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Zusammenfassung |

Zusammenfassung

Die diabetische Nephropathie ist der fihrende Grund fir die Entstehung einer terminalen
Niereninsuffizienz in industrialisierten Landern und tritt mit einer Pravalenz von 30-40% bei
Patienten mit Diabetes mellitus auf. Eine genomweite Assoziationsstudie identifizierte das
FRMD3 Gen, welches flr das Protein 4.10 kodiert, als ein Kandidatengen flr die diabetische
Nephropathie. Auch Untersuchungen an Zebrafischen mit einer Deletion des 4.10 Orthologs
zeigten, dass der Verlust des 4.10 Orthologs zu einer abnormalen Podozytenfunktion mit
groRRer Proteinurie fiihrten. Das Protein 4.10 ist ein Mitglied der Proteinfamilie 4.1. Bei den
Mitgliedern der Proteinfamilie 4.1 handelt es sich um Adapterproteine zwischen Membran-
proteinen und dem subkortikalen Aktin-Zytoskelett sowie Organisatoren des Zytoskelettes.
Ein Expressionsnachweis des Proteins 4.10 gelang bislang nur aus Normalgewebe des
Ovars und aus fetalem Skelettmuskel, Thymus und Gehirn.

Um die Rolle des Proteins 4.10 fir die Funktion des Podozyten in vitro zu untersuchen, wur-
de eine konventionelle PCR zur Detektion des 4.10 Transkripts aus humanem Nierengewe-
be, humanen Podozyten und HEK293T-Zellen sowie Co-Immunoprazipitationen, Biotin-
Assays und Pulldown-Assays cotransfizierter HEK293T-Zellen durchgefiihrt.

Mit der vorliegenden Arbeit gelang es erstmalig, die Expression des Proteins 4.10 in der
humanen Niere und humanen Podozyten nachzuweisen. Weiterhin konnten Interaktionen mit
bekannten Proteinen der glomerularen Schlitzmembran wie Nephrin, NEPH1 und GLEPP1
sowie Interaktionen mit bekannten Proteinen des podozytaren Zytoskelettes wie Aktin und
IQGAP1 nachgewiesen werden. In Funktionsstudien zeigte sich, dass das Protein 4.10 unter
hyperosmolaren Bedingungen die Interaktion zwischen Nephrin und B-arrestin2 hemmte und
keinen Einfluss auf die Endozytose von Nephrin hatte. Des Weiteren schwachte das Protein
4.10 unter hyperosmolaren Bedingungen die Interaktion zwischen Nephrin und Nck2 und
verminderte die Phosphorylierung der Tyrosine Y1217, Y1176 und Y1193 von Nephrin.

Das Protein 4.10 konnte somit als ein neues Adapterprotein des Podozyten identifiziert wer-
den, welches vermutlich ebenfalls eine lokale Organisation des Zytoskelettes Gbernehmen
konnte. Es scheint nicht nur eine Bedeutung fur die glomerulare Schlitzmembran einerseits
und das podozytare Zytoskelett andererseits zu haben, sondern ist vielmehr verantwortlich
fur die strukturelle und funktionelle Verbindung zwischen beiden Anteilen. Die Interaktion mit
IQGAP1 lie zudem auf eine Rolle in der Zellmigration schliefen. Im Bezug auf die glome-
rulare Schlitzmembran besall das Protein 4.10 unter hypersomolaren Bedingungen eine
protektive Funktion, da es die Interaktion von Nephrin und B-arrestin2 verminderte, die Funk-

tion von Podocin ersetzte und keinen Einfluss auf die Endozytose von Nephrin hatte.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die glomeruldre Filterbarriere

Die Hauptaufgaben der Nieren sind die Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen sowie die
Regulation des Volumen-, Elektrolyt-, Mineral- und Saure-Base Haushaltes und des Blut-
drucks. Die Nieren bestehen aus etwa 2 Millionen Nephronen, die wiederum je aus einem
Glomerulum und dem dazugehdrigen Tubulussystem gebildet werden. Das Glomerulum ist
ein Kapillarknaul, welches von der Bowman-Kapsel umgeben ist. Es stellt den Ort der Filtra-
tion von ca. 180 | zell- und albuminfreier Plasmaflissigkeit (Primarharn) pro Tag dar. Im
nachfolgenden Tubulussystem erfolgt sowohl die Resorption des filtrierten Wassers und der
darin gelosten Stoffe als auch die Sekretion bestimmter Stoffe in das Tubulussystem, so
dass am Ende ca. 1,5 | Endharn/Tag erzeugt werden (Lullmann-Rauch 2006, Schmidt 2007).
Die Aufgabe des Glomerulums als Filterbarriere ist es somit, den Verlust von Plasmaprotei-
nen Uber den Urin zu verhindern. Die Selektion der filtrierten Makromolekule erfolgt zum ei-
nen anhand der GroRRe, zum anderen anhand der Form und elektrischen Ladung (Rennke
and Venkatachalam 1977). Dabei werden negativ geladene Molekile starker zurlickgehalten
als neutrale oder positiv geladene Molekile (Chang, Deen et al. 1975, Bohrer, Baylis et al.
1978, Rennke, Patel et al. 1978). Die glomerulare Filterbarriere an sich ist dabei aus drei
Schichten aufgebaut: fenestriertes Kapillarendothel, glomerulare Basalmembran und podo-
zytare FuBfortsatze mit der glomerularen Schlitzmembran (Arkill, Qvortrup et al. 2014).

Das Endothel der glomerularen Kapillaren ist fenestriert (70-100 nm Durchmesser) und be-
sitzt eine Glykokalix aus negativ geladenen Sialoproteinen und Proteoglykanen (Avasthi and
Koshy 1988). Jeansson und Haraldsson konnten 2006 zeigen, dass ein Verlust der endothe-
lialen Glykokalix zu einer verminderten Ladungsselektivitat fihrt (Jeansson and Haraldsson
2006).

Dem Endothel liegt als nachste Schicht des glomerularen Filters die glomerulare Basal-
membran (GBM) an. Sie wird vornehmlich aus vernetztem Kollagen Typ IV (Kefalides 1971)
und Laminin gebildet. Kollagen Typ IV und Laminin werden wiederum tber Nidogen unter-
einander vernetzt (Aumailley, Wiedemann et al. 1989). Des Weiteren sind die Heperansulfat-
Proteoglykane Perlecan und Agrin fir eine negative Ladung der GBM verantwortlich und
fuhren so zu einer Ladungsselektivitat (Kanwar and Farquhar 1979, Groffen, Ruegg et al.
1998).

Zahlreiche Studien und Reviews schreiben jedoch die entscheidende Rolle in der Funktion
des glomerularen Filters der dritten Schicht zu. Diese wird durch Podozyten gebildet, zwi-
schen deren Ful¥fortsatzen sich die glomerulare Schlitzmembran befindet (Daniels 1993,

Drumond and Deen 1994, Pavenstadt, Kriz et al. 2003, Haraldsson and Sorensson 2004,
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Tryggvason, Patrakka et al. 2006). Edward et al. zeigten 1999, dass die glomerulare
Schlitzmembran hauptsachlich fir die GroRenselektivitat verantwortlich ist (Edwards, Daniels
et al. 1999). Die Filtration groRRerer Proteine wie Ferritin wird zwar bereits durch die glome-
rulare Basalmembran begrenzt, die glomeruldre Schlitzmembran verhindert jedoch den
Ubertritt kleinerer Proteine wie beispielsweise Albumin und stellt somit die finale groRense-
lektive Barriere dar (Farquhar, Wissig et al. 1961, Graham and Karnovsky 1966,
Venkatachalam, Cotran et al. 1970). Ebenso wie die Endothelzellen sind auch die Podozyten
von einer anionischen Glykokalix bedeckt, die zusatzlich fir eine Ladungsselektivitat sorgt
(Kerjaschki, Sharkey et al. 1984). Da sowohl der Podozyt als auch die glomerulare Schlitz-
membran fiir diese Arbeit von besonderer Bedeutung sind, werden Aufbau und Funktion im

Folgenden genauer beschrieben.

1.2 Der Podozyt

Podozyten sind hochdifferenzierte epitheliale Zellen, deren Zellkérper der glomerularen Ba-
salmembran anliegen und in den Harnraum des Glomerulums hinein ragen (McGregor
1929). Sie entsenden primare Fortsatze, die sich um die glomerularen Kapillaren schlingen
und wiederum zahlreiche sekundare Fulfortsdtze bilden. Die sekundaren Fuldfortsétze der
benachbarten Podozyten verzahnen sich fingerartig miteinander, so dass nur schmale
Schlitze zwischen den Ful¥fortsdtzen verbleiben (Arakawa 1971). Hier bilden extrazelluléare
Strukturen die glomerulare Schlitzmembran aus (Rodewald and Karnovsky 1974). Der Podo-
zyt wird in drei Bereiche eingeteilt: die basale, die apikale/luminale und die laterale Memb-
randomane (Kerjaschki 2001, Pavenstadt, Kriz et al. 2003).

Im Bereich der basalen Membrandomane ist der Podozyt Uber Komplexe aus verschiedenen
Adhasionsproteinen mit der GBM vernetzt (Kerjaschki 2001). Ein wichtiges Beispiel ist das
Protein Integrin asB4, welches die GBM Uber cytoplasmatische Proteine wie Paxillin, Talin
und Vinculin an das Aktin-Zytoskelett des Podozyten bindet (Drenckhahn and Franke 1988,
Kerjaschki, Ojha et al. 1989). Ein weiteres Beispiel sind die Dystrophin-Glykoprotein-
Komplexe. Laminine der GBM werden Uber Dystroglykan und Utrophin an das Aktin-
Zytoskelett gebunden (Raats, van den Born et al. 2000).

Im Bereich der lateralen Membrandomane bildet sich die glomeruldre Schlitzmembran aus
und stellt eine Trennline zwischen basalem und apikalem Bereich des Podozyten dar
(Rodewald and Karnovsky 1974).

Die apikale/luminale Membrandomane ist von einer anionischen Glykokalix aus Sialoprotei-
nen und Proteoglykanen, wie beispielsweise Podocalyxin und Podoendin bedeckt (Huang
and Langlois 1985, Sawada, Stukenbrok et al. 1986).
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Die beschriebenen Zusammenhange sind in Kapitel 1.2.2 Das podozytdre Zytoskelett mit
einer Abbildung veranschaulicht (Abb. 3).

1.2.1  Die glomerulére Schlitzmembran

Das erste Modell zum Aufbau der glomerularen Schlitzmembran entstand bereits 1974 durch
die Untersuchungen von Rodewald und Karnovsky. Sie beschrieben die Schlitzmembran als
eine pordse, reilverschlussahnliche Struktur zwischen den Fufdfortsatzen der Podozyten.
Die Poren der Schlitzmembran wurden auf eine Gréfke von 4 x 14 nm geschéatzt und lagen
damit unter der GréfRe von Albumin (Rodewald and Karnovsky 1974). Heutzutage geht man
davon aus, dass die glomerulédre Schlitzmembran ein hochspezialisierter, interzellularer Zell-
kontakt ist, der aus einem dynamischen Multiproteinkomplex zwischen den gegeniberlie-
genden Ful¥fortsatzen gebildet wird (Abb. 1). Die Organisation der Schlitzmembran scheint
darlber hinaus durch ein intrazellulares Signalnetzwerk zu funktionieren, an dem eine Viel-
zahl unterschiedlicher Proteine als Adapter zum Aktin-Zytoskelett des Podozyten oder als
Signalmolekile beteiligt sind (Benzing 2004, Huber and Benzing 2005, Tryggvason,
Patrakka et al. 2006).

Ein grundlegendes Protein der Schlitzmembran ist Nephrin. Man geht davon aus, dass die
extrazelluldaren Anteile von Nephrin im zentralen Bereich der Schlitzmembran Uberlappen
und interagieren. Seitlich des zentralen Bereiches bilden sich so Poren zwischen den be-
nachbarten Nephrinmolekiilen eines Podozyten, durch die eine Filtration stattfindet
(Tryggvason 1999, Khoshnoodi, Sigmundsson et al. 2003). Aufterdem wurden fortlaufend
weitere Proteine identifiziert, die an der Bildung der glomerularen Schlitzmembran beteiligt
sind. Zu ihnen gehdren unter anderem Proteine wie NEPH1,-2 und -3, CD2AP, Zonula Oc-
cludens 1 (ZO-1), P-Cadherin, Podocin, und FAT1 (Schnabel, Anderson et al. 1990, Reiser,
Kriz et al. 2000, Inoue, Yaoita et al. 2001, Shih, Li et al. 2001, Roselli, Gribouval et al. 2002,
Gerke, Huber et al. 2003, Sellin, Huber et al. 2003, Gerke, Sellin et al. 2005). Bei der Scha-
digung des Podozyten, Storung des Komplexes der glomerularen Schlitzmembran oder Ver-
lust einzelner Proteine kommt es zu einer verminderten Integritat des Filters mit Verlust von
Plasmaproteinen ber den Urin (Laurens, Battaglia et al. 1995, Kestila, Lenkkeri et al. 1998,
Donoviel, Freed et al. 2001). Vor allem die verminderte Expression von Nephrinmolekiilen
auf der Oberflache des Podozyten scheint eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von
Glomerulopathien mit Proteinurie zu spielen (Furness, Hall et al. 1999, Patrakka,
Ruotsalainen et al. 2001, Kim, Hong et al. 2002). Das Symptom der Proteinurie ist somit in
erster Linie ein Kennzeichen fir eine Schadigung des Podozyten und der glomerularen

Schlitzmembran und ein prognostischer Marker fir den Verlauf einer Nieren-erkrankung
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(Peterson, Adler et al. 1995). Des Weiteren geht eine Proteinurie mit einem erhohten kardi-
ovaskularen Risiko und einer erhéhten Gesamtmortalitat einher (Kalaitzidis and Bakris 2009,
Klausen, Parving et al. 2009).

Die verschiedenen Proteine der glomerularen Schlitzmembran haben fur diese Arbeit eine

besondere Relevanz, weshalb sie im Folgenden ausfiihrlich besprochen werden.

Pl prirLedses

Abb. 1: Darstellung des Proteinkomplexes, welcher die glomeruldre Schlitzmembran bildet.

Die glomerulare Schlitzmembran ist ein hochspezialisierter, interzellularer Zellkontakt, der aus einem dynami-
schen Multiproteinkomplex zwischen den gegenuberliegenden Ful¥fortsatzen gebildet wird. Die extrazellularen
Anteile von Nephrin Uberlappen und interagieren im zentralen Bereich der Schlitzmembran. Seitlich des zentralen
Bereiches bilden sich so Poren zwischen den benachbarten Nephrinmolekiilen eines Podozyten, durch die Filtra-
tion stattfindet. Die intrazellularen Anteile sind Uber Adapterproteine mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden. Neben
Nephrin sind weitere Proteine wie zum Beispiel Neph1 und 2, FAT1 und 2, P-Cadherin, CD2AP, ZO1 und Po-
docin an der Bildung der Schlitzmembran beteiligt. (Quelle: Tryggvason, K., Patrakka, J. & Wartiovaara, J. 2006.
Hereditary proteinuria syndromes and mechanisms of proteinuria. N Engl J Med, 354, 1387-401; Reproduced with

permission from (scientific reference citation), Copyright Massachusetts Medical Society)

1.2.11 Die Proteine der glomerularen Schlitzmembran

1.2.1.1.1 Das Protein Nephrin

Kestila et al. identifizierten 1998 das NPHS1-Gen auf Chromosom 19q13.1, welches fir
Nephrin codiert und legten so einen wichtigen Grundstein fir das Verstandnis der glomerula-
ren Schlitzmembran (Kestila, Lenkkeri et al. 1998). Autosomal-rezessiv vererbte Mutationen

im NPHS1-Gen fihren zum kongenitalen nephrotischen Syndrom vom finnischen Typ (syn.
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NPHS1) und damit zu massiver intrauteriner Proteinurie, dem Vollbild eines nephrotischen
Syndroms bereits kurz nach der Geburt und einer Letalitat innerhalb der ersten zwei Lebens-
jahre (Huttunen 1976, Kestila, Lenkkeri et al. 1998). Es folgten daraufhin Untersuchungen,
die zeigen konnten, dass Nephrin in der Niere ausschlief3lich von Podozyten exprimiert wird
und im Bereich der glomerularen Schlitzmembran lokalisiert ist (Holthofer, Ahola et al. 1999,
Holzman, St John et al. 1999, Ruotsalainen, Ljungberg et al. 1999). Patrakka et al. fanden
bei ihren Untersuchungen an 46 Patienten mit NPHS 1 Mutation einen Verlust von funktionel-
lem Nephrin, wodurch keine normal ausgebildete Schlitzmembran nachweisbar war. Zudem
waren die podozytaren Fulifortsatze verschmolzen (Patrakka, Kestila et al. 2000).

Seither konnte Nephrin als ein 185 kDa schweres Typ | Transmembranprotein aus der Im-
munglobulin-Superfamilie beschrieben werden. Nephrin besteht aus einer kurzen C-
terminalen zytoplasmatischen Domane, einer transmembranaren Domane und einer N-
terminalen extrazellularen Domane, die wiederum aus acht IgG-ahnlichen Domanen und
einer proximal gelegenen Fibronektin Typ lll-dhnlichen Doméane besteht (Kestila, Lenkkeri et
al. 1998, Holzman, St John et al. 1999, Tryggvason 1999, Tryggvason, Patrakka et al. 2006).
Die extrazellularen Domanen der gegentberliegenden Nephrinmolekiile interagieren dabei
homophil miteinander und bilden so die Grundstruktur der glomerularen Schlitzmembran
(Gerke, Huber et al. 2003, Khoshnoodi, Sigmundsson et al. 2003). Der zytoplasmatische
Anteil umfasst den Aminosaurebereich von 1087-1241. Es finden sich insgesamt neun Tyro-
sine, die durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung als Bindungsstellen fiir intrazellu-
lare Adapterproteine und Signalmolekule dienen und dadurch intrazellulare Signal-kaskaden

beeinflussen (Benzing 2004).

1.2.1.1.2 Die Proteinfamilie NEPH

Die NEPH (Kind of IRRE-like protein 1)- Proteinfamilie umfasst die Transmembranproteine
NEPH1, NEPH2 und NEPH3 (syn. Filtrin). Sie weisen strukturelle Ahnlichkeiten zu Nephrin
auf und bestehen aus einer kurzen C-terminalen intrazelluldaren Doméne aus etwa 198-235
Aminosauren, einer transmembranaren Domane und einer N-terminalen extrazellularen Do-
mane, die wiederum aus finf IgG-ahnlichen Domanen aufgebaut ist. Sellin et al. konnten die
Expression aller 3 Formen in der humanen Niere und humanen Podozyten nachweisen
(Sellin, Huber et al. 2003). Fir NEPH1 und 2 konnte je eine Homodimerisierung im Bereich
der extazellularen Domane nachgewiesen werden, jedoch findet sich keine Interaktion zwi-
schen NEPH1 und NEPH2 miteinander. Dartber hinaus bilden NEPH1 und 2 Heterodimere

mit den extrazellularen Anteilen von Nephrin und sind Bestandteil der glomerularen Schlitz-
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membran. Die Rolle von NEPH3 ist bisher ungeklart (Gerke, Huber et al. 2003, Gerke, Sellin
et al. 2005).
Ein weiteres Indiz fur die Bedeutung der NEPH-Familie flr die glomerulare Schlitzmembran
lieferte Donoviel 2001, indem er zeigte, dass NEPH1 -/- knockout-Mause eine deutliche Pro-
teinurie und erhohte perinatale Letalitdt gegentber der Kontrolle aufwiesen (Donoviel, Freed
et al. 2001).

1.2.1.1.3 Das Protein Podocin

Boute et al. identifizierte das 42 kDa schwere Protein Podocin, welches der Stomatin-
Proteinfamilie angehdrt. Typisch fir diese integralen Membranproteine ist ihre haarnadel-
ahnliche Struktur, bei der sich sowohl das N-terminale als auch das C-terminale Ende intra-
zellular befinden (Boute, Gribouval et al. 2000). Podocin wird durch das NPHS2-Gen auf
Chromosom 1g25-q31 codiert. Autosomal-rezessive Mutationen in diesem Gen fiihren zu
einer Unterform des hereditaren steroid-resistenten nephrotischen Syndroms. Die Patienten
entwickeln eine Proteinurie unmittelbar nach der Geburt und im Verlauf ein nephrotisches
Syndrom mit Progredienz bis zur terminalen Niereninsuffizienz (Fuchshuber, Jean et al.
1995, Boute, Gribouval et al. 2000).

Weiterhin konnte durch Roselli et al. 2002 gezeigt werden, dass Podocin in der lateralen
Membrandoméane des Podozyten, also im Bereich der Ansatzstelle der Schlitzmembran, ex-
primiert wird (Roselli, Gribouval et al. 2002). Podocin ist dabei im Bereich von lipid rafts®
lokalisiert (Schwarz, Simons et al. 2001). Lipid rafts sind spezialisierte Mikrodomanen der
Zellmembran, die eine spezielle Lipidzusammensetzung aufweisen und so eine Umgebung
fur wichtige zellulare Prozesse zur Verfugung stellen (Kurzchalia and Parton 1999, Smart,
Graf et al. 1999).

Podocin interagiert mit Proteinen wie Nephrin, CD2AP (Schwarz, Simons et al. 2001) und
NEPH1 (Sellin, Huber et al. 2003) und hat eine entscheidende Funktion in der intrazellularen
Signaltransduktion und Regulation der Schlitzmembran. Huber et al. zeigten 2003, dass Po-
docin Nephrin in den Bereich der lipid rafts rekrutiert und dadurch entscheidend fiir die Sig-
nalfunktionen von Nephrin ist (Huber, Simons et al. 2003). Podocin hat damit einen wesentli-
chen Anteil an der dynamischen Regulation der Schlitzmembran. Die Bindungsstelle fir die
Podocin/Nephrin Interaktion liegt im Bereich der Aminosauren 1183-1208 von Nephrin
(Quack, Rump et al. 2006).
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1.21.1.4 Das Protein B-arrestin2

Das 46 kDa schwere Protein B-arrestin2 ist eines der vier Mitglieder der Arrestinfamilie. Ne-
ben B-arrestin1 und B-arrestin2 existieren noch visual-arrestin und cone-arrestin. Wahrend
visual arrestin und cone arrestin nur in der Retina und der Glandula pinealis vorkommen
(Shinohara, Dietzschold et al. 1987, Craft, Whitmore et al. 1994, Smith 1996), werden die [3-
arrestine ubiquitar exprimiert (Lohse, Benovic et al. 1990, Attramadal, Arriza et al. 1992). Die
B-arrestine sind unter anderem bekannt fur ihre Interaktion mit G-Protein gekoppelten 7-
Transmembrandoméanen-Rezeptoren und fihren zu deren Desensibilisierung und Clathrin
vermittelten Endozytose (Lohse, Benovic et al. 1990, Attramadal, Arriza et al. 1992, Laporte,
Oakley et al. 1999, Claing, Chen et al. 2001).

Quack et al. konnten 2006 erstmals den Nachweis einer Expression von (-arrestin2 in hu-
manen Podozyten erbringen und zeigten eine Interaktion von B-arrestin2 mit Nephrin. Die
Bindungsstelle fiir B-Arrestin2 an Nephrin liegt dabei zwischen den Aminosauren 1120-1125
(TGERDT) von Nephrin. Zusatzlich scheint die Aminosaduresequenz 1177-1208 durch die
Phosphorylierung des Tyrosins 1193 von Nephrin eine regulatorische Funktion fur die Inter-
aktion mit B-arrestin2 zu haben. B-arrestin2 konnte als ein entscheidender Bestandteil in der

Regulation der Schlitzmembran beschrieben werden (Quack, Rump et al. 2006).

1.2.1.1.5 Das Protein GLEPP1

Das 134 kDa schwere Protein GLEPP1 (glomerular epithelial protein 1 oder Ptpro) ist eine
Rezeptor Membran Protein Tyrosin Phosphatase (RPTP), die im apikalen Bereich des Podo-
zyten lokalisiert ist (Thomas, Wharram et al. 1994, Wiggins, Wiggins et al. 1995). Strukturell
besteht GLEPP1 aus einer gro3en extrazellularen Domane, die wiederum acht Fibronektin
Typ llI-ahnliche Domanen enthalt, einer Transmembrandoméne und einer zytoplasmatischen
Phosphatasedoméane (Thomas, Wharram et al. 1994). GLEPP1 scheint eine Rolle in der
Funktion und Struktur der podozytaren Fulfortsatze zu spielen. Yang konnte 1996 zeigen,
dass GLEPP1 bereits frihzeitig in der Pathogenese von Nierenerkrankungen mit Schadi-
gung des Podozyten vermindert exprimiert wird und daher als Marker fiir glomerulare Scha-
digung eingesetzt werden konnte (Yang, Goyal et al. 1996). So konnte unter anderem fiir
Erkrankungen wie die fokal-segmentale Glomerulosklerose, minimal-change Glomerulone-
phritis und die IgA Nephropathie eine verminderte GLEPP1 Expression nachgewiesen wer-
den (Sharif, Goyal et al. 1998, Clement, Liu et al. 2007, Tian, Wang et al. 2007). Der Verlust

von GLEPP1 fuhrt dabei in ptpro-/- knockout-Mausen zu einer Veranderung des Podozyten
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von einer oktopoiden hin zu einer amoeboiden Form sowie einer Reduktion der Nephrin Ex-
pression, Abnahme der glomerularen Filtrationsrate (GFR) und einer Tendenz zur Hyperto-
nie (Wharram, Goyal et al. 2000). Ozaltin et al. identifizierten 2011 das PTPRO-Gen, wel-
ches fur GLEPP1 kodiert, als ein Kandidatengen fur das idiopathische nephrotische Syndrom
(Ozaltin, Ibsirlioglu et al. 2011). Auch eine Blockade mit selektiven GLEPP1 Antikdrpern fihr-
te in isolierten Glomeruli von Ratten und Kaninchen zu einer erhéhten Permeabilitat fir Al-
bumin (Charba, Wiggins et al. 2009). Wie genau GLEPP1 diese Effekte auf die glomerulare

Schlitzmembran und das podozytare Zytoskelett ausiibt, ist bisher nicht geklart.

1.2.1.2  Das Modell der dynamischen Regulation der Schlitzmembran

Die glomerulare Schlitzmembran wird heutzutage nicht mehr blof3 als ein statisches moleku-
lares Sieb angesehen, sondern vielmehr als ein dynamischer und funktioneller Proteinkom-
plex. Ohlson et al. konnten beispielsweise 2001 zeigen, dass sich die Eigenschaften des
glomerularen Filters mit zunehmender GFR und hydraulischem Druck verandern (Ohlson,
Sorensson et al. 2001).

Der Proteinkomplex der glomerularen Schlitzmembran fiihrt durch Rekrutierung von ver-
schiedenen Signalkomponenten zu Signallibertragungen, welche die Biologie des Podozyten
und die glomerulare Funktion dynamisch steuern. Beispielsweise werden Zellliberleben,
Zelldifferenzierung, Zytoskelettorganisation, Zellpolaritat, Endozytose und Transkriptionen
auf diese Weise reguliert (Benzing 2004, Huber and Benzing 2005, Quack, Rump et al.
2006).

Eine zentrale Rolle spielt dabei die Phosphorylierung des zytoplasmatischen Anteils von
Nephrin. Nephrin ist ein Signalprotein, dessen Phosphorylierungsstatus die Bindung weiterer
intrazellularer Adapterproteine und Signalmolekile ermdglicht und daher wiederum streng
reguliert ist. Src-Kinasen wie Fyn flhren zum Beispiel zu einer Nephrinphosphorylierung
(Lahdenpera, Kilpelainen et al. 2003, Verma, Wharram et al. 2003). Voraussetzung dafiir,
dass Nephrin als Signalmolekil agieren kann und die Anlagerung weitere Komponenten der
SignalUbertragung ermoglicht wird, ist die Lokalisation in lipid raft Mikrodomanen. Eine ent-
scheidende Rolle spielt dabei Podocin, welches an phosphoryliertes Nephrin bindet und so
zu einer Rekrutierung von Nephrin in die lipid rafts fuhrt und weitere Signalibertagungen
ermoglicht (Simons, Schwarz et al. 2001, Huber, Simons et al. 2003).

