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1 Zusammenfassung

Zystische Nierenerkrankungen gehoéren zu den Ziliopathien und werden durch Mutationen in
Genen ausgelost, die fiir ziliare Proteine kodieren'. Eine wichtige zystische
Nierenerkrankung ist die Nephronophthise (NPH). Es handelt sich dabei um eine
schwerwiegende genetische Erkrankung, flr die bisher keine kausale Therapie existiert 2. Es
konnten schon eine Vielzahl krankheitsauslosender Mutationen gefunden werden, jedoch
sind die grundlegenden pathophysiologischen Vorgange bislang noch weitgehend

unverstanden 2.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst die humane Zelllinie CCD_RCC des distalen
Nierentubulus néher auf ihre Wachstumseigenschaften sowie Transfektionseigenschaften
und die Ausbildung von primaren Zilien untersucht. Allerdings gelang es nicht, mit
Genomeditierung stabile Zelllinien herzustellen. Im Anschluss konnte mit HEK 293T-Zellen
eine Zellllinie etabliert werden, die das NPHP-Protein NPHP15 (CEP164), welches am
Basalkorper des primaren Ziliums lokalisiert ist, gekoppelt an ein Flag-Tag exprimiert. Mit
einer Co-Immunprazipitation wurden die mit NPHP15 interagierenden Proteine aus den
Zellen prazipitiert und in einer Massenspektrometrie-Untersuchung das Interaktom von
NPHP15 erstellt. Hier zeigten sich insgesamt 31 signifikant angereicherte Proteine, welche
teilweise bekannte Funktionen von NPHP15 stlitzen sowie Vermutungen Uber neue zellulare
Lokalisationen des Proteins zulassen. Sie weisen etwa auf eine mdgliche Beeinflussung
mitochondrialer Funktionen durch NPHP15 hin, was schon bei anderen Ziliopathien, wie der
ADPKD, eine Rolle spielt. Im letzten Schritt dieser Arbeit wurde der Datensatz mit
Proteomdaten anderer zentrosomaler Proteine sowie proximity labeling Daten anderer NPH-
Proteine verglichen. Durch weitere Daten zu Interaktionsnetzwerken von NPH-Proteinen soll
es zukulnftig méglich sein, das grundlegende Verstandnis der pathophysiologischen
Vorgange der Nephronophthise zu erweitern sowie neue Ansatzpunkte fur die Therapie
dieser Erkrankung zu finden. Insbesondere fur Gentherapie- oder Immuntherapieverfahren
koénnten die Interaktionsnetzwerke von NPH-Proteinen therapeutische Ansatzpunkte

darstellen.
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2 Einleitung

2.1 Zystische Nierenerkrankungen

Hereditare (poly-) zystische Nierenerkrankungen sind eine Gruppe nephrologischer
Erkrankungen, deren Hauptmerkmal die progrediente Entstehung von Zysten sowie die
Fibrosierung des Parenchyms ist 3. Zysten sind flissigkeitsgefiillte, verkapselte Hohlraume
im Parenchym der Niere, die sich durch Proliferation der Tubulusepithelzellen bilden. Dabei
wird in das entstehende Lumen FlUssigkeit sekretiert, welche die Ausbildung der Zyste
vorantreibt 4. Einzelne Zysten treten klinisch selten in Erscheinung und stellen keine groRe
gesundheitliche Bedrohung dar. Zystische Nierenerkrankungen fiihren jedoch zu einer
progredienten Funktionseinschrankung der Niere bis hin zum terminalen Nierenversagen 4.
Zum jetzigen Zeitpunkt sind fur diese Erkrankungen keine kausalen Therapien bekannt,
sodass bei Progredienz Dialyseverfahren oder eine Nierentransplantation notwendig werden

5. Im Folgenden werden zwei wichtige Erkrankungen eingefiihrt.

2.1.1 ADPKD/ARPKD

Die autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD) ist die haufigste
genetische Nierenerkrankung und besitzt eine Inzidenz von 1:1000 in Europa °. Sie ist
gekennzeichnet durch die Entstehung multipler parenchymaler Nierenzysten mit starker
Vergrélerung der Nieren, was mit einer sich progredient reduzierenden Nierenfunktion
einhergeht °. Die Manifestation der Erkrankung zeigt sich klinisch beginnend zwischen dem
30. und 50. Lebensjahr durch Hadmaturie, Flankenschmerzen, Harnwegsinfektionen sowie
Hypertonie °. Die haufigste extrarenale Manifestation sind Leberzysten 3.

Die Pathogenese der ADPKD ist bedingt durch /oss-of-function Mutationen in Genen, die
Membranproteine im Zilium der Nierenepithelzellen exprimieren. Diese Gene sind PKD1 und
PKD2, welche die Proteine Polycystin 1 und Polycystin 2 kodieren ©. Diese beiden Proteine
bilden gemeinsam einen Calciumkanal-Rezeptorkomplex 5. Mutationen von PKD1 oder
PKD2 sind mit einer verminderten intrazellularen Calciumkonzentration assoziiert und fuhren
damit zu einer erhdhten intrazellularen cAMP-Aktivitat. Dies hat die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren zur Folge, resultiert in Hyperproliferation und Hypersekretion und
unterstiitzt die Zystenbildung °. Mit der ARPKD existiert eine autosomal-rezessiv vererbte
Form der Erkrankung mit einer Inzidenz von 1:20.000 in der europaischen Bevolkerung 7.
Diese Erkrankung zeigt sich meist frih bei Geburt in Form von Nierenzysten, Leberfibrose
und pulmonaler Hypoplasie, was haufig in Nierenversagen und respiratorischen

Komplikationen miindet 7.
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2.1.2 Nephronophthise

Als weitere polyzystische Nierenerkrankung ist die Nephronophthise (NPH) zu nennen. Es
handelt sich um eine autosomal-rezessive tubulointerstitielle Erkrankung 8. Die NPH ist mit
einer Inzidenz von 1:50.000 die haufigste genetische Ursache eines terminalen
Nierenversagens in den ersten 30 Lebensjahren 8. Die NPH ist durch interstitielle Fibrose,
Verdickung der Basalmembran und verstrichenem Ubergang zwischen Rinde und Mark
gekennzeichnet °. Zysten treten hier eher im spateren Verlauf der Erkrankung auf °. Die
Patienten zeigen eine renale Atrophie aufgrund der progredienten tubulointerstitiellen
Fibrose '°. Diese hat zur Folge, dass die Nierentubuli den Urin nicht mehr konzentrieren
kdnnen, was sich initial durch Polyurie, Polydipsie sowie Nykturie/Enuresis zeigt '*. Im
fortgeschrittenen Stadium kann sich die Erkrankung durch Anamie, Wachstumsretardierung
sowie Hypertonie und metabolischer Azidose manifestieren '?; '. Insgesamt prasentiert sich
die NPH haufig sehr heterogen und in bis zu 50% der Falle treten Manifestationen an
anderen Organen auf 2. Diese betreffen vorwiegend Augen, Leber, Pankreas oder ZNS und
sind haufig Teil genetisch und phanotypisch Uberlappender Syndrome, etwa des Joubert-
Syndroms, des Bardet-Biedl Syndroms, des Meckel-Gruber Syndroms oder des Senior-
Leken-Syndroms 2. Das Joubert-Syndrom ist durch eine Vermisaplasie des Gehirns
gekennzeichnet und fuhrt zu neurologischen Symptomen wie Ataxie und muskularer
Hypotonie 8. Die Pravalenz der Erkrankung liegt bei 1:100.000 '2. Fiir das Bardet-Bied|-
Syndrom sind 16 verschiedene auslésende Genmutationen bekannt und die Erkrankung
aulert sich unter anderem durch Malformation des urogenitalen Systems und durch retinale
Degeneration '. Typisch fiir das Meckel-Gruber-Syndrom sind Lungenhypoplasie sowie
weitere Symptome wie Situs inversus oder Nierendysplasie '. Das Senior-Lgken-Syndrom
auRert sich okular durch Retinitis pigmentosa und Leberscher kongenitaler Amaurose . Die
Erkrankung hat zumeist eine komplette Erblindung zur Folge °. Im Auge sind die inneren und
auleren Anteile der retinalen Photorezeptoren Gber ein ,Verbindungszilium® miteinander
verbunden, dessen Fehlfunktion die okuldare Symptomatik erklart 8. Insgesamt ist das Senior-
Leken-Syndrom ein seltenes Krankheitsbild mit einer Pravalenz von 1:1.000.000 3.

Die Nephronophthise kann anhand des Manifestationszeitpunktes des Nierenversagens in
drei Gruppen unterteilt werden. Es wird dabei zwischen infantiler, juveniler und adulter Form
unterschieden 2. Die friiheste klinische Manifestation zeigt sich bei der infantilen Form. Hier
wird das Nierenversagen meist vor dem 4. Lebensjahr erreicht und es kann bereits
intrauterin zu Oligohydramnion sowie spater zu weiteren Symptomen wie sekundarer
Enuresis und Wachstumsretardierung kommen °. Die juvenile Form ist die haufigste Form
der Erkrankung, beginnt oft im 4.-6. Lebensjahr und fuhrt etwa im 13. Lebensjahr zu

terminalem Nierenversagen. Sie tritt durch eine Reduktion der glomerularen Filtrationsrate
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und Verlust der tubularen Funktion in Form von Polydipsie und Polyurie in Erscheinung °. Bei
der adulten Form wird das Nierenversagen durchschnittlich mit 19 Jahren erreicht 2.

Die Nephronophthise kann auf unterschiedliche Mutationen zurtickgeflihrt werden. Sowohl
monogene, digene als auch triallele Vererbungen sind fiir die Erkrankung beschrieben .
Zurzeit sind 20 NPHP Gene (NPHP1 - 20) sowie einzelne andere Gene bekannt, die mit dem
Auftreten der NPH in Verbindung stehen ''. 30-60 % der Krankheitsfalle gehen auf
Mutationen, meist homozygote Deletionen, von NPHP1 zurlick, das fir das Protein
Nephrocystin 1 an der Transitionszone des Ziliums kodiert 8. Der Grofteil der ibrigen NPHP-
Gene kodiert flr zilidre, haufig an der Transitionszone des Zilium lokalisierte Proteine ''. Fir
einen grofRen Teil der NPH Erkrankungen konnten jedoch bisher keine auslésenden

Mutationen identifiziert werden .

2.2 Primare Zilien in der Pathologie polyzystischer Nierenerkrankungen

Die Erkrankungen NPH, ADPKD und ARPKD werden als polyzystische Nierenerkrankungen
zu den Ziliopathien gezahlt '4. Diese Erkrankungen lassen sich zumeist auf Mutationen in
Genen zurlickflihren, die Proteine primarer Zilien kodieren 5. Das priméare Zilium nimmt als
Zellorganell eine wichtige Rolle in der renalen Entwicklung ein und ist dartber hinaus an
verschiedensten zellularen Mechanismen und Signalwegen beteiligt 8. Es wird nachfolgend

naher eingefihrt.

2.2.1 Funktion und Aufbau des primaren Ziliums

Primare Zilien sind antennenartige Organellen, die auf nahezu allen eukaryotischen Zellen
vorhanden sind '. Als sensorische Zellorganellen sind sie ausgehend vom Basalkorper,
einer modifizierten Zentriole, an der Zellmembran zu finden 4. In Abgrenzung zu primaren,
immotilen Zilien gibt es motile Zilien. Diese haben Funktionen beim zielgerichteten Transport
von Stoffen durch Bewegung, wie etwa dem von Mukus in der Lunge '¢. Auch motile Zilien
haben sensorische Funktionen, welche jedoch im priméaren Zilium lberwiegen 7. Seine
Funktionen werden nachfolgend naher erlautert.

Primare Zilien Gben verschiedene mechanosensorische sowie chemosensorische
Funktionen aus. So nehmen sie Informationen zu Zellschaden, Grélke oder Ernahrungs- und
Energiestatus der Zelle auf und leiten diese weiter 8. In der Niere werden sie durch den
vorbeiflieRenden Urin abgeknickt und vermitteln so Informationen tber die Flussrichtung 8.
Information Uber die Flussrichtung extrazellularer Flissigkeit ist wichtig flr die Polaritat der
Zellen und damit ihre dreidimensionale Ausrichtung. Hierbei spielen insbesondere der Wnt

und der PCP (planar cell polarity) Signalweg eine Rolle, auf die das primare Zilium Einfluss
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nimmt 8. Primare Zilien sind Uber vielfaltige Signalwege weiterhin an Zellentwicklungs- und
Differenzierungsprozessen beteiligt. Beispielhaft sind hier der Hedgehog- sowie der PDGF-
Signalweg zu nennen 9. Uber den Hedgehog-Signalweg nehmen priméare Zilien Einfluss auf
das Zellwachstum und die intrazellulare Homoostase '. Auch sind primare Zilien tber
Beteiligung am Auf- und Abbau der Mitosespindel und deren Ausrichtung an
Zellzyklusvorgangen beteiligt, '8. Dies wird in Abschnitt 2.2.2 naher erlautert. Es wird zudem
angenommen, dass sie, etwa liber den mTOR Signalweg, Einfluss auf Zellvolumen sowie

Autophagieprozesse und Apoptose nehmen 2.

Primare Zilien sind aufgebaut aus dem Zilienaxonem, einer Transitionszone und dem
Basalkorper 2'. Das Zilienaxonem besteht aus zirkular angeordneten Mikrotubulipaaren und
besitzt eine 9 + 0 Struktur. Hier fehlt im Vergleich zum motilen Zilium, die eine 9 + 2 Struktur
aufweisen, das zentrale Mikrotubulipaar 4. Diese 9 + 0 Struktur wird nur nah am Zilium
aufrechterhalten. Weiter distal zur Spitze des Ziliums enden die Mikrotubuli teilweise auf
unterschiedlichen Langen, sodass sich der Durchmesser des Ziliums an der Spitze bis auf
die Halfte des urspriinglichen Durchmessers minimiert 22. Die Transitionszone bildet den
Ubergang von Axonem zu Basalkérper und reguliert den Transport zum Zilium. Das
Zilienaxonem ist hier mit Y-Stlicken an der Plasmamembran fixiert 23. Der Basalkorper bildet
den zilidren Anteil, der in der Zelle verankert ist und entwickelt sich aus der Mutterzentriole
des Zentrosoms '°. Das Zentrosom ist ein nicht membrangebundenes Zellorganell, das aus
zwei Zentriolen (Mutter- und Tochterzentriole) und deren umgebender perizentriolarer Matrix
besteht. Diese sind durch sogenannte Linker verbunden 24. Funktionell dient das Zentrosom
der Organisation von Mikrotubuli insbesondere bei der Zellteilung 2°. Die Mutterzentriole
bildet den Basalkdrper des Ziliums, wovon ausgehend sich 9 distale und subdistale Fortsatze
befinden. Die distalen Fortsatze sind flir die Membranandockung und Formation und die
subdistalen Fortsatze fiir die Positionierung des Ziliums relevant 2. Um das Zilium wahrend
des Zellzyklus schnell auf- und abzubauen und das Mikrotubulusgerist wieder freizugeben,
werden Transportprozesse bendtigt 2. Da innerhalb des Ziliums keine Proteine hergestellt
werden kénnen, werden zilidre Proteine entlang des Ziliums mittels intraflagellarem
Transport (IFT) transportiert 22. Der Transport von der Basis des Ziliums zur Spitze
(anterograd) wird durch Komplex B gewahrleistet, der mit einen heterotrimeren Kinesin-2-
Motor assoziiert ist. Der Transport von der Ziliumspitze zur Basis (retrograd) ist von Komplex
A abhangig und von zytoplasmatischem Dynein angetrieben 26. Mutationen in Genen fiir
Proteine des IFT kdnnen etwa Uber fehlerhaften Aktin- und Tubulintransport zu gestértem
Zilienaufbau flihren 4. Auch eine fehlerhafte Ausrichtung der Mitosespindel kann durch
Fehlfunktion von IFT-Proteinen bedingt sein und fihrt Gber Stérungen der Zellteilung zu

Hyperproliferation der Nierenzellen und Ausbildung polyzystischer Nieren ?7. Eines dieser
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Proteine ist etwa IFT172 (NPHP17), was mit der Ausbildung einer Nephronophthise
assoziiert ist 8.

