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Zusammenfassung

 

1 Zusammenfassung

Primäre Zilien stellen hochkonservierte Organellen dar, die auf nahezu jeder Zelle eines 

Wirbeltiers zu finden sind. Sie vermitteln eine Vielzahl an Signalwegen und sind daher von 

essentieller Bedeutung für die Entwicklung und Homöostase eines Lebewesens. Störungen 

der Zilienfunktion führen im Menschen zu verschiedenen Erkrankungen, die unter dem Begriff 

Ziliopathien zusammengefasst werden. Eine kurative Therapie für Ziliopathie-Patienten ist bis 

heute nicht verfügbar und daher wird aktuell nach den molekularen Mechanismen gesucht, die 

der Ausbildung einer Ziliopathie zu Grunde liegen. Oft wird eine Ziliopathie durch die Mutation 

eines Genes ausgelöst, welches für ein Protein der ziliären Transitionszone (TZ) kodiert. Die 

TZ stellt ein Kompartiment der Zilie dar und übt eine Torwächterfunktion aus, indem der ziliäre 

Import und Export von Proteinen reguliert wird. Ein Protein, das innerhalb der TZ eine 

besondere Funktion einnimmt, ist Rpgrip1l. Im Menschen führen RPGRIP1L-Mutationen zu 

lebensbedrohlichen Ziliopathien wie dem Joubert-Syndrom und dem Meckel-Gruber-Syndrom. 

Um eine Grundlage für die Therapie von Ziliopathien zu schaffen und die molekularen 

Mechanismen einer Ziliopathieausbildung zu entschlüsseln, wurden in der vorliegenden Arbeit 

die verschiedenen Funktionen von Rpgrip1l an der Zilie untersucht. Hierzu wurden Analysen 

in embryonalen Mausfibroblasten (MEFs), immortalisierten embryonalen Mausfibroblasten 

(NIH3T3), embryonalen Gliedmaßen, verschiedenen embryonalen Organen und humanen 

embryonalen Nierenzellen (HEK293) durchgeführt. Neben der bereits bekannten Funktion von 

Rpgrip1l in der Regulation der proteasomalen Aktivität an der ziliären Basis, konnten mit Hilfe 

der vorliegenden Analysen zwei weitere Funktionen von Rpgrip1l aufgedeckt werden. So wird 

Autophagie unabhängig von der proteasomalen Aktivität positiv durch Rpgrip1l reguliert, indem 

Rpgrip1l die Aktivierung des Autophagie-Inhibitors mTorc1 verhindert. Folglich werden beide 

Hauptprozesse der zellulären Proteindegradation positiv von Rpgrip1l beeinflusst. 

Desweiteren zeigt sich übereinstimmend zu den in C. elegans gewonnenen Daten, dass 

Rpgrip1l in der TZ-Assemblierungshierarchie von Wirbeltieren eine übergeordnete Rolle spielt. 

Es stellt sich heraus, dass die TZ-Assemblierung in Vertebraten Zelltyp-spezifisch reguliert 

wird und eine Art Sicherheitsmechanismus besteht, bei dem die Integrität der TZ-Proteine nicht 
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nur durch Rpgrip1l allein, sondern durch ein Zusammenspiel von Rpgrip1l mit seinem 

Wirbeltier-spezifischen Homolog Rpgrip1 sichergestellt wird. Somit scheint die TZ-

Assemblierung in Wirbeltieren auf komplexeren Mechanismen zu beruhen als die TZ-

Assemblierung in wirbellosen Tieren. Neben den drei Hauptfunktionen von Rpgrip1l in der 

Entwicklung von Wirbeltieren, beschreibt die vorliegende Arbeit die Verbindung zwischen dem 

zilienassoziierten Hedgehog (Hh)-Signalweg und dem ziliären Proteasom, welches durch 

Rpgrip1l reguliert wird. Außerdem wird die Entstehung ventrikulärer Septendefekte (VSDs), 

die häufig als Symptom verschiedener Ziliopathien auftreten, als Folge einer gestörten Hh-

Signalgebung erläutert. Abschließend wird diskutiert, dass Rpgrip1l neben den essentiellen 

Funktionen in der Entwicklung eines Organismus auch wichtige Funktionen innerhalb der 

Homöostase übernimmt. So gilt Rpgrip1l als Tumor-Suppressor, ist an der Zell-Migration und 

Proliferation beteiligt und in die Gewichtsregulation eines Organismus involviert. Hierbei 

besteht die Möglichkeit, dass Rpgrip1l diese Prozesse durch das Proteasom und/oder die 

Autophagie reguliert. Falls einzelne Symptome oder gesamte Ziliopathie-Syndrome ebenfalls 

auf Störungen der hier aufgedeckten Funktionen von Rpgrip1l zurückgeführt werden können, 

würde die Aktivierung der proteasomalen und autophagischen Aktivität einen 

vielversprechenden Therapieansatz für Ziliopathie-Patienten darstellen.  
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2 Abstract

Primary cilia are highly conserved organelles that project from the surface of nearly every 

eukaryotic cell. They exert sensory functions and thereby play an essential role in embryonic 

development and adult tissue homeostasis. Disruption of ciliary functions leads to numerous 

severe human diseases summarised as ciliopathies. Until now, a curative medication against 

ciliopathies or ciliopathy-related defects is unknown. Therefore, a lot of effort is put into 

decoding the molecular mechanisms underlying the development of ciliopathies. The transition 

zone (TZ) is a subcompartment at the base of cilia and controls the ciliary import and export 

of proteins. Since many ciliopathies are based on mutations in genes encoding TZ proteins, a 

special focus is drawn on the functions of these proteins. In this regard Rpgrip1l seems to be 

of particularly importance for the functionality of the TZ. Patients which suffer from mutations 

in RPGRIP1L develop severe ciliopathies like the Joubert syndrome or the Meckel Gruber 

syndrome.  

To elucidate possible therapy strategies against ciliopathies additional functions of Rpgrip1l 

were examined in this work. On that account, different cell types like mouse embryonic 

fibroblasts (MEFs), immortalised mouse embryonic fibroblasts (NIH3T3), mouse embryonic 

limb buds, several mouse embryonic organs and human embryonic kidney cells (HEK293) 

were used. Apart from the already known regulation of proteasomal activity at the ciliary base 

via Rpgrip1l, our data reveal two more functions of Rpgrip1l. Rpgrip1l positively regulates 

autophagic activity independently of proteasomal acitvity via Akt signaling and downregulation 

of mTorc1. Thus, the two main protein degradation systems in vertebrates are positively 

regulated by Rpgrip1l. Consistent with data obtained from C. elegans, Rpgrip1l plays a key 

role in vertebrate TZ assembly. In addition, our analyses demonstrate more complex TZ 

assembly mechanisms in vertebrates than in invertebrates. We describe a cell type-specific 

regulation whereby Rpgrip1l and its vertebrate specific homolog Rpgrip1 synergistically ensure 

the TZ protein composition in several vertebrate cell types. Beside these functions of Rpgrip1l 

in embryonic development, a regulation of Hh signaling via the cilia regulated proteasome and 

the development of ventricular septal defects (VSDs) due to a disrupted Hh signaling were 
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described. Furthermore, we discussed functions of Rpgrip1l in tissue homeostasis. Rpgrip1l is 

suggested to function as a tumor suppressor as well as a regulator of weight homeostasis, cell 

migration and cell proliferation. Interestingly these functions might be related to proteasomal 

and autophagic activity. If symptoms of ciliopathies are also caused by functional defects of 

these protein degradation processes, an activation of proteasomal activity and autophagic 

activity might be a promising therapeutic approach.  
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3 Einleitung

3.1 Die Zilie

Zilien sind kleine Zellfortsätze, die bereits 1677 im Rahmen der Entdeckung verschiedener 

Protozoa als kleine Beinchen oder Füße beschrieben wurden (Dobell, 1932; Leeuwenhoek, 

1677). Erst über 100 Jahre später, nämlich 1786 und 1841, wurden die Bezeichnungen Cilium 

(Muller, 1786) und Flagellum (DuJardin, 1841) geprägt, welche in der Mitte des 19. 

Jahrhunderts vor allem folgendermaßen zu verstehen waren: Hatte eine Zelle einen oder 

wenige Fortsätze wurde dies durch den Begriff Flagellum beschrieben; waren viele Fortsätze 

auf einer Zelle zu beobachten wurde der Begriff Cilium verwendet (Bloodgood, 2009). In 

beiden Fällen wurde vornehmlich davon ausgegangen, dass die beobachteten Zilien und 

Flagellen der Bewegung des Organismus dienen und sonst keine Funktion ausüben. Im Jahr 

1898 entdeckte Karl Wilhelm Zimmermann eine neue Art des Flagellums und beschrieb dieses 

als Zentral-Flagellum (Zimmermann, 1898). Grundlage hierfür war die Entdeckung des 

Zentrosoms, welches 1875 von Walther Flemming beschrieben wurde (Flemming, 1875). 

Zimmermann beobachtete, dass jede Epithelzelle ein besonderes Flagellum besitzt, welches 

an zwei Zentriolen gekoppelt ist. Er stellte zudem die Theorie auf, dass diese Zentral-Flagellen 

einer anderen Funktion als der Bewegung dienen und mutmaßte, dass sie eine sensorische 

Funktion ausüben könnten (Zimmermann, 1898). Nach diesen frühen und grundlegenden 

Entdeckungen im Bereich der Zilienbiologie wurde die Zilie für längere Zeit kaum beachtet, 

sodass es unter anderem zu einem Verlust spezifischer Bezeichnungen und dem damaligen 

Wissensstand kam. Durch die Entwicklung des Elektronenmikroskops im Jahr 1931 schließlich 

rückten Zilien wieder in den Fokus der Forschung (Fisch und Dupuis-Williams, 2011). Jedoch 

wurde grade den Zentral-Flagellen, die nun als primäre, rudimentäre oder verkümmerte Zilien 

beschrieben wurden, wenig Beachtung geschenkt und ihre sensorische Funktion nicht 

registriert (Bernhard und deHarven, 1960; Sorokin, 1962; Sorokin, 1968). Erst nachdem 

menschlichen Erbkrankheiten Ziliendefekte als Ursache zugeordnet werden konnten, wurde 

man sich der Bedeutung der Zilien wieder bewusst (Afzelius, 1976). Nach und nach wurden 
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die Zilien unter Zuhilfenahme bestimmter Modellorganismen (Chlamydomonas, C. elegans 

und Mus musculus) detailliert charakterisiert. Vor allem in den letzten 20 Jahren konnten auf 

diese Weise immense Erfolge im Bereich der Zilienforschung verbucht werden, sodass die 

Definitionen und Funktionen der Zilien heute wie folgt beschrieben werden: Primäre Zilien sind 

unbewegliche Monozilien, die der Signalvermittlung dienen und damit für Prozesse wie 

Proliferation, Apoptose und Differenzierung von essentieller Bedeutung sind (Al-Bhalal und 

Akhtar, 2005; Pazour und Witman, 2003; Singla und Reiter, 2006). Motile Zilien sind 

bewegliche Zilien, die vor allem dem Transport von Stoffen dienen, jedoch direkt oder indirekt 

sensorische Funktionen übernehmen können (Andrade et al., 2005; Fernandes et al., 2008; 

Jennings, 1906; Lorenzo et al., 2008; Shah et al., 2009; Teilmann et al., 2005; Teilmann et al., 

2006). Sie transportieren unter anderem Eizellen durch den Eileiter, Mucus durch die Trachea 

(Spassky und Meunier, 2017) und sind für die Spermienbewegung verantwortlich (Inaba und 

Mizuno, 2015). Zudem ist heute klar, dass sowohl primäre als auch motile Zilien 

hochkonservierte Organellen darstellen, die für die Entwicklung und Homöostase eines 

Organismus von essentieller Bedeutung sind (Carvalho-Santos et al., 2011; Gerdes et al., 

2009; Pazour et al., 2000; Plotnikova et al., 2008).  

 

3.1.1 Aufbau und Struktur der Zilie

Primäre und motile Zilien sind kleine Zytoplasmafortsätze der Zelle, die je nach Zelltyp eine 

Länge von 1 bis 20 μm und einen Durchmesser von circa 150 nm aufweisen. Grundlegend 

besitzen primäre und motile Zilien den gleichen Aufbau, lassen sich aber anhand spezifischer 

Merkmale voneinander unterscheiden. Zum grundlegenden Bauplan einer Zilie gehört der 

Basalkörper, die Transitionszone (TZ) und das Axonem (Abbildung 1). Der Basalkörper stellt 

den proximalen Part der Zilie dar. Er ist eine spezialisierte Mutterzentriole und gehört 

zusammen mit der rechtwinklig anliegenden Tochterzentriole zur initialen Struktur einer Zilie. 

Aufgrund der Funktion beider Zentriolen im Zellzyklus, wo sie während der Mitose die 

Spindelpole ausbilden (Nigg und Raff, 2009), ist die Ziliogenese strikt an die G0-Phase des 

Zellzyklus (Zellzyklus-Arrest) gekoppelt (Plotnikova et al., 2009). Der Basalkörper besteht aus 
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neun Mikrotubuli-Tripletts, die jeweils aus einem A-, B- und C-Mikrotubulus aufgebaut sind 

(„9x3“ Konformation)  (Gibbons und Grimstone, 1960). Jedes der neun Mikrotubuli-Tripletts ist 

am B-Tubulus über Transitionsfibrillen mit der Plasmamembran verbunden (Anderson, 1972). 