Quack et al. stellten 2006 ein Modell zur dynamischen Regulation der glomeruléren Schlitz-
membran vor (Abb. 2). Es zeigt, dass der Phosphorylierungsstatus des Tyrosin 1193
(Y1193) von Nephrin eine zentrale Rolle fiir die Regulation der Schlitzmembran spielt. Eine

extrazellulare Bindung von Nephrin an ein gegeniberliegendes Nephrin- oder NEPH1 Mole-
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kil im Sinne einer intakten Schlitzmembran fiihrt zur Phosphorylierung von Nephrin Y1193
durch Src-Kinasen wie z.B. Yes. Diese Phosphorylierung von Nephrin Y1193 ermdglicht die
Interaktion mit Podocin, welche zu einer Verankerung von Nephrin in der Zellmembran und
zu einer verstarkten Signalfunktion von Nephrin fuhrt. Verliert Nephrin hingegen die extrazel-
luldren Bindungen, kommt es zu einer Dephosphorylierung von Nephrin Y1193 und damit zur
Beendigung der Nephrin/Podocin Interaktion. Stattdessen fihrt die Dephosphorylierung von
Nephrin Y1193 zu einer Interaktion von Nephrin mit B-arrestin2. Folge dieser Bindung ist
eine Endozytose von Nephrin mit Beeintrachtigung der Integritat der Schlitzmembran und

eine Beendigung der Signalfunktion von Nephrin (Quack, Rump et al. 2006).

e Ec’_i
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Abb. 2: Schematische Darstellung des Modells zur dynamischen Regulation der glomeruldren Schlitz-
membran.

(A) Die Homodimerizierung der Nephrin Molekiile benachbarter podozytarer FuRfortsatze fiihrt zu einer Phos-
phorylierung des Tyrosins 1193 des intrazelluldren Anteils von Nephrin durch die Src-Kinase Yes. Dies ermdglicht
die Interaktion zwischen Nephrin und Podocin. Auf diese Weise wird das Nephrin Molekil im Bereich der lipid
rafts in der Zellmembran verankert. (B) Der Verlust der extrazellularen Bindungen der Nephrin Molekiile flihrt zu
einer Dephosphorylierung des Tyrosins 1193 des intrazelluldren Anteils von Nephrin. Die Interaktion mit Podocin
wird daraufhin beendet und gleichzeitig eine Interaktion von B-Arrestin2 an Nephrin ermdglicht. Die Interaktion mit
B-Arrestin2 fihrt zu einer Endozytose von Nephrin und zu einer verminderten Integritat der glomerularen Schlitz-
membran. (Quelle: Quack, I., Rump, L. C., Gerke, P., Walther, 1., Vinke, T., Vonend, O., Grunwald, T. & Sellin, L.
2006. beta-Arrestin2 mediates nephrin endocytosis and impairs slit diaphragm integrity. Proc Natl Acad Sci USA,
103, 14110-5; Copyright (2006) National Academy of Sciences, U.S.A.)

Auf dieser Grundlage konnten Quack et al. 2011 einen entscheidenden Beitrag zum Ver-
standnis der Pathogenese der diabetischen Nephropathie leisten. Hyperglykamie fuhrte in
zahlreichen Studien zu einer verminderten Nephrin Expression, durch die eine Mikroalbumi-
nurie als Frihsymptom der diabetischen Nephropathie erklart werden konnte. (Doublier,
Salvidio et al. 2003, Koop, Eikmans et al. 2003, Kim, Li et al. 2007). Quack et al. konnten
weiterhin zeigen, dass eine Hyperglykdmie zu einer vermehrten Expression von Proteinkina-

se C a (PKCa) fuhrt, welche an Nephrin bindet und zu einer Phosphorylierung der Threonine
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1120 und 1125 fihrt. Die Aminosauresequenz 1120-1125 gilt als Bindungsstelle fir die B-
arrestin2 Interaktion. Somit flilhren hyperglykdmische Bedingungen zu einer vermehrten
Phosphorylierung der Threonine 1120 und1125 und damit zu einer verstarkten Bindung von
B-arrestin2 an Nephrin. Die Interaktion zwischen B-arrestin2 und Nephrin wiederum leitet die
Clathrin-vermittelte Endozytose von Nephrin ein, wodurch die Integritét der Schlitzmembran

abnimmt. (Quack, Woznowski et al. 2011)

1.2.2 Das podozytédre Zytoskelett

Die Aufgabe des podozytaren Zytoskelettes ist es einerseits die Stabilitdt, andererseits die
dynamische Flexibilitdt des Podozyten zu gewahrleisten, damit die Zell-Zellkontakte der
Schlitzmembran und die Zell-Matrixkontakte zur glomerularen Basalmembran korrekt ausge-
bildet werden kénnen (Pavenstadt, Kriz et al. 2003, Faul, Asanuma et al. 2007). Im Bereich
des Zellkérpers und der primaren Fortsatze wird das Zytoskelett durch Mikrotubuli (24 nm)
und Intermediarfilamente (10 nm) gebildet, wahrend das Zytoskelett der sekundaren Fuf3-
fortsatze vor allem auf Aktinfilamenten (7 nm) basiert (Andrews 1981, Vasmant, Maurice et
al. 1984, Drenckhahn and Franke 1988). Die Aktinfilamente in den Fulfortsatzen sind in pa-
rallelverlaufenden Blindeln angeordnet, die Gber bivalente Molekiille wie a-actinin oder Dys-
trophin vernetzt sind. (Drenckhahn and Franke 1988, Pavenstadt, Kriz et al. 2003, Faul,
Asanuma et al. 2007). In allen drei Membrandomanen des Podozyten ist das Aktin-
Zytoskelett durch spezielle Gruppierungen von Adapter- und Effektorproteinen mit den
transmembranaren Proteinen dieser Bereiche vernetzt und wird gleichzeitig in dieser Weise
modifiziert und reguliert (Faul, Asanuma et al. 2007) (Abb. 3).

Im Bereich der lateralen Membrandomane handelt es sich bei den Adapterproteinen bei-
spielweise um Nck (Jones, Blasutig et al. 2006, Verma, Kovari et al. 2006), IQGAP1
(Rigothier, Auguste et al. 2012) oder CD2AP (Welsch, Endlich et al. 2001, Lynch, Winata et
al. 2003). Zusammen mit ihren Effektorproteinen organisieren sie die dynamische Polymeri-
sation und Depolymerisation des Aktin-Zytoskelettes. Der Multiproteinkomplex der Schlitz-
membran stellt also eine Art Sensor dar, der Gber Adapter- und Effektorproteine eine Anpas-
sung des Aktin-Zytoskelettes des Podozyten an verschiedene Bedingungen erméglicht, wah-
rend andersherum ein intaktes podozytares Zytoskelett unabdingbar fiir die Ausbildung der
normalen Schlitzmembran ist (Kerjaschki 2001, Pavenstadt, Kriz et al. 2003, Faul, Asanuma
et al. 2007). Schadigungen des Podozyten fuhren daher zu einer Reorganisation des Aktin-
Zytoskelettes im Sinne eines dichten Netzwerkes aus verzweigten Aktinfilamenten. Morpho-
logisch zeigen sich abgeflachte, verkiirzte und verschmolzene Fulfortsatze, die ihre finger-

artige Verflechtung mit benachbarten Fullfortsatzen verlieren. Entsprechend kénnen die Zell-
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Zellkontakte der Schlitzmembran und die Zell-Matrixkontakte zur GBM nicht normal ausge-
bildet werden und es kommt zum Verlust der Filterfunktion, was sich symptomatisch in Form
einer Proteinurie auliert (Andrews 1975, Ryan, Rodewald et al. 1975, Seiler, Venkatachalam
et al. 1975, Kerjaschki 1978, Kanwar and Rosenzweig 1982, Fries, Sandstrom et al. 1989,
Kretzler, Koeppen-Hagemann et al. 1994, Shirato, Sakai et al. 1996, Smoyer, Mundel et al.
1997, Pavenstadt, Kriz et al. 2003, Faul, Asanuma et al. 2007).

Im Bereich der basalen Membrandomane ist das Aktin-Zytoskelett (iber fokale Adhasionen
mit der GBM vernetzt. Dabei spielen vor allem zwei Typen von Zell-Matrixkontakten eine
Rolle: Integrin-Komplexe und Dystroglykan-Komplexe. Das transmembranare Protein Dys-
troglykan vernetzt die GBM Uber Utrophin mit dem Aktin-Zytoskelett (Raats, van den Born et
al. 2000). Ebenso binden Integrine Liganden in der GBM und sind intrazellular tber soge-
nannte ,focal adhesions associated” Proteine mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden. ,Focal
adhesions associated“ Proteine umfassen etwa 180 Mitglieder wie beispielsweise Paxillin,
Talin, Filamin, FAK (focal adheasion Kinase), Vincullin (Zaidel-Bar, ltzkovitz et al. 2007,
Zaidel-Bar and Geiger 2010). Die fokalen Adhasionen dienen aber nicht nur der strukturellen
Verankerung, sondern regulieren die Dynamisierung von Aktin und damit einerseits die Zell-
stabilitdat und andererseits die Mobilitat und Migration (Byers, Etoh et al. 1992, Dunlevy and
Couchman 1993, Smilenov, Mikhailov et al. 1999, Petit, Boyer et al. 2000, Ballestrem, Hinz
et al. 2001).
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Abb. 3: Schematische Darstellung des latero-basalen Anteils eines podozytaren FuBRfortsatzes.

Apikale (grin), laterale (blau) und basale (rot) Membrandoméane mit den entsprechenden Proteinen dieser Regio-
nen. In allen drei Membrandomanen ist das Aktin-Zytoskelett durch spezielle Gruppierungen von Adapter- und
Effektorproteinen mit den transmembranaren Proteinen dieser Bereiche vernetzt. Im Bereich der lateralen Memb-
randomane (blau) bilden u.a. die extrazelluldaren Anteile der Proteine Nephrin, Neph, FAT und Podocin die glome-
ruldre Schlitzmembran. Im Bereich der basalen Membrandomane (rot) ist das Aktin-Zytoskelett (iber Dystrogly-
kan- oder Integrinkomplexe (fokale Adhasionen) mit der GBM vernetzt. Im Bereich der apikalen Membrandoméne
findet sich vor allem Podocalyxin. Aufterdem ist in diesem Bereich die Phosphatase GLEPP-1 lokalisiert. (Quelle:
Kerjaschki, D. 2001. Caught flat-footed: podocyte damage and the molecular bases of focal glomerulosclerosis. J
Clin Invest, 108, 1583-7, License ID 4326101204797)

1.2.21 Die Proteine des podozytaren Zytoskelettes

1.2.211 Das Protein Paxillin

Paxillin ist ein 68 kDa schweres Adapterprotein, welches zu den ,focal adhesions associa-
ted” Proteinen gezahlt wird und daher eine wichtige Funktion im Bezug auf Ausbildung von
Zellkontakten und Zellmigration hat (Glenney and Zokas 1989, Turner, Glenney et al. 1990).
Strukturell finden sich C-terminal vier sogenannte LIM-Domanen, an denen Interaktionen
stattfinden, die zu einer Lokalisation von Paxillin im Bereich der fokalen Adhasionen fiihren
(Brown, Perrotta et al. 1996, Dawid, Breen et al. 1998). N-terminal finden sich finf LD-
(leucine rich) Motive und zahlreiche Phosphotyrosine. Sie dienen der Interaktion mit anderen
Proteinen der fokalen Adhasionen (Tong, Salgia et al. 1997, Brown, Curtis et al. 1998, Brown

and Turner 2004). Die Regulation dieser Interaktionen und damit auch die Regulation der
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Zellkontakte und der Zellmigration erfolgt unter anderem durch Tyrosinphosphorylierung von
Paxillin durch FAK (fokal adhesion kinase) und Src-Kinasen (Bellis, Miller et al. 1995,
Schaller and Parsons 1995, Schaller and Schaefer 2001).

1.2.21.2 Das Protein IQGAP1

IQGAP1 ist ein 189 kDa schweres Mitglied der IQGAP Familie mit 3 Mitgliedern: IQGAP1,
IQGAP2 und IQGAP3 (Weissbach, Settleman et al. 1994). Allgemein ist IQGAP1 ein Haupt-
regulator fur die Cadherin-vermittelten Zellkontakte, Zellpolarisation und Zellmigration. Ruiz-
Saenz konnte 2011 zeigen, dass das Protein 4.1R in humanen Epithelzellen (ECV304- und
PC3-Zellen) ebenfalls im Bereich des Leitsaumes migrierender Zellen zu detektieren ist und
mit IQGAP1 interagiert und kolokalisiert. Dabei ist die FERM-Doméne des Protein 4.1R in die
IQGAP1 Bindung involviert. Das Protein 4.1R fihrt zu einer Rekrutierung von IQGAP1 in den
Bereich des Leitsaumes und ermdglicht so eine weitere Interaktion von IQGAP1 mit Aktin,
APC und CLIP-170. Andersherum wird fur die Lokalisation von 4.1R im Bereich des Leits-
aumes kein IQGAP1 bendtigt (Ruiz-Saenz, Kremer et al. 2011). Im Jahr 2012 konnte Rigo-
thier et al. erstmals eine Expression von IQGAP1 im apikalen und lateralen Bereich humaner
Podoyten nachweisen. Dariber hinaus zeigte sich eine Kolokalisation und Interaktion von
IQGAP1 mit Proteinen der glomeruldren Schlitzmembran, wie beispielsweise Nephrin,
CD2AP, Podocin und Nck1/2. Auch im Podozyten konnten Interaktionen mit Aktin, a-actinin
und B-catenin nachgewiesen werden und im Migrationsassay fiihrte die Ausschaltung von
IQGAP1 zu verminderter Migration. IQGAP1 scheint demnach durch seine Funktion als
Adapterprotein sowohl eine Rolle in der Regulation des Zytoskelettes als auch in der Regula-

tion der Schlitzmembran zu spielen (Rigothier, Auguste et al. 2012).

1.2.21.3 Die Proteinfamilie Nck

Die wichtigsten Mitglieder der Nck (non-catalytic region of tyrosine kinase adaptor protein 1) -
Familie sind die beiden 47 kDa schweren Adapterproteine Nck1 (Ncka) und Nck2 (Nckf oder
Grb4). Strukturell bestehen sie aus drei SH3-Domanen (Src-homology-3) und einer C-
terminalen SH2-Domane (Lehmann, Riethmuller et al. 1990, Jones, New et al. 2009). Die
SH2-Domane bindet an drei phosphorylierte Tyrosin-Motive (YDxV Motive) des zytoplasma-
tischen Anteils von Nephrin. Diese YDxV Motive umfassen Tyrosin 1176, Tyrosin 1193 und

Tyrosin 1217. Entscheidend fiir die Rekrutierung von Nck an Nephrin ist daher eine Phos-
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phorylierung der Tyrosine durch SFKs (Src family kinases) wie Fyn. Die Bindung der SH2-
Doméane an die phosphorylierten Tyrosine von Nephrin ermdéglicht, dass die SH3-Domanen
zahlreiche Interaktionen mit verschiedenen Effektorproteinen eingehen kénnen, die das Zy-
toskelett organisieren (Jones, Blasutig et al. 2006, Verma, Kovari et al. 2006, Blasutig, New
et al. 2008).

Jones et al. zeigten 2009, dass ein Verlust von Nck1 und Nck2 in der Maus zu Proteinurie,
Glomerulosklerose und veranderter Podozytenmorphologie fiihrt. Der Verlust von nur einem
der beiden Proteine scheint allerdings durch das jeweils andere ausgeglichen zu werden.
Nck Adapterproteine sind somit essentiell fir die Entwicklung der podozytaren Architektur,
die Organisation des Zytoskelettes und die Vernetzung von Nephrin mit dem Zytoskelett
(Jones, New et al. 2009). Weiterhin konnten Jones et al. 2009 zeigen, dass unter dem Ein-
fluss von Nck selbst die Phosphorylierung von Nephrin in vitro zunimmt. Zudem kommt es
bei einer Abnahme von Nck in vivo zu einer starken Reduktion der Phosphorylierung von
Nephrin (Jones, New et al. 2009). Das Modell von New et al. aus dem Jahre 2013 zeigt fol-
gende Erklarung auf. Die Src Kinasen, insbesondere Fyn fiihren zu einer Phosphorylierung
von Nephrin im Bereich der YDxV Motive und ermdglichen so eine Bindung der SH2 Doma-
ne von Nck. Dadurch kénnen die SH3 Domanen von Nck aktiviert werden und interagieren
wiederum unter anderem mit Fyn. Durch diese Interaktion wird Fyn vermehrt aktiviert und
kann somit die Phosphorylierung von Nephrin in Form einer positiven Rickkopplung verstar-
ken. Da die Phosphorylierung von Nephrin eine zentrale Rolle bei der Rekrutierung und Bin-
dung weiterer Proteine spielt, kann Nck zusatzlich eine zentrale Rolle in der intrazellularen

Signaltransduktion des Podozyten zugeschrieben werden (New, Keyvani Chahi et al. 2013).

1.3 Die Proteinfamilie 4.1

Die Proteinfamilie 4.1 gehort zu einer Gruppe von Proteinen, die in finf Untergruppen bzw.
Familien unterteilt werden. Neben der Familie der 4.1 Proteine finden sich die Familie der
ERM (Ezrin, Radixin, Moesin und Merlin) Proteine, Talin-ahnliche Proteine, PTPH (Proteinty-
rosinphosphatase) Proteine und NBL4 (novel band4.1-like4) Proteine. Die Gemeinsamkeit
dieser Proteinfamilien besteht in einer N-terminal gelegenen FERM (4.1-Ezrin-Radixin-
Moesin)-Domane (Conboy, Kan et al. 1986, Gould, Bretscher et al. 1989, Rees, Ades et al.
1990, Funayama, Nagafuchi et al. 1991, Gu, York et al. 1991, Lankes and Furthmayr 1991,
Yang and Tonks 1991, Sato, Funayama et al. 1992, Takeuchi, Kawashima et al. 1994).

Die Protein 4.1 Familie an sich besteht bei Vertebraten aus 5 homologen Mitgliedern: 4.1R,
4.1G, 4.1N, 4.1B und 4.10. Das urspringliche Protein 4.1 und damit der Prototyp der 4.1

Familie wurde erstmals in der Membran von Erythrozyten nachgewiesen und wird heute als
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Protein 4.1R (red blood cells type) bezeichnet. Die Namensgebung basiert auf der Position
des Proteins in der SDS-Gelektrophorese (Yu, Fischman et al. 1973). Die Proteine 4.1 wer-
den daher auch synonym als Bande 4.1 Proteine oder 4.1 bezeichnet. Neben der Expression
in Erythrozyten kann 4.1R auch in zahlreichen nicht erythrozytaren Zellen wie Nervenzellen,
Fibroblasten, Endothelzellen, Granulozyten und Thrombozyten und Geweben wie Leber,
Pankreas, Darm und Plazenta nachgewiesen werden (Conboy, Kan et al. 1986). In der Niere
zeigte 4.R eine Expression im Bereich des dicken aufsteigenden Schenkels der Henle-
Schleife (Ramez, Blot-Chabaud et al. 2003).

Strukturell besteht das Protein 4.1R, wie auch alle weiteren Mitglieder der 4.1 Familie, aus
drei hochkonservierten Doméanen: FERM (4.1-Ezrin-Radixin-Moesin)-, SAB (Spektrin-Aktin-
Bindungs)-, und CT (C-terminale)- Domane (Leto and Marchesi 1984, Conboy, Chan et al.
1988, Hoover and Bryant 2000).

Die FERM (4.1-Ezrin-Radixin-Moesin)-Domane ist N-terminal. Die genaue Untersuchung der
Domane zeigt eine Unterteilung in drei Lappen (A-, B- und C-Lappen). Sie dient der Interak-
tion mit Membranproteinen, Phospholipiden und Adapterproteinen zum Zytoskelett (Sato and
Ohnishi 1983, Jons and Drenckhahn 1992, Marfatia, Lue et al. 1994, Hemming, Anstee et al.
1995, Han, Nunomura et al. 2000, Takakuwa 2001, An, Zhang et al. 2006). Von besonderer
Bedeutung ist die Interaktion des C-Lappens mit dem Protein IQGAP1, die eine Migration
und Polarisation der Zellen ermdglicht (Ruiz-Saenz, Kremer et al. 2011). C-terminal schlief3t
sich der FERM-Domane die sogenannte FA (FERM-adjacent)-Domane an, die der Regulati-
on der Prozesse im Bereich der FERM-Domane dient. Sie enthalt zwei Serine, die als Subs-
tat fur die Protein Kinase C (PKC) dienen und Uber deren Phosphorylierung die Regulation
gesteuert wird (Baines 2006).

Die SAB (Spektrin-Aktin-Bindungs)-Doméane dient der Interaktion mit den Strukturproteinen
des Zytoskelettes und fuhrt zu einer Vernetzung dieser untereinander. F-Aktin wird lateral
durch die SAB-Domane an 4.1R gebunden (Correas, Speicher et al. 1986), wahrend das
Minus Ende von F-Aktin durch Tropomodulin gekappt wird (Fowler 1990) und das Plus-Ende
indirekt Gber Adducin an Spektrin bindet (Kuhlman, Hughes et al. 1996). Zudem bindet die
SAB-Domane direkt an Spektrin, so dass ein Komplex aus 4.1R, F-Aktin und Spektrin ent-
steht (Correas, Speicher et al. 1986, Discher, Winardi et al. 1995, Gimm, An et al. 2002).
4.1R spielt damit eine entscheidende Rolle fiir die mechanische Stabilitdt und Form des
Erythrozyten (Takakuwa, Tchernia et al. 1986). Homozygote 4.1R Gendefekte fuhren dabei
zu Hereditarer Elliptozytose (Tchernia, Mohandas et al. 1981).

Die CT (C-terminale)-Domane zeigt eine Vielzahl von Interaktionen mit zytoplasmatischen
Proteinen. In nicht erythrozytaren Zellen Iasst beispielsweise die Interaktion der CT-Domane
mit dem eukaryotischen Translationsfaktor 3 (elF3) auf eine Verbindung von 4.1R zum

Translationapparat schlieRen (Hou, Tang et al. 2000) und die Interaktion mit dem zyto-
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plasmatischen Protein NuMa (nuclear mitotic apparatus protein) lasst vermuten, dass 4.1R
eine Rolle in der Komplexbildung der Mitosespindel spielt (Mattagajasingh, Huang et al.
1999). Diese Annahme wird unterstiitzt durch Untersuchungen, die eine zusatzliche Lokali-
sation von 4.1R im Bereich des Zellkernes zeigen konnten (de Carcer, Lallena et al. 1995,
Krauss, Larabell et al. 1997). AuRerdem scheint 4.1R durch Bindung an ZO2 (Zonula occlu-
dens 2) einen Anteil an der Formation von Zellkontakten zu haben (Mattagajasingh, Huang
et al. 2000).

Es folgte die Identifikation weiterer Mitglieder der 4.1 Familie, die einen gemeinsamen struk-
turellen Aufbau besitzen, jedoch durch unterschiedliche Gene kodiert werden. Trotz allem
lassen sich durch das Vorhandensein gemeinsamer Doméanen auch Rickschlisse auf ana-
loge Funktionen der weiteren Mitglieder ziehen. Beispielsweise konnten Grimm et al. 2002
zeigen, dass auch die weiteren Mitglieder der 4.1 Familie mit Ausnahme von 4.1N in der La-
ge sind, Spektrin und Aktin zu binden. Die Erkenntnisse Uber 4.1R im Erythrozyten lassen
sich so mdglicherweise auf andere Gewebe, in denen 4.1 exprimiert wird, Ubertragen (Gimm,
An et al. 2002). Die Mitglieder der Proteinfamilie 4.1 wurden nach dem ersten Gewebe be-
nannt in dem sie identifiziert wurden. Aus heutiger Sicht werden sie jedoch relativ ubiquitar
exprimiert.

Als erstes Homolog zu Protein 4.1R wurde das Protein 4.1G (general type) identifiziert, wel-
ches im zentralen Nervensystem (ZNS) und ubiquitar in nicht neuronalem Gewebe exprimiert
wird (Parra, Gascard et al. 1998).

Das Protein 4.1N (neuron type) wird vor allem im ZNS exprimiert. Daruber hinaus konnte
4.1N im Gewebe der Niere, Pankreas, Herz, Plazenta, Lunge, Skelettmuskel und Darm
nachgewiesen werden (Walensky, Blackshaw et al. 1999). In der Niere wird 4.1N vor allem
im Bereich des Sammelrohres, des distalen Konvolutes und dem diinnen Anteil der Henle-
Schleife exprimiert (Ramez, Blot-Chabaud et al. 2003). Im Gegensatz zu den anderen Mit-
gliedern der Proteinfamilie 4.1 ist 4.1N jedoch nicht in der Lage, mit seiner SAB-Doméne
einen Komplex mit Spektrin oder Aktin zu bilden (Gimm, An et al. 2002).

Das Protein 4.1B (brain type) wurde erstmalig im ZNS identifiziert (Parra, Gascard et al.
2000) und seine Expression konnte zusatzlich im proximalen Konvolut und der Bowman-
Kapsel nachgewiesen werden (Ramez, Blot-Chabaud et al. 2003). Zahlreiche Studien konn-
ten seither zudem belegen, dass 4.1B eine Rolle in der Supression einiger Tumore und Kar-
zinommetastasen zugeschrieben werden kann (Tran, Bogler et al. 1999, Terada, Ohno et al.
2003, Wong, Haack et al. 2007, Takahashi, Iwai et al. 2012, Zhang, Xu et al. 2012).

Das jlungste Mitglied der Familie ist das Protein 4.10 (ovary type). Da es Gegenstand dieser
Arbeit ist, wird es ausflihrlich unter Punkt 1.4 besprochen.

Zusammenfassend werden die Mitglieder der Proteinfamilie 4.1 in der Literatur als Adapter-

proteine beschrieben, die eine Vernetzung des Zytoskelettes mit der Zellmembran er-
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moglichen (Hoover and Bryant 2000, Diakowski, Grzybek et al. 2006, Baines, Lu et al. 2014).
Die 4.1 Proteine sind zudem an der Organisation des Zytoskelletes selbst beteiligt (Correas,
Speicher et al. 1986) und fihren zu mechanischer Stabilitdt und Formerhalt der Zellen einer-
seits (Takakuwa, Tchernia et al. 1986) sowie Zellmigration andererseits (Ruiz-Saenz, Kremer
et al. 2011). Die zahlreichen Interaktionen mit Membran- sowie zytoplasmatischen Proteinen
sprechen darlber hinaus fiir eine Organisation der Zellmembran und Beeinflussung zahlrei-
cher Zellfunktionen, wie z.B. der Bildung von Zellkontakten (Mattagajasingh, Huang et al.
2000) und Regulation der Zellproliferation (Mattagajasingh, Huang et al. 1999, Hou, Tang et
al. 2000, Takahashi, lwai et al. 2012).

