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1. Zusammenfassung

Genetisch bedingte Nierenerkrankungen z&hlen bei Kindern und Jugendlichen zu den
haufigsten Ursachen einer chronischen Nierenfunktionsstorung 2.

Bei der autosomal rezessiven polyzystischen Nierenerkrankung (ARPKD) handelt es sich um
eines der schwerwiegendsten nephrologischen Krankheitsbilder der Padiatrie. Ursachlich sind
in den meisten Fallen Varianten des fur Fibrozystin (FC) kodierenden Gens PKHD1 #. Mit dem
fur Daz-interacting protein 1-like (DZIP1L) kodierenden Gen DZIP1L wurde 2017 ein zweites
krankheitsverursachendes Gen publiziert °. Klinisch ist die klassische Form der ARPKD durch
einen fulminanten Verlauf mit massiv vergroRerten Nieren und eine meist bereits intrauterin
beginnende Zystenbildung gekennzeichnet ¢. Der Pathomechanismus der ARPKD ist bislang
unzureichend verstanden. Sowohl FC als auch DZIP1L werden wesentliche Funktionen
innerhalb des priméaren Ziliums zugeschrieben ® 7. Aus Vorarbeiten unseres Labors ergab sich
die Hypothese, dass dem SRC-STAT3-Signalweg eine zentrale Bedeutung bei der
molekularen Pathogenese der ARPKD zukommt 8 Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
Tyrosin 3992 von FC38824074 g|s Ziel einer Phosphorylierung durch die Tyrosinkinase SRC
identifiziert. DZIP1L zeigte eine Koimmunoprézipitation von STAT3 und SRC. Zudem wurde
eine Verminderung der DZIP1L Expression bei Koexpression von FC34724074 oder SRC
nachgewiesen. Gleichzeitige Expression resultierte in einem additiven Effekt. Die Ergebnisse
dieser Arbeit deuten darauf hin, dass FC und DZIP1L mit Komponenten des SRC-STAT3-
Signalwegs interagieren und bei der Pathogenese der ARPKD mdglicherweise eine

Verschiebung des quantitativen Gleichgewichts der beteiligten Proteine von Bedeutung ist.

Der zweite Teil der Arbeit widmet sich der Untersuchung der Rag GTPase D (RagD). Varianten
des kodierenden Gens RRAGD wurden als Ursache der autosomal dominant kidney
hypomagnesemia-RRAGD (ADKH-RRAGD) identifiziert. Am h&ufigsten wurde hierbei die
Variante RagD Serin 76 Leucin (RRAGD S76L) nachgewiesen. Das klinische
Erscheinungsbild kennzeichnet sich durch eine schwere renale Tubulopathie in Kombination
mit einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) °. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei stabile
Flp-In Sammelrohrepithelzelllinien mit Expression von GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L
oder GFP.GFP generiert. In Immunfluoreszenzfarbungen war eine Kolokalisation von
GFP.mRragd WT und GFP.mRragd S75L mit mTor sowie phospho-mTor nachweisbar. In
einem massenspektrometrischen Verfahren zeigte GFP.mRragd S75L nach Prazipitation Uber
einen Anti-GFP Antikérper eine im Vergleich zu GFP.mRragd WT signifikant erhdhte
Koprézipitation von Raptor sowie von Komponenten der V-ATPase und von Ragulator als
Komponenten des mTor-Signalwegs. Die Ergebnisse weisen auf mutationsbedingte
Veranderungen der Interaktionspartner von Rragd S75L im Vergleich zu Rragd WT hin und

unterstreichen die zentrale Rolle der Rag GTPase D als Teil des mTor-Signalwegs.
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2. Einleitung

2.1 Die funktionelle Bedeutung von FC und DZIP1L im SRC-STAT3-Signalweg
fur die molekulare Pathogenese der ARPKD

Bestehend aus Uber 20 spezialisierten Zelltypen 1° stellt die Niere mit ihrer differenzierten
Funktionsweise eines der faszinierendsten Organe des menschlichen Koérpers dar. In ihrer
Physiologie ist die Niere hoch komplex, in ihrer Leistung beeindruckend anpassungsfahig:
durch Sekretion und Resorption, Hormonproduktion und Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushalts dient die Niere der Homdéostase des Organismus. Makroskopisch lasst sich
das paarig angelegte Organ in das Parenchym, bestehend aus Nierenrinde und Nierenmark,
und das Nierenbeckenkelchsystem einteilen. Das Nephron bildet die kleinste funktionelle
Einheit der Niere. Es umfasst das Nierenkdrperchen mit Glomerulus und dazugehoérigem
Tubulussystem. Teile der renalen Funktionsweise auf molekularer Ebene sind bis heute
unverstanden. Unumstritten ist dagegen die lebenswichtige Bedeutung des Organs. Dies
verdeutlichen die weitreichenden Auswirkungen auf den gesamten Organismus bei
graduellem Verlust der Nierenfunktion, wie es bei der chronischen Nierenerkrankung der Fall
ist 11,

Die chronische Nierenerkrankung stellt ein wachsendes Gesundheitsproblem dar, von dem
weltweit schatzungsweise tber 800 Millionen Menschen betroffen sind 2. Bei Kindern und
Jugendlichen z&hlen genetisch bedingte Nierenerkrankungen zu den haufigsten Ursachen
einer chronischen Nierenerkrankung 3. Genetisch bedingte Nierenerkrankungen umfassen
eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, charakterisiert durch genetische Varianten, die
Funktion und Struktur der Niere beeintrachtigen 314, Die unterschiedlichen Phanotypen lassen
sich im Allgemeinen einteilen in kongenitale Anomalien der Nieren und Harnwege,
Ziliopathien, Glomerulopathien, Nierensteinerkrankungen, tubulointerstitielle
Nierenerkrankungen und Tubulopathien. Viele dieser pathologischen Zustdnde fihren

potenziell zu einem Nierenversagen 131°,

2.1.1. Das Krankheitsbild der ARPKD

Bei der autosomal rezessiven polyzystischen Nierenerkrankung (ARPKD) handelt es sich um
eines der schwerwiegendsten nephrologischen Krankheitsbilder der Padiatrie. Mit einer
Inzidenz von 1:20.000 gilt sie als seltene Erkrankung . Dennoch z&hlen polyzystische
Nierenerkrankungen zu den haufigsten monogenetischen Ursachen terminalen
Nierenversagens bei Kindern und Erwachsenen ©. Atiologisch liegen der ARPKD nach
aktuellem Kenntnisstand in den allermeisten Fallen pathophysiologisch relevante Varianten
des fur Fibrozystin (FC) kodierenden Gens Polycystic Kidney and Hepatic Disease 1 (PKHD1)
zu Grunde 4 Y7, Im Jahr 2017 wurde DZIP1L, kodierend fur das gleichnamige Protein DAZ

Interacting Zinc Finger Protein 1 Like (DZIP1L), von Lu et al. als zweites
12



krankheitsverursachendes Gen publiziert °. Als polyzystische Nierenerkrankung konnte die
ARPKD den Ziliopathien zugeordnet werden. Die Gemeinsamkeit dieser Erkrankungsgruppe
liegt in der Beeintrachtigung der Zilienfunktion bei Dysfunktion der betroffenen Proteine. Diese
lokalisieren haufig innerhalb der priméaren Zilien oder an ihrer Basis . Bei primaren Zilien
handelt es sich um mikrotubulusbasierte Membranausstilpungen an der Oberflache nahezu
aller sich derzeitig nicht in Teilung befindenden Zellen. IThnen werden neben Chemo- und
Mechanosensation wichtige Funktionen in der Regulation des Zellzyklus und der Polaritat

sowie weiterer elementarer Signalkaskaden zugeschrieben *°.

Ein fulminanter Kklinischer Verlauf ist typisch fur die klassische Form der ARPKD, wenn auch
in den vergangenen Jahren deutlich wurde, dass weniger schwerwiegende Verlaufe haufiger
sind als lange Zeit vermutet 2. Die Zystenbildung beginnt bei der ARPKD meist intrauterin und
bilateral . Dabei gehen die Zysten als flussigkeitsgefiillte Hohlraume vom Sammelrohr aus ©
und fuhren zur Abnahme der Nierenfunktion. Durch die bereits intrauterin auftretende
Nierenfunktionsstorung besteht das Risiko eines Oligohydramnions, welches in einer
pulmonalen Hypoplasie resultieren kann. Viele Patienten zeigen direkt postpartal eine mit
erhohter Mortalitat einhergehende respiratorische Insuffizienz 2!. Als hepatorenale
fibrozystische Nierenerkrankung ist die ARPKD durch hepatobilidare Beteiligung
gekennzeichnet. Die mit der kongenitalen hepatischen Fibrose einhergehende portale
Hypertension stellt eine der extrarenalen Manifestationen dar. Bei Gallengangsdilatation
kommt es nicht selten zu einer Cholangitis. Die weitere Entwicklung der betroffenen Kinder ist
durch eine Gedeihstérung deutlich beeintrachtigt 22.

Bislang existiert fir die ARPKD keine kurative Therapie. Die Empfehlungen beziiglich der
Ublicherweise durchgefiihrten symptomatischen Behandlung beruhen auf Expertenmeinungen
22_Die zur autosomal dominanten polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKD) durchgefiihrten
pharmakologischen Studien lassen sich nicht direkt auf die Therapie der ARPKD Ubertragen.
Bei der Entscheidungsfindung entstehen vielschichtige ethische Fragestellungen,
beispielsweise beziglich der Indikationsstellung zu einer Dialysetherapie bei sehr schwer
betroffenen Patienten. Diese Uberlegungen bedirfen einer umfassenden interdisziplinaren

Beteiligung 22 23 24,

2.1.2. Genetik und Funktionen der mit ARPKD assoziierten Proteine FC und
DZIP1L

Durch die Identifikation als Ziliopathien gelang ein besseres Verstandnis der

pathophysiologischen Grundlagen polyzystischer Nierenerkrankungen. Die mit polyzystischen

Nierenerkrankungen assoziierten Proteine konnten als Bestandteile multimerischer Komplexe

innerhalb primarer Zilien identifiziert werden 2° 26 19, Die gezielte Deaktivierung essentieller

ziliarer Gene fiihrte im Tiermodell zu einem renalen zystischen Phanotyp 2’. Somit riickte die
13



Dysfunktionalitat priméarer Zilien als moéglicher Ursprung zystischer Nierenerkrankungen in den
Fokus. Es gelang die Identifikation verschiedenster ziliarer Funktionen sowie assoziierter
Sighalwege. Das ziliare Axonem ist Uber das Basalkérperchen in der Zelle verankert und wird
nach auf3en von der ziliaren Membran umgeben, an der verschiedene Proteinkomplexe zu
finden sind. Zwischen Basalkorperchen und Axonem befindet sich die zilidre Transitionszone,
welche eine wichtige Diffusionsbarriere fir den selektiven Proteintransport zwischen Zilium

und dem Ubrigen intrazellularen Raum darstellt 28 2° 7,

Das FC kodierende Gen PKHD1 # zahlt mit einem full length Transkript von 67 Exons,
kodierend fur 4074 Aminosauren, zu den langsten krankheitsverursachenden Genen des
menschlichen Genoms *. PKHD1 wird hauptsachlich zelltypspezifisch in der Niere, Leber,
Lunge und im Pankreas exprimiert 17 31, In der Niere wurde eine Expression insbesondere im
Sammelrohr und im dicken aufsteigenden Teil der Henle Schleife nachgewiesen 3! 32 33, |n
renalen Tubuluszellen und biliaren Epithelzellen lokalisiert FC unter anderem an der apikalen
Membran sowie am priméaren Zilium 34 32 33 35,

In Zusammenschau der funktionellen Doménen, der Lokalisation sowie der transmembranaren
Eigenschaften konnte FC als membrangebundener Rezeptor wirken 7 %, Daneben sind die
Regulation von Zell-Zell-Kontakten, den sogenannten Adhé&sionen, und die Proliferation,
passend zur ARPKD typischen Histologie, als mdgliche Einflussbereiche in Betracht zu ziehen
7 FC beinhaltet neben einer hochglykolisierten extrazellularen Doméane und dem
transmembranaren Segment einen kurzen zytoplasmatischen Abschnitt %°. Dieser aus circa
190 Aminosauren bestehende C-terminale Teil enthalt potenzielle Phosphorylierungsstellen
fur die Proteinkinase A ¥ sowie ein zilidres und ein nukleares Lokalisationssignal 3¢ 38 39, Die

Funktion von FC ist bislang nicht vollstandig verstanden.

Als DAZ-interacting protein 1-like (DZIP1L) kodierendes Gen konnte DZIP1L uber die
Entdeckung in Patienten mit moderatem klinischem Verlauf in Zusammenhang mit der ARPKD
gebracht werden. Studien im Maus- und Zebrafischmodell sowie in der Zellkultur bestéatigten
die Bedeutung von DZIP1L fur ziliaren Transport und renale Zystogenese. Bei DZIP1L handelt
es sich um ein aus 767 Aminosduren bestehendes Protein, welches an den Zentriolen
beziehungsweise am distalen Ende der Basalkérperchen lokalisiert ist. Funktionell wurde eine
Interaktion mit dem an der Aufrechterhaltung der perizilidren Diffusionsbarriere beteiligten
Protein Septin 2 (SEPT2) nachgewiesen. Einvernehmlich mit dieser Erkenntnis wurde eine
Beeintrachtigung der membranéaren Translokation der PKD Proteine Polyzystin 1 (PC1) und
Polyzystin 2 (PC2) in DZIP1L mutierten Zellen beschrieben °. Mit der Bedeutung von DZIP1L

fur die Aufrechterhaltung der Transitionszonenintegritat und dem aus Varianten resultierenden
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polyzystischen Phanotyp hebt die Arbeit von Lu et al. > die Relevanz der ziliaren

Transitionszone fir die Pathogenese der ARPKD hervor.

2.1.3. Die Rolle des STAT3-Signalwegs bei der Pathogenese polyzystischer
Nierenerkrankungen
Bei Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) handelt es sich um einen
Transkriptionsfaktor der STAT Proteinfamilie, welche sieben Mitglieder umfasst “°. Die
Proteine der STAT Proteinfamilie sind als intrazellulare Transkriptionsfaktoren maf3geblich an
der Regulation zellularer Immunitat, Proliferation und Differenzierung beteiligt. STAT3
vermittelt unter anderem Apoptoseresistenz und STAT3 gilt somit als Onkogen # 42, In
Reaktion auf zellulare Stimuli wird STAT3 durch Phosphorylierung des Tyrosinrests 705
innerhalb der Aktivierungsdoméne aktiviert. Bei den zellularen Stimuli handelt es sich um
Wachstumsfaktoren oder aktivierte Zytokine wie die Interleukin-6 Familie 3. Die aktivierende
Phosphorylierung von STAT3 durch Rezeptor assoziierte Tyrosinkinasen der JAK Familie,
Rezeptor-Tyrosinkinasen oder Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen wie SRC 4 moduliert die

genregulatorische Aktivitat von STAT3 44 43,

Die Tyrosinkinase SRC ist Teil der SRC Protein Tyrosinkinase Familie, welche neun Nicht-
Rezeptor Tyrosinkinasen umfasst %° 46 47 |hnen gemeinsam ist die Regulation fundamentaler
Prozesse der zellularen Signalgebung wie Zellwachstum, Differenzierung, Migration und
Uberleben “8. Dazu verbinden sie von Rezeptoren an der Zelloberfliche detektierte
extrazellulare Signale mit dem zytoplasmatischen Signalregulationsapparat 4°. SRC weist die
fur die Proteinfamilie typischen Bestandteile einer Amino-terminalen Doméne, einer Src
Homology (SH) 2 und SH3 Domane, einer Tyrosinkinasedomane und eines negativ
regulatorischen Elements am C-Terminus auf “8. Verschiedene Wachstumsfaktorrezeptoren
binden als Rezeptortyrosinkinasen an die SH2 Domane und ermdéglichen tber Translokation
des negativ regulatorischen Tyrosins 530 die aktivierende Autophosphorylierung von SRC an
Tyrosin 419. Nach Dissoziation liegt SRC bedingt durch intramolekulare Interaktion wieder in
inaktivierter Form vor. Die Aktivierung von SRC bewirkt die Tyrosinphosphorylierung
nachgeschalteter Proteine “°.
Im Falle des Transkriptionsfaktors STAT3 erzeugt SRC dadurch eine Homo- oder
Heterodimerisierung des Transkriptionsfaktors, gefolgt von der Translokation zum Zellkern, wo
STAT3 die Genexpression Uber Bindung an spezifische DNA-Sequenzen reguliert 4+ 43,
Weitere Funktionen wie Wirkung auf fokale Adhasionen, Schutz vor Apoptose sowie allgemein
Tumorzellinvasion und Metastasierung verdeutlichen die enorme Wichtigkeit der
Tyrosinkinaseaktivitat von SRC. Mutationen oder Aberrationen innerhalb der beteiligten
Signalkaskaden legen einen hyperproliferativen Effekt nahe, weshalb die Betrachtung von
SRC als Protoonkogen einleuchtet. Die Fahigkeit von SRC unter anderem tber den STAT3-
15



Signalweg erhohte Proliferation zu erzeugen 8 konnte auch bei der Entstehung polzystischer

Nierenerkrankungen eine Rolle spielen.

Fur die ADPKD konnte die Arbeitsgruppe um Thomas Weimbs bereits die &tiologische
Bedeutung des STAT3-Signalwegs hervorheben *° 5! 52, ADPKD Zystepithelzellen und PKD-
Mausmodelle zeigten eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3/ Stat3. Diese wird
unter anderem als Resultat Src abhangiger Tyrosinphosphorylierung verstanden 2. In ADPKD
Zellen konnte eine Uberexpression des proteolytischen Polyzystin-1 Fragments PC1-p30
aufgezeigt werden. Dieses interagiert mit SRC und verstéarkt eine SRC-vermittelte Aktivierung
von STAT3, welche zu einer proliferativen Zellantwort fihren kénnte. PC1-p30 vereinigt
vermutlich zusatzlich Signale von Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) und zyklischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP), wobei cAMP unter dem Einfluss des Vasopressin V2
Rezeptor zu stehen scheint %2, Die Vasopressin Signalgebung und die damit einhergehende
intrazellulare Erhéhung von cAMP ist als treibende Kraft des Zystenwachstums bei der ADPKD
bekannt %3 %4 Eine Abmilderung des polyzystischen Phanotyps durch Vasopressin V2
Rezeptor Antagonisten wurde bereits in verschiedenen Tiermodellen fur ADPKD %%, ARPKD %6
und Nephronophthise *" nachgewiesen **. Diese Erkenntnis fiihrte zur Etablierung des
Vasopressin V2 Rezeptor Antagonisten Tolvaptan als wichtige Therapieoption flr Patienten
mit ADPKD 33,

Initiale Versuche, Stat3 Aktivierung in einem PKD-Mausmodell pharmakologisch zu
unterdriicken, zeigten eine Reduktion des renalen Zystenwachstums °8. Anhand zweier
etablierter ARPKD-Tiermodelle konnte eine Korrelation zwischen Src Aktivierung und
Progression des polyzystischen Phanotyps nachgewiesen werden. In beiden Modellen war
durch spezifische pharmakologische Inhibition von Src eine Milderung des renalen und biliaren
Phanotyps zu beobachten *°. Auch bei Behandlung mit dem Multikinase-Inhibitor Tesevatinib
konnte im Tiermodell eine Verbesserung des zystischen Phanotyps gezeigt werden . Aus
den praklinischen Daten ergaben sich klinische Studien zur Therapie polyzystischer
Nierenerkrankungen mit Multikinase-Inhibitoren ©' (ClinicalTrials.gov: NCT01233869;
NCT03096080).

Somit konnte der SRC-STAT3-Signalweg bereits als potenzieller Angriffspunkt einer

medikamentdsen Therapie polyzystischer Nierenerkrankungen identifiziert werden.

2.1.4. Die Rolle des STAT3-Signalwegs bei der Pathogenese der ARPKD

Der SRC-STAT3-Signalweg konnte in Vorarbeiten unseres Labors in Zusammenhang mit der

Pathogenese der ARPKD gebracht werden 8. Uber einen Yeast two-Hybrid Screen und

unabhangige Koimmunoprazipitationsexperimente wurde STAT3 als Komponente des FC-

Proteinkomplexes identifiziert. Uber die Phosphorylierung an Tyrosin 705 wurde eine STAT3

Aktivierung in Nierenepithelzellen in ARPKD Patientenproben nachgewiesen 8. Im
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Zusammenhang mit dem STAT3-Signalweg riickte auch die Tyrosinkinase SRC in den
Vordergrund. Interessanterweise fuhrte im STAT3 Luciferase Reporterassay die Koexpression
des membrangebundenen C-terminalen Teils von Fibrozystin (mFC, FC3*724074) zy einer
Abschwachung der SRC induzierten STAT3 Aktivierung. Die Verwendung verschiedener SRC
Varianten, denen zum Teil die Kinasefunktion fehlte, und Forskolinstimulation flihrten zu der
Erkenntnis, dass FC3472-4974 hgchstwahrscheinlich direkt Einfluss auf die SRC Aktivierung
nimmt und dieser nicht nachgeschaltet ist. Weitere Koimmunoprazipitationsexperimente
wiesen auf eine Interaktion zwischen SRC und dem zytoplasmatischen Teil von FC (cFC,
FC3882-407%) hin. In der Western Blot Analyse fiel hierbei eine Doppelbande auf, die sich bei
Verwendung von SRC in wildtypischer Form, nicht aber bei Verwendung von SRC ohne
Kinasefunktion, zeigte 8. Aus diesen Ergebnissen resultierte die Vermutung der direkten
Phosphorylierung von FC3824974 durch SRC, welche durch den Nachweis der Bande bei
Anfarbung phosphorylierten Tyrosins (Anti-pY99-Farbung) unterstiitzt wurde 8. Diese
Erkenntnisse bieten die Grundlage fir die vorliegende Arbeit.
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2.2 Untersuchung der Variante RRAGD Ser76Leu als Ursache der ADKH-
RRAGD
Eine Vielzahl von Transportproteinen in renalen Tubulusepithelzellen spielt Giber Sekretion und
Absorption von Flussigkeit und gelosten Stoffen eine zentrale Rolle fur die Aufrechterhaltung
der Homoostase des gesamten Organismus 2. Defekte dieser Transportprozesse werden als
Tubulopathien klassifiziert. Die Identifikation genetischer Ursachen von Tubulopathien hat zum
Verstandnis des Elektrolyttransports entlang des Nephrons beigetragen ° 62 82, Magnesium ist
als zweithaufigstes intrazellulares Kation, unter anderem als enzymatischer Kofaktor 2, von
hoher Bedeutung fur zahlreiche zellulare Prozesse . Magnesiumsresorptionsstérungen
resultieren in Hypomagnesiamie, welche sich klinisch unter anderem in Form von

neuromuskularer Irritabilitat, Krampfereignissen und kardialen Arrhythmien manifestiert 3.