Diese Verbindungen verankern das distale Ende des Basalkörpers in der Zellmembran und 

stellen dort eine Grenze zwischen der Plasmamenbran und der ziliären Membran dar. Der 

Grenzbereich wird hier auch als periziliäre Membran beschrieben. Neben der Abgrenzung von 

Plasmamembran und ziliärer Membran, fungieren die Transitionsfibrillen als Andockstelle für 

Partikel des Intra-Flagellaren-Transports (IFT) (Deane et al., 2001; Williams et al., 2011). Der 

IFT ist ein ziliäres Transportsystem, welches in zwei Richtungen funktioniert und 

Multiproteinkomplexe entlang von Mikrotubuli befördert. Der Cargo kann entweder von der 

ziliären Basis zur Spitze (anterograd) oder von der ziliären Spitze zur Basis (retrograd) 

transportiert werden (Ishikawa und Marshall, 2017). Für den anterograden Transport werden 

IFT-Partikel des Subkomplexes B (IFT-B) sowie Kinesin-2 benötigt. Der retrograde Transport 

ist Dynein-2 getrieben und basiert auf IFT-Proteinen des Komplexes A (IFT-A) (Iomini et al., 

2001; Lucker et al., 2005; Scholey, 2008). Generell werden Moleküle mit einem 

Molekulargewicht <10 kDA nicht vom IFT transportiert, da sie frei vom Zytoplasma der Zelle in 

die Zilie diffundieren können. Größere Moleküle (>10 kDa) hingegen benötigen den IFT für 

ihren Transport durch die Zilie (Rosenbaum und Witman, 2002). Damit ist der IFT 

entscheidend am Auf- und Abbau sowie der Funktionalität der Zilien beteiligt (Cole, 2003; Hou 

et al., 2004; Pazour und Rosenbaum, 2002; Pedersen et al., 2008; Rosenbaum und Witman, 

2002). Der Aufbau der Zilien beinhaltet zusätzlich zur Verankerung des Basalkörpers in der 

Plasmamembran den Aufbau des Axonems. Dieses entsteht aus dem Basalkörper und ist das 

stabilisierende Gerüst der Zilie. Das Axonem primärer Zilien besteht aus neun Mikrotubuli-

Dupletts (A- und B-Tubulus), die aus den Mikrotubuli-Tripletts des Basalkörpers hervorgehen 

und radiärsymmetrisch angeordnet sind („9+0“-Konformation) (Anderson, 1972). Bei motilen 

Zilien findet sich zusätzlich zu den neun kreisförmig angeordneten Dupletts ein zentrales 

Mikrotubuli-Paar („9+2“-Konformation) (De Robertis, 1956). Außerdem sind hier Strukturen wie 

Nexin-„Linker“, Dynein-Arme und Radialspeichen zu finden, die für die Bewegung der motilen 
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Zilien essentiell sind (Abbildung 1). Umgeben wird das Axonem von der ziliären Membran, die 

sich anhand ihrer molekularen Zusammensetzung klar von der Plasmamembran 

unterscheidet. Neben spezifischen Phosphatanreicherungen zeichnet sich vor allem die 

Membran primärer Zilien durch die Konzentration vieler Signalweg-Rezeptoren aus (Chávez 

et al., 2015; Garcia-Gonzalo et al., 2015; Rohatgi und Snell, 2010). An der ziliären Basis bildet 

die Membran häufig eine Einstülpung, die als ziliäre Tasche („ciliary pocket“) bezeichnet wird 

(Molla-Herman et al., 2010) und der Fusion intrazellulärer Vesikel mit der ziliären Membran 

dient (Nachury et al., 2010). Im Bereich der ziliären Tasche, am proximalen Ende des Axonems 

und distal des Basalkörpers, liegt die TZ, die für die Funktion einer Zilie von besonderer 

Bedeutung ist. 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung einer Zilie 
Die Zilie besteht aus einem Basalkörper, der Transitionszone (TZ) und dem Axonem. Der Basalkörper 
ist eine spezialisierte Mutterzentriole und verankert die Zilie über Transitionsfibrillen in der 
Plasmamembran der Zelle. Aus dem Basalkörper wächst das Axonem heraus, welches der Zilie 
Stabilität verleiht. Das Axonem besteht aus radiärsymmetrisch angeordneten Mikrotubuli-Dupletts. 
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Diese weisen bei motilen Zilien eine „9+2“- und bei primären Zilien eine „9+0“-Konformation auf. Das 
Axonem ist von der ziliären Membran umgeben. Der proximale Bereich des Axonems, der an den 
Basalkörper grenzt, wird als TZ bezeichnet. Die TZ zeichnet sich durch „Y-Linker“ aus. Außerdem ist im 
Bereich der TZ die ziliäre Tasche lokalisiert, welche eine Einstülpung der Membran darstellt. Modifiziert 
nach Ishikawa und Marshall (Ishikawa und Marshall, 2017). 

 

3.1.2 Die ziliäre Transitionszone

Die ziliäre Transitionszone (TZ) ist ein Kompartiment der Zilie, welches sich durch spezifische 

Strukturen und Funktionen auszeichnet. Sowohl primäre als auch motile Zilien bilden 

Transitionszonen aus (Avidor-Reiss und Leroux, 2015). Da in der vorliegenden Arbeit und den 

dazugehörigen Publikationen ausschließlich primäre Zilien thematisiert werden, wird der 

Fokus im Folgenden auf diese gelegt. 

Die TZ entsteht am distalen Ende des Basalkörpers, welches durch die Ausbildung der 

Transitionsfibrillen markiert wird. Die Transitionsfibrillen entspringen den B-Tubuli der basalen 

Mikrotubuli-Tripletts (siehe 3.1.1) in der Region, in der die C-Tubuli des Basalkörpers terminiert 

werden (Anderson, 1972). Sie stellen die proximale Begrenzung der TZ dar und so entspricht 

das Mikrotubuli-Grundgerüst der TZ der „9+0“-Konformation des Axonems (siehe 3.1.1) 

(Abbildung 2). Distal der Transitionsfibrillen ist die TZ durch mehrere Reihen so genannter „Y-

Linker“ gekennzeichnet (Abbildung 2). Diese Verbinden die Mikrotubuli-Dupletts mit der 

ziliären Membran und sind im Elektronenmikroskop als verdichtetes Y-förmiges Material zu 

erkennen (Gibbons und Grimstone, 1960). Zusätzlich sind spezifische Membran-Partikel, die 

im Bereich der „Y-Linker“ liegen, charakteristisch für die TZ. Die Partikel bilden Ringe innerhalb 

der ziliären Membran und werden daher auch als „ciliary necklace“ bezeichnet (Gilula und 

Satir, 1972). 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Transitionszone (TZ) einer primären Zilie
Die TZ liegt distal vom Basalkörper im proximalen Bereich des Axonems und ist durch die Präsenz der 
„Y-Linker“ gekennzeichnet. Die Transitionsfibrillen, die den distalen Bereich des Basalkörpers in der 
Plasmamembran verankern, stellen die proximale Begrenzung der TZ dar. Das Grundgerüst der TZ 
entspricht einer „9+0“-Mikrotubuli-Konformation. Modifiziert nach Czarnecki und Shah (Czarnecki und 
Shah, 2012). 

Bisher ist noch weitgehend unbekannt, aus welchen Proteinen die „Y-Linker“ oder die 

spezifischen Membran-Partikel der TZ zusammengesetzt sind. Da es jedoch eine Vielzahl von 

Proteinen gibt, die eine spezifische Lokalisation und Funktion in der ziliären TZ aufweisen, wird 

vermutet, dass die „Y-Linker“ und Membran-Partikel aus ebendiesen Proteinen bestehen. Mit 

Hilfe verschiedenster Lokalisations- und Interaktionsstudien konnte gezeigt werden, dass eine 

Verbindung zwischen bestimmten TZ-Proteinen und dem Aufbau ziliärer Ultrastrukturen 

besteht (Shi et al., 2017). Auch die Abhängigkeit verschiedener TZ-Proteine voneinander, 

sowie die Interaktion einiger TZ-Proteine mit IFT-Komponenten, konnte nachgewiesen werden 

(Chih et al., 2011; Craige et al., 2010; Dawe et al., 2007; Garcia-Gonzalo et al., 2011; Gorden 

et al., 2008; Jauregui et al., 2008; Pazour et al., 2005; Sang et al., 2011; Shi et al., 2017; 

Williams et al., 2011; Zhao und Malicki, 2011). Neben dem Aufbau der TZ erfüllen die TZ-
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Proteine eine wichtige Funktion als ziliärer Torwächter. Zusammen mit den Transitionsfibrillen 

kontrolliert die TZ den ziliären Import und Export von Proteinen und ist von essentieller 

Bedeutung für die Ziliogenese und zililäre Funktion (Benzing und Schermer, 2011; Betleja und 

Cole, 2010; Chih et al., 2011; Craige et al., 2010; Czarnecki und Shah, 2012; Deane et al., 

2001; Garcia-Gonzalo et al., 2011; Omran, 2010; Reiter et al., 2012; Williams et al., 2011).  

 

3.1.3 Die Transitionszonen-Assemblierungshierarchie

Um die Funktion der TZ als Torwächter zu erfüllen, bilden die TZ-Proteine ein Netzwerk aus. 

Dieses Netzwerk der interagierenden TZ-Proteine ist noch nicht komplett entschlüsselt, jedoch 

konnte mit Hilfe von Studien in C. elegans ein Modell erstellt werden, in dem die TZ-Proteine 

in verschiedene Multiprotein-Komplexe eingeordnet werden (Czarnecki und Shah, 2012; Sang 

et al., 2011; Williams et al., 2011). So lassen sich vier miteinander interagierende Module 

unterscheiden: Das Nphp1-4-8-Modul, das Nphp5-6-Modul, das Inversin (Invs)-Kompartiment 

und das Mks/B9-Modul (Sang et al., 2011). Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der Aufbau 

der TZ einer klaren Hierarchie unterliegt. Diese wird als TZ-Assemblierungshierarchie 

beschrieben (Sang et al., 2011; Williams et al., 2011). Demzufolge steht Rpgrip1l (alias 

Nphp8), eine Komponente des Nphp1-4-8-Moduls, an der Spitze dieser Hierarchie. Die TZ-

Lokalisationen von Nphp4, Cep290 (alias Nphp6) und Invs (alias Nphp2) sind von Rpgrip1l 

abhängig (Jensen et al., 2015; Li et al., 2016; Williams et al., 2011). Damit beeinflusst Rpgrip1l 

sowohl Mitglieder des eigenen Moduls, als auch Mitglieder des Nphp5-6-Moduls und des Invs-

Kompartiments (Abbildung 3). Nphp1 wiederum wird von Nphp4 beeinflusst (Mollet et al., 

2002). Folglich steuert Rpgrip1l die Nphp1-Lokalisation an der TZ indirekt durch Nphp4. Auch 

für die Lokalisation der Komponenten des Mks/B9-Moduls ist Rpgrip1l verantwortlich, da es 

diese über Cep290 reguliert. Cep290 als Mitglied des Nphp5-6-Moduls ist in C. elegans dem 

Mks/B9-Modul übergeordnet und für deren Lokalisation von essentieller Bedeutung. Andere 

TZ-Module werden allerdings nicht von Cep290 beeinflusst (Li et al., 2016; Sang et al., 2011; 

Williams et al., 2011) (Abbildung 3). Neben den Studien zur TZ-Assemblierungshierarchie in 

C. elegans wurden auch Analysen in Drosophila melanogaster durchgeführt. Hier zeigt sich im 
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Bezug auf Cep290 ein identisches Bild (Basiri et al., 2014; Jana et al., 2018). Da in Drosophila 

melanogaster kein Nphp1-4-8-Modul vorhanden ist (Vieillard et al., 2016), lassen sich durch 

diese Analysen nur bedingt Rückschlüsse auf eine generelle TZ-Assemblierungshierarchie 

ziehen. Ein weiterer Nachteil der Fruchtfliege ist, dass ihre Entwicklung größtenteils Zilien-

unabhängig verläuft und nur wenige Zelltypen überhaupt Zilien ausbilden (Basto et al., 2006; 

Pratt et al., 2016). Dies gilt ebenso für den Modellorganismus C. elegans (Apfeld und Kenyon, 

1999; Bae und Barr, 2008; Inglis et al., 2007).  

 

 

Abbildung 3: Die Transitionszonen-Assemblierungshierarchie in C. elegans
Schematische Darstellung der TZ-Assemblierungshierarchie in C. elegans. Dargestellt ist das Nphp1-
4-8-Modul mit den Mitgliedern Rpgrip1l, Nphp4 und Nphp1 in blau. Das Nphp5-6-Modul mit Cep290 ist 
in gelb abgebildet. Das Invs-Kompartiment mit Invs ist in rot gezeigt und in grün sind das Mks/B9-Modul 
und dessen Vertreter dargestellt. Rpgrip1l steht an der Spitze der TZ-Assemblierungshierarchie. Sowohl 
Mitglieder des Nphp1-4-8-Moduls, als auch Cep290 und Invs benötigen Rpgrip1l um an der TZ zu 
akkumulieren. Das Mks/B9-Modul hängt ebenfalls von Rpgrip1l ab, da es indirekt durch Cep290 reguliert 
wird.  

Da Zilien in der Entwicklung von Wirbeltieren von essentieller Bedeutung sind, in C. elegans 

und Drosophila melanogaster jedoch nicht zwangsläufig benötigt werden, stellt sich die Frage, 

ob die in C. elegans und Drosophila melanogaster gewonnenen Erkenntnisse über die TZ-

Assemblierungshierarchie auf Wirbeltiere übertragbar sind. Hierzu wurden initiale Studien in 
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Geweben der Hausmaus (Mus musculus) und in menschlichen Zellen (humane Fibroblasten) 

durchgeführt. Diese weisen darauf hin, dass sich das Modell der TZ-Assemblierungshierarchie 

von C. elegans auf Wirbeltiere übertragen lässt (Huang et al., 2011; Shi et al., 2017).  

 

3.1.4 Der Zilien-assoziierte Hedgehog-Signalweg

Durch die Lokalisation unterschiedlicher Rezeptoren in der ziliären Membran, kann eine 

Vielzahl von Signalwegen über die Zilie vermittelt werden. Das macht Zilien zu wichtigen 

Regulatoren zellulärer Prozesse (Christensen et al., 2007; Eggenschwiler und Anderson, 

2007; Goetz und Anderson, 2010; Satir et al., 2010). So werden zum Beispiel der Pdgfrα-, der 

kanonische sowie nicht-kanonische Wnt-, der Tgfβ- und der Hedgehog (Hh)-Signalweg durch 

Zilien vermittelt (Corbit et al., 2005; He, 2008; Ocbina et al., 2009; Rohatgi et al., 2007; 

Schneider et al., 2005). Zu den am besten beschriebenen gehört dabei der Hh-Signalweg. 

Dieser liegt hochkonserviert vor und ist für die Entwicklung zahlreicher Organe von essentieller 

Bedeutung (Bangs und Anderson, 2017; Briscoe und Thérond, 2013; Ingham und McMahon, 

2001; Ingham et al., 2011; Lee et al., 2016; Sasai und Briscoe, 2012; Tasouri und Tucker, 

2011). Ursprünglich wurde der Hh-Signalweg in Drosophila melanogaster beschrieben, wo der 

Verlust des Liganden Hedgehog zu igelähnlichen Larven-Phänotypen führt (Nüsslein-Volhard 

und Wieschaus, 1980). In Wirbeltieren wird unter anderem die Ausbildung der Körperachsen 

und die Entwicklung des zentralen Nervensystems vom Hh-Signalweg beeinflusst (Astorga 

und Carlsson, 2007; Chiang et al., 1996; Ericson et al., 1997; Hatton et al., 2006; Meyer und 

Roelink, 2003; Pagán-Westphal und Tabin, 1998; Schilling et al., 1999; Sillitoe und Joyner, 

2007; Treier et al., 1998; Watanabe und Nakamura, 2000; Zhang et al., 2001). Störungen des 

Hh-Signalwegs führen zu schwerwiegenden Erkrankungen wie dem Greig-

Cephalopolysyndaktylie-Syndrom (GCPS), dem Pallister-Hall-Syndrom (PHS), dem Gorlin-

Syndrom oder einer Holoprosenzephalie und Zyklopie (Mullor et al., 2002). 

Als Ligand des Hh-Signalwegs können in Wirbeltieren drei Sekretionsproteine der Hh-

Proteinfamilie dienen: Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) und Desert Hedgehog 

(Dhh) (Echelard et al., 1993). Ist kein Ligand vorhanden, lokalisiert der Rezeptor Patched 1 
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(Ptc1), der ein 12-Transmembranprotein darstellt, in der ziliären Membran (Rohatgi et al., 

2007). Hier inhibiert er den ziliären Eintritt des 7-Transmembranproteins Smoothened (Smo). 