I Zilienmembran
I Zilienaxonem (9 x 2 + 0 Mikrotubulistruktur)
[ distale Anhdngsel
[ subdistale Anhangsel
| Perizentriolare Matrix
[ | Basalkdrper/ Mutterzentriole
] Tochterzentriole
[ verbindende Fasern

- (|

/ /

a3
=

Abbildung 1: Aufbau des priméaren Ziliums und Lokalisation von NPHP15 am Zentrosom der
zilidren Basis.

2.2.2 Der periodische Auf- und Abbau von Zilien

Das primare Zilium unterliegt einem zellzyklusabhangigen Auf- und Abbau. Dieser findet
ausgehend von der Zentriole statt 2! (Abb. 2). In der G2-Phase des Zellzyklus reifen die
Zentriolen heran und der Basalkdrper wird vor der Mitose zur Bildung des Spindelpols
freigegeben. Es erfolgt eine Separation zu den Zellpolen 2. Nach der Mitose wird der
Spindelapparat zuriickgebaut und das Zentrosome wandert zur Zellmembran. In der
darauffolgenden G1/0-Phase docken Membranvesikel an das Zentrosom an und der
Basalkorper des Ziliums wird aus der Mutterzentriole ausgebildet 24. Fiir das Andocken und
die Positionierung sind Proteine der distalen Anhangsel der Zentriole relevant, zu denen
auch NPHP15 (CEP164) sowie weitere zentrosomale Proteine wie CEP83 zahlen 28,
Daraufhin wird von der Mutterzentriole das zentriolare capping-Protein CP110 entfernt und
IFT-Proteine rekrutiert. Zuerst wird dann die Transitionszone des Ziliums formiert und darauf
aufbauend das ziliare Axonem 28, Dies erfolgt in GO. In der folgenden S-Phase wird die
Zentriole dupliziert, das Zilium wieder zurtickgebildet und von der Zellmembran freigesetzt.

Dazu wird der Basalkérper mithilfe von Proteinen wie Aurora Kinase A vom Zilium gelést und
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das Zilium abgebaut ?°. Das primare Zilium ist daher nur in der G1-Phase sowie in

quieszenten Zellen in der GO-Phase voll ausgepragt 4.

Zentriolenerfassung
Spindelapparatrickbildung

Axoneminitiation
H G1 Phase i
Spindelapparatbildung

Zilienelongation

Mitose

Reifung und Separierung

1 G2 Phase S Phase

H Zentriolenduplikation
Und Zilienschrumpfung
Zentriolenfreisetzung

Abbildung 2: Zentriole und Zilium im Zellzyklus

Auf- und Abbau des Ziliums ausgehend von der Zentriole abhangig von den Zellzyklusphasen. Die
Zentriole wandert im Zellzyklus zur Zellmembran, welche anhand des blauen Striches zu erkennnen
ist.%® (Quelle: In Anlehnung an Pan, Snell (2007))

2.2.3 Die Rolle von NPHP15 fir die Entwicklung der Nephronophthise

Das in dieser Arbeit naher untersuchte Protein NPHP15 wird auch CEP164 (zentrosomales
Protein 164) genannt und wird kodiert durch das Gen NPHP15°. Sein Name leitet sich vom
Molekulargewicht des Proteins von 164 kDa ab °. Es setzt sich zusammen aus einer n-
terminalen WW-Domane sowie drei coiled-coil Regionen 3'. Homozygote Mutation sowie
kombinierte Heterozygotie des Gens flihren u.a. zur Nephronophthise '°©. NPHP15
Mutationen bieten ein breites klinisches Bild und treten durch verschiedene extrarenale
Auspragungen in Erscheinung 22. Die Patienten zeigen chronische tubulointerstitielle
Nephritiden sowie Fibrose des Nierenparenchyms '3. Als eins von 9 zilidaren Genen ist
NPHP15 mit dem Senior-Lgken-Syndrom vergesellschaftet 3. Die damit einhergehende
retinale Degeneration kann bei 10— 15 % der Patienten gesehen werden und im Verlauf in

eine Blindheit Gibergehen °.
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NPHP15 ist funktionell an Transportprozessen des IFT sowie an der Ausbildung des Ziliums
wahrend des Zellzyklus beteiligt 3. Um das priméare Zilium auszubilden, miissen die
bendtigten Membranvesikel vom Golgi-Apparat zu den Zentriolen transportiert werden (Abb.
3). Diese Vesikel docken an der Mutterzentriole an 33. NPHP15 interagiert hier mit den
GTPasen Rab8 und Rabin8, um die Vesikelandockung zu koordinieren 33, Daraufhin bildet
NPHP15 an seinem n-terminalen Ende einen Komplex mit dem Protein TTBK2 an der
Mutterzentriole 34. Diese Komplexbildung fihrt ber Phosphorylierungen dazu, dass aus dem
transportierten Material das Axonem gebildet wird. Uber den IFT werden dann Proteine zur
Verlangerung des Axonem geliefert und das Zilium aufgebaut 33. Weiterhin vermittelt diese

Komplexbildung die Entfernung des capping Proteins CP110 28,

Rab|n8

Rekrutlerung IFT Ve5|kelandockung
CP110 Entfernung

AN /

lelogenese

Abbildung 3: Funktion von NPHP15 bei der Ziliogenese

An der Mutterzentriole interagiert NPHP15 mit Rab8 und Rabin8 um die Vesikelandockung zu
ermoglichen. In Komplexbildung mit TTBK2 rekrutiert NPHP15 daraufhin Proteine des IFT, um das
Zilium aufzubauen und fiihrt zur Entfernung des capping-Proteins CP110. 26

(Quelle: In Anlehnung an Cajanek und Nigg (2014))

Dariber hinaus spielt NPHP15 bei friihen Signalwegen flir DNA-Reparaturprozesse eine
Rolle, indem es die ATR/ATM Signalkaskade aktiviert 3°. Bei DNA Schaden kann der G2/M
Zellzyklus-Kontrollpunkt mithilfe von NPHP15 aktiviert werden 035, Erstmals beschrieben
wurde NPHP15 von Graser et al. (2007) 3'. Es ist primar an den 9 distalen Anhangseln der
reifen Zentriole lokalisiert und wird zellzyklusabhangig, vorwiegend zum Ende der S-Phase
sowie zu Beginn der G2-Phase synthetisiert 193!, Der c-terminale Teil istim Zentrosom

verankert und determiniert die Lokalisation von NPHP15 33.
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Neben NPHP15 existieren weitere zilidre zentrosomale Proteine, die bei der Pathogenese
von Ziliopathien eine Rolle spielen. Einige dieser CEP-Proteine haben Aufgaben beim Auf-

und Abbau der Zentriole und bei Kontrollpunkten des Zellzyklus 1031,
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2.3 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Polyzystische Nierenerkrankungen wie die Nephronophthise sind schwerwiegende genetisch
bedingte Erkrankungen, die zu einem progredienten Funktionsverlust der Niere flhren.
Jedoch ist die Pathophysiologie dieser Erkrankung nur unzureichend verstanden, weswegen
es zum jetzigen Zeitpunkt keine kausalen Therapiemoglichkeiten gibt 3. Die Auswirkungen
von Mutationen in Genen fir zilidre Proteine sind auf molekularer Ebene bisher nicht
ausreichend geklart. Untersuchungen werden dabei dadurch erschwert, dass primare Zilien
aufgrund ihrer geringen Grofte wenig Material fiir biochemische Analysen bieten 3.

Das erste Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung einer neuen humanen Zelllinie des distalen
Tubulus auf ihre Selektions- und Transfektionseigenschaften. Parallel liegt der Schwerpunkt
dieser Arbeit darauf, eine HEK293T-Zelllinie zu generieren, welche das zentrosomale Protein
NPHP15 gekoppelt an ein 3xFlag-Tag stabil exprimiert. Daraufhin soll die Uberpriifung der
Funktion des Transgens in der HEK293T-Zelllinie sowie die Untersuchung des Interaktoms
der Zellen erfolgen. Mithilfe des Interaktoms dieses zilidren Proteins sollen neue
Informationen Uber die Proteinzusammensetzung des zilidren Basalkdrpers gesammelt
werden. Zudem sollen durch den Datensatz die Funktion und Lokalisation von NPHP15
naher betrachtet werden, um das Wissen Uber pathophysiologische Grundlagen der
Nephronophthise zu erweitern. So kdnnten durch die Identifikation neuer Interaktionspartner

von NPHP15 Anséatze fur die Therapie der Nephronophthise gefunden werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien, Reagenzien, Puffer, Losungen

Dulbeccos PBS (steril/nicht steril)

136 mM NaCl
2,7 mM KCI

6,25 mM Na2HPO, 7xH20

1,5 mM KoHPO,4
pH 7,4

PBTx
1X Dulbecco’s PBS
1 mM CacCl,

0,5 mM MgCl,+6H,0

Protein Waschpuffer
10 mM TrisHcl pH 7,5

100 mM NacCl
0,1% Tween 20

Laufpuffer
192 mM Glycin
0,1% SDS

25 mM Tris/HCI
pH 8,3

Transferpuffer
25 mM Tris pH 8,3
0,1% SDS

192 mM Glycin
12% Methanol

Roth
Roth
Merck
Merck

Thermo Fisher Scientific
Roth
Sigma

Roth
Roth
Roth

Roth
Sigma
Roth

Roth
Sigma
Roth
Roth
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Polyacrylamid Gel
Sammelgel
ddH20
40% PAA
Sammelgelpuffer pH 6,8 (Puffer B)
- Trizma Hydrochlorid
- 2 M Trizma Base
- 20% SDS
- ddH20
10% APS
0,1% TEMED

Trenngel
ddH,0
40% PAA
Trenngelpuffer pH6,8 (Puffer A)
- Trizma Hydrochlorid
- 2 M Trizma Base
- 20% SDS
- ddH20
10% APS
0,05% TEMED

Entwicklerlosung
Lésung A

ddH.0O

100 mM Tris pH 8,5
2,5 mM Luminol

0,4 mM Cumarsaure

Lésung B

ddH0

100 mM Tris pH 8,5
1,5% H20-

TE Puffer

10 mM TrisHCI

1 mM Na;EDTA

Roth

Sigma
Sigma
Sigma

Bio-Rad
Sigma

Roth

Sigma
Sigma
Sigma

Bio-Rad
Sigma

Sigma
Fluka
Sigma

Sigma
Merck

Sigma
Sigma
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pH 8,0

TAE-Puffer (Gelelektrophorese)
20 mM Tris

0,06% Eisessig

1 mM Na2EDTA

0,00005% Ethidiumbromid

2x Laemmli Puffer
100 mM Tris

20% Glycerol

4% SDS

0,2% Bromphenolblau
100 mM Dithiotreitol
pH 6,8

50mM HEPES
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
280 mM NacCl

10 mM KCI

12 mM Dextrose

1,5 mM NazHPO,

pH 7,09

IP Puffer

20 mM Tris pH 7,5
1% TX100

50 mM NaCl
25mM NasP207
15mM NaF

PMSF

NazVO,4

Lysepuffer (Integrations-PCR)
50 mM KCI
1,5 mM MgCl,

Roth
Sigma
Sigma
Roth

Roth
Roth
Sigma
Sigma
Sigma

Roth
Roth
Merck
Roth
Roth

Roth
Sigma
Roth
Merck
Roth
Applichem
Sigma

Merck
Sigma
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10 mM TrisCl 8.3
0,45% NP-40
0,45% Tween 20

SP3 Lysepuffer
5% SDS
1x PBS

weitere Chemikalien
Agarose

BSA zum Blocken 5%
BigDye Sequencing Puffer
BigDye Terminator v3.1
Calciumchlorid 0,25 M
Chloracetamid (CAA)
Dithiothreitol (DTT)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
DNA Marker (1 kb + 50 bp)
dNTPs 25 mM

GeneJuice Transfection Reagent
Lipofectamin 2000 Reagent
NDS (Normal donkey serum)
PFA 5% (Paraformaldehyd)
Polybrene 8 mg/mi

Prolong Gold mit DAPI (4,6-Diamidin-2-phenylindol)

Selektionsantibiotika (Blasticidin, Puromycin)

Tris Puffer pH 8,0
Trypsin-EDTA (1X) 0,05%

3.1.2 Kits und Verbrauchsmaterialien

Cool Cell Zellfrierbehalter

Deckglaschen

DirectDetect protein concentration kit

Falcons

Gelkasetten

Sigma
Sigma
Roth

Sigma
Nephrolab

Sigma

PAA

Thermo Fischer Scientific
Thermo Fischer Scientific
Roth

Sigma

Applichem

Applichem

Thermo Fischer Scientific
PeglLab

Sigma

Thermo Fischer Scientific
Jackson Immuno Research
Sigma

Sigma

Thermo Fischer Scientific
Roth

Sigma

Sigma

Biozym
Thermo Fisher Scientific
SigmaAldrich
Corning
Novex Life Technologies
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Kryo-Réhrchen

LuerLock Spritze 20ml

M2 Beads

Objekttrager

Parafilm

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder
PehaSoft Nitril Handschuhe
Pipettenspitzen 10 ul/200 ul/1000 pl
Pipettenspitzen (steril)