2.2.1. Das Krankheitsbild der ADKH-RRAGD

In einer Kohorte von Patienten mit Hypomagnesiamie wurde eine Gruppe von Patienten mit
renalem Salzverlust, schwerer Hypomagnesiamie und Nephrokalzinose in Kombination mit
einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) identifiziert °. Uber Exom- und Genomsequenzierung
wurden Varianten in Ras-related GTP binding D (RRAGD) in acht nicht verwandten Patienten
sowie in acht Mitgliedern einer groBen Familie als Ursache des genannten Klinischen
Erscheinungsbildes identifiziert. Hierbei handelte es sich um zumeist de novo auftretende,
heterozygote missense Varianten. Die neu identifizierte genetisch bedingte Tubulopathie
wurde als autosomal dominant kidney hypomagnesemia-RRAGD (ADKH-RRAGD) klassifiziert
9.

RRAGD kodiert mit RagD (RRAGD) eine kleine Rag Guanosintriphosphatase (GTPase) der
Ras Familie GTP-bindender Proteine ° ®. Im Mausmodell zeigte sich eine ubiquitare
Expression mit signifikanten Transkriptionsleveln von Rragd im Herzen und in der Niere.
Innerhalb der Niere wurde Expression im aufsteigenden Teil der Henle Schleife (TAL, thick
ascending limb) sowie in der pars convoluta des distalen Tubulus (DCT, distal convoluted

tubule) nachgewiesen °.

2.2.2. Die Regulation des mTor-Signhalwegs als pathogenetische Grundlage

Die Rag Proteine sind wichtige Regulatoren des mammalian (/mechanistic) target of
Rapamycin (mTor)-Signalwegs und beeinflussen somit eine zentrale Komponente der
Kontrolle zellularen Wachstums. Dies ist grundlegend fur das Wachstum des gesamten
Organismus © 66 67 68 Hierbei ermdglicht der mTor-Signalweg Uber die Vermittlung
bedeutender Umgebungssignale wie Wachstumsfaktoren, dem zellularen Energie-/
Oxygenierungsstatus und der Verfligbarkeit von Aminosauren die zelluldare Anpassung an

variable Umwelteinflisse ©°.
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Die evolutionar konservierte Serin/ Threonin Proteinkinase mTor gehort  zur
,Phosphatidylinositol kinase related kinase family" . Mit mTorC1 und mTorC2 existiert sie in
Form zweier Komplexe mit biochemischen und funktionellen Unterschieden ©° €7,

Eine Dysregulation des mTorC1l Proteinkinasekomplexes wurde bereits als Ursache
verschiedener Krankheitsbilder wie Tumorerkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2 und
Neurodegeneration identifiziert © 7. Beispielsweise fuhrt der Verlust des
Tumorsuppressorgens TP53 zu einer mTorC1 Aktivierung © 2. Die akute Nierenschadigung,
polyzystische Nierenerkrankungen und die chronische Nierenerkrankung sind Beispiele flr
bedeutende renale Erkrankungen, die mit Verdnderungen des mTor-Signalwegs assoziiert
sind 3. In proximalen Tubuluszellen wurde ein von mTor abhangiges regulatorisches Netzwerk
fur Nahrstofftransport und Endozytose charakterisiert 4. Zudem wird mTorC1 die Kontrolle
energieabhangiger Urinkonzentrationsmechanismen Uber mitochondriale Biogenese
zugeschrieben. Der Verlust von mTorCl erzeugt einen Konzentrationsdefekt, eine
beschleunigte tubuldre Schadigung mit Verlust einer regenerativen proliferativen Reaktion
sowie langsam progressive renale Fibrose "°. Auch fir kardiale Funktionen spielt der mTor-
Signalweg eine essenzielle Rolle. Eine mTorC1 Uberaktivierung konnte unter anderem tber
pathologische Hypertrophie und gesteigerte Proteinsynthese als bedeutende Komponente der
Entstehung einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) identifizert werden 6,

Bei der Aminosaure sensitiven Aktivierung von mTorC1 spielen die kleinen Rag GTPasen eine
entscheidende Rolle. In Form von Heterodimeren, bestehend aus Rag A/B und Rag C/D,
bewirken die Rag Proteine die Translokation von mTorC1 innerhalb des endomembranaren
Systems der Zelle zur lysosomalen Membran. Somit befindet sich mTorC1 im gleichen
Zellkompartiment wie sein Aktivator Ras homolog enriched in brain (Rheb) und die
Aminosaure induzierte mTorC1 Aktivierung kann stattfinden 77. Bei der Assoziation der
GTPasen mit mTorC1l kommt dem Nukleotidstatus der Rag Heterodimere eine wichtige
Bedeutung zu "® 77 °, Nukleotidabhéngige Konformationsanderungen der Rag Proteine gelten

als Voraussetzung fur die Bindung an mTorC1 .

Alle als fur die ADKH-RRAGD ursachlich identifizierten Varianten von RRAGD betreffen
evolutiondr unveranderte Aminosaurereste in Guanyl-Nukleotid Bindungsstellen, die in den
kleinen GTPasen hoch konserviert sind. Diese Motive vermitteln die Interaktion mit der
Phosphateinheit der Nukleotide °. In vitro Daten aus Vorarbeiten deuteten in Form erhéhter
Bindung der RRAGD Varianten an essenzielle Komponenten von mTorCl sowie eine
Erhéhung der Phosphorylierung der S6 Kinase 1 (S6K1) als Substrat von mTorC1 auf eine
erhdhte Aktivierung des mTor-Signalwegs als pathogenetische Grundlage der ADKH-RRAGD
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hin °. Im Rahmen dieser Arbeit wird die am haufigsten gefundene Variante RRAGD Serin 76
Leucin (RRAGD S76L) ° untersucht.

2.3  Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel des ersten Teils dieser Arbeit besteht in der Erforschung der Rolle von FC und DZIP1L
im SRC-STAT3-Signalweg fir die Pathogenese der ARPKD.

Bei Betrachtung der Proteinstruktur von FC wurden die Tyrosine 3992 und 4009 im
zytoplasmatischen Teil von FC als potenzielle Zielstrukturen der Phosphorylierung durch SRC
identifiziert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die Interaktion von FC und SRC auf
molekularer Ebene mit Fokus auf der Bedeutung der Tyrosine 3992 und 4009 von FC
untersucht werden. Auch die Pathogenese der durch Varianten in DZIP1L bedingten ARPKD
ist im Detail noch unverstanden. Besonders interessant ist an dieser Stelle die Frage nach
einem funktionellen Zusammenhang zwischen DZIP1L und FC sowie Komponenten des SRC-
STAT3-Signalwegs.

Diese Arbeit soll einen Beitrag zum Verstandnis der molekularen Pathogenese der ARPKD
leisten. Die weitere Erfassung der Rolle des SRC-STAT3-Signalwegs bei der Pathogenese
der ARPKD kann mdglicherweise eine medikamenttse Therapieoption erdffnen. Als genetisch
bedingte polyzystische Nierenerkrankung handelt es sich bei der ARPKD um ein seltenes,
aber eines der schwerwiegendsten nephrologischen Krankheitsbilder der Padiatrie. Damit wird

die Erfassung der molekularen Pathogenese zu einem hoch relevanten Forschungsziel.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird die Variante RRAGD S76L als Ursache der ADKH-RRAGD
auf molekularer Ebene untersucht.

Im Laufe der letzten Jahre entstand ein tiefergehendes Verstandnis des mTor-Signalwegs und
seiner Komplexitat auf Grund der regulatorischen Beteiligung an zahlreichen grundlegenden
zellularen Prozessen. Im Zuge dessen konnte auch die Rolle der Rag GTPasen fiir die
Aktivierung des mTor-Signalwegs genauer erarbeitet werden. Die hier untersuchte und fur die
ADKH-RRAGD am haufigsten als ursachlich identifizierte Variante RRAGD S76L ist dagegen
bislang unerforscht.

In dieser Arbeit wird insbesondere die Auswirkung der Variante RRAGD S76L auf den mTor-
Signalweg untersucht. Ferner besteht das Ziel der Identifikation potenzieller Angriffspunkte
einer medikamenttsen Therapie fir die ADKH-RRAGD. Zun&chst dienen die hier dargestellten
Experimente allerdings grundlegenden Erkenntnissen, die richtungsweisend fur weitere
Forschungsvorhaben sein kdnnten. Wie bei der im ersten Teil untersuchten ARPKD soll ein
tieferer Einblick in die beteiligten Signalwege zum Gesamtverstdndnis der Pathogenese

beitragen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1 Chemikalien, Reagenzien und Lésungen mit Artikelnummer und Hersteller.

5X GreenGoTaq®FlexiBuffer
5X Q5 High GC Enhancer
5X Q5 Reaction Buffer

5X Sequencing Buffer

Acrylamid Rotiphorese Gel 40 (37, 5:1)
Agarosepulver

Ammoniumbicarbonat [10 mM] (AmBic)
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin-Natriumsalz

Anti-GFP paramagnetische Beads
Bovines Serum Albumin (5%) (BSA)
Bromphenolblau

Calcium-Chlorid Dihydrat >99% Zellkultur
Calciumchlorid (CacCly)

Cumarinsaure

D (+) Glucose

Dimethylsulfoxid (DMSO) fur die Zellkultur
Diethiothreitol (DTT)

dNTP mix 25mM

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
Dulbecco's Modified Eagle's Medium/ F12
Dynabeads Protein G

Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromidlésung (1%)

M891A
B9028A
B9027S
4336697

T802.1
A9539
A6141-25G
A0834
K029.2
130-091-125
A6588.0100
A512

C7902
102382
c_9008
1.08342.1000
A3672,0100
R0862

R0182

31966-021
D6421-24
10004D

49199
9065,3
2218.2

Promega

New England Biolabs
New England Biolabs
Thermo Fisher
Scientific

Carl Roth

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
PanReac AppliChem
Carl Roth

Miltenyi Biotec
AppliChem

Carl Roth

Sigma Aldrich

Merck

Sigma Aldrich

Merck

PanReac AppliChem
Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Gibco

Sigma Aldrich
Thermo Fisher
Scientific

Sigma Aldrich

Carl Roth

Carl Roth
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Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Fetales bovines Serum (FBS)

Flussig-Stickstoff
Formaldehydlésung (16%)
Forskolin

Fumarylacetoacetase (FAA, 100%)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder

GeneRuler 50 bp DNA Ladder
GlutaMAX (100x)

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Hygromycin B Gold
Incidin Plus
Incuwater-Clean
Indol-3-essigsaure (IAA) [200 mM]
Isopropanol 100%
Kaliumchlorid (KCI)
KH2PO4

LB-Agar

LB-Medium
Lipofectamine® 2000

Luminol

Magnesiumchlorid (MgCly)

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
(tetra-)Natriumdiphosphat (NasP20~)
(di-)Natriumhydrogenphosphat (Na:HPO.)
Natriumhydroxidlésung (NaOH)

60-00-4
10270106

2210112
28906
F-6886

SM0311

N3236L
1157446

3783

3908.2
212750
H0887-100ML
ant-hg-5
3011520
A5219,0100

5752
6781
6575.1
X965.1
X964.2
11668019

09253
1.05833.0250
4627.5
3957.1
CN30.3
P756.2
T883.1
S9390

T135

Sigma Aldrich
Thermo Fisher
Scientific

Linde

Life Technologies
Sigma Aldrich

Thermo Fisher
Scientific

New England Biolabs
Thermo Fisher
Scientific

Carl Roth

Carl Roth

BD

Sigma Aldrich
Invivogen

Ecolab

PanReac AppliChem

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Thermo Fisher
Scientific
Fluka

Merck

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma Aldrich
Carl Roth
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Natriumorthovanadat (NazVOa,)

Normal Donkey Serum (NDS), Normalserum
Esel unkonjugiert

Notl

Nuclease-freies destilliertes Wasser
Opti-MEM (Optimem)

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Paraformaldehyd (PFA)

pH Papier McolorpHast 2.5-4.5
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Polyacrylamid (PAA)

Polysorbat 20

ProLong Diamond antifade reagent

ProLong Diamond antifade reagent + DAPI

Protease Inhibitor Cocktail Set Ill, EDTA-Free
Protein G Sepharose

Q5 Hot Start High Fidelity DNA Polymerase
2U/ l

Restriktionspuffer

10X Puffer 3.1

10X Puffer 2.1

10X EcoRI Puffer

SDS (Transfer-Puffer)

SDS Pellets (Laufpuffer)

Stage Tip (3 M SPE empore extraction disc
C18 (octadecyl) 47 mm)
Tetramethylethylendiamin >98,5% p.a. fur die
Elektrophorese

Taq DNA Ligase
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris (Trizma Base)

Triton X-100

S6508-50G
017-000-121

R0O189L
10977049
31985047

26620

P6148
1.095.410.001
A0999

3472
P36970

P36971

539134-1ML
GE17-0618-01
M0493

B7203
B7202
B0101
A2263, 0500
CN 30.3
66883-U

2367

M0208L
2367.3
T1503
A4975,1000

Sigma Aldrich
Dianova/ Jackson
ImmunoResearch
New England Biolabs
Invitrogen

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Sigma Aldrich

Merck

PanReac AppliChem
Carl Roth

Caelo

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Merck

Sigma Aldrich

New England Biolabs

New England Biolabs

PanReac AppliChem
Carl Roth
Sigma Aldrich

Carl Roth

New England Biolabs
Carl Roth

Sigma Aldrich
PanReac AppliChem
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Chemikalie/ Reagenz/ Losung Artikelnummer Hersteller

Trypsin T6567 Sigma Aldrich

Trypsin-EDTA L6sung (0,05%) 25300054 Thermo Fisher
Scientific

Urea U1250 Sigma Aldrich

Wasserstoffperoxid (H202) 30% 1.07210 Merck

Water PCR Reagent R2523 Sigma Aldrich

3.1.2. Puffer und Lésungen

Tabelle 2 Puffer und LOsungen mit Zusammensetzung.

Puffer/ Losung Zusammensetzung

Detektionslosung 100 mM Tris
(Enhanced Chemiluminescence, ECL) 2,5 mM Luminol
0,5 mM Cumarinsaure
1,5 % H,0,
pH 8,5
Elutionspuffer (Massenspektrometrie) 75 ul Urea Puffer [8 M]
22,5 pl AmBic [10 mM]
6 ul IAA [200 mM]
25 mM Tris
HEBS Puffer (2x) 50 mM HEPES
280 mM NacCl
10 mM KCI
1,5 mM NazHPO,
pH 7,08
IP Puffer 20 mM Tris 7,5
1% TritonX-100
50 mM NacCl
12,5 mM NasP207
25 mM NaF
2 mM NazVOys (20 pl/ ml)
0,25 mM PMSF (4,4 pl/ ml)
pH 7,5
Laemmli Puffer (1x) 50 mM Tris
2% SDS
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Laemmli Puffer (2x)

Laufpuffer (SDS PAGE)

Lysepuffer

Lysepuffer (Massenspektrometrie)

PBS-Puffer

Phosphatgepufferte Salzlésung nach Dulbecco

(DPBS)

Sammelgel (SDS PAGE)

10% Glycerol
Bromphenolblau

50 mM DTT

pH 6,8

33,3 ml 1,5M Tris HCI
100 ml 20% SDS
100 ml Glycerol

1 g Bromphenolblau
100 mM DTT

pH 6,8

25 mM Tris

192 mM Glycin
0,1% SDS

100 mM Tris

400 mM NaCl

2 mM Nax>-EDTA
pH 8,2

1 % Triton X-100
20 mM Tris (pH 7,5)
25 mM NacCl

50 mM NaF

15 mM NasP207

1 mM EDTA

1x PIM

5 mM NazVOq

134 mM NaCl

2,7 mM KCI

10 mM NazxHPO,

2 mM KH2PO,4
PBS-Puffer (siehe oben)
0,5 mM MgCl;

1 mM CacCl,

250 mM Tris

5 % Polyacrylamid
0,1 % SDS

0,05 % Ammoniumperoxidisulfat
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SOC Medium

Transferpuffer (Western Blot)

Trenngel (SDS PAGE)

Tris Puffer

Verdaupuffer (Massenspektrometrie)

Waschpuffer (Proteinwaschpuffer)

Waschpuffer | (Massenspektrometrie)

Waschpuffer Il (Massenspektrometrie)

0,1 % TEMED

pH 6,8

2% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
8,6 mM NaCl

2,5 mM KClI

10 mM MgCl.

20 mM Glukose

pH 7,0

22 mM Tris (pH 8,3)
166 mM Glycin

0,1% SDS

12% Methanol

375 mM Tris

10 % Polyacrylamid
0,1 % SDS

0,05 % Ammoniumperoxidisulfat
0,05 % TEMED

pH 8,8

10 mM Tris

pH 8,0

50 ul Urea Puffer [8 M]
150 pl AmBic [10 mM]
1yl DTT [200 mM]

1 pl Trypsin [1 pg/ yl]
27 mM Tris

273 mM NacCl

2,2 mM Polysorbat 20
pH 7,5

50 mM Tris (pH 7,5)
150 mM NacCl

5 % Glycerol

0,05 % IPGal-CA-630 (oder Triton X-

100)
50 mM Tris (pH 7,5)
150 mM NacCl
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3.1.3. Assays und Kits

Tabelle 3 Assays und Kits mit Artikelnummer und Hersteller.

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 4337455 Applied Bio Systems

Dual-Luciferase Reporter Assay System E1960 Promega

GeneJET Gel Extraction Kit K0692 Thermo Fisher
Scientific

GeneJET Plasmid Miniprep Kit K0503 Thermo Fisher
Scientific

GeneJet PCR Purification Kit K0702 Thermo Fisher
Scientific

Invitrogen Flp In Komplettsystem 10729364 Thermo Fisher
Scientific

KOD Hot Start DNA Polymerase Kit 71086 Merck/ Novagen

Nucleobond Xtra Midi Kit 740410.100 Macherey Nagel

Q5 Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase MO0493L New England Biolabs

REDTag® ReadyMix™ PCR Reaction Mix R2523- Sigma Aldrich

100RXN

T4 DNA Ligase ELOO11 Thermo Fisher

Scientific

3.1.4. Verbrauchsmaterial

Tabelle 4 Verbrauchsmaterial mit Artikelnummer und Hersteller.

Blotting Papier FT-2-521-580600 Sartorius Stedium
G Biotech

CoolCell™ 5 mL LX Cell Freezing Container BCS-406 Sigma Aldrich

for 12 x 3.5 ml to 5 ml cryogenic vials

CryoPure Gefal3 1,0 ml weil3 72.377 Sarstedt

Deckglas rund 18 mm, Starke Nr. 1,5 (12-well) CBO00180RAC Menzel

Eppendorf® ReaktionsgefalRe 1,5 ml 72.706.201 Sarstedt

Eppendorf® Reaktionsgefale 2 mi 72.691 Sarstedt

Eppendorf® Reaktionsgefale Safe Lock PCR  £pnp30123344 Eppendorf
clean 2 ml



Eppendorf® Reaktionsgefal3e Safe Lock PCR

clean 1,5 ml

Eppendorf® Pipette Research plus, 8-Kanal,

10-
100 pl
Erlenmeyer-Kolben

Gelkassette leer, mini, 1,0 mm

Hamilton Pipette 50 pl
Handschuhe, Groflie S

Immobilon®-P Polyvinylidene difluoride
Transfermembran
Kamm 10 wells (fur Polyacrylamidgele)

Kamm 12 wells (fur Polyacrylamidgele)

Kamm 15 wells (fur Polyacrylamidgele)

Multiply puStrip 0,2 ml 8er Kette ohne Deckel

Multiply Deckelkette fiir 8er Kette
Objekttrager adhasiv 90° 75x25x1 mm
Petrischale 10 cm fur LB Agar
Pipettierwanne

Saulenhalter MACS® MultiStand
Stripetten 5 ml

Stripetten 10 ml

Stripetten 25 ml

Stripetten 50 ml

TipOne Pipettenspitzen 10/20 pl, refill
TipOne Pipettenspitzen 200 pl, refill
TipOne Pipettenspitzen 1000 pl, refill
TipOne Pipettenspitzen steril 0,1-10 pl
TipOne Pipettenspitzen steril 1-200 pl
TipOne Pipettenspitzen steril 2000 pl
Ultrazentrifugen-Rohrchen

MMACS Saulen

EP0030123328

3122000035
VWRI214-1133

NC2010
705
224685

T831.1

NC3010

NC3012

NC3015
72985002
65989002
7695021
82.1473.001

130-042-303
4051

4101

4251

4501

S1110- 3700- ¢
S1111-1700-c
S1111- 6700-c
S1110- 3810-c
S1111-1816-c
S1111-6811-c
357448
130-042-701

Eppendorf

Eppendorf
VWR

Thermo Fisher
Scientific

Hamilton

Zentrallager

Carl Roth

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Thermo Fisher
Scientific

Sarstedt
Sarstedt
Geyer

Sarstedt

Miltenyi Biotec
Corning/ LMS
Corning/ LMS
Corning/ LMS
Corning/ LMS
Starlab
Starlab
Starlab
Starlab
Starlab
Starlab
Beckman Coulter

Miltenyi Biotec
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MMACS Separator

Wageschale

Zellkulturschale (100 mm x 20 mm)
Zellkulturschale 6-well
Zellkulturschale 12-well
Zellkulturschale 96-well

Zellschaber

Zellzahlkammer Neubauer Improved
Zentrifugenréhrchen 15 ml

Zentrifugenréhrchen 50 ml

3.1.5. Gerate

Tabelle 5 Gerate mit Modell und Hersteller.