1.4 Bisherige Erkenntnisse tliber das Protein 4.10

1.4.1 Expression des Proteins 4.10

Das Protein 4.10 (ovary type) wurde erstmals 2003 durch Ni et al. beschrieben. Ni et al.
fuhrten eine Sequenzanalyse humaner cDNA Bibliotheken durch und klonierten daraufhin die
cDNA des humanen 4.10 Gens. Der offene Leserahmen der cDNA umfasst dabei 1662 bp
und codiert fir ein Protein mit 554 Aminosauren. Des Weiteren konnte die Lokalisation auf
Chromosom 9g21-9g22 mit 14 Exons und 13 Introns durch den Webdienst des NCBI (Natio-
nal Center for Biotechnology Information) ermittelt werden. Zum Expressionsnachweis wur-
den 16 Normalgewebearten, 8 fetale Gewebearten und zusatzlich einige Tumorgewebe in
humanen Multi-Gewebs-cDNA Panels als PCR Vorlagen verwendet und eine PCR mit einem
humanen 4.10 Primer-Paar durchgefihrt. Die Expression von 4.10 konnte von Ni et al. nur
im Normalgewebe des Ovars, in fetaler Skelettmuskulatur, fetalem Thymus und fetalem Ge-
hirn gezeigt werden. Interessanterweise konnte die Expression von 4.10 im Gewebe eines
GI-102 Ovarialkarzinomes nicht mehr nachgewiesen werden. Ein Nachweis von 4.10 in der
Niere gelang nicht (Ni, Ji et al. 2003).
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1.4.2 FRMD3, ein Kandidatengen fir die diabetische Nephropathie

1.4.2.1 Grundlagen der diabetischen Nephropathie

Die diabetische Nephropathie ist der fihrende Grund fir die Entstehung einer terminalen
Niereninsuffizienz in industrialisierten Landern (Foley and Collins 2007, Herold 2011). Als
FrGhsymptom und Pradiktor der diabetischen Nephropathie gilt eine Mikroalbuminurie
(Parving, Oxenboll et al. 1982, Viberti, Hill et al. 1982, Mogensen 1984, Perkins, Ficociello et
al. 2007). Mit zunehmender Proteinurie und abnehmender Nierenfunktion steigt gleichzeitig
das kardiovaskulare Risiko und die Gesamtmortalitdt deutlich an (Kalaitzidis and Bakris
2009, Klausen, Parving et al. 2009). Die diabetische Nephropathie zeichnet sich durch ver-
schiedene strukturelle und funktionelle Veranderungen, wie einem Verlust der negativ gelan-
denen Proteoglykane in der glomeruldaren Basalmembran (Raats, Van Den Born et al. 2000),
Verdickung der glomeruldren Basalmembran (Tsilibary 2003), mesangiale Hypertrophie
(Adler 1994), endotheliale Dysfunktion (Ochodnicky, Vettoretti et al. 2006), Verlust der Podo-
zyten (Steffes, Schmidt et al. 2001), Erweiterung der Zwischenrdume zwischen den Ful3-
fortsétzen (Bjorn, Bangstad et al. 1995) sowie einer Reduktion der Nephrinexpression an der
podozytaren Oberflache (Langham, Kelly et al. 2002, Benigni, Gagliardini et al. 2004) aus.
Letztere werden in der Literatur hauptsachlich fir das Symptom der Proteinurie verantwort-
lich gemacht (Ziyadeh and Wolf 2008). Zusammenfassend endet die diabetische Nephropa-
thie in einer Glomerulosklerose, interstitieller Fibrose und tubularer Atrophie (Ziyadeh and
Wolf 2008, Duran-Salgado and Rubio-Guerra 2014). Der genaue Pathomechanismus ist
nicht geklart, jedoch scheinen Inflammation (Navarro-Gonzalez and Mora-Fernandez 2008,
Lim and Tesch 2012), oxidativer Stress und Aktivierung von zellularen Stresssignalwegen
(Ha and Lee 2000), Hochregulation von Wachstumsfaktoren und Chemokinen (EI
Mesallamy, Ahmed et al. 2012) und eine Aktivierung des RAAS-Systems mit erhéhten Angio-
tensin Il Spiegeln (Huang, Gallois et al. 2001) eine Rolle zu spielen.

Die Pravalenz fir die Entwicklung einer diabetischen Nephropathie liegt flir Patienten mit
Diabetes mellitus, unabhangig vom Typ des Diabetes, bei 30-40%. Bei einer optimalen Blut-
zuckereinstellung ist die Pravalenz niedriger. (Andersen, Christiansen et al. 1983, Krolewski,
Warram et al. 1987, Hasslacher, Ritz et al. 1989, Krolewski, Eggers et al. 1996, Ritz and
Orth 1999). Es scheint also bestimmte Risikofaktoren zu geben, die entscheidend dafiir sind,
ob ein Diabetiker eine diabetische Nephropathie entwickelt. Modifizierbare Risikofaktoren
sind dabei unter anderem Bluthochdruck, Blutzuckereinstellung und Nikotinabusus (Scott,
Warram et al. 2001, Tapp, Shaw et al. 2004). Zu den nicht modifizierbaren Risikofaktoren

zahlen eine positive familiare Anamnese flr eine diabetische Nephropathie oder die ethni-
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sche Herkunft (Seaquist, Goetz et al. 1989, Smith, Svetkey et al. 1991). Es liegt also nah,
dass das Erkrankungsrisiko flr eine diabetische Nephropathie zumindest teilweise auf gene-
tische Komponenten zurlickzuflhren ist. Es wurden eine Reihe von Studien zur Untersu-
chung der genetischen Grundlage der diabetischen Nephropathie durchgefuhrt und in der
Metaanalyse von Mooyaart et al. im Jahre 2010 zusammengefasst. Insgesamt wurden 24
genetische Varianten in 16 Genen gefunden, die mit der diabetischen Nephropathie assozi-
iert werden (Mooyaart, Valk et al. 2011).

1.4.2.2 Genomweite Assoziationsstudie zur diabetischen Nephropathie

Eines der Kandidatengene fiir die diabetische Nephropathie identifizierten Pezzolesi et al.
2009 in einer genomweiten Assoziationsstudie von 935 Typ 1 Diabetikern mit diabetischer
Nephrophathie und 944 Typ 1 Diabetikern ohne diabetische Nephropathie als Kontrollgrup-
pe. Die Genotypisierung erfolgte durch die Analyse der SNPs (single nucleotide polymor-
phism) im SNP Array. 11 SNPs zeigten eine Assoziation mit der diabetischen Nephropathie.
Die starkste Assoziation zeigte der SNP rs10868025 auf Chromosom 9q (Odds ratio OR=
1.45, p= 5.0x10”). Dieser SNP ist nah dem 5" Ende im Bereich des FRMD3 Gens lokalisiert.
FRMD3 steht dabei fur FERM-(4.1 Protein, Ezrin, Radixin, Moesin)-domain-containing 3 und
codiert fir das Protein 4.10. Pezzolesi et al. identifizierten somit FRMD3 als ein Kandidaten-
gen fur die diabetische Nephropathie und belegen eine Beteiligung des Proteins 4.10 in der

Pathogenese dieser Erkrankung (Pezzolesi, Poznik et al. 2009).

1.4.3 Deletion des 4.1 Orthologs im Zebrafisch fiihrt zu einer abnormen Podozy-

tenfunktion

Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung des Proteins 4.10 fir die Funktion des Podozyten
lieferte 2005 die Arbeitsgruppe um Kramer-Zucker. Sie konnten zeigen, dass fiur die Organi-
sation des Filterapparates des Pronephros (embryologische Vorniere) im Zebrafisch nicht
nur Nephrin und Podocin bendétigt werden, sondern auch das Genprodukt des mosaic eyes
Gens (Kramer-Zucker, Wiessner et al. 2005). Das mosaic eyes (syn. moe/ EPB41L5) Gen
kodiert fur ein FERM-Domanen Protein und wurde im Zebrafisch erstmals durch Jensen et
al. 2004 im Zusammenhang mit der embryonalen Entwicklung der Retina beschrieben
(Jensen and Westerfield 2004). Es kann als Ortholog des humanen Proteins 4.1 angesehen

werden. Kramer-Zucker et al. konnten zunachst zeigen, dass das mosaic eye Genprodukt in
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den Podozyten des Zebrafisches exprimiert wird. Des Weiteren erstellten sie eine homozy-
gote moe -/- Mutante und konnten zeigen, dass der Verlust des moe-Gens zunachst zu der
Entwicklung eines perikardiales Odems und spater zu einem generalisierten Odem fihrt,
was im Sinne einer groRen Proteinurie und insuffizienten Funktion des Pronephros zu werten
ist. Elektonenmikroskopische Untersuchungen konnten eine fehlende Ausbildung der glome-
rularen Schlitzmembran zwischen den podozytaren Fulifortsdtzen und die Ausbildung apika-
ler ,mikrovillarer” Projektionen im Sinne einer beginnenden Glomerulosklerose zeigen

(Kramer-Zucker, Wiessner et al. 2005)
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2 Ziele der Arbeit

Die genomweite Assoziationsstudie von Pezzolesi et al. identifizierte das FRMD3 Gen, wel-
ches fiir das Protein 4.10 kodiert, als ein Kandidatengen fiir die diabetische Nephropathie
(Pezzolesi, Poznik et al. 2009). Auch die Untersuchungen zur Deletion des 4.1 Orthologs im
Zebrafisch von Kramer-Zucker et al., zeigen, dass das Protein 4.1 im Zebrafisch eine ent-
scheidende Bedeutung fir die Funktion des Podozyten zu haben scheint (Kramer-Zucker,
Wiessner et al. 2005). Eine Bedeutung der Proteinfamilie 4.1 und im Besonderen des Pro-
teins 4.10 fir die Funktion des humanen Podozyten scheint somit wahrscheinlich.

Fur die Mitglieder der Proteinfamilie 4.1 konnte bislang zwar eine Expression im Bereich des
Tubulussystems gezeigt werden, jedoch konnte keine Expression im Bereich der Podozyten
nachgewiesen werden (Ramez, Blot-Chabaud et al. 2003). Auch fir das Protein 4.10 selber
konnte bislang nur eine Expression im Ovar, fetalen Skelettmuskel, fetalen Thymus und feta-
len Gehirn belegt werden (Ni, Ji et al. 2003).

In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, ob das Protein 4.10 eine Rolle fur

die Funktion des Podozyten spielt. Dabei galt es folgende Fragen zu klaren:

1. Wird das Protein 4.10 in der humanen Niere und den humanen Podozyten expri-
miert?

2. Gibt es Proteininteraktionen zwischen 4.10 und bekannten Proteinen der glomerula-
ren Schlitzmembran und des podozytaren Zytoskelettes?

3. Welche Domanen sind bei diesen Interaktionen involviert?

4. Welchen Einfluss hat das Protein 4.10 auf bekannte Proteininteraktionen der glome-
rularen Schlitzmembran und des podozytaren Zytoskelettes?

5. Welche Funktion des Proteins 4.10 lasst sich daraus ableiten?

6. Welchen Einfluss hat die Glukosekonzentration auf die Funktion des Proteins 4.107?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Chemikalien

Bezugsquelle

1,4-Dithiothreitol (DTT)

2-Propanol 99,8%

2-Propanol 70%

B-Mercaptoethanol

Agarose, low gelling temperature (LMA)
Agarose NEEO Ultra Qualitat Roti®garose
APS (Ammoniumperoxidisulfat) 10%

Bovine Serum Albumin Heat Shock
(BSA) Protease Free Powder pH 7.0

Bromphenolblau
Calciumchlorid Dihydrat p.A (CaCly)
Complete Mini

Di-Natriumhydrogenphoshat-Heptahydrat
(NazHPO,)

EDTA (Ethylenediamine-Tetraacetid-
disodium salt dihydrat)

Essigsaure (Acetic acid) 100%
Ethanol (99,9%)

Ethanol (70%)

Ethidium Bromid Lésung 0,025%
Fluka Luminol 09253

Glycerin, wasserfrei

Glycin, p.a.

Biomol GmbH - Hamburg (DE)

VWR International - Fontenay-sous-Bois (FR)
Zentralapotheke Uniklinikum Dusseldorf (DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
Carl Roth GmbH+Co KG - Karlsruhe (DE)
Pharmacia Biotechnology - Uppsala (SE)

VWR International Ltd. - Darmstadt (DE)

Pharmacia Biotechnology - Uppsala (SE)
Merck - Darmstadt (DE)
Roche Diagnostics GmbH - Mannheim (DE)

Merck - Darmstadt (DE)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)

Carl Roth GmbH+Co KG - Karlsruhe (DE)
Merck - Darmstadt (DE)

Zentralapotheke Uniklinikum Dusseldorf (DE)
Carl Roth GmbH+Co KG - Karlsruhe (DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim(DE)
Merck - Darmstadt (DE)

AppliChem GmbH - Darmstadt (DE)
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Glykogen

Hepes acid

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Methanol, p.a.

Natriumacetat (C,H3;NaO,)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumorthovanadate (Na,VO3)
p-Coumaric acid C-9008
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Phenol Solution

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

Rotipuran ®, Wasserstoffperoxid 30%, p.a.

Sodium dodecyl Sulfat (SDS)

Temed 99%, p.a.

Tris Pufferan (Tris Base), >99,9%, p.a

Triton x-100

Trizma hydrochlorid (Tris HCI)

Tween®20
3.1.2 Geréte
Gerat Name

Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
Merck - Darmstadt (DE)

Merck - Darmstadt (DE)

Merck - Darmstadt (DE)

AppliChem GmbH - Darmstadt (DE)

Merck - Darmstadt (DE)

AppliChem - Darmstadt (DE)

ICN Biomedicals Inc. - Ohio (USA)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
Carl Roth GmbH+ Co KG - Karlsruhe (DE)
Carl Roth GmbH+ Co KG - Karlsruhe (DE)
Biomol GmbH - Hamburg (DE)

Carl Roth GmbH+Co KG - Karlsruhe (DE)

Carl Roth GmbH+Co KG - Karlsruhe (DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim(DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim(DE)

Merck - Darmstadt (DE)

Bezugsquelle

Bakterienschiittler

Brutschrank

Imager FluorChem® FC2

Lichtmikroskop

Infors HAT Multitron

HERA cell 150

Axiovert 40 CFL

Infors AG - Botmingen (CH)
Thermo Scientific - Darmstadt (DE)
Alpha Innotech - San Leandro (USA)

Zeiss - Oberkochen (DE)
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PCR Thermocycler Mastercycler Eppendorf - Hamburg (DE)
Photometer BioPhotometer Eppendorf - Hamburg (DE)
Pipetten Pipetman Gilson Inc. - Middleton (USA)
Pipettierhilfe Easypet Eppendorf - Hamburg (DE)
Sterilbank HERA safe Thermo Scientific - Darmstadt (DE)

Stromversorgung Blotting  PowerPac™ Universal  Bio-Rad Laboratories - Miinchen (DE)

Thermomixer Thermomixer comfort Eppendorf - Hamburg (DE)
Vortexmischer Reax control Heidolph - Schwabach (DE)
Zentrifugen Centrifuge 5417R Eppendorf - Hamburg (DE)

Heraeus Multifuge 4KR  Thermo Scientific - Darmstadt (DE)

3.1.3 Spezielle Materialien

3.1.3.1 Herstellung und Vervielfaltigung rekombinater DNA und RNA Isolierung

Enzyme und Puffer Bezugsquelle

10x T4 DNA Ligase Puffer NewEngland BioLabs - Frankfurt am Main (DE)
AccuPrime 10x PCR Buffer Il Invitrogen - Darmstadt (DE)

AccuPrime Taq DNA Polymerase Invitrogen - Darmstadt (DE)

Alkaline Phosphatase Calf Intestinal NewEngland BioLabs - Frankfurt am Main (DE)
(CIP) 10.000 U/ml

BSA fur Restriktionsenzyme NewEngland BioLabs - Frankfurt am Main (DE)
DNA Ligase T4 NewEngland BioLabs - Frankfurt am Main (DE)
Enzym Puffer 1- 4 10x Konzentrat, NewEngland BioLabs - Frankfurt am Main (DE)
NEBuffer 1-4

Restriktionsenzyme NewEngland BioLabs - Frankfurt am Main (DE)
Bakterienkultur Bezugsquelle

Ampicillin Na-salt Serva Electrophoresis GmbH - Heidelberg (DE)
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Kanamycin

LB Agar Luria Bertani Agar powder

LB Broth Base (Lennox L Broth Base)
Tetracyclin Hydrochloride Minimum 95%
Ultracom E. coli

- MC1061
- MC1061/P3

Kits

Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
Invitrogen - Darmstadt (DE)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)

Invitrogen - Darmstadt (DE)

Bezugsquelle

QIAGEN Plasmid Maxi Kit
QIAGEN Plasmid Mini Kit

RNeasy- Mini Kit

Primer Sequenz

Qiagen - Venlo (NL)
Qiagen - Venlo (NL)

Qiagen - Venlo (NL)

Bezugsquelle

4.10 long FP
ACC AT-3’

5-CAG GAG ATG AGATGC

Eurofins MWG Operon - Ebersberg
(DE)

RP &5-CTT CTC TGG GTC CAC

ATA GC-3°

4.10 short FP
CAT TG-3°

5-CAAAGG GCAGTT TCT

Eurofins MWG Operon - Ebersberg
(DE)

RP 5-AAG ATG GACTTG TTA

GGT TC-3’

Puffer und Loésungen

Zusammensetzungen

1% Agaroseldsung

1,5% low melting Agarose (LMA)- Lésung

1x TAE (Tris- Acetat- EDTA Puffer)

- 1 g Agarose NEEO Ultra Qualitat
auf 100 ml 1x TAE
- 4 Tropfen 0,025%ige Ethidium-Bromid

- 1,5 g Agarose low geling temperature
auf 100 ml 1x TAE
- 4 Tropfen 0,025%ige Ethidium-Bromid

- 0,04 M Tris Base
- 0,02 M Essigsaure
-0,5MEDTA pH 8,0
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3.1.3.2  Zellkultur

Zellen

HEK293T-Zellen
(human embryonic kidney cells)

Humane Podozyten

Isolierte RNA

Bezugsquelle

FirstChoice® Human Kidney Total RNA

Zellkulturmedium

Ambion® by life technologies™ -

Bezugsquelle

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle's Me-
dium) mit 4,5 g/l Glucose, 3,7 g/l NaHCOg3,
L- Glutamin, very low endotoxin

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Me-
dium) mit 1,0 g/l Glucose, 3,7 g/l NaHCOs3,
L- Glutamin, very low endotoxin

FBS (Fetal Bovine Serum) Superior

Trypsin/EDTA-Solution 0,05%/0,02% (w/v)
in PBS w/o Ca++, w/o Mg++

PBS Dulbecco (Phosphate buffered saline)
w/o Ca++, w/o Mg++

3.1.3.3 Transfektion

Biochrom AG - Berlin (DE)

Biochrom AG - Berlin (DE)

Biochrom AG - Berlin (DE)

Biochrom AG - Berlin (DE)

Biochrom AG - Berlin (DE)

Plasmide

cdm8 F.GFP V5.4.10
cdm.lg F.4.10 WT V5.nck2
cdm.nephrin WT F.4.10 1-181 V5.FAK
Ig.nephrin 1087-1241 (cyt) F.4.10 185-272 V5.B-arrestin2
Ig.nephrin 1158-1241 F.4.10 278-324 c-myc.IQGAP1
Ig.nephrin 1087-1208 F.4.10 335-450

Ig.nephrin 1087-1190 F.4.10 450-554

Ig.nephrin 1158-1208 F.4.10 450-554

Ig.neph1 F.B-arrestin2

Ig.GLEPP1 843-1217 (cyt) F.Paxillin

1g.GLEPP1 843-936
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Ilg.GLEPP1 843-1197
Ig.GLEPP1 936-1197
Ig.GLEPP1 936-1217
Ig.GLEPP1 1197-1217

Reagenz Zusammensetzung
2x HEBS (pH 7,05) - 280,62 mM NaCl

- 49,83 mM Hepes acid
- 1,47 mM Na,HPO4

0,25 M Calciumchlorid

3.1.3.4  Zellernte, Co-Immunoprazipitation, Biotin Assay und Pulldown Assay

Materialien Bezugsquelle
Anti-Flag M2 Affinity Gel Sigma-Aldrich Chemie GmbH - Steinheim (DE)
EZ-Link ® Sulfo-NHS-LC-Biotin (Sulfo- Thermo Scientific - Darmstadt (DE)

succinimidy6(biotionamido)Hexanoate)

GammaBind Plus Sepharose GE Healthcare Bio-Sciences AB - Uppsala (SE)
in 20% Ethanol

Glutathione Sepharose® 4B GE Healthcare Bio-Sciences AB - Uppsala (SE)
in 20% Ethanol

Protein A Sepharose CL-4B GE Healthcare Bio-Sciences AB - Uppsala (SE)
in 20% Ethanol

Puffer Zusammensetzung
Biotinlésung - 0,5 mg/ml in PBS
+ 0,1 mM CacCl,
+ 1 mM MgCl,
Phosphate Buffered Saline (PBS) - 136,89 mM NaCl
- 2,6 mM KCI

- 4,28 mM Na;HPO,
- 1,46 mM KH2P04

IP-Puffer Ansatz fur 50 ml:
- 1 Tbl. Complete Mini
-5 ml 10% Triton
- 500 Hl Na3VO4
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2x reduzierender Proteinpuffer nach La-
emmli + 100 mM DTT

Puffer zur Herstellung rekombinater Prote-

-19,5ml a.d.

- 25 ml 2x Lysispuffer (40 mM Tris HCI pH 7.5,
2 mM EDTA, 300 mM KCI)
- 220 pl PMSF-Stocklésung (10 mM PMSF in

100% 2-Propanol)

- 100 mM Tris pH 6,8

-4%SDS

- 20% Glycerin

- 0,2% Bromphenolblau

-1M NaC03

- 50 mMTris-HCI (pH 8,0)

ine - 20 mM B-Mercaptoethanol,
- 100 uM PMSF
3.1.3.5 Western Blot
Priméare Antikdrper Spezies Konzentration Bezugsquelle
Anti-Flag® M2 monoklonal Maus 1:400 Sigma-Aldrich Chemie -
Steinheim (DE)
Anti-V5 Tag monoklonal Maus 1:5000 AbD Serotec -
Kidlington (UK)
Anti-Nephrin polyklonal Meerschwein  1:250 PROGEN Biotechnik -
Heidelberg (DE)
Anti-Nephrin monoklonal Kaninchen 1:11000 Abcam plc -
Phospho Cambridge
(Y1176/1193)
Anti-Nephrin monoklonal Kaninchen 1:4500 Abcam plc-
Phospho Cambrige
(Y1217)
Anti-c-myc monoklonal Maus 1:200 SantaCruzBiotechnolgy -
Heidelberg (DE)
Anti-B-Aktin monoklonal Maus 1:5000 Sigma-Aldrich Chemie -
Steinheim (DE)
Anti-GLEPP1 polyklonal Kaninchen 1:250 Eurogentec —
Lattich (BEL)
Anti-GST polyklonal Kaninchen 1:2000 Sigma-Aldrich Chemie -

Steinheim (DE)
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Sekundare Antikorper Konjugat Konzentration Bezugsquelle

Anti-mouse HRP 1:10000 Dako Agilent Technologies -
Glostrup (DK)

Anti-human-l1gG HRP 1:100 GE Healthcare Bio- Sciences AB
Uppsala (SE)

Anti-rabbit HRP 1:7500 GE Healthcare Bio- Sciences AB -
Uppsala (SE)

Anti-guinea pig-1gG HRP 1:20000 EMD Millipore -
Temecula (USA)

Streptavidin HRP 1:500 Jackson ImmunoResearch -

Marker

West Grove (USA)

Bezugsquelle

Prestained Protein Marker, Broad Range

(7-175 kDa)
100 bp DNA Ladder

A-DNA-BstE Il Digest

Puffer und Losungen

New England BioLabs GmbH - Ipswich (USA)

New England BioLabs GmbH - Ipswich (USA)

New England BioLabs GmbH - Ipswich (USA)

Zusammensetzung

BSA

ECL Lésung A

ECL Losung B

Laufpuffer

Proteinwaschpuffer

Sammelgelpuffer (pH 6,9)

- 5% Bovine Serum Albumin Heat Shock in
Proteinwaschpuffer

- H,O

- 100 mM Tris pH 8,5
- 2,5 mM Luminol
- 0,4 mM Coumaric acid

- H,O

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

- 191,8 mM Glycin
- 3,46 mM SDS
- 23,93 mM Tris Base

-170 ml 1M Tris HCL
- 340 ml 5M NacCl
- 17 ml Tween 20

- 484 mM Tris HCI
- 16 mM Tris Base
- 14 mM SDS
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Transferpuffer - 383,6 mM Glycin
-49,52 mM Tris Base
- 20% Methanol

Trenngelpuffer (pH 8,8) - 360 mM Tris HCI
- 1140 mM Tris Base
- 14 mM SDS
Lésung Trenngel 10% (2x) - 3 ml Rotiphorese

- 1,5 ml Wasser

- 4,5 ml Trenngelpuffer
-90 pl 10% APS

-15 ul Temed

Lésung Sammelgel 10% (2x) - 0,535 ml Rotiphorese
- 1,135 ml Wasser
- 1,665 ml Wasser
-40 pl 10% APS
-5 ul Temed

3.2 Methoden

3.2.1 Herstellung und Vervielféltigung rekombinater DNA

3.211 PCR

Zur Herstellung von rekombinater DNA wurde zunachst das Zielgen (Template) mittels poly-
merase chain reaction (PCR) vemehrt. Bei der PCR handelt es sich um eine Methode, bei
der eine Nukleinsduresequenz mit Hilfe der enzymatischen Reaktion der Polymerase in vitro
exponentiell amplifiziert werden kann (Mullis and Faloona 1987). Es werden spezifische Pri-
mer bendtigt, wobei jeweils ein Vorwarts-Primer (FP) fir das 3" Ende des Templates und ein
Ruckwarts-Primer (RP) fir das 5" Ende benétigt wurde. Primer bestehen aus einem Stlick
Einzelstrang-DNA, welches komplemetar zu der entsprechenden DNA-Sequenz des Inserts
ist und einem Uberhang, der eine Schnittstelle fiir die spater folgende Klonierung enthalt
(Mullis and Faloona 1987).

Der PCR Ansatz bestand aus 0,1 ug DNA (Template), 0,5 uyl Vorwarts-Primer, 0,5 pl Rick-
warts-Primer, 5 pl AccuPrime 10x PCR Buffer Il und 1 pyl AccuPrime Tag DNA Polymerase
System (hitzebestadndige DNA Polymerase) und wurde mit ddH,O auf 50 pl aufgefiillt. Die
PCR-Reaktion wurde im Thermocycler (Eppendorf Mastercyler) durchgefihrt. In jedem Zyk-
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lus wurde die DNA zunachst bei 95 °C fir 3 Minuten denaturiert (Melting), so dass die DNA
in Einzelstrangen vorlag. Im Anschluss wurde die Temperatur fir 30 Sekunden auf 58 °C
abgesenkt, um das Anlagern des Primers (Annealing) zu vermoglichen. Die Arbeit der Ac-
cuPrime Taq DNA Polymerase wurde durch eine erneute Erhéhung der Temperatur auf 68°C
ermoglicht, wobei diese eine Synthese des neuen DNA Strangs in 5°-3" Richtung ermdglicht
und dabei eine Geschwindigkeit von 1 min/kbp leisten kann. Je nach Lange des Templates
wurde die Zeit fiir den Schritt bei 68 °C variiert. Die PCR wurde zumeist mit 15 Zyklen durch-
gefuhrt. Des Weiteren kann die PCR genutzt werden, um ein RNA-Transkript in isolierter
RNA aus Zellen und Geweben zu detektieren. Die Primer werden spezifisch fiir die gesuchte
Sequenz erstellt und binden entsprechend nur, wenn die isolierte RNA das gesuchte Tran-
skript enthalt. Um das PCR-Produkt zu Uberprifen, wurde eine Grolenkontrolle durchge-
fihrt. Dazu wurden 5 pl des PCR-Produktes zusammen mit einem A- oder 100 Bp Marker auf
ein 1%-iges Agarose-Gel geladen und die Gelelektrophorese bei 90 V fir etwa 30 Minuten
durchgefiihrt. Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung der DNA mittels Phenolextraktion. Hier-
fur wurde das PCR-Produkt mit 50 yl Phenol versetzt und gut vermischt. Durch Zentrifugati-
on bei 14000 rpm und 4 °C fir 15 Minuten entstanden 2 Phasen, wobei sich in der unteren
Phase das Phenol und im Uberstand die DNA in H,O ansammelte. Der Uberstand wurde
abgenommen und in ein neues Zentrifugenrohrchen Uberfiihrt. Im nachsten Schritt folgte die
Fallung der DNA. Dazu wurden zunachst 5 ul 3 M Natriumacetat-Lésung und 150 pl eiskaltes
100%-iges Ethanol zugefugt und gut vermischt. Das Gemisch wurde mit 1 pl Glykogen ver-
setzt und fiir mindestens 2 Stunden bei -20 °C inkubiert. Danach wurde die Probe fir 15 Mi-
nuten bei 14000 rpm und 4 °C pelletiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 70%
Ethanol dreimal gewaschen. Die reine DNA wurde schliefllich getrocknet und in Aqua destil-

lata (a.d.) resuspendiert.

3.2.1.2  Restriktionsenzymverdau

Um die Klonierung des durch die PCR gewonnenen und vermehrten Zielgens in einen ge-
wilinschten Vektor mdglich zu machen, mussten zunachst sowohl das PCR-Produkt (/nsert)
als auch der Vektor mit Hilfe von Restriktionsenzymen verdaut werden. Dabei wurden so-
wohl der Vektor als auch das Insert mit je zwei Restriktionsenzymen geschnitten. Restrikti-
onsenzyme sind Enzyme, die die DNA immer an einer spezifischen Basensequenz schnei-
den. Die GréRe und Anzahl der dabei entstehenden Fragmente ist spezifisch und macht eine
Identifikation mdglich. Darlber hinaus sind die entstandenen Schnittstellen komplementar
und ermoglichen eine spatere Zusammenfiihrung von Insert und Vektor zu einem Plasmid.