Pipetten 2,5,20,200,1000 pl
PVDF-Membranen

PVDF-Filter 0,45 pm

Stripetten 5 ml/10 ml/25 ml
Whatmann-Papier

Zellkratzer

Zellkulturschalen
Zentrifugenflaschen

Genedet Miniprep Kit

Gel Purification Kit

Midi-Prap Extra Kit

3.1.3 Plasmide

Greiner bio-one
Braun

Merck
Engelbrecht

Bemis

Thermo Fischer Scientific

Hartmann
Tip-One Starlab
Tip-One Starlab
Gilson

Millipore

Millex

Corning
Schleicher & Schuell
Corning
Corning

Beckmann

Thermo Fischer Scientific

Thermo Fischer Scientific

Macherey-Nagel

Name Ursprung
5ht6-Apex.V5 pLenti 6.3 Nephrolab
V5.nCEP164 pcDNA6 Nephrolab
F9.nCEP164 pcDNAG Nephrolab
Msi1_AAV-CAGGS-GFP (Nterm) Nephrolab
3xFlag eGFP pcDNAG6 Nephrolab
hAAVS1 1R TALEN Nephrolab
hAAVS1 1L TALEN Nephrolab

CEP164-3xFlag-AAVS CAG

Im Rahmen dieser Arbeit

kloniert

NPHP3-3xFlag-AAVS CAG

Im Rahmen dieser Arbeit

kloniert




3.1.4 Primer

Name Sequenz Verwendung | Hersteller

CEP164-V5 fsp CTTGGGTTTGCTGATGCCGG Sequencing IDT

CEP164 _fsp1 TGAGAACAAGCCAGCCAG Sequencing IDT

CEP164_fsp2 CAGAGGTGCGATCCACAGAG Sequencing IDT

CEP164_fsp3 GGCCCATGAACGAGAACTGG Sequencing IDT

CEP164_fsp4 GGAAAGGCCACAACCTGCTG Sequencing IDT

clamp-mlu-cep164-rp ccccgeacgcgtGAAGCGATACACCTTC | Klonierung IDT

ACTC

clamp-ecorv-kozal- ccccgcGATATCaccATGGCTGGACG | Klonierung IDT

cep164-fp ACCCCTCCG

pPENTR P3 Be fsp GGCCTTTTTGTCTACA Sequencing IDT

PENTR P3 Be rsp ATTTTGAGACACGGGCCAGA Sequencing IDT

Clamp-Dral-Kozak- cceegc tttaaa acc Klonierung IDT

CEP164_fp ATGGCTGGACGACCCCTCCG

TALEN_seq_rev1 GGG GCT TCATGA TGT CCC CAT Sequenzieru | IDT

AAT TTT TGG CAG A ng

AAVS1 integration PCR GTG AGT TTG CCA AGC AGT CA Integrations IDT

HA-R 2r PCR

AAVS1 integration PCR TAT CCG CTC ACAATT CCA CA Integrations IDT

HA-R 2f PCR

AAVS1 locus CGGAACTCTGCCCTCTAACG Integrations IDT
PCR

3.1.5 Bakterien

DH10 E.Coli Bakterien
Top 10 Bakterien

SOC Medium
LB-Medium

LB-Platten (mit Ampicilin, Kanamycin)

Thermo Fischer Scientific

Thermo Fischer Scientific

Thermo Fischer Scientific

Roth
Roth
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Antibiotika (Carbenicilin, Kanamycin, Ampicilin) Roth
3.1.6 Antikorper
Primarantikorper
Antikorper Wirtsspezies | Verwendung | Verdiinnung | Seriennummer | Hersteller
anti-Flag Maus Western Blot | 1:10.000 F3165 Sigma
monoklonal
anti-Flag Kaninchen Western Blot | 1:10.000 F7425 Sigma
polyklonal
anti-V5 Maus Western Blot | 1:5000 MCA1360 Serotec
monoklonal
anti-V5 Kaninchen Western Blot | 1:5000 AB3792 Millipore
polyklonal
anti-GFP Maus Western Blot | 1:1000 sc-9996 Santa Cruz
monoklonal
anti-GFP Kaninchen Western Blot | 1:1000 sc-8334 Santa Cruz
polyklonal
anti-V5 Maus IF 1:1000 MCA1360A488 | Serotec
Anti-ARL13B | Kaninchen IF 1:500 17711-1-AP Proteintech
Anti- Maus IF 1:1000 T6793 Sigma
Acetyliertes
Tubulin
Sekundarantikorper
Antikorper Wirtsspezies | Verwendung | Verdiinnung | Seriennummer | Hersteller
anti-Maus-Fc | Ziege Western Blot | 1:30.000 111-035-003 Jackson
IgG HRP (H/L)
Immuno
Lab
anti- Ziege Western Blot | 1:30.000 111-035-003 Jackson
Kaninchen-Fc (H/L)
IgG HRP Immuno
Lab
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anti-Maus-IgG | Esel IF 1:500 715-165-150 Jackson
Cy3 (H/L)
Immuno
Lab
anti- Esel IF 1:500 711-165-152 Jackson
Kaninchen- (H/L)
IgG Cy3 Immuno
Lab
anti-Maus-lgG | Esel IF 1:500 715-175-150 Jackson
Cy5 (H/L)
Immuno
Lab
anti- Esel IF 1:500 111-175-144 Jackson
Kaninchen- (H/L)
IgG Cy5 Immuno
Lab
anti-Maus IgG | Esel IF 1:500 715-545-150 Invitrogen
Alexa 488
anti- Esel IF 1:500 711-545-152 Invitrogen
Kaninchen
IgG Alexa 488
3.1.7 Enzyme

Restriktionsendonukleasen
Shrimp alkaline Phosphatase (rsap)
Exonuclease | Sap

T4 Ligase

Q5 High-Fidelity Polymerase
Benzonase HC Nuclease (MS)
10x T4 Ligasepuffer

Puffer Cutsmart

Puffer 3.1

Proteinase K

5x Q5 Reaction Buffer

New England Biolabs
New England Biolab

New England Biolabs
Thermo Fischer Scientific
New England Biolabs
Sigma

Thermo Fischer Scientific
New England Biolabs
New England Biolabs
Thermo Fischer Scientific

New England Biolab
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3.1.8 Zellen und Zelimedien

Verwendete Zelllinien
CCD_RCC-Zellen (humane distale Tubuluszellen)

HEK293T-Zellen (humane embryonale Nierenzellen)

Medium fiir CCD_RCC-Zellen
Dulbecco DEMEM/F12 Medium
10% FBS (fetales bovines Serum)

1% Glutamax

Hungermedium fiir CCD_RCC-Zellen
Dulbecco DEMEM/F12 Medium

1% Glutamax

Medium fir HEK293T-Zellen

Nephrolab
Prof. Dr. B.Seed

Sigma
Biochrom AG

Thermo Fischer Scientific

Sigma

Thermo Fischer Scientific

DEMEM/F12 Medium Sigma
10% FBS Biochrom AG
Optimem Medium Gibco
3.1.9 Gerate
Zentrifugen
Name Seriennummer Hersteller
Zentrifuge 5424 R 5404000010 Eppendorf
Heraeus Megafuge 10369074 Beckmann
Zentrifuge 5427 R 5409000210 Eppendorf
Zentrifuge 5804 R 5804000320 Eppendorf
Optima Max XP Ultrazentrifuge | 393315 Beckmann
Mikroskope
Name Seriennummer Hersteller
Apotome.2 Zeiss
Leica DMIL LED MC-0000059 Leica
Nikon Diaphot-TMD 3344577 Nikon
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https://www.fishersci.de/shop/products/heraeus-megafuge-16-centrifuge-series/10369074

Konfokales Mikroskop TCS SP8 MP-OPO Leica
Cycler
C1000 Touch Thermal Cycler Biorad
DNA Engine Cycler Biorad
Weiteres
Autoklave VX-150 Systec
Bioruptor Diagenode
DNA Gelkammern Peqlab/ intas

Fusion Solo Chemiluminometer
Geldokumentationsgerat
Heizblock

Heraus Function Line Brutschrank
Inkubatoren Zellkultur
Inkubationsschuttler Multitron
NanoDrop 1000

P-Touch Gerat

S1-Zellkulturbank

Thermomixer comfort

Vortex Reax 2000

Western Transfermaschinen Western

Western Laufkammern Novex Minicell

3.1.10 Software

Fiji ImagedJ 1.52¢

FusionCapt Advance Solo 7 17.04a
Benchling.com

Zeiss ZEN Digital Imaging 3.0 (blue edition)
Leica LAS X Life Science

INTAS GelDoc 2019

MaxQuant

Perseus

Funrich

Microsoft Exce

Vilber

Intas

Stuart Scientific
Thermo Fischer Scientifi
Binder

Infors HT
Peqglab

Brother

Binder
Eppendorf
Heidolph
Peqlab

Invitrogen
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3.2 Methoden

3.2.1 DNA-Gelelektrophorese

Bei der Gelelektrophorese kdnnen durch Anlegen einer Spannung DNA-Fragmente entlang
eines Polymergels anhand ihrer Grélie aufgetrennt werden. Da die Nukleinsauren negativ
geladen sind, wandern sie in Richtung des Pluspols durch die Poren des Gels %7. Dazu
wurden die DNA-Proben mit einem Ladefarbstoff vermischt, der die Probe beschwert. Je
nach GroRRe des erwinschten Fragmentes wurden die Proben auf ein 1 oder 2% Agarosegel
aufgetragen. Das Gel wurde in eine Kammer mit TAE-Puffer gegeben, an die eine Spannung
angelegt werden kann. Im Gel, sowie in der Flissigkeit der Kammer, befindet sich der
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid. Dieser interkaliert mit der DNA 38, Durch eine UV-
Kammer kénnen die DNA-Banden sichtbar gemacht werden. Durch Mitfiihren eines Markers

konnte die GrofRe des Fragmentes bestimmt werden.

3.2.2 Molekulares Klonieren

In dieser Arbeit wurden die TALEN Plasmide CEP164-3xFLAG-AAVS CAG (Abb. 4) und
NPHP3-3xFLAG-AAVS CAG kloniert. Dazu wurden CEP164-3xFlag sowie NPHP3-3xFlag in
den humanen Vektor Msi2-GFP-AAVS CAG kloniert. Diese Vektoren ermdglichen eine
Expression des jeweiligen Transgens im AAVS-Lokus innerhalb des PPP1R12C-Gens unter
dem CAG-Promotor im Genom der Zielzellen. Durch die Integration des Transgens in den
Safe harbour AAVS-Lokus bleibt die Funktionalitdt des Transgens gewahrt und es entsteht
kein Risiko fur den Wirt. Der Lokus steht unter Kontrolle des CAG-Promotors, durch den eine
spatere stabile Expression in den Zielzellen gewahrleistet wird 3°. Zur Herstellung der
Expressionsvektoren wurde mittels Restriktion und Ligation kloniert. Zuerst wurde die GFP-
Sequenz aus dem Plasmid herausgeschnitten und durch ein 3xFlag-Tag ersetzt. Dadurch
wurde der Vektor Msi2-3xFlag-AAVS CAG kloniert. Die Integration des 3xFlag-Tags wurde
durch Sequenzierung der beiden Schnittstellen verifiziert. Angrenzend an das 3xFlag-Tag
wurde daraufhin CEP164 beziehungsweise NPHP3 in den Vektor integriert. Der Zielvektor
CEP164.3xFlag-AAVS CAG TALEN konnte im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich kloniert
werden. Fir die darauffolgende Herstellung einer stabilen Zelllinie mit diesem Vektor wurden

TALEN zur Genomeditierung verwendet.
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ccdb

TALEN Arm 2

ColE1 Origin

Ampicilin
resistenz

CEP164

TALEN Arm 1

Puromycinresistenz 3xFlag

Abbildung 4: Plasmidkarte des CEP164.3xFlag AAVS CAG TALEN Plasmids

Schematischer Aufbau des CEP164.3xFlag AAVS CAG TALEN Plasmids. Der Einfachheit
halber sind nicht alle Anteile des Plasmids dargestellt. Das Plasmid enthalt die zur
Klonierung mittels TALEN notwendigen TALEN-Erkennungssequenzen sowie das zu
integrierende Transgen CEP164.3xFlag. Angrenzend an diese Integrationsequenz
befindet sich die Puromycinresistenz. Das Plasmid enthalt zudem weitere notwendige
DNA-Abschnitte wie den Replikationsursprung oder Antitoxinsysteme.

3.2.2.1 Q5PCR

Die einzufugende Zielsequenz wurde durch Q5-PCR bei CEP164 und NPHP3 von einem
Plasmid amplifiziert. Die verwendeten Primer wurden mithilfe von Benchling entworfen und

von IDT hergestellit.

Q5 PCR Programm

Vorgang Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 98°C 30s
35 Zyklen 98°C 5s
67-72°C (primerabhéngig) 30s
72°C 30 s /kb
(fragmentlangenabhangig)
Finale Extension 72°C 2 min

Um bei den Klonierungen unspezifische Nebenprodukte zu vermeiden, wurde zur Kontrolle 5
ul des PCR-Produktes auf ein kleines 2% Agarosegel bei 120 V fir 45 min aufgetragen.

Waren unspezifische Banden sichtbar, wurde das gesamte PCR-Produkt auf ein Gel
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aufgetragen und nur die spezifische Bande ausgeschnitten. Daraufhin wurde dieses
Gelfragment sowie im anderen Fall das PCR-Produkt mithilfe eines Gelextraktionskits
aufgereinigt. Im nachsten Schritt wurden durch Verdau mit Restriktionsenzymen Uberhange
an der Zielsequenz erzeugt. Fir das Einfligen von CEP164 sowie NPHP3 in die TALEN-

Plasmide wurde mit EcoRV/MIu geschnitten.

Plasmidvektor und PCR-Produkt der Zielsequenz wurden mit den gleichen
Restriktionsenzymen geschnitten. Von beiden Produkten wurden zur Kontrolle erneut 5 pl mit

10ul H20 auf ein 2% Agarosegel mit 2 yl Loading Dye aufgetragen.

Restriktionsverdau Zielsequenz Pipettierschema

Menge Substanz

0,5 ul Enzym 1

0,5 ul Enzym 2

3yl Puffer

30 ul Aufgereinigtes PCR-Produkt

Restriktionsverdau Vektor Pipettierschema

Menge Substanz
0,5 ul Enzym 1
0,5 Enzym 2
3yl Puffer
Vektor 2 ug

30 ul Gesamtvolumen

Auffullen mit H.0

3.2.2.2 Ligation

Da nun beide Teile des zukiinftigen Zielvektors komplementére Uberhdnge besalen, konnte
die Ligation durchgefuhrt werden. Dazu wurden Zielsequenz und Vektor bei Raumtemperatur
fur 2 h ligiert und die Reaktion bei 65°C fiir 10 min abgestoppt. Das Ligationsverhaltnis von
Vektor und Zielsequenz sollte durch das Ergebnis der Elektrophorese der beiden
Restriktionsprodukte anhand der Bandendicken abgeschatzt werden. Ziel war es ein
gleiches Verhaltnis von Zielsequenz und Vektor zu schaffen. Als Negativkontrolle wurde der

Vektor ohne Zugabe der Zielsequenz ligiert.
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Ligation Pipettierschema

Menge Substanz
Vektor
Zielsequenz
0,4 pl T4 Ligase
2,1 ul 10xT4 Ligasepuffer
21 yl Gesamtvolumen Auffillen mit H.O

3.2.2.3 Transformation

Das Ligationsprodukt wurde in DH10 Bakterien transformiert, wovon 150 ul auf einer

Nahrmediumplatte mit Antibiotikum ausgestrichen wurden. Durch die im Vektor integrierte

Antibiotikaresistenz wurde gewahrleistet, dass nur Bakterien wachsen, die das Plasmid

integriert hatten. Als Negativkontrolle wurde der Vektor ohne Zielsequenz verwendet.