Autoklav

Branson Ultrasonics™ S-250D Model
Sonifier® Digital Cell Disrupter
Elektrophoresekammern

(Agarosegelelektrophorese)

Elektrophoresekammern (SDS PAGE)

Elektrophorese-Netzgeréat

(Agarosegelelektrophorese)

Elektrophorese-Netzgerat (SDS PAGE)

EnSpire Multimode Plate Reader

Fluoreszenzmikroskop

Hamilton Spritze 50pl

Heizblock digital

Heizschuittler Thermomixer comfort
Inkubator, Zellkultur

Inkubator Function Line

130-042-602
2150.1
430167
3516

3513
655180
3008

T729.1
188271
227261

VX-150
101-063-670

Owl EasyCast
11932935

XCell Surelock™
Novex® Mini-Cell
E425

E831

2300-0000

Zeiss Axiovert 200M
Fluorescence
Microscope
549-1155

Serie CB
50042307

Miltenyi Biotec
Carl Roth
Corning
Corning
Corning
Greiner BioOne
Corning

Carl Roth
Greiner BioOne

Greiner BioOne

Systec

Branson Ultrasonics

Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific

Consort

Consort
Perkin Elmer

Carl Zeiss

VWR
VWR
Eppendorf
BINDER

Heraeus
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Inkubator, schittelnd (Multitron Pro)
Inverses Labormikroskop
MACSmix Tube Rotator

Massenspektrometer

Mehrkanalpipette (8er) 10-100pl
MiniStar Silverline (Zentrifuge)

Multifuge

NanoDrop Spektrophotometer
PerfectBlue™ Semi-Dry Elektroblotter
Sedec™

Pipetboy Acu

Pipetman Classic Micro Volume Kit (2ul,
10pl, 100ul)

Pipetman Classic Starter Kit (20pul, 200ul,
1000pl)

Plattenschuttler

PowerPac™ HC power supply

Power supply unit for HBO 50

AC L1 (F) Roller Mixer

Schuttler

Smart Fluorescent Cell Analyser

Sterile Werkbank

Thermal Cycler

Thermal Cycler

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
Ultrazentrifuge Optima TLX 120
Ultrazentrifuge Optima MAX-XP
UV-Kamera (Agarosegelelektrophorese)
UV-Kamera (Western Blot)
Vakuumpumpe

Vortexmischer

Wasserbad

Zentrifuge Avanti

S-000120234-003
DM IL LED

MX100

2 Q-Exactive Plus
Orbitrap LC-MS/MS
System
3122000043

4KR
1000

1550
F167500

F167300

KS260

164-5052
432607-0000-000
SRT6

KS 260 basic
JuL|™

Mars Safety Class 2
MJ Mini

S1000

1703940

CTX 94H02

Fusion
CVC 3000

HBR4 digital
J-26S XPI

Infors HT
Leica

Miltenyi Biotec
Thermo Fisher

Scientific

Eppendorf
VWR
Heraeus
PegLab
PegLab

Integra Biosciences
Gilson

Gilson

IKA

Bio-Rad

Carl Zeiss

Stuart

IKA

Ruskinn

SCANLAF

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Beckman Coulter
Beckman Coulter
INTAS UV-Systeme
PegLab
Vacuubrand
Janke&Kunkel; VWR
int.

IKA

Beckman Coulter



Gerat

Zentrifugen

3.1.6. Antikorper

Modell

5415R; 5810R,;

Hersteller
Eppendorf

5417R,; 5424; 5430R

Tabelle 6 Priméarantikdrper mit Antigen, Typ, Wirt, Verdinnung, Artikelnummer und Hersteller.

Verdinnung Artikelnummer

Hersteller

Antigen

3-Tubulin monoklonal
Flag (M2) monoklonal
Flag polyklonal
GFP monoklonal
GFP polyklonal
mTor monoklonal
Phospho-mTor monoklonal
(Ser2448)

V5 Epitop Tag polyklonal

Maus

Maus

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

1:1000:;

1:500

1:10000

1:2000:;

1:500

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

AB_2315513

F3165

F7425

sc-9996

sc-8334

2983S

5536

AB3792

DSHBt

Sigma
Aldrich
Sigma
Aldrich
Santa
Cruz
Santa
Cruz

Cell
Signaling
Cell
Signaling
Millipore

Tabelle 7 Sekundarantikérper mit Antigen, Spezifitat, Wirt, Verdiinnung, Artikelnummer und Hersteller.

Antigen

Spezif.

Wirt

Verdinnung Artikelnummer

Hersteller

19G (H+L), Maus
Horseradish
Peroxidase konjugiert
lgG (H+L),
Horseradish
Peroxidase konjugiert
lgG (H+L), Cyanine
Cy™3 konjugiert

Kaninchen Esel

Ziege 1:30.000

Kaninchen Ziege 1:30.000

1:1.000

11503 5003

11103 5003

711-165-152

Jackson
Immuno Lab

Jackson

Immuno Lab

Jackson

Immuno Lab
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3.1.7. Plasmide

Tabelle 8 Plasmide mit Vektor und Hersteller.

F9.hSRC

F9.hSRC K298M (KD)
F9.hSTAT3 WT FL
F9.GFP

GFP

GFP.mRragd WT
GFP.mRragd S75L
pcDNAG6 V5 His B

pGL4.74 (Renilla)

p4x M67-luciferase (STAT1/3)

pOG44 (FIp Recombinase)

V5.GFP

V5.hEPS15L1 [1-225]

V5.hDZIP1L WT FL
V5.hPKHD1[3882-4074] WT (w/o TEV)
V5.hPKHD1[3882-4074] Y399F (w/0 TEV)
V5.hPKHD1[3882-4074] Y4009F (w/o TEV)
V5.hPKHD1[3882-4074] Y3992F,Y4009F (w/o
TEV)

V5.hSRC

V5.hSTAT3

sV5.hPKHD1 3472-4074.Flag
sV5.hPKHD1 3472-4074.Flag Y3992F
sV5.hPKHD1 3472-4074.Flag Y4009F

sV5.nPKHD1 3472-4074.Flag Y3992F Y4009F

pcDNAG
pcDNAG
pcDNAG
pcDNAG
pgLap5
pgLap3
pgLap3
pcDNAG
His B
pGL4.74
(hRIuc/TK)

pcDNAG
pcDNAG
pcDNAG6
pcDNAG
pcDNAG
pcDNAG6
pcDNAG

pcDNAG
pcDNAG
pcDNAG
pcDNAG
pcDNAG
pcDNAG

Nephrolab Cologne
Nephrolab Cologne
Nephrolab Cologne
Nephrolab Cologne
Nephrolab Cologne
Fur diese Arbeit kloniert
Fur diese Arbeit kloniert

Nephrolab Cologne

Nephrolab Cologne

Zur Verfigung gestellt
von T. Weimbs
Invitrogen

Nephrolab Cologne
Nephrolab Cologne
Nephrolab Cologne

Fur diese Arbeit kloniert
Fur diese Arbeit kloniert
Fur diese Arbeit kloniert

Fir diese Arbeit kloniert

Nephrolab Cologne
Nephrolab Cologne
Nephrolab Cologne
Fir diese Arbeit kloniert
Fir diese Arbeit kloniert

Fir diese Arbeit kloniert

Anmerkung: F9 indiziert die Verwendung eines modifizierten pcDNA6 Vektors, welcher ein

Flag- sowie ein His-Tag enthalt.
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3.1.8. Oligonukleotide/ Primer

Tabelle 9 Primer mit Anwendung, Hersteller und Sequenz.

hDZIP1L gPCR fpl
hDZIP1L gPCR rpl
hPKHD1 Y3992F QC

fp
hPKHD1 Y3992F QC

Y
hPKHD1 Y4009F QC

fp
hPKHD1 Y4009F QC

e
mRragd Mlul 1 fp

mRragd Notl* 399 rp

mRragd S75L gt fpl
mRragd S75L gt rpl
mRragd S75L qc fp2

mRragd S75L gc rp2

pPcDNAG6 (-mlu) fspl
pPcDNAG6 (-mlu) rsp 1
V5.pcDNA6 w/o TEV
fp

V5.pcDNA6 w/o TEV
rp

V5 w/o TEV gt rp

Klonierung
Klonierung
Quick Change
Mutagenese
Quick Change
Mutagenese
Quick Change
Mutagenese
Quick Change
Mutagenese

Klonierung

Klonierung

Genotypisierung
Genotypisierung
Quick Change

Mutagenese

Quick Change

Mutagenese

Sequenzierung
Sequenzierung
Quick Change

Mutagenese

Quick Change

Mutagenese

Genotypisierung

K.A.
K.A.

IDT

IDT

IDT

IDT

K.A.

K.A.

K.A.

K.A.
K.A.

IDT

K.A.
K.A.
K.A.

K.A.

K.A.

CCCCCACCAACTCGTCAGAG
GGCTGTAGAGACACACGCTG
GCTCCTGCTCAGCAGGTGTTC
CTGCAAGAGACTGGGAAC
GTTCCCAGTCTCTTGCAGGAA
CACCTGCTGAGCAGGAGC
GCCAAGAGCAGTTGCTCAGAT
TCCAGCTGGCAGGCCAAAATC
GATTTTGGCCTGCCAGCTGGA
ATCTGAGCAACTGCTCTTGGC
CGCGGGACGCGTATGAGCCA
AGTGCTGGGCA
CGCGGGGCGGCCGCCCTACA
GCAGCACTCTAGGG
CTGTTTGTGTTCCAGAGTCC
TCGATGACGAAGATCAGTGC
GTCTCAGGAGGAGCGGCAAG
TTGTCTATCCAGAAAGTCGTCT
TTCAC
GTGAAAGACGACTTTCTGGAT
AGACAACTTGCCGCTCCTCCT
GAGAC
CGTGTACGGTGGGAGGTCTA
AGGAAAGGACAGTGGAGTG
AGCTTACCATGGGTAAGCCTA
TCCCTAACCCTCTCCTCGGTC
TCGATTCTACGCCG
GATCCGGCGTAGAATCGAGAC
CGAGGAGAGGGTTAGGGATA
GGCTTACCCATGGTA
AGCCGGGATCCGGCGTAG
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3.1.9. Software

Tabelle 10 Software mit Angabe weiterer Informationen.

Adobe Acrobat Reader DC
Ensembl Genome Browser
Excel 2016

Fiji

GeneCards

Gene Ontology

Image Studio

KEGG

NCBI BLAST Basic Local Alignment Search
Tool

NCBI Pubmed

Powerpoint

STRING

Word

ZEN Mikroskopie-Software

2020.012.20048
https://www.ensembl.org/index.html
Microsoft Office 365 ProPlus

ImageJ 1.52p

5.0; https://www.genecards.org/
http://geneontology.org/

Version 5.2.5, LI-COR Inc.
https://www.genome.jp/kegg/keggl.html
2.10.1 (protein/nucleoctide)

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/
Microsoft Office 365 ProPlus
Version 11.5, https://string-db.org/
Microsoft Office 365 ProPlus
ZEISS ZEN 2.5 Pro (blue edition)
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3.2 Methoden

3.2.1. Zellkultur

Humane embryonale Nierenzellen (Human embryonal kidney cells, HEK293T-Zellen) wurden
in 10 cm Zellkulturschalen in 10 ml Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) kultiviert.
Die Bebritung fand in einem befeuchteten Inkubator bei 37 °C und 5 % CO; statt. Alle Arbeiten
wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Zur Subkultivierung wurde das Medium mit einer Vakuumpumpe vollstdndig abgesaugt. Die
adharenten Zellen wurden mit 4-5 ml Phosphat gepufferter Salzlésung (PBS-Puffer)
gewaschen und durch Zugabe von 1 ml Trypsin von der Zellkulturschale geldst. Nach
vollstandiger Ablosung durch 2- bis 3-minutige Inkubation bei 37 °C wurde eine der Zelldichte
entsprechende Menge aufgewarmten Mediums (9 ml oder 11 ml) hinzugefugt. Die Zellen
wurden unter Verwendung des Pipettierhelfers resuspendiert und als Einzelzellsuspension auf
neue Zelltkulturschalen mit vorgelegtem Medium gleichmaRig verteilt.

Fur die Durchfiihrung des Luciferase Assays wurden die Zellen mit Hilfe der Neubauer
improved Zahlkammer gezahlt und auf eine Dichte von 40x 10* Zellen pro ml in eine 96-well

Schale gesat.

3.2.2. Transfektion

Bei der Transfektion handelt es sich um das Einbringen genetischen Materials in eukaryotische
Zellen. Es existieren verschiedene Transfektionsmethoden, die sich unter anderem in ihrer
Effizienz und Toxizitat unterscheiden 8. Zur transienten Uberexpression von Proteinen durch
HEK293T-Zellen wurden sowohl die Calciumphosphatmethode als auch die Lipofektion
durchgefihrt.

Bei der chemischen Transfektionsmethode mittels Calciumphosphat bildet die Plasmid-DNA
Koprazipitate mit Calciumphosphat, welche per Phagozytose in die Zelle aufgenommen
werden und Uber das Endosom in den Zellkern gelangen 8283, Die zu transfizierende Plasmid-
DNA wurde in ein Reaktionsgefafd zu 500 ul CaCl,-Lésung gegeben. Die tropfenweise Zugabe
von 500 ul Phosphatpuffer (2x HEBS-Puffer) unter Verwendung des Vortexmischers sorgte fir
einen konstanten pH-Wert wahrend der Transfektion. Nachfolgend wurden 970 pul dieser
L6sung mit der Pipette tropfenweise gleichmafiig auf das Medium der Zellen verteilt. Nach 6-
bis 8-stundiger Inkubation bei 37 °C wurde der Prozess durch einen Mediumwechsel
abgestoppt. Die Zellen waren nach circa 12 Stunden weiterer Inkubation zur Ernte bereit.

Zur Durchfuihrung der Luciferase Assays und zur Erstellung der IMCD Flp-In Zelllinien wurde
die biologische Transfektionsmethode der Lipofektion genutzt. Hierbei findet eine ionische
Bindung der Plasmid-DNA an die Oberflache der Liposomen statt 8. Die Komplexe aus DNA
und Liposomen binden an der Zelloberfliche und gelangen ebenfalls ber endosomale

Aufnahme in den Zellkern 8.
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Fir die Luciferase Assays wurde zunachst ein Mastermix aus Optimem® und den
Reporterplasmiden Renilla und Firefly Luciferase beziehungsweise einem Kontrollplasmid
erstellt, um eine mdglichst hohe Vergleichbarkeit der Messwerte zu erreichen. Nach Aufteilung
auf die ReaktionsgefalRe konnte die entsprechende Plasmid-DNA fiir die einzelnen Triplikate
hinzugegeben werden. Ein Mastermix aus Optimem® und Lipofectamine 2000 wurde nach 5-
minutiger Inkubation bei Raumtemperatur zusatzlich auf die Reaktionsgefal3e verteilt. Es folgte
eine weitere Inkubation von 20 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden 50 pl des
Optimen-Plasmid Gemisches pro Vertiefung (well) auf die 96-well Platte gegeben.

Zur Generierung der Flp-In Zelllinien wurde zunachst pro Punkt der Mastermix A bestehend
aus 150 pl Optimem® und 1 pg der jeweiligen Plasmide erstellt. Diese waren zum einen die
DNA des zu untersuchenden Gens im pglLap Vektor und zum anderen das pOG44 Plasmid,
das die Flippase exprimiert. Es folgte die Anfertigung von Mastermix B. Dazu wurden pro Punkt
9 ul Lipofectamine 2000 zu 36 pl Optimem® hinzugefigt und mit Hilfe des Vortexmischers
gemischt. Nach 5-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden in jedes Reaktionsgefafr
45 pl Mastermix B zu dem vorgelegten Mastermix A gegeben. Es folgte eine weitere Inkubation
von 20 Minuten bei Raumtemperatur. Nun wurden nach einem Mediumwechsel 190 pl des
Transfektionsgemisches auf die Zellen gegeben.

Die Ernte der Zellen erfolgte in beiden Falllen ohne weiteres Abstoppen des Prozesses nach
24-stundiger Inkubation bei 37 °C.

3.2.3. Ernte und Lyse von Zellen

Nach Absaugen des Mediums und Zugabe von 8 ml kaltem PBS-Puffer wurden die Zellen
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren von der Zellschale gel6st und in ein vorgekihltes
15 ml Reaktionsgefald (Falcon) Uberfiihrt. Zur Herstellung eines Lysats, bestehend aus den
gesamten Zellbestandteilen (whole cell lysate), wurde 1 ml der Zellsuspension abgenommen
und fir 3 min bei 4°C und 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet wurde in 50 pl 1xLaemmli+ dTT geldst (10 min bei 95 °C). Vor der Verwendung des
Lysats erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (10 min, fullspeed).

Zur Durchfuhrung einer Koimmunoprézipitation oder zur Anfertigung von Zelllysaten wurde
das Lysat bei 1000 rpm fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Pellet zur Uberfuhrung in das 1,5 ml Eppendorfgefaf in je 1 ml Immunoprazipitationspuffer
(IP-Puffer) geltst. Dieser enthielt 200 pl/ 10 ml 100 mM NasVO, als Phosphataseinhibitor und
44 pl/ 10 ml 57 mM PMSF als Proteaseinhibitor zur Erhaltung der Funktion und Integritat der
Proteine. Es folgte eine Lyse auf dem Uberkopfschiittler fur 20 bis 30 min bei 4 °C. Durch
einen weiteren Zentrifugationsschritt (4 °C, 30 min, fullspeed) sammelten sich die restlichen
Zellbestandteile im Pellet und das Lysat konnte in Form des Uberstands in ein weiteres

Eppendorfgefal transferiert werden.
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3.2.4. Immunoprazipitation

Im Anschluss an die beschriebene Ernte und Lyse der Zellen wurden von dem Uberstand 930
pul abgenommen. Davon wurden 30 pl als Lysat in ein weiteres Eppendorfgefafd Gberfuhrt und
die Ubrigen 900 pl fur die Koimmunoprazipitation verwendet. Bei dieser Methode werden
Sepharose Beads verwendet, welche an 1gG-bindendes Protein gekoppelt sind. Uber einen
passenden Antikdrper lassen sich spezifische Proteine binden und es folgt die Préazipitation
eines isolierten Proteinkomplexes. Durch anschlieRende Denaturierung geben mitprazipitierte
Proteine Hinweise auf eine maogliche Interaktion &,

Pro 900 pl Lysat wurde 1 pg eines murinen Anti-V5-Antikérpers zugegeben. Nach einer
Inkubation auf dem Uberkopfschiittler (1h, 4 °C) wurden 30 pl Protein G Beads, die an den
murinen Antikorper binden, pro Lysatprobe hinzugefuigt. Uber Nacht folgte eine weitere
Inkubation bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler. Im Anschluss wurden drei aufeinander
folgende Waschschritte (3x jeweils 3 min Zentrifugation bei 5.000 rpm bei 4 °C) durchgefiihrt.
AnschlieRend wurden jedem Pellet 30 pl 2xLaemmli+ dTT hinzugefligt und es erfolgte eine 5-
mindtige Denaturierung bei 95°C. Zuletzt wurden die Proben fir zwei Minuten bei fullspeed
zentrifugiert. Der Uberstand enthielt den prazipitierten Proteinkomplex und konnte zur weiteren

Analyse in Form eines Western Blots verwendet werden.

3.2.5. Koimmunoprazipitation fir Massenspektrometrie
Zur Untersuchung der Interaktionspartner eines Proteins wurde dieses zunéchst Uber eine
Immunopréazipitation isoliert. Anschlieend wurden lber eine unverzerrte Interaktomanalyse
durch markierungsfreie quantitative Proteomik Interaktionspartner identifiziert. Diese bieten
Informationen Uber die Funktion und die molekularen Mechanismen, in die das zu
untersuchende Protein im physiologischen Kontext involviert ist. In dieser Arbeit wurden die
IMCD Flp-In Zelllinien GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L und GFP.GFP (siehe 3.2.9.)
untersucht.
Pro Zelllinie wurden zehn konfluente 10 cm-Zellschalen geerntet und gegebenenfalls bis zur
weiteren Durchflhrung der Zelllyse bei -80 °C in flissigem Stickstoff schockgefroren gelagert.
Zur vollstandigen Lyse wurde das Zellpellet in 12 ml Lysepuffer resuspendiert und
anschliel3end bei einer Amplitude von 30 % fur 9 Sekunden (0,1 s Sonifizierung und 0,9 s
Pause) sonifiziert. Es folgte eine Inkubation auf dem Uberkopfschdttler (4 °C, 15 min). Nach
einem Zentrifugationsschritt (10500 rpm fur 30 min bei 4 °C) konnten die Lysate in ein 15 ml
Falcon Uberfuhrt werden.
Zur Immunoprazipitation wurden im Anschluss pro Probe 50 pl paramagnetische MicroBeads,
gebunden an einen monoklonalen Anti-GFP Antikorper, hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte
fur eine Stunde auf dem Uberkopfschittler bei 4 °C. Zur Auftrennung dienten uMACS Saulen
(Miltenyi Biotec). Vor der Verwendung wurden diese zur Vorreinigung und Befeuchtung mit
jeweils 200 pl Lysepuffer beladen. Danach wurde die Probe blasenfrei auf die S&ulen
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verbracht. Die Proteine wurden durch die gebundenen Anti-GFP Beads im Magnetfeld des
Saulenhalters in der Saule zurtickgehalten und isoliert. Nach der Reinigung der Proben (3x
200 pl gekihlter Waschpuffer I, 5x 100 pl gekuhlter Waschpuffer 11) wurde der Verdau der
Proben in der Saule durchgefuhrt. Dazu wurden pro Saule 25 ul Verdaupuffer hinzugefugt.
Nach 30-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die Elution durch zweimalige
Zugabe von 50 pul Elutionspuffer. Sowohl die Elution als auch die direkt darauffolgende
Fortsetzung des Verdaus bei Raumtemperatur Uber Nacht fanden unter lichtgeschiitzten
Bedingungen statt. Am Folgetag wurden den Proben 100 %ige FAA in einer Konzentration von
4 ul pro 100 ul Verdau beigefugt. Dabei wurde die Unterschreitung eines pH-Werts von 3,6
vermieden. Nach einem Zentrifugationsschritt (5 min bei Raumtemperatur, fullspeed) konnte
das Stagetipping zur Reinigung und Vorfragmentierung der Proben durchgefiihrt werden.