Dieses verbleibt daraufhin in Vesikeln innerhalb der Zelle und kann nicht auf die „GLI family 

zinc finger“ (Gli)-Proteine wirken (Corbit et al., 2005; Rohatgi et al., 2007) (Abbildung 4). Die 

Familie der Gli-Proteine umfasst die Transkriptionsfaktoren Gli1, Gli2 und Gli3, wobei Gli2 und 

Gli3 als Mediatoren des Hh-Signalwegs dienen (Bai et al., 2002; Dai et al., 1999; Ding et al., 

1998). In Abwesenheit des Hh-Liganden liegen die Volllängenformen von Gli2 und Gli3 (Gli2-

FL und Gli3-FL) in einem Komplex mit Fused und Suppressor of Fused (Sufu) vor (Abbildung 

4). Durch diesen Komplex unterstützt, werden Gli2-FL und Gli3-FL proteolytisch zu 

Repressorformen prozessiert (Gli2-R und Gli3-R). Die proteolytische Prozessierung wird 

hierbei an der Basis der Zilie durch das Proteasom realisiert (Gerhardt et al., 2015; Schrader 

et al., 2011; Wang et al., 2000). Die Repressorformen translozieren in den Zellkern und 

inhibieren dort die Hh-Zielgenexpression, wobei Gli3-R eine stärkere Repressorfunktion 

ausübt als Gli2-R (Wang et al., 2000). Ist ein Hh-Ligand vorhanden, bindet dieser an Ptc1 

(Kayed et al., 2003; Stone et al., 1996; Yao et al., 2002). Der Hh/Ptc1-Komplex verlässt 

daraufhin die Zilie und Smo wird nicht mehr inhibiert (Corbit et al., 2005; Rohatgi et al., 2007). 

Smo transloziert in die ziliäre Membran und wirkt dort auf den Komplex aus Gli2-FL, Gli3-FL, 

Fused und Sufu. Die Gli-Proteine dissoziieren aus dem Komplex und können aktiviert werden 

(Gli2-A und Gli3-A) (Chen et al., 2009; Humke et al., 2010) (Abbildung 4). Die 

Transkriptionsaktivatoren Gli2-A und Gli3-A gelangen in den Zellkern und schalten dort die 

Hh-Zielgenexpression an, durch die zahlreiche zelluläre Prozesse gesteuert werden.  
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Abbildung 4: Der Hedgehog-Signalweg
Ohne den Liganden Hh ist der Rezeptor Ptc1 in der ziliären Membran lokalisiert und inhibiert das 
Transmembranprotein Smo. Dadurch können Gli2-FL und Gli3-FL mit Hilfe von Fused und Sufu vom 
Proteasom prozessiert werden. Gli2-R und Gli3-R translozieren in den Zellkern und inhibieren die Hh-
Zielgenexpression. Ist Hh vorhanden bindet dieses an Ptc1. Durch die Bindung verlässt Ptc1 die ziliäre 
Membran und Smo wird nicht weiter inhibiert. Smo diffundiert in die ziliäre Membran und bewirkt dort 
die Freisetzung der Gli-Volllängenproteine von Fused und Sufu. Dadurch können Gli2-FL und Gli3-FL 
aktiviert werden. Gli2-A und Gli3-A translozieren in den Zellkern und schalten dort die Hh-
Zielgenexpression an, durch die zahlreiche zelluläre Prozesse gesteuert werden. 

 

3.2 Ziliopathien

Da Zilien mit ihrer signalvermittelnden Funktion von herausragender Bedeutung für die 

Entwicklung und das Überleben eines Organismus sind, führen Defekte der Zilienstruktur oder 

Zilienfunktion zu schwerwiegenden Erkrankungen. Diese werden als Ziliopathien bezeichnet 

und können ein breites Spektrum an Symptomen aufweisen. Die erste Krankheit, die als 

Ziliopathie charakterisiert wurde, ist das Kartagener-Syndrom, welches eine Primäre Ziliäre 

Dyskinesie (PCD) mit zusätzlichem Situs inversus darstellt (Afzelius, 1976; Kartagener, 1933). 

Generell sind Ziliopathien in ihrer Ausprägung variabel, durch das Auftreten bestimmter 

Symptom-Kombinationen lassen sie sich aber in verschiedene Syndrome einteilen. Zu den 

bekanntesten Syndromen, deren Ursache in dysfunktionalen Zilien liegt, zählen das Meckel-
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Gruber-Syndrom (MKS), das Joubert-Syndrom (JBTS), das COACH-Syndrom, das Senior-

Løken-Syndrom (SLS), das Alström-Syndrom, das Bardet-Biedl-Syndrom (BBS), das Oro-

fazio-digitale Syndrom (OFD) und das Ellis van Creveld-Syndrom (EVC). Desweiteren können 

Krankheiten wie eine Nephronophthise (NPHP), Polyzystische Nierenerkrankung (PKD) und 

Lebersche Kongenitale Amaurose (LCA) in Folge einer Ziliendysfunktion ausgebildet werden 

(Czarnecki und Shah, 2012; Hildebrandt et al., 2009; Lee und Gleeson, 2010; Ware et al., 

2011; Waters und Beales, 2011). Verschiedene Mutationen desselben Gens können zur 

Manifestation unterschiedlicher Syndrome führen, wobei einige Symptome der einzelnen 

Syndrome überlappen (Sang et al., 2011). Typische Ziliopathiedefekte in Patienten sind 

Zystenbildung in Niere und Leber, Respirationsdefekte, Polydaktylie, Infertilität, 

Lateralitätsdefekte, Herzfehler, Sehbehinderungen und verschiedene Defekte des zentralen 

Nervensystems (Fliegauf et al., 2007; Mitchison und Valente, 2017). Je nach Syndrom und 

Manifestationsgrad liegen unterschiedliche Überlebensraten für Ziliopathiepatienten vor. So 

können Patienten mit Alström-Syndrom das Erwachsenenalter erreichen, wohingegen bei 

MKS-Patienten eine prä- oder perinatale Letalität vorliegt (Álvarez-Satta et al., 2015; 

Hildebrandt et al., 2011; Waters und Beales, 2011). Insgesamt werden Ziliopathien zu den 

seltenen Erkrankungen gezählt, da nach aktuellem Stand nur einer von eintausend Menschen 

betroffen ist (www.ciliopathyalliance.org). Da jedoch bei immer mehr Krankheiten, wie zum 

Beispiel verschiedenen Tumorerkrankungen, ein Ziliendefekt als Ursache vermutet wird, ist es 

sehr wahrscheinlich, dass Ziliopathien ihren Status als seltene Erkrankung verlieren und 

stärker in den Fokus der biomedizinischen Forschung rücken (Castresana, 2015; Reiter und 

Leroux, 2017). Hier wird aktuell nach den molekularen Mechanismen gesucht, die der 

Ausbildung einer Ziliopathie zu Grunde liegen. Mit Hilfe dieser Mechanismen wird versucht 

eine kurative Therapie für Ziliopathien zu entwickeln. Besonderer Fokus wird hierbei auf das 

Verständnis der Formations- und Funktionsmechanismen der TZ gelegt, da dort besonders 

viele Proteine akkumulieren, deren Mutationen zu Ziliopathien führen (Czarnecki und Shah, 

2012; Hildebrandt et al., 2011).  
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3.3 Das Transitionszonenprotein Rpgrip1l

Durch eine Insertions-Mutagenese in der Maus, die zur Deletion einer 1.6 Mb großen Region 

auf dem achten Chromosom führte, wurde die Fused toes (Ft) Mutante generiert. Der Name 

Ft wurde aufgrund des Phänotyps heterozygoter Tiere gegeben, die eine Syndaktylie der 

Vordergliedmaßen zeigen (van der Hoeven et al., 1994). Homozygot mutante Ft-Tiere weisen 

schwere Hirndefekte sowie eine gestörte Links-Rechts-Asymmetrie auf und sterben 

spätestens am Embryonaltag (E) 10 (Peters et al., 2002; van der Hoeven et al., 1994). Von 

der Deletion, die in Ft-Mutanten vorliegt, sind 6 Gene betroffen. Neben den drei bekannten 

Genen des Iroquois (Irx) B Clusters, zu dem Irx3, Irx5 und Irx6 zählen (Peters et al., 2000), 

wurden drei neue Gene identifiziert. Um diese zu charakterisieren, wurden Mausmutanten für 

jedes dieser Gene generiert. Neben den Mutanten Fto (Fatso; später Fat mass and obesity 

associated) und Ft1 (Fused toes 1; später Fts), die im Vergleich zu den Ft-Mutanten einen 

schwachen mutanten Phänotyp zeigen (Fischer et al., 2009; La Torre et al., 2018), weist die 

Ftm-Mutante (Fantom; später Rpgrip1l) einen starken mutanten Phänotyp auf. Homozygot 

mutante Tiere bilden Defekte in zahlreichen Organen aus und sterben spätestens bei der 

Geburt (Vierkotten et al., 2007). So führt eine Ftm-Defizienz zu schwerwiegenden 

Hirndefekten, wie dem Verlust des Riechkolbens und der Rathke-Tasche, Malformationen des 

Corpus-Callosum und zu Telenzephalon-Defekten. Auch eine Exenzephalie kann auftreten. 

Außerdem können Augendefekte wie eine Mikrophthalmie oder Anophthalmie ausgebildet 

werden. Desweiteren weisen Ftm-/--Embryonen eine präaxiale Polydaktylie mit einer 

zusätzlichen Zehe, sowie cranio-fasziale Deformationen auf. Auch Leber- und Nierenzysten 

und eine gestörte Lungenentwicklung sind unter Ftm-Verlust zu beobachten (Besse et al., 

2011; Delous et al., 2007; Laclef et al., 2015; Vierkotten et al., 2007). In Ftm-negativen 

Embryonen kann die Links-Rechts-Asymmetrie gestört sein und es können verdünnte 

Herzwände und ventrikuläre Septendefekte (VSD) auftreten (Gerhardt et al., 2013; Vierkotten 

et al., 2007). Zusätzlich ist die Morphogenese der Haar-Follikel in Ftm-/--Embryonen gestört 

(Chen et al., 2015). Heterozygot mutante Ftm-Tiere hingegen weisen embryonal keine Defekte 

auf (Vierkotten et al., 2007). Interessanterweise entsprechen die Defekte der homozygot 
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mutanten Ftm-Embryonen den Symptomen einer Ziliopathie (siehe 3.2) und tatsächlich konnte 

in verschiedenen Ziliopathiepatienten eine FTM-Mutation als Ursache nachgewiesen werden. 

So weisen sowohl Patienten mit MKS, JBTS, NPHP als auch COACH-Syndrom Mutationen in 

FTM auf (Arts et al., 2007; Delous et al., 2007; Doherty et al., 2010; Wolf et al., 2007). Neben 

der Bezeichnung FTM sind auch die Begriffe RPGRIP1L, MKS5, JBTS7, CORS3 und NPHP8 

zu finden. Als offizieller Name für das FTM-Gen wurde RPGRIP1L (Retinis Pigmentosa 

GTPase Regulator Interacting Protein 1 Like) festgelegt. RPGRIP1L ist ein hoch konserviertes 

Gen, welches auf dem Chromosom 16 liegt und für ein Protein mit 1315 Aminosäuren kodiert. 

Dieses Protein bildet N-terminal 7 coiled-coil-Domänen (CC) und C-terminal drei C2-Domänen 

aus, wobei die terminalste C2-Domäne einer Rpgr-Interaktionsdomäne (RID C2) entspricht. 

Die RID C2 wurde ebenfalls in Rpgrip1 (Retinis pigmentosa GTPase regulator interacting 

protein 1), einem Wirbeltier-spezifischen Homolog von Rpgrip1l, nachgewiesen (Boylan und 

Wright, 2000; Hong et al., 2001). Um die Funktionen von Rpgrip1l genauer zu untersuchen, 

wurden zunächst Lokalisationsanalysen durchgeführt. Rpgrip1l lokalisiert während der 

Zellteilung an den Zentrosomen und akkumuliert während der G1- oder G0-Phase des 

Zellzyklus in der ziliären TZ (Delous et al., 2007; Gerhardt et al., 2015; Vierkotten et al., 2007). 

Die Lokalisation von Rpgrip1l in der TZ wird hierbei über die CC-Domänen realisiert (Jensen 

et al., 2015). Innerhalb der TZ-Assemblierung übernimmt Rpgrip1l eine zentrale Funktion und 

ist somit von enormer Bedeutung für die Funktion der TZ als ziliärer Torwächter (siehe 3.1.3). 

Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass Rpgrip1l für eine Art ziliäre Sperrzone („ciliary zone of 

exclusion“, CIZE) verantworlich ist, die distal der TZ liegt. Mit Hilfe der CIZE wird die ziliäre 

Akkumulation von Proteinen wie Invs limitiert. In Rpgrip1l-negativen Zellen oder Geweben 

liegen Zilien in ihrer Länge verändert vor (Gerhardt et al., 2015), was auf eine gestörte 

Zilienfunktion hindeutet (Cui et al., 2011; Dowdle et al., 2011; Garcia-Gonzalo et al., 2011; 

Ishikawa und Marshall, 2011; Larkins et al., 2011). Tatsächlich konnte anhand der Hh-

Signalgebung gezeigt werden, dass Rpgrip1l-negative Zilien eine reduzierte Funktionalität 

aufweisen und Rpgrip1l somit von essentieller Bedeutung für die Zilienfunktion ist (Besse et 

al., 2011; Gerhardt et al., 2013; Vierkotten et al., 2007). Neben der Lokalisation und Bedeutung 
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für die Funktionalität der Zilie konnte durch Interaktionsstudien gezeigt werden, dass Rpgrip1l 

durch seine C2-Domänen mit Nphp4, Myosin Va und der Serin/Threonin Kinase Nek4 

interagiert (Arts et al., 2007; Assis et al., 2017; Coene et al., 2011; Delous et al., 2007). 

Desweiteren konnte eine Interaktion der RID C2 von Rpgrip1l mit der Proteasomenuntereinheit 

Psmd2 nachgewiesen werden, durch die Rpgrip1l in der Lage ist die proteasomale Aktivität an 

der ziliären Basis zu regulieren (Gerhardt et al., 2015) (siehe 3.4.1). Mit Hilfe zusätzlicher in 

vitro Studien wurde eine Verbindung zwischen Rpgrip1l und dem Zellzyklus nachgewiesen, 

bei der Rpgrip1l das mitotische Kontrollpunktprotein Mad2 reguliert (Lin et al., 2009). Daher 

wird auch vermutet, dass Rpgrip1l als Tumorsuppressor fungiert (Gerhardt et al., 2016a; Lin 

et al., 2009). Desweiteren konnten Untersuchungen in der Zellkultur zeigen, dass Rpgrip1l an 

der Ziliogenese beteiligt ist und diese eventuell durch Myosin Va steuert (Assis et al., 2017). 