Transformation

50 ul Bakterien + 3 pl Ligationsreaktion

30 min auf Eis

45 s 42°C im Wasserbad
2 min auf Eis

Zugabe 500 pl SOC-Medium

1h 37°C und 700 rpm

Drei- Osenausstrich auf LB-Platte

3.2.2.4 Plasmidisolation

Uber Nacht inkubierte die Platte mit den DH10 Bakterien bei 37°C. Nach 14-16 h wurden von

der Platte 2-6 Kolonien gepickt und in je 3 ml LB-Medium mit Antibiotikum wiederum bei

37°C und 120 rpm Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Minipraparation

durchgefuhrt. Dabei werden die Zellen alkalisch lysiert, aufgereinigt und in 10 mM Tris-HCL

eluiert. Die isolierte DNA wurde mittels Kontrollverdau und Sanger Sequenzierung verifiziert.

Konnte das gewlinschte Plasmid nachgewiesen werden, wurde eine Kultur fir eine
Midipraparation aus 200 ml ddH20, 4 g LB-Medium und 200 ul Antibiotikum Gber Nacht

angesetzt. Dazu wurde der Rest der vorhandenen Minikultur gegeben. Die DNA wurde am

nachsten Tag mittels eines Midipraparationskits isoliert und in 10 mM Tris Puffer pH 8,5

geldst. Die Verifizierung des Plasmids erfolgte mit den vorherig genannten Methoden.
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Kontrollverdau Pipettierschema

Menge Substanz
0,3 ul Enzym 1
0,3 ul Enzym 2
1,5 pl Puffer
500 ng DNA

Gesamtvolumen 15 pl

Auffullen mit H.O

3.2.2.5 Sanger Sequenzierung

Zur Sequenzierung der hergestellten Plasmide nach dem Sanger-Verfahren wurden die

Dienstleister CCG Sequencing Service und Microsynth Sequencing Labor in Anspruch

genommen. Von einem Didesoxynukleotidprimer ausgehend wird mithilfe der

Didesoxymethode sequenziert. Der gewiinschte Teil des Plasmids wird durch eigens

hergestellte Primer spezifisch mithilfe einer DNA-Polymerase vervielfaltigt. In dem

Reaktionsgemisch befinden sich neben dNTPs zudem fluorophormarkierte ddNTPs, die zum

Kettenabbruch fiihren. 4° Die entstehenden Stlicke der Polymerisierung werden nach GréfRe

durch Elektrophorese aufgetrennt 404!, So kann durch die unterschiedlichen

Fluoreszenzspektren der ddNTPs jeder Position im DNA-Strang einer Farbe und somit einer

Base zugeordnet werden 41

Microsynth Seqlab Pipettierschema

Menge Substanz
3yl Primer 10 yM
800 ng DNA

Gesamtvolumen 15 pl

Auffullen mit H.O

CCG Sequencing Pipettierschema

Menge Substanz

0,25 yl BigDye Terminator v3.1

2,25 yl 5x BigDye Sequencing Buffer
0,25 pl Primer 1 uM

180 ng Plasmid DNA

Gesamtvolumen 10 pl

Auffillen mit H.O

CCG Sequencing PCR Programm
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Vorgang Temperatur Dauer
1 96°C 1 min
2 96°C 10's

3 55°C 5s

4 60°C 4 min
5 8°C halten
2-4 39 Wiederholungen

3.2.3 Kultivieren und Passagieren von Saugerzellen

Die Experimente wurden zunachst mit CCD_RCC-Zellen durchgefihrt. Dies sind humane
Zellen des distalen Tubulussystems der Niere, welche im nephrologischen Forschungslabor
immortalisiert wurden. Die Zellliniengenerierung sowie die Experimente zur Erstellung des

Interaktoms wurden in HEK293T Zellen (=humane embryonale Nierenzellen) durchgefuhrt.

In der Zellkultur wurde unter sterilen Bedingungen gearbeitet und die Arbeitsflache sowie die
Materialien mit 70% Ethanol desinfiziert. Die CCD_RCC-Zellen sowie die HEK293T Zellen
wurden in 10 cm Kulturschalen bei 37°C im Brutschrank kultiviert mit 5% CO, Begasung. Zur
Subkultivierung der Zellen wurden die CCD_RCC-Zellen entweder 1:3 tber 2 Tage oder 1:4
Uber 3 Tage geteilt. Die IMCD-Zellen wurden 1:10 Uber 2 Tage und 1:20 Uber 4 Tage geteilt.
Dazu wurde das Medium abgezogen und die Zellen mit PBS gewaschen. Nachfolgend
wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin-EDTA bei 37°C fur 3-4 min inkubiert. Daraufhin wurde die
Trypsinisierung durch Zugabe von Medium abgestoppt und die Zellen durch hoch- und runter
pipettieren vereinzelt. Die neuen Kulturschalen wurden mit Medium vorbereitet und die
gewilnschte Menge Zellen zu dem Medium hinzugegeben. Da in friiheren Studien gezeigt
wurde, dass Entzug von Serum bei den Zellen zur Induktion von Zilienwachstum flhrt,
wurden fiir einige Versuche (wie etwa der Immunfluoreszenz, siehe 1.2.9) die Zellen einem

Hungermedium ohne Serum flir 24 oder 48 h ausgesetzt 42.

3.2.4 Einfrieren von Saugerzellen

Die Zellen wurden zur langeren Lagerung in speziellen Kryo-Roéhrchen eingefroren. Dazu
wurden sie mit PBS gewaschen, trypsinisiert, resuspendiert, in ein Falcon Gberfuhrt und 5min
bei 1000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden
die Zellen in einem Milliliter Medium welches zu 90% aus FBS und 10% aus DMSO besteht

resuspendiert und in das Kryo-Réhrchen Uberfihrt. Um Zellschaden durch das Einfrieren zu
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vermeiden, wurden die Zellen im Zellfrierbehalter Gber Nacht bei -80°C gelagert und erst am
nachsten Tag in den flissigen Stickstoff bei -196°C Uberflhrt.

3.2.5 Transiente Transfektion von Saugerzellen

Transfektion beschreibt den Vorgang, bei dem in eukaryotische Zellen Fremd DNA oder
RNA eingebracht wird. Dies kann auf verschiedenen Wegen erfolgen 3. Es wurden,
abhangig der verwendeten Zelllinie, die naher erlauterten Methoden verwendet. HEK293T-
Zellen wurden mit der Calcium-Phosphat Methode transfiziert. CCD_RCC Zellen wurden mit

Lipofectamin 2000 Reagenz und fur vereinzelte Experimente mit Geneduice transfiziert.

3.2.5.1 Calcium-Phosphat-Methode

Bei der Calcium-Phosphat-Transfektion wird die einzubringende DNA durch die Bildung von
Calciumphosphat-Coprazipitaten gebunden. Diese Komplexe kénnen daraufhin durch

Endozytose in die Zellen aufgenommen werden 4.

Dazu werden bei einer 10cm Kulturschale zu 10 pg Plasmid-DNA, beziehungsweise 2 g
Plasmid-DNA der GFP-Kontrolle zuzlglich 8 ug des Leervektor, 500 pl Calciumphosphat
gegeben und unter Vortexen wird 500 pl 2xHEBS tropfenweise hinzugegeben. Von diesem
Gemisch werden 980 pl schneckenférmig von auRen nach innen auf die zu 60% konfluenten
HEK293T Zellen im Medium gegeben und in den Brutschrank gestellt. Nach 6-8 h wurde das
Medium gewechselt und am nachsten Tag die Transfektionseffizienz mittels der GFP-

Kontrolle tUberprift. War diese positiv, konnten die Zellen geerntet werden.

3.2.5.2 Lipofectamin 2000 Reagenz

Bei der Transfektion mit dem Lipofectamin 2000 Reagenz wird die Plasmid-DNA durch

Liposomen komplexiert und daraufhin durch Endozytose in die Zelle aufgenommen 4.

Fur ein 6-well wurden 0,5-2 ug DNA zu 150 pl Optimem Medium gegeben und mit einem
Gemisch aus 6 pl Lipofectamin und 150 ul Optimem Medium fir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Daraufhin wurde das volle Volumen auf die zu 70 % konfluenten Zellen

schneckenférmig gegeben. Am nachsten Tag konnten die Zellen weiterverarbeitet werden.

3.2.5.3 GenedJuice

Die Transfektion mit GenedJuice Reagenz wird mit 80% konfluenten Zellen durchgefuhrt. Im

ersten Schritt werden zu 100 pl Optimem Medium 3 yl GenedJuice Reagenz gegeben und
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gevortext. Das Gemisch wird 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und daraufhin 1ug Plasmid
DNA hinzugegeben. Durch vorsichtiges hoch- und runterpipettieren wird dieses vermischt.
Nach 10 minUtiger Inkubation wiederum bei Raumtemperatur wird das Gemisch tropfenweise

auf die Zellen im Nahrmedium gegeben.

3.2.6 Zellen ernten

Um Gesamtzelllysate der Zellen zu erhalten, wurde das Medium abgenommen, die Zellen in
kaltem PBS gewaschen und resuspendiert, im Falle der CCD_RCC und IMCD-Zellen unter
Zuhilfenahme eines Zellkratzers. Die Zellen wurden 5 min bei 4°C und 1000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde abhéngig vom Zelltyp entsprechend
seiner Grofe in einem bestimmten Volumen 1x Laemmli resuspendiert. Darauthin wurde es
fir 5 min bei 95°C aufgekocht und bei -20°C gelagert.

3.2.7 Generierung stabiler TALEN Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine transgene humane single copy Zelllinie hergestellt,
welche NPHP15 an 3xFlag gekoppelt stabil in den AAVS1 (=adeno associated virus) Lokus
integriert hat (Abb. 5). Dieser befindet sich auf Intron 1 der Phosphatase 1 auf Chromosom
19 des humanen Genoms 6. Um eine effiziente und stabile Integration des Transgens
(CEP164-3xFlag) in das Genom der Zielzellen zu garantieren, wurden TALEN verwendet.
TALEN (=transcription activator like effector nuclease) sind kiinstliche Restriktionsenzyme,
die im Bereich der Genomeditierung eingesetzt werden 4. Sie setzen sich aus einer DNA-
bindenden Domane, dem TAL-Effektor, und einer Endonuklease (Fokl) zusammen 8. Der
TAL-Effektor besitzt eine variable Region (RVD) von 33 bis 35 Aminosauren, wodurch eine
beliebige DNA-Sequenz spezifisch gebunden werden kann, um gezielt DNA zu schneiden #7.
Da die Endonukleasen nur als Dimere einen Doppelstrangbruch herbeifiihren, wird immer
ein R/L TALEN Paar verwendet “°.

Das TALEN-System wurde unter Verwendung der Homologie der AAVS1-Integrationsstelle
konzipiert. Fur die Funktion des TALEN-Systems werden zwei Plasmide mit jeweils einem
TALEN-Arm bendtigt, welche die Endonuklease sowie die Stelle des geplanten
Doppelstrangbruches im humanen Genom codieren (hAAVS1 1L TALEN und hAAVS1 1R
TALEN). Die TALEN-Arme nutzen den AAVS1 Lokus als Erkennungssequenzen, woraufhin
die Endonukleasen einen Doppelstrangbruch (DSB) im AAVS1-Lokus des Genoms
herbeifihren. Dieser DSB induziert den zelleigenen Reparaturmechanismus des HDR

(homology directed repair), wodurch das Transgen in das Genom der Zellen integriert wird.
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Es werden 80% konfluente HEK293T-Zellen mit dem Zielsequenz tragenden Plasmid
zusammen mit hAAVS1 1L TALEN und hAAVS1 1R TALEN (TALENS) transfiziert. Die
Experimente wurden vor der Austestung der Transfektionseffizienz durchgefiihrt, weswegen
Lipofectamin 2000 als Transfektionsreagenz verwendet wurde. Als Kontrolle diente eine
Zellkulturschale, die mit dem Zielplasmid und nur einem TALEN-Arm transfiziert wird. Zur
Selektionierung der Zellen wurde Puromycin in einer Konzentration von 0,5 ug/ml verwendet.
Zur Bestimmung der Antibiotikakonzentration, die das Uberleben von Zellen ermdglicht, die
die gewlinschte DNA-Sequenz integriert haben, wurde im Vorhinein eine Titrationskurve der
Zellen mit Antibiotikakonzentrationen von 0,5-20 ug/ml durchgefiihrt. Das Selektionsmedium

wurde alle zwei Tage gewechselt.

Mi
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50%  — = & | "
Msi2-3xFlag Cep 164-3xFlag ‘8 Transfektion 1d / mmuntloureszenz
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+ N
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Abbildung 5: Herstellung stabiler transgener single copy Zelllinien mit TALEN

Schematisches Vorgehen der Klonierung des CEP164.3xFlag-AAVS-CAG TALEN Plasmids mit Restriktion
und Ligation. Dieses wird in Uberexpression in HEK293T-Zellen getestet. Nachfolgend wird mithilfe von
TALEN eine HEK293T Zelllinie hergestellt, die CEP164.3xFlag stabil exprimiert. Daraufhin soll die Funktion
des Transgens durch Western Blot und Integrations-PCR verifiziert werden, sowie das Interaktom von
NPHP15 durch Massenspektrometrie bestimmt werden.

3.2.7.1 Integrations PCR fur TALEN Zelllinien

Um die stabile Integration des Transgens in die HEK293T-Zellen in einem ersten Schritt zu
verifizieren, wurde eine Integrations-PCR mit genomischer DNA durchgefihrt. Fir dieses
Verfahren wurden 3 spezifische Primer bendétigt. Zwei davon binden auf3erhalb der single
copy integration region jeweils down- oder upstream, einer bindet innerhalb. Die PCR-

Produkte wurden dann auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt.

Der Wildtyp fuhrt bei dieser PCR zu einer Bande bei 1935 bp. Hier binden die beiden
aullerhalb der single copy integration region gelegenen Primer. Ist keine Bande bei dieser
PCR-Reaktion sichtbar handelt es sich um die integrierte Form. In diesem Fall ist das PCR-

Produkt zu grof3 um eine Bande auf dem Gel zu zeigen.
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Einer der Primer bindet innerhalb der single copy integration region und kann mit einem der

aullerhalb der single copy integration region gelegenen Primer ein PCR-Produkt bilden. Es

kommt bei dieser Reaktion nun entweder zu einer Bande bei 1180 bp wenn das Transgen

integriert ist oder es ist keine Bande sichtbar. Dies zeigt dann, dass der AAVS1 Lokus leer

ist. Des Weiteren kann durch Anzahl der Banden bestimmt werden, ob es sich um eine

heterozygote (Bande auf Héhe des Wildtyps sowie auf Hohe der Integration des Transgens)

oder homozygote (Bande auf Hohe des Transgens) Integration handelt.

