnetzwerkes stellt eine Herausforderung
zukUnftiger Forschungen dar. Zusammenfassend zeigt sich, dass ein komplexes
Zusammenspiel von Signalkaskaden und Regulationsmechanismen fur die

Funktionalitdt des Nierenfilters erforderlich ist.

Immortalisierte  Podozytenzelllinien haben einen wichtigen Beitrag zur
Entschliisselung der physiologischen und pathophysiologischen Mechanismen des
Nierenfilters geleistet. Aufgrund von Limitationen der Zellkultur-Studien wird die
Ubertragbarkeit gewonnener Erkenntnisse aus in-vitro-Studien auf Podozyten in vivo
immer wieder kontrovers diskutiert. Die Expression Podozyten-spezifischer Gene ist
in der Zellkultur verringert und unterscheidet sich zudem zwischen undifferenziertem
und differenziertem Stadium.8” Zusatzlich zu den durchgefiihrten Zellkultur-Studien
sollten daher in-vivo-Studien mit den interessanten Kandidaten fortgesetzt werden, um

die Bedeutung der potenziellen Targets von aPKC™°®2 in vivo zu verifizieren.

5.2 Mogliche Kompensationsmechanismen in der Abwesenheit von
aPKC°®in Podozytenzelllinie

Podozyten durchlaufen bei glomerularer Schadigung eine Art Dedifferenzierung und
nehmen die Morphologie von klassischen Epithelien an.1*3® Es kommt zudem zu einer
Translokation der basolateralen Zellkontakte und zur Ausbildung von Tight Junctions,
wie sie in frihen Entwicklungsstadien der Podozyten beobachtet werden.'!3
Moglicherweise stellt die Hochregulation der Zell-Zellkontakte wéhrend glomerularer
Schadigung einen Verankerungsmechanismus dar, um den drohenden Zellverlust zu
verhindern. Die im shRNA-induzierten knockdown von aPKC©2 vermehrt
nachgewiesenen Proteine/Phosphorylierungsstellen des MS-Phosphoproteoms
konnten in potenzielle Kompensationsmechanismen in Abwesenheit von aPKC?
involviert sein. Die unter den angereicherten GOCC-Terms Tight Junction,
basolaterale Plasmamembran und integraler Bestandteil der Plasmamembran

reprasentierten Proteine kdnnten darauf schlie3en lassen, dass durch den knockout

72



von aPKC2 die beschriebenen morphologischen Anderungen in den Podozyten
angestolRen werden. Aufgrund der bereits beschriebenen Limitationen in Zellkultur-
Studien sollten in-vivo-Studien mit den interessanten Kandidaten fortgesetzt werden,
um die Bedeutung der identifizierten aPKC®3-Targets im lebenden Organismus zu

Uberprufen.

53 aPKCota_knockdown in Sammelrohrzellen mittels SiRNA

moglicherweise nicht suffizient genug

Das Polaritatsprotein aPKC®®2 konnte als elementarer Akteur zur Etablierung der
komplexen  Podozytenarchitektur ~ und  Funktionalitat der  glomerularen
Filtrationsbarriere identifiziert werden.?? Der aktuelle Forschungsstand deutet klar
daraufhin, dass sich die Polaritatssignalwege zwischen Podozyten und klassischen
Epithelien unterscheiden. Um potenzielle Targets in Sammelrohrzellen der Niere zu
identifizieren, wurde mit analogen Testgutekriterien des shRNA-induzierten
knockdown von aPKC®2 in der Podozytenzelllinie (FDR=0,2, s0=0,1) nur eine
Phosphorylierungsstelle detektiert. Obwohl die Western Blot-Ergebnisse den
knockdown von aPKC @ durch die verwendete siRNA zeigen, konnte der knockdown
fur die phosphoproteomische Analyse nicht suffizient genug gewesen sein. Die RNA-
Interferenz ist eine fest etablierte Methode zum Gen-Silencing, deren Effizienz jedoch
durch mangelnde Spezifitdt, vorzeitigem Abbau sowie verminderter Aufnahme der
siRNA in die Zelle herabgesetzt sein kann.?* Eine weitere mogliche Ursache der
fehlenden Resultate kdonnte im unterschiedlichen Expressionsmuster von aPKC-
Isoformen begriindet liegen. In der verwendeten Sammelrohrzelllinie (mIMCD) wird
aPKCz® fast dreifach hoher exprimiert als aPKC'°2 114 Es ist denkbar, dass die Isoform
aPKCzt die fehlende Kinaseaktivitit von aPKC°® kompensieren kann. Weitere
Validierungen der siRNA gegen aPKC°@sind notwendig, um die knockdown-Effizienz

zu detektieren und zu maximieren.
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