Auch die Interaktion von Rpgrip1l mit Nek4 steht im Zuammenhang mit der Funktion von 

Rpgrip1l für die Ausbildung der Zilie. Nek4 und sein zugehöriges Signalnetzwerk spielen eine 

wichtige Rolle für die Ziliogenese und werden von Rpgrip1l und Rpgrip1 an die Zilie beordert 

(Coene et al., 2011). Desweiteren beeinflusst Rpgrip1l über die Funktionalität der Zilie die 

Leptin-Signalgebung. Bei einer Reduktion von Rpgrip1l kommt es in adulten 

Rpgrip1l+/--Mäusen zur Ausbildung von Fettleibigkeit (Stratigopoulos et al., 2016; 

Stratigopoulos et al., 2011; Stratigopoulos et al., 2014). Ob hierbei ein Zusammenhang 

zwischen den verschiedenen Funktionen von Rpgrip1l besteht, muss durch zukünftige 

Untersuchungen aufgedeckt werden.  

 

3.4 Mechanismen der Proteindegradation in Wirbeltieren

In Wirbeltieren gibt es verschiedene Möglichkeiten der Proteindegradation. Neben 

extrazellulären Mechanismen wie der enzymatischen Verdauung von Nahrungsbestandteilen 

im Darm, sind die intrazellulären Mechanismen der Proteindegradation von essentieller 

Bedeutung für die Entwicklung und Homöostase eines Organismus. In eukaryotischen Zellen 

sind für die intrazelluläre Proteindegradation hauptsächlich zwei Prozesse verantwortlich. Das 

Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) und die Autophagie (Dikic, 2017; Lilienbaum, 2013). Die 
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zwei Degradations-Mechanismen interagieren miteinander und wirken dabei in 

entgegengesetzte Richtungen: Ist ein Degradationsprozess in seiner Aktivität reduziert, ist die 

Aktivität des anderen Mechanismus erhöht (Levine und Kroemer, 2008; Lilienbaum, 2013). 

Generell ist das UPS für den Großteil des Proteinabbaus zuständig (80-90%) (Rock et al., 

1994), wohingegen Autophagie vor allem für den Abbau langlebiger Proteine, 

Proteinaggregate oder Zellorganellen veantwortlich ist (Yang und Klionsky, 2010). Indem nicht 

benötigte oder geschädigte Proteine abgebaut werden, werden die Zellen vor einem 

Proteinüberschuss geschützt. Dieser würde andernfalls zu Störungen verschiedener zellulärer 

Funktionen führen. So sind zum Beispiel neurodegenerative Erkrankungen mit der 

Akkumulation fehlerhafter Proteine assoziiert (Ciechanover und Brundin, 2003). Außerdem 

werden beim Proteinabbau durch das UPS und die Autophagie Aminosäuren recycelt, was für 

die Zelle eine Einsparung von Energie bedeutet (Lilienbaum, 2013). Auch in die intrazelluläre 

Signalgebung und Signalweiterleitung sind die Degradationsprozesse involviert, da 

Signalmoleküle abgebaut werden müssen, um eine permanente Signalgebung zu verhindern 

(Hamacher-Brady, 2012; Liu et al., 2012; Wickliffe et al., 2009). Desweiteren ist das Proteasom 

in der Lage bestimmte Proteine eines Signalweges zu prozessieren und dadurch die 

Signaltransduktion zu regulieren (Schubert et al., 2000).  

 

3.4.1 Proteasomale Degradation und Rpgrip1l

Die Ubiquitin-abhängige proteasomale Proteindegradation ist in viele zelluläre Prozesse wie 

die Regualtion des Zell-Zyklus, DNA-Reperaturmechanismen, Transkription und Apoptose 

involviert (Lilienbaum, 2013). Dabei realisiert das UPS seine Funktion innerhalb der 

verschiedenen Prozesse durch den selektiven Abbau oder die Prozessierung bestimmter 

Proteine. Die Selektivität des Systems wird dabei durch die Markierung der Substrate 

sichergestellt. Nach einer Phosphorylierung der Ziel-Proteine werden diese ubiquitiniert und 

damit für den proteasomalen Abbau oder die Prozessierung gekennzeichnet. Ubiquitin ist ein 

globuläres, hoch konserviertes Protein, das in eukaryotischen Zellen ubiquitär exprimiert wird. 

Es kann reversibel an Proteine binden und damit deren Eigenschaften und Lokalisation 
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verändern (Lilienbaum, 2013; Pickart und Eddins, 2004). Die Ubiquitinierung der Protein-

Substrate erfolgt durch einen dreistufigen Prozess, bei dem Ubiquitin von verschiedenen 

Enzymen auf ein Substrat übertragen wird (siehe Abbildung 5A). In einem ersten Schritt wird 

Ubiquitin unter Energieverbrauch (ATP zu AMP+PPi) an das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 

gekoppelt. Das aktivierte Ubiquitin wird im nächsten Schritt auf das Enzym E2 transferiert, 

welches eine Ubiquitin-konjugierende Funktion ausübt. Im finalen Schritt wird Ubiquitin auf das 

Substrat übertragen. Dieses ist an die Ubiquitin-Ligase E3 gebunden. Je nach Typ der E3-

Ligase kann Ubiquitin entweder direkt von E2 auf das Substrat oder zunächst von E2 auf E3 

und dann auf das Substrat übertragen werden. Weitere Ubiquitine werden nach und nach über 

die E3-Ligase an das Substrat gebunden, sodass eine Polyubiquitinierung des Substrats 

vorliegt (Hershko und Ciechanover, 1998; Pickart und Eddins, 2004). Damit das markierte 

Substrat vom Proteasom erkannt werden kann, muss eine Kette von mindestens vier 

Ubiquitinresten vorliegen (Kravtsova-Ivantsiv und Ciechanover, 2012). Sobald das Proteasom 

das markierte Substrat identifiziert und gebunden hat, wird dieses entfaltet und degradiert 

(siehe Abbildung 5B).  

Hierbei stellt das 26S Proteasom einen Multiproteinkomplex mit ATP-abhängiger Protease-

Funktion dar, der sich in mehrere Subkomplexe unterteilen lässt. Neben der katalytischen 20S-

Untereinheit sind zwei regulatorische 19S-Untereinheiten zu finden. Diese sitzen wie zwei 

Deckel auf beiden Enden der zylindrisch aufgebauten 20S-Untereinheit und bestehen aus 18 

unterschiedlichen Proteinen, die für die Substratbindung (mittels Psmd4 oder Psmd2), 

Deubiquitinierung (mittels Psmd14) und Proteinentfaltung sowie die anschließende 

Degradation von essentieller Bedeutung sind (Elsasser et al., 2002; Gomez et al., 2011; 

Leggett et al., 2002; Liu und Jacobson, 2013; Verma et al., 2002; Yao und Cohen, 2002). Die 

tonnenförmige 20S-Untereinheit ist aus vier heptameren Ringen aufgebaut und beinhaltet im 

Inneren verschiedene katalytische Proteasen, die die Proteindegradation realisieren (Coux et 

al., 1996; Groll et al., 1997).  

 

 

25



Einleitung

 

 

Abbildung 5: Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)
(A) In einem ersten Schritt wird das Substrat durch Polyubiquitinierung markiert. Hierzu wird Ubiquitin 
(UB) über eine dreistufige Enzym-Kaskade von E1 auf E2 und schließlich mit Hilfe von E3 auf das 
Substrat übertragen. (B) Das ubiquitinierte Substrat wird vom 26S-Proteasom erkannt und abgebaut. 
UB wird hierbei dekonjugiert und kann erneut zur Markierung von Substraten verwendet werden.  

Die Lokalisation der Proteasomen umfasst sowohl das Zytosol als auch den Zellkern, die 

Zentrosomen und die ziliäre Basis (Brooks et al., 2000; Gerdes et al., 2007; Wigley et al., 

1999). Auf diese Weise können Proteasomen ihre essentielle Funktion in der 

Proteindegradation oder Prozessierung und der damit zusammenhängenden 

Signalwegregulation gesamtzellulär ausüben. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass 

die proteolytische Prozessierung der Gli-Proteine im Hh-Signalweg vom Proteasom realisiert 

wird (Schrader et al., 2011; Wang et al., 2000) (siehe 3.1.4). Zusätzlich ließ sich ein 

Zusammenhang zwischen proteasomaler Aktivität und ziliären Proteinen nachweisen. Es 

konnte gezeigt werden, dass die Basalkörper-Proteine Bbs4, Bbs7 und Ofd1 die 

gesamtzelluläre proteasomale Aktivität positiv regulieren (Gascue et al., 2012; Gerdes et al., 

2007; Liu et al., 2014). Auch eine Auswirkung der proteasomalen Aktivität auf die Ziliogenese 

und den IFT wurde belegt (Guo et al., 2011; Kasahara et al., 2014; Zalli et al., 2012). Zudem 
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konnte gezeigt werden, dass das TZ-Protein Rpgrip1l die proteasomale Aktivität an der ziliären 

Basis reguliert (Gerhardt et al., 2015). Dies geschieht durch eine Interaktion der RID C2 von 

Rpgrip1l mit Psmd2, einem Protein der 19S-Untereinheit des Proteasoms. Die Interaktion 

findet direkt an der ziliären Basis statt und daher wird nur das Proteasom, welches dort 

lokalisiert, von Rpgrip1l reguliert. Die gesamtzelluläre proteasomale Aktivität bleibt 

unverändert. Damit wird in dieser Studie nicht nur gezeigt, dass Rpgrip1l das Proteasom 

reguliert, sondern es wird ein Nachweis für ein unabhängig reguliertes Proteasom an der 

ziliären Basis erbracht. Zusätzlich zeigt die Studie, dass die Prozessierung der Gli3-Proteine 

während der Hh-Signalgebung von diesem ziliären Proteasom realisiert wird. Desweiteren 

werden in dieser Studie in vitro und ex vivo Behandlungen Rpgrip1l-negativer MEFs und 

Embryonen durchgeführt, bei denen die Reduktion der proteasomalen Aktivität mit Hilfe des 

Proteasom-Aktivators Sulforaphan (SFN) wiederhergestellt werden kann (Gerhardt et al., 

2015).   

 

3.4.2 Autophagie und Zilie

Autophagie ist ein zellulärer Degradationsprozess, mit dessen Hilfe langlebige Proteine, 

Zellorganellen und Proteinaggregate abgebaut werden können. Damit spielt Autophagie eine 

wichtige Rolle in der zellulären Dynamik. Fehlfunktionen der Autophagie können zu einem 

breiten Spektrum an Erkrankungen führen. So wird eine Autophagie-Dysfunktion mit 

Krankheiten wie Neurodegenerationen, Myopathie, Diabetes, Herz- und Lungenerkrankungen 

und Krebs in Verbindung gebracht (Wirawan et al., 2012). In Säugetieren gibt es drei 

verschiedene Formen der Autophagie: die Mikroautophagie, die Chaperon-vermittelte 

Autophagie („chaperone-mediated autophagy“, CMA) und die Makroautophagie. Bei allen drei 

Formen werden Substrate zu Lysosomen transportiert und mit deren Hilfe abgebaut (Yang und 

Klionsky, 2010). Allein durch die Art des Substrattransports lassen sich Mikroautophagie, CMA 

und Makroautophagie unterscheiden. Während sich die Mikroautophagie durch Invagination 

der lysosomalen Membran auszeichet, durch die der Cargo in das Lysosom gelangt (Mijaljica 

et al., 2011), wird bei der CMA keine membranöse Struktur benötigt. Hier wird das Substrat 
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von Chaperonen identifiziert und direkt in das Lysosom transportiert (Massey et al., 2004). Die 

Makroautophagie zeichnet sich durch die Ausbildung des Autophagosoms aus. Dieses 

spezielle Organell entsteht durch die de novo Bildung einer Doppelmembran im Zytoplasma 

der Zelle, die als Isolationsmembran bezeichnet wird. Die Isolationsmembran wird verlängert 

und nimmt eine sichelförmige Struktur an. Sie wird nun als Phagophore bezeichnet (Abbildung 

6). Hierbei ist teils noch nicht bekannt, auf welche Weise und woraus die Isolationsmembran 

und die Phagophore gebildet werden. Man weiß jedoch, dass Proteine wie Lc3, verschiedene 

Atgs, das Endoplasmatische Reticulum, der Golgi-Apparat und die Plasmamembran an der 

Ausbildung beteiligt sind und das die Ausbildung der Membran von einem bestimmten 

Phosphatidylinositol 3-OH Kinasen (PI(3)K)-Komplex kontrolliert wird (Bansal et al., 2018; 

Galluzzi et al., 2017; Gómez-Sánchez et al., 2018; Hayashi-Nishino et al., 2009; Kang et al., 

2011; Lilienbaum, 2013; Mizushima et al., 2011; Parzych und Klionsky, 2014; Puri et al., 2018; 

Ylä-Anttila et al., 2009). Nach der Formation der Phagophore wird die Membran verlängert und 

umschließt die Substrate, wobei dies unspezifisch oder spezifisch geschehen kann (Mijaljica 

et al., 2012). Während unspezifische Makroautophagie vor allem durch Nährstoffmangel und 

Energieverlust induziert wird, dient die spezifische Autophagie der kontinuierlichen 

Instandhaltung der Zelle (Chen und Klionsky, 2011; Isakson et al., 2013). Ein Mechanismus 

der spezifischen Substraterkennung durch Autophagie ist zum Beispiel die Markierung der 

Substrate mit Ubiquitin. Ubiquitin wiederum wird vom Adapterprotein p62 erkannt, welches an 

das Lc3 der Phagophorenmembran bindet (Bjørkøy et al., 2006; Johansen und Lamark, 2011; 

Øverbye et al., 2007; Vadlamudi et al., 1996). Sobald die Phagophore die Substrate vollständig 

umgeben hat, wird sie als Autophagosom bezeichnet (Abbildung 6). Das Autophagosom 

transportiert die Substrate zu einem Lysosom und die Vesikel fusionieren miteinander. 

Innerhalb des Autolysosoms werden die innere Membran und die Substrate durch das saure 

Milieu und die Hydrolasen des Lysosoms abgebaut (Yang und Klionsky, 2010) (Abbildung 6). 

Die Abbauprodukte werden mit Hilfe der lysosomalen Permeasen zurück in das Zytoplasma 

transportiert und können recycelt werden (Yorimitsu und Klionsky, 2005).  
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Abbildung 6: Proteindegradation via Makroautophagie
Die Initiation der Autophagie beginnt mit der Ausbildung einer Doppelmembran. Diese nimmt eine 
Sichel-Form an und wird als Phagophore bezeichnet (a). Die Phagophorenmembran wird verlängert 
und umschließt die Substrate (b). Die Substrate werden vom Autophagosom (c) zum Lysosom 
transportiert. Autophagosom und Lysosom verschmelzen zum Autolysosom (d) und die innere Membran 
des Autophagosoms sowie die Substrate werden von den Hydrolasen des Lysosoms abgebaut (e). 
Modifiziert nach Xie und Klionsky (Xie und Klionsky, 2007). 