Die Flussigkeitschromatographie mit Tandem-Massenspektrometrie zur Identifikation der
potenziellen Interaktionspartner der zu untersuchenden Proteine wurde anschlieBend durch
die Proteomics Core Facility des CECAD Cologne nach dem dortigen Standardprotokoll
durchgefihrt °. Zur Separierung der Peptide wurde das 2 Q-Exactive Plus Orbitrap LC-MS/MS
System (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Mit bioinformatischer Unterstiitzung konnten mit
Hilfe einer hierarchischen Clusterung der Proteinintensitdten aus dem Datensatz Proteine
identifiziert werden, die signifikante Unterschiede in der Koprazipitation mit GFP.mRragd S75L
im Vergleich zu GFP.mRragd WT zeigten. Zur Visualisierung von bekannten und
vorhergesagten Protein-Protein-Interaktionen zwischen den bei GFP.mRragd S75L im
Vergleich zu GFP.mRragd WT signifikant angereicherten Proteinen wurde die STRING
Datenbank verwendet (Version 11.5, https://string-db.org) 878,

3.2.6. SDS-PAGE und Western Blot
Die SDS-PAGE Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen anhand ihres
Molekulargewichts durch ihre dazu proportionale Ladung . Die Tertiarstruktur der Proteine
muss aufgebrochen werden, damit diese als lineare Proteine vorliegen und durch die zwei
aufeinander folgenden Phasen groRenabhangig im elektrischen Feld getrennt werden kénnen
90_
Im Anschluss an Lyse und Denaturierung waren die mit 2x Laemmli+dTT versetzten Proben
auf Eis zu lagern. Die Kammer wurde mit Laufpuffer befillt. Unter Verwendung der Hamilton
Spritze wurden jeweils 15 pl der Proben in die Geltaschen geladen. Bestimmt durch die
Zusammensetzung des Gels begann die Gelelektrophorese mit der Sammelphase, bei der
eine Spannung von 70 V fir 30 min angelegt wurde. Es folgte die Trennphase mit einer
Stromstéarke von 25 mA pro Gel fir 100 min.
Nach der Gelelektrophorese wurden die separierten Proteine zur Detektion in einem Semi-Dry
Verfahren auf eine Polyvinylidenfluorid-Tragermembran (PVDF-Membran) dbertragen.
Zunachst musste die positive Ladung der Membran durch vollstdndige Benetzung mit
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Methanol fir 30 Sekunden aktiviert werden. Alle Komponenten wurden in Transfer-Puffer
getrankt, bevor die Transfereinheit aufgebaut wurde. Diese bestand aus Membran und dem
lufblasenfrei aufliegenden Gel, oben und unten umgeben von jeweils einem Blottingpapier.
Der Transfer fand senkrecht zur Trennrichtung der Gelelektrophorese statt, sodass die
Proteine unter Anlegen einer Spannung von 12 V fir 56 min von der Kathode zur Anode
wanderten und somit auf der Membran fixiert wurden.

Zur Blockade der unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran nach Beendigung des
Transfers fur eine Stunde bei Raumtemperatur in 5 % bovinem Serumalbumin (BSA) inkubiert
und anschlieBend fir 3x 10 min mit Proteinwaschpuffer gewaschen. Im Rahmen der
Immunfarbung inkubierte zunéchst der Primarantikérper und nach einem Waschschritt folgend
der an konstante Bereiche des Primarantikdrpers bindende Sekundéarantikbrper. Die
Inkubationen fanden fir eine Stunde bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4 °C auf dem
Wipp- oder Rotationsschittler statt. Zur Detektion der auf der Membran fixierten Proteine
wurde das Prinzip des enzymmarkierten Sekundarantikérpers zur Signalverstarkung genutzt.
Die auf die Membran transferierten Proteine wurden unter Anwendung der
Chemilumineszenzreaktion sichtbar. Nach Zugabe des Substrats Luminol in Form von ECL
als Verstarkersystem entstand ein lichtemitierendes Produkt. Dessen Signal konnte nach zwei

bis drei Minuten mit Hilfe der Fusion Kamera visualisiert werden.

3.2.7. Immunfluoreszenzfarbung
Die Immunfluoreszenzfarbung dient der Detektion von Antigenen im zellularen Kontext. Der
spezifische Primarantikorper erkennt das zu untersuchende Protein als Antigen. Uber einen
an ein Fluorophor gekoppelten Sekundarantikdrper entsteht ein Fluoreszenzsignal mit
charakteristischer Wellenlange. Die konfluenten Zellen wurden in einer 12-well Platte auf
Deckglasern subkultiviert. Am Folgetag wurde das Medium gegebenenfalls durch DMEM-
F12Ham ohne jegliche Zusatzprodukte ausgetauscht, um den Einfluss der
Aminosaureverfligbarkeit  zu untersuchen. Am dritten Tag begann die
Immunfluoreszenzfarbung in Form eines Waschschrittes mit 0,5 bis 1 ml phosphatgepufferter
Salzlésung nach Dulbecco (DPBS). Anschlie3end wurden die Zellen durch Zugabe von 500 pl
4 % Paraformaldehyd (PFA) fur 15 min bei Raumtemperatur fixiert. Wahrend drei 10-minutiger
Waschschritte mit DPBS wurden die Deckglaser in eine lichtgeschitzte Farbekammer
transferiert. AnschlieBend fand die Blockade unspezifischer Bindungsstellen sowie die
Permeabilisierung der Zellmembran durch Zugabe von 100 ul 5 % Normalserum vom Esel in
PBS+Triton pro Deckglas statt. Nach 60-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden pro
Deckglas 100 pl des Priméarantikdrpers in entsprechender Verdinnung in PBS+Triton
hinzugegeben. Die Inkubation fand lichtgeschtitzt bei 4 °C tiber Nacht statt.
Am Folgetag wurde der Sekundarantikdrper verdunnt in PBS+Triton nach drei Waschschritten
mit DPBS fir eine Stunde bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. Es folgten drei weitere
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Waschschritte von jeweils 10 min, bevor die Deckglaser mit den Zellen auf die Objekttrager
transferiert wurden. Hierzu wurden die Deckglaser mit den Zellen nach unten auf einen Tropfen
des Eindeckmediums Prolong Diamond gelegt. Dieses enthalt 4',6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI), welches Uber Anlagerung an die DNA zur Darstellung der Zellkerne durch Fluoreszenz
bei einem Emissionsmaximum von 461 nm dient. Uber Nacht trockneten die Farbungen
lichtgeschitzt bei Raumtemperatur. Zur Auswertung der Immunfluoreszenzsignale wurden
das Zeiss Axiovert 200M Fluoreszenzmikroskop von Carl Zeiss und die dazugehdrige

Software Zeiss Zen (Blue Edition) verwendet.

3.2.8. Luciferase Assay

Zur Durchfihrung des Dual Luciferase Assays wurde eine 10 cm Schale konfluenter
HEK293T-Zellen 1:5 wie in 3.2.1. beschrieben auf einer 96-well Platte subkultiviert. Mit Hilfe
der Multipipette wurden 100 pl der Zellsuspension pro Vertiefung (well) verteilt. Am folgenden
Tag wurden die Plasmide wie in 3.2.2. dargestellt mittels Lipofektion zur transienten
Uberexpression in die Zellen eingebracht. Dabei wurden pro Punkt drei technische Replikate
erstellt. Nach 24-stindiger Kultivierung wurden die Messdaten erhoben. Dazu wurden die
Zellen nach Absaugen des Mediums fir 15 min auf dem Plattenschuttler durch Zugabe von
100 pul passiven Lyse Puffers pro Vertiefung lysiert. AnschlieBend wurden 25 pl pro Vertiefung
abgenommen und zur Messung durch den Perkin Elmer Enspire Plate Reader eingesetzt. Im
Rahmen des Dual Luciferase Reporter Assays diente das Lumineszenzsignal der Firefly
Luciferase normalisiert auf das Signal der Renilla Luciferase als Reporter fir die
transkriptionelle Aktivitat von STAT3 5°,

3.2.9. Generierung einer Flp-In Zelllinie

Die Flp-In Technologie ermoglicht Uber eine transgene FRT-Site eine einmalige, stabile
Integration eines spezifischen Gens in das Genom von kultivierten Zellen °X. Ein pgLap3/FRT
beziehungsweise pgLap5/FRT Expressionsvektor, der das gene of interest (GOI) enthalt, wird
mit Hilfe der Flp Rekombinase vermittelten DNA-Rekombination Uber die FRT-Stellen in das
Genom integriert %1. Die Expression des GOl ist durch den vorgeschalteten humanen CMV-
Promotor reguliert. Zusatzlich enthalt der Vektor ein fir Hygromycinresistenz kodierendes
Gen, dem allerdings der Promotor und das ATG Startcodon fehlen. Die Kotransfektion des
pOG44 Plasmids, welches die Flp Rekombinase unter Kontrolle des humanen CMV-
Promotors konstitutiv exprimiert %24, ermdglicht die homologe Rekombination Uiber die FRT-
Stellen des Vektors und der Wirtszellen. Die Insertion des pgLap3/FRT beziehungsweise
pgLap5/FRT Expressionsvektors bringt den CMV-Promotor und das ATG Startcodon des
pFRT/lacZeo Vektors zusammen, welche das Hygromycinresistenzgen umschlielen und

gleichzeitig das lacZ-Zeocin Fusionsgen inaktivieren. Es entsteht eine Flp-In-Zelllinie mit
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stabiler Expression des zu untersuchenden Gens, die nach Hygromycinresistenz selektiert
werden kann.

Der das zu untersuchende Protein kodierende DNA-Abschnitt wurde als Plasmid tber
etablierte Klonierungsmethoden in den pglLap3/FRT beziehungsweise pglLap5/FRT
Expressionsvektor integriert. Die fur das Flp-In-System bendtigten Plasmide wurden mittels
Lipofektion wie in 3.2.2. beschrieben in die Flp-In IMCD Zellen, die hier als Wirtszellen dienten,

eingebracht. Die Selektion der Zellen erfolgte mittels Zugabe von Hygromycin B Gold.

3.2.10. Klonierungen und Plasmide

Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die 1988 von Mullis entwickelte Polymerasekettenreaktion dient der exponentiellen
Vervielfaltigung einzelner DNA-Abschnitte 5. Aufgebaut ist die in vitro stattfindende DNA-
Replikation aus der zyklischen Wiederholung der Vorgange der Denaturierung, Hybridisierung
und Elongation. Die Primer, bei denen es sich um sequenzspezifisch synthetisierte DNA-
Nukleotide handelt, lagern sich im Rahmen der Hybridisierung an die als Einzelstrang
vorliegende DNA an und dienen der thermostabilen Polymerase als Startpunkt der DNA-
Synthese. Im Anschluss an die Polymerase-Kettenreaktion wurde ein Restriktionsverdau
durchgefuhrt. Zur Analyse des verdauten PCR-Produktes diente die Gelelektrophorese.
Schlussendlich konnte das PCR-Produkt unter Verwendung des GenelJet Gel Extraction Kits
(Thermo Fisher Scientific) nach dem dazugehérigen Standardprotokoll aus dem Gel

aufgereinigt werden.

Tabelle 11 Pipettierprotokoll PCR

Q5 Puffer 5ul

GC Enhancer 5ul

Fp Primer (1:10) 0,5 ul
Rp Primer (1:10) 0,5 ul
NTP 0,2 pl
Q5 Polymerase 0,25 ul
Plasmid DNA 100 ng
H20 ad 25 pl
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Tabelle 12 Programm Thermocycler PCR

Denaturierung 98 °C 30s
Denaturierung 98 °C 10s
Hybridisierung 58 °C 30s
Elongation 72 °C 1 min
Elongation 72 °C 2 min
Kihlung 15°C 0

Wiederholung der Schritte 2 bis 4 fir 34 Zyklen

Zielgerichtete Mutagenese

Mit Hilfe der zirkularen Mutagenese kénnen in einer PCR gezielt Mutationen in Plasmide
eingefiigt werden. Dazu werden Primer verwendet, die mittig die gewunschte Mutation
enthalten, was zum Einbau dieser in den neu synthetisierten Strang fiihrt °¢. Mit Hilfe des
Restriktionsenzyms Dpnl, welches ausschlieRlich methylierte DNA (hier aus den Bakterien)
verdaut, werden die Ausgangsplasmide, die urspriinglich als Matrize dienten, entfernt. Die
durch die PCR in vitro erzeugten mutierten Kopien wurden zur Amplifikation und spéateren
Analyse in Bakterien transformiert (siehe 3.2.10. Transformation und Amplifikation von
Bakterien).

Ligation

Bei der Ligation handelt es sich um eine Methode zur Herstellung rekombinanter DNA-
Plasmide bestehend aus dem zu untersuchenden Gen in Form des Inserts und einem Vektor.
Durch den zuvor durchgefihrten Restriktionsverdau der beiden DNA-Fragmente entstanden
kompatible Schnittstellen, welche die Bildung kovalenter Phosphodiesterbriicken, katalysiert
durch die T4-Ligase, ermdglichten . Die Reaktionsansatze wurden fir zwei Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Als Negativkontrolle diente eine Probe, bei der kein Insert

hinzugefiigt wurde.

Tabelle 13 Pipettierprotokoll Ligation

T4 Puffer 2ul
T4 Ligase 0,4 ul
Vektor 2ul
Insert 4 ul
H20 11,6 pl

Inkubation bei Raumtemperatur fir 2 h
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Transformation und Amplifikation von Bakterien

Die Transformation beschreibt das Einbringen von exogener DNA in Bakterien . Die
Durchfiihrung des Protokolls fand auf Eis statt. Zunéchst wurden 25 pl chemokompetenter E.
coli Bakterien (DH10Bt1) mit 2,5 pl DNA versetzt. Nach 30-minttiger Inkubation auf Eis wurden
die Proben fir 45 Sekunden im Wasserbad bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt, um die
DNA-Aufnahme Uber die bakterielle Zellwand zu erhéhen. Nach einer 2-minltigen Inkubation
auf Eis wurden den Bakterien 250 pl SOC-Medium (Super Optimal Broth Medium, komplexes
Nahrmedium, hier mit Glucose versetzt) hinzugefiigt und es folgte eine Inkubation von einer
Stunde auf dem Schittler bei 600-1000 rpm und 37 °C. AnschlieBend wurden 50 pl des
Gemischs auf vorgewarmtes Nahrmedium ausgestrichen, welches ein selektives Antibiotikum
enthielt. Dies ermoglichte wahrend der Inkubation bei 37 °C Uber Nacht die Selektion der
Bakterien, die zuvor das rekombinante Plasmid mit der Antibiotikaresistenz aufgenommen
hatten. Am néchsten Tag folgte die Ernte der Bakterien. Dazu wurde eine einzelne Kolonie in
ein 15 ml Falcon mit 3 ml LB-Medium und dem entsprechenden Antibiotikum Uberfiihrt. Es
folgte eine circa 12-stindige Inkubation bei 37 °C und 100 rpm.

Am né&chsten Tag wurde das GeneJet Plasmid Mini Prep Kit zur Isolierung der DNA aus den
Bakterien nach Herstellerangaben verwendet. Mit Hilfe des NanoDrops wurde die DNA-
Konzentration des Eluats gemessen. Durch einen Restriktionsverdau mit anschlielender
Gelelektrophorese konnte das extrahierte DNA-Produkt analysiert werden. Nach
Identifizierung einer positiven Kolonie wurde von dieser eine Midi Kultur angesetzt. Dazu
wurden 4 g LB-Medium in 200 ml destilliertem Wasser gel6st und in einem Verhaltnis von 1.:
1000 mit dem entsprechenden Antibiotikum (hier 200 pl Ampicillin) versetzt. Nach Zugabe von
100 pl Bakterienkultur fand tGber Nacht die Inkubation bei 37 °C und 100-120 rpm statt. Die
DNA wurde am nadchsten Tag unter Nutzung des MidiPrep Kits nach dem dort enthaltenen
Standardprotokoll prapariert und anschlieBend erneut mittels Restriktionsverdau und

Gelelektrophorese analysiert. Bei Bedarf wurde das Plasmid sequenziert.

Restriktionsverdau

Restriktionsenzyme erkennen spezifische Erkennungssequenzen in der DNA und schneiden
diese an einer bestimmten Stelle *°. So werden DNA-Fragmente mit Uberhang, den sticky
ends, oder ohne Uberhang erzeugt. Diese konnen durch Ligation mit anderen passend
geschnittenen DNA-Abschnitten zusammengefugt werden. Analytisch lasst sich der
Restriktionsverdau durch die vorhersehbare Lange der bei erfolgreichem Verdau
entstehenden DNA-Fragmente nutzen. Der Reaktionsansatz wurde nach dem

Pipettierschema zusammengestellt und fir 1-2 Stunden bei 37 °C inkubiert.
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Tabelle 14 Pipettierprotokoll Restriktionsverdau

NEBuffer 3.1 1,5 pl
Enzym 1 (Mlu) 0,5 pl
Enzym 2 (Not) 0,5 pl
DNA 0,5 pg
H20 ad 15 pl

Inkubation bei 37 °C fur 1 h

Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ermdglicht die grélRenabhéngige Auftrennung von DNA-
Fragmenten im elektrischen Feld . Das im Agarosegel enthaltene Ethidiumbromid
interkaliert in DNA und bietet die Mdglichkeit, diese bei einer Wellenlange von 320 nm unter
UV-Licht sichtbar zu machen 1°1. Die Agarose wurde in TAE-Puffer gelost. Die Probe wurde
mit Ladepuffer versetzt und in die Taschen des Agarosegels geladen. Die Auftrennung der
DNA-Strange erfolgte durch Anlegen einer Spannung von 90-120 V fur 30 min. Hier diente die
Agarosegelelektrophorese sowohl der Analyse als auch der Isolierung von Nukleinsduren.

Sequenzierung

Zur Sequenzierung diente die Kettenabbruchmethode nach Sanger. Dabei wird ein
Reaktionsansatz verwendet, der Didesoxynukleotide enthdlt, welche durch die fehlende
Hydroxygruppe zum Abbruch der DNA-Synthese fiihrt 12, Somit entstehen bei der Synthese
des komplementéaren DNA-Strangs durch die Polymerase DNA-Fragmente unterschiedlicher
Lange. Aus der Auswertung der Fluorophormarkierung der ddNTPs am Ende der Fragmente
lasst sich nach elektrophoretischer Auftrennung nach GroRe die Basenabfolge des
sequenzierten DNA-Abschnitts identifizieren. Die Sequenzierungs-PCR wurde nach dem
folgenden Schema angesetzt. Die Aufreinigung und Sequenzierung erfolgte durch das
Cologne Center for Genomics (CCG). Die Ergebnisse konnten dber den internen Server

abgerufen werden.

Tabelle 15 Pipettierprotokoll Sequenzierung

Big Dye Terminator 0,25 ul
5x Big Dye Puffer 2,25 ul
Primer (1:100) 2ul
DNA Template 100 ng
H2O ad 10 pl
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Tabelle 16 Programm Thermocycler Sequenzierung

Phase Temperatur
Denaturierung 96 °C
Hybridisierung 55°C
Elongation 60 °C
Kuhlung 4°C

Wiederholung Hybridisierung fur 32 Zyklen

Zeit
10 s
5s

4 min
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4.  Ergebnisse

4.1 Funktion von FC im SRC-STAT3-Signalweg bei der molekularen
Pathogenese der ARPKD

4.1.1. SRC phosphoryliert FC3882-4074 gn Tyrosin 3992

Vordaten aus Koimmunoprazipitationsexperimenten unseres Labors wiesen auf eine
Interaktion zwischen der Tyrosinkinase SRC und dem zytoplasmatischen Teil FC3882-4074 yon
FC hin. Die Western Blot Analyse lieR eine direkte Phosphorylierung von FC3882-4974 dyrch SRC
vermuten, welche in dieser Arbeit naher untersucht wird.

Die beiden Tyrosine 3992 und 4009 von FC382-4974 wyrden durch gezielte Mutagenese durch
Phenylalanin ersetzt. Daraus resultierten die jeweiligen Einzelmutanten (FC3882-4074.Y3992F ng
FC3882-4074.Y4009F) gowie eine Doppelmutante (FC3882-4074.Y3992,4009F) "ym zu prifen, ob SRC die
verschiedenen Varianten von FC3882-49074 phosphorylieren kann, wurden diese jeweils mit der
wildtypischen Form von SRC und zusatzlich mit einer Variante von SRC ohne Kinaseaktivitat
(KD, kinase dead) in HEK293T-Zellen koexprimiert. Die Varianten von FC3824974 wyrden

mittels Koimmunopréazipitation angereichert und in einer Western Blot Analyse dargestellt.

Die Western Blot Analyse bestatigt die Abhangigkeit der Phosphorylierung von FC3824074 yon
der Kinaseaktivitat von SRC (Abb. 1A). Die Anfarbung von phosphoryliertem Tyrosin (Anti-
pY99 Farbung) verdeutlicht, dass die Tyrosinphosphorylierung von prazipitiertem FC3882-4074
nur bei intakter Kinasefunktion von SRC mittels Antikorper als Bande nachweisbar ist. Die
Bande verschwindet, sobald Tyrosin 3992 zu Phenylalanin mutiert ist, wie es bei der
Einzelmutanten FC3882-4074.Y3992F nd der Doppelmutanten FC3882-4074.Y3992,4009F dar Fal| ist, im
Gegensatz zu der Variante FC3882-4074.Y4009F mjt jsolierter Veranderung des Tyrosins 4009.
Somit ermdglicht die Anti-pY99 Farbung der prazipitierten Varianten von FC3882-4074 dje
Identifizierung des Tyrosins 3992 als Ziel der Phosphorylierung durch SRC.