Die Auswahl der passenden Restriktionsenzyme erfolgt flr jedes Plasmid spezifisch. Wel-
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cher Enzympuffer bei einer bestimmten Enzymkombination eingesetzt wird, wurde aus den
Angaben des Herstellers entnommen (,NEBuffer Activity Chart for Restriction Enzymes* New
England BioLabs, November 2008).

Durchgefuhrt wurde der Restiktionsenzymverdau des PCR-Produktes (/nserts) in Form eines
30 pl Verdaus tber Nacht. Hierzu wurde das PCR Produkt in 26 ul H,O gel6ést und mit 0,3 pl
Restriktionsenzym 1, 0,3 ul Restriktionsenzym 2, 3 pl 10-fach Enzym Puffer und 0,4 pl BSA
versetzt. Um einen Vektor zu gewinnen, wurde dieser aus bereits bestehen Plasmiden mit-
tels standardmafigem Restriktionsverdau isoliert. Ein standardmafRiger Restriktionsverdau,
wie er auch zur diagnostischen Kontrolle nach DNA Praparation eingesetzt wird, erfolgt in
Form eines 30 pl Verdaus fir 1-3 Stunden bei 37 °C. Hierzu wurde 1,5 ug DNA in ein 1,5 ml
Zentrifugenréhren vorgelegt und mit 0,5 pyl Enzym 1, 0,5 pyl Enzym 2 und 3 pl 10-fach Enzym
Puffer versetzt. Der Verdau wurde mit Aqua destillata zu 30 pyl Gesamtvolumen erganzt. Bei
dem Verdau des Vektors mit dem Ziel der Klonierung sollte der Verdau 3 Stunden inkubiert
und nach 2 % Stunden 1 ul CIP hinzugefiigt werden, um zu verhindern, dass sich der Vektor
selbst ligiert.

Im Falle eines diagnostischen Restriktionsenzymverdaus nach DNA Praparation wurden die
verdauten Proben zusammen mit einem x-Marker oder einem 100 Basenpaar-Marker im An-
schluss auf ein 1%-iges Agarose Gel geladen und mittels Gelektrophorese bei 90 V fur 30

Minuten aufgetrennt.

3.2.1.3  Ligation

Der Prozess der Ligation beschreibt die Integration des Inserts in den Vektor. Im Anschluss
an den Restriktionsenzymverdau wurden sowohl 15 pl des Inserts, also auch 15 pl des Vek-
tors auf ein low melting Agarose Gel (LMA) geladen. Die Gelelektrophorese wurde bei ma-
ximal 85 V uUber 30 Minuten durchgefiihrt. Die entstandenen Banden des Inserts und des
Vektors wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, in ein 1,5 ml Zentrifugenréhrchen Uber-
fuhrt und bei 70°C geschmolzen. Parallel wurden zwei weitere Zentrifugenréhrchen (Kontoll-
Tube und Insert-Tube) vorbereitet. Zunachst wurden in das Kontroll-Tube 35 ul H,O, 0,4 pl
T4 DNA Ligase, 5 pl 10x T4 DNA Ligase Puffer und 2 pl der verflussigten Vektor LMA pipet-
tiert. Die Halfte des Volumens des Kontroll-Tubes, also 21,2 uyl wurden dann in das /nsert-
Tube Uberfuhrt und mit 4 yl Insert versetzt. Im Insert-Tube lagen Vektor und Insert somit im
Verhaltnis 1:4 vor. Beide Zentrifugenréhrchen wurden fir 2 Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert, wobei im Insert-Tube die Ligation stattfinden konnte.
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3214 Transformation

Um zu Uberprifen, ob die Ligation zwischen Insert und Vektor stattgefunden hat, wurden im
Folgenden sowohl das Produkt aus dem Insert-Tube als auch das Produkt aus dem Kontroll-
Tube transformiert. Bei der Transformation wird die Plasmid-DNA mit Hilfe von kompetenten
Bakterienstammen vermehrt. Kompetente Bakterienstdmme zeichnen sich dadurch aus,
dass sie frei im Medium vorkommende DNA aufnehmen kénnen (Young and Spizizen 1961).
Bei den hierflr verwendeten Bakterien handelt es sich um E.coli MC1061 und MC1061 P3
Stamme. Auch die Vermehrung von bereits bestehenden Plasmiden fand mit Hilfe der Trans-
formation statt. Die verwendeten Plasmide enthielten entweder eine Ampicillinresistenz oder
eine Ampicillin- und Tetracyclinresistenz. Im Falle der Vermehrung eines bestehenden Plas-
mides wurde je 1 ug der zu vermehrenden Plasmid-DNA in ein 1,5 ml Zentrifugenréhrchen
vorgelegt und mit 50 ul des entsprechenden Bakterienstammes vermischt. Bei der Transfor-
mation nach Klonierung wurden je 5 ul des Ligasegemisches aus dem /nsert-Tube und dem
Kontroll-Tube mit 50 ul des entsprechenden Bakterienstammes vermischt. Dabei wurden fir
Plasmide mit Ampicillinresistenz E.coli MC1061 und fiir Plasmide mit Ampicillin- und Tetra-
cyclinresistenz E.coli MC1061 P3 eingesetzt. Es folgte eine Inkubationsphase von 15 Minu-
ten auf Eis und anschlieBend eine Erwdrmung auf 37 °C fiir 5 Minuten. Das Gemisch wurde
auf einer Agarplatte ausgestrichen, welche mit den entsprechenden Antibiotika versetzt war.
Dabei herrschte in den Platten mit Ampicillin eine Endkonzentration von 100 pg/ml und in
den Platten mit Ampicillin und Tetracyclin eine Endkonzentration von 25 pg/ml Ampicillin und
7,5 pg/ml Tetracyclin. Die Platten wurden Gber Nacht bei 37 °C gelagert. Wenn die Trans-
formation eines Bakteriums erfolgreich war, konnte sich dieses, durch die mit dem Plasmid
aufgenommenen Antibiotikaresistenz, selektiv auf der Agarplatte vermehren. Im Falle der
Transformation nach Klonierung wurde die Platte geteilt und auf einer Seite wurde das Ge-
misch aus dem Kontroll-Tube ausgestrichen und auch der anderen Seite das Gemisch aus
dem Insert-Tube. Auf der Kontrollseite durften entsprechen keinen Kolonien gewachsen sein.
Nur wenn diese Bedingung erflllt war, konnten die Kolonien der Insert-Seite fir die weitere

DNA Vervielfaltigung genutzt werden.

3.2.1.5 DNA-Praparation

Nach erfolgreicher Transformation wurden Mini-Kulturen angelegt. Dabei wurde zunachst je
3 ml des LB Broth Nahrmediums in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt und im An-

schluss mit den entsprechenden Antibiotika versetzt. Es wurden folgende Endkonzentra-
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tionen erzeugt. LB Broth Medium mit Ampicillin enthielt 100 ug/ml Ampicillin und das LB
Broth Medium mit Ampicillin und Tetracyclin enthielt 25 pg/ml Ampicillin und 7,5 pug/ml Tetra-
cyclin. Das Medium mit Kanamycin hatte eine Endkonzentration von 50 pg/ml Kanamycin.
Eine einzelne Kolonie wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze von der Platte gepickt, in das vor-
bereitete 15 ml Zentrifugenréhrchen gegeben und fir mindestens 8 Stunden bei 37 °C und
220 U/min geschittelt. Eine erfolgreiche Vermehrung der Kolonie wurde durch eine Tribung
der Mini-Kultur sichtbar.

Um die Plasmid-DNA weiter zu vervielfaltigen und aufzureinigen wurde eine Maxipraparation
durchgefiihrt. Hierfir musste mindestens 12 Stunden vorher eine Maxi-Kultur aus der Mini-
Kultur angelegt werden. Dazu wurden 200 ml LB-Broth Base Nahrmedium in einen 500 ml
Kolben gegeben und mit den entsprechenden Antibiotika versetzt (Endkonzentrationen der
Antibiotika siehe Mini-Kultur). 200 pl der Bakterien-Suspension wurde aus der Mini-Kultur
entnommen und in den 500 ml Kolben uberfiihrt. Die Maxi-Kultur wurde fur mindestens 12
Stunden bei 37 °C und 220 U/min geschittelt. Auch hier zeigte sich eine erfolgreiche Ver-
mehrung der Bakterien durch eine Tribung des Nahrmediums.

Die Isolation der cDNA aus der Bakterienkultur erfolgte mittels einer Maxipraparation mit
dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit und entsprechend des Protokolls des Herstellers Qiagen.

Zur Bestimmung der Plasmid-DNA Konzentration in pg/ul wurde eine Photometrische Mes-
sung durchgefiihrt. Nur Werte unter 1,8 fiir die Proteinverunreinigungen (260/280 Wert) und
2,0 fur die Salz- und Kohlenhydratverunreinigung (260/230 Wert) wurden akzeptiert.

Zur Kontrolle der Plasmide wurde ein diagnostischer Verdau (s.0.) durchgefihrt.

3.2.2 RNA Isolation

Um die Expression eines Proteins in Zellen oder Geweben zu untersuchen, musste zunachst
die RNA isoliert werden, welche im anschlieBenden Schritt mittels PCR und spezifischen
Primern auf das gesuchte RNA-Transkript hin untersucht wurde. Die RNA-Isolierung aus
Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy-Mini-Plus Kit von Qiagen und unter Einhaltung der Her-

stelleranleitung durchgefihrt.

3.2.3 Zellkultur

Die fir die Versuche verwendeten HEK293T-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 4,5 g Glu-
kose und zusatzlichen 10% FCS, bei 37 °C und 5% CO, in 10 cm Zellkulturschalen kultiviert.
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Die Subkultivierung erfolgte alle 2 Tage je nach Konfluenz (meist in einer 1:6 oder 1:7 Pas-
sage). Dazu wurde zunachst das Medium abgesaugt und die Schale mit PBS gespiilt. Das
Ablésen der Zellen wurde durch Zugabe von 1 ml Trypsin und einer Inkubation von 5 Minu-
ten bei 37 °C erreicht. Die abgel6sten Zellen wurden im Anschluss mit 5 bzw. 6 ml DMEM-
Medium (4,5 g/l Glukose und 10% FCS) versetzt und je ein 1 ml des entstandenen Gemi-
sches in eine neue 10 cm Schale mit 9 ml des gleichen Medium gegeben. Die Zellen, welche
fur einen Versuch bendtigt wurden, wurden am Abend vor der Transfektion so gesplittet,
dass sie am Morgen der Transfektion einzeln vorlagen. Die Methode entspricht dabei der

oben genannten Subkultivierung.

3.2.4 Transfektion

Die transiente Transfektion der HEK293T-Zellen mit Plasmid DNA fand mit Hilfe der Calci-
um-Phoshat-Methode statt. Sie beruht auf der Fahigkeit der Zellen, die entstandenen Calci-
um-Phosphat Kristalle zu phagozytieren, an die zuvor die zu transfizierende Plasmid DNA
gebunden hat (Graham and van der Eb 1973, Loyter, Scangos et al. 1982). Dies fuhrt zu
einer Uberexpression der gewiinschten Proteine in den HEK293T-Zellen.

Die Transfektion erfolgte 12-14 Stunden nach der oben genannten Subkultivierung der Zel-
len. Je nach Versuch wurden 5-20 ug Plasmid-DNA in 1,5 pl Zentrifugenréhrchen vorgelegt
und zunachst mit 500 pl 0,25 M Calciumchlorid Lésung versetzt. Unter vortexen wurden nun
je 500 pl 2x HEBS tropfchenweise hinzugegeben. Die entstandene Lésung wurde gleichméa-
Rig in die 10 cm Schalen pipettiert. Das Medium wurde 6-8 Stunden nach dem Beginn der
Transfektion gewechselt, wobei je nach Versuch entweder auf DMEM-Medium mit 4,5 g/l
Glucose (25 mmol/l) und 10% FCS, DMEM-Medium mit 1,0 g/l Glucose (5,5 mmol/l) und
10% FCS oder DMEM-Medium mit 4,5 g/l Glucose ohne FCS gewechselt wurde.

3.2.5 Zellernte

Die transfizierten HEK293T-Zellen wurden maximal 24 Stunden nach Transfektion geerntet.
Hierzu wurde zunachst das Medium abgesaugt und auf jede Schale 5 ml 4°C kaltes PBS
gegeben. Mit Hilfe des PBS wurden die Zellen durch senkrechtes pipettieren abgeldst. Die
PBS-Zell-Suspension jedes Datenpunktes wurde daraufhin vollstdndig aufgenommen und in
ein 15 ml Zentrifugendhrchen Uberflhrt, wobei die Zellen der beiden Schalen eines Daten-

punktes in je einem 15 ml Zentrifugenrohrchen gepoolt wurden. Im Anschluss wurden die
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Proben 5 Minuten bei 1500 rpm und 4°C pelletiert. Das so entstandene Zellpellet konnte nun

fur die Co-Immunoprazipitation, das Pulldown-Assay oder Biotin-Assay genutzt werden.

3.2.6 Co-Immunoprézipitation

Die durch die Zellernte entstandenen HEK293T-Zell-Pellets wurden nun verwendet, um eine
Co-Immunoprazipitation (Co-IP) durchzufihren. Dabei sollte untersucht werden, inwieweit
die vorher transfizierten Proteine miteinander interagieren. Die Zell-Pellets in den 15 ml Zent-
rifugenréhrchen wurden dabei in IP-Puffer resuspendiert und in 1,5 ml Zentri-fugenréhrchen
Uberflhrt. Die Menge des IP-Puffers war dabei jeweils abhangig von der Pelletgréfie und lag
zwischen 150 pl und 400 pl. Wahrend einer 15-minutigen Inkubationszeit auf Eis wurden die
Zellen durch den IP-Puffer lysiert und anschlieRend 15 Minuten bei 14000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde jeweils in ein neues 1,5 ml Zentrifugenrohr-
chen Uberfihrt und 10% als Lysat entnommen. Die Lysate wurden mit der gleichen Menge
2x Laemmli versetzt und bei 95 °C fiir 5 Minuten gekocht. Der restliche Uberstand wurde nun
fur die eigentliche Co-Immunoprazipitation verwendet. Dazu wurde dieser bei 4 °C mit 30 pl
Protein-G-Sepharose, 30 ul Anti-Flag M2 Affinity Gel oder 2,5 ul Anti-Nephrin-Antikérper ge-
folgt von 30 pl Protein-A-Sepharose fiir 60 Minuten auf dem Uberkopfschittler inkubiert. Im
Anschluss wurden die Proben bei 4 °C und 3000 rpm fir 3 Minuten zentrifugiert und danach
mit 800 pl IP-Puffer gewaschen. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Nach einer letz-
ten Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C fiir 1 min wurde der entstandene Uberstand kom-
plett abpipettiert und die Pellets in je 30 pl 2x Laemmli resuspendiert und ebenfalls bei 95 °C
fir 5 Minuten gekocht. Dies fiihrte zu einer Denaturierung der Wasserstoffbriickenbindun-
gen. Durch das DTT im 2x Laemmli kam es auBerdem zur Reduktion der Disulfidbriicken
(Cleland 1964). Die Sekundar- und Teritarstruktur der Proteine ebenso wie entstandene Bin-
dungen wurden aufgelost (Laemmli 1970). Die Proben wurden dann mittels Western Blot

weiter ausgewertet.

3.2.7 Pulldown-Assay

Als weitere Methode zum Nachweis von Protein-Interaktionen wurde das Pulldown-Assay
verwendet. Hierbei wurden je 1 ug Gluthation-S-Transferase(GST)-Fusions-Protein bzw. 1
Mg GST-mono-rekombinates Protein als Kontrolle mit jeweils 1 ug des Test-Proteins in 500 pl

IP-Puffer fir 30 Minuten auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Im Anschluss wurden 30 pl
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GST-Sepharose hinzugegeben und weitere 30 Minuten auf dem Schittler inkubiert. Nach-
dem auf diese Weise der Pulldown erfolgte, wurden die Proben wie in der Co-IP mit 1ml IP-
Puffer gewaschen um das Testprotein zu entfernen, welches nicht an das GST-Fusions-
Protein gebunden hat. Vor Zugabe der GST-Sepharose wurde je ein Teil der Proben zum
Nachweis des Inputs enthnommen. Die Proben wurden dann mittels SDS-Gelelektrophorese
und Western Blot weiter ausgewertet.

Das GST-Fusions-Protein wurde im Vorfeld wie folgt generiert. Die Plasmid DNA des GST-
markierten Proteins wurde wie oben beschrieben hergestellt und Gber Nacht bei 37 °C in
E.coli Bakterien transformiert. Hierfir wurden 10 ml Bakterien mit einer ausreichenden Men-
ge Plasmid auf ein Liter Nahrmedium verdiinnt. Nach Erreichen einer OD600= 0,55 (optische
Dichte bei einer Wellenlange von 600nm) wurde 10 uM IPTG (lsopropyl-B-D-
thiogalactopyranosid) hinzugegeben und 3 Stunden inkubiert. Im Anschluss wurden die Bak-
terien pelletiert und eingefroren. Zur Zelllyse wurden die gefrorenen Bakterien in 30 ml Puffer
zur Herstellung rekombinanter Proteine und 6 mg Lysozym aufgetaut. (D.M. Berman et al.,
Cell 86, 445-452, 1996). Nach Zentrifugation wurde das entstandene Lysat auf die Glutathion
Sepharose 4B Saulen Uberfihrt und die Aufreinigung durchgefihrt. Die Sdulen wurden zuvor
mit 50 ml PBS equilibriert und nach Durchlauf des Lysates mit 50 ml PBS gewaschen. Zu
Elution des gebundenen Materials in der Saule wurde diese flinfmal mit Elution-Puffer (10
mM Glutathion in 50 mM Tris-HCI pH8.0) befiillt und das Eluat gesammelt.

3.2.8 Biotin-Assay

Um die Endozytose von Nephrin experimentell untersuchen zu kénnen, wurden Biotin-
Assays durchgefuhrt. Biotin fuhrt durch Bindung an primare Amine zur Biotinylierung des
Proteins und wird selber wiederum sehr spezifisch durch Streptavidin gebunden. Inkubiert
man intakte Zellen mit Biotin, kdnnen nur Proteine an der Oberflache biotinyliert werden,
wodurch eine vergleichende Aussage Uber die Endozytoseprozesse gemacht werden kann.
Streptavidin gekoppelt an HRP macht eine Auswertung mittels Chemilumineszenz maoglich.
Fur die Biotin-Assays wurden HEK293T-Zellen wie obenstehend jeweils mit Nephrin und
4.10 oder cdm8 als Kontrolle transfiziert, wobei jeweils 4 Schalen pro Datenpunkt benétigt
wurden. Die Zellernte erfolgte grundlegend nach dem oben genannten Prinzip, jedoch wurde
das PBS zusatzlich mit 0,1 mM CaCl, und 1TmM MgCl, versetzt. AuBerdem war ein weiterer
Zentrifugationschritt nétig, um die 4 Schalen in ein 15 ml Zentrifugenréhren zu poolen.

Die so entstandenen Pellets wurden nach Absaugen des Uberstandes in je 5 ml Biotinldsung
(0,5 mg/ml in PBS + 0,1 mMCaCl, + 1 mM MgCl,) resuspensiert, in ein 1,5 ml Tube Gberfiihrt
und fir 30 Minuten bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubiert. Dieser Schritt dient der Bio-
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tinylierung von Nephrin an der Zelloberfliche. Zum Entfernen von nichtgebundenem Biotin
wurden die Zellen bei 1500 rpm und 4 °C fir 3 Minuten pelletiert, der Uberstand abgesaugt
und vorsichtig mit je 5 ml PBS + 0,1 mM CaCl, + 1 mM MgCl, + 100 mM Glycin gewaschen.
Nach 20 Minuten auf dem Uberkopfschiittler bei 4 °C wurde dieser Waschschritt wiederholt.
Erneut wurden die Zellen bei 1500 rpm und 4 °C fiir 3 Minuten pelletiert. Die Zelllyse erfolgte
durch Zugabe von je 500 ul IP-Puffer und einer Inkubationzeit von 30 min auf Eis. Das weite-
re Vorgehen entspricht den Schritten der Co-IP ab der Zelllyse, wobei die Prazipitation durch
Inkubation mit 2,5 pl Anti-Nephrin-Antikérper fur 1 Stunde und anschlieRender Zugabe von
30 ul Protein-A-Sepharose fir 1 Stunde stattfand. Die Proben wurden dann mittels SDS-

Gelelektrophorese und Western Blot weiter ausgewertet.

3.2.9 Western Blot

3.2.9.1 SDS Gelektrophorese

Vor dem eigentlichen Blotting wurden die Proteine in den Proben zunachst mittels SDS-
Gelelektrophorese ihrer GroRe nach im SDS-Gel aufgetrennt.

Die SDS-Gele fiir die Elektrophorese bestanden aus einem Trenngel und einem Sammelgel
und wurden nach oben genannten Rezepten gegossen (siehe 3.1.3.5) Dabei war darauf zu
achten, dass sowohl APS, als auch Temed erst kurz vor dem Giel3en der Gele dazugegeben
werden durfte. Nach dem GieRen wurde das Trenngel mit 99,8% Isopropanol Uberschittet.
Das Sammelgel wurde nach Aushartung des Trenngels und AbgieRen des Isopropanols auf
das Trenngel gegossen und mit einem Kamm versehen. Die ausgeharteten Gele wurden nun
fur die Gelelektrophorese in eine mit 1x Laufpuffer gefiillte Elektrophoresekammer einge-
spannt und die Taschen mit 15 pl Probe oder 5-8 ul Proteinmarker beladen. Die Gelelektro-
phorese verlief in zwei Stufen. In der Sammelgelphase wurde eine Spannung von 70 V fir
30 Minuten angelegt und in der darauffolgenden Trenngelphase eine Stromstarke von 20 mA
pro Gel fur 90 min veranschlagt. Hierbei sammeln sich die Proteine zunachst am Trenngel
um sich dann in der zweiten Phase entsprechend ihrer Gréfie aufzutrennen. Das in den Ge-
len befindliche SDS Uberdeckt dabei die Eigenladung des Proteins, so dass diese bei der
Auftrennung zu vernachlassigen ist. Die nun negativ geladenen Proteine wandern im ange-
legten elektrischen Feld, wobei kleine Proteine schneller durch das Gel wandern als grof3ere
(Laemmli 1970) .
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3.2.9.2  Tank-Blotting

Nach der Gelelektrophorese erfolgte das Tank-Blotting, bei dem die Proteine vom Gel auf
eine Nitrozellulosemembran Utbertragen werden. Im Voraus wurde der 1x Transferpuffer her-
gestellt und bei 4 °C kaltgestellt. Sofort nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das
Gel von den Glasplatten gel6st, in Transferpuffer eingelegt und anschlielend zusammen mit
der Nitrozellulosemembran und dem Blottingpapier in einem sogenannten ,Gel-Sandwich®
zusammengesetzt. Das Blotting selbst erfolgte vertikal und bei 200 mA fir 2 Stunden, wobei
die negativ geladenen Proteine im gerichteten elektischen Feld in Richtung der Anode (Plus-
pol) wandern und somit auf die Nitrozellulosemembran tbertagen werden (Towbin, Staehelin
et al. 1979). Im Anschluss wurde die Nitrozellulosemembran entweder bei 4 °C U.N. oder bei

37 °C fur 1 Stunde in 5%-igem BSA inkubiert, um unspezifische Bindungen abzusattigen.

3.2.9.3 Immunmarkierung

Um die Proteine auf der Membran sichtbar zu machen, erfolgt eine spezifische Antikdrper-
nachweisreaktion. Zunachst wurde die in BSA gelagerte Nitrozellulosemembran mit Protein-
waschpuffer gewaschen und mit den entsprechenden primaren Antikérpern mindestens 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgten drei Waschschritte zu je 5 Minuten, um
unspezifische Bindungen und nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Im Anschluss wurde
die Membran im sekundaren Antikérper, welcher gegen den Fc-Teil (kristallisierbares Frag-
ment) des primaren Antikorpers gerichtet ist, ebenfalls 1 Stunde inkubiert und erneut mit drei
Waschschritten je 5 Minuten gewaschen. Der sekundare Antikorper ist zudem mit einem En-
zym, der Meerrettichperioxidase (HRP), konjugiert.

Zur Detektion wurden je 1 ml enhanced chemiluminescence (ECL)-L6sung A und ECL-
Losung B vermischt und gleichmaRig auf der Nitrozellulosemembran verteilt. Die HRP des
sekundaren Antikérpers kann das Wasserstoffperoxid aus dem ECL als Substrat nutzen. Die
freiwerdenden Protonen aus dieser Reaktion flhren zu einer Reaktion des ECL Bestandteils
Luminol, wobei es zur Emission von Chemilumineszenz kommt (Kricka and Whitehead

1987). Diese Emission konnte mit Hilfe der Kamera des FluorChem® FC2 detektiert werden.
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3.2.10 Auswertung

Mittels des Imagers FluorChem® FC2 konnten die Emissionen der Chemilumineszenz detek-
tiert und in eine digitale Form gebracht werden. Die densiometrische Auswertung der einzel-
nen Banden erfolgte mit Hilfe des Programms Alphaview SA. Eine hintergrundkorrigierte
Dichtebestimmung der einzelnen Banden lieferte dabei die Absolutwerte fir die statistische
Auswertung.

Die statistische Auswertung erfolge mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 6 unter der

Verwendung des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Tests.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von 4.10 in humanen Podozyten

Bislang konnte die Expression des Proteins 4.10 nur im Ovar, fetalem Muskel, fetalem Ge-
hirn und fetalem Thymus nachgewiesen werden (Ni, Ji et al. 2003). Um die Rolle des Pro-
teins 4.10 fiur die Funktion des Podozyten untersuchen zu kénnen, musste zunachst die
Frage geklart werden, ob das Protein 4.10 (berhaupt in der Niere und in den humanen Po-

dozyten exprimiert wird.

Das Protein 4.10 existiert in zwei verschiedenen Splicevarianten (siehe Abb. 4). Die Spli-
cevariante 4.10 long weist N-terminal eine Aminosauresequenz von 49 Aminosauren auf.
Die Splicevariante 4.10 short hingegen besitzt N-terminal nur 5 Aminosauren. Eine Uberein-
stimmung zwischen den beiden Splicevarianten gibt es in diesem Bereich nur zwischen 3
Aminosauren. Die restlichen 44 Aminosauren der Sequenz von 4.10 long fehlen bei der
Splicevariante 4.10 short. Ab der flinfzigsten Aminosaure sind die Aminosauresequenzen
beider Varianten identisch. Fiir das Protein 4.10 Jong ergibt sich daher eine Groflte von 598

Aminosauren und fiir das Protein 4.10 short eine Groflke von 554 Aminosauren.
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Abb. 4: Darstellung der zwei Splicevarianten des Proteins 4.10.

Vergleich der ersten 60 Aminosduren beider Splicevarianten. N-terminal weist die Splicevariante 4.10 long 49
Aminosauren auf. Die Splicevariante 4.10 short besitzt N-terminal 5 Aminosauren, wobei die restlichen 44 Ami-
nosauren im Vergleich zu 4.10 Jong fehlen. Eine Ubereinstimmung findet sich in diesem Bereich nur zwischen
den Aminosauren 1, 28 und 29. Ab der fiinfzigsten Aminosaure sind die beiden Splicevarianten identisch. Darstel-

lung erstellt mit MegAlign Version 3.0.25 (Software Suite for Sequence Analysis) von DNASTAR Lasergene.

Zum Nachweis der Expression des Proteins 4.10 wurde eine konventionelle PCR aus hu-
manen Podozyten, isolierter RNA aus humanem Nierengewebe und HEK293T-Zellen durch-
gefuhrt, um das 4.10-RNA-Transkript zu detektieren. Die humanen Podozyten wurden uber
14 Tage in der Zellkultur ausdifferenziert. Die HEK293T- Zellen wurden regular subkultiviert.
Die isolierte RNA aus Nierengewebe (FirstChoice® Human Kidney Total RNA) wurde kom-
merziell erworben. Eine PCR mit 4.10 Primern wurde durchgeflihrt. Da zwei Splicevarianten
von 4.10 (4.10 short und 4.10 long) existieren, wurde die PCR sowohl fiir 4.10 short (1662
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bp) als auch 4.10 Jong (1794 bp) durchgefihrt. Als Negativkontrolle diente H,O. Zum Nach-
weis der Expression auf Proteinebene wurde zusatzlich ein Westernblot auf 4.10 short und

long aus humanen Podozyten und HEK293T-Zellen durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dass sowohl die Splicevariante 4.10 short, also auch 4.10 long in humanen
Podozyten und HEK293T-Zellen exprimiert wird (siehe Abb. 5).
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Abb. 5: Nachweis der 4.10 Expression in humanen Podozyten, humanem Nierengewebe und HEK293T-
Zellen mittels PCR und Westernblot.