Fir die PCR wurden die Zellen auf 6-well Zellkulturschalen angezuchtet. Zu den Zellen

wurden jeweils 100 yl Lyse Puffer sowie 1 pl 20 mg/ml Proteinase K hinzugefugt. Daraufhin
wurden die Zellen bei 56 °C Uber Nacht auf dem Schuttler inkubiert und daraufhin 5-10 min

bei 95 °C erhitzt. Nach einer kurzen Zentrifugation wurden 1-2 yl DNA fur die Integrations

PCR eingesetzt.

Pipettierschema Integrations PCR

Menge Substanz

10 ug 5x GoTaq Green Flexi Puffer
3 Mg MgCl.

0,4 ug dNTPs 25mM

6 ug Primer Mix 5 yM

0,24 ug GoTaq HotStart Polymerase
1 ug DNA

29,35 ug ddH20

Integrations PCR Programm

Vorgang Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 95°C 2 min
34 Zyklen 95°C 30 sec
59°C 45 sec
72°C 2 min
Finale Extension 72°C 5 min

39



3.2.8 Immunfluoreszenzfarbung

Durch Immunfluoreszenzfarbung kénnen spezifisch Proteine in Gewebsschnitten oder Zellen
nachgewiesen und lokalisiert werden. Dazu wird ein unmarkierter Erstantikorper bendtigt,
dessen Epitop an das zu untersuchende Protein bindet. Die Sichtbarmachung erfolgt
daraufhin durch einen fluoreszenzmarkierten Zweitantikorper °.

Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurden 80-90 % konfluente CCD_RCC auf Deckglaschen
eingesetzt. Diese waren direkt fixiert worden, sowie vorher teilweise 24 h oder 48 h
Hungermedium ausgesetzt. Sie wurden dreimalig fur je 5 min mit kaltem PBS gewaschen
und mit 4 % PFA fir 15 min fixiert. Daran anschliel3end erfolgten erneut 3 Waschschritte mit
PBS. Daraufhin wurden die Farbungen mit 5 % Eselserum in PBTx flr eine Stunde bei
Raumtemperatur geblockt. Nach dreimaligem Waschen fir je 5 min mit PBS+ wurde der in
PBTx verdlnnte Erstantikérper Gber Nacht bei 4°C appliziert. Nach erneutem Waschen
wurde am nachsten Tag fir eine Stunde der Zweitantikérper bei Raumtemperatur in
Dunkelheit appliziert. Auch danach erfolgten die Waschschritte, ein Waschschritt mit VE-
Wasser und die Fixierung auf dem Objekttrager mit Prolong Gold +DAPI. Die Objekttrager

wurden im Dunkeln bei 4°C gelagert.

3.2.9 Western Blot

Der Western Blot dient der Auftrennung eines Proteingemisches nach GroRRe auf einem PAA
(=Polyacrylamid) Gel. Durch Anlegen einer Spannung an das Gel wandern die Proteine
durch das Gitternetz des Gels und werden so nach ihrer GroRe aufgetrennt 5'. Nach der
Auftrennung im Gel wurden die Proteine durch einen Semi-Dry Transfer auf einer
Polyethylenmembran fixiert.

Nach dem Transfer wurden mit 5 % BSA alle freien Bindungsstellen geblockt, um
unspezifische Antikérperbindung zu vermeiden. Danach wurde die Membran dreimalig fur 10
min mit Waschpuffer gewaschen und der Erstantikoérper bei 4°C Gber Nacht appliziert. Der
Zweitantikdrper, der spezifisch an den Erstantikdrper bindet und nach dreimaligem Waschen
fir 1 h bei Raumtemperatur appliziert wurde, ist Chemilumineszenz markiert. Nach weiterem
dreimaligem Waschen wurde auf die Membran die Mischung aus 500 ul Entwicklerldsung A
und 500 pl Entwicklerldsung B gegeben und die Membran unter die Detektionskamera
gelegt. Durch die Chemilumineszenz konnten so spezifisch die Proteinbanden sichtbar

gemacht werden.

Phase Dauer Einstellung

Sammelphase 30 min 70V
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Trennphase 1 h 30 min — 2 h 15 min (ProteingréRenabhéngig) 30 mA

Transfer 53 min — 1 h 10 min (ProteingréRenabhéngig) 12V

3.2.10 Immunprazipitation

Die Immunprazipitation dient dem Nachweis von Protein-Protein Wechselwirkungen %2. Dazu
wird durch einen Antikoérper ein Antigen mitsamt seiner Interaktionspartner in einem pull
down-Assay aus einem Proteingemisch herausgezogen %2. Dazu wurde ein Antikdrper
verwendet, der das 3xFlag Konstrukt bindet. Durch die Fusion als Transgen mit CEP164
(NPHP15) werden dadurch die Interaktionspartner von NPHP15 herausgezogen. Die
prazipitierten Proteine werden aufgereinigt und konnten nachfolgend mithilfe Western Blot
und MS detektiert werden. Als Kontrollzelllinie wurden Wildtyp HEK293T-Zellen verwendet.

Fir die Immunprazipitation wurden 10 cm Schalen der Zellen geerntet. Als erster Schritt
erfolgte die Lyse der Zellen. Dazu wurden die Zellen in 1 ml IP-Puffer, NasVO4 und PMSF
resuspendiert und fur 15 Minuten auf Eis belassen. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation bei
1000 rpm flr 15 Minuten bei 4 °C. Um das Lysat noch reiner zu machen wurde daran eine
Ultrazentrifugation mit 45 000 rpm fir 30min bei 4°C angeschlossen. Vom Uberstand nach
der Zentrifugation wurden 30 ul abgenommen und im spateren Schritt als Lysatproben mit 50
ul Laemmli mit auf den Western Blot geladen. 750 ul des Uberstandes wurden fiir die
weitere |IP abgenommen und dazu 30 pl M2 Beads gegeben. Die Proben inkubierten uber
Nacht im Overhead Shaker bei 4 °C. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 2000 rpm und

4°C fuir 2 min und der Uberstand wurde abgenommen.

Um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, mussten die IP-Proben aufgereinigt
werden. Es erfolgte ein dreimaliges Waschen der Proben mit einer Losung aus je 1 ml IP-
Puffer und anschlieRender Zentrifugation sowie Abnahme des Uberstandes. Die Halfte der
Proben wurde fiir die Massenspektrometrie weiterverwertet, zu den Ubrigen IP-Proben wurde
50 ul 1x Laemmli zugegeben. Diese IP-Proben wurden dann bei 95°C fir 5 min erhitzt und
jeweils 15 pl zusammen mit den Lysatproben als Test IP auf einen 2 % Western Blot

geladen.

Die Proben fiir die Massenspektrometrie wurden mit dem SP3-Protokoll der CECAD
Proteomics Core Facility weiterverarbeitet. Dazu wurden die gewaschenen Proben in SP3-
Lyse Puffer, welcher 5% SDS enthalt um das Chromatin zu degradieren, im 1:1 Verhaltnis
lysiert. Danach wurde zu den Proben DDT bis zu einer finalen Konzentration von 5 mM
hinzugegeben, auf dem Vortex geschuttelt und bei 55°C fur 30 min inkubiert. Im nachsten

Schritt wurde CAA bis zu einer finalen Konzentration von 40 mM hinzugegeben, wieder auf
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dem Vortex geschittelt und die Proben bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir weitere 30 min
inkubiert. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 20000 g fiir 10 min. Der Uberstand wurde
abgenommen. Die Proteinkonzentration der Probe wurde gemessen und daraufhin bei -20°C

eingefroren.

3.2.11 Massenspektrometrie

Zur Erstellung der Interaktomdaten der CEP164.3xFlag-AAVS CAG HEK-Zelllinie wurde
Massenspektrometrie eingesetzt. Massenspektrometer setzen sich aus einer lonenquelle,
einem Analysator und einem Detektor zusammen. Die lonenquelle dient der lonisation der
Probe und Entfernung der Elektronen. Im Analysator werden die lonen nach Masse/Ladung
selektiert und zuletzt durch den Detektor anhand ihrer Ablenkung detektiert 53 . Dabei gibt der
Radius der Kreisbahn auf denen die lonen abgelenkt werden Auskunft Gber die Masse der
lonen (je héher die Masse, desto groRRer der Radius) und diese kdnnen dadurch identifiziert

werden 23.

Die Messungen der immunprazipitierten und eingefrorenen Proben (siehe 1.2.11) erfolgten
Uber die Proteomics Core Facility des CECAD Kdln. Es wurde eine Offline-
Peptidfraktionierung durch Umkehrphasenchromatographie durchgeftihrt. Die nachfolgende

Auswertung der Messungen erfolgte mit den Programmen MaxQuant und Perseus.
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4 Ergebnisse

4.1 Selektions- und Transfektionseigenschaften einer humanen Zelllinie des
distalen Tubulus

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die humane Zelllinie CCD_RCC (kidney collecting duct
renal carcinoma cells) in Bezug auf ihre Selektions- und Transfektionseigenschaften
untersucht. Die Untersuchungen lieferten einen Ansatzpunkt zur zukinftigen Planung und
Herstellung weiterer transgener Linien mit diesen Zellen. Bei den CCD_RCC-Zellen handelt
es sich um Nierenzellkarzinomzellen des distalen Tubulussystems der Niere. Sie wurde im
nephrologischen Forschungslabor aus einer Nephrektomieniere isoliert und konnten in
Vorarbeiten bereits immortalisiert werden. Zunachst konnte verifiziert werden, dass
CCD_RCC-Zellen in der Lage sind priméare Zilien auszubilden. Durch Serumentzug und
nachfolgende Immunfluoreszenzfarbung gegen ziliare Marker konnte gezeigt werden, dass
eine Wachstumshemmung von 48 Stunden zu Ausbildung primarer Zilien in den Zellen fihrt
(Abb. 6). Die primaren Zilien, in der Abbildung griin angefarbt, befinden sich unmittelbarer

oberhalb vom Zellkern der Zelle, welcher blau angefarbt wurde.

ARL13B~

Abbildung 6: CCD_RCC-Wildtypzellen bilden priméare Zilien

Immunfluoreszenzfarbung von CCD_RCC-Wildtypzellen mit dem ziliaren Marker ARL13B (griin) und
dem Zellkernmarker DAPI (blau). Die Zellen wurden fiir 48 h einem Serumentzug ausgesetzt und
anschlieBend gefarbt.

Eine weitere Immunfluoreszenzfarbung der CCD_RCC-Zellen wurde mit einem Antikdrper
gegen das zentrosomale Protein Pericentrin (rot) und den Zilienmarker ARL13B (grun)
durchgefihrt (Abb. 7). Erwartungsgemal zeigt sich ein positives Zentriolenstaining an der
Zilienbasis. Um das primare Zilium zu kennzeichnen, wurde das Zilium mittels desselben

zilidaren Markers wie in Abbildung 6 markiert.
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Abbildung 7: Immunfluoreszenzfarbung von CCD_RCC-Wildtypzellen mit einem ziliaren und
einem zentrosomalen Markerprotein

Immunfluoreszenzfarbung von CCD_RCC-Wildtypzellen mit dem ziliaren Marker ARL13B (griin) und dem
zentrosomalen Marker Pericentrin (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Die Zellen wurden
fir 48 h einem Serumentzug ausgesetzt und anschlieRend gefarbt.

Im Folgenden wurde die Eignung der Zellen zur transienten Transfektion von Fremd-DNA
mittels verschiedener Methoden untersucht, um ein geeignetes Protokoll zur Etablierung
einer stabilen Zelllinie mit CCD_RCC-Zellen auszuwahlen. Hierbei konnte anhand der
Transfektion eines GFP-Plasmids in die Zellen gezeigt werden, dass die Transfektion mit
GenedJuice Transfektionsreagenz am erfolgreichsten war und zu einer Transfektionseffizienz
von geschatzt 60% - 80% fuhrte (Abb. 8).

Abbildung 8: GFP-Expression von CCD_RCC-Wildtypzellen nach Transfektion mit GeneJuice
Reagenz

In CCD_RCC-Wildtypzellen wurde ein GFP-Plasmid mit GeneJuice Reagenz transfiziert und unter
Immunfluoreszenz betrachtet. Hierbei zeigte sich eine hohe Transfektionseffizienz des GFP (grin).
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt (blau).

Die CCD_RCC-Zellen wurden in Zellkulturmedium kultiviert, welches FBS und Glutamat
enthalt. Unter mikroskopischer Betrachtung waren die Zellen in Zellverblinden konfiguriert.
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Sie besalen einen runden, meist mittig gelegenen Zellkern und deutlich erkennbares

Zellplasma. Weiterhin zeigten die Zellen eine starke Adhdrenz an die Petrischale.

4.2 Genom-Editierung mittels TALENS in CCD_RCC Zellen

Aufbauend auf Arbeiten zu den CCD_RCC-Zellen war vorgesehen, mittels Genome Editing
eine stabile CCD_RCC-Nierenzelllinie zu generieren, welche ein Gen der Nephronophthise
gekoppelt an ein Flag-Tag und an APEX exprimiert. APEX sollte fiir proximity labeling des
jeweiligen zilidaren Kompartments genutzt werden. Hierzu wurden Targetingvektoren kloniert,
die jeweils die cDNA des NPHP-Gens NPHP3 (1-203) oder NPHP15 (CEP164) gekoppelt an
ein Flag-Tag oder and APEX2 beinhalteten. Ausgangsvektor dieser Klonierungen war das
TALEN-Targeting-Plasmid Msi2.3xFlag-AAVS CAG, welches bereits in anderen

Experimenten des Nephrologischen Forschungslabors Verwendung fand (Abb. 9).
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Abb. 9: Ubersicht der durchgefiihrten Klonierungen und Zellliniengenerierungen

Darstellung der Ausgangsplasmide und durchgefiihrten transienten sowie stabilen Transfektionen
sowie darauf aufbauende Experimente. Die rot gekennzeichneten Plasmide sowie die Zelllinie
CEP164.3xFlag-AAVS CAG HEK293T wurden im Rahmen dieser Arbeit etabliert.

Trotz Bestatigung der Plasmide im Sanger Sequencing, gelang die Expression und
Integration der Transgene in die CCD-RCC Zellen nicht. Die Expression von CEP164 mit
dem TALEN-Vektor CEP164.3xFlag-AAVS CAG konnte in HEK293T-Zellen mittels Western
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Blot verifiziert werden. Somit lag der weitere Fokus auf der Generierung einer stabilen
Zelllinie, die das CEP164.3xFlag-Transgen exprimiert (Abb. 9).