Der Einfluss der Mutationen der Tyrosine 3992 oder 4009 des membrangebundenen C-
terminalen Fragments von FC (mFC, FC34724974) quf die Aktivitat des Transkriptionsfaktors
STAT3 wurde im STAT3 Luciferase Assay untersucht. Die Tyrosine 3992 und 4009 von FC3*7%
4074 wurden ebenfalls durch gezielte Mutagenese durch Phenylalanin ersetzt. AnschlieRend
wurden HEK293T-Zellen wie in Abbildung 1B dargestellt mit FC3472-4074 in wildtypischer sowie
in den mutierten Formen in Kombination mit SRC transfiziert. Die Auswertung des Luciferase
Assays zeigt keinen Einfluss der Mutationen der Tyrosine auf die transkriptionelle Aktivitat von
STAT3 (Abb. 1B). Die aus Vorarbeiten bekannte Abschwachung der SRC induzierten STAT3
Aktivierung durch Koexpression von FC34724074 in wildtypischer Form bleibt bei Verwendung

der Varianten FC3472_4O74'Y3992F, FC3472—4074.Y4009F Odel‘ FC3472—4074.Y3992,4009F unveréndel’t.
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Abbildung 1 SRC phosphoryliert FC3882-4074 an Tyrosin 3992. Die Mutationen der Tyrosine von FC haben
keinen Einfluss auf die Abschwachung der SRC induzierten STAT3 Aktivierung durch FC3472-4074,

A. SRC phosphoryliert FC3824074 gn Tyrosin 3992. HEK293T-Zellen wurden mit V5.hFC3882-4074 \/5 hFC3882-
4074.Y3992F’ Vs_hFc3882-4074.Y4009F oder V5_hFc3882-4074.Y3992,Y4009F und mit F9.hSRC (WT) oder Fg_hSRcKZ%M (KD,
kinase dead, SRC Variante ohne Kinaseaktivitat) transient transfiziert. Es wurde eine Immunoprazipitation mit
einem Anti-V5 Antikdrper und daran bindenden Protein G Sepharose Beads durchgefiihrt. Die Western Blot Analyse
zeigt eine Abhangigkeit der Phosphorylierung von V5.hFC3824074 yon der Kinaseaktivitat von F9.hSRC. In der Anti-
pY99 Farbung zeigt sich eine Bande, wenn das Tyrosin 3992 von V5.hFC382-4074 yorhanden ist, wie es bei
V5.hFC3882-4074 (Spur 1, mit * markiert) und V5.hFC3882-4074.Y4009F (g 5, mit * markiert) der Fall ist. Diese Bande
verschwindet, sobald die Mutation des Tyrosins zu Phenylalanin entweder in Form der Einzelmutanten V5.hFC3882
4074.Y3992F (Spur 3) oder der Doppelmutanten V5.hFC3882:4074.Y3992,4009F (Sphyr 5) vorliegt. V5.hFC3882-4074 sowie die
mutierten Formen wurden im pcDNA6 Vektor nach Entfernung der TEV-Sequenz verwendet. Die Lysate zeigen in
der Anti-V5 Farbung gleichmaRige Proteinlevel aller Varianten von FC38824074 F9 hSRC ist mittels monoklonalem
Anti-Flag Antikdrper in allen Lysaten nachweisbar (n= 3).

B. Die Mutationen der Tyrosine haben keinen Einfluss auf die Abschwachung der SRC induzierten STAT3
Aktivierung durch FC34724974 Dargestellt ist der Einfluss der Expression von F9.hSRC allein und in Kombination
mit V5.hFC3472-4074 Flag sowie mit den Varianten V5.hFC3472-4074.Y3992F Flag, /5 hFC3472-4074.Y4009F Flag oder
V5. hFC3472-4074.Y3992,Y4009F Elag auf die Aktivitat von STAT3. Diese wurde anhand der Reportergene der Luciferasen
aus Firefly und Renillaim Rahmen des Luciferase Reporter Assays gemessen. Punkt 6 zeigt die bekannte STAT3
Aktivierung durch Expression von F9.hSRC. Punkt 7 stellt die Abschwachung dieser Aktivierung durch
Koexpression von V5.hFC3472-4074 Flag dar. Die Punkte 8 bis 10 zeigen, dass dieser Effekt durch die Mutationen der
Tyrosine von V5.hFC3472-4074 Flag unbeeinflusst bleibt. Der Fehlerbalken gibt den mittleren Standardfehler an (n=
5).
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4.2  Funktion von DZIP1L im SRC-STAT3-Signalweg bei der molekularen
Pathogenese der ARPKD

4.2.1. STAT3 und SRC koprazipitieren mit DZIP1L

Auf Grund der Identifizierung von DZIP1L als neues ursachliches Gen der ARPKD °, war es
interessant, auch DZIP1L im Zusammenhang mit dem SRC-STAT3-Signalweg zu
untersuchen. HEK293T-Zellen wurden mit V5.hDZIP1L oder V5.hEPSY??®* und F9.hSTAT3
transient transfiziert. Bei der Immunoprézipitation von V5.hDZIP1L Uber einen Anti-V5
Antikorper und Protein G Beads ist die Koprézipitation von F9.hSTAT3 in der Anti-Flag
Farbung der Prazipitate in der Western Blot Analyse nachweisbar (Abb. 2A).

Im nachsten Schritt wurde DZIP1L in Bezug zur Tyrosinkinase SRC untersucht. HEK293T-
Zellen wurden mit V5.hDZIP1L oder mit V5.hEPS*?% und F9.hSRC transient transfiziert. Es
erfolgte erneut die Immunoprazipitation von V5.hDZIP1L Uber einen Anti-V5 Antikdrper und
Protein G Beads. In der Western Blot Analyse lasst sich die Kopréazipitation von F9.hSRC mit
V5.hDZIP1L in der Anti-Flag Farbung der Prazipitate nachweisen (Abb. 2B).

A V5.DZIP1L+ F9.STAT3 - IP Anti-V5 B V5.DZIP1L+ F9.SRC - IP Anti-V5
1. V5.hEPS1-225 + F9.hSTAT3 1. V5.hEPSE-225 + F9.hSRC
2. V5.hDZIP1L + F9.hSTAT3 2. V5.hDZIP1L + F9.hSRC
1 2 1 2 1 2 1 2
100 kDa -
100kDa - | - 70kDa -
o -
70 kDa - .-
Anti-Flag Lysate Prazipitate Anti-Flag Lysate Prazipitate
1 2 1 2
130 kDa = 130kDa -
e
100kDa - 100 kDa -
70 kDa - 70kDa - -
55kDa - 55 kDa
35 kD3 _ 35 kDa
25 kDa |- 25kDa - |
Anti-V5 Prazipitate Anti-V5 Prazipitate

Abbildung 2 DZIP1L bildet Proteinkomplexe mit STAT3 und SRC.

A. STAT3 koprazipitiert mit DZIP1L. HEK293T-Zellen wurden mit V5.hDZIP1L oder V5.hEPS1225 und F9.hSTAT3
transient transfiziert. In der Western Blot Analyse sind in den Lysaten mittels monoklonalem Anti-Flag Antikérper
gleichmaRige Proteinlevel von F9.hSTAT3 nachweisbar. Die Immunoprazipitation Gber einen Anti-V5 Antikorper
und daran bindende Protein G Beads zeigt in der Anti-Flag Farbung der Prazipitate die Koprazipitation von
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F9.hSTAT3 mit V5.hDZIP1L. Die Anti-V5 Farbung der Prazipitate bestétigt die erfolgreiche Prazipitation von
V5.hDZIP1L (n=4).

B. SRC koprazipitiert mit DZIP1L. HEK293T-Zellen wurden mit V5.hDZIP1L oder V5.hEPS??5 und F9.hSRC
transient transfiziert. In der Western Blot Analyse sind in den Lysaten mittels monoklonalem Anti-Flag Antikdrper
gleichmaRige Proteinlevel von F9.hSRC nachweisbar. Die Immunoprazipitation ber einen Anti-V5 Antikdrper und
daran bindende Protein G Beads zeigt in der Anti-Flag Farbung der Préazipitate die Koprazipitation von F9.hSRC
mit V5.hDZIP1L. Die Anti-V5 Farbung der Prazipitate bestatigt die erfolgreiche Prazipitation von V5.hDZIP1L (n=
4).

4.2.2. SRC Expression oder mFC34724074 Expression vermindern die DZIP1L
Expression- dabei zeigt sich ein additiver Effekt
Zur Untersuchung eines maoglichen funktionellen Zusammenhangs zwischen DZIP1L und der
Tyrosinkinase SRC sowie dem Transkriptionsfaktor STAT3 wurde ein STAT3 Luciferase
Reporter Assay verwendet. Als Kontrolle wurden HEK293T-Zellen mit einem Leervektor
transfiziert. SRC und DZIP1L wurden jeweils einzeln exprimiert. Zusatzlich wurde SRC in
Kombination mit DZIP1L in aufsteigender Konzentration transfiziert.
Im Luciferase Assay zeigt die Expression von DZIP1L keinen Effekt auf die Aktivierung von
STAT3 durch SRC (Abb. 3A). Der aktivierende Effekt von SRC bleibt in allen getesteten
Konzentrationen unbeeinflusst.
Die Western Blot Analyse der Lysate zeigt eine Auffalligkeit in der DZIP1L Expression. Die
aufsteigende Konzentration von 1 bis 105 ng ist in der Anti-V5 Farbung sichtbar. Allerdings ist
eine deutlich niedrigere Expression von DZIP1L in Anwesenheit von SRC erkennbar (Abb.
3A). Die Maximalkonzentration von 105 ng wurde sowohl bei Transfektion von DZIP1L und
SRC (Spur 11) als auch bei alleiniger Transfektion von DZIP1L (Spur 2) verwendet. Dennoch
zeigt sich in Anwesenheit von SRC eine Abschwéachung des Proteinlevels von DZIP1L (Spur
11). Zur Untersuchung der Bedeutung der Kinaseaktivitat von SRC fir den Effekt auf das
Expressionslevel von DZIP1L wurde DZIP1L in Kombination mit SRC WT (Wildtyp) oder SRC
KD (kinase dead, ohne Kinasefunktion) transient transfiziert. In beiden Fallen zeigt sich im
Vergleich zur Transfektion mit dem Kontrollprotein GFP eine Verminderung der DZIP1L
Expression (Abb. 3B). Der Effekt von SRC bleibt durch den Verlust der Kinaseaktivitat
unbeeinflusst.
Nach dem Nachweis des regulierenden Effekts der SRC Expression auf die Expression von
DZIP1L wurde ermittelt, ob auch andere Proteine Einfluss auf die Expression von DZIP1L
haben. Hierzu wurden erneut HEK293T-Zellen mit den entsprechenden Plasmiden transient
transfiziert. Die Western Blot Analyse zeigt auch bei zusatzlicher Expression des
membrangebundenen C-terminalen Teils von FC (mFC34724074) eine Verminderung des
Proteinlevels von DZIP1L. Bei gleichzeitiger Expression von SRC und mFC34724974 jst ein
additiver Effekt in der Verminderung der DZIP1L Expression zu beobachten. Als Kontrolle
diente erneut GFP, wobei keine Regulation der DZIP1L Expression sichtbar ist (Abb. 3C).
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DZIP1L 0 105 0 1 15 30 45 60 75 90 105
[ng]
C V5.DZIP1L +/- F9.SRC +/- V5.FC3472:407%4 Flag
1. V5.hFC472:4074 Flag +V5.hDZIP1L
2. VS.GFP +V5.hDZIP1L
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Abbildung 3 DZIP1L hat keinen Effekt im STAT3 Luciferase Assay. SRC Expression vermindert die DZIP1L
Expression unabhingig von der Kinaseaktivitat. SRC Expression oder mFC3472-4074 Expression vermindern
die DZIP1L Expression- dabei zeigt sich ein additiver Effekt.

A. DZIP1L hat keinen Effekt im STAT3 Luciferase Assay. HEK293T-Zellen wurden mit F9.hSRC unter

Verwendung eines Mastermixes gemeinsam mit V5.hDZIP1L in aufsteigender Konzentration (1-105 ng, siehe
Tabelle) und mit dem STAT3 Reporterplasmid transient transfiziert. Der Luciferase Reporter Assay zeigt, dass die
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SRC induzierte STAT3 Aktivierung durch V5.hDZIP1L unbeeinflusst bleibt. Die Western Blot Analyse bestatigt in
der Anti-V5 Farbung der Lysate die Expression von V5.hDZIP1L in aufsteigender Konzentration. Trotz Transfektion
von V5.hDZIP1L in Maximalkonzentration von 105 ng zeigt sich in Anwesenheit von F9.hSRC ein erniedrigtes
Expressionslevel von V5.hDZIP1L (Spur 11) im Vergleich zu alleiniger Transfektion von V5.hDZIP1L in
Maximalkonzentration von 105 ng (Spur 2) (n= 4).

B. SRC Expression vermindert die DZIP1L Expression unabhangig von der Kinaseaktivitat. HEK293T-Zellen
wurden mit V5.hDZIP1L in Kombination mit F9.hSRC WT (Wildtyp) oder F9.hSRCX?%8M (KD, kinase dead) ohne
Kinasefunktion transfiziert. V5.GFP diente als Kontrolle. In der Western Blot Analyse zeigt die Anti-V5 Farbung der
Lysate eine Verminderung der V5.hDZIP1L Expression in Anwesenheit von F9.hSRC WT oder F9.hSRC KD. Dieser
Effekt ist unabhangig von der Kinaseaktivitdt von F9.hSRC. In der Anti-R-Tubulin Farbung sind gleichmaRige
Proteinlevel erkennbar (n= 3).

C. SRC Expression oder mFC3472-4074 Expression vermindern die DZIP1L Expression- dabei zeigt sich ein
additiver Effekt. HEK293T-Zellen wurden mit V5.hDZIP1L in Kombination mit V5.hFC3472-4074 Flag oder F9.hSRC
WT oder mit V5.nFC34724074 Flag und F9.hSRC WT transfiziert. V5.GFP diente als Kontrolle. In der Western Blot
Analyse zeigt die Anti-V5 Farbung der Lysate eine Verminderung der Expression von V5.hDZIP1L in Anwesenheit
von V5.hFC3472-4974 Flag (Spur 1) oder F9.hSRC WT (Spur 3). Bei gleichzeitiger Transfektion beider Plasmide mit
V5.hDZIP1L ist eine maximale Verminderung der Expression von V5.hDZIP1L erkennbar (Spur 4). Die Anti-Flag
Farbung der Lysate bestatigt die Expression der transfizierten Plasmide. In der Anti-R-Tubulin Farbung der Lysate
sind gleichmafige Proteinlevel sichtbar (n= 3).

4.3 Untersuchung der Variante RRAGD Ser76Leu als Ursache der ADKH-
RRAGD

4.3.1. Erstellung stabiler IMCD Flp-In Zelllinien mit Expression von GFP.mRragd
WT, GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP

Zur Untersuchung der Variante Serin 76 Leucin in RRAGD als Ursache der ADKH-RRAGD
wurde Rragd zunachst durch etablierte Klonierungstechniken aus murinem neuronalem
Gewebe kloniert. Durch gezielte Mutagenese wurde die Punktmutation Serin 75 Leucin als
Aquivalent zur humanen Mutation Serin 76 Leucin ° eingefiigt. Uber die Integration in die
entsprechenden Vektoren erfolgte die Generierung von drei Flp-In Sammelrohrepithelzelllinien
mit jeweils GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP in stabiler Expression nach
dem zuvor angefiihrten Verfahren (siehe 3.2.9.).

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Integration und stabilen Expression des zu untersuchenden
Gens wurden Lysate ganzer Zellen der Zelllinien erstellt und in der Western Blot Analyse
dargestellt. Die Anti-GFP Farbung der Lysate zeigt jeweils die Expression von GFP.mRragd
WT, GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP (Abb. 4).
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Abbildung 4 Erstellung von IMCD Flp-In Zelllinien mit GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP
in stabiler Expression.

A. Schematische Darstellung der Generierung der Flp-In Zelllinien mit stabiler genomischer Integration von
GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP. Ein pgLap3/FRT beziehungsweise pgLap5/FRT
Expressionsvektor, der GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP als gene of interest (GOI) enthielt,
wurde mit Hilfe der Flp Rekombinase vermittelten DNA-Rekombination Uber die FRT-Stellen in das Genom der
IMCD Flp-In Zelllinien integriert. Es entstand jeweils eine Flp-In-Zelllinie mit Hygromycinresistenz und stabiler
Expression des zu untersuchenden Gens. Quelle: Schlingmann et al., 2021 °. Mit freundlicher Genehmigung von
JASN (Journal of the American Society of Nephrology).

B. Die IMCD Flp-In Zelllinien exprimieren GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP. Es wurden
Lysate ganzer Zellen der drei IMCD Flp-In Zelllinien mit GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP in
stabiler Expression angefertigt. In der Western Blot Analyse zeigt die Anti-GFP Farbung der Lysate die Expression
von GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP auf Proteinebene.

Nach Bestatigung der Expression in der Western Blot Analyse wurden alle drei Zelllinien zur
Untersuchung der intrazellularen Lokalisation von GFP.mRragd WT und GFP.mRragd S75L
auf Deckglaschen kultiviert. Das GFP Signal von GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L und
GFP.GFP wurde mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops detektiert. Es ist eine hauptséchlich
perinukleare Lokalisation von GFP.mRragd WT mit Anreicherung in vesikularen Strukturen
erkennbar. Bezlglich der Lokalisation zeigt sich ein &hnliches Muster fir GFP.mRragd S75L.

Hierbei wird eine Aussparung des Zellkerns deutlich. Dennoch ist insgesamt eine hohe
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Ubereinstimmung zwischen den beiden Zelllinien zu erkennen (Abb. 5). Die Zelllinie mit

GFP.GFP in stabiler Expression diente als Kontrolle und bestatigte die Spezifitat des GFP

Signals von GFP.mRragd WT beziehungsweise GFP.mRragd S75L (hier nicht dargestellt).

mRragd WT

mRragd S75L

GFP

fusioniert

- ° = > A . .
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B eV« -

Abbildung 5 Die IMCD Flp-In Zelllinien zeigen GFP.mRragd WT oder GFP.mRragd S75L in stabiler

Expression.

Die Zellen der IMCD Flp-In Zelllinien wurden auf Objekttragern in Prolong Diamond mit DAPI (blau) eingebettet.
Das fluoreszierende GFP Signal (griin) zeigt eine hauptsachlich perinukledre Lokalisation von GFP.mRragd WT
mit Anreicherung in vesikularen Strukturen. Bei GFP.mRragd S75L ergibt sich beziglich der Lokalisation ein
ahnliches Muster. Hierbei ist eine Aussparung des Zellkerns erkennbar. Darstellung in 63-facher Vergré3erung.
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4.3.2. Kolokalisation von mRragd WT und mRragd S75L mit mTor und phospho-
mTor in IMCD Flp-In Zelllinien
Auf Grund der Beteiligung von RagD am mTor-Signalweg wurde die Lokalisation der exogen
exprimierten Proteine der Zelllinien in Bezug zu Bestandteilen des mTor Komplexes
untersucht. Hierzu wurden mTor sowie mTor in phosphorylierter Form (pmTor, phospho-mTor
Ser2448) nach dem Protokoll der Immunfluoreszenzfarbung uber die entsprechenden
Antikorper angefarbt. In den Anti-mTor Farbungen ist eine Kolokalisation von mTor und
GFP.mRragd WT sowie GFP.mRragd S75L erkennbar. Die Anti-phospho-mTor Farbungen
zeigen ebenfalls eine Kolokalisation von phospho-mTor und GFP.mRragd WT sowie
GFP.mRragd S75L (Abb. 6). Zur Untersuchung des Einflusses der Aminosaureverfligbarkeit
auf die Kolokalisationen wurden die Immunfluoreszenzfarbungen zusatzlich unter
Verwendung von Zellen durchgefiihrt, welche fir 24 Stunden in Ndhrmedium ohne Zugabe
von fetalem Kélberserum (FBS) kultiviert wurden. Die Abwesenheit von FBS zeigte keinen
Einfluss auf die Kolokalisation von mTor oder phospho-mTor und GFP.mRragd WT

beziehungsweise GFP.mRragd S75L (hier nicht dargestellt).
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Abbildung 6 Die IMCD FlIp-In Zelllinien zeigen eine Kolokalisation von GFP.mRragd WT und GFP.mRragd
S75L mit mTor und mTor in phosphorylierter Form.

Die Zellen der IMCD Flp-In Zelllinien wurden auf Objekttragern in Prolong Diamond mit DAPI (blau) eingebettet.
MTor und phospho-mTor (pmTor, phospho-mTor Ser2448) wurden nach dem Protokoll der
Immunfluoreszenzfarbung iber entsprechende Antikdrper angeféarbt (magenta). Die Anti-mTor Farbung zeigt eine
Kolokalisation von mTor und GFP.mRragd WT sowie GFP.mRragd S75L. Die Anti-phospho-mTor Farbung zeigt
ebenfalls eine Kolokalisation von phospho-mTor und GFP.mRragd WT sowie GFP.mRragd S75L. Darstellung in
63-facher Vergrof3erung.
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4.3.3. mRragd S75L zeigt eine signifikant erhdhte Anreicherung von Raptor
sowie Komponenten der V-ATPase und von Ragulator
Die Interaktomanalyse durch markierungsfreie quantitative Proteomik diente dem weiteren
molekularen Verstandnis der bei Varianten von RRAGD vermuteten aberranten mTorC1
Aktivierung. Diese gilt als grundlegender Pathomechanismus der ADKH-RRAGD °. GFP.GFP,
GFP.mRragd WT und GFP.mRragd S75L wurden nach dem in 3.2.5. beschriebenen Protokoll
Uber einen Anti-GFP Antikérper und daran gebundene paramagnetische MicroBeads
immunoprazipitiert. Die Proben der Zelllinie GFP.GFP dienten als Kontrolle. Anschliel3end
wurden die kopréazipitierten Proteine durch Flissigkeitschromatographie mit Tandem-
Massenspektrometrie in der Proteomics Facility des Kolner Exzellenzclusters CECAD
identifiziert. Die hierarchische Clusterung der Proteinintensitaten aus dem Datensatz zeigt in
sieben unabhangigen Experimenten eine fur GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd
WT signifikant erhdhte Anreicherung verschiedener Proteine, welche zum Teil Beteiligung am

mTor-Signalweg aufweisen (Abb. 7).