Makroautophagie bedarf einer strikten Kontrolle, die zum Teil über den mTorc1 (mechanistic 

target of rapamycin complex 1)-Signalweg realisiert wird. Dieser hoch konservierte Signalweg 

ist neben der Autophagieregulation für die Proteinsynthese zuständig. Hierbei reguliert er die 

beiden Prozesse in entgegengesetzte Richtung. Ist der mTorc1-Signalweg ausgeschaltet, 

findet weniger Proteinsynthese und mehr Autophagie statt. Liegt mTorc1 aktiviert vor, wird die 

Proteinsynthese gesteigert und die Autophagie durch Inhibition der Bildung von 

Autophagosomen reduziert. mTorc1 ist somit ein negativer Regulator der Autophagie (Jung et 

al., 2010; Kim et al., 2011; Martina et al., 2012; Roczniak-Ferguson et al., 2012; Saxton und 

Sabatini, 2017; Settembre et al., 2012). Aktiviert wird der mTorc1-Signalweg durch die 

Phosphorylierung der Serin/Threonin-Kinase mTor an Ser2448. Diese Phosporylierung kann 

zum Beispiel durch Akt erfolgen (Navé et al., 1999). Neben einer negativen Regulation durch 

mTorc1 wird Autophagie von weiteren Signalwegen beeinflusst. So konnte gezeigt werden, 
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dass sich der Zilien-assoziierte Hh-Signalweg (siehe 3.1.4) positiv auf Autophagie auswirkt 

und Bestandteile der Autophagosomen an ziliären Strukturen wie dem Axonem oder dem 

Basalkörper lokalisieren (Pampliega et al., 2013). Umgekehrt hat Autophagie auch einen 

Einfluss auf die Ziliogenese und ziliäre Proteine wie Ofd1 (Tang et al., 2013). 

Generell stellt die Makroautophagie die am besten charakterisierte Form der Autophagie dar 

und gilt als deren Hauptmechanismus (Yorimitsu und Klionsky, 2005). Aus diesem Grund wird 

der Oberbegriff Autophagie häufig als Synonym für Makroautophagie verwendet (Lilienbaum, 

2013). Da in der vorliegenden Arbeit und den dazugehörigen Publikationen ausschließlich die 

Makroautophagie thematisiert wird und somit keine Unterscheidung der einzelnen Formen 

notwendig ist, wird die Makroautohagie im Folgenden durch den Begriff Autophagie 

beschrieben. 
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4 Zielsetzung

Ziliopathien sind genetisch bedingte Erkrankungen, die auf die Dysfunktion von Zilien 

zurückzuführen sind. Da Zilien auf nahezu jeder Zelle eines Wirbeltiers zu finden sind und in 

der Entwicklung vieler Organe eine essentielle Funktion ausüben, zeigen Ziliopathiepatienten 

ein breites Spektrum an Symptomen. Viele Ziliopathien sind als lebensbedrohlich einzustufen 

und Patienten erreichen das Erwachsenenalter häufig nicht. Ein Gen, dessen Mutationen zur 

Ausbildung verschiedener und besonders schwerwiegender Ziliopathien führt, ist RPGRIP1L. 

Dabei sind die Mechanismen, die zur Ausbildung einer Ziliopathie führen, noch relativ 

unbekannt und eine kurative Therapie ist nicht verfügbar. 

Das Ziel meiner Arbeiten ist es, die verschiedenen Funktionen von Rpgrip1l an der Zilie 

aufzudecken und damit die Mechanismen zu entschlüsseln, die der Ausbildung einer 

Ziliopathie, die auf einer RPGRIP1L-Mutation beruht, zu Grunde liegen. Auf Basis dieser 

Erkenntnisse könnten anschließend Therapieansätze für Ziliopathiepatienten entwickelt 

werden.  
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5 Originalarbeiten

5.1 Regulation des Hedgehog-Signalwegs durch das ziliäre 

Proteasom

5.1.1 Zusammenfassung und Bewertung des Eigenanteils

In diesem Übersichtsartikel wird detailliert die Verbindung zwischen dem ziliären Proteasom 

und der Hedgehog (Hh)-Signalgebung beschrieben. Der Hh-Signalweg spielt eine essentielle 

Rolle in der embryonalen Entwicklung und Störungen des Signalweges resultieren in 

schwerwiegenden Erkrankungen (Mullor et al., 2002) (siehe 3.1.4). Daher ist es von 

besonderer Relevanz die genaue Funktionsweise des Hh-Signalweges zu studieren. Es wurde 

bereits gezeigt, dass der Signalweg durch Zilien vermittelt wird. Jedoch ist die Frage, wie Zilien 

den Hh-Signalweg vermitteln, bis heute nur teilweise geklärt. 2015 konnte gezeigt werden, 

dass ein Zilien-assoziiertes Proteasom existiert, welches unabhängig von anderen 

Proteasomen in der Zelle reguliert wird (Gerhardt et al., 2015) (siehe 3.4.1). In diesem 

Übersichtsartikel wird erläutert, dass dieses ziliäre Proteasom entscheidend an der Hh-

Signalvermittelung beteiligt ist und in Zukunft als Zugangspunkt für Therapien von Hh-

assoziierten Krankheiten verwendet werden könnte.  

 

Ich war für Teile der Literaturrecherche dieses Artikels verantwortlich und habe alle 

Abbildungen gestaltet. Zusätzlich habe ich beim Verfassen des Artikels assistiert. 

 

Eigenanteil in Prozent: 30% 
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5.1.2 Publikation (Gerhardt et al., 2016b)

Das Manuskript “Control of Hedgehog signalling by the cilia-regulated proteasome.” ist im 

Folgenden angehangen (S. -4 ). Hierbei ist zu beachten, dass in der veröffentlichten 

Version dieser Dissertation die Originalpublikation aus urheberrechtlichen Gründen nicht 

beigefügt ist.

Name des Journals: Journal of Developmental Biology 

Art des Artikels: Übersichtsartikel 

Gerhardt, C., Wiegering, A., Leu, T. and Rüther, U. (2016). Control of Hedgehog signalling by 

the cilia-regulated proteasome. J. Dev. Biol. 4, 27. 

Doi: 10.3390/jdb4030027 
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5.2 Die Rolle des Hedgehog-Signalwegs in der Ausbildung des 

ventrikulären Septums

5.2.1 Zusammenfassung und Bewertung des Eigenanteils

Dieser Übersichtsartikel thematisiert den Zusammenhang zwischen der Hedgehog (Hh)-

Signalgebung und der Entstehung ventrikulärer Septendefekte (VSDs). Das ventrikuläre 

Septum (VS) ist Bestandteil des Herzens und trennt den linken und rechten Ventrikel 

voneinander. Defekte in der Ausbildung des VS führen zu einer Vermischung von Sauerstoff-

reichem mit Sauerstoff-armem Blut und begünstigen die Entstehung von kardialen 

Lungenödemen und einer Hypertrophie des linken Ventrikels (Brickner et al., 2000; Ferreira et 

al., 2009; Selicorni et al., 2009). VSDs gehören zu den am häufigsten auftretenden 

kongenitalen Herzerkrankungen und können gegenwärtig nur mittels eines operativen Eingriffs 

behandelt werden (Hoffman und Kaplan, 2002). Interessanterweise ist ein VSD auch ein häufig 

auftretenes Symptom bei verschiedenen Ziliopathien (Gerhardt et al., 2013; Koefoed et al., 

2014) (siehe 3.2). Um einen operativen Eingriff zu umgehen und eine medikamentöse 

Therapie für VSDs anweden zu können, wird nach den Ursachen der VSD-Entstehung 

gesucht. Hierbei konnten einige Studien zeigen, dass unter anderem der Hh-Signalweg eine 

Rolle bei der Ausbildung des VS spielt. Da dieser Signalweg durch Zilien vermittelt wird (siehe 

3.1.4), wird deutlich, wieso VSDs als Symptom vieler Ziliopathien auftreten können. In diesem 

Artikel wird eine Zusammenfassung über die Verbindung von Hh-Signalweg und ventrikulärer 

Septenentwicklung gegeben, sowie mögliche medikamentöse Behandlungsstrategien für 

VSDs diskutiert. So wird die Frage aufgeworfen, ob eine Hh-gerichtete Behandlung während 

der Schwangerschaft die Entwicklung von VSDs beeinflussen kann.  

Ich war für Teile der Literaturrecherche dieses Artikels verantwortlich und habe alle 

Abbildungen gestaltet. Zusätzlich habe ich beim Verfassen des Artikels assistiert. 

Eigenanteil in Prozent: 40% 
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5.2.2 Publikation (Wiegering et al., 2017)

Das Manuskript “The role of Hedgehog signalling in the formation of the ventricular septum.” 

ist im Folgenden angehangen (S. - ). Hierbei ist zu beachten, dass in der 

veröffentlichten Version dieser Dissertation die Originalpublikation aus urheberrechtlichen 

Gründen nicht beigefügt ist.

Name des Journals: Journal of Developmental Biology 

Art des Artikels: Übersichtsartikel 

Wiegering, A., Rüther, U. and Gerhardt, C. (2017). The role of Hedgehog signalling in the 

formation of the ventricular septum. J. Dev. Biol. 5, 17. 

Doi: 10.3390/jdb5040017 
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5.3 Das ziliäre Protein Rpgrip1l steuert Autophagie unabhängig 

von seiner Proteasom-regulierenden Funktion an der ziliären 

Basis in embryonalen Maus-Fibroblasten

5.3.1 Zusammenfassung und Bewertung des Eigenanteils

Autophagie ist neben dem Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) einer der wichtigstens Protein-

Degradationsprozesse in Zellen (siehe 3.4). Es konnte bereits gezeigt werden, dass 

Autophagie mit primären Zilien assoziiert ist und eine Verbindung zum Hedgehog (Hh)-

Signalweg besteht (Pampliega et al., 2013; Tang et al., 2013) (siehe 3.4.2). Zusätzlich wurde 

nachgewiesen, dass mTorc1 Autophagie negativ beeinflusst (Jung et al., 2010). Nachdem in 

früheren Studien eine Verbindung von Rpgrip1l zum Proteasom nachgewiesen werden konnte, 

bei der Rpgrip1l die proteasomale Aktivität positiv beeinflusst (Gerhardt et al., 2015) (siehe 

3.4.1), wird in dieser Arbeit die Aktivität der Autophagie unter Rpgrip1l-Defizienz analysiert. 

Beide Protein-Degradationssysteme sind von essentieller Bedeutung für die Entwicklung und 

Homöostase eines Organismus und daher verfügen Zellen über einen 

Sicherheitsmechanismus, bei dem die zwei Degradations-Systeme entgegengesetzt gesteuert 

werden. Ist eines der Systeme herunterreguliert, wird das andere hochreguliert (Levine und 

Kroemer, 2008; Lilienbaum, 2013). Im Fall eines Rpgrip1l-Verlusts werden jedoch beide 

Systeme unabhängig voneinander herunter reguliert. So liegt in Rpgrip1l-negativen 

embryonalen Maus-Fibroblasten (MEFs) neben einer verminderten proteasomalen Aktivität 

auch eine verringerte Autophagie vor. Realisiert wird die Regulation der Autophagie über eine 

Signalkaskade, bei der Rpgrip1l die mTorc1-Aktivität mittels Akt inhibiert. Bei einem Verlust 

von Rpgrip1l liegt eine erhöhte Menge an phosphoryliertem und somit aktiviertem Akt in den 

Zilien von MEFs vor. Phosphoryliertes Akt wiederum phosphoryliert und aktiviert mTor an der 

ziliären Basis, was wiederum zu einer reduzierten Autophagie führt. Durch Behandlung der 

Rpgrip1l-negativen MEFs mit dem mTor-Inhibitor Rapamycin konnte die autophagische 

Aktivität wiederhergestellt werden und die Zilienlänge in den Rpgrip1l-negativen MEFs gerettet 

werden. Die proteasomale Aktivität hingegen wurde durch diese Behandlung nicht beeinflusst. 
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Für diesen Artikel habe ich Immunfluoreszenzanalysen, Quantifizierungen, statistische 

Analysen sowie Arbeiten in der Zellkultur durchgeführt. Zusätzlich habe ich bei der Konzeption 

einiger Teilversuche, dem Verfassen des Artikels und der Aufbereitung der Abbildungen 

assistiert. 

Eigenanteil in Prozent: 30% 
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5.3.2 Publikation (Struchtrup et al., 2018)

Das Manuskript “The ciliary protein RPGRIP1L governs autophagy independently of its 

proteasome-regulating function at the ciliary base in mouse embryonic fibroblasts” ist im 

Folgenden angehangen (S. 6 - ). Hierbei ist zu beachten, dass in der veröffentlichten 

Version dieser Dissertation die Originalpublikation aus urheberrechtlichen Gründen nicht 

beigefügt ist. 

Name des Journals: Autophagy 

Art des Artikels: Forschungsartikel 

Impact Factor 2017 (Journal Homepage): 11.1 

Referenz: 

Struchtrup, A., Wiegering, A., Stork, B., Rüther, U. and Gerhardt, C. (2018). The ciliary protein 

RPGRIP1L governs autophagy independently of its proteasome-regulating function at the 

ciliary base in mouse embryonic fibroblasts. Autophagy 14, 567-583. 

Doi: 10.1080/15548627.2018.1429874 
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5.4 Zelltyp-spezifische Regulation der Transitionszonen-

Assemblierung in Wirbeltieren 

5.4.1 Zusammenfassung und Bewertung des Eigenanteils

Die Transitionszone (TZ) erfüllt eine Torwächterfunktion innerhalb der Zilie und ist somit von 

entscheidener Bedeutung für ihren Aufbau und ihre Funktion (Benzing und Schermer, 2011; 

Betleja und Cole, 2010; Chih et al., 2011; Craige et al., 2010; Czarnecki und Shah, 2012; 

Deane et al., 2001; Garcia-Gonzalo et al., 2011; Omran, 2010; Reiter et al., 2012; Williams et 

al., 2011) (siehe 3.1.2). Störungen innerhalb der TZ, die zum Beispiel vorliegen, wenn Gene 

mutiert sind, die für TZ-Proteine kodieren, führen oft zu schwerwiegenden Erkankungen 

(Czarnecki und Shah, 2012; Hildebrandt et al., 2011). Aus diesem Grund ist es von enormer 

Bedeutung die Assemblierung der TZ zu verstehen. Grundlegende Erkenntnisse über den 

Aufbau und die Struktur der TZ wurden aus Studien in C. elegans gewonnen, auf deren 

Grundlage Rpgrip1l an die Spitze der TZ-Assemblierungshierarchie gesetzt wurde. So wird 

Rpgrip1l hier benötigt um die Mitglieder aller TZ-Module zu akkumulieren (Li et al., 2016; Sang 

et al., 2011; Williams et al., 2011) (siehe 3.1.3). Um aber die Funktion von Rpgrip1l in der TZ-

Assemblierung von Vertebraten zu verstehen, wurden in der vorliegenden Studie murine und 

humane Zellen sowie murines Gewebe untersucht. Es wurden Komponenten der 

verschiedenen Module analysiert und hierbei zeigt sich, dass ein deutlicher Unterschied in der 

TZ-Assemblierung von Invertebraten und Vertebraten besteht. So steht Rpgrip1l in 

Vertebraten nur Zelltyp-spezifisch bedingt an der Spitze der TZ-Assemblierungshierarchie. In 

einigen Zelltypen ist Rpgrip1l allein in der Lage alle TZ-Module zu organisieren, was der 

Situation in C. elegans entspricht. In anderen Zelltypen hingegen werden nicht alle Module 

allein von Rpgrip1l beeinflusst. Hier wird die Assemblierung der TZ-Proteine durch das 

Zusammenspiel von Rpgrip1l und Rpgrip1 reguliert. Rpgrip1 ist durch eine Genom-Duplikation 

entstanden und ist in Invertebraten nicht vorhanden. Somit scheint die TZ-

Assemblierungshierarchie in Vertebraten komplexer zu sein als in Invertebraten.    
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Für diesen Artikel habe ich Immunfluoreszenzanalysen und zugehörige Quantifizierungen, 

statistische Analysen, histologische Analysen und zugehörige Quantifizierungen, 

transmissionelektronenmikroskopische Studien (TEM) sowie Arbeiten in der Zellkultur 

durchgeführt. Ich habe 90% der Abbildungen angefertigt. Zusätzlich habe ich bei der 

Konzeption einiger Teilversuche und dem Verfassen des Artikels mitgewirkt. 