Die humanen Podozyten differenzierten tber 14 Tage in der Zellkultur. Die HEK293T-Zellen wurden regulér sub-
kultiviert. Die isolierte RNA aus humanem Nierengewebe wurde kommerziell erworben (A) Nach Isolation der
RNA wurde eine PCR zum Nachweis der beiden Splicevarianten 4.10 short und long durchgefiihrt. Sowohl die
RNA von 4.10 short (s) (oben), als auch 4.10 long (l) (unten) werden in humanen Podozyten, humanem Nieren-
gewebe und HEK293T- Zellen exprimiert. (B) Auch der Westernblot auf die Proteine 4.10 s und 4.10 | zeigte eine
Expression beider Proteine in humanen Podozyten und HEK293T- Zellen mit einer Dominanz von 4.10 s. Die

obere, schwachere Bande entspricht 4.10 long und die untere, kraftigere Bande 4.10 short.

Mit Hilfe des Internetanbieters http://smart.embl-heidelberg.de/ konnten die Domanen des
insgesamt 64 kDa schwere Proteins 4.10 short bestimmt werden (siehe Abb. 6). N-terminal
befindet sich die 32 kDa schwere FERM (4.1-Ezrin-Radixin-Moesin)-Domane mit der 22 kDa
schweren B41-Unterdoméane. An die FERM-Domane schliet sich eine 5,3 kDa schwere FA
(FERM-assoziierte)-Domane an. Weiterhin folgt die 13 kDa schwere AB (Aktin-Bindungs)-

Domane und die 12 kDa schwere CT(C-terminale)-Domane.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Doméanen des Proteins 4.10.

Die Darstellung erfolgt auf der Grundlage der Analyse des Internetanbieters http://smart.embl-heidelberg.de/.
Domanen von N- nach C-terminal: 32 kDa schwere FERM-Doméne (4.1-Ezrin-Radixin-Moesin-Doméne), 22 kDa
schwere B41-Domane als Unterdomane der FERM-Domane, 5,3 kDa schwere FA-Doméane (FERM-assoziierte-
Domane), 13 kDa schwere ABD (Aktin-Bindungs-Doméne) und 12 kDa schwere CTD (C-terminale-Domane).
([Quelle online im Internet:] URL: http://smart.embl-heidelberg.de/ [Stand: 07.02.2015,11:37])

4.2 Die Rolle des Proteins 4.10 fiir die glomerulare Schlitzmembran

Die gesicherte Expression des Proteins 4.10 in humanen Podozyten fuhrte zu der Frage
nach der Rolle des Proteins 4.10 fiir die Funktion des Podozyten.

Um sich dieser Frage zu nahern, wurden sowohl Untersuchungen zur Rolle von 4.10 fir die
glomerulare Schlitzmembran, als auch zur Rolle von 4.10 fir das podozytare Zytoskelett
durchgefuhrt. Um eine anfangliche Einordnung des Proteins 4.10 in der glomerularen
Schlitzmembran vornehmen zu kdnnen, wurden zunachst Interaktionen mit bekannten Prote-
inen der glomerularen Schlitzmembran untersucht und darauffolgend durch Funktionsstudien

erganzt. In samtlichen Versuchen wurde nur mit der Splicevariante 4.10 short gearbeitet.

4.2.1 Interaktionsstudien

4211  4.10 interagiert mit Nephrin

Fur die Integritat der glomeruldren Schlitzmembran spielt Nephrin eine entscheidende Rolle.
Der Verlust von Nephrin in der Schlitzmembran fuhrt zu schwerwiegender Proteinurie und
Nierenversagen (Huttunen 1976, Kestila, Lenkkeri et al. 1998).

Daher sollte zunachst eine mogliche Interaktion von 4.10 mit Nephrin untersucht werden.
Hierfir wurden Co-Immunoprazipitationen (Co-IP) durchgefiihrt. In getrennten Versuchen
sollte dartber hinaus mit Hilfe eines sogenannten Truncationmappings die Bindungsstellen
fur die 4.10/Nephrin-Interaktion im jeweilig anderen Protein ermittelt werden. Beim Trunca-
tionmapping werden zunachst verschiedene Truncations generiert. Es handelt sich um Ab-
schnitte des Proteins, die festgelegte Aminosauresequenzen umfassen. In der Zusammen-
schau ihres Bindungsmusters in der Co-IP lasst sich so auf die fur die Interaktion relevanten

Aminosauresequenzen schliefen. Zunachst sollte, neben dem Nachweis der Nephrin/4.10
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Interaktion, die relevante Stelle fir die Bindung von 4.10 an Nephrin untersucht werden. Die
verwendeten HEK293T-Zellen exprimierten Flag-markiertes 4.10 (F.4.10), Ig.-markiertes
Nephrin cyt (Ig.Nephrin cyt Aminosduren 1087-1241), welches den gesamten zytoplasmati-
schen Anteil umfasst und verschiedene Ig.-markierte Nephrin-Truncations oder einen leeren
Ig.-Vektor als Negativkontrolle. Nach Zelllyse wurden lg, Ig.Nephrin cyt und die Ig.Nephrin-
Truncations mit Protein-G-Sepharose prazipitiert, sowie Lysate der Proben erstellt. Die Pro-
ben der Co-IP und der Lysate wurden anschlieBend durch SDS-Gelelektrophorese aufge-
trennt und im Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran ubertragen. In der spezifischen
Antikérperreaktion wurde die Membran mit Anti-Flag-Antikdrper inkubiert und somit gegen
F.4.10 gefarbt. Die in Abb. 7 dargestellte Co-IP ist ein exemplarischer Auszug aus der Ver-
suchsreihe, welche drei Versuche umfasst (n=3). Ein Expressionsnachweis der Ig.Nephrin-
Truncations und der Negativkontrolle erfolgte durch Inkubation der Membranen der IP und
der Lysate mit Anti-human-IgG-Antikérper. Diese Nachfarbungen sind im Anhang 1 (Anhang
Abb. 21) zu finden.

Es konnte gezeigt werden, dass F.4.10 mit dem zytoplasmatischen Anteil von Nephrin
(Ig.Nephrin.cyt Aminosauren 1087-1241) interagiert. Dartuber hinaus ergab sich eine Interak-
tion mit den Nephrin-Truncations Ig.Nephrin Aminosauren (AA) 1158-1241, AA 1087-1208,
AA 1087-1190 und AA 1158-1208. Die Analyse des Bindungsmusters im Truncationmapping
weist darauf hin, dass die Bindungsstelle von 4.10 an Nephrin im Bereich der Aminosauren
1158 bis 1190 liegt (Abb. 7). In dieser C-terminalen Aminosauresequenz liegen zahlreiche

posttranslationell modifizierbare Motive.
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Abb. 7: Nachweis der Interaktion zwischen Protein 4.10 und Nephrin und Eingrenzung der Bindungsstelle
auf die AA 1158-1190 von Nephrin.

(A) Die HEK293T-Zellen exprimierten F.4.10 und Ig.Nephrin cyt, verschiedene Ig.Nephrin Truncations oder einen
Ig.Leervektor. Nach Zelllyse wurden Ig.Nephrin cyt und die Ig.Nephrin Truncations mit Protein-G-Sepharose pra-
zipitiert und im Immunoblot gegen F.4.10 gefarbt. Oben: Die Signale in der Co-IP zeigen eine Interaktion von
F.4.10 mit Ig.Nephrin cyt AA 1087-1241 und den Ig.Nephrin Truncations AA 1158-1241, AA 1087-1208, AA
1087-1190, AA 1158-1208. Unten: Die Lysate zeigen eine gleiche Expression von F.4.10.

(B) Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse zur Co-IP zwischen Protein 4.10 und Nephrin cyt, sowie
der Nephrin Truncations. In der rechten Spalte wird eine Bindung in der Co-IP mit 4.10 als + dargestellt. Das

Bindungsmuster weist daraufhin, dass die Bindungstelle (rot dargestellt) fiir 4.10 im Bereich der AA 1158-1190
von Nepbhrin liegt.

Im Anschluss an die Identifikation der relevanten Aminosauresequenz fir die Bindung von
4.10 an Nephrin sollte nun die Bindungsstelle von Nephrin im Protein 4.10 untersucht wer-
den. Hierzu exprimierten HEK293T-Zellen Nephrin WT (Wildtyp) und Flag-markiertes 4.10
(AA 1-554), verschiedene Flag-markierte 4.10 Truncations oder Flag-markiertes GFP
(F.GFP) als Negativkontrolle. Die Zellen wurden lysiert und F.GFP, F.4.10 und die F.4.10-
Truncations mit M2-Beads prazipitiert, sowie Lysate der Proben erstellt. Mittels SDS-
Gelelektrophorese wurden die Proben der Co-IP und der Lysate aufgetrennt und die Proteine
auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Die Membranen wurden anschlieBend mit Anti-
Nephrin-Antikorper inkubiert. Die in Abb. 8 dargestellten Co-IP sind exemplarische Ausziige
aus dieser Versuchsreihe. Die Expression der Flag-markierten Proteine wurde nachgewie-
sen (siehe Anhang 2, Abb. 22).

Erneut zeigte sich, dass F.4.10 mit Nephrin interagiert. DarUber hinaus ergibt sich eine In-
teraktion mit den F.4.10 Truncations AA 450-554, AA 484-554 und AA 506-554. Keine Inter-
aktion zeigt sich fur die F.4.10 Truncations AA 1-181, AA 185-272, AA 278-324, AA 335-
450. Das Bindungsmusters im Truncationmapping zeigt somit, dass eine Bindungsstelle fir
Nephrin im Bereich der Aminosauren 506-554 von 4.10 liegt (Abb. 8). Die genaue Funktion
dieser C-terminalen Domane ist unklar.
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Abb. 8: Nachweis der Interaktion zwischen Protein 4.10 und Nephrin und Eingrenzung der Bindungsstelle
auf die AA 506-554 von 4.10.

(A) und (B) Die HEK293T-Zellen exprimierten Nephrin und F.4.10, verschiedene F.4.10-Truncations oder eine
Negativkontrolle (F.GFP). Nach Zelllyse wurden F.4.10 und die F.4.10-Truncations mit M2-Beads prazipitiert und
im Immunoblot gegen Nephrin gefarbt. Oben: Die Signale in der Co-IP zeigen eine Interaktion von Nephrin mit
F.4.10 und den F.4.10 Truncations AA 450-554, AA 484-554 und AA 506-554. Keine Interaktion mit Nephrin
zeigen die F.4.10-Truncations AA 1-181, AA 185-272, AA 278-324 und AA 335-450. Unten: Die Lysate zeigen
eine gleiche Expression von Nephrin. (C) Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse zur Co-IP zwischen
Nephrin und 4.10 sowie der 4.10 Truncations. In der rechten Spalte wird eine Bindung in der Co-IP mit Nephrin
als + und keine Bindung als - dargestellt. Die Bindungsstelle (rot markiert) von Nephrin an 4.10 liegt im Amino-

saurebereich von 506-554.

4.21.2 4.10 interagiert mit NEPH1

Ein weiteres wichtiges Protein der glomerularen Schlitzmembran ist Neph1. Strukturell ist
NEPH1 ahnlich aufgebaut wie Nephrin (Donoviel, Freed et al. 2001) und bildet dartber hin-
aus in der Schlitzmembran Heterodimere mit Nephrin (Gerke, Huber et al. 2003). Um zu un-
tersuchen, ob 4.10 auch mit NEPH1 interagiert, wurden HEK293T-Zellen cotransfiziert und
exprimierten Flag-markiertes 4.10 (F.4.10), Ig.-markiertes NEPH1 (Ig.NEPH1, zytoplasmati-
scher Anteil von NEPH1), Ig.-markiertes Nephrin cyt (Ig.Nephrin cyt) als Positivkontrolle und
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einen leeren lg.-Vektor (Ig.) als Negativkontrolle. Nach Zelllyse erfolgte die Immuno-
prazipitation von Ig., Ig.NEPH1 und Ig.Nephrin cyt mit Protein-G-Sepharose. Zuvor wurden
Lysate der Proben erstellt. Die Proben der Co-IP und der Lysate wurden anschlieRend durch
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Proteine im Western Blot auf Nitrocellulose-
membranen Ubertragen. Es folgte die Inkubation der Membranen mit Anti-Flag-Antikorper,
wodurch diese gegen F.4.10 gefarbt wurden. Der Versuch wurde dreimalig durchgefiihrt
(n=3). Ein Beispiel aus dieser Versuchsreihe ist in Abb. 9 dargestellt. Die Expression von
Ig.NEPH1, Ig.Nephrin cyt und der Negativkontrolle Ig. wurde nachgewiesen und ist im An-
hang 3 (Anhang Abb. 23) zu finden.

Aus dieser Versuchreihe lasst sich folgern, dass F.4.10 mit Ig.NEPH1 interagiert.
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Abb. 9: Nachweis der Interaktion zwischen Protein 4.10 und NEPH1.

Die HEK293T-Zellen exprimierten F.4.10, Ig.NEPH1, Ig.Nephrin als Positivkontrolle und einen lg.-Leervektor als
Negativkontrolle. Nach Zelllyse wurden lg., I9.Nephrin und Ig.NEPH1 mit Protein-G-Sepharose prazipitiert und im
Immunoblot gegen F.4.10 gefarbt. Oben: Die Signale in der Co-IP zeigen eine Interaktion von F.4.10 mit

Ig.NEPH1 und Ig.Nephrin. Unten: Die Lysate zeigen eine gleiche Expression von F.4.10.

4.21.3 4.10 interagiert mit GLEPP1

Im nachsten Schritt sollte mit Hilfe von Co-Immunoprazipitationen die Interaktion von 4.10
mit einem weiteren bekannten podozytaren Protein, dem GLEPP1, untersucht werden. Ein
Verlust der Tyrosinphosphatase GLEPP1 fihrt zu einer Verédnderung der podozytaren Struk-
tur und Funktion (Thomas, Wharram et al. 1994, Wharram, Goyal et al. 2000). Neben der
Untersuchung der Interaktion, wurde auch hier ein Truncationmapping durchgefiihrt, um die
Bindungsstellen der beiden Proteine aneinander zu detektieren. Zunachst sollte die Bin-
dungsstelle fur die GLEPP1/4.10 Interaktion an GLEPP1 untersucht werden. Hierzu wurden
Flag-markiertes 4.10 (F.4.10), Ig.-markiertes GLEPP1 cyt (AA 843-1217, umfasst den ge-
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samten zytoplasmatischen Anteil), verschiedene GLEPP1-Truncations sowie ein leerer Ig.-
Vektor als Negativkontrolle von HEK293T-Zellen exprimiert. Nach Zelllyse folgte die Prazipi-
tation von Ig., 1g.GLEPP cyt und den Ig.GLEPP-Truncations mit Protein-G-Sepharose. Zu-
dem wurden Lysate der Proben erstellt. Durch SDS-Gelelektrophorese wurden sowohl die
Proben der IP, als auch der Lysate aufgetrennt und im Anschluss auf eine Nitrocellulose-
membran geblottet. Die Immunmarkierung erfolgte durch Inkubation der Membranen mit An-
ti-Flag-Antikorper. Die Farbung erfolgte somit gegen F.4.10. Der Versuch wurde dreimalig
durchgefihrt (n=3). Die in Abb. 10 dargestellte Co-IP ist ein exemplarischer Auszug aus die-
ser Versuchsreihe. In Anhang 4 (Abb. 24) ist der Expressionsnachweis der Ig.-markierten

Proteine dargestellt.

Eine Interaktion zwischen F.4.10 und dem zytoplasmatischen Anteil von GLEPP1
(Ilg.GLEPP1 cyt AA 843-1217) sowie eine Interaktion von F.4.10 mit den Ig.GLEPP1-
Truncations AA 843-1197, AA 936-1197, AA 936-1217 konnte nachgewiesen werden. Das
Bindungsmuster in der Versuchsreihe zeigt, dass die Bindungsstelle von 4.10 an GLEPP1
im Bereich der Aminosauren 936-1197 liegt (siehe Abb. 10). Dies entspricht der Phosphata-

sedomane von GLEPP1.
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Abb. 10: Nachweis der Interaktion zwischen Protein 4.10 und GLEPP1 und Eingrenzung der Bindungs-
stelle auf die AA 936-1197 von GLEPP1.

(A) Die HEK293T-Zellen exprimierten F.4.10 und Ig.GLEPP1 cyt, verschiedene |g.GLEPP1-Truncations oder
einen Leervektor (Ig.). Nach Zelllyse wurden Ig.GLEPP1 cyt und die 13.GLEPP1-Truncations mit Protein-G-
Sepharose prazipitiert und im Immunoblot gegen F.4.10 gefarbt. Oben: Die Signale in der Co-IP zeigen eine
Interaktion von F.4.10 mit Ig.GLEPP1 cyt und den Ig.GLEPP1-Truncations AA 843-1197, AA 936-1197, AA 936-
1217. Unten: Die Lysate zeigen eine gleiche Expression von F.4.10. (B) Schematische Zusammenfassung der
Ergebnisse zur Co-IP zwischen 4.10 und GLEPP1 cyt, sowie der GLEPP1-Truncations. In der rechten Spalte
wird eine Bindung in der Co-IP mit 4.10 als + und keine Bindung als — dargestellt. Die Bindungsstelle (rot darge-
stellt) von 4.10 an GLEPP1 liegt im Bereich der AA 936-1197 (Phosphatasedomane).
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Umgekehrt sollte nun die Bindungsstelle fir die GLEPP1/ 4.10 Interaktion an 4.10 unter-
sucht werden. HEK293T-Zellen exprimierten Ig.-markiertes GLEPP1 cyt (Ig.GLEPP1), Flag-
markiertes 4.10 (F.4.10 AA 1-554) sowie verschiedene Flag-markierte 4.10-Truncations
und Flag- markiertes GFP (F.GFP) als Negativkontrolle. Nach Zelllyse wurden 10% der Pro-
ben zur Erstellung der Lysate genutzt. Mit Hilfe der M2-Beads wurden F.GFP, F.4.10 und
die F.4.10-Truncations anschlieRend prazipitiert und die Proben der Co-IP und der Lysate
auf SDS-Gele geladen. Im Anschluss an die SDS Gelelektrophorese wurden die Proteine
mittels Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran Gbertragen. In der spezifischen Antikor-
perreaktion wurde die Membran mit Anti-GLEPP1-Antikorper inkubiert. Der Versuch wurde
dreimalig durchgeflhrt (n=3). Ein Beispiel aus dieser Versuchsreihe ist in Abb. 11 dargestellt.
Der Expressionsnachweis von F.4.10, der F.4.10-Truncations und der Negativkontrolle wur-
de erbracht und ist im Anhang 5 (Anhang Abb. 25) zu finden.

Es zeigte sich eine Interaktion zwischen dem zytoplasmatischen Anteil von Ig.GLEPP1 und
F4.10 sowie der F.4.10 Truncation AA 1-181. Die Bindungsstelle von GLEPP1 an 4.10 liegt
also im Bereich der Aminosauren 1-181 von 4.10 (siehe Abb. 11). Diese Aminosauren ent-

sprechen der B41 Domane von Protein 4.10.
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Abb. 11: Nachweis der Interaktion zwischen Protein 4,10 und GLEPP1 und Eingrenzung der Bindungs-
stelle auf die AA 1-181 von 4.10.

(A) Die HEK293T-Zellen exprimierten Ig.GLEPP1 cyt, F.4.10, verschiedene F.4.10 Truncations, sowie F.GFP als
Negativkontrolle. Nach Zelllyse wurden F.4.10 und die F.4.10 Truncations mit M2-Beads prazipitiert und im Im-
munoblot gegen Ig.GLEPP1 gefarbt. Oben: Die Signale in der Co-IP zeigen eine Interaktion von Ig.GLEPP1 mit
F.4.10 und der F.4.10 Truncation AA 1-181. Unten: Die Lysate zeigen eine relativ gleiche Expression von
Ig.GLEPP1. (B) Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse zur Co-IP zwischen GLEPP1 und 4.10, sowie
der 4.10 Truncations. In der rechten Spalte wird eine Bindung in der Co-IP mit 4.10 als + und keine Bindung als
— dargestellt. Die Bindungsstelle (rot dargestellt) von GLEPP1 an 4.10 liegt im Bereich der AA 1-181 (B41 Doma-

ne).
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4214 4.10 bildet Homodimere

Im letzten Teil der Interaktionsstudien sollte untersucht werden, ob 4.10 eine Interaktion mit
sich selbst eingeht und somit ggf. ein Homodimer entstehen koénnte. Fir die Co-
Immunoprazipitation wurden HEK293T-Zellen cotransfiziert und exprimierten V5-markiertes
4.10 (V5.4.10), Flag-markiertes 4.10 (F.4.10 AA 1-554), Flag-markierte 4.10-Truncations
und Flag-markiertes GFP (F.GFP) als Negativkontrolle. Die Zellen wurden lysiert und F.GFP,
F.4.10 und die F.4.10-Truncations mit M2-Beads prazipitiert. Zudem wurden Lysate der
Proben erstellt. Mittels SDS-Gelelektrophorese wurden die Proben der IP und der Lysate
aufgetrennt und die Proteine auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Im Anschluss wurden
die Membranen zur Immundetektion mit Anti-V5-Antikérper gegen V5.4.10 gefarbt. Der Ver-
such wurde viermal durchgefuhrt (n=4). Ein Beispiel aus dieser Versuchsreihe ist in Abb. 12

dargestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass 4.10 eine Interaktion mit sich selbst eingeht und somit Ho-
modimere bildet. Darlber hinaus wurde im Truncationmapping gezeigt, dass die Bindungs-
stelle fur die Homodimerbildung im Bereich der Aminosauren 1-181 und 450-554 liegt (siehe
Abb. 12). Bei dem Aminosaurebereich 1-181 handelt es sich um die B41-Doméne und bei

den AA 450-554 um eine bisher nicht charakterisierte C-terminale Doméane im Protein 4.10.
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Abb. 12: Nachweis der Interaktion des Protein 4.10 mit sich selbst und Eingrenzung der Interaktionsstelle
auf die AA 1-181 und AA 450-554.

(A) Die HEK293T-Zellen exprimierten V5.4.10, F.4.10 und verschiedene F.4.10-Truncations sowie F.GFP als
Negativkontrolle. Nach Zelllyse wurden F.4.10 und die F.4.10-Truncations mit M2-Beads prazipitiert und im Im-
munoblot gegen V5.4.10 gefarbt. Oben: Die Signale in der Co-IP zeigen eine Interaktion von F.4.10 mit V5.4.10,
sowie mit den F.4.10-Truncations AA 1-181 und AA 450-554. Unten: Die Lysate zeigen eine gleiche Expression
von V5.4.10. (B) Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse zur Co-IP des Proteins 4.10 mit sich selbst.
In der rechten Spalte wird eine Bindung in der Co-IP mit 4.10 als + und keine Bindung als — dargestellt. Zwei
vermutete Bindungsstellen (rot dargestellt) fiir diese Interaktion finden sich in den Aminosaurenbereichen 1-181
und 450-554.
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4.2.2 Funktionsstudien

4.2.2.1 4.10 hemmt die Interaktion zwischen Nephrin und B-arrestin2 unter hy-

perosmolaren Bedingungen

Da sowohl die Expression von 4.10 im humanen Podozyten, also auch die Interaktion von
4.10 mit verschiedenen Proteinen der glomeruldren Schlitzmembran gezeigt werden konnte,
sollte nun die Funktion von 4.10 im Bezug auf die glomeruldre Schlitzmembran untersucht
werden. Fur 4.10 konnte eine Interaktion mit Nephrin belegt werden. Da die Nephrin/B3-
arrestin2-Interaktion eine wichtige Rolle im Bezug auf die dynamische Regulation der glome-
rularen Schlitzmembran spielt, sollte der Einfluss von 4.10 auf diese Bindung unter ver-
schiedenen Glukosekonzentrationen untersucht werden. Nahrmedien mit 25 mM Glukose
stellen dabei ein bekanntes Hyperglykamie-Modell in der Zellkultur dar. Unter hohen Gluko-
sekonzentrationen kommt es zu einer Verstarkung der Interaktion zwischen Nephrin und 3-
arrestin2 mit konsekutiver Endozytose von Nephrin. Dies fiihrt zum Verlust der Integritat der
glomerularen Schlitzmembran (Quack, Rump et al. 2006). Dartber hinaus ist FRMD3 (co-
diert u.a. fir das Protein 4.10) ein Kandidatengen fir die Diabetische Nephropathie
(Pezzolesi, Poznik et al. 2009) und daher erscheint der Einfluss von 4.10 auf die geschilder-
te dynamische Regulation der Schlitzmembran unter hohen Glukosekonzentrationen beson-
ders interessant. Es wurden Co-Immunoprazipitationen durchgefihrt, bei denen HEK293T-
Zellen mit Flag-markiertem B-arrestin2 (F.Barr2) und lg.-markiertem Nephrin cyt (Ig.Nephrin
cyt) oder einem leeren Ig.-Vektor cotransfiziert wurden. Um den Einfluss von 4.10 zu testen,
wurde je ein Ansatz zusatzlich mit entweder V5-markiertem 4.10 (V5.4.10; Probe 2, 4, 6, 8)
oder einem leeren Vektor als Kontrolle (Probe 1, 3, 5, 7) transfiziert. Um den Einfluss der
Glukosekonzentrationen zu untersuchen, wurde das Nahrmedium 6-8 Stunden nach der
Transfektion wie folgt gewechselt: die Proben 3 + 4 wurden auf 5,5 mM Glukose und die
Proben 7 + 8 wurden auf 5,5 mM Glukose + 19,5 mM Mannitol gewechselt. Die Proben 5 + 6
sowie die Proben der Negativkontrolle (Proben 1+2) erhielten Medium mit 25 mM Glukose.
Nach Zelllyse wurde Ig.Nephrin mit Protein-G-Sepharose prazipitiert sowie Lysate der Pro-
ben erstellt. Die Proben der Co-IP und der Lysate wurden anschlieRend durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und im Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran bertra-
gen. In der spezifischen Antikérperreaktion wurde die Membran mit Anti-Flag-Antikérper in-
kubiert und somit gegen F.B-arrestin2 gefarbt. Ein Beispiel aus dieser Versuchsreihe ist in
Abb. 13 dargestellt. Der Versuch wurde elfmal durchgefiihrt (n=11) und die statistische Aus-
wertung erfolgte mittels des nicht parametrischen Mann-Whitney-U-Testes (Glukose 5,5 mM:
p=n.s., Glukose 25 mM: p=0,0036, Glukose 5,5 mM + 19,5 mM Mannitol: p=0,0287). Die
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Membranen der Lysate sowie der IP wurden im Anschluss zum Nachweis gleicher Expressi-
on von Ig.Nephrin und der Negativkontrolle im Immunoblot zusatzlich mit Anti-human-lgG-
Antikdérper und zum Nachweis gleicher Expression von V5.4.10 im Immunoblot zusatzlich
mit Anti-V5-Antikorper inkubiert. Diese Nachfarbungen sind im Anhang 6 (Anhang Abb. 26)

zu finden.

Es zeigte sich, dass V5.4.10 die Interaktion zwischen Ig.Nephrin und F.B-arrestin2 unter
hohen Glukosespiegeln (25 mM) signifikant (p=0,0036) hemmt. Derselbe Effekt konnte auch
fur den Ansatz mit Mannitol gezeigt werden (p=0,0287). Unter niedrigen Glukosespiegeln
hingegen scheint V5.4.10 die Interaktion zwischen Ig.Nephrin und F.B-arrestin2 nicht zu
hemmen (p=n.s.). 4.10 hemmt somit die Interaktion zwischen Nephrin und B-arrestin2 unter

hyperosmolaren Bedingungen (siehe Abb. 13).
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Abb. 13: 410 hemmt die Interaktion zwischen Nephrin und B-arrestin2 unter hyperosmolaren Bedingun-
gen.