Die Hauptkomponentenanalyse stellt die Proben in den zwei relevantesten Variablen dar und
dient als Qualitatskontrolle des Datensatzes. Bei Auftragung der Hauptkomponente 1 gegen
die Hauptkomponente 2 lasst sich eine Gruppierung der Proben der Zelllinie GFP.GFP
einerseits und Proben der Zelllinien GFP.mRragd S75L oder GFP.mRragd WT andererseits
erkennen (Abb. 7A).

Der Vulcano Plot vergleicht die Interaktome von GFP.mRragd WT und GFP.mRragd S75L.
Dabei wird die Signifikanz (p-Wert) gegen die Differenz zwischen GFP.mRragd S75L und
GFP.mRragd WT aufgetragen. Punkte jenseits der gebogenen Linie stellen Proteine mit einer
signifikanten Anreicherung in GFP.mRragd S75L (rechts) oder GFP.mRragd WT (links) dar
(Abb. 7B). Die Auswertung zeigt bei GFP.mRragd S75L eine im Vergleich zu GFP.mRragd
WT signifikant erhdhte Anreicherung verschiedener Untereinheiten der Vi Doméane der V-
ATPase. Darin enthalten sind Atp6évlel und Atp6vla, welche an der katalytischen Funktion
beteiligt sind 1% sowie Atp6vlb2 als Isoform der Untereinheit B % 1%, Des Weiteren finden
sich mit Atp6v0dl eine Untereinheit des integralen Membrankomplexes Vo 1% 1% und mit
Tcirgl eine essenzielle Komponente der V-ATPase 17 1% Neben den zuvor beschriebenen
Komponenten der V-ATPase zeigt GFP.mRragd S75L eine signifikant erhdhte Anreicherung
von Lamtor 2, Lamtor 3 und Lamtor 5 als Teile des Ragulator Komplexes. Zudem ist eine
Anreicherung des Gerustproteins regulatory-associated protein of mTor (Raptor), welches

mTorC1 zugerechnet wird, zu finden (Abb. 7C).

Ausgewahlte Proteine mit signifikant erhdhter Anreicherung bei GFP.mRragd S75L lassen sich

mit Hilfe der Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) Analyse
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darstellen (Abb. 7D). STRING bietet als bioinformatische Datenbank Hinweise auf bekannte,
vermutete und mdgliche Interaktionen, welche in Form der Verbindungslinien visualisiert
werden, und ermoglicht somit Rickschlisse auf potenziell funktionelle Zusammenhénge
zwischen den in Proben der Zelllinie GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT
signifikant vermehrt koprazipitierten Proteinen 8887, Die Veranschaulichung legt ein mogliches

funktionelles Zusammenspiel nahe.

Hinweise auf funktionelle Eigenschaften der bei Immunoprazipitation von GFP.mRragd S75L
signifikant vermehrt angereicherten Proteine bietet die Gene Ontology (GO) Datenbank,
welche die drei Bereiche zellulare Komponente, biologischer Prozess und molekulare Funktion
einbezieht. Die biologische Datenbank erlaubt unter Nutzung entsprechender Algorithmen
eine Interpretation im funktionellen Kontext 19110 111 Dije hier zuséatzlich verwendete Analyse
mittels Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Datenbank ermoglicht
Ruckschlusse auf Beteiligung an bestimmten biologischen Prozessen 12114, Sie ergibt unter
anderem eine signifikant erhdhte Anreicherung von Proteinen des mTor-Signalwegs im
Datensatz von GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT (Abb. 7E).
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C REeE Gen Unterschied

Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 19
Ragulator complex protein LAMTOR3

Flotillin-2

Regulatory-associated protein of mTOR

Retinoic acid-induced protein 3

V-type proton ATPase subunit E 1

Ragulator complex protein LAMTOR2

Type 1 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 4-phosphatase
Ragulator complex protein LAMTORS

Serum albumin

V-type proton ATPase subunit B, brain isoform
Claudin-3

V-type proton ATPase catalytic subunit A

V-type proton ATPase subunitd 1

Eukaryotic initiation factor 4A-I;Eukaryotic initiation factor 4A-
IIl;Eukaryotic initiation factor 4A-1l, N-terminally processed

V-type proton ATPase subunit a

Major facilitator superfamily domain-containing protein 1
Flotillin-1
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Abbildung 7 Die Proben der Zelllinie GFP.mRragd S75L zeigen eine signifikant erhéhte Anreicherung von
Raptor sowie Komponenten des V-ATPase und des Ragulator Komplexes.

A. Die Hauptkomponentenanalyse zeigt eine Gruppierung der Proben der Zelllinien. Bei Auftragung der
Hauptkomponente 1 auf der x-Achse gegen die Hauptkomponente 2 auf der y-Achse wird eine Gruppierung der
Proben der Zelllinie GFP.GFP einerseits und Proben der Zelllinien GFP.mRragd S75L oder GFP.mRragd WT
andererseits sichtbar (n=7).

B. Vulcano Plot des Interaktoms der Zelllinie GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT.
GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L und GFP.GFP wurden tber einen Anti-GFP Antikdrper und daran bindende
MicroBeads immunoprézipitiert. Es folgte eine Analyse mittels markierungsfreier massenspektrometrischer
Quantifizierung (label-free quantitative Proteomics). Der Vulcano Plot zeigt die Unterschiede zwischen
GFP.mRragd S75L und GFP.mRragd WT. In der Darstellung wurde die Starke der Differenz (Fold Change, log2
Skala) auf der x-Achse gegen die Signifikanz der Unterschiede in der Proteinanreicherung in Form des p-Werts (-
log10 Skala) auf der y-Achse aufgetragen. Die Punkte oberhalb der kurvigen Linien reprasentieren Proteine mit
signifikant veranderter Anreicherung (false discovery rate (FDR)= 0,1, sO= 0,5) in den Proben der Zelllinie
GFP.mRragd S75L (rechts) im Vergleich zu Proben der Zelllinie GFP.mRragd WT (links) (n=7).

C. Tabellarische Auflistung der Proteine mit signifikant erhdhter Anreicherung in GFP.mRragd S75L. Die
Spalte ,Unterschied” gibt die Starke der Differenz (Fold Change, log2 Skala) an.

D. Grafische Darstellung ausgewahlter Komponenten mit signifikant erhdhter Anreicherung in Proben der
Zelllinie GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT. Mittels STRING Analyse sind ausgewahlte
Proteine abgebildet, welche eine signifikant erhthte Anreicherung im Ko-Préazipitat von GFP.mRragd S75L zeigen.
Die farblichen Verbindungen geben Hinweise auf bekannte Interaktionen (hellblau= from curated database, pink=
experimentally determined), vorhergesagte Interaktionen (griin= gene neighborhood, rot= gene fusions, blau= gene
co-occurence) und weitere mdgliche Interaktionen, beruhend auf Proteinhomologie (flieder), Koexpression
(schwarz) und Daten aus Textquellen (text mining, gelb) 88 87,

E. Visualisierung der Zuordnung signifikant angereicherter Proteine im Ko-Prézipitat von GFP.mRragd
S75L zu GO-Begriffen und KEGG-Signalwegen. KEGG= Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, GOMF=
GO molecular function, GOCC= GO cellular component, GOBP= GO biological process %1, In Klammern ist an
erster Stelle die Anzahl der im Ko-Préazipitat von GFP.mRragd S75L angereicherten Proteine angegeben, die mit
einem oder mehreren Pfaden im KEGG-Signalweg verkniupft wurden (analog fiir GOMF, GOCC, GOBP), wahrend
an zweiter Stelle die Gesamtzahl der aus dem jeweiligen Signalweg identifizierten Proteine erscheint.
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5. Diskussion

Die klinische Manifestation der heterogenen Gruppe genetisch bedingter Nierenerkrankungen
ist variabel 4. Kongenitale Anomalien der Nieren und der Harnwege, das steroidresistente
nephrotische Syndrom, die chronische Glomerulonephritis, darunter Lupus-Nephritis und
Alport Syndrom, und renale zystische Ziliopathien zahlen zu den haufigsten Ursachen einer
chronischen Nierenerkrankung mit Manifestation vor dem 25. Lebensjahr 15 116, Bei diesen
Erkrankungsgruppen lasst sich in circa 20% der Féalle eine monogenetische Ursache
nachweisen *°, Im Erwachsenenalter sind 10% bis 15% der Falle von Nierenersatztherapie
durch genetische Nierenerkrankungen bedingt 7. Die Erforschung molekularer
Pathomechanismen genetischer Nierenerkrankungen bietet groBes Potential fir die

Entwicklung zielgerichteter Therapien mit Ansatz an spezifischen zellularen Signalwegen.

5.1 Die Rolle von FC bei der Pathogenese der ARPKD

In Vorarbeiten unseres Labors wurde der STAT3-Sighalweg in Zusammenhang mit der
Pathogenese der ARPKD gebracht & Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde die
Bedeutung des SRC-STAT3-Signalwegs fir die Pathogenese der ARPKD auf verschiedene
Weisen unterstrichen. Zum einen wurde die Phosphorylierung von FC3882-4074 gn Tyrosin 3992
durch SRC nachgewiesen. Des Weiteren konnte mit DZIP1L ein weiteres ARPKD Protein mit
diesem Signalweg in Verbindung gebracht werden. Varianten in DZIP1L wurden bei einzelnen
Patienten mit einem ARPKD-Phanotyp nachgewiesen °. In dieser Arbeit wurden die
Koprazipitation von SRC und STAT3 mit DZIP1L sowie regulatorische Effekte von SRC und
mFC34724974 guf die Expression von DZIP1L gezeigt.

5.1.1. SRC und FC stehen Uber die Phosphorylierung an Tyrosin
3992 in direkter Interaktion
Bei Betrachtung der Proteinstruktur des zytoplasmatischen Teils von FC (FC3824074) wurden
die Tyrosine 3992 und 4009 als mégliches Ziel einer Phosphorylierung durch die Tyrosinkinase
SRC identifiziert. Durch gezielte Mutagenese wurden die Tyrosine von FC382-4074im Rahmen
einer Punktmutation unabhangig voneinander jeweils durch Phenylalanin ersetzt und es
entstanden die beiden Einzelmutanten FC3882-4074Y3992F nd F(C3882-4074.Y4A009F  gowie die
Doppelmutante FC3882-4074.Y39924009F " |n der Western Blot Analyse wurde tber die Anti-pY99-
Farbung das Tyrosin 3992 von FC3882-4074 g|s Phosphorylierungsstelle durch SRC identifiziert
(Abb. 1A). Bei Mutation des Tyrosins 3992 von FC3472-4074 pleibt die Fahigkeit von FC3472-4074
zur Abschwéachung der SRC induzierten STAT3 Aktivierung erhalten (Abb. 1B). Fir die
Hemmung der SRC induzierten STAT3 Aktivierung durch Koexpression von FC3472-4974 gcheint
sie demnach nicht essenziell zu sein. Auch die in Vorarbeiten hachgewiesene Kopréazipitation

von FC3824074 mjt SRC blieb nach Mutation des Tyrosins 3992 von FC3824074 erhalten 8. Fir
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zuklnftige Versuche ist die funktionelle Bedeutung der Phosphorylierung von Tyrosin 3992

interessant.

Zur Untersuchung des Effekts der Mutation des Tyrosins 3992 von FC34724974 im Luciferase
Assay wurde mit FC3#724074 eine FC Trunkation verwendet, welche neben dem
zytoplasmatischen Teil das transmembrandre Segment sowie einen Teil der extrazellularen
Domane enthalt, um posttranslationale Modifikation zu ermdglichen 83° 118, FC unterliegt einem
komplexen proteolytischen Prozess, welcher auf Grund der Ahnlichkeit zur posttranslationalen
Modifikation des Transmembranrezeptors Notch als ,Notch-like processing” bezeichnet wird
118 Der evolutionar konservierte Notch-Signalweg dient interzellularer Kommunikation und ist
von besonderer Bedeutung fuir Organentwicklung und Zelldifferenzierung. Mit Notch1, Notch2,
Notch3 und Notch4 liegen bei Saugetieren vier Paraloge des Notch Proteins vor 119 120,

Analog zu Notch fuhrt die posttranslationale Prozessierung von FC zur Entstehung mehrerer
Proteinfragmente mit unterschiedlichen Funktionen. Kaimori et al. zeigten, dass bei FC durch
Proteolyse (cleavage) eine grolRe extrazellulare Doméne sowie ein C-terminaler Teil
entstehen, die Uber Disulfidbricken verbunden sind und am priméren Zilium lokalisieren.
Durch eine Protease der Metalloprotease Familie wird die extrazellulare Doméane als Fragment
abgespalten. Es folgt ein weiterer cleavage Schritt, welcher zur Freisetzung eines
intrazellularen C-terminalen Fragments von FC fihrt 18, Fir dieses wurde eine Translokation
zum Zellkern nachgewiesen ' 3° Kaimori et al. interpretieren FC als zilidres Protein, das
durch Freisetzung der extrazellularen Doméne sowie nukleare Translokation des C-Terminus
als bidirektionales Signalmolekil des Ziliums fungiert 8. Die engen Parallelen zur
Prozessierung von Notch bieten eine interessante Grundlage zur Interpretation der hier
gezeigten Phosphorylierung von FC3824074 gn Y3992 durch SRC. Im Folgenden werden finf

potenzielle Bedeutungen diskutiert.

1. Cleavage/ Freisetzung

Hiesberger et al. zeigten eine durch Proteinkinase C und intrazellulare Calciumlevel
bestehende Regulation des proteolytischen Prozesses, welcher in der Freisetzung des
zytoplasmatischen C-Terminus von FC resultiert *°. Es ergibt sich die Hypothese, dass die
Tyrosinphosphorylierung von cFC moglicherweise den cleavage Prozess lokal beeinflusst
oder die Intramembranproteolyse mit nachfolgender Abspaltung ermdglicht. Zur Erfassung der
cleavage Produkte etablierten Hiesberger et al. zusétzlich zur Western Blot Analyse einen
Luciferase Assay, bei dem cleavage von cFC mit der Aktivitat des Luciferase Reportergens

korreliert *°. Analog dazu konnte unter Verwendung der im Rahmen dieser Arbeit erstellten
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Varianten von FC**724%74 der Einfluss der Tyrosinphosphorylierung auf den cleavage Prozess

untersucht werden.

2. Nukle&re Translokation

Die nukleare Translokation des C-terminalen Teils von FC nach Proteolyse stellt nicht nur eine
Parallele zu Notch dar. Auch andere Proteine wie PC1 unterliegen einer vergleichbaren
Prozessierung *°. Hiesberger et al. identifizierten eine nukleare Lokalisationssequenz im N-
terminalen Teil des C-Terminus von FC. Das als Phosphorylierungsstelle identifizierte Tyrosin
3992 befindet sich nach dem Schema von Hiesberger et al. im zentralen Teil des C-terminalen
Fragments *°. Dennoch ware es moglich, dass die Phosphorylierung indirekt Einfluss auf die
intrazellulare Translokation des C-Terminus nimmt. An dieser Stelle ist die limitierte
sequenzielle Ubereinstimmung des humanen mit dem murinen C-Terminus zu beachten,
welche moglicherweise die intrazellulare Lokalisation beeinflusst 3.

In humanen sowie in murinen Zellen kénnte durch Uberexpression von FC34724974 sowie der
Varianten der funktionelle Einfluss der Mutation des Tyrosins 3992 auf die Lokalisation von
FC3472:4074 ynd von Fragmenten untersucht werden. Hierzu konnte der zytoplasmatische Teil
von FC uber eine Epitop-Markierung oder direkt mittels entsprechender Antikdrper in der
Immunfluoreszenzfarbung dargestellt werden. Die Western Blot Analyse konnte dber den
Nachweis des C-Terminus von FC in der nukledren Fraktion ebenfalls Aufschluss uber

mutationsbedingte intrazellulare Lokalisationsanderungen geben.

3.  Transkriptionelle Aktivitat

Der zytoplasmatische C-Terminus von Notch beeinflusst nach Translokation zum Zellkern die
Transkription verschiedener Gene '?L. Interessanterweise konnten La Foya et al. eine
Regulation dieser transkriptionellen Aktivitat durch die Phosphorylierung spezifischer Tyrosine
der intrazellularen Doméane von Notchl durch Src nachweisen. Erhohte Aktivitat der Src
Protein Tyrosinkinase Familie hemmt die transkriptionelle Aktivitat des C-Terminus von Notchl
122" Eine Unterbindung der Phosphorylierung durch Mutation der Tyrosine erhoht diese
dagegen '?2, Dieser regulatorische Mechanismus in Form der Tyrosinphosphorylierung durch
Src lasst sich moglicherweise auf cFC Ubertragen.

Die transkriptionelle Aktivitat kdnnte anhand der Auswertung bekannter ,Transkriptionsziele*
von cFC unter Verwendung der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Varianten von cFC gezeigt
werden. Hierbei lieRe sich abgesehen von dem in dieser Arbeit untersuchten
Transkriptionsfaktor STAT3 beispielsweise an MYC als Indikator der transkriptionellen Aktivitat
von cFC denken. Der Transkriptionsfaktor MYC unterliegt einem ,feed forward”
Regulationsmechanismus durch Notch, wortiber Notch das Zellwachstum kontrolliert 123,

Interessanterweise wiesen Harafuji et al. kirzlich fir den C-terminalen Teil von FC nach
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nuklearer Translokation eine Bindung an den MYC/ Myc P1 Promoter sowie die Aktivierung
der Expression von MYC/ Myc nach 3. Die zunachst widerspriichlich erscheinende
Uberexpression von MYC in Gewebeproben von ARPKD Patienten mit loss of function
Mutation innerhalb des C-Terminus von FC reflektiert méglicherweise Unterschiede zwischen
kontextabhangigen Regulationsmechanismen in vivo im Vergleich zu isolierten in vitro Assays
bei Uberexpression 3. Es wére interessant zu erforschen, ob die Phosphorylierung von cFC
durch SRC an Y3992 die cFC induzierte MYC Expression reguliert. Unter Verwendung der
cFC Varianten kénnte der Einfluss der Phosphorylierung von Y3392 durch SRC beispielsweise

in Form eines Luciferase Assays untersucht werden.

4. Degradierung von cFC

Es fallt auf, dass sowohl fiir MYC als auch fiir den mTor-Signalweg eine Uberaktivierung durch
Uberexpression von cFC beschrieben ist, welche eine Inhibition des Signalwegs durch full
length FC antagonisiert 3! %4, Dies konnte darauf hinweisen, dass eine quantitative
Regulierung von cFC von besonderer Bedeutung ist. Die Phosphorylierung des intrazellularen
Fragments von Notchl durch verschiedene Kinasen induziert Ubiquitin abh&ngige
Degradierung 2. Zudem gibt es Hinweise auf eine Regulation der Halbwertszeit des C-
terminalen Teils von Notchl1 durch Src Phosphorylierung 2. Kaimori et al. und Hiesberger et
al. zeigten kurze Halbwertszeiten der intrazellularen cleavage Produkte von FC, was als
Parallele zu Notch interpretiert wird 18 %, Auch das C-terminale Fragment von PC1 (PC1-p30)
unterliegt einer schnellen ubiquitinvermittelten proteasomalen Degradierung 2°.

In dieser Arbeit waren bei Uberexpression in HEK293T-Zellen keine deutlichen Unterschiede
zwischen den Proteinleveln der Varianten von cFC erkennbar (Abb. 1). Dieser Befund schlief3t
jedoch nicht aus, dass der Phosphorylierung von Y3992 eine Rolle bei der Kontrolle des
Abbaus von cFC zukommt. Uber Western Blot Analysen kdnnte unter Verwendung der
erstellten FC Varianten eine mdgliche Ubiquitinierung von cFC sowie der Einfluss von
Proteasomeninhibitoren, SRC Inhibitoren und der Mutation von Y3392 auf die Halbwertszeit

von cFC untersucht werden.

5. Interaktion

Des Weiteren ist es interessant, die Phosphorylierung des Tyrosins 3992 von cFC durch SRC
im Kontext weiterer Proteininteraktionen zu betrachten.

Kaimori et al. zeigten, dass analog zu Notch das juxtamembranére cleavage von FC, welches
in Freisetzung der extrazellularen Doméne resultiert, durch ein Protein der ADAM Desintegrin
und Metalloproteinase Familie erfolgt '8, Die anschlieBende Proteolyse zur Freisetzung des
intrazellularen C-terminalen Fragments von FC scheint, ebenfalls analog zu Notch, von

Gamma-Sekretase abhangig zu sein 8, In einer Dissertationsschrift konnte eine Interaktion
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des C-Terminus von FC mit dem Gerustprotein Receptor for activated C Kinase 1 (RACK1)
und der Metalloprotease ADAM metallopeptidase domain 12 (ADAM12) nachgewiesen
werden %%, Auch zwischen RACK1 und ADAM12 ist eine Interaktion bekannt '?’, sodass eine
stabilisierende Funktion von RACK1 fir einen Komplex aus RACK1, ADAM12 und FC
postuliert wird, welcher mdoglicherweise die Proteolyse von FC ermdglicht 1%, Es ware
interessant, ob die Phosphorylierung von Y3992 von cFC fiir diese Interaktion von Bedeutung
ist oder moglicherweise durch diese Interaktion moduliert wird, da ADAM12 als Regulator von
Src identifiziert wurde 128 12° und auch RACK1 und Src wechselseitige regulatorische Effekte

Zeigen 130 131 132

Das ADPKD Protein Polyzystin 2 (PC2) wird als weiterer Interaktionspartner von FC diskutiert,
wobei diesbeziiglich widerspriichliche Ergebnisse vorliegen 0 132 3 Wu et al. konnten FC,
PC2 und KIF3B, eine Motor Untereinheit von Kinesin-2, in einem Proteinkomplex nachweisen
134 Des Weiteren wurde eine funktionelle Modulation der Kanalaktivitat von PC2 durch den C-
Terminus von FC in Anwesenheit von KIF3B demonstriert 3. Eine Folgearbeit wies in
Koimmunoprazipitationsversuchen eine Interaktion des C-Terminus von FC mit dem N-
Terminus von PC2 nach %, Vorherige Inkubation der Zelllysate mit einem AntikGrper gegen
den Abschnitt der Aminoséauren 3872-4074 des C-terminalen Teils von FC unterdriickte die
Koimmunoprazipitation ** %, Eine Relevanz der Phosphorylierung des in diesem Abschnitt
enthaltenen Tyrosins 3992 von cFC fiur die Interaktion ware denkbar, wenn auch im Verlauf
der Abschnitt 3903-3964 als minimales Konstrukt der PC2-Bindungsdomane innerhalb des C-
Terminus von FC identifiziert wurde %6, Zusatzlich zur Identifikation der PC2-Bindungsdomane
zeigten Kim et al., dass die Interaktion von cFC und PC2 einer durch Verlust von FC bedingten
Herunterregulation der PC2 Expression entgegenwirkt 13, woflr die Phosphorylierung von

cFC ebenfalls relevant sein kdnnte.