Angabe der Eigenanteile der jeweiligen Autoren (entnommen aus der Publikation): 

CG conceived the study and designed experiments. AW, LK, SK, JML and TL performed 

immunofluorescence studies with subsequent intensity quantifications, cilia length 

measurements and statistics. AW performed all histological studies (with assistance from SK 

and TL). AW measured defect frequencies. AW performed the transmission electron 

microscopic studies. RD, LK and SD inactivated several genes in different cells via the 

CRISPR/Cas9 system. ASp, SK and CG performed the Western blot investigations. RD 

performed phylogenetic and evolutionary studies. TZ and CG performed fluorescence intensity 

quantifications of 3D reconstructed images obtained by using 3D-SIM. ASt performed the 

qRT–PCR analysis. FL, CV and SS-M generated Nphp4-/- MEFs. FL and SS provided 

Nphp4-/- mouse embryos. AW and RD prepared figures. CG wrote the manuscript with 

assistance from AW and UR. All authors approved the manuscript. UR obtained funding for 

the study. 
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5.4.2 Publikation (Wiegering et al., 2018a)

Das Manuskript “Cell type-specific regulation of ciliary transition zone assembly in 

vertebrates” ist im Folgenden angehangen (S. 8 -1 ). Hierbei ist zu beachten, dass in der 

veröffentlichten Version dieser Dissertation die Originalpublikation aus urheberrechtlichen 

Gründen nicht beigefügt ist. 

Name des Journals: The EMBO Journal 
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5.5 Die Funktion des ziliären Proteins Rpgrip1l in der Entwicklung 

und Krankheitsausbildung 

5.5.1 Zusammenfassung und Bewertung des Eigenanteils

In dieser Arbeit wird eine Zusammenfassung über alle bis dato gewonnenen Erkenntnisse der 

Funktionen von Rpgrip1l gegeben. Die Rolle von Rpgrip1l bei der Ausbildung verschiedener 

Ziliopathien (siehe 3.2)  wird darin ebenso diskutiert wie die Funktionen von Rpgrip1l in der 

TZ-Assemblierung (siehe 3.3 und 5.4) und den Protein-Degradationsprozessen (siehe 3.4.1 

und 5.3). Zusätzlich werden mögliche Funktionen von Rpgrip1l bei der Entstehung von 

Tumoren, der Zell-Zyklus-Regulation durch das Aktin-Zytoskelett und der Entwicklung von 

Fettleibigkeit erörtert. Auch potentielle Schnittstellen der einzelnen Funktionen von Rpgrip1l 

werden in dem vorliegenden Übersichtsartikel diskutiert. So könnte zum Beispiel die TZ-

Assemblierung durch Protein-Degradation vermittelt werden. Außerdem wird verdeutlicht, 

dass eine medikamentöse Beeinflussung der Protein-Degradationsprozesse über SFN oder 

Rapamycin eine vielversprechende Behandlungsmöglichkeit von Ziliopathien darstellt.   

Ich war für Teile der Literaturrecherche dieses Artikels verantwortlich und habe alle 

Abbildungen gestaltet. Zusätzlich habe ich beim Verfassen des Artikels mitgewirkt. 

Eigenanteil in Prozent: 40% 

113



Originalarbeiten

5.5.2 Publikation (Wiegering et al., 2018b)

Das Manuskript “The ciliary protein Rpgrip1l in development and disease” ist im Folgenden 
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6 Diskussion

6.1 Die essentielle Bedeutung der Zilie und des TZ-Proteins

Rpgrip1l in der Entwicklung und Homöostase von Wirbeltieren

Mehr und mehr menschliche Erkrankungen lassen sich auf eine Störung der Zilienfunktion 

zurückführen. So werden zum Beispiel bei bestimmten Tumorerkrankungen und Formen der 

Schizophrenie Ziliendefekte als Ursache vermutet (Castresana, 2015; Marley und von 

Zastrow, 2012; Muñoz-Estrada et al., 2018; Reiter und Leroux, 2017). Eine ziliäre Dysfunktion 

wird hierbei besonders oft durch Mutationen verschiedener Gene hervorgerufen, die für 

Proteine kodieren, die in der TZ lokalisieren (Czarnecki und Shah, 2012). Die molekularen 

Mechanismen, in die diese TZ-Proteine involviert sind und die bei einer Störung zur Ausbildung 

einer Ziliopathie führen, sind bis heute nur ansatzweise beschrieben. In diesem 

Zusammenhang können auch die Interaktionen der einzelnen TZ-Proteine untereinander 

sowie die Interaktion von TZ-Proteinen mit Basalkörper-Proteinen, Membranassoziierten-

Proteinen, Proteinen des IFTs oder extraziliären Proteinen nur zum Teil nachvollzogen werden 

(Garcia-Gonzalo et al., 2011; Goetz et al., 2017; Gonçalves und Pelletier, 2017; Huang et al., 

2011; Lambacher et al., 2016; Li et al., 2016; Sang et al., 2011; Schouteden et al., 2015; 

Williams et al., 2011). Um Behandlungsstrategien für Ziliopathiepatienten zu entwickeln, liegt 

der Fokus der Zilienforschung daher auf der Entschlüsselung ebendieser Mechanismen und 

Interaktionen. Ein Gen, welches für ein TZ-Protein kodiert und für die biomedizinische 

Forschung von besonderem Interesse ist, stellt Rpgrip1l dar. Dieses Gen wurde erstmals 2002 

als eines von sechs deletierten Genen der Ft-Mausmutante beschrieben (Peters et al., 2002). 

Homozygot mutante Rpgrip1l-Mausembryonen weisen Entwicklungsdefekte in nahezu jedem 

Organ auf und sind embryonal letal (siehe 3.3). Die Defekte entsprechen hierbei den 

Symptomen einer Ziliopathie, sodass vermutet wurde, dass in den Rpgrip1l-negativen Tieren

ein Ziliendefekt vorliegt. Tatsächlich konnte nachgewiesen werden, dass Rpgrip1l an der Zilie 

lokalisiert (Vierkotten et al., 2007) und zudem menschliche Ziliopathien auf Mutationen von 

RPGRIP1L beruhen können. So weisen Patienten mit einer RPGRIP1L-Mutation 
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schwerwiegende Ziliopathien wie das JBTS und MKS auf (Arts et al., 2007; Delous et al., 2007) 

(siehe 3.3). Demnach ist Rpgrip1l von essentieller Bedeutung für die Entwicklung und 

Homöostase von Wirbeltieren. In wirbellosen Organismen hingegen scheint Rpgrip1l eine weit 

weniger essentielle Funktion auszuüben. Generell sind Zilien für die Entwicklung und 

Homöostase der Invertebraten von geringerem Interesse, da hier nur wenige Zelltypen 

überhaupt Zilien ausbilden und die Entwicklung auch bei einem Ziliendefekt weitestgehend 

normal verläuft (Basto et al., 2006; Inglis et al., 2007; Pratt et al., 2016). So führen Ziliendefekte 

in C. elegans lediglich zu einer leicht veränderten Lebensdauer und Körperlänge (Apfeld und 

Kenyon, 1999; Bae und Barr, 2008). Trotz dieser klaren Diskrepanz zwischen Invertebraten 

und Vertebraten, konnten erste Aussagen über die Funktion von Rpgrip1l mit Hilfe von 

Analysen in C. elegans getroffen werden. 

 

6.2 Die Funktion von Rpgrip1l in der Zelltyp-spezifischen

TZ-Assemblierung von Wirbeltieren

Die ziliäre TZ ist von enormer Bedeutung für die Funktion und den Aufbau der Zilie und 

kontrolliert den ziliären Import und Export von Proteinen (Benzing und Schermer, 2011; Betleja 

und Cole, 2010; Chih et al., 2011; Craige et al., 2010; Czarnecki und Shah, 2012; Deane et 

al., 2001; Garcia-Gonzalo et al., 2011; Omran, 2010; Reiter et al., 2012; Williams et al., 2011). 

Sie übernimmt die Funktion eines Torwächters und ist dabei aus verschiedenen Proteinen 

aufgebaut. Die TZ-Proteine konnten mit Hilfe von Interaktionsstudien in C. elegans in vier 

verschiedene Module eingeteilt werden. Neben dem Mks/B9-Modul lassen sich TZ-Proteine 

dem Nphp1-4-8-Modul, dem Nphp5-6-Modul und dem Invs-Kompartiment zuordnen (Sang et 

al., 2011) (siehe 3.1.3). Hierbei können das Nphp1-4-8-Modul, das Nphp5-6-Modul und das 

Invs-Kompartiment unter dem Oberbegriff Nphp-Module zusammengefasst werden. Die 

Interaktion der verschiedenen Modulkomponenten untereinander und die Interaktion der 

verschiedenen Module miteinander spielt eine wichtige Rolle für den Aufbau der TZ und deren 

Funktion als ziliärer Torwächter (Chih et al., 2011; Garcia-Gonzalo et al., 2011). An der Spitze 
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der TZ-Assemblierungshierarchie in C. elegans steht Rpgrip1l, eine Komponente des Nphp1-

4-8-Moduls. Sowohl die Komponenten des Mks/B9-Moduls, als auch die Komponenten der 

Nphp-Module sind in ihrer TZ-Akkumulation und damit auch ihrer Funktion von Rpgrip1l 

abhängig (Jensen et al., 2015; Williams et al., 2011). Neben Rpgrip1l stellt auch Cep290 eine 

wichtige Komponente in der TZ-Assemblierungshierarchie von C. elegans dar. So reguliert 

Rpgrip1l mit Hilfe von Cep290 die Komponenten des Mks/B9-Moduls, indem Cep290 für die 

Akkumulation dieser Komponenten verantwortlich ist (Li et al., 2016; Schouteden et al., 2015) 

(siehe 3.1.3).  

Im Anschluss an die ersten Analysen der TZ-Assemblierung in C. elegans wurde versucht, die 

gewonnenen Erkenntnisse auf Wirbeltiere zu übertragen. Hierbei konnten übereinstimmende 

Ergebnisse zwischen C. elegans und Mus musculus sowie humanen Geweben gezeigt 

werden. So ist die Lokalisation von Tmem237, einer Komponente des Mks/B9-Moduls, in 

spezifischen Sammelrohrzellen der Mausniere von Rpgrip1l abhängig (Huang et al., 2011). 

Desweiteren weisen humane Fibroblasten von JBTS-Patienten mit RPGRIP1L-Mutation eine 

Reduktion der ziliären Menge von Nphp1 und Tctn2 auf. Damit beeinflusst Rpgrip1l hier sowohl 

das Nphp-Modul als auch das Mks/B9-Modul, zu dem Tctn2 zählt (Shi et al., 2017). 

Übereinstimmend damit konnten unsere Analysen zeigen, dass die Lokalisation der Nphp-

Modulkomponenten Nphp1, Nphp4, Invs und Cep290 und der Komponenten Mks1, Tmem67, 

Tctn1, Tctn2 und Tctn3 des Mks/B9-Moduls in embryonalen Gliedmaßen von Rpgrip1l abhängt 

(Wiegering et al., 2018a). Neben embryonalen Gliedmaßen wurden auch MEFs und 

embryonale Nieren Rpgrip1l-negativer Mausembryonen untersucht. Hierbei zeigt sich sowohl 

in den MEFs als auch den mesenchymalen intertubulären und interductalen Zellen der 

embryonalen Niere ein abweichender Mechanismus der TZ-Assemblierung. In beiden 

Zelltypen sind zwar die Mengen aller analysierten Nphp-Modulmitglieder (Nphp1, Nphp4, Invs 

und Cep290) von Rpgrip1l abhängig, jedoch akkumulieren die Komponenten des Mks/B9-

Moduls (Mks1, Tmem67 und Tctn1-3) unabhängig von Rpgrip1l in der ziliären TZ (Wiegering 

et al., 2018a). Zusätzlich kann in diesen Zelltypen beobachtet werden, dass unter Rpgrip1l-

Defizienz eine erhöhte Menge des wirbeltierspezifischen Rpgrip1l-Homologs Rpgrip1 am 

126



Diskussion

 

Basalkörper der Zilie vorliegt. In den Gliedmaßen ist die Menge an Rpgrip1 unter Rpgrip1l-

Defizienz hingegen unverändert. Auf dieser Grundlage stellt sich die Frage, ob mit Hilfe der 

erhöhten Menge an Rpgrip1 ein Verlust von Rpgrip1l kompensiert wird. Um diese 

Fragestellung zu erörtern, wurden kombinierte Rpgrip1; Rpgrip1l-Mausmutanten erzeugt. Die 

Rpgrip1nmf247-Mutation entspricht dabei einer Nullmutation und homozygot mutante 

Rpgrip1nmf247-Mäuse erblinden im Alter von 4 Wochen (P28) aufgrund einer Degeneration der 

Photorezeptoren (Won et al., 2009). Im Menschen führen RPGRIP1-Mutationen zu 

Augenerkrankungen wie LCA, Retinis Pigmentosa (RP), Zapfen-Stäbchen-Dystrophie (CRD) 

und erblichen Netzhauterkrankungen (IRD) (Booij et al., 2005; Dryja et al., 2001; Gerber et al., 

2001; Hameed et al., 2003; Tiwari et al., 2016) (zusammengefasst in Wiegering et al., 2018b). 