Aufgrund der Schwierigkeiten der Genom-Editierung von CCD_RCC-Zellen und der
nachgewiesenen Expression transient in HEK293T-Zellen wurde die weitere
Zellliniengenerierung zur stabilen Expression von CEP164.3xFlag im AAVS CAG Lokus mit
der humanen Nierenzelllinie HEK293T fortgeflihrt. Diese Zellen bilden ebenfalls primare
Zilien aus, sind durch diverse Experimente bereits gut etabliert, haben schnelle
Wachstumseigenschaften und eigneten sich daher zur Herstellung einer stabilen transgenen

Nierenzelllinie 5. Das weitere Vorgehen zur Zellliniengenerierung wird nachfolgend erlautert.

4.3 Etablierung und Charakterisierung der CEP164.3xFlag HEK293T TALEN
Zelllinie

Durch die Untersuchung des Interaktoms von NPHP15 (CEP164) sollten nun weitere
mogliche Interaktionspartner dieses zentrosomalen Proteins gefunden werden. Hierzu wurde
zunachst eine Zelllinie generiert, welche NPHP15 stabil exprimiert. Dazu wurde das
CEP164.3xFlag AAVS CAG-Plasmid im Rahmen dieser Arbeit kloniert. Es handelt sich um
einen Targeting Vektor fiir eine Integration in den AAVS17-Lokus. Dieser Lokus erlaubt eine
stabile und damit dauerhafte Expression des Transgens “6. Da AAVS1 nicht mit

Erkrankungen vergesellschaftet ist, wird er als safe harbour Lokus bezeichnet 6.

Nach abgeschlossener Klonierung wurde die Expression des Plasmids in HEK293T Zellen
untersucht. Die Uberexpression des Zielplasmids in den Zellen konnte im Western Blot
mittels eines Flag-Antikorpers verifiziert werden. Hier liel3 sich beim CEP164.3xFlag AAVS
CAG-Vektor eine Bande auf Hohe von etwa 250 kDa fur CEP164.3xFlag detektieren. Als
Kontrolle wurde in dem hier durchgefiihrten Experiment ein CEP164.3xFlag-pcDNA6 Vektor
transfiziert, welcher eine Bande auf gleicher Hohe wie bei CEP164.3xFlag zeigte. Von
Graser et al. (2007) wurde bereits eine langsame Migration von NPHP15 im Western Blot
beschrieben, die evtl. durch den eher sauren isoelektrischen Punkt des Proteins verursacht
sein konnte. Dies sowie das Vorhandensein der Bande bei beiden Proben liel® vermuten,
dass es sich bei der Bande um Cep164.3xFlag handelt (Abb. 10).
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100 kDa - Western Blot des CEP164.3xFlag AAVS CAG TALEN-Plasmids in
70 kDa - Uberexpression in HEK293T Zellen (linke Spur). Als Kontrolle wurden
HEK293T-Zellen mit einem CEP164-pcDNAG6 Vektor transfiziert (rechte
Spur). Es wurden ein Maus anti-Flag Anktikérper verwendet. Es zeigen
55 kba- sich bei beiden Proben eine Bande auf Héhe von CEP164.3xFlag,
- welche rot umrandet ist.
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Nach Bestatigung der Expression des Transgens wurde der CEP164.3xFlag Targeting
Vektor mit den beiden TALENs in HEK293T-Zellen mittels Calciumphosphat-Transfektion
eingebracht. HEK293T-Zellen boten hier den Vorteil, dass sie leicht zu transfizieren sind und
sich zur stabilen Expression von Transgenen eignen 55, Die Verifikation der Integration des
CEP164.3xFlag in den AAVS CAG-Lokus der HEK293T-Zellen erfolgte durch eine
Integrations-PCR (Abb. 11). Dazu wurden wie im Methodenteil dargelegt eine PCR-Reaktion
mit 3 Primern durchgeflhrt, um eine stabile Integration des Transgens in die HEK293T-
Zellen zu bestatigen (Abb. 11.a). Hier zeigte sich bei der CEP164.3xFlag AAVS CAG-
Zelllinie eine einzelne Bande bei 1180 bp als Zeichen der Integration des Konstruktes in den
AAVS CAG-Lokus der HEK293T-Zelllinie (Abb. 11.b). Als Kontrollen fungierten H>O, hier war
aufgrund fehlender DNA keine Bande zu erkennen, sowie HEK293T-Wildtypzellen. Die
HEK293T-Wildtypzellen zeigten eine Bande auf Hohe des Wildtyps bei 1935 bp und keine
Bande bei 1180 bp, da hier der AAVS CAG-Lokus leer ist.
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[ Homologiearm || Single copy integration region | Homologiearm |
a
& ‘—35 Abbildung 11: Integrations-PCR der CEP164.3xFlag AAVS
& A CAG Zelllinie
5 8 g = 11.a Schema der Integrations-PCR der CEP164.3xFlag AAVS
CAG HEK293T-Zelllinie und Lage der Primer. Fir die PCR werden
die Primer 1 — 3 bendtigt. Primer 1 + 2 liegen auf3erhalb der Single
copy integration region und Primer 3 innerhalb der Single copy
integration region. So entsteht bei Integration eines Transgens in
1935 bp- | e den AAVS CAG Lokus eine andere Bande als bei dem Wildtyp.
1180 bp- S 11.b DNA Agarose Gel der Integrations-PCR. Links die

CEP164.3xFlag HEK293T Zelllinie mit einer Bande als Zeichen
einer homozygoten Integration in den AAVS CAG-Lokus. Als
Negativkontrollen sind HEK293T-Wildtypzellen sowie H20
aufgetragen.

4.4 Co-Immunprazipitation von CEP164

Mithilfe der CEP164.3xFlag AAVS CAG HEK293T-Zelllinie sollte daraufhin das Interaktom
von NPHP15 untersucht werden. Zunachst wurde mit den Zellen eine Immunprazipitation
(siehe 3.2.10) durchgefihrt. Als Kontrolle wurden HEK293T Wildtypzellen verwendet. Von
beiden Zellreihen wurde jeweils eine 10 cm Zellkuturschale verwendet. Fir den IP-Western
Blot wurde ein Maus anti-Flag Antikorper verwendet. Ein Teil der IP-Proben wurden
ultrazentrifugiert. Die Proben vor und nach Ultrazentrifugation wurden daraufhin auf einen
Western Blot aufgetragen. Auch hier wurde ein Maus anti-Flag Antikorper verwendet. Das
Ergebnis der Immunoprazipitation ist in Abbildung 12.a dargestellt. Es zeigte sich bei der IP
der CEP164.3xFlag AAVS CAG Zelllinie eine Bande auf derselben Hohe wie bereits zuvor
beim Western Blot des CEP164.3xFlag-Plasmids in Uberexpression. Das Bild des Western
Blots wurde noch einmal langer belichtet, was die Banden deutlicher zum Vorschein brachte
(Abb. 12.b).
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Abbildung 12: Western Blot der Immunprazipitation der CEP164.3xFLAG AAVS CAG TALEN 293T-
Zelllinie

12.a: Der rechte Teil des Blots zeigt das Ergebnis der Immunprazipitation der CEP164.3xFlag AAVS
CAG Zelllinie, der linke Teil die HEK293T- Wildtypkontrolle. Es wurde ein anti-Flag-Antikorper
verwendet. Es zeigt sich bei der CEP164.3xFlag-Zelllinie eine Bande bei der IP auf Hohe von ca.
250kDa.

12.b. Dies zeigt denselben Western Blot der Immunprazipitation nach langerer Belichtungszeit. Es zeigt
sich auf Héhe des CEP164.3xFlag Konstruktes eine diinne Bande bei der CEP164.3xFlag AAVS CAG
Zelllinie auf Hohe des CEP164.3xFlag Konstruktes, sowohl vor als auch nach Immunprazipitation. Bei
der Wildtypkontrolle links sind diese Banden nicht zu sehen.

Es zeigt sich, dass die Bande der CEP164.3xFlag AAVS CAG IP-Probe eine starkere
Intensitat aufweist als die Banden der CEP164.3xFlag AAVS CAG Lysatproben. Hier wurde
spezifisch an CEP164.3xFlag gezogen, sodass zu vermuten ist, dass der Anteil von NPHP15
am prazipitierten Proteingemisch hdher ist verglichen mit dem Zelllysat.Daraufhin wurden die
IP- Proben zur Erstellung eines Interaktoms in die Proteomics Core Facility des CECAD
gegeben. Diese Versuche wurden mit drei Replikaten durchgefihrt. Durch die
Interaktomdaten sollte eine Aussage daruber getroffen werden, welche Proteine eine
Interaktion mit NPHP15 aufweisen. Als Negativkontrolle wurden HEK293T-Wildtypzellen

verwendet.
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4.5 Analyse der MS/MS Daten der Co-IP von CEP164

Die Daten der Massenspektrometrie mussten zunachst in ersten Schritten vorgefiltert
werden. Dazu wurden Kontaminationen sowie reverse peptides aus dem Datensatz entfernt,
um die Anzahl falsch-positiver Ergebnisse zu minimieren. Daraufhin wurde nach drei von drei
Werten in mindestens einer Gruppe gefiltert und die fehlenden Werte von einer
Normalverteilung imputiert. Die Principal Component-Analyse sowie die Heat Map-Analyse
dienen vorwiegend als Qualitatskontrolle der durchgeflihrten Messungen. Ausgehend von
der Principal Component-Analyse lasst sich die Varianz der Analyse als Mal3 fir die
Streubreite darstellen. Hier zeigte sich, dass die grof3te Varianz zwischen der
CEP164.3xFLAG AAVS CAG TALEN 293T-Zelllinie und dem Wildtyp besteht (Abb. 13.a).
Dieser Unterschied wird auch in der Heat Map deutlich. Die CEP164.3xFlag AAVS CAG
Zelllinie unterscheidet sich in Inrem Clustering sichtbar von der Wildtypkontrolle. In der Heat
Map ist weiterhin zu sehen, dass die drei Proben der Prazipitation aus derselben Zelllinie ein
ahnliches Cluster aufweisen (Abb. 13.b.). Dies deutet auf ein valides Messergebnis hin. Im
Volcano Plot kann daraufhin die Signifikanz der Analyse visualisiert werden. Hierzu wurden
die Daten zuvor mittels T-Test mit SO = 0,2 und einer false discovery rate von 0,2 selektiert
und ein p-Wert von <0,1 als Signifikanzniveau festgesetzt. Hier ist zu erkennen, dass
mehrere Proteine einen positiven fold change aufweisen und verstarkt bei der Prazipitation
der CEP164.3xFlag-Zelllinie hinuntergezogen wurden. Das Protein, welches am starksten in
der untersuchten Zelllinie im Vergleich zum Wildtyp vertreten ist, ist erwartbarer Weise
NPHP15 (Abb. 13.c).
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Abbildung 13: Auswertung der Interaktomanalyse

13.a: Principal component Analyse. Diese Ananlyse reduziert die interagierenden
Proteine anhand der sich am starksten unterscheidende Attribute des Datensatzes. Aus
der Analyse wird deutlich, dass die gréfite Varianz des Datensatzes zwischen CEP164
und dem WT besteht.

13.b: Heat Map. Diese Abbildung stellt das Clustering der CEP164-Zelllinie im Gegensatz
zum WT dar. Hier zeigt sich ein unterschiedliches Clustering der beiden Zelllinien.
Zugleich clustern die 3 Proben einer Zelllinie jeweils gleich, was die Validitat der Daten
sttzt.

13.c: Volcano Plot. Hier wird eine Aussage uber die Signifikanz der in der CEP164-
Zelllinie gemessenen Proteine im Vergleich zur WT-Kontrolle getroffen. Auf der x-Achse
ist der fold change der Werte abgebildet sowie auf der y-Achse der p-Wert. Diejenigen
Proteine die beim pull down verstarkt in der CEP164-Zelllinie mit hinuntergezogen
wurden, sind rechts oberhalb des Graphen zu sehen. Darunter ist CEP164 als starkster
Interaktor zu erkennen.

Wichtig war es daraufhin, die relevanten Kandidaten aus dem Datensatz zu extrahieren. Fur

die Untersuchung relevant waren nur diejenigen Proteine, welche in der CEP164.3xFlag
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AAVS CAG TALEN Zelllinie im Vergleich zum Wildtyp verstarkt durch den pull down
angereichert wurden und damit einen positiven fold change aufwiesen. Dadurch konnte die

Anzahl der Kandidaten auf 31 eingegrenzt werden. Diese sind in Tabelle 1 dargestellt.

Gen p-Wert Fold change
(log 2)
CEP164 2,2153E-05 9,91936
SEC61A1;SEC61A2 6,6774E-05 3,68642
SLC16A1 0,00050231 3,00423
SNRPA;SNRPB2 0,00093057 1,68672
VCP 0,00266238 1,41815
ATP1A1 0,00282664 0,381721
HSP90AB2P 0,00520727 1,34921
RPL7 0,01012721 3,42359
SSR1 0,01217811 0,3207
ALDH1B1 0,01709937 0,749672
RPS27L 0,01725401 1,82371
SLC25A5 0,02393702 0,356041
OXA1L 0,02510788 1,38338
RBBP7;RBBP4 0,02664894 1,79087
TMEM33 0,02840599 0,469057
HSPA5 0,03411144 0,398178
HSPA9 0,03770683 0,324504
MT-CO3 0,03839901 1,65083
SLC3A2 0,04845516 1,28497
PLBD2 0,05181076 1,18244
SLC25A13 0,05618236 0,429626
ACADM 0,05801362 0,464715
TARDBP 0,05869215 2,13898
EIF4A3 0,06100564 1,13603
HSPH1 0,06917354 0,314913
COX411 0,07971499 1,04334
FMR1 0,08056938 0,723152
SLC25A3 0,08190492 0,321796
RCN2 0,08776473 1,31828
TTF2 0,09154192 3,8786
HSPA4 0,09660064 0,424969

Tabelle 1: Kandidaten der Interaktomanalyse von NPHP15

Mit der Gene Ontology Datenbank konnten die Kandidaten in verschiedenen biologischen

Funktionsgruppen angereichert werden. Hier wurden sechs Annotationen gefunden. Diese

kénnen eine Aussage darlber treffen, in welchem zellularen Kompartment die exprimierten
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Proteine liegen und an welchen Prozessen sie beteiligt sein kdnnten. Hier zeigte sich das
Zentrosom, bekannte Lokalisation des Proteins NPHP15, sowie die Membran des
Endoplasmatischen Retikulums und intrazelluldre membrangebundene Organellen.
Weiterhin scheinen die Kandidaten Funktionen bei DNA-Reparaturvorgangen, Proteinfaltung
sowie Proteintransport ins ER zu tGbernehmen (Tabelle 2). Unter den Proteinen lokalisieren
bekanntermalen vier im ER, so etwa HSPAS5, das an der Membran des Endoplasmatischen

Retikulums lokalisiert sind %6; 57,

Kategorie Kategorie Wert p-Wert

KEGG Protein processing in endoplasmic reticulum | 0,087719
GOCC endoplasmic reticulum membrane 0,087719
GOCC centrosome 0,087719
GOBP protein folding 0,087719
GOBP DNA repair 0,087719
GOCC intracellular membrane-bounded organelle 0,067079