Die Phosphorylierung von Y3992 von FC3*'24974 durch SRC konnte zudem fir andere
Signalwege, abgesehen von dem hier untersuchten STAT3-Signalweg, eine Rolle spielen.

Israeli et al. brachten bei ARPKD auftretende erhohte SRC Aktivierung in Zusammenhang mit
Veranderungen des fokalen Adhasionskomplexes *7. ARPKD Epithelzellen zeigten deutliche
Veranderungen der Proteinlevel verschiedener Adhé&sionsproteine, darunter 31-Integrin, SRC
und Paxillin. In Sammelrohrzellen konnte FC im Immunoprazipitat des Adhasionsproteins
Paxillin nachgewiesen werden %', Auch Paxilin unterliegt, neben weiteren
Adhasionsproteinen, der Phosphorylierung durch SRC, welche eine entscheidende Rolle fur
die Regulierung des Adhasionskomplexes spielt 1*. Es ist denkbar, dass die Phosphorylierung
von cFC an Y3992 in diesem Zusammenhang von Bedeutung ist. Fokale Adhasionskomplexe

regulieren Zellausbreitung, Migration und Adhasion. Daneben kdnnen sie Uber die
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Transmission von Scherkraften vom  Aktinzytoskelett an Integrin  Rezeptoren
Mechanotransduktion vermitteln %7, La Foya et al. beschreiben fur Notch einen
regulatorischen Mechanismus, bei dem die Phosphorylierung von Notch durch Src an
spezifischen Tyrosinresten durch Integrin aktiviert wird und schlief3lich zu einer Hemmung der
transkriptionellen Aktivitat der intrazellularen Domane von Notch fuhrt 122, Es wére interessant
zu erforschen, ob die Phosphorylierung der intrazellularen Domane von FC durch SRC einer
vergleichbaren Modulation durch Adhasionsproteine wie Integrin unterliegt. Auch der oben
genannte Interaktionspartner von cFC RACK1 1% scheint Uber seine Interaktion mit Src
regulatorische Effekte auf Proteine des Adhasionskomplexes zu haben *2, wahrend fir
ADAM12 eine Erh6hung der Src Aktivitat in Reaktion auf durch Integrin vermittelte externe
Signale nachgewiesen wurde 128, Als Interaktionspartner von cFC %6 konnten RACK1 und
ADAM12 regulatorische Effekte auf die Phosphorylierung von FC3472-4074 durch SRC haben.

Zusammenfassend bietet die Identifizierung des Tyrosins 3992 von FC382-4074 g|s Ziel der
Phosphorylierung durch SRC einen detaillierten Einblick in die Interaktion von FC und SRC.
In zukinftigen Versuchen bleibt die funktionelle Bedeutung der Phosphorylierung zu

erforschen.

5.2 Die Rolle von DZIP1L bei der Pathogenese der ARPKD

Lange Zeit galt die ARPKD als monogenetische Erkrankung, bedingt durch Varianten in
PKHD1. Im Jahr 2017 publizierten Lu et al. DZIP1L als zweites fiir die ARPKD urséchliches
Gen, welches das aus 767 Aminosauren bestehende Protein DAZ-interacting protein 1-like
(DZIP1L) kodiert °. In Vorarbeiten unseres Labors wurde der STAT3-Signalweg als
Komponente der Pathogenese der ARPKD identifiziert 8. Es folgte die Untersuchung von
DZIP1L in Zusammenhang mit dem SRC-STAT3-Signalweg.

5.2.1. DZIP1L interagiert mit Komponenten des STAT3-Signalwegs

Die Western Blot Analyse zeigt eine Koimmunoprazipitation von STAT3 und SRC mit DZIP1L
(Abb. 2). Diese Ergebnisse weisen auf eine mdogliche Interaktion von DZIP1L mit
Komponenten des SRC-STAT3-Signalwegs hin.

Der Transkriptionsfaktor STAT3 beeinflusst die Expression einer Vielzahl von Genen und spielt
eine wichtige Rolle in der Regulation zellularer Prozesse wie Zellwachstum und Apoptose in
Reaktion auf zellulare Stimuli 8. Wie in der Einleitung dargestellt ergaben sich aus naherer
Untersuchung des SRC-STAT3-Signalwegs relevante Erkenntnisse zur Pathogenese
polyzystischer Nierenerkrankungen (siehe 2.1.3.) %8 13° Der hier erbrachte Nachweis der
Phosphorylierung des Tyrosins 3992 des zytoplasmatischen Teils von FC durch SRC deutet

in Verbindung mit den Vorergebnissen unseres Labors auf eine mit der ADPKD gemeinsame
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Beteiligung des STAT3-Signalwegs an der Pathogenese der ARPKD hin. Eine Interaktion von
DZIP1L mit Komponenten des STAT3-Signalwegs kénnte auf eine Rolle dieser Signalkaskade
fur die Pathogenese der durch Varianten in DZIP1L bedingten ARPKD hinweisen und ware
koharent mit bisherigen Kenntnissen zur Pathogenese polyzystischer Nierenerkrankungen.
Mdgliche Parallelen zwischen FC und DZIP1L in Bezug auf ihre Beteiligung am SRC-STAT3-
Sighalweg sind von besonderem Interesse. Zur funktionellen Untersuchung der
Koimmunoprazipitation von STAT3 und SRC mit DZIP1L wurde die Auswirkung von DZIP1L
Uberexpression im STAT3 Luciferase Assay untersucht. Hierzu wurden HEK293T-Zellen mit
DZIP1L in aufsteigender Konzentration und SRC transfiziert. Die Uberexpression von DZIP1L
zeigt weder Einfluss auf die transkriptionelle Aktivitat von STAT3 noch auf die SRC induzierte
STAT3 Aktivierung (Abb. 3A). Daraus ergibt sich die Frage nach der funktionellen Bedeutung
der Interaktion von DZIP1L mit den Komponenten des STAT3-Signalwegs.

Die Interaktion von DZIP1L mit SRC konnte dazu dienen, die Wechselwirkung von SRC mit
anderen Proteinen zu stabilisieren und dartuber weitere Signalwege zu modulieren. Ein
besonders interessanter Aspekt ist hierbei die Lokalisation von DZIP1L in der ziliaren
Transitionszone °. DZIP1L konnte SRC zur Phosphorylierung von Transitionszonenproteinen
wie NPHP1 rekrutieren, welches an den zytoplasmatischen Teil von PC1 bindet und durch
SRC phosphoryliert wird %2 4%, Die Phosphorylierung von FC38824974 gn Y3992 durch SRC
(Abb. 1) ware eine weitere Interaktion, die moéglicherweise unter dem Einfluss von DZIP1L
stehen konnte. Lu et al. erarbeiteten eine Interaktion von DZIP1L mit der Zytoskelett GTPase
SEPT2, welche Teil der periziliaren Diffusionsbarriere ist ° 14 142 Interessanterweise gibt es
Hinweise auf eine Lokalisationséanderung von SEPT2 durch SRC Aktivierung 3. Da viele
Substrate von SRC auch als Regulator des Aktinzytoskeletts wirken %4, welches eine
entscheidende Rolle fir Ziliogenese und intrazellularen Proteintransport spielt, kénnte die
Interaktion von DZIP1L mit SRC, mdglicherweise Uber SEPT2, Einfluss auf die ziliare

Translokation von Proteinen haben.

Bei Varianten in DZIP1L ist eine Reduktion der ADPKD Proteine PC1 und PC2 entlang der
ziliaren Membran erkennbar, wahrend ihre Lokalisation an der ziliaren Basis nicht
beeintrachtigt ist °. Dieser Barrieredefekt der ziliaren Transitionszone scheint nicht
generalisiert zu sein, da der Hedgehog-Korezeptor smoothened (Smo) reguldr entlang des
Axonems lokalisiert °. Der selektiv betroffene Transport von PC1 und PC2 zur ziliaren
Membran kommt als moglicher grundlegender Pathomechanismus der durch Varianten in
DZIP1L bedingten ARPKD in Frage.
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Biallelische Mutationen von PKD1 fuhren zu early-onset ADPKD und rekapitulieren damit
einen ARPKD Phanotyp 145 146 147148 ‘\Walker et al. wiesen in einem ADPKD Mausmodell nach,
dass die ziliare Misslokalisation von PC2 auch in Anwesenheit eines ansonsten
funktionsfahigen PC2 Proteins ausreichend fur die Entstehung eines zystischen Phanotyps ist
149 Bemerkenswert ist die kaum ausgepragte hepatische Manifestation im Dzip1l Mausmodell
5, welche im Gegensatz zu klassischen Pkhdl Mausmodellen steht *°. Ma et al. postulieren
das Modell der ,cilia dependent cyst activation“ (CDCA), welches ein bislang undefiniertes,
von primaren Zilien ausgehendes Signal beschreibt, das bei Varianten in PKD1 oder PKD2
Zystenbildung induziert ! 145, Die Uberlegungen basieren auf der Erkenntnis, dass der Verlust
von Zilien im ADPKD Mausmodell bei Mutation von Pkd1 oder Pkd2 zu einer Milderung des
zystischen Phanotyps fuhrt 1. Es ware interessant zu untersuchen, ob genetisch induzierte
Unterbindung der Zilienbildung auch im Dzipll Mausmodell zu einer Milderung des zystischen
Phanotyps fuhrt. Ein weiterer Ansatz, eine mdgliche zentrale Bedeutung der Misslokalisation
von PC1 und PC2 entlang der ziliaren Membran nachzuweisen, ware der Versuch, den
zystischen Phanotyp bei Varianten in Dzipl1l durch Erhdhung der Anreicherung von PC1 und

PC2 an der ziliaren Membran abzumildern 4°.

Bei der Untersuchung der funktionellen Bedeutung der Interaktion von DZIP1L mit SRC und
STAT3 fallt auf, dass SRC Expression die Expression von DZIP1L unabh&ngig von der
Kinaseaktivitat vermindert (Abb. 3B). Zusatzlich zeigt die Western Blot Analyse, dass auch die
Expression von mFC3472-4074 7 einer Verminderung der DZIP1L Expression fuhrt (Abb. 3C).
Bei gleichzeitiger Expression von SRC und mFC3472-4074 jn Kombination mit DZIP1L ist ein
additiver Effekt zu beobachten (Abb. 3C). Diese Ergebnisse legen eine genetische Interaktion
von DZIP1L mit anderen fiir die Pathogenese der ARPKD relevanten Genloci nahe. Lu et al.
vermuteten bereits eine Modifikation des zystischen Phanotyps bei Varianten in DZIP1L durch
eine solche Interaktion mit anderen Genloci, welche mit polyzystischen Nierenerkrankungen

oder Ziliopathien assoziiert sind °.

Zahlreiche Proteine der ziliaren Transitionszone wurden als Ursache von Ziliopathien mit
renaler Beteiligung identifiziert, darunter Komponenten des NPHP Proteinkomplexes und des
MKS Komplexes als pathogenetische Grundlage der Nephronophthise (NPHP)
beziehungsweise des Meckel Syndroms (MKS) %2, Sowohl ein Defekt des multimerischen
MKS Proteinkomplexes der ziliaren Transitionszone als auch ein knockout des ziliaren
Transportgens tubby family protein 3 (Tulp3) flhrten zu einer Reduktion von ziliar lokalisiertem
PC2 Protein 152 153 154 155 7154tzlich war eine Reduktion weiterer ziliarer Membranproteine wie
der GTPase Arl13b zu finden 152 153 155 Auch wenn Koimmunoprazipitationsexperimente keine

direkte Interaktion von DZIP1L mit MKS1 oder NPHP1 zeigten °, wére es interessant zu
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untersuchen, ob Varianten in DZIP1L zu Veradnderungen der Lokalisation oder
Expressionslevel weiterer ziliarer (Membran-)proteine fuhren. Zudem kdnnte umgekehrt
untersucht werden, ob Expression der ADPKD Proteine PC1 und PC2 analog zu SRC und
mFC3472-4074 die Expression von DZIP1L beeinflussen. Die Effekte der Verminderung der
DZIP1L Expression bei Koexpression von SRC und/ oder mFC34724974 kgnnten darauf
hinweisen, dass ein definiertes quantitatives Gleichgewicht der beteiligten Proteine von

Bedeutung ist.

Erganzend ist anzumerken, dass die aufgefihrten Ergebnisse im Rahmen von
Koimmunoprazipitationsexperimenten auf Grundlage transienter Uberexpression in HEK293T-
Zellen erhoben wurden. Dieses Modell ist im Hinblick auf die Untersuchung potenzieller
Signalwege kritisch zu betrachten, da die Proteine haufig in unphysiologisch hohen
Konzentrationen vorliegen. Somit besteht Gefahr, artifizielle Interaktionen auf Grund einer
Veranderung der intrazellularen Signalgebung zu beobachten. Fur die Validitadt des Modells
sprechen die Versuche mit Kontrollproteinen, die negative Ergebnisse zeigen. Alternativ
konnten genetisch modifizierte Zellen mit stabiler Expression von bei Patienten
nachgewiesenen Varianten von DZIP1L oder eine Zelllinie mit einem knockout von DZIP1L

weiteren Forschungsvorhaben dienen.

Die hier erhobenen Daten legen nahe, dass DZIP1L in komplexen molekularen Netzwerken
innerhalb der zilidaren Transitionszone agiert. Es bleibt zu klaren, ob der SRC-STAT3-
Signalweg, moglicherweise als nachgeschaltetes Ziel, hierbei eine entscheidende Rolle spielt.
ZukUnftige Untersuchungen kdnnten sich auf die Interaktionen zwischen DZIP1L, dem STAT3-

Signalweg und anderen Proteinen als Teile zilidrer Signalkaskaden konzentrieren.
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5.3 Untersuchung der Variante RRAGD Ser76Leu als Ursache der ADKH-
RRAGD

5.3.1. Die IMCD Flp-In  Zelllinien  exprimieren GFP.mRragd  WT,
GFP.mRragd S75L oder GFP.GFP

Auf molekularer Ebene stellen die Interaktion der Rag GTPasen mit mTorC1 und die daraus

resultierende Regulation des Komplexes einen spannenden Zusammenhang dar. In dieser

Arbeit liegt der Schwerpunkt auf der durch RRAGD kodierten GTPase RagD (RRAGD). Die

Variante RagD Serin 76 Leucin (RRAGD S76L) wurde als haufigste Ursache der ADKH-

RRAGD identifiziert °.

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung der Variante RRAGD S76L wurden IMCD Flp-
In Zelllinien mit stabiler Expression von Rragd WT sowie der murinen Variante Rragd S75L,
aquivalent zur humanen Variante RRAGD S76L °, generiert. Diese wurden sowohl fir
Immunfluoreszenzfarbungen als auch fiir ein massenspektrometrisches Verfahren verwendet.
Die Western Blot Analyse zeigt die stabile Expression von GFP.mRragd WT, GFP.mRragd
S75L oder GFP.GFP auf Proteinebene (Abb. 4). In der Immunfluoreszenzfarbung ist eine
hauptséchlich perinukledre Lokalisation mit Anreicherung in vesikuldaren Strukturen von
GFP.mRragd WT erkennbar. Fur GFP.mRragd S75L zeigt sich ein &hnliches
Verteilungsmuster. Dabei wird eine Aussparung des Zellkerns deutlich (Abb. 5).

Unter physiologischen Umstanden liegen die Rag GTPasen gebunden an die lysosomale
Membran vor . Der pentamerische Komplex Ragulator dient dabei als elementare
Anlagerungsstelle 157 16, Bestehend aus funf Proteinen vermittelt er die membranare
Verankerung der GTPasen, sodass mTorC1 zum Lysosom rekrutiert werden kann. Bei Ausfall
von Ragulator verliert sich der Kontakt zur lysosomalen Oberflache '°’. Die Starke der
Interaktion zwischen den endogenen Rag Proteinen und Ragulator erwies sich als durch die
Verfugbarkeit von Aminosauren steuerbar. Diese wird Uber den Nukleotidbindungsstatus der
Rag GTPasen vermittelt 5. Bei Stimulation durch Aminosauren erfolgt eine Abschwéchung
der Interaktion, welche die Rekrutierung von mTorC1 zur lysosomalen Membran und somit
seine Aktivierung ermoglicht % 157, Hierbei ist zu beachten, dass diese abgeschwéchte
Bindung zwischen Ragulator und den Rag Proteinen fur eine signifikante Interaktion weiterhin
ausreicht, sodass Ragulator wahrend der Rekrutierung von mTorC1 stets als Konstrukt zur
Verankerung der GTPasen in der lysosomalen Membran fungiert . Somit hat die
Verflugbarkeit von Aminosauren keinen Einfluss auf die generelle Lokalisation der Rag

GTPasen 156 157 65
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Die hier dargestellte Uberwiegend perinukleare Lokalisation von GFP.mRragd WT und
GFP.mRragd S75L (Abb. 5) zeigt Ubereinstimmung mit fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen von GFP.RRAGD in der Arbeit von Sancak et al. 16, Zusatzlich zeigen die Autoren
eine Kolokalisation mit dem lysosomalen Membranprotein Lamp1, welche unabhéngig von der
Verfligbarkeit von Aminosauren ist. Bei Stimulation mit Aminosauren wird eine Translokation
von mTorC1 in Lamp positive Kompartimente sichtbar 6. Auch bei der hier dargestellten
Lokalisation von GFP.mRragd WT und GFP.mRragd S75L (Abb. 5) wére eine Kolokalisation
mit lysosomalen Strukturen anhand des morphologischen Eindrucks plausibel. Diese liel3e

sich durch Verwendung eines Anti-Lampl Antikdrpers bestatigen.

Bei der Lokalisation von GFP.mRragd S75L lasst sich eine deutlichere Aussparung des
Zellkerns im Vergleich zu GFP.mRragd WT vermuten. Dieses Erscheinungsbild ware mit einer
zytoplasmatischen Lokalisation von GFP.mRragd S75L im Gegensatz zu einer berwiegend
vesikularen Lokalisation der wildtypischen Form vereinbar. Bezuglich der subzellularen
Lokalisation von Rragd/ RRAGD liegen verschiedene Daten vor. In murinem Gewebe wird eine
zytoplasmatische Lokalisation beschrieben %8, wahrend fur humanes Gewebe sowohl eine
zytoplasmatische '*° als auch eine nukleare Lokalisation zu finden sind 8. Als mdgliche
Erklarung wird eine Abhangigkeit der subzelluldaren Lokalisation vom metabolischen Status
des untersuchten Gewebes angefiihrt 1°°.

Wu et al. zeigten, dass RRAGC im Zellkern durch die Aktivitat des GTPase aktivierenden
Proteins Folliculin (FLCN) in eine aktive GDP-gebundene Form Ubergeht, was nach seinem
Austritt aus dem Kern als Heterodimer mit RRAGA die Aktivierung von mTORC1 ermdoglicht.
Aktivierende Mutationen in RRAGC konnten den Bedarf an nuklearer Passage vor mTorC1l
Aktivierung umgehen . Dieser Mechanismus ist moglicherweise auf GFP.mRragd S75L
Ubertragbar und konnte ebenfalls ein Grund fir eine geringere nukleare Lokalisation im
Vergleich zu GFP.mRragd WT sein. Experimentell kénnten fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen lebender Zellen und Immunoprézipitationsexperimente nach Zellfraktionierung
angewandt werden, um eine nukledre Translokation und mdgliche mutationsbedingte

Unterschiede bei GFP.mRragd S75L zu untersuchen.

5.3.2. Die IMCD Flp-In Zelllinien zeigen eine Kolokalisation von
mRragd WT und mRragd S75L mit mTor und phospho-mTor

Sancak et al. beschreiben die Aminosaure induzierte Translokation von mTorC1 durch die Rag

GTPasen 7. Nach Stimulation mit Aminosauren zeigt sich eine Ansammilung von mTorCl1 in

der perinukledren Region oder in grof3eren vesikularen Strukturen. Zum Teil sind beide

Formationen gleichzeitig vorzufinden. Fir diese Translokation sind sowohl die Rag Proteine

als auch der Mediator Raptor notwendig “’. Dabei wird den Rag GTPasen die Regulation der

Translokation von mTorC1 zum gleichen Zellkompartiment, in dem sich auch der Aktivator
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Rheb befindet, zugeschrieben. Das GTP bindende Protein Rheb aktiviert die
Proteinkinaseaktivitat von mTorC1. Uber die Relokalisation innerhalb des endomembranéaren
Systems zu perinukleadr gelegenen vesikularen Strukturen kann demzufolge die Aminosaure-

Signalgebung an den Komplex vermittelt werden 7.