(A) Die HEK293T-Zellen exprimierten F.B-arrestin2, 1g.Nephrin oder einen Ig.-Leervektor als Negativkontrolle. In
den Proben 2, 4, 6 und 8 wurde zusatzlich V5.4.10 transfiziert. Die Ubrigen Proben exprimierten einen leeren
Kontrollvektor. Die Zellen der Proben 1 + 2 und 5 + 6 wurden nach dem Mediumwechsel unter hohen Glukose-
konzentrationen (25 mM), Zellen der Probe 3 + 4 unter niedrigen Glukosekonzentrationen (5,5 mM) und Zellen
der Proben 7 + 8 unter niedriger Glukosekonzentration (5,5 mM) und Mannitol (19,5 mM) kultiviert, Nach Zelllyse
wurde Ig.Nephrin mit Protein-G-Sepharose prazipitiert und im Immunoblot gegen F.B-arrestin2 gefarbt. Oben: Die
Signale der Co-IP zeigen eine Hemmung der Ig.Nephrin/F.B-arrestin2 Interaktion durch V5.4.10 unter hoher
Glukosekonzentration (25 mM, Proben 5 + 6) und unter Mannitol (5,5 mM Glukose + 19,5 mM Mannitol, Proben 7
+ 8). Eine Abschwachung der Interaktion durch V5.4.10 unter niedrigen Glukosekonzentrationen (5,5 mM, Pro-
ben 3 + 4) besteht nicht. Unten: Die Lysate zeigen eine gleiche Expression von F.B-arrestin2. (B) DieStatistische
Auswertung mittels Mann-Whitney-U-Test ergab eine signifikante Hemmung der Nephrin/B-arrestin2 Interaktion
durch 4.10 unter hoher Glukosekonzentration (25 mM, n=11, p=0,0036) und unter Mannitol (5,5 mM Glukose +
19,5 mM Mannitol, n=11, p=0,0287). Eine Hemmung durch 4.10 unter niedrigen Glukosekonzentrationen ergab

keine Signifikanz (5mM, n =11, p = n.s.).
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4.2.2.2 4.10 hat keinen Einfluss auf die Endozytose von Nephrin

Das Modell der dynamischen Regulation der Schlitzmembran zeigt, dass die Bindung von §3-
arrestin2 an Nephrin zur Endozytose von Nephrin fihrt (Quack, Rump et al. 2006). Da 4.10
diese Bindung beeinflusst, sollte nun der Einfluss von 4.10 auf die Endozytose von Nephrin
unter hohen Glukosekonzentrationen untersucht werden. Hierfir wurden Biotin-Assays
durchgefiihrt. HEK293T-Zellen exprimierten Nephrin WT und entweder einen leeren Kon-
trollvektor oder Flag-markiertes 4.10 (F.4.10). Die Zellen wurden zunachst geerntet und im
Anschluss mit Biotinlésung inkubiert, sodass eine Biotinylierung von Nephrin an der Zellober-
flache stattfinden konnte. Eine fortlaufende Endozytose wurde durch das Arbeiten auf Eis
unterbunden. Die Zelllyse erfolgte mittels IP-Puffer und Lysate der Proben wurden erstellt. In
den IP-Proben wurde Nephrin mit Anti-Nephrin-Antikdrper und Protein-A-Sepharose prazipi-
tiert. Die Proben der IP wurden zweifach geladen und durch SDS-Gelelektrophorese aufge-
trennt. Die Proteine wurden im Anschluss durch einen Western Blot auf eine Nitrocellulose-
membran Ubertragen. Zur Immunmarkierung wurden die Membranen der IP und der Lysate
mit Anti-Nephrin-Antikdrper inkubiert. Die zweiten IP-Proben wurden mit Steptavidin inku-
biert, um die Biotinylierung von Nephrin an der Oberflache vor der Zelllyse zu bestimmen.
Zum Nachweis gleicher Zellmengen wurden die Lysate zusatzlich gegen Aktin gefarbt. Ein
Beispiel aus dieser Versuchsreihe ist in Abb. 14 dargestellt. Der Versuch wurde neunmal
durchgefiihrt (n=9) und die statistische Auswertung erfolgte mittels des nicht parametrischen

Mann-Whitney-U-Testes (p=n.s.).

Es zeigt sich, dass 4.10 die Biotinylierung von Nephrin an der Zelloberflache nicht verandert

und somit keinen Einfluss auf die Endozytose von Nephrin hat (p=n.s.) (siehe Abb. 14).
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Abb. 14: 4.10 hat keinen Einfluss auf die Endozytose von Nephrin im Biotin-Assay.

(A) Die HEK293T-Zellen exprimierten Nephrin und F.4.10 oder einen Kontrollvektor. Die Zellen wurden nach
Zellernte mit Biotinldsung inkubiert und somit Nephrin an der Zelloberflache biotinyliert. Nach Zelllyse wurde
Nephrin mit Anti-Nephrin-Antikérper und Protein-A-Sepharose prazipitiert und im Immunoblot wie folgt gefarbt.
Von oben nach unten: IP gefarbt mit Streptavidin HRP zeigt eine unveradnderte Biotinylierung von Nephrin unter
F.4.10 und somit keinen Effekt von 4.10 auf die Endozytose von Nephrin. IP gefarbt mit Anti-Nephrin-Antikorper.
Lysate gefarbt mit Anti-Nephrin-Antikorper zum Nachweis gleicher Expression von Nephrin. Lysate gefarbt mit
Anti-Aktin-Antikorper zum Nachweis gleicher Zellmengen. (B) Statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-U-

Test ergab keine signifikanten Unterschiede (n=9, p=n.s.).

4.3 Die Rolle des Proteins 4.10 fiir das podozytiare Zytoskelett

4.3.1 Interaktionsstudien

4311 4 .10 bindet an G-Aktin

Die Proteinfamilie 4.1 wird zu den zytoskeletalen Adapterproteinen gezahlt und dient der
Stabilisation des Spektrin/Aktin-Zytoskeletts (Hoover and Bryant 2000). Die Mitglieder der
Proteinfamilie 4.1, so auch Protein 4.10, sind hierfir durch einen homologen strukturellen
Aufbau gekennzeichnet, der eine Spektrin-Aktin-Bindungsdoméane (SABD) umfasst (Gimm,
An et al. 2002). Fir das Protein 4.10 sollte daher die Interaktion mit Aktin untersucht werden.
Dazu wurde ein Pulldown-Assay durchgefihrt. Zunachst wurde ein rekombinantes Fusions-
protein aus GST und der Aktin-Bindungsdomane (4.10 AA 335-450, 345 bp) des Proteins
4.10 (GST.4.10ABD) in E.coli Bakterien generiert und mit Hilfe von Glutathione-Sepharose-
Saulen aufgereinigt. Fir das Pulldown-Assay wurden GST.4.10ABD bzw. GST-mono-
rekombinates Protein als Kontrolle mit G-Aktin in IP-Puffer inkubiert. Vor Zugabe der GST-

Sepharose wurde je ein Teil der Proben zum Nachweis des Inputs entnommen. Der Pull-
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down erfolgte durch Prazipitation von GST.4.10ABD bzw. GST mittels GST-Sepharose. Die
Proben des Input und des Pulldowns wurde anschlieBend durch SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt und im Western Blot auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. In der spezifi-
schen Antikorperreaktion wurde die Membran gegen G-Aktin gefarbt. Zum Nachweis der
Expression von GST und GST.4.10ABD wurde die Membran zusatzlich mit Anti-GST-
Antikérper inkubiert.

Es zeigte sich eine Interaktion zwischen der Aktin-Bindungsdomane von Protein 4.10 und G-
Aktin im Pulldown-Assay (siehe Abb.15).

P — G-octin
fnput pulldown
— GST.4.10 ABD
— TN G5T
input pulldown

Abb. 15: Nachweis der Interaktion zwischen der Aktin-Bindungsdoméne von 4.10 und G-Aktin im Pull-
down-Assay.

GST-mono-rekombinantes Protein bzw. GST.4.10ABD-Fusionsprotein (Aktinbindungsdomane des Proteins
4.10) wurden in IP-Puffer mit G-Aktin inkubiert (/nput). Der Pulldown wurde mit Hilfe der GST-Sepharose durch-
gefuhrt, wobei GST und GST.4.10ABD prazipitiert wurden. Oben: Der Immunoblot wurde gegen G-Aktin gefarbt
und zeigt eine Interaktion von G-Aktin mit der Aktin-Bindungsdoméne von 4.10 (GST.4.10ABD). Unten: Zum
Nachweis der Expression von GST und GST.4.10ABD wurde die Membran zusétzlich gegen GST gefarbt.

4.3.1.2 4.10 interagiert nicht mit Paxillin

Der Proteinfamilie 4.1 wird die Funktion eines zytoskeletalen Adapterproteins zugesprochen
(Hoover and Bryant 2000). Um die Rolle des Proteins 4.10 fiir das podozytare Zytoskelett zu
untersuchen, wurden Interaktionsstudien mit bekannten Proteinen des Zytoskelettes durch-
gefuhrt. Zunachst wurden Co-lmmunoprazipitationen durchgefiihrt, um eine Interaktion von
4.10 mit Paxillin, einem Protein der fokalen Adhasionen, zu Uberprufen. Flag-markiertes
Paxillin (F.Paxillin), V5-markiertes 4.10 (V5.4.10), sowie V5-markiertes FAK (V5.FAK) als
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Positivkontrolle und V5-markiertes B-arrestin2 (V5.Barr2) als Negativkontrolle wurden von
HEK293T-Zellen nach Transfektion exprimiert. Die Zellen wurden lysiert und Lysate der Pro-
ben hergestellt. V5.4.10 sowie V5.B-arrestin2 und V5.FAK wurden mit Anti-V5-Antikdrper
und Protein-G-Sepharose prazipitiert. Die Proben wurden auf SDS-Gele geladen und in der
Gelelektrophorese aufgetrennt. Eine Ubertragung der Proteine auf Nitrocellulose-
membranen erfolgte durch Western Blotting. Die Inkubation der Membranen mit Anti-Flag-
Antikérper farbte die Membranen gegen F.Paxillin. Der Versuch zur 4.10/Paxillin Interaktion
wurde viermal durchgefuhrt (n=4). Ein Expressionsnachweis der V5.-markierten Proteine
befindet sich im Anhang 7 (Anhang Abb. 27).

Es zeigte sich, dass keine Interaktion zwischen 4.10 und Paxillin besteht (Abb. 16).

V5. p-arrestin2
V5.4.10
V5.FAK

s [ paxillin
P a-W5

s s Fopaxillin
lysate

Abb. 16: Co-Immunoprazipitation zwischen Protein 4.10 und Paxillin zeigt keine Interaktion.

Die HEK293T-Zellen exprimierten F.Paxillin, V5.4.10, V5.FAK als Positivkontrolle, sowie V5.p-arrestin2 als Nega-
tivkontrolle. Nach Zelllyse wurden V5.p-arrestin2, V5.4.10 und V5.FAK mit V5-Antikorper inkubiert und mit Pro-
tein-G-Sepharose prazipitiert. Der Immunoblot wurde gegen F.Paxillin gefarbt. Oben: Die Signale in der Co-IP
zeigen keine Interaktion von V5.4.10 mit F.Paxillin. Unten: Die Lysate zeigen eine gleiche Expression von

F.Paxillin.

4.3.1.3 4.10 interagiert mit IQGAP1

Fir IQGAP1 ist bereits eine Interaktion mit 4.1R, einem anderen Mitglied der 4.1 Familie, in
humanen epithelialen ECV304 Zellen bekannt. In diesen Zellen rekrutiert 4.1R IQGAP1 an
den Leitsaum der Zellen und ermdglicht hierdurch eine Migration (Ruiz-Saenz, Kremer et al.
2011). Im nachsten Schritt sollte daher mit Hilfe von Co-Immunopréazipitationen die Interakti-

on mit IQGAP1 auch fiir 4.10 in HEK293T-Zellen nachgewiesen werden. Darliber hinaus
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wurde auch hier ein Truncationmapping durchgefiihrt, um die Bindungsstelle von IQGAP1 an
410 zu Die HEK293T-Zellen exprimierten IQGAP1
(myc.IQGAP1), Flag-markiertes 4.10 (F.4.10 AA 1-554), Flag-markierte 4.10-Truncations
und Flag-markiertes GFP (F.GFP) als Negativkontrolle. Nach Zelllyse wurden F.GFP, F.4.10

und die F.4.10-Truncations mit M2-Beads prazipitiert, sowie Lysate der Proben erstellt. Mit-

untersuchen. myc-markiertes

tels SDS-Gelelektrophorese wurden IP- und Lysatproben aufgetrennt und im Western Blot
auf eine Nitrocellulosemembran lbertragen. Zur Immunmarkierung wurde die Membran mit
Anti-myc-Antikorper inkubiert und auf diese Weise myc.lQGAP1 angefarbt. Der Versuch
wurde filinffach durchgefiihrt (n=5). Ein Beispiel aus dieser Versuchsreihe ist in Abb. 17 dar-
gestellt. Die Expression von F.GFP, F.4.10 und den F.4.10-Truncations wurde nachgewie-
sen (siehe Anhang 8, Abb. 28).

Die Interaktion zwischen F.4.10 und IQGAP1 konnte nachgewiesen werden. Zudem zeigte
sich eine Interaktion mit den F4.10-Truncations F.4.10 AA 1-181 und F.4.10 AA 185-272.
Eine Bindungsstelle fir IQGAP1 findet sich im Bereich der ersten 272 Aminosauren von

4.10 (siehe Abb. 17). Dies entspricht der B41 und FERM Domaéane des Proteins.
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Abb. 17: Nachweis der Interaktion zwischen Protein 4,10 und IQGAP1.

(A) Die HEK293T-Zellen exprimierten IQGAP1, F.4.10 und verschiedene F.4.10-Truncations, sowie F.GFP als
Negativkontrolle. Nach Zelllyse wurden F.4.10 und die F.4.10-Truncations mit M2-Beads prazipitiert und im Im-
munoblot gegen IQGAP1 gefarbt. Oben: Die Signale in der Co-IP zeigen eine Interaktion von IQGAP1 mit F.4.10
sowie mit den F.4.10-Truncations AA 1-181 und AA 185-272. Unten: Die Lysate zeigen eine gleiche Expression
von IQGAP1. (B) Schematische Zusammenfassung der Ergebnisse zur Co-IP zwischen Protein 4.10 und
IQGAP1. In der rechten Spalte wird eine Bindung in der Co-IP mit 4.10 als + und keine Bindung als — dargestellt.

Die Bindungsstelle (rot dargestellt) liegt im Bereich der ersten 272 Aminoséuren von 4.10.
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4.3.2 Funktionsstudien

4.3.2.1 4.10 hemmt die Interaktion zwischen Nephrin und Nck2

Die Bindung zwischen Nephrin und Nck2 stellte eine weitere wichtige Interaktion im Bezug
auf die Funktion der glomerularen Schlitzmembran dar. Nck dient, wie die Proteinfamilie 4.1,
als zytoskelettales Adapterprotein und verankert Nephrin mit dem Aktin-Zytoskelett (Jones,
Blasutig et al. 2006). Der Einfluss von 4.10 auf die Nephrin/Nck2 Interaktion sollte daher un-
tersucht werden. Hierfir wurden Co-Immunoprazipitationen durchgefiihrt, bei denen
HEK293T-Zellen mit V5.-markiertem Nck2 (V5.Nck2) und Ig.-markiertem Nephrin cyt
(Ig.Nephrin cyt) oder einem leeren lg.-Vektor cotransfiziert wurden. Um den Einfluss von
4.10 zu testen, wurden die Proben 2 + 4 zusatzlich mit Flag-markiertem 4.10 (F.4.10) und
die Proben 1 + 3 mit einem leeren Kontrollvektor transfiziert. Die HEK293T-Zellen wurden
wahrend des gesamten Versuches mit 25 mM Glukose inkubiert. Nach Zelllyse wurden Lysa-
te der Proben erstellt und es folgte die Prazipitation von Ig.Nephrin mit Protein-G-Sepharose.
Durch SDS-Gelelektrophorese wurden sowohl die Proben der IP als auch der Lysate aufge-
trennt und im Anschluss auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Die Membranen wurden
anschliefend mit Anti-V5-Antikorper inkubiert und dadurch gegen V5.Nck2 gefarbt. Ein Bei-
spiel aus dieser Versuchsreihe ist in Abb. 18 dargestellt. Der Versuch wurde dreimalig
durchgefiihrt (n=3) und die statistische Auswertung erfolgte mittels des nicht parametrischen
Mann-Whitney-U-Testes (p=0,05). Im Anhang 9 (Abb. 29) sind die Expressionsnachweise

der lg.-markierten Proteine und der Flag-markierten Proteine dargestellt.

Es konnte die bekannte Interaktion von Nephrin und Nck2 gezeigt werden. Die Interaktion
von Ig.Nephrin und V5.Nck2 nimmt unter dem Einfluss von F.4.10 ab (p=0,05) (siehe Abb.
18).
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Abb. 18: 4.10 hemmt die Interaktion zwischen Nephrin und Nck2.

(A) Die HEK293T-Zellen exprimierten V5.Nck2, Ig.Nephrin cyt oder einen Ig.Leervektor als Negativkontrolle und
entweder F.4.10 oder einen leeren Kontrollvektor. Nach Zelllyse wurde Ig.Nephrin mit Protein-G-Sepharose pra-
zipitiert und im Immunoblot gegen Nck2 gefarbt. Oben: Die Signale in der Co-IP zeigen eine Interaktion zwischen
Ig.Nephrin und V5.Nck2, die unter dem Einfluss von F.4.10 schwacher wird. Unten: Die Lysate zeigen eine glei-
che Expression von V5.Nck2. (B) Statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-U-Test ergab eine signifikante
Hemmung der Nephrin/Nck2 Interaktion durch 4.10 (n=3, p=0,05).

4.3.2.2 4.10 hemmt die Phosphorylierung von Nephrin Y1217 und Y1176/1193

Da gezeigt werden konnte, dass 4.10 die Interaktion zwischen Nck2 und Nephrin inhibiert,
sollte nun der Einfluss von 4.10 auf die Phosphorylierung von Nephrin an den Nck2-
Bindungsstellen (pY1217 und pY1176/1193) (Jones, Blasutig et al. 2006) untersucht werden.
Hierfur wurden Immunoprazipitationen durchgefuhrt, bei denen HEK293T-Zellen mit Nephrin
transfiziert wurden. Um den Einfluss von 4.10 zu testen, wurde die Probe 1 zusatzlich mit
einem leeren Kontrollvektor und die Probe 2 mit Flag-markiertem 4.10 (F.4.10) transfiziert.
Die HEK293T-Zellen wurden zunachst in Medium mit 25 mM Glukose und 10% FCS subkul-
tiviert. 12-14 Stunden vor der Zellernte wurde das Medium auf 25 mMGlukose ohne FCS
gewechselt. Nach Lyse der Zellen und Gewinnung der Lysate wurden die Proben zur Prazi-
pitation mit Anti-Nephrin-Antikorper und Protein-A-Sepharose inkubiert. Die Proben der IP
und der Lysate wurden anschlieRend durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, wobei die
IP dreifach geladen wurde. Die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran
erfolgte mittels Western Blot. In der spezifischen Antikdrperreaktion wurde die Membran mit
den Lysaten und einer IP mit Anti-Nephrin-Antikorper gefarbt. Die beiden anderen IPs wur-

den zum Nachweis der Phosphorylierung mit Anti-phospho-Nephrin Y1217 oder Y1176/1193
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Antikérper inkubiert. Ein Beispiel aus dieser Versuchsreihe ist in Abb. 19 dargestellt. Der
Versuch wurde fiir Y1217 viermal (n=4) und fir Y1176/1193 dreimal (n=3) durchgeflhrt. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels des nicht parametrischen Mann-Whitney-U-Tests
(Y1217: p=0,0143, Y1176/1193: p=0,05).

Es konnte gezeigt werden, dass unter dem Einfluss von 4.10 die Phosphorylierung an Neph-
rin Y1217 und Y1176/1193 signifikant abnimmt. (Y1217: p=0,0143, Y1176/1193: p=0,05)
(siehe Abb. 19).
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Abb. 19: 4.10 hemmt die Phosphorylierung an Nephrin pY1217 und pY1176/1193.

(A) Die HEK293T-Zellen exprimierten Nephrin und F.410 oder einen leeren Kontrollvektor. Nach Zellyse wurde
Nephrin mit Anti-Nephrin-Antikérper und Protein-A-Sepharose prazipitiert und im Immunoblot gefarbt. Von oben
nach unten: IP gefarbt mit Anti-phospho-NephrinY1217-Antikorper zeigt eine Abnahme der Phosphorylierung von
Nephrin pY1217 unter 4.10. IP gefarbt mit Anti-phospho-NephrinY1176/1193-Antikorper zeigt eine Abnahme der
Phosphorylierung von Nephrin pY1176/1193 unter 4.10. IP gefarbt mit Anti-Nephrin-Antikdrper. Lysate gefarbt
mit Anti-Nephrin-Antikdrper zum Nachweis gleicher Expression von Nephrin. (B) Statistische Auswertung mittels
Mann-Whitney-U-Test. Signifikante Hemmung der Phosphorylierung von Nephrin Y1217 (n=4, p=0,0143) und
Nephrin Y1175/1193 (n=3, p=0,05) unter 4.10.
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5 Diskussion und Schlussfolgerung

Die vorliegende Arbeit erbrachte wichtige Erkenntnisse Uber die besondere Rolle des Pro-
teins 4.10 fur die Funktion des Podozyten. Dabei gelang es erstmalig die Expression des
Proteins 4.10 in der humanen Niere und humanen Podozyten nachzuweisen. Weiterhin
konnten Interaktionen mit bekannten Proteinen der glomerularen Schlitzmembran wie Neph-
rin, NEPH1 und GLEPP1 sowie Interaktionen mit bekannten Proteinen des podozytaren Zy-
toskelettes wie Aktin und IQGAP1 nachgewiesen werden. In Funktionsstudien zeigte sich,
dass das Protein 4.10 unter hyperosmolaren Bedingungen die Interaktion zwischen Nephrin
und B-arrestin2 hemmte und keinen Einfluss auf die Endozytose von Nephrin hatte. Des Wei-
teren schwachte das Protein 4.10 unter hyperosmolaren Bedingungen die Interaktion zwi-
schen Nephrin und Nck2 und verminderte die Phosphorylierung der Tyrosine Y1217, Y1176
und Y1193 von Nephrin.

5.1 FRMD3, ein Kandidatengen fiir die diabetische Nephropathie

Bereits vor dem Beginn der vorliegenden Arbeit gab es zwei wichtige Hinweise darauf, dass
das Protein 4.10 eine Bedeutung fur die Funktion des Podozyten haben kénnte.

Pezzolesi et al. identifizierten 2009 in einer genomweiten Assoziationsstudie bei Typ | Diabe-
tikern das FRMD3 Gen, welches fiir das Protein 4.10 kodiert, als ein Kandidatengen fir die
diabetische Nephropathie. Beim untersuchten Kollektiv handelte es sich in dieser Studie vor-
nehmlich um ,Kaukasier®. Auch fur die Afroamerikanische Bevolkerung konnte FRMD3 als
ein Kandidatengen fir die diabetische Nephropathie bestatigt werden (Freedman, Langefeld
et al. 2011, McDonough, Palmer et al. 2011), wahrend fir die japanische Bevdlkerung keine
Assoziation mit FRMD3 gezeigt werden konnte (Maeda, Araki et al. 2010). Die diabetische
Nephropathie ist heutzutage der fihrende Grund fir ein terminales Nierenversagen (Foley
and Collins 2007). Als Frihsymptom zeigt sich eine Mikroalbuminurie (Parving, Oxenboll et
al. 1982, Viberti, Hill et al. 1982, Mogensen 1984, Perkins, Ficociello et al. 2007) und mit zu-
nehmender Proteinurie und abnehmender Nierenfunktion steigt gleichzeitig das kardiovas-
kulare Risiko und die Gesamtmortalitdt deutlich an (Kalaitzidis and Bakris 2009, Klausen,
Parving et al. 2009). Trotzallem entwickeln nur etwas 30-40% der Diabetiker Gberhaupt eine
diabetische Nephropathie (Andersen, Christiansen et al. 1983, Krolewski, Warram et al.
1987, Hasslacher, Ritz et al. 1989, Krolewski, Eggers et al. 1996, Ritz and Orth 1999). Dies
ist zum einen auf modifizierbare Risikofaktoren wie schlecht eingestellter Blutzucker oder
Nikotinabusus zuriickzufiihren (Scott, Warram et al. 2001, Tapp, Shaw et al. 2004), zum an-

deren wurden mittlerweile 16 Gene identifiziert, deren Mutation mit der diabetischen Nephro-
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pathie assoziiert werden (Mooyaart, Valk et al. 2011). Zu beachten ist dabei, dass eine ge-
nomweite Assoziiationsstudie im Allgemeinen zun&chst lediglich einen korrelativen Zusam-
menhang zwischen einem veranderten Gen und dem untersuchten Phanotyp aufzeigt. Aus-
sagen uber den kausalen Zusammenhang zwischen verandertem Gen und Phanotyp mus-
sen durch andere Untersuchungen belegt werden (Begum, Ghosh et al. 2012).

Das Protein 4.10 konnte eine Rolle in der Pathogenese der diabetischen Nephropathie spie-
len und besitzt dadurch méglicherweise eine enorme klinische Relevanz.

Aulerdem konnten Kramer-Zucker et al. 2005 zeigen, dass die Deletion des 4.1 Orthologs
im Zebrafisch zu einer abnormen Podozytenfunktion fiihrt. Dies auflerte sich klinisch durch
ein generalisiertes Odem im Sinne einer groRen Proteinurie und insuffizienten Funktion des
Pronephros. Strukturell zeigte sich die fehlende Ausbildung der glomerularen Schlitzmemb-
ran zwischen den podozytaren Ful¥fortsdtzen und eine beginnende Glomerulosklerose
(Kramer-Zucker, Wiessner et al. 2005).

Durch konventionelle PCR mit 4.10 Primern konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig die
Expression des Proteins 4.10 in der humanen Niere, den humanen Podozyten und
HEK293T-Zellen nachgewiesen werden. Ni et al. konnten 2003 das Protein 4.10 identifizie-
ren, jedoch lediglich einen Expressionsnachweis im Gewebe des Ovars, fetalen Thymus,
fetalen Skelettmuskels und fetalen Gehirns erbringen. Zum Nachweis verwendeten sie hu-
mane Multi-Gewebs-cDNA Panels als PCR Template. Auf diese Weise wurde zwar auch
eine Expression in der Niere getestet, sie konnte jedoch nicht nachgewiesen werden (Ni, Ji
et al. 2003). Betrachtet man das Expressionsmuster der weiteren Mitglieder der Proteinfami-
lie 4.1, so stellt man fest, dass diese Proteine ubiquitar in einer Vielzahl von Geweben nach-
gewiesen werden konnten (Conboy, Kan et al. 1986, Parra, Gascard et al. 1998, Walensky,
Blackshaw et al. 1999, Parra, Gascard et al. 2000) und zumindest die Proteine 4.1R, 4.1N
und 4.1B speziell im Bereich der Bowman Kapsel und des Tubulussytems der Niere expri-
miert werden (Ramez, Blot-Chabaud et al. 2003). Entsprechend ist auch eine Expression
von 4.10 Uber den von Ni et al. gestellten Nachweis hinaus wahrscheinlich und konnte im
Bezug auf die Niere in dieser Arbeit belegt werden. Die gegenséatzlichen Ergebnisse sind
vermutlich auf das unterschiedliche methodische Vorgehen, wie beispielsweise der Verwen-
dung unterschiedlicher Primer oder die Analyse von RNA aus humanem Nierengewebe, hu-
manen Podozyten und HEK293T-Zellen anstatt der Verwendung von humanen Mulit-
Gewebs-cDNA Panels zuriickzufihren.

Die Analyse der Aminosauresequenz ergab das Vorhandensein zweier Splicevarianten des
Proteins 4.10, wobei das Protein 4.10 long N-terminal um 44 Aminosauren langer ist als das
Protein 4.10 short. Die Bildung verschiedener Splicevarianten aus einem Gen konnte eben-
falls fir das Protein 4.1R gezeigt werden (Conboy, Chan et al. 1988, Gee, Aoyagi et al.