Tabelle 2: GO-Annotationen der NPHP15-Interaktomanalyse

Zur Einordnung der Forschungsergebnisse wurde das Interaktom der CEP164.3xFlag-AAVS
CAG HEK293T Zelllinie (nachfolgend NPHP15-Interaktom genannt) mit Interaktomdaten
sowie proximity labeling-Daten weiterer Publikationen verglichen. Zunachst wurde ein
Vergleich mit Studien anderer zilidr zentrosomaler Proteine angestellt. Aydin et al. (2020)
%8untersuchten das Protein PCM1 mittels BiolD Proximity Labeling %°. PCM1 ist ein Protein
der perizentriolaren Matrix. Diese Untersuchungen fanden ebenfalls in HEK293T-Zellen statt
59. Hier konnten funf der NPHP15-Interaktoren im Datensatz von Aydin et al. (2020)
gefunden werden (Tabelle 3). Zusatzlich wurde das NPHP15-Interaktom mit proximity
labeling-Daten des Proteins Aurora Kinase A, auch einem zentrosomal gelegenen zilidren
Protein, aus der Publikation von Arslanhan et al. (2021) verglichen 58. Auch hier wurde
BiolD Proximity Labeling verwendet. Hier zeigte sich SLC3A2 als gemeinsamer Kandidat
zum NPHP15-Interaktom. In Tabelle 3 sind die jeweilig gemeinsamen Kandidaten zu diesen

beiden Studien aufgefuhrt.
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A B
CEP164 (NPHP15) SLC3A2
FMR1
SLC16A1
TARDBP
TTF2

Tabelle 3: Vergleich des NPHP15-Interaktoms mit proximity labeling-Studien weiterer ziliarer
zentrosomaler Proteine

Auflistung gemeinsamer Kandidaten der Studien von Aydin et al. (2020) sowie Arslanhan et al. (2021)
mit dem NPHP15-Interaktom. Spalte A zeigt die libereinstimmenden Kandidaten von NPHP15 und
PCM1 bei Aydin et al. (2020), Spalte B zeigt diejenigen von NPHP15 und Aurora Kinase A bei
Arslanhan et al. (2021).

Weiterhin wurde das NPHP15-Interaktom mit Interaktions-Daten der Datenbank BioGRID
verglichen 8. Es konnten zwei schon bekannte Interaktoren von NPHP15 im hier
dargestellten NPHP15-Interaktom gefunden werden. Hierbei handelt es sich um das
Hitzeschockprotein HSPA9 sowie um die AAA ATPase VCP. In der Datenbank zeigen sich
insgesamt 133 Interaktionspartner von NPHP15. Die 29 weiteren potentiellen Interaktoren
der hier vorliegenden Analyse sind bisher nicht in Interaktomstudien zu NPHP15 gesehen

worden.

Zuletzt wurde das NPHP15-Interaktom mit Proteom sowie proximity labeling Daten anderer
Proteine verglichen, die auch als Ausloser der NPH bekannt sind. Als Datensatz wurde die
Publikation von ' 6" herangezogen. Hier wurde das Proteom der NPH-Proteine 1-5 und
NPHPS8 in den Nierenzelllinien RPE1 sowie IMCD3 und 3T3 untersucht. Bei RPE1 handelt es
sich um eine humane Zelllinie retinaler Epithelzellen, bei IMCD3 um eine murine
Nierenzelllinie aus Zellen des Sammelrohrs. 3T3-Zellen sind embryonale murine
Fibroblastenzellen 8'. Fur die 3T3-Zellen konnte keine Ubereinstimmung zu den Kandidaten
von NPHP15 in HEK293T-Zellen hergestellt werden. Es zeigten sich unter allen Kandidaten
der untersuchten NPH-Proteine bei Sang et al. (2011) insgesamt funf Proteine
Ubereinstimmend mit den Kandidaten des NPHP15-Interaktoms (Tabelle 4). Diese waren
teilweise in RPE1-Zellen sowie in IMCD3-Zellen zu finden. In der Tabelle 4 sind die
gemeinsamen Kandidaten getrennt nach untersuchtem Protein sowie der untersuchten
Zelllinie in Klammern dargestellt. RCN2 ist als einziges der Kandidaten in drei Proteomen der

NPH-Proteine von Sang et al. (2011) gefunden worden.
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NPHP 4 | NPHP 5 | NPHP 8

RCN 2 (IMCD3) RCN2 (RPE) RCN2 (IMCD3)
SLC25A3 (RPE) | HSPA5 (IMCD3)
HSPA9 (RPE)
HSPA4 (IMCD3)

Tabelle 4: Vergleich des NPHP15-Interaktoms mit dem NPHPom bei Sang et al. (2011)

Auflistung der Ubereinstimmenden Kandidaten des NPHP15-Interaktoms mit dem Paper von
Sang et al. (2011) zum NPHP-om. Es zeigten sich Ubereinstimmungen zu den 3 bei Sang et al.
(2011) untersuchten Proteinen NPHP 4,5 und 8 (Spalte 1-3). In Klammern ist die Zelllinie
angegeben, in denen diese Proteine gefunden wurden. Es wurden in der verglichenen Publikation
die Zelllinien IMCD3, RPE1 sowie 3T3 untersucht, welche kursiv in Klammern angegeben sind.

Zuletzt wurden Daten zu NPHP3 aus der Publikation Mick et al. (2015) hinzugezogen. In
dieser Publikation wurde eine IMCD3-Zelllinie untersucht, welche NPHP3 fusioniert an GFP
exprimiert 62, Hierbei wurden 162 Proteine gefunden, die sich in unmittelbarer Nahe zu
NPHP3 befinden. Methodisch wurde hier die APEX2-Peroxidase zum Proximity Labeling
eingesetzt. Es konnten 21 Kandidaten des NPHP15-Interaktoms Ubereinstimmend in den
NPHP3 Proximity Labeling-Daten von Mick et al. (2015) gefunden werden (Abb. 14).

vcp TARDP RPL7
FMR1 TMEM33 HSPA4
162 21 3 1 HSPAS ATP1A1 RCN2
SLC3A2 EIF4A3 RBBP7
HSPA9 SLC16A1 TTF2
SSR1 SLC25A13 HSPH1
SLC25A2 SNRPA1 RPS27L

NPHP3-GFP-APEX2 NPHP15Interaktom
(Mick etal.)

Abbildung 14: Vergleich des NPHP15-Interaktoms mit NPHP3.GFP.APEX2 Zellen bei Mick et
al. (2015)

14.a. Darstellung der Schnittmenge von 21 Kandidaten des NPHP3-Datensatzes bei Mick et al.
(2015) mit dem NPHP15-Interaktom, sowie Anzahl der jeweiligen Kandidaten der Untersuchungen

14.b. Auflistung der 21 Ubereinstimmenden Kandidaten beider Datensatze
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5 Diskussion

5.1 Zellen des distalen Tubulussystems eignen sich zur Untersuchung
primarer Zilien

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit CCD_RCC-Zellen konnten zeigen, dass
diese humane Nierenzelllinie primare Zilien ausbildet. Haufig befinden sich Nierenzysten,
welche auf Ziliopathien zurlickzuflhren sind, im distalen Tubulussystem sowie im
Sammelrohr 83, Um die Pathophysiologie von Ziliopathien an der Niere naher zu
untersuchen, eignen sich daher Zellen des distalen Tubulussystems, wie die hier
untersuchten CCD_RCC-Zellen.

CCD_RCC-Zellen konnten nicht fir die weiteren Experimente zur Generierung einer stabilen
Zelllinie verwendet werden. Die starke Reduktion der Zellzahl nach Selektion mit Puromycin
deutet darauf hin, dass die Zellen die Vektor-DNA, welche eine Puromycinresistenz
beinhaltet, nicht korrekt in ihr Genom integriert haben. Es kann vermutet werden, dass ein
Grund fir die gescheiterte Etablierung einer stabilen CCD_RCC-Zelllinie das Fehlen oder die
Fehlfunktion des HDR (homology directed repair) Mechanismus der Zellen ist. Dieser
homologe DNA-Reparaturmechanismus ist in der G2 und S-Phase des Zellzyklus aktiv und
kann nach Doppelstrangbruch verwendet werden, um Fremd-DNA in die Zielzellen
einzubringen 84, Fir die hier verwendete TALEN Methode ist zur stabilen Integration ein
HDR-Mechanismus notwendig. Fehlt dieser Mechanismus, wird der zielgerichtete Einbau
von DNA-Sequenzen in die bestehende DNA deutlich schwieriger bis nahezu unméglich .
Ursachlich fur eine Fehlfunktion des Mechanismus konnten Mutationen in HDR-Genen, wie
BRCA1, sein. Um dies herauszufinden, mussten diese Gene in den CCD_RCC-Zellen auf

Mutationen untersucht werden. Dies stellt jedoch einen betrachtlichen Aufwand dar.

Statt in CCD_RCC-Zellen wurde NPHP 15 in HEK293T-Zellen untersucht. Diese Zellen
wurden alternativ verwendet, da sie etabliert sind fur die transiente als auch stabile
Expression von Transgenen und die Herstellung einer grolRen Menge rekombinanter
Proteine ermdglichen. Sie eignen sich daher gut fur Zellliniengenerierung, da sie schon
standardmaRig in Klonierungen und Uberexpressionskontrollen verwendet werden 54. Auch
konnte nachgewiesen werden, dass die Zellen primére Zilien ausbilden . HEK293T-Zellen
sind immortalisierte humane embryonale Nierenzellen %*. Es wird angenommen dass es sich
bei den Zellen um Nierenepithelzellen oder Fibroblasten handelt. Sie weisen jedoch auch
Genexpressionmuster neuronaler Zellen auf, weswegen in der Forschung auch ein
neuronaler Urspung diskutiert wird 7. Sie haben weiterhin schnelle Wachstumseigenschaften
sowie etablierte Kultivierungs- sowie Selektionsprotokolle 4. BekanntermafRen besitzen diese

Zellen einen HDR-Mechanismus 8. Dieser konnte mithilfe verschiedener Methoden
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effizienter gestaltet werden. Zum einen kénnte Zellzyklussynchronisation der Zellen oder
Zellzyklusarrest in der S- oder G2-Phase zu einem verstarkten HDR-Mechanismus der
Zellen fuhren, da dieser nur in diesen Zellzyklusphasen aktiv ist. Fir dieses Verfahren
konnte in Studien eine dreimal starkere HDR-Effizienz festgestellt werden . Auch das
Design des verwendeten Templates beeinflusst die Effizienz des HDR-Mechanismus. So
koénnte die Verwendung eines linearen Templates mit homologen Flanken die HDR-Effizienz

auf das bis zu 10-fache erhohen ©°.

5.2 NPHP15 interagiert mit Proteinen des mitochondrialen Stoffwechsels

Im hier dargestellten Interaktom wurden mitochondriale Proteine gefunden, welche sich
teilweise an der inneren Mitochondrienmembran befinden. Unter diesen Proteinen sind
mehrere mitochondriale Transportproteine sowie EIF4A3 oder SLC25A3. SLC25A3 gehdrt
zur Gruppe der SLC-Proteine (solute carrier-Proteine), welche an der
Elektronentransportkette beteiligt sind und Uber die Atmungskette Einfluss auf die

Energieproduktion der Zelle haben 7°.

Das Vorhandensein dieser Proteine, welche an der inneren Mitochondrienmembran
lokalisiert sind, lasst annehmen, dass sich NPHP15 auch im Mitochondrium befindet. Dies
wurde in anderen Interaktomstudien von NPHP15 nicht beschrieben. Allein in einzelnen
Fallstudien konnten die mitochondrialen Proteine NPHP1L und NPHP2L pathophysiologisch
mit der Erkrankung in Verbindung gebracht werden 7'. Auf Proteinebene wurde dariiber
hinaus bisher keine Verbindung von NPHP15 zu mitochondrialen Proteinen hergestellt.
Perspektivisch ware hier eine Lokalisationsuntersuchung mittels eines GFP-markierten
Fusionsproteins oder eines fluoreszenzmarkierten CEP164-Antikorpers denkbar, um die
Lokalisation des Proteins zu untersuchen. Ein weiteres im Interaktom detektiertes SLC-
Protein (SLC25A5) ist ein ATP-Antiporter und uber den MMXD-Komplex mit der
Mitosespindel assoziiert. Dieser Proteinkomplex ist vor allem relevant fur die
Chromosomensegregation nach der Mitose 7°. SLC25A5 ist weiterhin involviert in die
Calcium-induzierte Formation des mitochondrialen trifunktionalen Proteins (MTP), das
wichtige Schritte der 3-Oxidation katalysiert. MTP induziert zudem die Freisetzung von
Cytochrom C in der Atmungskette. Es wird durch ATR gebildet, welches durch NPHP15
beeinflusst wird 7°. Hier ware Gber die ATM/ATR-Kaskade der DNA Damage Response eine

Verbindung zu Funktionen des Mitochondriums denkbar.

Dariber hinaus ist SLC3A2 im Interaktom von NPHP15 vorhanden, welches durch
Aktivierung des mTOR Signalweges zu oxidativem Stress und Induktion von Autophagie

flhrt 2. Eine direkte Interaktion von NPHP15 zu mTOR-Signalproteinen wurde bisher noch
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nicht beschrieben. Der mTOR Signalweg ist fur viele zellulare Funktionen wichtig und ein
Regulator des mitochondrialen Metabolismus 7. Lokalisiert sind die zugehérigen mTOR-
Proteine an der inneren Mitochondrienmembran. Dort sind sie an der ATP-Produktion und an
Autophagieprozessen beteiligt 73. Der Abbau primarer Zilien inhibiert Autophagieprozesse
Uber mTOR Aktivierung 4. In ADPKD ist dieser Signalweg sowie die Level an cAMP,
welches im Energiestoffwechsel des Mitochondriums gebraucht wird, erhéht 5. Auch bei der
NPH konnte eine erhéhte mTOR-Aktivitat gesehen werden °. Dies stiitzend konnten mTOR-
Inhibitoren wie Sirolimus oder Everolimus in Mausmodellen zu einer Verlangsamung des
Zystenwachstums bei ADPKD fiihren 78. Ein komplettes Erliegen des Zystenwachstums
wurde jedoch nicht detektiert. Auch konnten diese Ergebnisse bisher nicht auf humane
Studien Ubertragen werden 7. Hier ware interessant zu untersuchen, wie sich der Einsatz
von mTOR-Inhibitoren in NPH-Modellen verhalt. Fir weitere polyzystische
Nierenerkrankungen wie die ADPKD und auch fur den akuten Nierenschaden ist eine
mitochondriale Mitbeteiligung an der Pathophysiologie bereits beschrieben 7°. So reguliert
Polycystin, dessen Fehlfunktion zur Ausbildung der ADPKD flhrt, Gber verschiedene Wege
mitochondriale Funktionen. Eine erhdhte Glykolyse sowie gestorte B-Oxidationsprozesse
sind in Patienten mit ADPKD festgestellt worden 7°. Durch den Einsatz von
Glykolyseinhibitoren in Mausmodellen konnte gesehen werden, dass eine reduzierte

Glykolyse mit geringerem Zystenwachstum und verbessertem Nierenvolumen assoziiert ist
77

So kénnten Strategien, die in den mitochondrialen Stoffwechsel eingreifen, sowie der Einsatz
von mTOR Inhibtoren, Ansatze zukiinftiger Therapien der Nephronophthise sein. Auch ware
es denkbar den positiven Effekt einer reduzierten Glykolyse, wie in ADPKD-Modellen

beschrieben, auch in Modellen der Nephronophthise zu untersuchen.