Somit war es auch im Rahmen dieser Arbeit interessant, bei Betrachtung der Lokalisation von
mTor bei GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT den Entzug von Aminosauren
einzubeziehen. Dieser sollte durch Herstellung des Nahrmediums flr die Zellen ohne Zugabe
von fetalem bovinem Serum (FBS) imitiert werden. Die Immunfluoreszenzfarbung tber den
Anti-mTor Antikorper bestatigt die Lokalisation von mTor in vesikularen Strukturen um den
Zellkern herum. Es ist eine Kolokalisation von mRragd WT und mRragd S75L sowohl mit mTor
als auch mit phospho-mTor (Serin 2448) sichtbar (Abb. 6). In beiden Féallen war keine
Veranderung durch den Entzug von FBS zu erkennen (nicht dargestellt).

Die Kolokalisation ist gut mit der bekannten Interaktion von Rragd mit mTorC1 vereinbar. Es
ist zu beachten, dass dem Nahrmedium zwar kein FBS hinzugeflgt wurde, dieses aber
dennoch eine gewisse Menge an Aminosduren enthalt. Es ist mdoglich, dass
Lokalisationsanderungen von mTorC1 erst durch den vollstandigen Entzug von Aminosauren
oder Entzug Uber einen anderen Zeitraum sichtbar wéaren. Genauso ist denkbar, dass durch
aktives Hinzufiigen von Aminoséuren Lokalisationsunterschiede bei mTor Aktivierung
erkennbar werden. Hier liel3e sich erneut eine Anfarbung von mTor in phosphorylierter Form
anwenden. Zudem kdnnte eine erhéhte Kolokalisation von mTor mit dem lysosomalen Marker
Lampl auf eine erhdhte mTor Aktivierung bei GFP.mRragd S75L hinweisen. Die Translokation
von mTorC1 zur lysosomalen Membran wird durch die Bindung der Rag GTPasen an Raptor
vermittelt 7’. Besonders auf Grund der erhohten Koprazipitation von Raptor mit GFP.mRragd
S75L (in 5.3.3. diskutiert) ware ein Vergleich der Kolokalisation von mTor mit Lamp1 zwischen

den Zelllinien interessant.

5.3.3. MRragd S75L zeigt eine signifikant erhdhte Anreicherung von
Raptor sowie von Komponenten der V-ATPase und von Ragulator

Zur funktionellen Untersuchung der Variante Rragd S75L wurde das im Folgenden diskutierte
massenspektrometrische Verfahren angewandt. Die Flissigkeitschromatographie mit
Tandem-Massenspektrometrie zielt auf die Identifikation von Unterschieden zwischen
potenziellen Interaktionspartnern von GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT
ab.

Bei der Immunoprazipitation Gber einen Anti-GFP Antikdrper zeigt die statistische Auswertung
eine mit GFP.mRragd S75L gegeniber GFP.mRragd WT signifikant gesteigerte
Koprézipitation verschiedener Proteine (Abb. 7). Die Zuordnung zu Signalwegen der Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) Datenbank gibt auf Grundlage experimentellen
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Wissens Hinweise auf zellulare und fir den Organismus bedeutsame Funktionen 112 113 114 der
im Préazipitat von GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT angereicherten
Proteine. Die Analyse ergibt eine signifikant erhdhte Menge an Proteinen des mTor-
Signhalwegs. Zudem ist eine Anreicherung von Proteinen der biologischen Prozesse oxidative
Phosphorylierung, Bildung synaptischer Vesikel und Sauresekretion im Sammelrohr zu finden
(Abb. 7E). Die Auswertung mit Hilfe der Gene Ontology (GO) Datenbank ermdglicht eine
funktionelle Einordung 1° 110 111 der angereicherten Proteine. Sie zeigt im Bereich der
molekularen Funktionen eine signifikant erhéhte Anreicherung von Proteinen mit Beteiligung
an der ATPase Aktivitat (protonentransportierend, Rotationsmechanismus). Zudem sind als
biologischer = Prozess eine  Anreicherung des  ATP-Hydrolyse  gekoppelten
Protonentransporters sowie als zellulare Komponente eine Anreicherung von Teilen des V-
ATPase Komplexes zu finden. Als weitere zellulare Komponente zeigen sich Bestandteile der
lysosomalen Membran (Abb. 7E).

Besonders interessant und daher hier diskutiert sind Hinweise auf eine signifikant erhdhte
Interaktion von GFP.mRragd S75L mit Raptor und mit Komponenten des V-ATPase sowie des
Ragulator Komplexes (Abb. 7). Die Verfligbarkeit von Aminosauren im lysosomalen Lumen
moduliert die Interaktion der V-ATPase mit dem Rag-Ragulator Komplex .

Rag-
V-ATPase GTPases mTORC1
(active)

— (Gop)

A

Lysosome
Abbildung 8 Schematische Darstellung des V-ATPase-Ragulator-Rag-GTPase-mTORC1 Komplexes.

Quelle: Schlingmann et al., 2021 °. Mit freundlicher Genehmigung von JASN (Journal of the American Society of
Nephrology).

V-ATPase

Bei der vacuolar H*-Adenosintriphosphatase (V-ATPase) handelt es sich um eine durch ATP-
Hydrolyse getriebene Protonenpumpe. Sie ist funktionell an verschiedenen Prozessen wie
Proteindegradation, Membrantransport, Knochenresorption und Tumormetastasierung

beteiligt. Uber Protonentransport entlang der Plasmamembran sowie intrazellularer
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Membranen erzeugt die V-ATPase die Azidifizierung intrazellularer Kompartimente. lhre
Aktivitat wird unter anderem durch reversible Dissoziation ihrer Untereinheiten gesteuert 1%,
Die V-ATPase bildet in Form einer lysosomenassoziierten Maschinerie zur Erfassung
lysosomaler Aminosauren einen wichtigen Aktivator des mTor-Signalwegs 6. Auf ATP-
Hydrolyse in der Doméne V; folgt ein Rotationsmechanismus, welcher die
Protonentranslokation durch die integrale Vo Domane ermdglicht 161 1% Aus diesem Transfer
resultiert die Azidifizierung des lysosomalen Lumens. Die ATP-Hydrolyse sowie die damit
assoziierte Rotation der V-ATPase erwiesen sich als essenziell fur die Vermittlung des
Aminosaure induzierten Signals an die Rag GTPasen %! und somit als Voraussetzung der
anschlieenden mTorC1 Aktivierung.

Die Expression der V-ATPase unterliegt einer komplexen, zum Teil wechselseitigen,
Regulation, unter anderem durch mTorC1 sowie den Transkriptionsfaktor EB (TFEB) %2,
Erhohte Expressionslevel kénnten auf eine Aktivierung des mTor-Signalwegs hinweisen 62,
Weitere Mechanismen, die der hier gezeigten Anreicherung von Komponenten der V-ATPase
zu Grunde liegen kénnten, waren eine verstarkte Bindung von GFP.mRragd S75L an
Komponenten des mTor-Signalwegs sowie eine erhohte Akkumulation der V-ATPase an der
lysosomalen Membran bei GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT, wobei diese
nicht den unmittelbaren Rickschluss auf eine Aktivierung des mTor-Signalwegs erlauben
wirden 1€ 157 Western Blot Analysen und Immunfluoreszenzfarbungen tber gegen die V-
ATPase gerichtete Antikérper konnten auf mutationsbedingte Unterschiede des

Expressionslevels beziehungsweise der intrazellularen Lokalisation hinweisen.

Ragulator

Der Beitrag der V-ATPase zur Aminosaure induzierten mTor Aktivierung wird funktionell
zwischen der Akkumulation von Aminosauren und dem Nukleotidladungsstatus der Rag
GTPasen eingeordnet. Genauer bestehen umfangreiche Aminosaure sensitive Interaktionen
der V-ATPase mit dem Rag-Ragulator Komplex ¢, Bei Ragulator handelt es sich um einen
pentamerischen Komplex bestehend aus den Untereinheiten Lysosomal Adaptor and Mitogen-
activated protein kinase and mTor activator/ regulator (Lamtor) 1, Lamtor 2, Lamtor 3, Lamtor
4 und Lamtor 5. Dabei dient Lamtor 1 der Verankerung des Ragulator Komplexes in der
lysosomalen Membran, wahrend Lamtor 2/ 3 und Lamtor 4/5 jeweils als Heterodimer vorliegen
157156 164 Eynktionell interagiert Ragulator mit den Rag GTPasen und rekrutiert sie Uber
Bildung des Rag-Ragulator Komplexes zur lysosomalen Membran. Dies stellt einen
essenziellen Schritt der Aminosaure induzierten Aktivierung von mTorCl dar %6 165
GFP.mRragd S75L zeigt in der Massenspektrometrie eine signifikant erhdhte Anreicherung
von Lamtor 2, Lamtor 3 und Lamtor 5 als Teile des Ragulator Komplexes (Abb. 7). Dieses

Ergebnis ware Uber die Bildung des Rag-Ragulator Komplexes als Voraussetzung zur mTorC1
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Aktivierung mit der Hypothese einer mutationsbedingten Uberaktivierung des mTor-
Signalwegs ° vereinbar. Diese Vermutung unterstiitzend zeigt sich eine Anreicherung von

Regulator associated Protein of mTor (Raptor) als Teil von mTorC1 (Abb. 7).

Raptor

Innerhalb von mTorC1 spielt Raptor durch die Beteiligung an essenziellen Vorgangen wie der
Zusammensetzung und Stabilisierung des Komplexes sowie der Substraterkennung eine
entscheidende Rolle 6. Die Bindung der Rag GTPasen an Raptor bewirkt die Translokation
von mTorC1l an die lysosomale Membran, um dort die aktivierende Interaktion von mTorC1
mit Rheb zu ermdglichen 7. Passend zu der erhOhten Koprazipitation von Raptor mit
GFP.mRragd S75L war in Vorarbeiten eine erhthte Koprazipitation von Raptor mit RRAGD
S76L in HEK293T-Zellen erkennbar °. Unter Verwendung der hier erstellten Zelllinien konnte
ein analoges Koimmunoprazipitationsexperiment unter Einbezug von
Aminosaureverflgbarkeit weiteren Aufschluss Uber eine verstarkte Bindung von GFP.mRragd
S75L an Raptor bieten.

Der Nukleotidstatus der Rag GTPasen ist von hoher Bedeutung

Interaktionen der Rag GTPasen mit ihren Effektoren wie Raptor unterliegen einem
modulatorischen Effekt dynamischer Rearrangements der N-terminalen GTPase Doméne (G-
Domane) 1%. Rotationen der G-Doméane scheinen eine Bindungsstelle fir mTorC1 am Rag
Heterodimer freizulegen % 167, Sie werden als direkte Folge der GTP-Hydrolyse interpretiert,
was einer nukleotidabhéangigen Konformationsanderung der Rag Proteine entspricht 1°. Diese

Anderungen sind Voraussetzung fur die Bindung der Rag GTPasen an mTorC1 .

Innerhalb der Zelle agieren die Rag GTPasen in Form von Heterodimeren bestehend aus Rag
A oder B in Kombination mit Rag C oder D 68, Strukturelle Daten wiesen darauf hin, dass nur
RagA®™/ RagCC®®? an mTorC1 binden kann °, Aktuellere Arbeiten legen allerdings nahe,
dass dem Nukleotidbindungsstatus von RagA und RagB bei der Rekrutierung von mTorC1 zur
lysosomalen Membran eine héhere Bedeutung als dem Nukleotidbindungsstatus von RagC
und RagD zukommt 17° 77, Dieser spielt dagegen eine entscheidende Rolle fiur die Rekrutierung
von mTorCl Substraten im Rahmen des ,non-canonical® mTor-Signalwegs (im Verlauf
diskutiert) 1© 11, Der Regulation des Nukleotidbindungsstatus dienen GTPase aktivierende
Proteine (GAPs) wie Folliculin (FLCN) 172 173 174 gowie guanine nucleotide exchange factors
(GEFs) wie Ragulator 7 175, Es wird vermutet, dass eine konformationelle Anderung zwischen
der V-ATPase und Ragulator die Aktivitat von Ragulator als GEF moduliert 176 161 157 Somit
haben die V-ATPase und Ragulator regulatorischen Einfluss auf den Nukleotidbindungsstatus
der GTPasen.
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Einfluss der Variante RRAGD S76L auf die Nukleotidbindungsstelle

Alle als fur die ADKH-RRAGD urséchlich identifizierten Varianten betreffen evolutionar
unveranderte Aminosaurereste in Guanyl-Nukleotid Bindungsstellen, die in den kleinen
GTPasen hoch konserviert sind °. Somit beeinflussen sie die G-Doméne, deren grundlegende
Bedeutung fur den Nukleotidstatus oben beschrieben wird. Die Mutationen finden sich unter
anderem in den Aminosauren Serin 76, Threonin 97 und Prolin 119 von RRAGD. Diese sind
alle in Motiven lokalisiert, die Interaktionen mit der Phosphateinheit der Nukleotide vermitteln
9.

RRAGC Ser75Tyr konnte als neu entdeckte de novo missense Mutation als Ursache einer
idiopathischen DCM identifiziert werden !’’. Die Variante bewirkt eine Stoérung der
Ligandeninteraktion der G-Domé&ne. Es zeigt sich ein konformationeller Anstieg des GDP
gebundenen Status !’’. Dieser Zustand passt zu der auf zellularer Ebene beobachteten
partiellen Insensitivitat der mTorC1 Aktivierung gegenuber Aminoséuredeprivation bei RRAGC
Ser75Tyr 177,

Dieser Mechanismus lasst sich moglicherweise auf die funktionellen Auswirkungen von
RRAGD S76L lbertragen. In Anbetracht der hohen Ubereinstimmung der Nukleotidsequenzen
von RagC und RagD und des bei murinem Rragd S75L betroffenen korrespondierenden
Aminosaurerests sowie des Ubereinstimmenden Phanotyps der DCM ware es denkbar, dass
auch bei der Variante Rragd S75L ein Anstieg des GDP gebundenen Zustands eine erhdhte
Aktivitat von mTorC1 bewirkt. Untermauert wird diese Hypothese durch die vielfach belegte

Bedeutung des Nukleotidbindungsstatus der GTPasen fir ihre Interaktion mit mTorC1.

Zu einem spateren Zeitpunkt konnten Sambri et al. in der Tat einen analogen
Pathomechanismus fir die ADKH-RRAGD erarbeiten 1’8, Fiir eine weitere neu identifizierte
Variante von RRAGD als Ursache der ADKH-RRAGD und fur die bekannten Varianten °
konnte anhand von in silico Daten die Unfahigkeit der RRAGD Varianten zur Bindung von GTP
vorhergesagt werden 178, Damit befinden sich die RRAGD Varianten vorzugsweise in einem
GDP gebundenen oder nukleotidfreien Zustand, welcher mit konstitutiver Aktivierung des
Proteins einhergeht. Die hier gezeigte Anreicherung von Ragulator und Raptor im Ko-
Prazipitat von GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT sind gut mit diesem
Befund vereinbar, da Ragulator bevorzugt an nukleotidfreie Rag GTPasen bindet ¥ und eine
starkere Interaktion von Raptor mit aktiven Formen der GTPasen als mit inaktiven Formen

beschrieben wurde 77 167 179 180,

Sambri et al. belegen die Auto-Aktivierung der RRAGD Varianten, indem sie zeigen, dass

diese unabhangig von der Aktivitat des GTPase aktivierenden Proteins Folliculin (FLCN) mit
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dem Transkriptionsfaktor EB (TFEB) interagieren 78, Dartiber bewirken sie eine konstitutive
Phosphorylierung  der  Microphthalmia  family = Transkriptionsfaktoren  (MiT-TFE)
Transkriptionsfaktor EB (TFEB) und E3 (TFE3) durch mTorC1. Dies fuhrt zu einer Inhibition
der nuklearen Lokalisation und Aktivitat der MiT-TFE als ,Master-Regulatoren® lysosomaler
Biogenese und Autophagie 8. Hierbei handelt es sich um den ,non-canonical® mTor-
Signalweg, welcher die selektive mTorC1 vermittelte Phosphorylierung und zytoplasmatische
Retention der Transkriptionsfaktoren EB und E3 beschreibt 178 10, Einvernehmlich damit zeigte
die Expression der pathogenetischen RRAGD Varianten in der Arbeit von Sambri et al. keinen
Effekt auf die Phosphorylierung der S6 Kinase (S6K) als Substrat des klassischen (,canonical”)
mTor-Signalwegs. Zudem zeigten Sambiri et al. eine regelhafte Dissoziation von mTorC1 von
Lysosomen nach Aminosauredeprivation 8. Auch im Rahmen dieser Arbeit waren weder
unter regularen Bedingungen noch nach Entzug von FBS Lokalisationsunterschiede von mTor
bei GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT erkennbar (vergleiche 5.3.2.). Dieses
Ergebnis ist vereinbar mit der zentralen Rolle des non-canonical mTor-Signalwegs fir die
Pathogenese der ADKH-RRAGD im Gegensatz zur initial vermuteten Kkonstitutiven
Uberaktivierung des canonical mTor-Signalwegs °.

Der genaue Pathomechanismus der durch RRAGD S76L bedingten Hypomagnesiamie ist
bislang nicht vollstandig verstanden. In Vorarbeiten konnte die Expression von Rragd im
aufsteigenden Teil der Henle Schleife (TAL, thick ascending limb) sowie in der pars convoluta
des distalen Tubulus (DCT, distal convoluted tubule) nachgewiesen werden °. Im TAL werden
50% bis 70% des filtrierten Magnesiums Uber den Claudin 16/ Claudin 19 Komplex parazellular
rickresorbiert ° 182,

Die Rolle des mTor-Signalwegs fur die Tubulusphysiologie ist Gegenstand aktueller
Forschung. Bisherige Arbeiten beschaftigen sich Uberwiegend mit Effekten einer
Herunterregulation des mTor-Signalwegs auf das Tubulussystem ° 75 182 Hier konnten die
Beeintrachtigung tubulérer Transportprozesse sowie Veranderungen in der Expression des
Magnesiumkanals TRPM6 im DCT bei mTor Inhibition gezeigt werden ° 183, Auffallig ist, dass
nicht mTor Aktivierung, sondern mTor Inhibition mit Hypomagnesiamie assoziiert war 184 185,
Interessanterweise wurde im Rahmen dieser Arbeit eine erhéhte Koprazipitation von Claudin
3 mit GFP.mRragd S75L im Vergleich zu GFP.mRragd WT nachgewiesen (Abb. 7). Claudin 3
gilt als ein tight junction Protein, welches die lonenpermeabilitat der parazellularen Barierre in
Epi- und Endothelien beeinflusst 8. Claudin 3 wird eine Interaktion mit Claudin 16 und Claudin
19 zugeschrieben 87, Der Claudin 3/ Claudin 16/ Claudin 19 Komplex gilt als Ort der
Reabsorption divalenter Kationen wie Magnesium im TAL 188 187,

Wie RagD den Elekrolyttransport im Tubulussystem reguliert und ob dabei eine durch mTorC1

vermittelte oder eine direkte Intervention an Claudin 3/ Claudin 16/ Claudin 19 tight junctions

77



eine Rolle spielt 73, ist bislang unklar und bedarf weiterer Untersuchungen. Veranderungen der
Expressionslevel oder Lokalisationsédnderungen von Claudin 3 bei GFP.mRragd S75L kdnnten
unter Verwendung der hier erstellten Zelllinien durch Western Blot Analysen oder

Immunfluoreszenzfarbungen nachgewiesen werden.

Zusammenfassend bieten die hier erhobenen Daten Einblick in die Auswirkungen der Variante
Rragd S75L. Die mutationsbedingt verdnderte Nukleotidbindungsstelle als zentrale Ursache
einer Uberaktivierung des non-canonical mTor-Signalwegs stellt eine mogliche Erklarung der
vermehrten Anreicherung der Komponenten des mTor-Signalwegs bei GFP.mRragd S75L im
Vergleich zu GFP.mRragd WT dar.

Die ADKH-RRAGD ist ein Beispiel fur die weitreichenden Folgen genetisch bedingter
Nierenerkrankungen. Die komplexe Pathogenese unterstreicht die prazise gesteuerten
Mechanismen, die unter physiologischen Umstanden zur Erhaltung der Homoostase des
gesamten Organismus notwendig sind. Daraus ergibt sich eine Vielzahl neuer
Forschungsfragen, die es in Zukunft zu adressieren gilt.
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7. Anhang

7.1  Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 SRC phosphoryliert FC3824974 an Tyrosin 3992. Die Mutationen der Tyrosine von
FC haben keinen Einfluss auf die Abschwéachung der SRC induzierten STAT3 Aktivierung
o U] o T = OSSO PSSP RO PSR 47
Abbildung 2 DZIP1L bildet Proteinkomplexe mit STAT3 und SRC..............oevviiiiiiiiiiiiiniiinnns 48
Abbildung 3 DZIP1L hat keinen Effekt im STAT3 Luciferase Assay. SRC Expression
vermindert die DZIP1L Expression unabhangig von der Kinaseaktivitat. SRC Expression oder
mFC3472-4074 Expression vermindern die DZIP1L Expression- dabei zeigt sich ein additiver
1= SRR UR P UPUPPRRPRR 50
Abbildung 4 Erstellung von IMCD Flp-In Zelllinien mit GFP.mRragd WT, GFP.mRragd S75L
oder GFP.GFP in stabiler EXPreSSION. .....ciiiiii ittt e e e e e 52
Abbildung 5 Die IMCD Flp-In Zelllinien zeigen GFP.mRragd WT oder GFP.mRragd S75L in
= o] [=T g St o (=E1= (o] o PSSP 53
Abbildung 6 Die IMCD Flp-In Zelllinien zeigen eine Kolokalisation von GFP.mRragd WT und
GFP.mRragd S75L mit mTor und mTor in phosphorylierter Form............cccoooeiiii, 55
Abbildung 7 Die Proben der Zelllinie GFP.mRragd S75L zeigen eine signifikant erhghte
Anreicherung von Raptor sowie Komponenten des V-ATPase und des Ragulator Komplexes.

Abbildung 8 Schematische Darstellung des V-ATPase-Ragulator-Rag-GTPase-mTORC1
K OIMIDIEXES. ettt 73
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