2000). Dabei zeigte sich, dass der Splicevorgang des Proteins 4.1R spezifisch fir die einzel-
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nen Gewebearte und Entwicklungsstufen erfolgt (Schischmanoff, Yaswen et al. 1997). Auch
Ramez et al. identifizierten 2003 drei Splicevarianten des Proteins 4.1B in der Niere (Ramez,
Blot-Chabaud et al. 2003). Die bisher bekannten Mitglieder der Proteinfamilie 4.1 definieren
sich Uber einen ahnlichen strukturellen Aufbau. Dabei finden sich bei allen Mitgliedern min-
destens die drei folgenden hochkonservierten Doméanen: FERM-, SAB-, und CT-Doméane
(Leto and Marchesi 1984, Conboy, Chan et al. 1988, Hoover and Bryant 2000). Die durchge-
fiihrte Analyse der Doménen des Proteins 4.10 zeigte, dass auch 4.10 diesem strukturellen
Aufbau entspricht. N-terminal fand sich eine 32 kDa schwere FERM (4.1-Ezrin-Radixin-
Moesin)-Domane, sowie eine 5,3 kDa schwere FA (FERM-assoziierte)-Domane. Anschlie-
Rend folgte die 13 kDa schwere AB (Aktin-Bindungs)-Doméne und die 12 kDa schwere CT

(C-terminale)-Domaéne.

5.2 Die Rolle des Proteins 4.10 fiir die glomerulare Schlitzmembran

5.2.1 Protein 4.10 interagiert mit Nephrin

Die weiteren Ergebnisse dieser Arbeit zeigten deutlich, dass das Protein 4.10 sowohl flr die
glomerulare Schlitzmembran, also auch fir das podozytare Zytoskelett von Bedeutung ist.
Die glomerulare Schlitzmembran ist ein hochspezialisierter, interzellularer Zellkontakt, der
aus einem dynamischen Multiproteinkomplex zwischen den gegeniberliegenden Fuffort-
satzen gebildet wird (Benzing 2004, Huber and Benzing 2005, Tryggvason, Patrakka et al.
2006). Die Grundstruktur der glomerularen Schlitzmembran wird dabei von dem 185 kDa
schweren Typ | Transmembranprotein Nephrin aus der Immunglobulin-Superfamilie gebildet
(Kestila, Lenkkeri et al. 1998, Holzman, St John et al. 1999, Tryggvason, Patrakka et al.
2006). Die extrazellulare Doméane von Nephrin interagiert homophil mit den gegentberlie-
genden Nephrinmolekilen (Gerke, Huber et al. 2003, Khoshnoodi, Sigmundsson et al. 2003)
und bildet auf diese Weise Poren fiir die groRenselektive Filtration (Edwards, Daniels et al.
1999). Die besondere Bedeutung von Nephrin fur die glomerulare Schlitzmembran wird unter
anderem dadurch klar, dass autosomal-rezessiv vererbte Mutationen im Nephrin Gen
NPHS1 zum kongenitalen nephrotischen Syndrom vom Finnischen Typ filhren (Kestila,
Lenkkeri et al. 1998).

Um eine grobe Einordnung des Proteins 4.10 vornehmen zu kénnen, wurden in der vorlie-
genden Arbeit zunachst Interaktionsstudien mit bekannten Proteinen der glomerularen
Schlitzmembran durchgefiihrt. In dieser Arbeit konnte eine Interaktion des Proteins 4.10 mit

dem zytoplasmatischen Anteil von Nephrin in der Co-Immunoprazipitation transfizierter
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HEK293T-Zellen nachgewiesen werden. Die zytoplasmatische Domane von Nephrin spielt
eine zentrale Rolle fiir die Signalfunktion von Nephrin, welche durch Phosphorylierungspro-
zesse verschiedener zytoplasmatischer Motive reguliert wird (Lahdenpera, Kilpelainen et al.
2003, Verma, Wharram et al. 2003, Benzing 2004, Huber and Benzing 2005, Quack, Rump
et al. 2006). Dartiber hinaus konnte die Bindungsstelle fir die Interaktion zwischen 4.10 und
Nephrin auf die Aminosauren 1158-1190 von Nephrin eingegrenzt werden. In dieser Amino-
sauresequenz liegen zahlreiche posttranslationell modifizierbare Motive. Andersherum lag
die Bindungsstelle fur die 4.10/Nephrin Interaktion im Bereich der Aminosauren 506-554 von
4.10. Diese Sequenz entspricht einem Anteil der C-terminalen Domane. In der Literatur hin-
gegen findet sich bei den weiteren Mitgliedern der 4.1 Familie zumeist die FERM-Domane
als Interaktionsstelle fir Membranproteine (Hemming, Anstee et al. 1995), wahrend die CTD
vor allem mit zytoplasmatischen Proteinen interagiert (Mattagajasingh, Huang et al. 1999,
Hou, Tang et al. 2000).

5.2.2 Protein 4.10 interagiert mit NEPH1

Auch fiir das Protein NEPH1 konnte in dieser Arbeit eine Interaktion mit 4.10 in der Co-
Immunoprazipitation transfizierter HEK293T-Zellen nachgewiesen werden. NEPH1 ist ein
weiteres Protein der glomeruléren Schlitzmembran. Es zeigt strukturelle Ahnlichkeiten zu
Nephrin und bildet Uber seinen extrazellularen Domanen Heterodimer mit Nephrin oder
NEPH2 (Gerke, Huber et al. 2003, Sellin, Huber et al. 2003). Auch der Verlust von NEPH1 in
NEPH-/- knock out Mausen fiihrt zu massiver Proteinurie und perinataler Letalitdt (Donoviel,
Freed et al. 2001).

5.2.3 Protein 4.10 interagiert mit GLEPP1

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit eine Interaktion des Protein 4.10 mit dem
zytoplasmatischen Anteil von GLEPP1 nachgewiesen werden. Zwar ist die Rezeptor Mem-
bran Protein Tyrosin Phosphatase (RPTP) GLEPP1 im apikalen Bereich des Podozyten lo-
kalisiert (Thomas, Wharram et al. 1994, Wiggins, Wiggins et al. 1995), dennoch scheint sie
eine Bedeutung fir die glomerulare Schlitzmembran zu haben, denn Untersuchungen kon-
nten zeigen, dass beispielsweise der Verlust von GLEPP1 zu vermehrter Permeabilitat der
Schlitzmembran fiir Albumin in isolierten Glomeruli von Ratten und Kaninchen fiihrt (Charba,

Wiggins et al. 2009). AuBerdem ist die Expression von GLEPP1 bei Erkrankungen mit ne-
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phrotischem Syndrom wie primare fokale Glomerulosklerose, Minimal Change Glomerulone-
phritis und IgA Nephritis nachgewiesenermalfien reduziert (Sharif, Goyal et al. 1998,
Clement, Liu et al. 2007, Tian, Wang et al. 2007). Ozaltin et al. konnten dariber hinaus das
Gen, welches fur GLEPP1 kodiert, als ein Kandidatengen fiir das idiopathische Nephrotische
Syndrom identifizieren (Ozaltin, Ibsirlioglu et al. 2011). Bisher unveréffentlichte elektronen-
mikroskopische Untersuchungen an Rattennieren lokalisierten zudem GLEPP1 in geringer
Menge auch an der glomerularen Schlitzmembran (persoénliche Kommunikation Prof.
L.Sellin, Bilder von D. Kerjaschki/ R. Wiggins). Zudem hat GLEPP1 eine Bedeutung fur das
podozytare Zytoskelett. Der Zusammenhang von GLEPP1, 4.10 und dem podozytaren Zyto-
skelett wird im Verlauf diskutiert. In den vorliegenden Ergebnissen konnte die Bindungsstelle
der Interaktion zwischen dem Protein 4.10 und GLEPP1 identifiziert werden. Sie lag im Be-
reich der Aminosauren 936-1197 von GLEPP1. Dies entspricht der Phosphatasedomane von
GLEPP1, so dass sich vermuten lasst, dass 4.10 ein Substrat von GLEPP1 sein konnte und
GLEPP1 auf diese Weise die Funktion von 4.10 steuert. Andersherum fand sich die Bin-
dungsstelle von GLEPP1 im Bereich der Aminosauren 1-181 von 4.10. Diese entspricht der
B41-Domane, einem Teil der N-terminalen FERM-Doméane. Auch in der Literatur ist die
FERM-Domane der Mitglieder der Proteinfamilie als Bindungsstelle fur Interaktionen mit
transmembranaren Proteinen beschrieben (Diakowski, Grzybek et al. 2006, Baines, Lu et al.
2014). Durch die Interaktion mit GLEPP1, welches im Bereich der apikalen Membrandoméane
lokalisiert ist (Thomas, Wharram et al. 1994), wird auch eine Lokalisation von 4.10 in diesem
Bereich moglich. Da die bisher unverdffentlichten Ergebnisse zur elektronenmikroskopischen
Untersuchung an Rattennieren eine Lokalisation von GLEPP1 in geringen Mengen auch an
der Schlitzmembran zeigen konnten und Interaktion mit Nephrin und NEPH1 in der vorlie-
genden Arbeit nachgewiesen wurden, ist eine Lokalisation von 4.10 im lateralen Membran-
bereich des Podozyten anzunehmen. Fundierte Untersuchungen zur genauen Lokalisation

von 4.10 mussen an dieser Stelle folgen.

5.2.4 Protein 4.10 nimmt Einfluss auf die dynamische Regulation der glome-

ruldren Schlitzmembran

Im Anschluss an den Nachweis der Interaktionen von 4.10 mit Nephrin und NEPH1, den
beiden wichtigen Proteinen der glomerularen Schlitzmembran, die bereits eindeutig auf eine
Bedeutung des Proteins 4.10 im Bezug auf diese Struktur schlieen lassen, sollte im Weite-
ren die Funktion des Proteins 4.10 fir die glomerulare Schlitzmembran untersucht werden.

Entscheidend ist, dass die glomerulare Schlitzmembran heutzutage nicht mehr blof3 als ein
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statisches molekulares Sieb angesehen wird, sondern vielmehr als ein dynamischer und
funktioneller Proteinkomplex. Rekrutierung von verschiedenen Signalproteinen an diesen
Proteinkomplex fiihren zu Signallbertragungen, welche die Biologie des Podozyten und die
glomerulare Funktion steuern. Eine zentrale Rolle spielt dabei die Phosphorylierung des zy-
toplasmatischen Anteils von Nephrin, dessen Phosphorylierungsstatus die Bindung weiterer
intrazellularer Adapterproteine und Signalmolekiile ermdglicht und daher wiederum streng
reguliert ist (Lahdenpera, Kilpelainen et al. 2003, Verma, Wharram et al. 2003, Benzing
2004, Huber and Benzing 2005, Quack, Rump et al. 2006).

Folgendes Modell zur dynamischen Regulation der glomerularen Schlitzmembran war von
besonderer Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit: Quack et al. zeigten 2006, dass eine ext-
razellulare Bindung von Nephrin an benachbartes Nephrin oder NEPH1 im Sinne einer intak-
ten Schlitzmembran zur Phosphorylierung von Nephrin Y1193 durch Src-Kinasen wie z.B.
Yes fuhrt. Diese Phosphorylierung von Nephrin Y1193 erméglicht die Interaktion mit Po-
docin, welche zu einer Verankerung von Nephrin in der Zellmembran und zu einer verstark-
ten Signalfunktion von Nephrin fihrt. Verliert Nephrin hingegen die extrazellularen Bindun-
gen, kommt es zu einer Dephosphorylierung von Nephrin Y1193 und damit zur Beendigung
der Nephrin/Podocin Interaktion. Stattdessen flihrt die Dephosphorylierung von Nephrin
Y1193 zu einer Interaktion von Nephrin mit B-arrestin2. Folge dieser Bindung ist eine Endo-
zytose von Nephrin mit Beeintrachtigung der Integritat der Schlitzmembran und eine Beendi-
gung der Signalfunktion von Nephrin (Quack, Rump et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst der Einfluss des Protein 4.10 auf die Interaktion
von Nephrin und B-Arrestin in der Co-Immunoprazipitation transfizierter HEK293T-Zellen
untersucht. Entscheidend war, dass diese Untersuchungen sowohl unter hohen Glukose-
spiegeln (25 mM), niedrigen Glucosespiegeln (5,5 mM) und unter Mannitol (5,5 mM Glukose
und 19,5 mM Mannitol) durchgeflhrt wurden. Die Glukosekonzentrationen wurden so ge-
wahlt um den Effekt einer Hyperglykdmie (25 mM entspricht 450 mg/dl), Normoglykamie (5,5
mM entspricht 100 mg/dl) und Hyperosmolaritat bei Normoglykamie (5,5 mM Glukose und
19,5 mM Mannitol) in der Zellkultur nachzuahmen. Es zeigte sich, dass das Protein 4.10 die
Interaktion zwischen Nephrin und B-arrestin2 unter Hyperglykdmie und Hyperosmolariat bei
Normoglykamie signifikant hemmte. Bei Normoglykamie konnte dieser Effekt nicht nachge-
wiesen werden. Des Weiteren wurde in Biotin-Assays aus HEK293T-Zellen nachgewiesen,
dass das Protein 4.10 unter Hyperglykamie keinen Einfluss auf die Endozytose von Nephrin
hatte. Ein weiteres wichtiges Ergebnis war zudem, dass unter Einfluss des Proteins 4.10 bei
Hyperglykamie die Phosphorylierung der Tyrosine Y1217 und Y1176/1193 des zytoplasmati-
schen Anteils von Nephrin abnahm.

Bringt man diese Ergebnisse in Zusammenhang mit dem Modell zur dynamischen Regulati-

on der Schlitzmembran, dann kann man folgende Einordnung vornehmen: zunachst kon-nte
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durch die vorliegenden Ergebnisse die bekannte Interaktion von B-arrestin und Nephrin be-
statigt werden (Quack, Rump et al. 2006). Da das Protein 4.10 die Phosphorylierung an
Nephrin Y1193 wie gezeigt abschwachte, misste nach dem Modell zur dynamischen Regu-
lation der Schlitzmembran von Quack et al. dadurch die Bindung von B-arrestin2 an Nephrin
erleichtert werden (Quack, Rump et al. 2006). In den vorliegenden Ergebnissen konnte aber
der gegenteilige Effekt nachgewiesen werden. Das Protein 4.10 hemmte die Interaktion von
B-arrestin2 und Nephrin. Quack et al. stellten 2006 fest, dass die Bindungstelle von (-
arrestin2 an Nephrin zwar im Bereich der Aminosauren 1120-1125 liegt, dafir aber die Ami-
nosauren 1177-1208 eine regulatorische Funktion fir die Interaktion zwischen Nephrin und
B-arrestin2 haben. Die Bindungsstelle von 4.10 an Nephrin lag im Bereich der Aminosauren
1158-1190 und damit im Bereich dieser regulatorischen Aminosauren (Quack, Rump et al.
2006). 4.10 fuhrte durch seine Bindung an Nephrin zur Regulation der Bindung von [-
arrestin2. Unterstutzt wird dieses Ergebnis zudem davon, dass die Endozytose von Nephrin
unter 4.10 nicht beeinflusst wurde. Unter dem Einfluss von 4.10 wurde somit zwar die
Phosphorylierung von Nephrin Y1193 abgeschwacht, gleichzeitig aber auch die Bindung von
B-arrestin2 verhindert. Man kann also festhalten, dass das Protein 4.10 eine antagonistische
Funktion zu B-arrestin2 und eine synergistische Funktion zu Podocin zu haben scheint, da es
unter 4.10 nicht zu einer Endozytose von Nephrin kam. Podocin ist ein integrales Membran-
protein (Boute, Gribouval et al. 2000), dass Nephrin in den Bereich der Lipid rafts rekrutiert
(Huber, Simons et al. 2003) und zu einer Verankerung von Nephrin in der Zellmembran fiihrt
(Quack, Rump et al. 2006). Betrachtet man die Bindungsstellen fir die Interaktionen von Po-
docin (Aminosauren 1183-1208) und 4.10 (Aminosauren 1158-1190) an Nephrin, dann stellt
man eine Uberlappung fest. Man kénnte daher vermuten, dass Podocin und 4.10 nicht
gleichzeitig an Nephrin binden kénnen. Nach dem Modell der dynamischen Regulation der
Schlitzmembran flhrt eine Schadigung dieser zu einer Dephosphorylierung von Nephrin
Y1193 und die Bindung von Podocin an Nephrin wird verhindert (Quack, Rump et al. 2006).
Diese Dephosphorylierung fand unter Einfluss von 4.10 vermehrt statt und durch die
dadurch bedingte Reduktion der Bindung von Podocin an Nephrin stand die Bindungsstelle
an Nephrin fir eine Interaktion mit 4.10 zur Verfigung. Man kann also spekulieren, dass
4.10 in diesem Fall die Verankerung von Nephrin in der Zellmembran fur Podocin Gbernahm.
Um diesen Zusammenhang jedoch zu bestatigen, missten weitere Untersuchungen unter
anderem zum Einfluss des Proteins 4.10 auf die Interaktion zwischen Nephrin und Podocin
durchgefiihrt werden. Ein weiterer Aspekt ist der Einfluss der verschiedenen Glukosespiegel
auf diese Interaktion unter 4.10. Der signifikante Effekt von 4.10 auf die Interaktion von -
arrestin2 und Nephrin trat nur unter Einfluss einer Hyperglykdmie oder einer Hyperosmolari-
tat bei Normoglykamie auf. Somit war der Einfluss eher durch den Effekt der Hyperosmolari-

tat bedingt, als durch einen direkten Effekt der Glukose selbst. Man konnte demnach an-
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nehmen, dass die Schadigung der Schlitzmembran durch eine Hyperosmolaritat bedingt sein
kann, wie es beispielsweise beim Diabetes mellitus der Fall ist. Die darauffolgende Dephos-
phorylierung von Nephrin Y1193 wirde somit zur verstarkten Bindung von B-Arrestin an
Nephrin sowie zur verminderten Bindung von Podocin an Nephrin und zum Verlust der Ver-
ankerung von Nephrin in der Zellmembran durch Podocin fiihren. Die Endozytose von Neph-
rin wirde wiederum zu einer verminderten Integritéat der Schlitzmembran fihren. Die vermin-
derte Expression von Nephrin an der Oberflache spiegelt sich in der Pathogenese der diabe-
tischen Nephropathie in Form des Frihsymptoms der Mikroalbuminurie wieder (Langham,
Kelly et al. 2002, Benigni, Gagliardini et al. 2004, Perkins, Ficociello et al. 2007). Ware 4.10
jedoch vorhanden, dann wiirde die Beeintrachtigung der Schlitzmembran tber Dephosphory-
lierung des Y1193 zwar auch zu einer verminderten Interaktion von Podocin und Nephrin
fuhren, jedoch wirde sich dadurch fur 4.10 die Mdglichkeit ergeben, an Nephrin zu binden,
Nephrin in der Zellmembran zu verankern und somit die Endozytose von Nephrin zu verhin-
dern. Als Mitglied der Proteinfamilie 4.1 ist auch fiir 4.10 anzunehmen, dass es sich um ein
Adapterprotein handelt, welches die Proteine der Zellmembran mit dem Zytoskelett verbindet
(Baines, Lu et al. 2014) und daher auch eine Verankerung von Nephrin bewirken kann. Das
Protein 4.10 wirde sozusagen als backup die Verankerung ubernehmen, wenn schadi-
gungsbedingt Podocin diese Aufgabe nicht mehr erfiillen kann. Gleichzeitig wiirde durch die
Bindung von 4.10 an Nephrin die Interaktion von B-arrestin2 und Nephrin gehemmt.

Die vorliegende Arbeit postuliert somit eine protektive Funktion des Protein 4.10 fir die In-
tegritat der glomerularen Schlitzmembran unter hyperosmolaren Bedingungen, die zum ei-
nen durch eine Hemmung der schadigenden Interaktion von B-arrestin und Nephrin, zum
anderen hypothetisch durch den Ersatz der Funktion von Podocin erklarbar ware (siehe Abb.
20).

Unterstitzt wird diese Annahme durch die Ergebnisse der genomweiten Assoziationsstudie
zur diabetischen Nephropathie bei Typ 1 Diabetikern von Pezzolesi et al. aus dem Jahre
2009. Sie identifizierten das FRMD3 Gen, welches fiir 4.10 codiert, als ein Kandidatengen
fur die diabetische Nephrophathie. Die Tatsache, dass nur etwa 30-40% der Patienten mit
Diabetes mellitus eine diabetische Nephropathie entwickeln, ware somit unter anderem auf
Veranderungen im FRMD3 Gen zurickzufiihren. Selbstverstandlich ist die Pathogenese der
diabetischen Nephropathie jedoch multifaktoriell und Risikofaktoren wie schlecht eingestellter
Blutzucker oder Nikotinabusus (Scott, Warram et al. 2001, Tapp, Shaw et al. 2004) spielen
ebenso eine Rolle wie 15 weitere Kandidatengene (Mooyaart, Valk et al. 2011). Eine ge-
nomweite Assoziationsstudie ist aulerdem nicht in der Lage, Aussagen darlber zu treffen,
ob die Mutation des Gens zu einem Funktionsverlust (loss of function) oder eine Funktions-
steigerung (gain of function) des Proteins fiihrt. Nimmt man jedoch einen Funktionsverlust

des Proteins 4.10 durch Mutation des FRMD3 Gens an, dann koénnten die vorliegenden Er-
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gebnisse im Zusammenhang mit den Ergebnissen der genomweiten Assoziationsstudie wie
folgt verknipft werden. Die funktionelle Abwesenheit von 4.10 bei Diabetikern mit Hypergly-
kamie/Hyperosmolaritat wirde zu einer uneingeschrankten Interaktion von B-arrestin2 und
Nephrin, zur Endozytose von Nephrin und damit zum Verlust der Integritdt der Schlitzmemb-
ran mit Proteinurie fihren. Bei Diabetikern ohne Veranderungen im FRMD3 Gen und Anwe-
senheit von intaktem 4.10 wirde die Interaktion von B-arrestin2 und Nephrin gehemmt,
Nephrin durch 4.10 in der Zellmembran verankert und die Integritat der Schlitzmembran ge-
wahrt werden.

Fraglich ist, welche Mechanismen dazu fiihrten, dass das Protein 4.10 seine Effekte nur
unter Hyperosmolaritat ausiibt. Zur genauen Beantwortung dieser Frage bedarf es weiterer
Forschung. Zwei Hinweise konnten jedoch eine Rolle spielen.

Quack et al., aber auch Ha et al. konnten zeigen, dass eine Hyperglykdmie zu einer Erho-
hung der PKCa fuhrt (Ha and Lee 2000, Quack, Woznowski et al. 2011). Die PKCa wiede-
rum fihrt zu einer Phosphorylierung der Threonine 1120 und 1125 von Nephrin, verstarkt
dadurch die Bindung von B-arrestin2 in diesem Bereich und fiihrt so zu einer vermehrten
Endozytose von Nephrin (Quack, Woznowski et al. 2011). Flr das Protein 4.1R aus der Pro-
teinfamilie 4.1 wurde eine Interaktion der FA Domane mit PKC (Proteinkinasen C) nachge-
wiesen. Dabei dienen zwei Serine der FA-Domane als Substat fir die PKC. Eine Phosphory-
lierung dieser Serine flhrt zu einer Regulation der FERM-Doméane (Baines 2006). Man kénn-
te daher vermuten, dass auch das Protein 4.10 eine solche Interaktion mit PKC eingeht. Die
durch die Hyperglykdmie bedingte Erhéhung der PKCa kdnnte somit zu einer Regulation des
Protein 4.10 fuhren.

Ein zweiter Hinweis bezieht sich auf die Tatsache, dass die Proteine 4.10 und Podocin eine
Uberlappende Bindungststelle an Nephrin haben. Entsprechend muss zunacht eine Schadi-
gung, z.B. durch Hyperosmolaritat stattfinden, damit Nephrin Y1193 dephosphoryliert wird
und Podocin seine Bindung an Nephrin reduziert. Nur so ware die Bindungsstelle an Nephrin

Uberhaupt frei fir eine Interaktion mit 4.10.



Diskussion und Schlussfolgerung 70

"
L]

FE

Podorin

I =" | T
3 / \ = \ ENDOZYTOSE
F-‘_-‘I ¥Hay m T
Pasccin

s

[

[ B41 } FERMFF:R:I ABD - CTD

4.10
— cosecsss | — €D

Aktin-Tytoskelptt

Podacin

C

Abb. 20: Einordnung des Proteins 4.10 in das Model zur dynamischen Regulation der glomerulédren
Schlitzmembran nach Quack et al. 2006.

(vgl. Quack, I., Rump, L. C., Gerke, P., Walther, I., Vinke, T., Vonend, O., Grunwald, T. & Sellin, L. 2006. beta-
Arrestin2 mediates nephrin endocytosis and impairs slit diaphragm integrity. Proc Natl Acad Sci U S A, 103,
14110-5).

PM= Plasmamembran (gelb) inkl. lipid rafts (orange), EC= Extrazellularraum, IC= Intrazellularraum

(A) Vorgange an der intakten glomeruldren Schlitzmembran unter normoosmolaren Bedingungen.

Die Homodimerisierung der Nephrin Molekile benachbarter podozytarer Fulifortsatze fiihrt zu einer Phosphorylie-
rung des Tyrosins 1193 des intrazelluldren Anteils von Nephrin durch die Src-Kinase Yes. Dies ermdglicht die
Interaktion zwischen Nephrin und Podocin. Auf diese Weise wird das Nephrin Molekdl im Bereich der lipid rafts in
der Zellmembran verankert. Eine Interaktion mit p-Arrestin2 findet nicht statt.

(B) Vorgange an der geschéddigten glomeruldren Schlitzmembran z.B. bei hyperosmolaren Bedingungen
und in der Abwesenheit des Proteins 4.10.

Der Verlust der extrazellularen Bindungen der Nephrin Molekdle fihrt zu einer Dephosphorylierung des Tyrosins
1193 des intrazellularen Anteils von Nephrin. Die Interaktion mit Podocin wird daraufhin beendet und gleichzeitig
eine Interaktion von B-Arrestin2 an Nephrin ermdglicht. Die Interaktion mit -Arrestin2 fiihrt zu einer Endozytose
von Nephrin und damit zu einem Verlust von intaktem Nephrin an der Oberflaiche der podozytaren FuRfortsatze

und einer verminderten Integritét der glomeruldren Schlitzmembran.
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(C) Vorgadnge an der geschadigten glomeruldaren Schlitzmembran z.B. bei hyperosmolaren Bedingungen
und in Anwesenheit des Proteins 4.10

Der Verlust der extrazelluldren Bindungen der Nephrin Molekiile fihrt zu einer Dephosphorylierung des Tyrosins
1193 des intrazellularen Anteils von Nephrin. Die Interaktion mit Podocin wird daraufhin beendet. Allerdings wird
durch die Anwesenheit des Proteins 4.10 auch die Interaktion zwischen Nephrin und B-Arrestin2 sowie die dar-
aus resultierende Endozytose von Nephrin abgeschwacht. Das Protein 4.10 interagiert mit dem intrazellularen
Anteil von Nephrin und vernetzt diesen in seiner Funktion als Adapterprotein vermutlich mit dem Aktin-Zytoskelett.
Fir das Protein 4.10 kann somit unter hyperosmolaren Bedingungen eine protektive Funktion fur die Intergitat

der glomerularen Schlitzmembran postuliert werden.