Die Analyse der einzelnen TZ-Proteine (Nphp1, Nphp4, Invs, Cep290, Mks1, Tmem67, Tctn1-

3) in den kombinierten Rpgrip1nmf247/nmf247; Rpgrip1l-/--MEFs zeigt eine Reduktion aller TZ-

Modulmitglieder. Neben den Nphp-Modulkomponenten, die bereits in den Einzelmutanten 

(Rpgrip1nmf247/nmf247 und Rpgrip1l-/-) reduziert vorliegen, sind nun auch die Mitglieder des 

Mks/B9-Moduls, welche in den Einzelmutanten (Rpgrip1nmf247/nmf247 und Rpgrip1l-/-) nicht 

beeinträchtigt sind, in ihrer Menge drastisch reduziert. Hierdurch wird deutlich, dass Rpgrip1 

und Rpgrip1l die TZ-Assemblierung in Vertebraten synergistisch regulieren. Zusätzlich zeigen 

diese Untersuchungen eine Zelltyp-spezifische Regulation der TZ-Assemblierung in 

Vertebraten, da in den embryonalen Gliedmaßen die Regulation aller TZ-Module von Rpgrip1l 

allein abhängig ist und eine synergistische Regulation hier nicht festgestellt werden kann. Das 

Zelltyp-spezifische Zusammenwirken von Rpgrip1l und Rpgrip1 könnte hierbei eine Art 

Sicherheitsmechanismus darstellen, durch den die Organentwicklung vor möglichen Defekten 

durch einzelne Mutationen geschützt wird. Falls Rpgrip1l geschädigt vorliegt, kann Rpgrip1 

dessen Funktion teilweise übernehmen. Die Bedeutung dieses Sicherheitsmechanismus lässt 

sich durch morphologische Analysen der verschiedenen Mutanten veranschaulichen. So 

weisen Rpgrip1nmf247/nmf247; Rpgrip1l-/--Embryonen im Vergleich zu Rpgrip1l-/--Embryonen eine 

erhöhte Defektfrequenz auf. Zum Beispiel zeigen 80% der homozygot mutanten Rpgrip1l-/--

Embryonen an E18.5 Augendefekte, wohingegen die Frequenz in komibinierten 
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Rpgrip1nmf247/nmf247; Rpgrip1l-/--Embryonen auf 100% ansteigt. Auch die Frequenz der VSDs 

steigt von circa 30% auf mehr als 80% an. Noch deutlicher wird der synergistische Effekt von 

Rpgrip1l und Rpgrip1 jedoch, wenn man die Zystenbildung in den Nieren verschiedener 

Embryonen betrachtet. Rpgrip1l-/--Embryonen zeigen an E18.5 Zysten in der Niere, 

wohingegen heterozygot mutante Rpgrip1l-Embryonen keinerlei Nierendefekte aufweisen. 

Auch die Nieren der Rpgrip1nmf247/nmf247-Embryonen sind phänotypisch unauffällig. Eine 

Kombination aus heterozygoter Rpgrip1l-Mutation und homozygoter Rpgrip1-Mutation 

hingegen führt zur Ausbildung von Nieren-Zysten (Wiegering et al., 2018a). Zusätzlich zu den 

Daten, die in embryonalen Mäusen erhoben wurden, konnte ein Nachweis für die 

synergistische Funktion von Rpgrip1l und Rpgrip1 in der TZ-Assemblierung von humanen 

Zellen erbracht werden. So kann für humane embryonale Nierenzellen (HEK293) gezeigt 

werden, dass die Akkumulation von Tctn2 als Komponente des Mks/B9-Moduls von der 

Zusammenarbeit von Rpgrip1l und Rpgrip1 abhängt (Wiegering et al., 2018a). Somit scheint 

sich das TZ-Assemblierungs-Modell von Maus auf Mensch übertragen zu lassen. 

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass die TZ-Assemblierung in Vertebraten Zelltyp-

spezifisch reguliert wird und dabei eine synergistische Funktion von Rpgrip1l und Rpgrip1 

vorliegt. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die TZ-Assemblierung in Wirbeltieren auf 

komplexeren Mechanismen beruht als die TZ-Assemblierung in wirbellosen Tieren. In 

Invertebraten steht Rpgrip1l allein an der Spitze der TZ-Assemblierungs-Hierarchie und es 

lässt sich keine Zelltyp-Spezifität nachweisen. In neusten Studien wird allerdings vermutet, 

dass auch in Invertebraten eine differentielle Regulation der Zentrosom- und TZ-Proteine 

vorliegen könnte (Jana et al., 2018).  

Generell kann die Zelltyp-spezifische Regulation der TZ-Assemblierung in Vertebraten eine 

Erklärungsmöglichkeit für die Organ-spezifische Ausbildung von Ziliopathie-Defekten 

darstellen. Ob das Modell der TZ-Assemblierung in Vertebraten hierbei vollständig von der 

Maus auf humanes Gewebe übertragbar ist, muss durch zukünftige Analysen in größerem 

Umfang untersucht werden. Zusätzlich müssen Untersuchungen weiterer Gewebetypen 

durchgeführt werden, um ein vollständiges Bild der Zelltyp-spezifischen TZ-Assemblierung 
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liefern zu können. Für die Diagnostik von Ziliopathien und die Suche nach kurativen Therapien 

stellen unsere Analysen bereits jetzt wichtige Grundlagen dar, auf deren Basis die Ursachen 

der Ziliopathieausbildung besser charakterisiert werden können. So ist es zum Beispiel 

denkbar, dass spezifische, eigentlich harmlose Mutationen von Genen, die für ziliäre Proteine 

kodieren, in ungünstigen Kombinationen zur Ausbildung einer Ziliopathie führen können. 

Demnach wären einige Gen-Polymorphismen oder Mutationen als Risikofaktoren für die 

Ausbildung einer Ziliopathie anzusehen. Um diese Theorie zu überprüfen, müssen in Zukunft 

zahlreiche Mutationsanalysen in Ziliopathie-Patienten durchgeführt werden.  

 

6.3 Die Funktion von Rpgrip1l in der Regulation zellulärer

Proteindegradationsprozesse

Neben der Funktion von Rpgrip1l in der TZ-Assemblierungshierarchie von Vertebraten, konnte 

gezeigt werden, dass Rpgrip1l in der Lage ist die zwei Hauptprozesse der zellulären 

Proteindegradation zu regulieren. So werden sowohl das UPS als auch die Autophagie von 

Rpgrip1l positiv reguliert (Gerhardt et al., 2015; Struchtrup et al., 2018; Wiegering et al., 

2018b). 

Aufgrund der Beobachtung, dass Rpgrip1l-defiziente Mausembryonen in verschiedenen 

Organen eine gestörte Hh-Signalgebung aufweisen, die auf einer reduzierten Prozessierung 

des Gli3-Proteins beruht (Besse et al., 2011; Gerhardt et al., 2013; Laclef et al., 2015; 

Vierkotten et al., 2007), wurde eine Verbindung zwischen Rpgrip1l und dem Proteasom 

vermutet. Mit Hilfe von Interaktionsstudien konnte daraufhin gezeigt werden, dass das 

Proteasom über seine 19S-Untereinheit Psmd2 mit der RID C2 von Rpgrip1l interagiert und 

diese Interaktion direkt an der ziliären Basis stattfindet (Gerhardt et al., 2015). Das Proteasom 

wird hierbei positiv von Rpgrip1l reguliert und realisiert die Prozessierung der Gli-Proteine 

innerhalb der Hh-Signalgebung (Gerhardt et al., 2015; Schrader et al., 2011; Wang et al., 2000) 

(siehe 3.1.4) . Unter Rpgrip1l-Defizienz ist die proteasomale Aktivität an der ziliären Basis 

reduziert, sodass die Prozessierung der Gli-Proteine gestört ist. Die gesamtzelluläre 
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proteasomale Aktivität bleibt jedoch unverändert (Gerhardt et al., 2015; Gerhardt et al., 2016b). 

Damit zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen der Funktion von Rpgrip1l und anderen 

ziliären Proteinen, die ebenfalls Einfluss auf das Proteasom nehmen. So führt der Verlust oder 

die Reduktion von Bbs4, Bbs7 und Ofd1 zu einer Reduktion der gesamtzellulären 

proteasomalen Aktivität (Gascue et al., 2012; Gerdes et al., 2007; Liu et al., 2014). 

Desweiteren zeigt die Reduktion der proteasomalen Aktivität unter Rpgrip1l-Defizienz, dass 

an der ziliären Basis ein spezifisches Proteasom existiert, welches individuell reguliert wird 

(Gerhardt et al., 2015; Wiegering et al., 2018b). Die daraus resultierenden Störungen der Hh-

Signalgebung variieren von Organ zu Organ und können entweder hoch- oder 

herunterreguliert vorliegen (Besse et al., 2011; Gerhardt et al., 2013; Vierkotten et al., 2007). 

Neben dem Hh-Signalweg werden weitere Signalkaskaden wie der Notch-, Wnt-, Pdgfrα- oder 

der Tgfβ-Signalweg durch Zilien vermittelt und ebenfalls vom Proteasom beeinflusst (Corbit et 

al., 2008; Fukuchi et al., 2001; Gerdes et al., 2007; Lo und Massagué, 1999; Matei et al., 2007; 

McGill und McGlade, 2003; Öberg et al., 2001). Somit liegt die Vermutung nahe, dass Rpgrip1l 

in der Lage ist neben dem Hh-Signalweg auch diese Signalwege zu beeinflussen. Für den 

Pdgfrα-Signalweg konnte bereits gezeigt werden, dass er unter Rpgrip1l-Defizienz in 

embryonalen Herzen stark reduziert vorliegt und dies zur Ausbildung von VSDs in Rpgrip1l-

negativen Embryonen führt. Hierbei kann die Reduktion der Pdgfrα-Signalgebung auf die 

verminderte Hh-Zielgenexpression zurückgeführt werden, die bei einer Rpgrip1l-Defizienz im 

Herzen vorliegt (Gerhardt et al., 2013; Wiegering et al., 2017). Berücksichtigt man aber die 

Tatsache, dass der Pdgfrα-Signalweg auch vom Proteasom beeinflusst werden kann, ergibt 

sich die Möglichkeit einer Hh-unabhängigen Regulation der Pdgfrα-Signalkaskasde durch 

Rpgrip1l und das ziliäre Proteasom (Gerhardt et al., 2016a). Neben der Funktion des 

zilienregulierten Proteasoms in der Herzentwicklung, könnten auch andere Organdefekte der 

Rpgrip1l-/--Embryonen durch die reprimierte Aktivität des ziliären Proteasoms verursacht 

werden. Um dies zu prüfen, wurden zunächst in vitro und ex vivo Studien durchgeführt, in 

denen MEFs oder Embryonen mit SFN behandelt wurden (Gerhardt et al., 2015). SFN ist ein 

sekundärer Pflanzenstoff der vor allem in Brokoli vorkommt und ein starkes Antioxidans 
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darstellt (Juge et al., 2007). Durch die Aktivierung des Nrf2-Signalwegs ist SFN in der Lage 

die proteasomale Aktivität zu steigern (Kwak et al., 2007; Kwak et al., 2003). Aus diesem 

Grund wird SFN bereits in klinischen Studien zur Behandlung von Schizophrenie, Autismus, 

Diabetes und Tumorerkrankungen genutzt und konnte hier vielversprechende Resultate 

erzielen (Bahadoran et al., 2012; Bauman et al., 2016; Shiina et al., 2015; Singh et al., 2014). 

Die in vitro Behandlung der MEFs und ex vivo Behandlung der murinen Embryonen konnte 

zeigen, dass SFN die proteasomale Aktivität an der ziliären Basis Rpgrip1l-negativer MEFs 

und Embryonen wiederherstellen kann. Die veränderte Zilienlänge der Rprip1l-/--MEFs und 

Embryonen wurde durch die SFN-Behandlung allerdings nicht gerettet (Gerhardt et al., 2015), 

was dafür sprechen könnte, dass die sensorische Funktion der Zilien durch eine SFN-

Behandlung nicht wiederhergestellt werden kann. Nichtsdestotrotz könnte die Behandlung mit 

SFN eine gute Therapiemöglichkeit zur Behandlung von Ziliopathien darstellen, da zumindest 

die Defekte, welche durch die reduzierte proteasomale Aktivität an der ziliären Basis 

verursacht werden, auf diese Weise kuriert werden könnten.  

Eine reduzierte proteasomale Aktivität kann unter Normalbedingungen durch eine Erhöhung 

der autophagischen Aktivität aufgefangen werden, sodass eine Art Sicherheitsmechanismus 

zwischen den zwei Proteindegradationssystemen besteht. Die Aktivitätsänderung des einen 

Systems führt hierbei zu einer entgegengesetzten Aktivitätsregulation des zweiten Systems 

(Levine und Kroemer, 2008; Lilienbaum, 2013) (siehe 3.4). Es stellt sich folglich die Frage, ob 

durch die Reduktion der proteasomalen Aktivität in Rgprip1l-negativen Zellen und Mäusen die 

Aktivität der Autophagie erhöht wird. Aufgrund der vielfältigen Defekte der Rpgrip1l-/--

Embryonen ist eine vollständige Kompensation der reduzierten proteasomalen Aktivität durch 

eine Erhöhung der Autophagie unwahrscheinlich. Eine Analyse der autophagischen Aktivität 

in MEFs zeigt, dass diese unter Rpgrip1l-Defizienz reduziert vorliegt (Struchtrup et al., 2018). 

So weisen Rpgrip1l-/--MEFs im Vergleich zu Rpgrip1l+/+-MEFs eine deutlich verringerte Anzahl 

an Autophagosomen auf, die mit Hilfe von Atg5 oder Lc3 markiert wurden. Zudem ist der 

autophagische Flux in den Rpgrip1l-negativen Zellen signifikant reduziert. Der autophagische 

Flux ist eine Methode, mit der die autophagische Aktivität eindeutiger bestimmt werden kann 
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als mit der Färbung der Autophagosomen allein. So könnten die reduzierten Mengen von Atg5- 

und Lc3-positiven Autophagosomen in den Rpgrip1l-negativen Zellen als verminderte oder 

erhöhte Autophagie-Aktivität interpretiert werden. Einerseits können die reduzierten Mengen 

direkt auf eine reduzierte Anzahl von Autophagosomen hindeuten. Andererseits kann eine 

erhöhte Fusion der Autophagosomen mit den Lysosomen zu einem lysosomalen Abbau der 

Autophagosomen führen. Somit wären weniger Autophagosomen bei erhöhter autophagischer 

Aktivität zu beobachten. Um dieses Interpretationsproblem zu umgehen, wird der 

autophagische Flux verwendet (Tanida et al., 2005). Hierbei behandelt man Zellen mit 

spezifischen Drogen, die in den Autophagie-Prozess eingreifen. Zum Beispiel lässt sich mit 

der Droge Chloroquin (CQ) die Fusion der Lysosomen mit den Autophagosomen und der 

lysosomale Proteinabbau verhindern (Towers und Thorburn, 2016). Behandelt man 

Rpgrip1l+/+- und Rpgrip1l-/--MEFs mit CQ und analysiert die Menge an Lc3, lässt sich in den 

negativen Zellen kein Unterschied zu den Lc3-Mengen der unbehandelten MEFs feststellen. 

Im Wildtyp hingegen ist ein Anstieg an Lc3 zu beobachten, was durch die Inhibiton der 

Autolysosom-Formation zu erklären ist. Insgesamt zeigt das Ergebnis, dass in den Rpgrip1l-

negativen MEFs tatsächlich eine reduzierte autophagische Aktivität vorliegt (Struchtrup et al., 

2018). Neben dem autophagischen Flux bestätigen auch Quantifizierungen der Autophagie-

assoziierten Proteine Ofd1 und Bbs4 die Reduktion der autophagischen Aktivität in Rpgrip1l-

defizienten MEFs. Ofd1 wird mit Hilfe der Autophagie an der ziliären Basis abgebaut (Tang et 

al., 2013) und akkumuliert in homozygot mutanten Rpgrip1l-MEFs. Im Gegensatz dazu wird 

Bbs4 mit Hilfe der Autophagie zur ziliären Basis rekrutiert (Tang et al., 2013). Diese 

Rekrutierung ist in Rpgrip1l-/--MEFs gestört, sodass weniger Bbs4 an der Basis der Zilie zu 

finden ist. Da Autophagie durch mTorc1 negativ reguliert wird, wurde im Folgenenden die 

Menge an phosphoryliertem und somit aktiviertem mTor in wildtypischen und Rpgrip1l-

negativen MEFs analysiert. Es zeigt sich, dass eine erhöhte Menge an phosphoryliertem mTor 

an der ziliären Basis der Rpgrip1l-negativen MEFs vorliegt. Zudem konnte eine erhöhte Menge 

an aktivem Akt entlang der Zilie in Rpgrip1l-/--MEFs nachgewiesen werden. Somit reguliert 

Rpgrip1l die autophagische Aktivität mittels Akt und mTorc1. Bei Rpgrip1l-Defizienz wird die 
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Akt-Phosphorylierung nicht inhibiert und die erhöhte Menge an aktivem Akt führt zur 

Phosphorylierung von mTor, was wiederum die Autophagie inhibiert (Struchtrup et al., 2018). 