5.3 NPHP15 und Autophagie

Wie eingangs erwahnt, haben zilidre Proteine funktionell Anteil an Prozessen der Autophagie
8 Diese sind relevant fir die Regulation des Auf- und Abbau des primaren Ziliums und
haben Einfluss auf deren Lange 78. Autophagie hat in der Zelle die Funktion Zellorganellen
und Proteine zum Erhalt der zellularen Homoostase abzubauen und kann etwa durch ROS,
ER-Stress oder DNA-Schaden initiiert werden 56. Autophagie assoziierte Proteine (ATG) sind
am Basalkorper des Ziliums lokalisiert und transportieren tUber den IFT des Ziliums
abzubauende Proteine zum Lysosom, wo sie degradiert werden 2°. Autophagie hat demnach
eine elementare Funktion in der Aufrechterhaltung der physiologischen Zellfunktion und in
deren Regeneration. Dysregulierte Autophagieprozesse spielen in der Pathogenese von
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Ziliopathien eine Rolle 7°. Eine Hemmung von Autophagieprozessen kann sich reduzierend
auf das Zystenwachstum in ADPKD auswirken &. Auch in proximalen Tubulusepithelzellen

konnte dieser Zusammenhang beobachtet werden 7&.

Anhand des Interaktoms von NPHP15 konnte eine Verbindung von NPHP15 zu VCP
(valosin-containing protein) gefunden werden. Die Interaktion von VCP mit ziliaren Proteinen
wie IFT-Proteinen wurde schon vorher beschrieben 8'. Auch in den Daten des Proximity
labeling des zilidren Proteoms bei Mick et al. (2015) wurde VCP gefunden 2. VCP ist in
seiner Funktion beteiligt an DNA Damage Response sowie an Ubiquitinierungsprozessen im
Rahmen der Autophagie. Durch VCP werden Proteine aus der Plasmamembran geldst,
bevor sie im Proteasom degradiert werden 8. Das Proteasom ist ein Proteinkomplex, der
Proteine in kleinere Fragmente zerlegt. VCP ubt Einfluss auf die Ubiquitin-Ligase RNF8 aus,
die mit MDC1 Chromatin-Modifikationen nach Doppelstrangbruch durchfiihrt 8. Dadurch
kommt es bei Fehlfunktion von VCP zu dysfunktionalem lysosomalem Abbau von Proteinen
und damit gestorter Autophagie 8. Auch NPHP15 beeinflusst MDC1 und ibt damit Einfluss
auf DNA-Reparaturprozesse nach Doppelstrangbruch und die DNA Damage Response aus
8, VCP ist zudem wichtig bei der Makroautophagie geschadigter Organellen und von Zellen
im Nahrstoffdefizit 84. In Interaktion mit weiteren Proteinen ist VCP Bestandteil eines
Komplexes, welcher den Spindelapparat-Abbau am Ende der Mitose reguliert. Bekannt ist,
dass NPHP15 an der Chromosomensegregation nach der Mitose beteiligt ist, die sich dem
Spindelapparatabbau anschliet. TARDP, welches in diesem Interaktom sowie bei Aydin et

al. (2020) gefunden werden konnte, reguliert zudem die Expression von VCP &,

Verschiedene Studien machten deutlich, dass Autophagie und Ziliogenese sich gegenseitig
beeinflussen 8. Autophagie scheint im priméaren Zilium durch Serumentzug getriggert zu
werden und beeinflusst die Lange des primaren Ziliums 78. Serumentzug fiihrt in der Zelle zur
Wachstumsstimulation von priméren Zilien 8. Auch die Funktion von NPHP15 an

Autophagieprozessen kann durch die hier gefundenen Interaktoren untermauert werden.

5.4 Die Rolle von NPHP15 bei DNA Damage Response Vorgangen

NPHP15 ist an der ATM/ATR Signaltransduktion beteiligt und damit ein Mediatorprotein der
DNA Damage Response 3'. Bei genotoxischem Stress kann das Protein zum Zellkern
relokalisieren 8. Der Abbau von NPHP15 inhibiert dabei die Ziliogenese und reduziert
stressinduzierte DNA-Reparaturvorgange 8. Im Regelkreis der DNA Damage Response ist
NPHP15 verantwortlich fir die Phosphorylierung wichtiger DNA-Reparaturproteine wie

MDC1 sowie H2AX '8, MDC1 interagiert wiederum mit ATR und ATM. Eine Schlisselrolle der

DNA Damage Response nimmt der PARP (Poly-ADP-ribose polymerase) - Komplex ein.
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Eine Aktivierung dieses Komplexes initiiert Reparaturvorgange nach Doppelstrangbruch 8.
Als Teil dieses PARP-Komplexes wurde im NPHP15-Interaktom FMR1 gefunden. Auch
FMR1 phosphoryliert H2AX . Eine Fehlfunktion von FMR1 kann zudem Uber p53-

Aktivierung zu Apoptose flihren 89,

Im Interaktom vorhanden ist auch EIF4A3 (Eukaryotic initiation factor 4A-1ll), welches die
Expression des PARP-Komplexes hochreguliert °°. EIF4A3 ist eine ATP-abhangige RNA-
Helikase, dessen Fehlfunktion zu Zellzyklusarrest fihrt. Ein kompletter Verlust dieses
Proteins initiiert Apoptosevorgange . Es ist anzunehmen, dass NPH15 auch liber EIF4A3
Einfluss auf den PARP-Komplex nimmt. Dieser eukaryotische Translationsfaktor konnte am
Zentrosom lokalisiert werden. Es ist bekannt, dass dieses Protein mit OFD1 interagiert,
welches in der DNA-Damage Response wiederum Uber TIP60 den PARP-Komplex
beeinflusst '8. So kénnte NPHP15 (iber EIF4A3 auch Einfluss auf OFD1 nehmen.

Pathophysiologisch kann eine fehlerhafte DNA-Damage-Response Uber epithelial-
mesenchymale Transformation zu Fibrose flhren. Hier werden Epithelzellen zu
profibrotischen mesenchymalen Stammzellen umgewandelt und verlieren dabei ihre Polaritat
91, Dieser Vorgang ist zumeist in der Embryogenese angesiedelt, kann jedoch pathologisch
wieder reaktiviert werden. Im Falle der Nephronophthise hat dies eine Fibrose des
Nierenparenchyms zur Folge °. NPHP15 Mutationen fiihren Uber dysregulierte DNA
Damage Response zur EMT sowie Apoptose und tragen somit zur Entstehung der

Nierenfibrose bei 2.

Andere Publikationen konnten die Beeinflussung der DNA Damage Response sowie die
nukledre Lokalisation von NPHP15 jedoch nicht reproduzieren. Bei Daly et al. (2016) wurden
zentrosomale und zytosomale Lokalisationen von CEP164, jedoch keine nukledren gefunden
93, Auch konnte hier keine erhdhte Sensitivitat auf ionisierende Strahlung in CEP164
defizitaren Zellen festgestellt werden, was bei einer Funktion von CEP164 in der DNA
Damage Response zu erwarten gewesen ware . Es zeigen sich also abschlieBend kontrare

Ergebnisse der aktuellen Forschung zu diesem Punkt.

5.5 Betrachtung des NPHP15-Interaktoms im Hinblick auf Ziliopathien

Das NPHP15-Interaktom zeigt im Vergleich mit anderen Interaktionsstudien ziliarer und
zentrosomaler Proteine Uberschneidungen der detektierten Interaktoren. Die groRte
Uberschneidung wurde mit dem zilidren Proteom in der Publikation von Mick et al. (2015)
gefunden, jedoch stehen die gefundenen Proteine nicht im Zusammenhang zu bekannten

Funktionen von NPHP15 62, Zun&chst ist anzunehmen, dass die Lokalisation des
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untersuchten Proteins innerhalb der Zelle Einfluss auf die gefundenen Interaktoren hat. Das
untersuchte Protein NPHP15 besitzt keine beschriebene Lokalisation in der Zellmembran. Es
zeigt daher zu den mit proximity labeling detektierten zilidren Proteinen von cmAPEX in der

Zilienmembran bei Kohli et al. (2017) nur geringe Ubereinstimmungen 9.

Ein Teil der Publikationen, darunter Aydin et al. (2020) und Mick et al. (2015) haben APEX2
oder BiolD fiir den pull-down Assay verwendet 558, Durch dieses proximity labeling ist
anzunehmen, dass die Gesamtanzahl der in der Umgebung detektierten Proteine, im
Vergleich zu reinen IP-Untersuchungen mit einem Flag oder GFP-Tag, erhoht werden kann.
Auch die verwendete Technik der MS-Untersuchung wird Einfluss auf die Ergebnisse der
Interaktomanalyse haben. So wurde bei Sang et al. (2011) Affinity purification-MS
verwendet, was die Resultate einer MS-Analyse genauer machen kann 8'. Im Unterschied zu
herkdmmlichen LC-MS Untersuchungen, wie sie hier mit NPHP15 durchgefihrt wurden,
kénnen bei Affinity purification-MS Verunreinigungen der Messungen durch spezifischere

Substratbindung besser gefiltert werden 6.

Nachfolgend soll der Vergleich mit anderen NPH-Proteinen betrachtet werden. Der hier
gezeigte Datensatz wurde mit proximity labeling Untersuchungen anderer NPH-Proteine bei
Sang et al. (2011) sowie Mick et al. (2015) verglichen. Im NPHP15 Interaktom wurden keine
Proteine gefunden, die bereits mit Nephronophthise in Verbindung gebracht werden konnten.
Dies konnte auch darauf zurtckzufuhren sein, dass NPH-Proteine in den meisten Geweben
niedrige Expressionslevel aufweisen und daher allgemein schwer zu detektieren sind .
Interaktionen zu weiteren NPH-Proteinen waren anzunehmen gewesen, da NPH-Proteine
haufig miteinander interagieren und Komplexe an unterschiedlichen Bereichen des Ziliums
bilden ¢'. Sang et al. (2011) konnten zeigen, dass NPH-Proteine am Inversin-Kompartiment,
an der Transitionszone sowie am Basalkdérper Proteinkomplexe bilden. Hier wéare zu
erwarten gewesen, dass NPHP15 gemeinsame Interaktoren mit NPHP5 und NPHP6
aufweist, welche sich ebenfalls am Basalkorper befinden 8'. Dies konnte jedoch nicht

nachgewiesen werden.

Betrachtet man die bekannten Lokalisationen von NPHP15, so sind diese vorwiegend der
Nukleus sowie das Zytosol an den distalen Anhangseln der Zentriole 2. Anhand der
gezeigten Daten kdnnen Vermutungen zu weiteren Lokalisationen von NPHP15, wie etwa im
Mitochondrium, angestellt werden. Bei Vergleich des NPHP15-Interaktoms mit der BioGRID
Datenbank zeigten sich viele nukledre Proteine. Hier finden sich unter den
Interaktionspartnern von NPHP15 wichtige Proteine der DNA-Damage-Response wie ATR €0,
Dies stitzt wiederum die Forschungsergebnisse, dass NPHP15 an nukledren Funktionen wie

der DNA-Damage-Response beteiligt sein konnte.
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5.6 Hypothesen und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CCD_RCC-Zelllinie zilientragend
ist. Weiterhin wurde mit Geneduice eine effektive Methode zur Transfektion von Fremd-DNA
in diese Zellen dargestellt. Anhand der gescheiterten Etablierung einer stabilen Zelllinie mit
CCD_RCC-Zellen, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass diese Zellen keinen
funktionierenden HDR-Mechanismus besitzen. Das Hauptziel dieser Arbeit war es, neue
Interaktionspartner von NPHP15 zu identifizieren, um so die zilidre Basis naher zu
charakterisieren. Hier kbnnte perspektivisch eine erneute Zellliniengenerierung mit anderen
Techniken der Genomeditierung, wie etwa CRISPR/Cas9, sowie Experimente unter

optimierten Transfektionsbedingungen angestrebt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung von NPHP15 an DNA Damage Response
Vorgangen sowie Autophagie gestiitzt und das Wissen uber Interaktionen dieses Proteins
konnte erweitert werden. Es lasst sich mutmafien, dass die nukleare Funktion von NPHP15
in der DNA Damage Response eine Hauptfunktion dieses Proteins darstellt. Ziel ware es,
dieses Wissen langfristig als Ansatzpunkte flr die gezielte Therapie von Ziliopathien wie der

Nephronophthise zu nutzen.

Darlber hinaus konnten anhand der Interaktomdaten Hinweise fir eine Lokalisation von
NPHP15 im Mitochondrium gefunden werden. Hier waren weitere Untersuchungen etwa
mithilfe eines spezifischen Antikdrpers sinnvoll, um die zelluldren Lokalisationen von

NPHP15 zu verifizieren, insbesondere ein potenzielles Vorhandensein im Mitochondrium.

Aufbauend auf den Erkenntnissen dieser Arbeit sollen zukiinftig weitere transgene Zelllinien
mit Proteinen anderer ziliarer Lokalisation etabliert werden. Hier ist geplant, die Herstellung
von Zelllinien mit Transgenen, die CENTRIN2, NPHP3 sowie CEP152 exprimieren, zu
wiederholen. CENTRINZ ist am Basalkérper des Ziliums, NPHP3 am proximalen Zilienanteil
sowie CEP152 an der perizentriolaren Matrix lokalisiert. Dadurch soll es moglich werden, ein
Interaktionsnetzwerk mehrerer Baueinheiten des primaren Ziliums zu schaffen. Der nachste
Schritt sdhe vor, stabile Zelllinien zu generieren, die diese Proteine jeweils fusioniert an die
APEX2-Peroxidase exprimieren. Mithilfe von enzymkatalysiertem Proximity Labeling sollen
so nahere Studien zum zilidren Proteom durchgefuhrt werden. Bisherige Studien zeigen,
dass Proximity Labeling eine groBe Anzahl interagierender Proteine prazipitieren kann 62, So
kénnten die Interaktomdaten von NPHP15 mit proximity labeling-Daten dieses Proteins
erganzt werden. Weiterhin kdnnten die hier gefundenen interagierenden Proteine zukunftig

als Ausgangspunkte fur weitere Interaktomanalysen der zilidren Basis fungieren.
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