5.3 Die Rolle des Proteins 4.10 fiir das podozytare Zytoskelett

5.3.1 Protein 4.10 ist ein Adapterprotein zwischen glomerulérer Schlitzmemb-
ran und Aktinzytoskelett

Das podozytare Zytoskelett dient zum einen der Stabilisierung, zum anderen der dynami-
schen Flexibilitdt des Podozyten und ermdglicht so die Ausbildung von Zell-Zellkontakten wie
der Schlitzmembran und Zell-Matrixkontakten zur glomerulédren Basalmembran (Pavenstadt,
Kriz et al. 2003, Faul, Asanuma et al. 2007). Im Bereich der podozytaren FuRfortsatze ba-
siert das Zytoskelett auf Bindel von Aktinfilamenten (Vasmant, Maurice et al. 1984), die in
jedem der drei Bereiche des Podozyten (apikale, laterale und basale Membrandomane) tber
bestimmte Adapter- und Effektorproteine mit der Zellmembran verbunden sind und auf diese
Weise reguliert werden (Faul, Asanuma et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe eines Pulldown-Assays gezeigt werden, dass das
Protein 4.10 an Aktin band. Auch fur alle weiteren Mitglieder der 4.1 Familie mit Ausnahme
von 4.1N konnten ebenfalls Interaktionen mit Aktin nachgewiesen werden (Gimm, An et al.
2002). Fur die Bindung an Aktin ist die 13 kDa schwere Aktin-Bindungsdoméane (ABD) des
Protein 4.10 im Bereich der Aminosauren 335-450 verantwortlich. Eine strukturell dhnliche
Domane findet sich bei allen Mitgliedern der 4.1 Familie. Sie wird durch ihre genaue Erfor-
schung im Erythrozyten als Spektrin/Aktin Bindungsdomane (SAB-Domane) bezeichnet und
dient auch hier der Interaktion mit dem Spektrin/Aktin-Zytoskelett des Erythrozyten und fiihrt
daruber hinaus zu einer Vernetzung der Bestandteile des Zytoskelettes untereinander (Leto
and Marchesi 1984, Correas, Speicher et al. 1986, Conboy, Chan et al. 1988). Vermutlich
besitzt daher auch das Protein 4.10 eine Funktion in der Organisation und Stabilisierung des
Aktin-Zytoskelettes. Fasst man die Ergebnisse zur Interaktion mit den Transmembranprotei-
nen Nephrin, NEPH1 und GLEPP1 sowie die Interaktion mit Aktin zusammen, dann zeigt

sich, dass das Protein 4.10 die Funktion eines Adapterproteins besitzt. Es verbindet die
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Transmembranproteine Nephrin, NEPH1 und GLEPP1 mit dem Aktin-Zytoskelett. Diese
Funktion ist in der Literatur fir die anderen Mitglieder der Proteinfamilie 4.1 bereits beschrie-
ben. Sie gelten als Adapterproteine, die eine Vernetzung des Zytoskelettes mit der Zell-
membran ermoglichen (Hoover and Bryant 2000, Diakowski, Grzybek et al. 2006, Baines, Lu
et al. 2014). In der Literatur wird der Multiproteinkomplex der Schlitzmembran als eine Art
Sensor beschrieben, der tGiber Adapter- und Effektorproteine eine Anpassung des Aktinzyto-
skelettes des Podozyten an verschiedene Bedingungen ermdglicht, wahrend ein intaktes
podozytares Zytoskelett unabdingbar fur die Ausbildung der normalen Schlitzmembran ist.
Schadigungen des Podozyten flihren daher zu einer Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts
mit abgeflachten, verkirzten und verschmolzenen FuRfort-satzen. Die Zell-Zellkontakte der
Schlitzmembran und die Zell-Matrixkontakte zur GBM kodnnen nicht aufrecht erhalten werden
und es kommt zum Verlust der Filterfunktion mit Proteinurie (Andrews 1975, Ryan, Rodewald
et al. 1975, Kerjaschki 1978, Kanwar and Rosenzweig 1982, Shirato, Sakai et al. 1996,
Pavenstadt, Kriz et al. 2003). Das Protein 4.10 kénnte als Adapterprotein eine zentrale Rolle
in dieser Signalkette Ubernehmen. Diese Annahme wird durch die Untersuchungen von
Kramer-Zucker et al. unterstiitzt. Der Verlust des Proteins 4.10 Orthologes im Zebrafisch
fuhrt dort zu abnormaler Podozytenmorphologie und Filterfunktion mit massiver Proteinurie

(Kramer-Zucker, Wiessner et al. 2005).

5.3.2 Protein 4.10 interagiert mit GLEPP1

Die im oberen Teil nachgewiesene Interaktion mit der apikal lokalisierten Rezeptor Membran
Protein Tyrosin Phosphatase GLEPP1 (Thomas, Wharram et al. 1994), lasst vermuten, dass
das Protein 4.10 auch im apikalen Anteil des Podozyten die Funktion eines Adapterproteins
ubernehmen kénnte und GLEPP1 mit dem Aktin-Zytoskelett vernetzt. Da das Protein 4.10,
wie in den vorliegenden Ergebnissen gezeigt, im Bereich der Phosphatasedomane an
GLEPP1 bindet, lasst sich vermuten, dass die Funktion von 4.10 durch GLEPP1 reguliert
werden kann. GLEPP1 kdnnte somit Uber das Protein 4.10 Einfluss auf die Regulation des
Zytoskelettes des Podozyten nehmen. Unterstutzt wird diese Annahme durch die Unter-
suchungen von Wharram et al. aus dem Jahre 2000. Der Verlust von GLEPP1 fiihrt in ptpro-
/- knockout-Mausen unter anderem zu einer Formanderung des Podozyten von einer okto-
poiden hin zu einer amoeboiden Form durch Veranderung der primaren Fortsatze und zu
einer Verdickung und Verkurzung der sekundaren Fulfortsatze (Wharram, Goyal et al.
2000). Zumindest die Veranderungen der sekundaren Ful¥fortsatze beruhen auf Reorgani-
sationen des Aktin-Zytoskelettes (Vasmant, Maurice et al. 1984), bei denen die Funktion von

4.10 als Adapterprotein sehr gut denkbar ware.
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5.3.3 Protein 4.1 O interagiert mit IQGAP1

Des Weiteren zeigte die vorliegende Arbeit eine Interaktion des Proteins 4.10 mit IQGAP1.
Rigothier konnte 2012 fir IQGAP1 im Podozyten eine Co-Lokalisation und Interaktion mit
Proteinen der glomerularen Schlitzmembran, aber auch mit dem Aktinzytoskelett, nachwei-
sen. Entsprechend ist IQGAP1 unter anderem ein Adapterprotein des Podozyten (Rigothier,
Auguste et al. 2012). Eine Interaktion der beiden Adapterproteine IQGAP1 und 4.10 mit dem
Ziel der gemeinsamen Vernetzung der Zellmembranproteine mit dem Zytoskelett und/oder
der Regulation dieser Verankerung im Bereich der lateralen Membrandoméane des Podozy-
ten ware somit denkbar. Im Allgemeinen ist IQGAP1 dariiber hinaus ein Hauptregulator fur
die Cadherin-vermittelten Zellkontakte (Kuroda, Fukata et al. 1998, Fukata, Kuroda et al.
1999) sowie Zellpolarisation und Zellmigration (Mataraza, Briggs et al. 2003, Watanabe,
Wang et al. 2004). Fir das Protein 4.1R aus der Proteinfamilie 4.1 konnte 2011 durch Ruiz-
Saenz ebenfalls eine Interaktion mit IQGAP1 nachgewiesen werden. In humanen Epithelzel-
len (ECV304- und PC3-Zellen) colokalisieren und interagieren 4.1R und IQGAP1 im Bereich
des Leitsaumes migrierender Zellen. 4.1R fuhrt dabei zu einer Rekrutierung von IQGAP1 an
den Leitsaum und ermoglicht so eine Zellmigration (Ruiz-Saenz, Kremer et al. 2011). Durch
die bekannten Homologien zwischen den Familienmitgliedern der 4.1 Familie scheint es so-
mit wahrscheinlich, dass auch das Protein 4.10 eine Funktion im Bereich der Zellmigration
von Podozyten haben kénnte. Ruiz-Saenz identifizierte die FERM-Domane von 4.1R als ein
notwendiges Element fir die Bindung zwischen IQGAP1 und 4.1R (Ruiz-Saenz, Kremer et
al. 2011). Auch fir das Protein 4.10 konnte hier gezeigt werden, dass die Bindung an
IQGAP1 mindestens im Bereich der ersten 272 Aminosauren von 4.10 stattfand, welche die

FERM-Domane einschlielRen.

5.3.4 Protein 4.10 und fokale Adhé&sionen

Fir das Protein Paxillin hingegen konnte in den durchgefiihrten Co-Immunoprazipitationen
keine Interaktion mit dem Protein 4.10 festgestellt werden. Paxillin gilt als ein wichtiges
Adapterprotein der fokalen Adhasionen, die im basalen Membranbereich des Podozyten das
Aktinzytoskelett mit der glomerularen Basalmembran vernetzen (Glenney and Zokas 1989,
Brown, Perrotta et al. 1996, Schaller and Schaefer 2001). Da fokale Adhasionen jedoch aus
Uber 180 verschiedenen Proteinen zusammengesetzt werden (Zaidel-Bar, ltzkovitz et al.
2007, Zaidel-Bar and Geiger 2010), kann eine Beteiligung von 4.10 an der Bildung oder Re-

gulation der fokalen Adhasionen nicht ausgeschlossen werden. Im Gegenteil scheint es so-
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gar wahrscheinlich, dass das Protein 4.10 ein Teil der fokalen Adhasionen sein kénnte, da
fur andere Proteine der 4.1 Superfamilie wie beispielsweise Talin eine Beteiligung an der
Bildung fokaler Adhasionen nachgewiesen werden konnte (Tadokoro, Shattil et al. 2003,
Zaidel-Bar, Itzkovitz et al. 2007). Die FERM-Domane spielt dabei eine wichtige Rolle in der
Bindung und Aktivierung von B-Integrinen (Tadokoro, Shattil et al. 2003). Es mussen daher
weitere Untersuchungen folgen, um die Bedeutung des Proteins 4.10 fir die fokalen Adha-
sionen zu klaren. AuBerdem gab es durch die fehlende Interaktion mit Paxillin aktuell keinen
Hinweis auf die Lokalistaion von 4.10 im Bereich der basalen Membranbereiche des Podo-
zyten. Die Interaktion mit Nephrin und NEPH1 machten eine Lokalisation von 4.10 im latera-
len Membranbereich und die Interaktion mit GLEPP1 im apikalen Membranbereich wahr-
scheinlich. Fur andere Adapterproteine wie IQGAP1 konnte ebenfalls nachgewiesen werden,
dass sie nur im Bereich der apikalen und lateralen Membranbereiche des Podozyten expri-
miert werden (Rigothier, Auguste et al. 2012). Da einen Kolokalistion von IQGAP1 und dem
Protein 4.1R in humanen Epithelzellen gezeigt werden konnte (Ruiz-Saenz, Kremer et al.
2011), ware auch eine exklusive Lokalisation von 4.10 in den apikalen und lateralen Anteilen

des Podozyten méglich. Auch hier missen weitere Untersuchungen folgen.

5.3.5 Protein 4.10 ersetzt die Funktion von Nck2 und hat Einfluss auf den

Phosphorylierungsstatus von Nephrin

Weiterhin sollte der Einfluss des Proteins 4.10 auf die bekannte Interaktion zwischen Neph-
rin und Nck2 (Jones, Blasutig et al. 2006) untersucht werden. Nck2 ist ein Adapterprotein der
Nck-Familie und dient unter anderem der Vernetzung von Nephrin mit dem Zytoskelett. Die
Bindung an Nephrin erfolgt Gber eine SH2-Doméane, wahrend die SH3-Domanen von Nck2
der Interaktion mit Effektorproteinen des Zytoskelettes dienen (Lehmann, Riethmuller et al.
1990, Jones, Blasutig et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit konnte die bekannte Interaktion
zwischen Nephrin und Nck2 bestatigt werden (Jones, Blasutig et al. 2006). Des Weiteren
zeigte sich, dass unter hyperosmolaren Bedingungen das Protein 4.10 die Interaktion zwi-
schen Nephrin und Nck2 signifikant abschwachte. Theoretisch misste die abgeschwachte
Bindung von Nephrin und Nck2 zu einer Verminderung der Stabilitdt von Nephrin in der
Zellmembran gefiihrt haben. Da aber in den vorliegenden Ergebnissen gezeigt werden konn-
te, dass das Protein 4.10 unter hyperosmolaren Bedingungen keinen Einfluss auf die Endo-
zytose von Nephrin hatte, kann man annehmen, dass das Protein 4.10 moglicherweise zwar
die Interaktion zwischen Nephrin und Nck2 hemmte, dann aber die Adapterfunktion von
Nck2 durch das Protein 4.10 ibernommen wurde. Unterstutzt wird diese Annahme zum ei-

nen dadurch, dass Nck2 ein Adapterprotein ist (Jones, Blasutig et al. 2006) und sich auch fiir
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das Protein 4.10 diese Funktion aus den vorliegenden Ergebnissen und den Erkenntnissen
zur Proteinfamilie 4.1 ableiten lasst. Zum anderen unterstreichen folgende Untersuchungen
diese Annahme: Jones et al. zeigten 2009, dass ein Verlust von Nck1 und Nck2 in der Maus
zu Proteinurie, Glomerulosklerose und veranderter Podozytenmorphologie zu Folge hat
(Jones, New et al. 2009). Ebenso zeigte Kramer-Zucker 2005, dass die Deletion des 4.1 Or-
thologs im Zebrafisch zu einer abnormen Podozytenfunktion mit Proteinurie, veranderter Po-
dozytenmorphologie und beginnender Glomerulosklerose fiihrt (Kramer-Zucker, Wiessner et
al. 2005). Bei beiden Proteinen fuhrt ein Verlust zu einem ahnlichen morphologischen Bild,
so dass auch deren Funktion &hnlich sein muss.

Betrachtet man die weiteren Ergebnisse, dann zeigte sich, dass unter dem Einfluss des Pro-
teins 4.10 bei hyperosmolaren Bedingungen auRerdem die Phosphorylierung von Nephrin
Y1217 und Y1176/1193 abgeschwacht wurde. Die Tyrosine Y1217, Y1176 und Y1193 sind
Bestandteil der YDxV Motive des zytoplasmatischen Anteils von Nephrin. Die phosphorylier-
ten Tyrosine dienen dabei als Bindungsstellen fiir die Interaktion zwischen Nephrin und Nck2
(Jones, Blasutig et al. 2006, Verma, Kovari et al. 2006, Blasutig, New et al. 2008). Folglich
kénnte Uber die gezeigte Abschwéachung der Phosphorylierung der Tyrosine Y1217, Y1176
und Y1193 in Anwesenheit des Proteins 4.10 eine verminderte Bindung zwischen Nephrin
und Nck2 erklart werden. Andersherum ware auch folgende Erklarung plausibel: New et al.
konnten 2013 zeigen, dass die Phosphorylierung von Nephrin unter anderem durch die Src
Kinase Fyn erfolgt. Durch Bindung von Nck2 an die phosphorylierten Tyrosine werden die
SH3-Doménen von Nck2 aktiviert und kénnen auf diese Weise unter anderem wieder mit
Fyn interagieren und dessen Wirkung verstarken. Diese positive Riickkopplung verleiht Nck2
eine zusatzliche Rolle in der intrazellularen Signaltransduktion und in der Regulation der
Schlitzmembran (New, Keyvani Chahi et al. 2013). Da das Protein 4.10 die Interaktion von
Nck2 und Nephrin hemmte, kann auch die positive Ruckkopplung der Phosporylierung der
Nephrin Tyrosine nicht mehr stattfinden. Die gezeigte Verminderung der Phosphorylierung
unter dem Einfluss von 4.10 kdnnte somit auch auf diese Weise erklart werden. Bislang
wurden die gezeigten Co-Immunoprazipitationen zum Einfluss des Proteins 4.10 auf die In-
teraktion zwischen Nephrin und Nck2 und die Phosphorylierung von Nephrin Y1217, Y1176
und Y1193 nur unter hohen Glukosespiegeln von 25 mM durchgefuhrt. Dies entsprach einer
deutlichen Hyperglykamie sowie einer Hyperosmolaritat. Interessant ware zu uberpriifen, ob
4.10 auch hier seinen Einfluss nur unter Hyperosmolaritat ausiibt, so wie es oben fir die

Interaktion zwischen Nephrin und B-arrestin2 gezeigt werden konnte.

Das Protein 4.10 scheint durch seinen Einfluss auf den Phosphorylierungstatus der Nephrin
Tyrosine eine Rolle in der intrazelluldren Signaltransduktion und damit Regulation der glome-

rularen Schlitzmemban und des podozytaren Zytoskelettes zu spielen, da die Phosphorylier-
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ung von Nephrin als Signalprotein eine zentrale Schaltstelle fiir diese Pro-zesse darstellt
(Benzing 2004, Huber and Benzing 2005). Das Protein 4.10 hat somit nicht nur eine Funkti-
on fir die Regulation der glomeruldren Schlitzmembran und die Regualtion des podozytaren
Zytoskelettes, sondern stellt auch eine wichtige strukturelle und funktionelle Verbindung zwi-

schen diesen beiden Komponenten dar.

5.4 Schlussfolgerung

Der Nachweis der Expression des Proteins 4.10 konnte in der vorliegenden Arbeit fir die
humane Niere, humane Podozyten und HEK293T-Zellen erbracht werden. Im Bezug auf die
weiteren Ergebnisse muss natirlich beachtet werden, dass es sich um molekularbiologische
in vitro Versuche handelt. Die Versuche zur Co-Immunopréazipitation, zum Biotin-Assay und
Pulldown-Assay wurden mit transfizierten HEK293T-Zellen durchgefiihrt und stellen somit
ein in vitro Modell fir die realen Vorgéange im Podozyten dar. Bestatigung der Funktionsstu-
dien an immortalisierten Podozyten oder genetisch veranderten Podozyten (4.10 knock-
down) werden erwartet. Ob also die beschriebenen Ergebnisse auch in vivo in der gleichen
Weise zu beobachten sind, ist naturgemal nicht sicher zu sagen. Es miissen daher in weite-
ren Schritten Untersuchungen in vivo erfolgen. Nichtsdestotrotz kann man sagen, dass sich
die bestehenden Untersuchungen zu 4.10 in vivo, wie die genomweite Assoziationsstudie
bei Typ | Diabetikern und die Erkenntnisse aus der Deletion des 4.10 Orthologes im Zebra-

fisch, gut mit den Ergebnissen dieser Arbeit vereinen lassen.

Zusammenfassend ist das Protein 4.10 ein neues Adapterprotein des Podozyten, welches
einerseits sowohl mit den transmembranaren Proteinen Nephrin, NEPH1 und GLEPP1, an-
dererseits mit dem Aktin-Zytoskelett des Podozyten interagierte und dadurch, wie auch die
anderen Mitglieder der Proteinfamilie 4.1, vermutlich die lokale Organisation des Zytoskelet-
tes Ubernimmt. Das Protein 4.10 hat somit nicht nur eine Bedeutung fiir die glomerulare
Schlitzmembran einerseits und das podozytare Zytoskelett andererseits, sondern ist vielmehr
verantwortlich fir die strukturelle und funktionelle Verbindung zwischen beiden Anteilen. Un-
ter hyperosmolaren Bedingungen hemmte das Protein 4.10 die Interaktion von Nephrin und
dem Adapterprotein Nck2 und ersetzte auf diese Weise vermutlich die Funktion von Nck2.
Durch seine Interaktion mit IQGAP1 lasst sich auch auf eine Rolle des Proteins 4.10 im Zu-
sammenhang mit der Migration der Zellen schlieRen. Im Bezug auf die glomerulare Schlitz-
membran besitzt das Protein 4.10 unter hypersomolaren Zustanden eine protektive Funkti-
on, da es die Interaktion von Nephrin und B-arrestin2 verminderte, die Funktion von Podocin

ersetzte und keinen Einfluss auf die Endozytose von Nephrin hatte. Im Zusammenhang mit
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der Identifikation des FRMD3 Gens, als ein Kandidatengen fiir die diabetische Nephropathie,
lasst sich in der Pathogenese dieser Erkrankung ein Verlust des Proteins 4.10 und seiner
protektiven Funktion vermuten, woraufhin méglicherweise die Integritat der Schlitzmembran

verloren geht.
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8 Anhang

Anhang 1: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und Nephrin und
Eingrenzung der Bindungsstelle auf die AA 1158-1190 von Nephrin (siehe 4.2.1.1.1).
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Anhang Abb. 21: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und Nephrin und Eingren-
zung der Bindungsstelle auf die AA 1158-1190 von Nephrin.

Die HEK293T-Zellen exprimierten F.4.10, Ig.Nephrin cyt, verschiedene Ig.Nephrin Truncations und einen
Ig.Leervektor. Nach Zelllyse wurden der Ig.Leervektor, 1g.Neprhin und die Ig.Nephrin Truncations mit Protein-G-
Sepharose prazipitiert. In der Abb. 7 (siehe 4.2.1.1.1) ist die Farbung des Blots gegen F.4.10 dargestellt. Zum
Nachweis der Expression von Ig.Nephrin cyt AA1087-1241, der Ig.Nephrin Truncations AA 1158-1241, AA 1087-
1208, AA 1087-1190, AA 1158-1208 und dem Ig.Leervektor, wurde der hier dargestellte Blot zusatzlich mit Anti-
human-IgG Antikérper nachgefarbt. Die Expression von Ig.Nephrin AA158-1241 ist schwécher als die weiteren

Ig.Nephrin Truncations.
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Anhang 2: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und Nephrin und
Eingrenzung der Bindungsstelle auf die AA 506-554 von 4.10 (siehe 4.2.1.1.2).
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Anhang Abb. 22: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und Nephrin und Eingren-
zung der Bindungsstelle auf die AA 506-554 von 4.10.
(A) und (B) Die HEK293T-Zellen exprimierten Nephrin, F.4.10, verschiedene F.4.10 Truncations und eine Nega-
tivkontrolle (F.GFP). Nach Zelllyse wurden F.GFP, F.4.10 und die F.4.10 Truncations mit M2-Beads préazipitiert.

In der Abb. 8 (siehe 4.2.1.1.2) ist die Farbung des Blots gegen Nephrin gezeigt. Zum Nachweis der Expression
von F.GFP, F.4.10, der F.4.10 Truncations AA 1-181, AA 185-272, AA 278-324, AA 335-450, AA 450-554 (A)
und F.GFP, F4.10 sowie der F.4.10 Truncations AA 450-554, AA 484-554, AA 506-554 (B), wurden die hier

dargestellten Blots zusatzlich mit Anti-Flag-Antikdrper nachgefarbt.
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Anhang 3: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und NEPH1 (siehe
4.2.1.2).
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Anhang Abb. 23: Nachfarbung zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und NEPH1.

Die HEK293T-Zellen exprimierten F.4.10, Ig.NEPH1, Ig.Nephrin und einen Ig.Leervektor. Nach Zelllyse wurden
Ig.Nephrin, Ig.Nephrin und der Ig.Leervektor mit Protein-G-Sepharose prazipitiert. In der Abb. 9 (siehe 4.2.1.2) ist
die Farbung des Blots gegen F.4.10 gezeigt. Die Nachférbung von Ig.Nephrin, Ig.NEPH1 und des Ig.Leervektors
mit Anti-human-lgG-Antikdrper zeigt sich hier sehr schwach und lasst ein Problem mit dem Antikdrper vermuten.
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Anhang 4: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und GLEPP1 und
Eingrenzung der Bindungsstelle auf die AA 936-1197 von GLEPP1. (siehe 4.2.1.3.1)
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Anhang Abb. 24: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und GLEPP1 und Eingren-
zung der Bindungsstelle auf die AA 936-1197 von GLEPP1.

Die HEK293T-Zellen exprimierten F.4.10, 1g.GLEPP1 cyt, verschiedene Ig.GLEPP1 Truncations und einen
Ig.Leervektor. Nach Zelllyse wurden Ig.GLEPP1 cyt, verschiedene Ig.GLEPP1 Truncations und der lg.Leervektor
mit Protein-G-Sepharose prazipitiert. In der Abb. 10 (siehe 4.2.1.3.1.) ist die Farbung des Blots gegen F.4.10
gezeigt. Zum Nachweis gleicher Expression von Ig.GLEPP1 cyt, der Ig.GLEPP1 Truncations AA 843-936, AA
843-1197, AA 936-1197, AA 936-1217 und des Ig.Leervektors wurde der hier dargestellte Blot zusatzlich mit Anti-
human-IgG-Antikérper nachgefarbt.
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Anhang 5: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und GLEPP1 und
Eingrenzung der Bindungsstelle auf die AA 1-181 von 4.10. (siehe 4.2.1.3.2.)
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Anhang Abb. 25: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und GLEPP1 und Eingren-

zung der Bindungsstelle auf die AA 1-181 von 4.10.

Die HEK293T-Zellen exprimierten Ig.GLEPP1 cyt, F.4.10, verschiedene F.4.10 Truncations und eine Negativ-
kontrolle (F.GFP). Nach Zelllyse wurden F.GFP, F.4.10 und die F.4.10 Truncations mit M2-Beads prazipitiert. In
der Abb. 25 (siehe 4.2.1.3.2.) ist die Farbung des Blots gegen Ig.GLEPP1 gezeigt. Zum Nachweis der Expression
von F.GFP, F.4.10, der F.4.10 Truncations AA 1-181, AA 185-272, AA 278-324, AA 335-450 wurden der hier

dargestellte Blot zuséatzlich mit Anti-Flag-Antikérper nachgeféarbt.
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Anhang 6: Expressionsnachweis zur Co-Immunoprazipitation zwischen Nephrin und -

arrestin2 unter dem Einfluss von Protein 4.10 (siehe 4.2.2.1.)
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Anhang Abb. 26: Expressionsnachweis zur Co-Immunoprazipitation zwischen Nephrin und B-arrestin2
unter dem Einfluss von Protein 4.10

Die HEK293T-Zellen exprimierten F.B-arrestin2, Ig.Nephrin oder einen Ig.-Leervektor als Negativkontrolle. In den
Proben 2, 4, 6 und 8 wurde zusatzlich V5.4.10 transfiziert. Die Gbrigen Proben exprimierten einen leeren Kon-
trollvektor. Die Zellen der Proben 1 + 2 und 5 + 6 wurden nach dem Mediumwechsel unter hohen Glukosekon-
zentrationen (25 mM), Zellen der Probe 3 + 4 unter niedrigen Glukosekonzentrationen (5,5 mM) und Zellen der
Proben 7 + 8 unter niedriger Glukosekonzentration (5,5 mM) und Mannitol (19,5 mM) kultiviert. Nach Zelllyse
wurde Ig.Nephrin mit Protein-G-Sepharose prazipitiert. In der Abb. 13 (siehe 4.2.2.1.) wurde der Immunoblot
gegen F.B-arrestin2 gefarbt. Oben: Zum Nachweis der Expression von Ig. Nephrin wurde der hier dargestellte
Blot zusatzlich mit Anti-Nephrin -Antikérper nachgefarbt. Unten: Zum Nachweis der Expression von V5.4.10 wur-
de der hier dargestellte Blot zusatzlich mit Anti-V5-Antikdrper nachgefarbt.
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Anhang 7: Expressionsnachweis zur Co-Immunoprazipitation zwischen Protein 4.10 und

Paxillin. (siehe 4.3.1.2.)
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Anhang Abb. 27: Expressionsnachweis zur Co-Immunoprazipitation zwischen Protein 4.10 und Paxillin.

Die HEK293T-Zellen exprimierten F.Paxillin, V5.4.10, V5 FAK und eine Negativkontrolle (V5.R-arrestin2). Nach
Zelllyse wurden V5.4.10, V5 FAK und V5.R-arrestin2 mit V5-Antikérper inkubiert und mit Protein-G-Sepharose
prazipitiert. In der Abb. 16 (siehe 4.3.1.2.) ist die Farbung des Blots gegen F.Paxillin gezeigt. Zum Nachweis der
Expression von V5.4.10, V5 FAK und V5.R-arrestin2, wurde der hier dargestellte Blot zusatzlich mit Anti-Flag-

Antikdrper nachgefarbt.



Anhang 103

Anhang 8: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und IQGAP1 (siehe
4.3.1.3).
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Anhang Abb. 28: Expressionsnachweis zur Interaktion zwischen Protein 4.10 und IQGAP1.

Die HEK293T-Zellen exprimierten IQGAP1, F.4.10, verschiedene F.4.10 Truncations und eine Negativkontrolle
(F.GFP). Nach Zelllyse wurden F.GFP, F.4.10 und die F.4.10 Truncations mit M2-Beads prazipitiert. In der Abb.
17 (siehe 4.3.1.3) ist die Farbung des Blots gegen IQGAP1 gezeigt. Zum Nachweis der Expression von F.GFP,

F.4.10 und der F.4.10 Truncations AA 1-181, AA 185-272 wurde der hier dargestellte Blot zusatzlich mit Anti-
Flag-Antikorper nachgefarbt.
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Anhang 9: Expressionsnachweis Interaktion zwischen Nephrin und Nck2 unter Einfluss des
Proteins 4.10 (siehe 4.3.2.1).
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Anhang Abb. 29: Expressionsnachweis Interaktion zwischen Nephrin und Nck2 unter Einfluss des Pro-
teins 4.10.

Die HEK293T-Zellen exprimierten V5.Nck2, 1g.Nephrin cyt oder einen Ig.Leervektor als Negativkontrolle und
entweder F.4.10 oder einen leeren Kontrollvektor. Nach Zelllyse wurde Ig.Nephrin mit Protein-G-Sepharose pra-
zipitiert. In der Abb.18 (siehe 4.3.2.1) ist die Farbung des Blots gegen Nck2 gezeigt. (A) Zum Nachweis der Ex-
pression von F.4.10 wurde der hier dargestellte Blot zusatzlich mit Anti-Flag-Antikérper nachgefarbt. (B) Zum
Nachweis der Expression von Ig.Nephrin cyt und dem lg.Leervektor wurde der hier dargestellte Blot zusatzlich mit
Anti-human-IgG-Antikérper nachgeféarbt.
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