Die genauen Mechanismen, durch die Rpgrip1l die Phosphorylierung von Akt vermittelt, 

müssen hierbei noch untersucht werden. Übereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnten 

frühere Studien zeigen, dass eine gestörte Ziliogenese zu einer reduzierten Autophagie 

aufgrund einer aktivierten mTor-Signalgebung führt (Wang et al., 2015). Desweiteren lässt sich 

feststellen, dass die autophagische Aktivität durch die Hh-Signalgebung reguliert werden kann 

(Pampliega et al., 2013). Die Rettung der gestörten Hh-Signalgebung in den Rpgrip1l-

negativen MEFs durch die Überexpression von Gli1 zeigt allerdings, dass die reduzierte 

autophagische Aktivität nicht widerhergestellt werden kann. Somit reguliert Rpgrip1l 

Autophagie unabhängig von der Hh-Signalgebung (Struchtrup et al., 2018). Dies wird auch 

deutlich, wenn man die Rpgrip1l-negativen MEFs mit Rapamycin behandelt. Rapamycin wirkt 

als mTor-Inhibitor und steigert dadurch die autophagische Aktivität (Heitman et al., 1991; 

Helliwell et al., 1994; Kunz et al., 1993). In Mutanten, in denen das Hh-Signalnetzwerk gestört 

ist und es dadurch zu einer Reduktion der Autophagie kommt, kann Rapamycin die 

autophagische Aktivität nicht retten (Pampliega et al., 2013). Demgegenüber zeigt die 

Behandlung der Rpgrip1l-/--MEFs in unseren Analysen, dass sowohl die autophagische 

Aktivität als auch die veränderte Zilienlänge durch die Behandlung mit Rapamycin gerettet wird 

(Struchtrup et al., 2018). Somit könnte hier nicht nur die Autophagie, sondern auch die 

Funktion der gesamten Zilie im Bezug auf ihre sensorische Funktion wiederhergestellt sein. 

Dieser Zusammenhang muss in Zukunft detaillierter untersucht werden. Insgesamt zeigen 

unsere Analysen, dass Ziliopathien, die auf einer Rpgrip1l-Mutation beruhen, neben einer 

SFN- auch durch eine Rapamycin-Behandlung kuriert werden könnten. 
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6.4 Die verschiedenen Funktionen von Rpgrip1l und daraus 

resultierende Behandlungsstrategien für Ziliopathien

In der vorliegenden Arbeit wurden drei Hauptfunktionen von Rpgrip1l detailliert beschrieben. 

Neben der bereits bekannten Funktion als positiver Regulator des ziliären Proteasoms 

(Gerhardt et al., 2015) (siehe 3.4.1 und 6.3) wurde gezeigt, dass auch Autophagie positiv von 

Rpgrip1l reguliert wird (Struchtrup et al., 2018) (siehe 6.3). Zusätzlich wurde die Schlüsselrolle, 

die Rpgrip1l in der TZ-Assemblierungshierarchie von Wirbeltieren spielt, analysiert. Hierbei 

konnten deutliche Unterschiede zum Modell der TZ-Assemblierung in C. elegans gezeigt 

werden (Wiegering et al., 2018a) (siehe 6.2). Neben den drei Hauptfunktionen von Rpgrip1l in 

der Entwicklung von Wirbeltieren wurden zudem mögliche Funktionen von Rpgrip1l in der 

Homöostase eines Organismus diskutiert (Wiegering et al., 2018b). So wird angenommen, 

dass Rpgrip1l durch seine Interaktion mit Mad2 als Tumorsuppressor wirkt (Lin et al., 2009). 

Außerdem wurde eine Verbindung zwischen Rpgrip1l und Myosin Va gezeigt, durch die 

Prozesse wie Ziliogenese, Zell-Migration und Proliferation kontrolliert werden können (Assis 

et al., 2017). Auch eine Verbindung von Rpgrip1l und der Ausbildung von Fettleibigkeit konnte 

nachgewiesen werden (Stratigopoulos et al., 2016; Stratigopoulos et al., 2011; Stratigopoulos 

et al., 2014). Interessanterweise könnten diese Funktionen von Rpgrip1l mit der Regulation 

des Proteasoms oder der Autophagie in Verbindung stehen (Gerhardt et al., 2016a; Wiegering 

et al., 2018b).  

Generell werden die beiden Proteindegradationsprozesse UPS und Autophagie unabhängig 

voneinander durch Rpgrip1l reguliert (Struchtrup et al., 2018). Ob Rpgrip1l die TZ-

Assemblierung und damit ziliäre Funktionalität ebenfalls unabhängig reguliert oder hier eine 

Schnittstelle der Funktionen von Rpgrip1l besteht, ist bisher nicht geklärt und bedarf weiterer 

Analysen. Da neben der Autophagie auch die Zilienlänge in Rpgrip1l-negativen MEFs durch 

die Behandlung mit Rapamycin gerettet wird, könnte hier eventuell eine Schnittstelle der 

Funktionen von Rpgrip1l in der Regulation der Autophagie und der Regulation der TZ-

Assemblierung vorliegen. Im Gegensatz dazu wird die Zilienlänge der Rpgrip1l-negativen 

MEFs durch SFN nicht gerettet, sodass eine Schnittstelle der Funktionen von Rpgrip1l hier 
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unwahrscheinlicher erscheint. Andererseits konnte gezeigt werden, dass die Zilien 

wildtypischer MEFs durch eine Behandlung mit Mg132, einem Proteasomen-Inhibitor, 

verlängert vorliegen (Gerhardt et al., 2015). Somit könnte ein Zusammenhang zwischen der 

proteasomalem Aktivität und ziliären Funktion bestehen. Ob hierbei jedoch Rpgrip1l als 

Schnittstelle fungiert, bleibt abzuwarten.  

Unabhängig der Verbindungen zwischen der Regulation von proteasomaler Aktivität, 

Autophagie und TZ-Assemblierung, lassen sich durch die vorliegenden Analysen 

Behandlungsmöglichkeiten für Ziliopathien, die auf einer RPGRIP1L-Mutation beruhen, 

entwickeln. Diese wären zunächst im Ziliopathie-Mausmodell (Rpgrip1l-mutante Mäuse) zu 

testen und könnten später zu einer klinischen Studie ausgeweitet werden. 

Erfolgsversprechend wäre hierbei eine Therapie aus komibinierter SFN- und Rapamycin-

Injektion während der Schwangerschaft. Im Idealfall könnte durch diese Therapie die 

Reduktion der proteasomalen sowie der autphagischen Aktivität und die damit 

zusammenhängenden Entwicklungsdefekte gerettet werden. Um genauer zu definieren 

welche Defekte auf einer reduzierten Autophagie und/oder einer reduzierten proteasomalen 

Aktivität beruhen, sollten zudem Einzelbehandlungen mit SFN oder Rapamycin durchgeführt 

werden. Hierbei könnte zusätzlich der Einfluss der Proteindegradationsprozesse auf die TZ-

Assemblierung analysiert werden. Desweiteren könnten zusätzlich zu SFN und Rapamycin 

andere Proteasom- und Autophagie-Aktivatoren eingesetzt werden.  

Neben Mutationen in Rpgrip1l führen auch Mutationen vieler anderer Gene, die für TZ-Proteine 

kodieren, zur Ausbildung verschiedener Ziliopathien (Czarnecki und Shah, 2012; Hildebrandt 

et al., 2011). Hierbei unterscheiden sich die einzelnen Ziliopathie-Syndrome in ihrem 

Schweregrad voneinander und obwohl die Mutationen verschiedener Gene zu gleich 

schweren und lebensbedrohlichen Syndromen führen können, gibt es auch Gene, deren 

Mutation ausschließlich zur Ausbildung schwächerer Ziliopathie-Syndrome führt (Álvarez-

Satta et al., 2015; Hildebrandt et al., 2011; Waters und Beales, 2011). Hier stellt sich die Frage, 

worauf dieser gravierende Unterschied des Ausprägungsgrads von Ziliopathien bei 

Mutationen unterschiedlicher Gene begründet ist. Eine Möglichkeit ist, dass neben Rpgrip1l 
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auch andere TZ-Proteine in der Lage sind, die proteasomale und autophagische Aktivität zu 

regulieren und/oder eine hohe Position in der TZ-Assemblierungshierarchie einnehmen. Eine 

Mutation dieser Gene könnte ähnlich wie eine RPGRIP1L-Mutation zur Ausbildung starker, 

lebensbedrohlicher Ziliopathie-Syndrome führen. Im Gegensatz dazu könnten schwache 

Ziliopathien durch Mutationen solcher Gene ausgelöst werden, die innerhalb der TZ-

Assemblierung nur eine untergeordnete Funktion ausüben und das Proteasom und die 

Autophagie nicht beeinflussen. Um diese Hypothese zu prüfen sollten Vergleiche der 

proteasomalen und autophagischen Aktivität sowie Zelltyp-spezifische Funktionsanalysen 

verschiedener TZ-Proteine in Modell-Mäusen für schwache, nicht lebensbedrohliche 

Ziliopathien und starke, lebensbedrohliche Ziliopathien durchgeführt werden. Hierbei könnte 

sich zeigen, ob Rpgrip1l das einzige TZ-Protein ist, welches multiple Funktionen an der TZ 

ausübt. Zusätzlich könnten durch diese Analysen gänzlich neue Funktionen von TZ-Proteinen 

aufgedeckt werden, mit deren Hilfe kurative Therapien für Ziliopathie-Patienten entwickelt 

werden.  
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8 Abkürzungen und Einheiten

Abkürzungen: 

Akt    Serin/Threonin-Kinase Akt (Akt serine/threonine kinase 1) 

Atg    Autophagie-Protein (Autophagy-related protein) 

BBS    Bardet-Biedl-Syndrom  

Bbs    Bardet-Biedl-Syndrom-Protein  

C. elegans   Caenorhabditis elegans 

Cep290   Zentrosomales Protein 290 (Centrosomal protein 290) 

CIZE    Ziliäre Sperrzone (Ciliary Zone of Exclusion) 

CMA Chaperon-vermittelte Autophagie  

(Chaperone-Mediated Autophagy) 

COACH Joubert-Syndrom mit kongenitaler hepatischer Fibrose / 

Hypo/Aplasie des Kleinhirnwurms, Oligophrenie, kongenitale 

Ataxie, Kolobom, Leberfibrose  

(Cerebellar vermis aplasia, Oligophrenia, congenital Ataxia, 

Coloboma and Hepatic fibrosis) 

CQ    Chloroquin 

N′-(7-chloroquinolin-4-yl)-N,N-diethyl-pentane-1,4-diamine 

CRD    Zapfen-Stäbchen-Dystrophie (Cone Rod Dystrophy) 

DNA     Desoxyribonukleinsäure 

Dhh    Desert Hedgehog 

E     Embryonaltag 

EVC    Ellis van Creveld-Syndrom  

Ft    Fused toes 

Ftm    Fantom 

Fto    Fatso; Fat mass and obesity associated 

Fu     Fused 

Gli    GLI-family zinc finger  
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Abkürzungen und Einheiten

 

Gli2-A    Gli2-Aktivator (Gli2-Activator) 

Gli2-FL   Gli2-Volllänge (Gli2-Full Length) 

Gli2-R    Gli2-Repressor (Gli2-Repressor) 

Gli3-A     Gli3-Aktivator (Gli3-Activator) 

Gli3-FL    Gli3-Volllänge (Gli3-Full Length) 

Gli3-R     Gli3-Repressor (Gli3-Repressor) 

HEK293 Humane embryonale Nierenzellen 293  

(Human Embryonic Kidney cells 293) 

Hh     Hedgehog 

IFT    Intra-Flagellarer-Transport 

IFT-A    IFT-Komplex A 

IFT-B    IFT-Komplex B 

Ihh    Indian Hedgehog 

Invs    Inversin 

IRD    Erbliche Netzhauterkrankungen (Inherited Retinal Dystrophy) 

Irx    Iroquois Homeobox 

JBTS    Joubert-Syndrom  

Jbts    Joubert-Syndrom-Protein  

Lc3    Microtubule Associated Protein 1 Light Chain 3 

LCA  Lebersche Kongenitale Amaurose (Lebers Congenital 

Amaurosis) 

Mad2    Mitotic Arrest Deficient 2 

MEFs    Embryonale Maus-Fibroblasten (Mouse Embryonic Fibroblasts) 

MKS    Meckel-Gruber-Syndrom  

Mks    Meckel-Syndrom-Protein  

mTor    Serine/Threonine Kinase mTor  

(mechanistic Target of Rapamycin serine/threonine kinase) 

mTorc1   mTor Komplex 1 (mTor Complex 1) 
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NIH3T3   immortalisierte MEFs  

Nek4    Never in Mitosis Gene A-related kinase 4   

NPHP     Nephronophthise  

Nphp    Nephrocystin 

Nrf2    Nuclear factor, erythroid 2 like 2  

OFD     Oro-fazio-digitales-Syndrom  

Ofd    Oro-fazio-digitales-Syndrom-Protein  

P    Postnataler Tag 

p62 (Sqstm1)   Sequestosome 1  

PCD    Primäre Ziliäre Dyskinesie (Primary Ciliary Dyskinesia) 

Pdgrfα    Platelet-Derived Growth Factor Receptor α    

PKD     Polyzystische Nierenerkrankung (Polycystic Kidney Disease) 

Psmd    Proteasomale 26S Untereinheit, Non-ATPase  

Ptc1     Patched 1 

S.    Seite(n) 

RP    Retinis Pigmentosa 

Rpgr    Retinis Pigmentosa GTPase Regulator  

Rpgrip1   Retinis Pigmentosa GTPase Regulator Interacting Protein 1  

Rpgrip1l   Retinis Pigmentosa GTPase Regulator Interacting Protein 1 Like 

Ser2448   Serin 2448 

SFN    Sulforaphan 

Shh    Sonic Hedgehog 

SLS    Senior-Løken-Syndrom  

Smo    Smoothened 

Sufu    Suppressor of Fused 

Tctn    Tectonic 

Tgfβ    Transforming Growth Factor β 

Tmem    Transmembran-Protein  
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TZ    Transitionszone (Transition Zone) 

UB    Ubiquitin 

UPS    Ubiquitin-Proteasom-System 

VSD    Ventrikulärer Septumdefekt (Ventricular Septal Defect) 

 

Einheiten: 

kDa    Kilodalton 

Mb    Megabasen 

μm    Mikrometer 

nm    Nanometer  
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